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Rezumat

In cadrul proiectului au fost preparate nanoparticule de magnetita precum si magnetita
dopata cu ioni de zinc si studiate proprietatile fizice ale acestora. Plecand de la aceste studii au
fost sintetizate nanoparticule de oxizi de fier superparamagnetice precum si cu invelis de SiO2
si aur. Proprietdtile plasmonice ale acestor nanohibrizi multifunctionali au fost studiate prin
absorbtie UV-Vis si spectroscopie Raman.

Studiile au vizat deasemenea discriminarea intre grupul pacientilor cu leucemie
mieloidald acutd (AML) si grupul control, pe baza spectrelor SERS obtinute pe probe de ADN
extras din sange periferic. Studiul SERS demonstreaza ca tiparul de metilare ADN specific
cancerului se traduce prin diferente spectrale specifice. Astfel, ADN-ul extras dintr-o linie de
celule de leucemie mieloida acutda (AML) a prezentat o intensitate scazutd a benzii de 5-
metilcitozind, pozitionata la valoarea 1005 cm™* comparativ cu ADN-ul normal, in conformitate
cu hipometilarea bine descrisa a ADN-ului tumoral. Modelul unic de metilare a ADN-ului
tumoral influenteaza, de asemenea, geometria de adsorbtie a ADN-ului, rezultand intensitdti ale
benzilor SERS de la adeninda mai mari pentru ADN-ul tumoral. Posibilitatea detectarii ADN-
ului tumoral pe baza spectrului SERS a fost validatd pe probe de ADN genomic din sange
periferic de la n=17 pacienti AML si n= 7 probe control, obtindnd o acuratete a discriminarii de
82% pe baza benzii de 1005 cm™ din 5-metilcitozind. Prin demonstrarea potentialului SERS in
evaluarea stdrii de metilare in cazul probelor de ADN din viata reald, studiul deschide calea
pentru noi metode de diagnostic a cancerului.

Rezultatele cercetarilor in cadrul proiectului au fost publicate (sau sunt in curs de

publicare) Tn 20 lucrari in reviste cotate international (ISI) cu factori de impact importanti.
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Un numar de 15 lucrari au fost prezentate la conferinte internationale.

Planul de realizare a proiectului pe anul 2019 are drept obiectiv

Etapa 1: Sinteza nanoparticulelor miez magnetice cu proprietati controlabile, dezvoltarea unor
metode de preparare a nanoparticulelor core-shell, studiul proprietdtilor fizico-chimice si
2.1  Achizitia echipamentelor de cercetare prevazute in cererea de finantare
2.2 Achizitionarea dispozitivelor, chimicalelor si a altor obiecte de laborator incluzénd
consumabilele.
2.3 Depunerea shell-ului plasmonic de grosime controlabila pe suprafata exterioara a MNPs
2.4 Caracterizarea fizico- chimica si testarea biocompatibilitatii nanoparticulelor magnetice
cu proprietati controlabile
2.5  Sinteza nanoparticulelor core-shell magnetoplasmonice.
2.6 Caracterizarea fizico-chimica si testarea biocompatibilitatii nanoparticulelor
magnetopalsmonice core-shell
2.7  Activitati de informare si reclama
2.8  Diseminare & alte activitati privind vizibilitatea
2.9  Achizitia serviciilor de audit
2.10 Raportare

2.1  Achizitia echipamentelor de cercetare prevazute in cererea de finantare
S-au achizitionat toate echipamente prevazute pentru anul 2019 in cererea de finantare si
anume:

e Microscop hiperspectral

e Instrument de masurare-calorimetru

e Cuptor cu incarcare frontala cu flux de aer imbunatatit

e Centrifuga 5430

e Rotor F

e Sistem de masura automat de tip cryogen free cu circuit de heliu inchis pentru

masuratori la temperaturi joase Th campuri magnetice variabile -VSM

2.2  Achizitionarea dispozitivelor, chimicalelor si a altor obiecte de
laborator incluzand consumabilele.
S-au achizitionat toate materialele si dispozitivele avute in vedere pentru realizarea

proiectului.



2.3 Depunerea shell-ului plasmonic de grosime controlabild pe suprafata
exterioara a MNPs
2.5  Sinteza nanoparticulelor core-shell magnetoplasmonice.

In cadrul acestei activititi vom descrie pentru inceput modul de preparare a
nanoparticulelor de magnetita precum si proprietatile fizice ale acestora.

VVom analiza apoi prepararea particulelor cu invelis plasmonic (shell-ului) de grosime
controlabila si respectiv sinteza nanoparticulelor miez-invelis (core-shell) magnetoplasmonice.
Prepararea si studiul proprietatilor fizice ale nanoparticulelor pe baza de magnetita cu
aplicatii in medicina

Nanoparticulele magnetice pe baza de oxizi de fier avand o toxicitate scazuta precum si
biocompatibilitate sunt studiate Tn prezent in particular pentru interesul prezentat prin utilizarea
lor in medicina.

In cadrul fazei de contract am preparat si studiat un numar relativ mare de nanoparticule
pe baza de magnetita, precum si nanoparticule cu invelis de SiO; si respectiv aur.

2.3.1. Nanoparticule avind o forma sferica si cubicd pe baza de magnetita.

Nanoparticule cristaline de magnetita au fost preparate prin descompunerea termica a
unui amestec de tris (acetylacetonato)Fe(IIl), acid oleic, oleilamina si dibensileter (probe S1),
precum si suplimentar alcool cetonic (probe S2, S3). Amestecurile au fost agitate timp de 15
min si incélzite cu o viteza de 3° C/min pana la 200°C si pastrate la aceasta temperatura timp
de 2 ore (probe S1, S2) si 30 min (S3). Amestecul astfel obtinut a fost apoi incélzit la 300 °C
cu o rata de 3 °C/min (probeS1, S2) si respectiv 12 °C/ min (probe S3) si mentinute la aceasta

temperaturd timp de o ora.
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FIG. 1. Imagini TEM pentru proba S1 (stdnga) respectiv S3 (dreapta).
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Imaginile obtinute prin microscopie electronica de transmisie in cazul probelor S1
evidentiazd prezenta unor nanoparticule de forma sferica, in timp ce in cazul probelor S3
acestea au o forma cubica. Prezenta alcoolului etilic favorizeaza morfologii cu fete plane — Fig.
1. In cazul probelor S2 s-a evidentiat un numar relativ mic de particule cu fete plane alaturi ce
cele cu forma sferica. S-au determinat distributiile de particule dupa dimensiuni, valorile medii
ale acestora fiind, 17 £ 1 nm (S1), 22 = 1nm (S2) si respectiv 27 = 1nm (S3).

Analiza de tip Rietveld a spectrelor de difractie prin raze X evidentiaza ca probele
cristalizeazi intr-o structurd de tip spinelic, grupul spatial Fd3m — Fig.2. Dimensiunile medii
ale particulelor determinate prin raze X sunt apropriate de cele obtinute prin microscopie
electronica si anume 20 £1 nm, 27 £1 nm si 29 =1 nm, pentru nanoparticulele de tip S1, S2 si
respectiv S3. Parametrii de retea sunt situatii intre a = 0,8386 nm, (S1) si 0,8381 nm (S3)
apropriate de constanta de retea a magnetitei (a = 0,8384 nm) ceea ce confirma o compozitie

corespunzand cu cea a magnetitei.
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Fig. 2. Difractograma de raze X pentru compusul S1.

Dependentele de temperaturd ale magnetizarilor probelor racite in lipsa campului
magnetic (ZFC) precum si in camp magnetic (FC), poH = 0,05 T, evidentiaza prezenta unei
tranzitii de tip Verwey, la temperaturile Tv, care scad odatd cu micsorarea dimensiunilor

nanoparticulelor — Fig.3
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FIG. 3. Dependentele de temperatura ale magnetizarilor masurate FC respectiv ZFC.

Analiza izotermelor de magnetizare, la T = 5 K, aratd ca saturatia a fost obtinuta in

campuri mai mari de poH = 2 T — Fig.4.. Anizotropia magnetocristalina a celor trei serii de

probe creste in secventa S1 > S2 > S3.
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FIG. 4. 1zoterme de magnetizare la temperatura de 5 K.

Campul coercitiv, Hc, determinat din curbele de histereza — Fig.5 urmeaza o dependenta
de dimensiune tipica unui ansamblu de particule unidomeniale
Hc = a+bd-3/2

cua=0.0303 T sib=1.09T/nm>?
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FIG.5. Curbe de histereza masurate in cdmpuri de pana la 15000e. Inset : Dependenta campului coercitiv de

inversul dimensiunii la puterea 3/2

Presupunand o distributie normal logaritmicd a nanoparticulelor de magnetita au fost
estimate dimensiunile ,,domeniilor” magnetice. Acestea sunt situate intre 7,0 — 7,5 nm, ceva
mai mici decat dimensiunile nanoparticulelor. Valori mai mici decéat dimensiunile particulelor
au fost evidentiate si in alte lucrari si sunt rezultatul aproximatiilor folosite in elaborarea
modelului de analiza.

Am analizat procesele de magnetizare in sistemele de particule corespunzatoare celor 3
serii, plecand de la un ansamblu de particule unidomeniale care nu interactioneaza. Modelul
prezice ca raportul dintre magnetizarea remanenta M; si cea la saturatie, Ms a = M/Ms = 0,5.
Datele noastre evidentiaza valori ceva mai mici a = (0,25 — 0,32). Comportarea evidentiata
experimental poate fi corelatd cu prezenta unor interactiuni intre nanoparticulele de magnetita
care pot conduce la unele frustrari magnetice.

Constantele de anizotropie determinate sunt situate ntre 3,1 si 6 kJ/m?, corespunzitoare
pentru utilizarea lor in medicina.

In concluzie, mentiondm faptul ca metoda utilizatd de preparare a condus la obtinerea
de nanoparticule cu dimensiuni intre 17 si 30 nm. Distributia de particule este relativ ingusta.
Atat magnetizarile precum si campurile coercitive cresc pe masura ce dimensiunile
nanoparticulelor devin mai mari. Datele de mai sus evidentiaza faptul ca probele preparate pot
fi folosite ca materiale de plecare in obtinerea de particule miez-invelis (invelis pe baza de SiO»
si aur), pentru aplicati in medicind. O parte din datele obtinute au fost prezentate la o conferinta

internationala iar lucrarea elaborata este acceptata spre publicare



Roxana Dudric, Gabriela Souca, Adam Szatmari, Tamas Szilard, Stefan Nitica, Cristian
lacovita, Alin lulian Moldovan, Rares Stiufiuc, Romulus Tetean and Emil Burzo
Magnetite Nanoparticles for Medical Applications

AIP Conf. Proc (in press) (cotata ISI)

2.3.2. Nanoparticule de magnetita dopate

Ca urmare a acoperirii particulelor de magnetita printr-un strat nemagnetic
magnetizarile, pe unitatea de volum sau greutate, scad. Ca atare este de interes a analiza
conditiile In care magnetizarile nanoparticulelor de magnetitad pot creste ca urmare a unor
substitutii in pozitii octaedrale, in structura de tip spinelic invers. In acest context am studiat
proprietatile structurale si magnetice ale nanoparticulelor de tip
[Feit . znZt) [Feit, Frit]r0,. Admitand compozitiile de mai sus, magnetizirile la saturatie
pot fi teoretic descrise prin relatia

Ms = (4+6x) ps/f.u.
in care magnetizarile depind liniar de continutul de zinc.

In acelasi timp prezenta ionilor Zn?*, diminueaza interactiunile magnetice intre ioni de
fier, situati in pozitii octaedrice si respectiv tetraedrice, si ca atare este de asteptat ca
temperaturile Curie sa scada.

Nanoparticulele de magnetita dopata au fost preparate plecand de la un amestec de 0,7
nmol Fe(acac)s, 1,05 nmol Zn(acac)2 (probe NC50) sau 1,0 nmol Fe(acac)s, 1,5 nmol Zn(acac)2
(probe NC65) cu 3,78 nmol acid oleic si 52,6 dibenzileter. Amestecurile mentionate mai sus au
fost incalzite la 295 °C, cu o ratd de 5 °C/min si mentinute la aceastd temperatura timp de 30
min. Dupa spalare cu alcool etilic, probele au fost supuse unui tratament cu ultrasunete si apoi

separate din solutie.

FIG. 6. Imagini TEM si distributia de particule
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Imaginile obtinute prin Microscopie Electronica prin Trasmisie (TEM) evidentiaza ca
particulele au forme octaedrice, fetele acestora fiind acoperite cu un strat subtire de acid oleic.
Ca urmare a ratei de incalzire folosite, se formeaza particule cu fete de tip {111} care au o
energie mai mica superficiala comparativ cu planele {011} sau {101} - Fig.6.

Distributia dimensiunilor nanoparticulelor formate evidentiaza valori medii d = 26 nm

(NC50) si respectiv d = 75 nm (NC65).
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FIG.7. Difratogramele de raze X pentru probele NC-50 respectiv NC-65.

Imaginile obtinute prin difractic de raze X evidentiaza ca probele cristalizeaza intr-0
structura cubicd, de tip spinelic — Fig.7. Parametrii de retea sunt mai mari comparativ cu a
magnetitei pure. Aceastd comportare este rezultatul inlocuirii ionilor de Fe?* (r = 0,645 A) sau
Fe® (r=0,75 A), prin ioni de zinc (r = 0,74 A). Continutul de zinc in probe este de x = 0,1.

Izotermele de magnetizare evidentiaza ca saturatia a fost obtinuta la campuri externe
poH > 2 T, atat la T = 5 K precum si la 300 K — Fig.8. La T = 5 K magnetizarile obtinute,
= 5 us/f.u., sunt cu 20 % mai mari decat a magnetitei pure. Magnetizarile scad usor pe masura

ce dimensiunile nanoparticulelor sunt mai mici ca rezultat al efectelor de suprafata.
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FIG.8. a) izoterma de magnetizare la 300 K pentru proba NC-50 (inset curba de histereza); b) Curbele de
magnetizare ZFC respectiv FC.

Curbele de histereza evidentiaza prezenta unor campuri coercitive mici la temperatura
mediului ambiant, si anume poHe = 0,01 T (NC 50) si respectiv 0,02 T (NC-65), sugerand ca
nanoparticulele sunt in esenta superparamagnetice (proba NC-50), la temperatura mediului
ambiant; campul coercitiv este generat de un numar mic de particule avand de asemenea d > 35
nm. Raportul dintre magnetizarile remanente si respectiv cele la saturatie la temperatura
mediului ambiant sunt de M/Ms = 0,1 (NC-50) si respectiv Mi/Ms = 0,22 (NC-65) 1n acord
prezenta unui numadr relativ mare de particule superparamagnetice precum si cu existenta unor
nanoparticule implicate in interactiuni dipolare. Constantele de anizotropie K, au fost
determinate, admitdnd la temperaturi mai mici decat cele de blocare Ts, prezenta unei
anizotropii uniaxiale

Hc = 2K/poMs (1)

Constantele de anizotropie, la temperatura mediului ambiant 0,48-10"* J/m?® (NC-65) si

0,22-10* J/m3 (NC-50) sunt ceva mai mici decat cele ale magnetitei
TABELUL 1

Proprietatile structurale si magnetice ale nanoparticulelor — FesO4

Proba d Parametrul de retea Ms (us/f.u.) poHc(T) Te tv
(nm) (nm) T=5K | T=300K | T=5K | T=300K | (K) | (R)
NC-50 27 0,841(3) 4,91 3,95 0,04 0,02 378 25
NC-65 50 0,840(9) 4,82 3,51 0,05 0,01 28
Proba K10* (J/m?3) Te | K-10% (I/m3)
T=5K | T=300K
NC-50 1,2 0,48 400 0,22
NC-65 0,9 0,22 310 0,70




Dependentele de temperatura ale magnetizarilor probelor racite in cdmp magnetic nul
(ZFC) si respectiv in camp magnetic (FC) poH = 0,05 T evidentiaza prezenta unor tranzitii de
tip Verwey la T = 25-30 K — Fig. 9. Temperaturile Tg caracteristice efectului de blocare sunt
Te = 310 K (NC-50) si respectiv Ts = 400 K (NC-65), acestea scazand odata cu dimensiunile
nanoparticulelor. Valorile Tg descriu temperaturile la care energia termica devine comparabila
cu energia de anizotropie. Astfel plecand de la valorile Tg am determinat constantele de

anizotropie, in acord cu relatia

Te = KV/25 kg
unde V = este volumul particulelor.
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F1G.9. Curbele de magnetizare ZFC respectiv FC pentru proba NC-65. Inset: Dependenta de temperatura a

patratului magnetizarii.

Valorile K astfel obtinute sunt apropriate de cele estimate plecind de la campurile
coercitive — Tabelul 1.

Am determinat dimensiunile magnetice ale nanoparticulelor, dm, plecand de la valorile
(NC-50) si respectiv 9,4 nm (NC-65).

Analiza datelor evidentiazi, ca prin dopare cu ioni de Zn?*, magnetizirile la saturatie
atatla T=5K, precum si la T =300 K cresc cu = 20 %, pentru un continut mic de zinc si anume
substitutia a cca 3 % de atomi de fier. Anizotropiile magnetocristaline sunt apropriate de cele
ale magnetitei pure. Rezultatele sunt in curs de publicare.

Gabriela Souca, Roxana Dudric, Cristian lacovita, Alin lulian Moldovan, Tiberiu Frentiu,
Rares Stiufiuc, Romulus Tetean and Emil Burzo
Zn-doped Fe3O4 nanoparticles

J. Opt. Adv. Mat. (trimisa spre publicare)
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2.3.3 Depunerea shell-ului plasmonic de grosime controlabila pe suprafata exterioara
a MNPs.
2.4  Caracterizarea fizico- chimica si testarea biocompatibilitatii nanoparticulelor
magnetice cu proprietati controlabile

2.5  Sinteza nanoparticulelor core-shell magnetoplasmonice

Unul dintre obiectivele majore ale proiectului NanoTEX in anul 2019 a fost reprezentat
de obtinerea de nanoparticule magneto-plasmonice care sd contina o entitate magnetica si una
plasmonica care sa le permitd interactiunea cu un cdmp magnetic extern respectiv cu o radiatie
laser, preferabild din domeniul NIR. In vederea elaborarii unor astfel de nanostructuri
multifunctionale, in cadrul proiectului NanoTEX au fost abordate doua strategii principale de

sinteza:

2.3.3 Sinteza unor nanoparticule magneto-plasmonice de tip core — shell care sa continda un

miez magnetic si care sa posede un invelis (shell) plasmonic

2.5 Sinteza unor nanostructuri multifunctionale magnetoplasmonice hibride care sa aiba in
interiorul lor un nucleu alcatuit din magnetolipozomi cationici care sa fie decorati cu

nanoparticule plasmonice de aur anionice.
In cele ce urmeaza vom detalia rezultatele obtinute in cele dous tipuri de materiale.
Nanoparticule magnetoplasmonice de tip core-shell

Prima etapa a acestui proces a constat in sinteza unor nanoparticule magnetice de FezO4
care sa fie utilizate drept miezuri care sa fie mai apoi decorate cu un invelis uniform plasmonic
de aur. Nanoparticulele de FezO4 au fost sintetizate in principal folosind metoda descompunerii
termice mentionata deja. S-a pornit de la acetil acetonat de fier Fe(acac)3 si s-au variat solutiile
de oleilamina respectiv acid oleic. Amestecul a fost Incalzit folosind diferite rampe de crestere
a temperaturii si diferite intervale de timp. A fost evaluata influenta pe care raportul dintre
oleilamina si acid oleic o are asupra formei si dimensiunilor nanoparticulelor sintetizate. A fost
evaluata si influenta rampei de incalzire si a intervalului de timp in care are loc sinteza asupra
acelorasi parametri. S-a reusit astfel sinteza unor nanoparticule sferice si cubice de diferite

dimensiuni.
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FIG 10. Imagini TEM ale nanoparticulelor de Fes;Oj4 sintetizate

O imagine tipica a acestora este prezentatd in — Fig. 10. In figura din stanga sunt
prezentate nanoparticule sferice de Fe3Os iar in imaginea din dreapta sunt prezentate

nanoparticule cubice/octaedrice de Fe3O4 obtinute prin metoda descompunerii termice.

Dat fiind faptul ca nanoparticulele de magnetitd au un caracter hidrofob s-a trecut la
etapa de hidrofilizare a lor, Tn vederea producerii ulterioare a unui strat uniform de SiO; care sa

permita la randul sau depunerea stratului plasmonic de aur.

Au fost dezvoltate doua strategii de hidrofilizare care implica folosirea TMAOH-ului
(hidroxid de tetrametilamoniu) respectiv a NalOx (periodatul de sodiu). In urma investigatiilor
efectuate s-a observat faptul ca cele mai bune rezultate au fost obtinute prin utilizarea

periodatului de Na.
Foarte sintetic cele doua metode de hidrofilizare pot fi descrise astfel:
e Procedeul cu TMAOH

» Amestecare proba contindand NP magnetice hidrofobe cu sol. TMAOH (v:v =

1:1), ultrasonicare si incubare de pe o zi pe alta
» Rezultate modeste
e Procedeul cu NalOa4
» Agitare mecanica a 2 faze (organica — NPMag si apoasa — sol. NalOa)

> Rezultate bune
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Dupa incheierea etapelor de hidrofilizare s-a trecut la etapa de silicare care urmareste
depunerea unui strat uniform de SiO: la suprafata nanoparticulelor magnetice. Una dintre

retetele utilizate poate fi descrisa astfel:
— 1 mL suspensie NPMag Fe304
— 30 mL EtOH
— 4mL H0O
— 2mL TEOS
— 0.3 mL NHs(aq) 25%
— ultrasonicare timp de 1 h (30 min x 2) pentru descompunerea hidrolitica a TEOS
— rezultatele obtinute sunt promitatoare

O imagine tipica a nanoparticulelor magnetice acoperite cu un strat uniform de siliciu este

redata in Fig. 12.

FIG. 11. Imagine TEM a nanoparticulelor de Fe3O4 ca invelis de SiO; .

Totodatd asa cum am prezentat n sectiunea 2.3.2 au fost sintetizat si nanoparticule
magnetice dopate cu Zn de forma ortorombici/cubica avand diferite dimensiuni. Tn acest caz s-

a urmarit modul in care substitutia cu Zn poata sa imbunatateasca proprietatile magnetice ale
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FIG. 12. Imagine TEM a nanoparticulelor de FezO, de forma ortorombica/cubica dopate cu Zn.

nanoparticulelor de magnetita. O imagine tipica a unor astfel de nanostructuri este prezentata
in Fig. 13.

In etapa finala a fost dezvoltatd procedura de depunere a aurului pe nanoparticulele
silicate avand un miez magnetic. Procedura a constat in reducerea unor seed-uri de aur la
suprafata nanoparticulelor silicate. Rezultatele sunt imbucuratoare asa cum se poate vedea si

din imaginea TEM atasata.

FIG. 13. Imagine TEM a nanoparticulelor magnetice silicate care au atasate de suprafata lor seed-uri de aur
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2.5 Nanostructuri multifunctionale magnetoplasmonice

Elementul central al nanostructurilor hibride propuse 1l constituie lipozomii cationici
care contin in bistratul lipidic nanoparticule de magnetita (Fe3O4). Nanoparticulele magnetice
au fost sintetizate prin descompunere termica pornind de la diversi precursori. O descriere

detaliata a metodelor de sinteza utilizate este descrisa in sectiunea 2.3.1.

Nanoparticulele magnetice utilizate in aceasta etapa au fost obtinute printr-o sinteza de
tip descompunere termica. Analiza prin microscopie electronica in transmisie a relevat faptul
ca aceste nanostructuri magnetice au o forma quasi-sferica. Diametrul lor este inferior valorii

de 12 nm, conditie absolut necesara in vederea inglobarii lor ulterioare in bistratul lipozomal.

Tn Fig. 14 este prezentati o imagine TEM obtinuti in cazul nanoparticulelor magnetice
de Fe30a.

FIG 14. Imagine TEM a nanoparticulelor magnetice de FezO4

Nanoparticulele magnetice au fost investigate prin difractie de raze X. In Fig. 15 este
prezentatd o difractograma tipica obtinuta. Analiza prin difractie de raze X confirma faptul ca
nanoparticulele sintetizate sunt de tip FesO4 (magnetitd) avand o structura cristalina de tip spinel

invers.
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FIG. 15. Difractograma de raze X obtinuta pe pulberea de Fe3O4

Analiza prin difractie de raze X a permis calcularea parametrului de retea, valoarea
acestuia fiind de 8.375 A apropiati de ceea magnetitei. Dimensiunea nanoparticulelor de FesOq
sintetizate a fost estimatd pornind de la valoarea picului de difractie (311) folosind formula
Debye-Scherer. Valoarea obtinuta a fost de ~13nm, apropiata de cea obtinuta prin microscopie
electronica.

S-au studiat proprietatile magnetice ale nanoparticulelor sintetizate. Curbele de
histereza magnetica respectiv ZFC si FC obtinute la 300K respectiv 5K sunt prezentate in Fig.

16 i 17.
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FIG 16. Curbele de histereza magneticd masurate la T =5 K respectiv 300 K
pe probele de SPIONs

Curbele de histereza magnetica demonstreaza faptul ca la temperaturi joase (T = 5 K)
nanoparticulele magnetice au un comportament de tip ferimagnetic in timp ce la temperatura

camerei (T = 300 K) acestea devin superparamagnetice (SPION). Valorile magnetizarii la
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saturatie scad de la ~80 emu/g la 5K la ~60 emu/g la temperatura camerei, drept rezultat al
efectului termic. Micile deviatii de la comportamentul descris de ecuatia de tip Bloch pot fi
atribuite efectelor de spin canting, care sunt pronuntate in cazul nanoparticulelor magnetice de

dimensiuni reduse.

Valoarea campului coercitiv masurata la 5K este de 200mT (insertul din dreapta, Fig.
16). La 300K devine aproape nul (insertul din stanga, Fig. 16), confirmand comportamentul

superparamagnetic al nanoparticulelor.

Acest comportament este confirmat si de curbele de magnetizare ZFC/FC prezentate in
Fig. 17, care se suprapun la o temperatura de ~100K, valoare net inferioara temperaturii
camerei. De altfel temperatura la care curba ZFC prezintd un maxim pronuntat, atribuit
temperaturii de blocare sau temperaturii la care are loc tranzitia ferimagnetica —

superparamagnetica , este de 59K.
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FIG. 17. Curbele de ZFC si FC obtinute pe probele se SPIONs

Dupa sinteza si caracterizarea nanoparticulelor magnetice hidrofobe s-a trecut la sinteza
nanoparticulelor plasmonice de aur. S-a optat pentru utilizarea unor nanoparticule anionice de
aur avand o forma sfericd. Metoda de sinteza a fost dezvoltata anterior de grupul implicat Tn
proiect si implica utilizarea PEG-ului (polietilen glicol) atat ca si agent reducator cat si ca si

agent stabilizator.
O imagine tipica a nanoparticulelor pegylate sferice de aur este prezentata in Fig. 18.
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FIG. 18. Imagine TEM a nanoparticulelor pegylate de aur (a); Imaginea TEM a unei singure nanoparticule de
aur aratd prezenta stratului de polietilen glicol (PEG) care inconjoara nanoparticula (NP) (insertul a); Distributia
statisticd a dimensiunilor NPs calculata din imaginile TEM (b); Spectrul de absorbtie UV-Vis al coloidului de

aur (c); Imagine optica a coloidului de aur (insertul c).

Prezenta moleculelor de PEG la suprafata nanoparticulelor plasmonice de aur a fost

confirmata folosind spectroscopia FT-IR, asa cum se poate observa din Fig. 19.
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FIG. 19. Spectrul FT-IR obtinut pe probe de PEG1000 pur (i) respectiv pe NP de Au PEGylate (ii)

Dupa finalizarea sintezei celor doud clase de nanostructuri, S-a trecut la sinteza
magnetolipozomilor cationici. In acest sens au fost utilizate dou clase de lipide (cationice —
DOTAP respectiv neutre SPC) iar metoda de sinteza utilizata a fost cea de hidratare a stratului
lipidic. Metoda permite sinteza unor nanostructuri lipozomale unilamelare cationice avand
dimensiuni cuprinse intre 50-150 nm. Totodata, in functie de raportul lipidic DOTAP/SPC se

poate controla si sarcina de suprafata.
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Elementul de noutate pe care I-am dezvoltat in cadrul proiectului a fost reprezentat de
inserarea SPION-ilor n bistratul lipidic lipozomal. Utilizand interactiunile hidrofobe dintre
SPIONI si acizii grasi care alcatuiesc bistratul lipidic au fost testate mai multe concentratii de
SPIONi. Solutiile organice contindnd SPIONi au fost amestecate cu lipidele, dupd care s-a
trecut la formarea filmului lipidic. Au fost determinati parametrii optimi pentru sinteza
lipozomilor. O imagine tipicd a unui astfel de magneto-lipozom, obtinutd prin microscopie
electronici in transmisie, este prezentata in Fig. 20. Tn insert-ul din Fig. 20 pot fi observate
distinct nanoparticulele magnetice inserate in bistratul lipidic. Imaginea a fost obtinutd fara

utilizarea unei substante de contrast.

—
100 nm

FIG. 20. Imagini TEM ale magneto-lipozomilor (MLP50) (stdnga); Imaginea TEM nemodificata a unui singur
magneto-lipozom (MLP50) (dreapta).

Folosind masuratori de potential zeta si PCS (Photon Correlation Spectroscopy) au fost
determinate dimensiunile si sarcinile de suprafatd ale celor doua clase de nanostructuri
dezvoltate: nanoparticule anionice de Au respective magnetolipozomi cationici. Aceste valori
au fost de ~-30 mV 1in cazul nanoparticulelor de Au respectiv cuprinse intre +43 si +59 mV in
cazul magnetolipozomilor. Diametrele magnetolipozomilor s-au situate intre 180 si 380 nm in
functie de cantitatea de nanoparticule magnetice care au fost introduse in bistratul lipidic.

Ca siun element de noutate absolut, in cadrul acestui studiu a fost utilizatd pentru prima
data spectroscopia Raman in vederea demonstrarii internalizarii nanoparticulelor magnetice in
interiorul bistratului lipidic. Au fost masurate probe lipozomiale pure, respectiv contindnd

cantitati de nanoparticule magnetice n intervalul 10 si 1000 de pL.
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Au fost identificate principalele maxime vibrationale, atribuite lipidelor care compun
bistratul lipozomal. Principalul element de noutate 1l reprezintda faptul ca in cazul
magnetolipozomilor care contin cea mai mare cantitate de nanoparticule magnetice (1000 pL)
a fost pus in evidenta o banda vibrationald apartindnd nanoparticulelor magnetice, asa cum se
poate vedea in Fig. 21.

In egala masura spectroscopia vibrationala Raman a fost capabila sa demonstreze faptul
cé 1n cazul incarcarii unei cantitati prea mari de nanoparticule magnetice in interiorul bistratului
lipidic structura magnetolipozomilor devine instabila, fapt confirmat de largirea unor benzi

vibrationale specifice.
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FIG. 21. Spectrelor Raman (suprapuse) masurate pe lipozomii puri (curba magenta) cu cele miasurate pe cele 4
clase de magnetolipozomi (b). Spectrul Raman (a) a fost Tnregistrat pe pulbere de SPIONi

Dupa incheierea etapei de sinteza si caracterizare a celor doud blocuri functionale
(magnetolipozomi cationici respectiv nanoparticule plasmonice anionice) s-a trecut la etapa
finala care implica utilizarea interactiunilor electrostatice dintre cele doud tipuri de
nanostructuri in vederea obtinerii unor nanostructuri hibride magnetoplasmonice. Mai exact se
urmarea decorarea magnetolipozomilor cu nanoparticule plasmonice sferice de aur.

In acest sens au fost testate mai multe concentratii de magnetolipozomi respectiv
nanoparticule anionice de aur. In Fig.22 sunt prezentate doud imagini TEM, corespunzatoare

unui nanohibrid multifunctional incomplet (stanga) respectiv complet (dreapta) decorat.
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Tn insetul din Fig. 22a pot fi distinse atat nanoparticulele magnetice inserate in bistratul
lipidic cat si nanoparticulele plasmonice utilizate pentru decorarea magnetolipozomilor.

Pentru a confirma prezenta celor doua tipuri de nanostructuri au fost efectuate
masuratori de EDS (Energy Dispersive Spectroscopy). Spectrul prezentat in Fig. 23 confirma
prezenta elementelor principale din care sunt alcatuite nanoparticulele investigate: Fe, O, P, si

respectiv Au.

(a)

200 nm

FI1G.22. Imaginea TEM a magneto-lipozomilor decorati incomplet (MLP50). Insertul evidentiaza prezenta
AuNPs PEGylate pe suprafata exterioara a lipozomilor si a SPIONI-lor in interiorul bistratului lipidic (a).

Imaginea TEM a unui singur magneto-lipozom plasmonic (b)

Intensity (a.u.)
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Fe Au [J Au

i || |
0123 4567 8 9 1011 12 13 14 15
Energy (keV)

— "1

F1G.23. Analiza EDS (Energy Dispersive Spectroscopy) a unui magnetolipozom
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In final au fost testate proprietitile fototermice ale nanohibrizilor sintetizati, aparute ca
urmare a interactiunii cu o radiatie laser din domeniul NIR (785nm). Rezultatele au fost
comparate cu cele obtinute In cazul nanoparticulelor de aur simple. S-a constatat faptul ca in
cazul nanohibrizilor multifunctionali magnetoplasmonici valoarea SAR-ului (Specific
Absorbtion Rate) creste cu aproximativ 50%, in raport cu valoarea obtinutd in cazul
nanoparticulelor de aur pegylate (450 W/g vs. 327 W/g). Acest lucru se datoreaza in principal
aparitiei modurilor plasmonice colective datorate interactiunii puternice care se manifesta intre
nanoparticulele de aur care decoreaza suprafata magnetolipozomilor. In Fig. 24 este prezentat

un spectru de absorbtie UV-Vis care confirma prezenta acestor moduri plasmonice colective.
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F1G.24. Spectrul de absorbtie UV-Vis a coloizilor de aur PEGylati (1) si ale complexelor pe care le-au format cu
lipozomii puri (2) respectiv cu magnetolipozomii care contin cantitéti diferite de nanoparticule magnetice in
bistrat (3-6). Insertul prezinta imagini optice a coloizilor de aur si ale complexelor lipozomale (1- 0 pL, 2-10 pL,

3-50 uL, 4-250 pL, 5-1000 pL). Probele au fost diluate de 4 ori Tnainte de inregistrarea imaginii.

Rezultatele cercetarilor privind nanoparticulele plasmonice au aparut in lucrarea:

Gabriela Fabiola Stiufiuc, Stefan Nitica, Valentin Toma, Cristian Iacovita, Dietrich Zahn,
Romulus Tetean, Emil Burzo, Constantin Mihai Lucaciu, Rares Ionut Stiufiuc,
Synergistical Use of Electrostatic and Hydrophobic Interactions for the Synthesis of a New
Class of Multifunctional Nanohybrids: Plasmonic Magneto-Liposomes, Nanomaterials, 9,
1623, (2019), doi:10.3390/nan09111623, IF 4, Rank QL.
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2.6  Caracterizarea fizico-chimica si testarea biocompatibilititii nanoparticulelor

magnetopalsmonice core-shell

ADN-ul celulelor canceroase prezintd un model unic de metilare care difera atat
cantitativ precum si calitativ de ADN-ul din celule netumorale. Comparativ cu ADN-ul normal,
ADN-ul tumoral prezinta o scadere globald a procentului de citozine metilate [1]. Mai mult,
reziduurile de citozina metilatd ale ADN-ului tumoral sunt grupate in asa-numitele insule CpG
care preced genele, Tn timp ce alte zone ale ADN-ului tumoral sunt aproape lipsite de citozine
metilate [2]. Tiparul caracteristic de metilare al ADN-ului tumoral a fost propus pentru
imbunatatirea metodelor de diagnostic, cum ar fi as next-generation sequencing (NGS), a ADN-

ului tumoral circulant [3].

Sina si colab. au demonstrat ca modelul de metilare a ADN-ului asociat cancerului este,
de asemenea, responsabil pentru o crestere a afinitatii ADN-ului cancerului pe suprafetele aurii,
caracteristica care a permis detectarea sensibilad prin metode electrochimice [4]. Fig.25-26

prezinta Tn mod sugestiv rezultatele raportate de Sina si colab. [4].
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F1G.25-26. Prezentare ilustrativa a proprietatilor fizice a structurilor ADN tumorale si normale.

Pornind de la premizele lucrarii publicate de Sina si colab., am initiat prezentul studiu
cu presupunerea ca afinitatea crescutd a ADN-ului tumoral pentru suprafetele metalice ar putea
fi exploatata pentru detectarea acestuia pe baza imprastierii SERS, o metoda analiticd Raman

care necesita adsorbtia analitilor pe nanosubstrate metalice [5, 6]. Spectroscopia Raman este un
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tip de spectroscopie vibrationald care se bazeaza pe Imprastierea inelastica a fotonilor laser,
oferind informatii cu privire la structura moleculard a probei. Sensibilitatea scazuta a
imprastierii Raman poate fi imbunatatitd semnificativ prin tehnica SERS, o metoda care
utilizeaza nanostructuri metalice pentru amplificarea semnalului Raman al moleculelor [7].

Tn acest studiu, am dezvoltat un protocol optimizat pentru facilitarea chemisorbtiei
ADN-ului pe nanoparticulele de Ag si am evaluat prin tehnica SERS starea de metilare a ADN-
ului genomic extras din celule din sange periferic, precum si din liniile celulare cultivate in-
vitro. Substratul SERS a fost reprezentat de o solutie coloidald de nanoparticule de Ag,
sintetizatad prin reducere cu hidroxilamina hidroclorida (hya-AgNPs). Nanoparticulele hya-
AgNPs au fost activate cu Ca?* 5x10* M pentru a promova chemisorbtia ionilor de CI- pe
suprafata de argint, care la randul lor formeaza site-uri active SERS, specifice pentru structuri
ADN [5, 6].

Avand 1n vedere ca modificarile starii de metilare a citosinei ADN sunt cunoscute ca
fiind un marker pentru progresia cancerului, in cadrul studiului ne-am concentrat pe detectarea
prin SERS a diferentelor spectrale ce apar din cauza modelului unic de metilare observat in
ADN-ul tumoral. Pentru aceasta, am inregistrat spectrele SERS ale citozinei si 5-metilcitozinei
pentru identificarea unor benzi ce sunt specifice citosinei metilate. In continuare, am analizat
probele de ADN extrase din linia celularda normala si o linie celulard de leucemie mieloida acuta
umand (AML), cu scopul de a demonstra ca hipermetilarea asociatd cancerului poate fi
evidentiata prin tehnica SERS chiar si in probe ADN genomice. In cele din urma, am validat
strategia de detectare a ADN-ului tumoral pe baza tehnicii SERS pe probe de ADN genomic
din sangele periferic recoltat de la voluntari sanatosi (n = 17) si pacienti diagnosticati cu AML
(n = 17). Leucemia prezinta caracteristici convenabile pentru validarea metodelor de biopsie
lichidd pe baza de ADN deoarece sangele este principalul component afectat de malignitate si
pentru ca exista cunostinte ample despre mecanismul de biologie moleculara din spatele
debutului si evolutiei cancerului. Dupa cunostintele noastre, acest studiu reprezinta primul
studiu privind detectarea tiparului de metilare a ADN-ului asociat cancerului in probe reale
provenite de la pacienti.

Materiale si metode

Sinteza nanoparticulelor de argint. Nanoparticulele de Ag au fost obtinute prin reducerea cu
hidroxilamind hidroclorida (hya-AgNPs) folosind metoda introdusa de Leopold si Lendl [7].
Protocolul de sinteza si spectrul UV-vis al coloidalilor hya-AgNPs sunt prezentate mai jos.

Pentru prepararea hya-AgNPs, au fost dizolvati 17 mg de azotat de argint in 90 ml de apa
ultrapura. Intr-un recipient separat, 17 mg de clorhidrat de hidroxilamina si 1.2 ml solutie de
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hidroxid de sodiu (1%) au fost amestecate in 10 ml de apa ultrapura. Coloidul de argint a fost
obtinut la temperatura camerei prin adaugarea rapida, sub agitare puternica, a solutiei de nitrat
de argint cu amestec de clorhidrat / hidroxid de sodiu. Coloidul rezultat a fost agitat in
continuare timp de 5 minute. Fig. 27 prezintda spectrul Uv-Vis si o imagine de microscopie
electronica reprezentativa pentru coloidul de argint sintetizat.
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FI1G.27. Caracterizarea hya-AgNPs prin spectroscopie de absorbtie UV-Vis, ce prezintd banda caracteristica de
rezonantad plasmonicd cu un maxim la valoarea 408 nm. Solutia coloidald a fost diluatd de 100 de ori in apa
ultrapura inainte de a efectua masurarea UV-Vis. Caracterizarea hya-AgNPs prin masuratori de microscopie
electronica TEM. Micrografia prezintd predominant particule AgNPs sferice, cu un diametru mediu de 50 nm.
Imaginile TEM au fost achizitionate cu un microscop electronic Hitachi HD-2700 (STEM).

Pentru toate experimentele SERS pentru detectia ADN, hya-AgNPs au fost activate cu
Ca(NO3)2 5x10™* M [5, 6]. Nanoparticulele coloidale hya-AgNPs contin, de asemenea, CI" in
concentratie de 2.4 mM, eliberat in timpul reactiei de sinteza, acestia avand un rol crucial in
medierea adsorbtiei ADN-ului pe suprafata metalului [5, 6].

Extragerea ADN-ului din celule. ADN-ul genomic tumoral a fost extras dintr-o linie de celule
imortalizate AML umane (THP-1) (American Type Culture Collection), in timp ce ADN-ul
normal a fost extras din keratinocitele umane imortalizate (HaCaT) (Thermo Fisher Scientific)
folosind un sistem de extractie in fazd solidd (PureLink Genomic ADN mini kit, Thermo
Fischer). THP-1 este o linie de celule monocitice umane imortalizate, derivatd de la un pacient
diagnosticat cu leucemie monocitara acuta, in timp ce HaCaT este o linie de celule cheratinocite
umane imortalizate derivatd din pielea umana. Au fost detasate folosind tripsind, aproximativ
5x106 celule cultivate in conditii de culturd celulari standard, centrifugate si apoi resuspendate
in 200 uL PBS. Celulele au fost apoi incubate timp de 2 minute la temperatura camerei cu 20
uL Proteinazd K si 20 pL RNaza A. Celulele au fost apoi incubate cu 200 pL de tampon
(PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer) timp de 10 minute la 55°C pentru a promoveaza
digestia proteinelor.

Solutia rezultata a fost amestecatd cu 200 pL etanol, addugata la o coloana PureLink™ si apoi
centrifugata la 10.000xg timp de 1 minut la temperatura camerei. Coloana a fost apoi spalata
prin centrifugare la 10.000xg timp de 1 minut la temperatura camerei cu doud tampoane de
spalare (500 pL) furnizate in kit. In cele din urma, ADN-ul a fost eluat cu 50 pL de tampon de
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elutie genomica PureLink™ prin centrifugarea coloanei la 10.000xg timp de 1 minut la
temperatura camerei.

Colectia ADN-ului genomic din sangele periferic. Probele de ADN genomic din sange periferic
au fost colectate de la n=17 controale si n=17 pacienti AML supusi unui transplant de celule
stem hematopoietice la Institutul Clinic de Urologie si Transplant, Cluj-Napoca. Varsta medie
a pacientilor cu AML a fost de 47+12 ani, in timp ce varsta medie a subiectilor de control a fost
de 4015 ani. In ambele grupuri, varsta a avut o distributie parametrica (testul de normalitate
D’Agostino si Pearson omnibus, p> 0.05), iar diferenta dintre varsta celor doud grupuri nu a
fost statistica diferita (testul cu doud cozi nepereche, p> 0.05). 5 pacienti din grupul AML si 7
subiecti din grupul de control au fost femei. Probele de ADN au fost resturi din analiza de
potrivire a HLA si au reprezentat deseuri medicale. Toate probele au fost anonimizate. Studiul
a fost aprobat de Comitetul de Etica al Institutului Clinic de Urologie si Transplant, Cluj-
Napoca, iar experimentele au fost realizate in conformitate cu principiile Declaratiei de la
Helsinki.

ADN-ul genomic a fost extras automat din sange integral cu 5% EDTA folosind sistemul
InnuPure C16 (Analytik Jena), conform protocolului producatorului. Concentratia si puritatea
ADN-ului au fost determinate automat folosind aparatul NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
Puritatea ADN-ului a fost calculata pe baza raportului dintre absorbanta la 260 si 280 nm (A260
/ A280). Concentratia si puritatea probelor de ADN sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 2: Concentratia si puritatea probelor ADN de la pacientii cu leucemie mieloida acutd (AML) si subiectii
control (CTRL).

Media concentratiei ADN _ _
Nr. de (domeniul de concentratie) Media raportulyl 260/280
probe (domeniul)
ng/uL
AML 17 43.20 (4.25-91) 1.78 (0.88-2.05)
CTRL 17 47.73 (21.5-132) 1.82 (1.74-193)

Achizitia spectrelor SERS. Pentru achizitia spectrelor SERS ADN, a fost utilizat un
spectrometru InVia Raman (Renishaw), echipat cu un laser Nd:YAG cu frecventa dublata ce
emite la 532 nm, si care a fost focalizat pe proba printr-un obiectiv 5X (Leica, NA 0.12).

Pentru masuratorile SERS ADN extras din sangele periferic si din liniile celulare cultivate, s-
au amestecat 5 uL. hya-AgNPs cu 5 pL ADN. Dupa aceea, s-au adaugat 0.5 uL Ca(NO3)2
(concentratia finald 5x10* M). 5 pL din acest amestec au fost pipetati pe o lameld de microscop
acoperita cu folie de Al si analizati prin SERS sub forma de picatura lichida. Pentru fiecare
proba, au fost mediate 3 masuratori. Pentru fiecare spectru, s-a utilizat un timp de integrare de
40 de secunde, puterea laserului pe proba fiind de aproximativ 50 mW.

Toate spectrele SERS ADN genomic extras din sdnge periferic au fost obtinute folosind acelasi
lot de nanoparticule pentru a preveni orice diferente spectrale datorate substratului SERS.
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Prelucrarea spectrelor si analiza statistica. Spectrele SERS au fost preprocesate prin scaderea
liniara a fundalului si normalizarea la unitate, folosind soft-ul de analiza statisticd The
Unscrambler (Camo Software, 10.1). Analiza statistica ulterioara a fost realizatd in programul
MATLAB (Mathworks), folosind toolbox-ul de statistici si machine learning.

Pentru analiza statisticd univariati, s-a ales intensitatea normalizatd a benzii de la 1005 cm™'
alocatd benzii de vibratie de deformare a metil din 5-metilcitozind, pentru care s-a calculat curba
caracteristica ROC. Punctul de intrerupere a fost calculat pe baza statisticilor J ale lui Youden.

Pentru analiza spectrelor SERS ADN genomic, s-a folosit algoritmul SVM (support vector
machine) si analiza PCA-LDA (principal component analysis-linear discriminant analysis).
Pentru PCA-LDA, s-au folosit primele 7 componente principale (PC-uri) ca input, ce au fost in
prealabil inspectate vizual si contin benzi SERS semnificative. Astfel, discriminarea celor doua
grupuri se face strict pe baza semnalului SERS continut in cele 7 PC-uri. Pentru fiecare test, am
utilizat un algoritm de validare incrucisata. Astfel, 80% din spectre au fost utilizate pentru a
antrena modelul de clasificare, in timp ce spectrele ramase au fost utilizate pentru validare.

Rezultate

In acest studiu, substratul SERS a fost reprezentat de nanoparticule coloidale hya-AgNPs, care
contin o concentratie de 2.4 mM CI" eliberata in procesul de sinteza. Nanoparticulele hya-AgNP
au fost SERS activate cu Ca*" 5x10* M, deoarece in studiile noastre anterioare am aritat ca
atunci cand ioni precum Ca®" si Cl" adsorb pe suprafata nanoparticulelor metalice, genereazi
site-uri active SERS specifice [5, 6]. Activarea suprafetei metalice cu ioni Ca** favorizeazi
chemisorbtia ionilor CI” pe suprafata metalica. Mai mult, ionii CI" mediaza chemisorbtia ADN-
ului pe suprafata metalului, jucand astfel un rol crucial in inregistrarea spectrelor SERS ale
ADN-ului [5, 6, 8]. Rolul ionilor poate fi inteles observand cd spectrele SERS ale ADN-ului
genomic sunt dominate de benzi specifice nucleotidelor ce contin grupdri Incarcate pozitiv [9].
Mai precis, benzile la 730 si 1330 cm™! pot fi atribuite adeninei, in timp ce benzile SERS de la
680 si 1005 cm™ sunt atribuite citozinei. Astfel, ionii incércati negativ, faciliteazi chemisorbtia
analitilor pozitivi [10, 11].

Pentru a arata cd gradul de metilare al citosinei din ADN poate fi evidentiat prin tehnica SERS,
am comparat mai intdi spectrele SERS de citozina si 5-metilcitozind (Fig. 28). Comparativ,
spectrul SERS al citozinei si 5-metilcitozinei aratd ca aceasta din urma prezintd o banda
distinctd la 1002 cm™, atribuitd vibratiei de deformare a gruparii -CHs din nucleotidele de
citozind metilata [12]. Banda este absenta in spectrul SERS al citozinei. Astfel, banda de 1002
cm’! reprezinti o caracteristicd spectrald a citozinei metilate.

Pentru a evidentia diferentele spectrale dintre probele de ADN genomic tumoral si normal, in
ceea ce priveste gradul de metilare, am inregistrat spectrele SERS ale probelor de ADN genomic
extrase dintr-o linie celulara normala (HaCaT) si o linie celulara AML (THP-1), spectrele SERS
fiind reprezentate in Fig. 29. In figura sunt prezentate spectrele SERS caracteristice ADN-ului
normal si ADN-ului tumoral, indicand ci intensitatea benzii SERS de la 1005 cm™ atribuiti
vibratiei de deformare a gruparii -CHs in nucleotidele citozind metilata, prezintd o intensitate
mai slaba in cazul ADN-ului tumoral, comparativ cu ADN-ul normal. Acest rezultat este in
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FIG. 28. Spectre SERS ale citozinei si 5-metilcitozinei (100 ng/pL) obtinute cu hya-AgNPs (lungime de unda de

excitatie de 532 nm, timp de integrare de 10 sec si putere laser de 20 mW). Vibratia de deformare a grupei -CHz a
5-metilcitozinei la 1002 cm™ este evidentiatd ca o bandd SERS distinctivd, care lipseste in cazul citozinei

nemetilate [12].
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F1G.29. Spectrele SERS ale ADN-ului normal si ADN-ului tumoral (10 ng/pL) extras din linii celulare cultivate.
Sunt evidentiate benzile SERS atribuite 5-metilcitozinei (1005 cm™) si adeninei (730 si 1328 cm™).



conformitate cu cunoscuta hipometilare globala a ADN-ului tumoral, ce apare in timpul
transformarii maligne a celulelor [1]. Mai mult, o altd caracteristicd spectrald distinctiva,
evidentiata in Fig.29, este reprezentata de intensitatile diferite ale benzilor SERS la 730 si 1328
cm! atribuite adeninei [13]. Astfel, intensititile SERS ale benzilor la 730 si 1328 cm™ au fost
mai mari in cazul ADN-ului tumoral, comparativ cu ADN-ul normal. Diferentele in intensitate
ale benzilor SERS de adenina provin si din gradul de metilare a ADN-ului tumoral, influentand
geometria de adsorbtie pe suprafata metalului. Aceste rezultate sunt in conformitate cu
concluziile raportate de Sin si colab., care au aratat ca gradul de metilare al ADN-ului tumoral
determind o afinitate mai mare a ADN-ului tumoral pentru suprafata nanoparticulelor metalice

[4].

Am analizat ADN-ul genomic extras din sange periferic de lan=17 pacienti cu leucemie
mieloidd acuta ce au fost In remisie hematologicd si n=17 voluntari sandtosi, cu scopul de a
evidentia diferentele spectrale dintre cele doud grupuri. Benzile SERS caracteristice, atribuite
5-metilcitozinei (1005 cm™) si adeninei (730 si 1328 cm™) sunt evidente in spectrele medii
(Fig.304), iar diferentele de intensitate ale acestor benzi SERS intre grupul AML si grupul
control, oglindesc perfect comportamentul spectral observat in cazul ADN-ului extras din liniile
celulare cultivate (Fig.29).
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FIG. 30. (A) Spectrele SERS medii ale ADN-ului genomic din sangele periferic din grupul leucemiei mieloide
acute (AML), grupul control (CTRL) si spectrul diferentd (DIFF). Spectrele au fost prelucrate in prealabil prin
scaderea liniarad a liniei de baza si normalizarea spectrelor la unitate. Zona umbrita reprezintd abaterea standard,
(B) Diagrama de scor pentru primele 2 PC-uri obtinute prin analiza componentelor principale (PCA); (C)
Reprezentarile loading a primelor 2 PC-uri obtinute prin analiza PCA. Graficele loading confirma corelatia
negativa intre benzile 1005 cm™ (pozitive) si benzile SERS 1330 si 733 cm’! (negative).
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Astfel, spectrele de SERS ADN de la pacientii AML prezinta o intensitate mai micd a benzii 5-
metilcitozinei la 1005 cm™ si o intensitate mai mare a benzilor de adenini la 730 si 1328 cm™!
in comparatie cu spectrele control (Figura SA). Spectrele SERS individuale de ADN extrase din
sangele periferic sunt prezentate Fig. 31.
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FI1G.31: Spectrele SERS ale probelor ADN genomic (n = 34) extrase din sngele periferic. Semnalul de fundal a
fost scazut folosind o transformare liniard si spectrul SERS a fost normalizat la unitate.

Pentru a vizualiza mai bine diferentele spectrale dintre semnalul SERS AML si grupul
control, am efectuat o analizd PCA, o metoda de analiza statisticd multivariatd folosita pentru
reducerea dimensionalitatii si pentru evidentierea benzilor SERS ce prezinta o variatie
semnificativa in setul de date. Tabloul scorurilor si loadings sunt prezentate in Fig.30B si Fig.
30C si prezinti corelatia negativa intre banda 1005 cm™ a 5-metilcitozinei si benzilor de adenina
la benzile SERS 730 si 1328 cm™..

Pe baza formei spectrale SERS a probelor de ADN, probele AML si control pot fi
discriminate folosind tehnici de analizi a datelor, univariate si multivariate. In cazul analizei
univariate, am utilizat intensitatea normalizati a benzii de 1005 cm™, pentru care s-a obtinut o
suprafatd sub curba (AUC) de 0.837 (Fig.32).

Pe baza indicelui Youden, valoarea optima de reducere a intensitatii normalizate a
benzii de 1005 cm™ a fost de 0.028, ceea ce a corespuns la o sensibilitate de 82.35%, o

specificitate de 82.35% si o precizie generala de 82.35% (linia rosie in Fig.32).
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Coeficientul de corelatie Spearman intre concentratia probelor de ADN si intensitatea
normalizatd de 1005 cm™ a fost de 0.038, ceea ce exclude concentratia de ADN ca factor de

confuzie pentru discriminarea dintre AND tumoral si ADN normal.

100 ~ E-E-E-E-E-I

80

[=2]
o
1

Sensitivity %
I
o
1

204

40 60 80 I 100
100-Specificity %

FIG. 32. Curba caracteristicilor operationale (ROC) pentru intensitatea SERS normalizaté a benzii de la 1005
cm? atribuitd 5-metilcitozinei. Aria de sub curba este de 0.837. Valoarea optima a fost aleasa pe baza indicelui
Youden (linia rosie).

Analiza

Acest studiu demonstreaza cd spectroscopia SERS este capabild sa sesizeze modelul
unic de metilare al ADN-ului tumoral, o strategie care ar putea fi folositd pentru diagnosticarea
st urmdrirea pacientilor cu AML. Rezultatele obtinute pe probe de ADN genomic din sangele
periferic de la pacienti reali au ardtat ca pacientii si controalele cu AML pot fi discriminate cu
o sensibilitate de 82%, specificitate de 82% si o precizie generald de 82%. Acest rezultat este
remarcabil, deoarece sugereaza cd ADN-ul tumoral poate fi detectat chiar si in prezenta ADN-
ului normal, asa cum se Intdmpla in cazul ADN-ului extras din sangele periferic al pacientilor
AML 1n remisie hematologica. Similitudinea dintre sensibilitate si specificitate sugereaza, de
asemenea, ca probabilitatea pacientilor AML de a afisa niveluri anormale de metilare ADN este
similara cu cea a subiectilor de control pentru a afisa niveluri normale de metilare ADN. Acest
rezultat este in conformitate cu un studiu raportat de Sin si colab., care a demonstrat ca tiparul
de metilare al ADN-ului tumoral conduce la autoasamblarea preferentialda a ADN-ului tumoral
pe nanoparticule metalice in comparatie cu ADN-ul normal [4].

Datele prezentate sunt de mare potential in utilizare in clinica pentru pacientii cu AML
care se supun transplantului de celule stem alogenice. In prezent, progresia tumorali a

pacientilor cu leucemie este monitorizatd prin NGS sau citometrie de flux [14, 15]. Cu toate
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acestea, enorma complexitate genomica si fenotipici a AML face ca monitorizarea sa fie
deosebit de dificila [16]. Astfel, in cazul in care testul bazat pe SERS este validat, acesta ar oferi
clinicienilor un instrument valoros pentru urmdrirea pacientilor cu AML care sunt supusi unui
transplant alogenic de celule stem. Detectarea ADN-ului de cancer circulant bazat pe modelul
sau specific de metilare a fost recent demonstrata folosind imunoprecipitarea cu anticorpi
impotriva 5-metilcitozinei, urmatd de NGS al ADN-ului tumoral circulant [3]. Cu toate acestea,
detectarea ADN-ului tumoral de catre NGS necesita amplificarea ADN-ului, ceea ce limiteaza
utilizarea acestuia Tn medii clinice si de cercetare.

Spre deosebire de majoritatea studiilor SERS anterioare efectuate pe ADN, care sunt
concentrate pe ADN-ul cu catend monocatenara scurtd si dubla sintetizata chimic [17, 18], in
studiul nostru asupra probelor de ADN genomic a fost identificata cu succes banda la 1005 cm”
! ce provine de la starea de metilare a reziduurilor de citozini, una dintre cele mai bine intelese
forme de reglare epigenetica. Modificarile epigenetice, inclusiv metilarea citozinei, sunt de
asemenea absente n cazul ADN-ului complementar [19], care rezultd din ARN prin transcriere
inversa. In plus fati de banda SERS la 1005 cm !, modificirile epigenetice perturba si adsorbtia
ADN-ului pe suprafetele metalice [4], ceea ce se traduce prin forme spectrale modificate, cum
ar fi cresterea benzilor SERS de la adenina. Astfel, studiul nostru creste constientizarea
importantei metilarii citozinei si eventual a altor modificari epigenetice atunci cand analizim
ADN-ul prin SERS.

Desi analiza SERS a ADN-ului genomic din liniile de celule canceroase a fost raportata
inainte [20], analiza ADN-ului genomic de la pacientii cu AML este mult mai dificild, deoarece
contine atdit ADN malign, cat si ADN non-malign din hematopoiezd normald. Un studiu realizat
de Trau si colab. a descris detectarea directd prin SERS a ADN-ului complementar de la
pacientii cu cancer de prostatad [19]. Cu toate acestea, ADN-ul complementar diferda de ADN-ul
genomic, deoarece lipseste orice modificare epigenetici. In plus, autorii si-au amplificat
esantioanele inainte de analiza SERS folosind amplificare transcriptie-recombinant polimeraza
(RT-RPA), prin urmare, protocolul nostru nu a implicat nicio etapd de amplificare a ADN-ului.
Studiul nostru reprezintd unul dintre primele studii cu privire la analiza modificarilor
epigenetice a ADN-ului genomic din probe reale prin SERS, deschizand noi cai pentru
diagnosticul si urmadrirea pacientilor cu cancer.

Concluzii

In acest studiu preliminar, am demonstrat utilizarea SERS pentru detectarea ADN-ului

tumoral pe baza modelului sau de metilare caracteristic, fard amplificarea prealabild a ADN-

ului. S-au observat caracteristici spectrale SERS distincte prin intensitatea benzilor SERS ale
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5-metilcitozinei (1005 cm™) si adeninei (730 si 1328 cm™). Astfel, ADN-ul tumoral a prezentat
o intensitate redusd a benzii de la 1005 cm ! de la 5-metilcitozind in comparatie cu ADN-ul
normal, in linie cu hipometilarea bine descrisd a ADN-ului tumoral. Deasemenea, intensitatile
SERS ale benzilor de adenini la 730 si 1328 cm ! au fost mai mari in cazul ADN-ului tumoral,
comparativ cu ADN-ul normal. Diferentele in intensitatile SERS ale benzilor de adenina provin
si din modelul de metilare ADN specific cancerului care influenteaza geometria adsorbtiei ADN
pe suprafata metalului. ADN-ul genomic din sange de la pacientii cu AML a fost discriminat cu
o acuratete totald de 82,35% (ASC = 0,837) pe baza benzii de 1005 cm™! de la citosina metilati.
PCA-LDA si SVM au obtinut o acuratete totald de clasificare de 82,2%, respectiv 75,3%.
Detectarea SERS a ADN-ului tumoral fard a necesita nicio etapa de amplificare a ADN-ului
reprezintd o strategie promitatoare care ar putea fi tradusa Intr-un cadru clinic pentru screening
si urmarirea pacientilor cu cancer.

Rezultatele acestor studii, au fost publicate in reviste de specialitate cotate international
sau prezentate la conferinte internationale, cu mentiunea proiectelor in cadrul caruia au fost

efectuate cercetarile.
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3. Nanocomposite de tip ZnxCoix Fe 204, NixCo1.xFe204 si NixZn1.xFe204
Tnglobate n silice

In cadrul proiectului au fost preparate si studiate si proprietatile fizice ale nanocompozitelor cu
structurd de tip spinelic inglobate Tntr-o materice de SiO2. In acest context au fost studiate
sistemele MFe204 cu M = (Ni, Co), (Zn, Co) si respectiv (Ni, Zn).

3.1 Nanocompozitele ZnxCo1xFe204/SiO2 (x = 0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00) au fost investigate
prin masuratori structurale, morfologice si magnetice. Datele obtinute in urma masuratorilor de
difractie de raze X si spectroscopie Mossbauer au indicat prezenta spinelilor micsti
nanocristalini. Parametrii de retea descresc treptat cu cresterea continutului de Zn urmarind
legea lui Vegard. Dimensiunile cristalitelor, densitatea si porozitatea descresc cu cresterea
concentratiei de zinc. Dimensiunile nanoparticulelor (32.0-6.5, 17.5-8.1 si 36.2-18.6 nm) pentru
nanoparticulele tratate termic la 500, 800 si respective la 1100 °C,) au fost determinate prin
masurdtori TEM. Spectrele Mossbauer au caracteristicile magnetice tipice ale ale spinelilor
dopati cu Co si Zn. Forma curbelor de histerezis magnetic au relevant dependenta comportarii
superparamagnetice de proprietatile structurale dupa cum se poate constata din Fig. 32.
Magnetizarea la saturatie (Ms) si campul coercitiv (Hc) sunt, de asemenea influentate de
substitutia cobaltului cu Zn, indicind atat deprecierea valorilor Ms cat si Hc. Substitutia
magnetocristaline §i a campului coercitiv HC.

3.2 Nanocompozite de tip NixCo1xFe204/SiO2 (x = 0, 0.25, 0.50, 0.75,1.00) au fost preparate
printr-o metoda sol-gel modificata. In graficile de difractie de raze X indica fazele cristaline si
dimensiunile cristalitelor in functie de temperature de tratament termic si de continutul de Ni.
Constantele de retea, volumul celulei, densitatea, distantele dintre ionii magnetici din pozitiile
A si B (hopping lengths),dimensiunile medii ale cristalitelor si cristalinitatea relativa, calculate
din rezultatele masuratorilor prin raze X sunt in concordanta buna cu structura spinelica mixta.
Imagninile TEM releva forma sfericd a nanoparticulelor si faptul ca marimea lor creste o data
cu cresterea temperaturii de tratament termic. Distributia dimensiunilor particulelor este
prezentatd in Fig. 33. Spectrele Mdsshauer pe nucleul °'Fe au alura tipici a spinelilor de Co si

cobaltului Co?* cu ionul de Zn?" nemagnetic, induce o reducere treptati a anizotropiei Ni.
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FIG. 32. Curbele de histereza magnetica si derivatele magnetizarilor pentru nanocompozitele tratate termic
la 500, 800 si 1100°C.

FIG. 33. Campul coercitiv ca functie de x (a) si de dimensiunile medii ale particulelor (b) pentru
nanocompozitele tratate termic la 500, 800 si 1100°C.
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Proprietatile magnetice, precum in magnetizarea la saturatie (MS), magnetizarea remanenta
(Mr), campul coercitiv (Hc), momentul magnetic per formula unitate, anizotropia
magnetocristalina scad o data cu cresterea continutului de Ni, dar cresc cu temperatura de
tratament termic datoritd modificarii compozitiei si a ocuparii pozitiilor retelei cristaline de
catre cationic Fig. 34. Nanocompozitele care au continut ridicat de Ni prezinta o comportare

superparamagnetica, in timp ce nanocompozitele sarace in Ni au proprietati de tip ferimagnetic.
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FIG. 34. Distributiile de dimensiuni ale particulelor pentru nanocompozitele de

NixC01.xFe204/SiO; tratate la 1100°C.

3.3 In cazul particular al feritei NiosC0osFe204 s-a studiat influenta structurii poliolilor
asupra formei si proprietatilor fizice ale nanoparticulelor obtinute prin metode sol-gel. S-a
urmadrit formarea carboxilatilor metalici inglobati in silice prin utilizarea nitratilor de Co, Fe si
Ni si a unor polioli cu diferite structuri si mase moleculare (1,2-ethanediol, 1,2-propanediol,
1,3-propanediol, 1,4 butanediol, 1,2,3-propanetriol). Comportarea termica a precursorilor
carboxilati, este similard pentru toti poliolii utilizati, atadt formarea cét si descompunerea
aparand in doua trepte. Pierderea de masa creste usor cu cresterea lungimii lantului diol si creste
in masura semnificativa cu prezenta unui grup secundar hidroxil. Studiul prin difractia de raze
X indica formarea unei faze de NiO sau a unui amestec de NiO si CoFe204 la T < 750°C
respectiv a unei monofaze de feriti de Co-Ni la tratamentul termic la T = 1100°C, in timp ce
spectroscopia prin IR cu transformata Fourier, confirma formarea matricii de silice si formarea
si descompunerea precursorilor carboxilati. Investigatiile prin TEM arata nanoparticule de
forma sferica de dimensiuni diferite asa cum se poate vedea in Fig. 35. Dimensiunile
nanocristalitelor de NigsCoosFe204 (4.3-28.1 nm) si cristlinitatea relativa (4-100 a.u.) cresc

odata cu cresterea temperaturii de tratament termic, cu lungimea lantului diolului si cu distanta
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FIG. 35. Imagini TEM ale gelurilor NCF-1.2ED, NCF-1.2PD, NCF-1.3PD, NCF-1.2.3PT, NCF-1.4BD tratate
termic la 500, 750 11000 °C.
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FIG. 36. Variatia dimensiunii cristalitelor, a parametrului de retea, a densitatii si porozitatii, de continutul de Ni in
naocompozitele NixZni1.xFe204/SiO2
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FIG. 37. Magnetizarea la saturatie (Ms), magnetizarea remanenta (Mr), cAmpul coercitiv (Hc) si
anizotropia (K) functie de compozitie nanocompozitele de tip NixZn:xFe,04/SiO, tratate termic la 1200°

dintre gruparile hidroxil. Campul coercitiv (0.015-0.6 T) si magnetizarea la saturatie ale
gelurilor tratate termic la 1000°C, ceresc de asemenea cu lungimea lanturilor diolilor.

3.4 Un alt aspect al cercetarilor noastre a constat in studiul proprietatilor structurale si
magnetice ale nanocompozitelor de tip NixZn1xFe204/SiO2 obtinute printr-o metoda sol-gel
modificatd. Formarea precursorilor succinati de Ni, Zn si Fe (< 200 °C) si descompunerea lor
in ferite (<400 °C) a fost confirmata de analiza termica si de spectroscopia IR de transformata
Fourier. Imaginile TEM arata nanoparticule de forma sfericd cu dimensiuni crescdnde cu
cresterea temperaturii de tratament termic. Conform cu rezultatele difractiei de raze X, in urma
tratamentului termic la 1200°C, au fost evidentiate ferite mono-fazice cristaline in probele cu
continut redus de Ni si concentratie mare de Zn. A fost pusa 1n evidenta o dependenta lineara a
dimensinii cristalitelor , a parametrilor de retea, a densitatii si porozitatii de continutul de Ni al
nanocompozitelor (Fig.36). Proprietatile magnetice precum magnetizarea la saturatie (Ms),
magnetizarea remanenta, campul coercitiv (HC) si anizotropia magnetorezistentei (K) sunt
dependente de continutul de Ni in nanocompozite (vezi Fig. 37). Forma curbelor de histereza
magnetica indica comportari superparamagnetice si de tip ferrimagnetic ale nanocompozitelor

in functie de metoda de preparare
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Plecand de la rezultatele obtinute s-a investigat rolul expansiunii clonale in afectiunile
hematologice maligne, prin definerea rolului bazofilelor si al transcriptelor BCR-ABL, in
colaborare cu University of Wurzburg, University of Bologna si Tehnion Institute of
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Pentru dezvoltarea domeniului investigat s-au facut doua propuneri de proiecte de cercetare
in programele ERC Synergy Grant 2020, Horizont 2000 si respectiv programul national PNCDI

I11, care sa abordeze aspecte adiacente prezentului proiect.
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