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Modul de realizare a obiectivelor

1.1  S-au achizitionat dispozitive, chimicale, obiecte de laborator si consumabile, asa cum
rezultd din facturile introduse in baza de date EVOC. Achizitiondrile s-au facut in limita
sumelor prevazute in deviz.
1.2 Sinteza nanoparticulelor magnetice (MNPS)
In cadrul proiectului au fost sintetizate nanoparticule pe baza de oxizi fier si anume

e magnetite si maghemite

o ferite de tip spinelic, CoFe;04

e perovskite
Modul de obtinere al acestora al acestora sunt descrise in raportul de faza
1.3 S-au studiat proprietitile fizice ale nanoparticulelor: morfologia, structura cristalina
precum si proprietatile magnetice ale acestora. S-au selectat metodele cele mai adecvate care
sa conduca la obtinerea de nanoparticule pentru realizarea de markeri.
Obiectivele mentionate mai sus au fost extinse pentru a analiza aspecte de baza ale interactiunii
moleculd-nanoparticuld. Aceste aspecte se refera la:
2. Analiza interactiunii moleculd-nanoparticuld in vederea amplificarii semnalului Raman,
de mare interes in procesele de detectie
3. Analiza mecanismelor moleculare responsabile de cresterea tumorald si metastazare,
corelata cu eliberarea microARN (miARN) prin exozoni, identificarea miARN implicate n
dezvoltarea nisei metastatice, izolarea exozonilor si detectia tumorilor primare.
In raportul de activitate pe anul 2018, sunt descrise Tn detaliu studiile efectuate.
Rezultatele cercetdrilor au fost incluse in 5 lucrari publicate in reviste cotate international,
precum si cinci lucrari prezentate la conferinte internationale, care vor apare in reviste de
specialitate Tn anul 2019.

Rezultatele detaliate sunt prezentate in Raportul de Faza pe anul 2018.



1.4 Promovarea vizibilitatii proiectului
Pentru a asigura vizibilitatea proiectului s-au realizat urmatoarele obiective.

e s-a realizat site-ul proiectului http://nanotex.granturi.ubbcluj.ro/# in care se vor

introduce modul de realizare a diferitelor obiective, lucrdrile stiintifice publicate 1n
cadrul proiectului, prezentate la conferinte internationale sau nationale.
e s-au realizat lucrari stiintifice publicate in reviste bine cotate ISI sau prezentate la
conferinte internationale 1n care s-a mentionat suportul financiar a proiectului
e lucrarile publicate in tematica proiectului au atras atentia specialistilor din domeniu,
primind doar Tn acest an peste 20 de invitatii de a prezenta lucrari invitate sau cu o
tematica data la conferinte internationale.
1.5  Instructaje pentru folosirea in sigurantd a instrumentatiei si a chimicalelor.
Instructajele s-au facut in conformitate cu legislatia existentd. S-au intocmit Fise de
instructaj pentru protectia muncii la toate persoanele implicate in proiect.
1.6 Diseminare si alte obiective privind vizibilitatea
Diseminarea rezultatelor si vizibilitatea activitatilor de cercetare s-a facut prin:
e publicarea rezultatelor stiintifice in reviste de largd circulatie internationala, cu
mentionarea surselor de finantare.
e prezentarea de lucrdri la conferinte internationale
e prezentarea rezultatelor stiintifice pe site-ul proiectului
1.7  Achizitii servicii audit.
Au fost achizitionate serviciile de audit prin Universitatea Babes-Bolyai.
1.8 Raportare

lulie 2018-Decembrie 2018


http://nanotex.granturi.ubbcluj.ro/

Raport de faza
lulie 2018-Decembrie 2018

Obiectivele stiintifice ale proiectului, pentru anul 2018, prevad.:

1.2 Sinteza nanoparticulelor magnetice (MNPS)
1.3 Analiza fizico-chimici a nanoparticulelor (MNPs)

In cadrul proiectului au fost sintetizate nanoparticulele pe baza de oxizi de fier si anume:
(1) magnetitd si maghemitd, (2) ferite spinelice CoFe204 precum si (3) perovskite. Pentru
fiecare din aceste sisteme vom prezenta concomitent metodele de preparare precum si
proprietatile fizice ale acestora (cumuland obiectivele cuprinse la pozitiile 1.2 si respectiv 1.3).
Astfel putem avea o imagine mai clara in selectionarea materialelor cu proprietatile cele mai
adecvate pentru realizarea tematicii proiectului, corelate cu modul de preparare.

Tn plus au fost studiate aspecte legate de detectarea tumorilor canceroase respectiv
madrirea capacitatii de detectie. Acestea au in vedere:

2. Analiza interactiuni moleculi-nanoparticulid in vederea amplificari semnalului
Raman, pentru imbunatatirea sistemului de detectie.

3. Mecanismele moleculare responsabile de cresterea tumorala si metastazare,
corelate cu eliberarea miARM prin exozoni, identificarea miARN implicati in dezvoltarea nisei
metastatice, izolarea exozonilor si detectia tumorilor primare.

In anul 2018, in cadrul proiectului au fost publicate 5 lucrari stiintifice in reviste de larga
circulatie internationala (ISI) cu factor de impact mare, alte 5 prezentate la conferinte

internationale, care urmeaza sa apard in reviste de specialitate Tn anul 2019.



1.2.1. Sinteza nanoparticulelor magnetice si analiza fizico-chimica a nanoparticulelor.
1.2.1 si 1.3.1 Nanoparticule de magnetica si maghemita
1.2.1a, 1.3.1a Introducere

Pentru realizarea obiectivelor contractului s-au preparat nanoparticule de magnetita si
maghemita. Aceste materiale cristalizeaza intr-o structura de tip spinel avand grupul spatial
Fd3m. In structura de tip spinel, atomii de fier sunt distribuiti in doua tipuri de pozitii: octaedrice
(B) si respectiv tetraedrice (A) — Fig. 1. Magnetita are formula structurald
(Fe*H[Fe**Fe?*][0%]; in timp ce maghemita are vacante in pozitille octaedrice
(Fe3+)[Fe§76|:|1/6]0§_. Prin paranteze [] si () s-au notat atomii in pozitii octaedrice si respectiv
tetraedrice. Spre deosebire de maghemita, magnetita contine ioni de fier bivalenti. Ambii oxizi
de fier se pot transforma unul in altul. Ca urmare a unei oxidari lente a magnetitei, acesta se
transformd in maghemita, care la randul ei, incalzitd in vid, se transformd in magnetita.

Maghemita, Tn stare pura, este mai putin stabila, chiar si la temperatura mediului ambiant.

Oxygen

B-atoms
octahedral sites

A-atoms
tetrahedral sites

Fig.1.1. Structura cristalind a magnetitei (maghemita)

Ambii compusi au structuri cristaline cubice cu parametrii de retea a = 8,396 A pentru
magnetiti si 8,3474 A in cazul maghemitei, la temperatura mediului ambiant. Valori usor
diferite de cele de mai sus au fost obtinute si publicate in diferite studii, in particular in cazul

maghemitei . Aceste diferente par legate de gradul de nestoichiometrie a compusului, care poate



varia. In cazul unei probe nanocristaline, avand dimensiunea dm= 106(2) A, s-a determinat un
parametru de retea la T =300 K, d = 8,380(1) A [1].

Magnetita, in domeniul de temperaturi 110 K < T < 120 K, isi modifica structura
cristalind din cubica in cea cu simetrie ortorombica. La temperaturi T<100 K, momentele
magnetice ale ionilor de fier sunt aliniate paralel cu axa [001]. Diagonalele fetelor cubului
ortogonale la axa c, devin axele a si respectiv b. ale structurii ortorombice. In aceasta structura,
ionii ferici in pozitii octaedrice sunt aranjati in randuri paralele la axa a iar ionii ferici din pozitii
tetraedrice in rénduri paralele la axa b [2]. Constanta de retea a este mai mare decat b.
Momentele magnetice ale ionilor de fier in cele doud pozitii sunt dispuse paralel si respectiv
antiparalel la axa c.

Atat magnetita precum si maghemita sunt ordonate ferimagnetic; momentele magnetice
in pozitiile A si respectiv B fiind dispuse antiparalel. Momentele magnetice ale fierului n
pozitii octaedrice si tetraedrice in FesO4 sunt 3,75(6) us/atom si respectiv 4,56 ps/atom, la
temperatura mediului ambiant [3]. Valori usor diferite ale momentelor magnetice au fost
deasemenea determinate si anume 3,60(6) us si respectiv 4,05(4) us pentru atomii de fier situate
n pozitii tetraedrice si respectiv octaedrice [4]. Prin difractie de neutroni au fost determinate
si momentele magnetice ale atomilor de fier in maghemitd si anume 4,33 pg In pozitiile A si
3,78 ue in pozitiile B. Datele obtinute, la temperatura mediului ambiant, evidentiaza faptul ca
gradul de ocupare a pozitiei tetrahedrale (A) este de 0,81 [5]. La T =4 K, momentele amgnetice
ale fierului, in pozitiile A si B sunt identice si anume 4,6 pg/atom — Fig. 1.1.

Studiul prin difractie de neutroni a maghemitei, avand dimensiuni ale particulelor de
106(2) A , evidentiazid deasemenea o ordonare de tip ferimagnetic [1]. La temperatura T = 50
K, momentele magnetice ale fierului determinate in pozitiile A si B, sunt de 3,9(1) pug si
respectiv 1,6(1) us. Aceste valori sunt mai mici decat cele determinate in probe masive, unde

s-au obtinut valori Mre(A) = 4,18 g si respectiv Mre(B) = 4,18 ps.



Temperaturile Curie a feritei FesO4 este T. = 773 — 823 K. Temperatura Curie a
maghemitei poate fi doar estimata, deoarece la 573 K se transforma in hematita [6]. Acesta a
fost considerat a fi in jur de T¢ = 948 K.

Faptul ca momentele magnetice ale fierului, aparent sunt mai mici in materiale
nanostructurate, poate fi explicat prin dezordonarea momentelor la suprafata particulelor.
Efectul de dezordine in particule nanocristaline de y-Fe2Os, a fost evidentiat prin efect
Massbauer la nucleul >'Fe [7-9]. S-au observat diferite tipuri de dezordine structurala in
nanoparticulele de y-Fe>,O3 avand dimensiunea de 3,5 + 0,6 nm. Dezordinea structurala conduce
la diferite tipuri de frustrari de spin ce au loc nu doar la suprafata, dar si in interiorul particulelor.
Tipurile de dezordine depind de modul de preparare a probelor si influenteaza semnificativ
proprietitile magnetice. Astfel cAmpul magnetic hiperfin, la nucleul *'Fe, scade de 1a 52 T la
48 T n timp ce campul coercitiv, creste in functie de gradul de dezordine, de la 700 Oe la 3000
Oe comparativ cu probele masive.

Magnetizarile probelor de maghemita, asa cum s-a mentionat anterior, depind de
dimensiunile particulelor. Spre exemplu, reddm mai jos datele raportate de Bee si colab. [10].
Daci ne referim la magnetizarile pe volumul unitate, acestea difera relativ putin, intre ele in
domeniul de diametre 4,7 <d < 8,2 nm, Tn schimb la dimensiuni mai mici magnetizarile scad

puternic .
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Fig. 1.2. Structura magnetica a magnetitei (maghemita)

Proprietatile magnetice ale nanoparticulelor de FesOs monodisperse pot fi influentate
de distantele dintre acestea [11]. O crestere a magnetizarii remanente, precum si a cdmpului
coercitiv au fost evidentiate, pe masura ce distanta dintre particule creste. Astfel particulele de
Fe304 cu d = 8 nm, la temperatura mediului ambiant, au magnetizari intre 57,38 si 64,41 uem/g,
campul coercitiv variind intre 160,1 si 241,8 Oe in functie de gradul de separatie.

Particulele de Fe3O4 cu dimensiunile de 10, 15 sau 20 nm au magnetizarile de 42,31,
44,73 si respectiv 49,23 uem/g, evidentiind o crestere a magnetizarii pe masura de diametrele
medii cresc.

Metodele de preparare folosite, influenteaza puternic proprietatile magnetice, atat cu

referire la dimensiunile particulelor precum si la efecte de dezordine.

1.2.1b, 1.31b Obtinerea de nanoparticule de magnetita si maghemita, prin descompunere

termica in mediu hidrofob

Toate sintezele realizate au implicat utilizarea dibenzileterului (DBE) ca solvent

(hidrofob) si mediu de reactie si a acetilacetonatului de fier (111) — Fe(acac)s — ca precursor

magnetic. Totodata, in cadrul tuturor sintezelor s-a utilizat un amestec de acid oleic si

oleilamina (in diverse rapoarte molare de combinare) in calitate de agenti de capping, cu scopul
de a asigura o stabilitate coloidala adecvata a NPMag in mediu hidrofob (acidul oleic, respectiv

oleilamina, se adsorb pe nanoparticulele obtinute, conferindu-le un caracter hidrofob; totodata,
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lungimea relativ mare a lanturilor hidrocarbonate (18C) apartinand acestor molecule confera
nanoparticulelor si o stabilitate sterica adecvata).
e Metode de sintezd a NPMag prin descompunere termicd

Reactivii (precusorul magnetic si agentii de capping) se dizolva prin agitare mecanica
in solventul dorit. Amestecul de reactie astfel obtinut este tranvazat intr-un vas cilindric deschis,
cu fund rotund, confectionat din sticla termorezistentd. Vasul respectiv este introdus in
interiorul unui reactor confectionat din otel inoxidabil, prevazut cu un capac care se poate fixa
prin intermediul unor suruburi. Capacul prezinta un sant de fixare care se captuseste cu banda
de TEFLON pentru a asigura etanseitatea reactorului (se previne, astfel, evaporarea solventului
si a celorlalte componente lichide). Dupa fixarea etansa a capacului, reactorul este introdus ntr-
un cuptor, prevazut cu un regulator de temperaturd care permite realizarea de programe de
incdlzire. Dupd terminarea programului de incalzire, NPMag obtinute sunt separate de
supernatant cu ajutorul unui magnet de neodim-fier-bor intr-un pahar Berzelius. Excesul de
material organic, sau materialul care nu a reactionat, se indeparteaza prin efectuarea unor cicluri
de spalare care constau in dispersarea NPMag intr-un amestec de etanol/toluen(hexan) (2:1) (30
ml) prin ultrasonicare si separarea magnetica a acestora. NPMag spalate sunt redispersate prin
ultrasonicare in 10 ml etanol si stocate In tubusoare de plastic pentru investigatii ulterioare.

Tn elaborarea de NPMag cu o formi si dimensiune bine stabiliti, s-a demarat de la
urmatoarea compozitie : un amestec de : 1 mmol Fe(acac)s ~ 350 mg, 6 mmoli acid oleic ~ 1.9
mL, 6 mmoli oleilamina ~ 2.0 mL, 2 mmoli hexadecandiol ~ 520 mg, a fost dizolvat in 20 mL
de dibenzileter (DBE). Amestecul de reactie a fost introdus in cuptor si incilzit treptat, conform

urmaroarei scheme:

Temp. camerei (25°C) ~503C5/$§Z—> 200°C (stationare 2h) ~303€ /miﬁ—> 300°C (stationare 1h)




Conform figurii 1.3.1a se disting doud tipuri de NPMag: un procent ridicat prezinta o
forma sferica cu un diametru mediu in jurul a 10 nm, iar restul au o forma cvasi-sferica — printre
acestea se regasesc NPMag triunghiulare sau poliedrice.

Influenta dilutiei amestecului de reactie

Figura 1.3.1. Imagini TEM ale NPMag: (a) NPMag prototip (b) NPMag lotul 10 mL DBE (c) NPMag lotul 20
mL DBE (d) NPMag lotul 40 mL DBE.

Intr-o prima etapa, s-a studiat influenta dilutiei amestecului de reactie asupra
morfologiei si dimensiunii NPMag obtinute. Astfel, s-au realizat 3 sinteze de nanoparticule
magnetice utilizand cantitatile de reactivi de mai sus, din care s-a eliminat hexadecandiolul.
Amestecul a fost dizolvat in 10, 20 si 40 mL dibenzileter si incélzit conform schemei de mai
sus. Imaginile TEM obtinute pe NPMag astfel sintetizate sunt ilustrate figura 1.3.1b-d. NPMag
sintetizate intr-un volum de 10 ml de dibenzileter (figura 1.3.1b) isi pierd din sfericitate,
procentul celor cu o forma cvasi-sferica creste si in acelasi timp dimensiunea medie a acestora
se apropie semnificativ spre 18 nm. Se observa ca nu exista diferente semnificative intre lotul
10 mL DBE si cel 20 mL DBE (figura 1.3.1c) in ceea ce priveste forma si dimensiunile NPMag.
Tn cazul lotului 40 mL DBE (figura 1.3.1d), NPMag obtinute sunt mai mici decét in primele
doua cazuri si prezinta o tendintd mai mare de agregare. Se poate concluziona faptul ca prezenta
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hexadecandiolul in amestecul de reactie ar ajuta la formarea de NPMag sferice, dar in acelasi
timp lungimea mare a lantului hidrocarbonat ar putea ”’sd blocheze” cresterea in dimensiune a
NPMag. Un volum de 20 ml de DBE ar fi suficient pentru obtinerea de NPMag de o calitatea
ridicata.

In cadrul acestei metode de sinteza rampa de incilzire se releva un parametru extrem de
important in definirea formei si dimensiunii NPMag, in special cea intre 200°C si 300°C.
Precizam ca stationarea la 200°C timp de 2 h este necesara pentru descompunerea termica
eficientd a precursorului magnetic utilizat. Totodatd metoda prezentd de sintezd presupune,
dupa cum am precizat mai sus, incélzirea vasului de reactie din otel inoxidabil ntr-un cuptor.
Astfel, s-ar putea ca rampa de incalzire generata de cuptor sa nu fie transferata integral vasului
de reactie si apoi amestecului de reactie. Din acest punct de vedere sistemul folosit de noi
prezinta un dezavantaj, drept pentru care in acest interval de timp echipa de cercetare a lucrat
la dezvoltarea unui dispozitiv de sinteza de tip Schlenk care va permite determinarea exactd a
rampei de incdlzire a amestecului de reactie.

Prin urmare, amestecul fard hexadecanediol intr-un volum de 20 ml de DBE a fost
incilzit cu o rampa de incilzire de 1°C /min de la 200°C la 300°C, restul parametrilor rimanand

nemodificati:

Temp. camerei (25°C) ~5°3c5/%2—’ 200°C (stationare 2h) Nigco/%z—» 300°C (stationare 1h)

Conform cu imaginile TEM din figura 1.3.2 se obtin NPMag cvasi-sferice de
dimensiuni mici (~10 nm) si cu o tendintd pronuntata de agregare. Printre acestea se observa
formarea de NPMag paralelipipedice cu inaltimea de 20 nm. Dat fiind faptul ca nu am reusit sa
imbunatatim forma si nici sd crestem dimensiunea, am decis sd mentinem rampa finala de

incilzire la 3°C /min pentru sintezele ulterioare.
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Figura 1.3.2. NPMag obtinute cu o rampa de incalzire de 1°C/min.

In etapa urmitoare, am variat raportul molar intre acidul oleic si oleilamina, mentinand
constanta suma cantitatilor celor 2 substante (12 mmoli). Astfel, am realizat o serie de sinteze
in care oleilamina a fost componentul majoritar si o alta serie de sinteze n care acidul oleic a

fost componentul majoritar, dupd cum urmeaza:
* Acid oleic < oleilamina:
- 1:2 (4 mmoli acid oleic ~ 1.3 mL + 8 mmoli oleilamind ~ 2.7 mL)
- 1:3 (3 mmoli acid oleic ~ 0.95 mL + 9 mmoli oleilamind ~ 3 mL)
- 1:4 (2.4 mmoli acid oleic ~ 0.75 mL + 9.6 mmoli oleilamina ~ 3.2 mL)
* Acid oleic > oleilamina:
- 2:1 (8 mmoli acid oleic ~ 2.55 mL + 4 mmoli oleilamina ~ 1.35 mL)
- 3:1 (9 mmoli acid oleic ~ 2.9 mL + 3 mmoli oleilamina ~ 1 mL)
- 4:1 (9.6 mmoli acid oleic ~ 3.05 mL + 2.4 mmoli oleilamind ~ 0.85 mL)

Amestecul de reactie nu a suferit modificdri, cu exceptia faptului ca s-au introdus 2

mmoli hexadecandiol. Astfel, compozitia amestecului de reactie a fost:
-1 mmol Fe(acac)s ~ 350 mg

-2 mmoli hexadecandiol ~ 520 mg
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-x mmoli acid oleic ~ V1 mL

-y mmoli oleilamina ~ V2 mL

Schema de incalzire a fost urmatoarea:

Temp. camerei (25°C) ~5°3c5/%2_’ 200°C (stationare 2h) ~3°3c4 /%Z—" 300°C (stationare 1h)

In cazul nanoparticulelor sintetizate cu surplus de oleilamina, s-au observat urmatoarele

aspecte Tn urma analizei imaginilor TEM (figura 1.3.3):

- NPMag din lotul 1:2 au prezentat dimensiuni mici (~5 nm), un grad Tnalt de monodispersie,

forma sferica si o tendinta pronuntatd de agregare.

- NPMag din lotul 1:3 au prezentat un grad mai mic de monodispersie (unele avand ~ 5 nm,

altele avand ~ 10 nm), forma poliedrica si o tendinta de agregare mai redusa.

- NPMag din lotul 1:4 au prezentat caracteristici similare cu cele din lotul 1:3, singura diferenta
aparenta constand in faptul ca unele dintre acestea au prezentat dimensiuni > 10 nm, unele

avand ~ 15 nm.

Tn cazul nanoparticulelor sintetizate cu surplus de acid oleic, s-au observat urmitoarele

aspecte Tn urma analizei imaginilor TEM (figura 1.3.4):

- NPMag din lotul 2:1 au prezentat un grad scazut de monodispersie (dimensiuni de ~ 5-10 nm),

forma poliedricd si tendintd de agregare redusa.

- NPMag din lotul 3:1 au prezentat un grad mai Tnalt de monodispersie, dimensiuni mai mari

(unele avand ~ 20 nm) forma poliedrica si tendintd de agregare redusa.
- NPMag din lotul 4:1 au prezentat un grad inalt de monodispersie, tendintd de fatetare mai
scazuta si tendinta de agregare mai ridicata.

Excesul de oleilamina conduce la formarea de NPMag cu o polidipersivitate crescuta.

Tn schimb, excesul de acid oleic conferd NPMag o forma poliedrica uniforma dispunand de un
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grad ridicat de monodispersivitate. Dat fiind faptul ca NPMag sintetizate utilizand un raport
molar acid oleic:oleilamina de 3:1 (sau 4:1) au cele mai bune caracteristici, am decis utilizarea

acestei formule pentru etapele urmatoare.

Figura 1.3.3. Imagini TEM ale NPMayg sintetizate cu surplus de oleilamina (a) 1:2 (b) 1:3 (c) 1:4 (acid
oleic:oleilamind)

Figura 1.3.4. Imagini TEM sintetizate cu surplus de acid oleic (a) 2:1 (b) 3:1 (c) 4:1 (acid oleic:oleilamind)
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Pentru a creste dimensiunile NPMag. s-a folosit un proces de sinteza seed-mediated.
Astfel am utilizat NPMag sintetizate, conform retetei cu acid oleic : oleilamina in raport molar
3:1 pe post de seed-uri (centri de cristalizare). Seed-urile au fost extrase din supernatant si
introduse Tntr-un al doilea amestecul realizat in prealabil (similar cu primul) iar amestecul final
fiind amestecat mecanic 15 minute, dupa care incalzit conform aceleiasi scheme.

Cu scopul de varia dimensiunea NPMag, am efectuatt doua sinteze in care am utilizat
0,5 mmoli si respectiv 3 mmoli de precusor magnetic conform formulelor:

Sinteza 1 (cantitate mai mica de precursor magnetic):

-0.5 mmoli Fe(acac)s ~ 175 mg

-2 mmoli hexadecandiol ~ 520 mg

-9 mmoli acid oleic ~ 2.9 mL

-3 mmoli oleilamina ~ 1 mL

Temp. camerei (25°C) ~5°3c5/%2—’ 200°C (stationare 2h) ~3§§ /%Z—» 300°C (stationare 1h)

Sinteza 2 (cantitate mai mare de precursor magnetic):
-3 mmoli Fe(acac)s ~ 1050 mg

-2 mmoli hexadecandiol ~ 520 mg

-9 mmoli acid oleic ~ 2.9 mL

-3 mmoli oleilamina ~ 1 mL

Temp. camerei (25°C) ~503C5/$§Z—> 200°C (stationare 2h) ~303€ /miﬁ—> 300°C (stationare 1h)

e Obtinerea nanoparticulelor de magnetita si maghemita prin descompunere termicd
in mediu hidrofil
In cadrul acestui tip de sinteza s-au utilizat etilenglicolul si tetraetilenglicolul in calitate
de solventi cu caracter hidrofil. Acetilacetonatul de fier (III) si clorura de fier (III) hexahidrat
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au reprezentat precusorii magnetici. S-a utilizat aceeasi metoda de sinteza descrisa mai sus cu
mici modificari, si anume: amestecul a fost de data aceasta incalzit la 50°C Tn timp ce era
amestecat prin agitare magnetica, iar NPMag au fost spalate cu amestec de alcool etilic/apa
distililata (1:1), intr-un final fiind redispersate in apa dublu distilata.

Prima sinteza realizatd a implicat descompunerea termica a acetilacetonatului de fier
() in tetraetilenglicol. Aceasta a fost realizata prin incalzirea unei solutii obtinute prin
dizolvarea a 1 mmol Fe(acac)s ~ 350 mg in 40 mL tetraetilenglicol, conform schemei utilizate

la sinteza NPMag hidrofobe:

Temp. camerei (25°C) ~5§c5/%2—> 200°C (stationare 2h) ~3°3c4 /%z—> 300°C (stationare 1h)

Figura 1.3.5. NPMag sintetizate in tetraetilenglicol cu acetilacetonat de fier.

Dupa cum se poate observa in figura 1.3.5, NPMag obtinute au prezentat o forma
sfericd. Tendinta de fatetare este foarte redusa, in schimb remarcandu-se o tendintd de alungire
a acestora. Din punct de vedere al dimensiunii, se pot distinge doua populatii de nanoparticule:
medii (10-20 nm) si mari (>20 nm). Tendinta de agregare a nanoparticulelor, caracteristica
NPMag sintetizate in polioli, este evidentd, Insa nu este foarte pronuntata.

Tn cadrul celei de-a doua sinteze s-a utilizat clorura de fier pe post de precusor magnetic.

Amestecul:

16




-1 mmol FeCl3-6H20 ~ 270 mg
-1.2 g acetat de sodiu (rol in neutralizarea aciditatii generate prin hidroliza FeCls)
- 40 ml de tetraetilen glicol

incalzit conform urmatoarei scheme:

Temp. camerei (25°C) ~3°?c0 /%2—’ 300°C (stationare 1h)

da nastere la NPMag poliedrice foarte polidisperse cu un grad ridicat de agregare conform

figurii 1.3.6a.

Figura 1.3.6a. NPMag sintetizate in tetraetilenglicol cu clorura de fier.

Descompunerea termica a acetilacetonatului in etilen glicol, conform schemei
prezentate mai sus, nu conduce la formarea de NPMag. Pudra obtinuta nu este atrasa de magnet
si astfel procesul de spalare nu s-a putut realiza. Tn schimb, utilizarea cloruri de fier conduce la

formarea de NPMag.
Astfel amestecul:
-1 mmol FeCl3z-6H.0 ~ 270 mg

-1.2 g acetat de sodiu (rol in neutralizarea aciditatii generate prin hidroliza FeCls)
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- 40 ml de etilen glicol

incalzit conform urmatoarei scheme:

Temp. camerei (25°C) ~5j}c5/%2_, 250°C (stationare 2h)

da nastere la NPMag gigantice (>100 nm) de forma sfericd, multe dintre acestea avand

dimensiuni de peste 200 nm, conform figurii 1.3.6b.

Figura 1.3.6b. NPMag sintetizate in etilenglicol cu clorura de fier.

Au fost investigate proprietatile magnetice ale nanoparticulelor sintetizate (Fig. 1.3.7).
Masuratorile au fost efectuate atat la temperatura mediului ambiant cat si la T = 5K. Asa cum
se poate vedea din figurile 1.3.7a si b nanoparticulele magnetice prezinta valori ale magnetizarii
de saturatie cuprinse intre 70 si 80 emu/g. Campul coercitiv, masurat tot la temperatura mediului
ambiant este de 2500 Oe, valorile Hc scazand la T = 5 K (insetul din Figura 1.3.7b).

Din analiza acestor valori putem afirma faptul ca nanoparticulele magnetice de oxid de
fier sintetizate prin metoda descompunerii termice in solvent organic au formula chimica Fe3O4

(magnetitd) si au un caracter superparamagnetic la temperatura camerei.
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Au fost abordate doua metode mari de sinteza a nanoparticulelor magnetice:

A. Sinteza nanoparticulelor magnetice de oxid de fier folosind descompunerea termica in

solventi organici hidrofobi.

B. Sinteza nanoparticulelor magnetice de ferite de cobalt si oxid de fier folosind diferite

metode de sinteza.

Rezultate obtinute pana in prezent:

» Au fost sintetizate nanoparticule sferice de oxid de fier avand un caracter

superparamagnetic si dimensiuni mai mici de 10 nm.

> Nanoparticulele sintetizate au fost investigate prin TEM (UMF)



» S-a incercat obtinerea unor nanoparticule de dimensiuni mai mari, folosind tehnica
seed-mediated growth. Din pacate, s-a obtinut un conglomerat de nanoparticule de
aceleasi dimensiuni, nereusindu-se cresterea diametrului acestora. Aceeasi observatie
a fost facuta si anterior, deci ea reprezinta o informatie utila care poate fi introdusa in
raport.

» S-au sintetizat nanoparticule magnetice de oxid de fier de dimensiuni mai mari (~25
nm) de forma cubica. Din primele investigatii, acestea prezinta un caracter
feromagnetic.

» Utilizand o metoda interesanta de sinteza care foloseste PEG-ul si EtilenGlicolul ca si
agent reducator au fost obtinute NP magnetice mari (zeci spre sute de nanometri) care
bineinteles nu sunt superparamagnetice. Aceste nanoparticule au fost caracterizate
dpdv al proprietatilor magnetice in prealabil. Marea problema aici este legata de faptul
ca ele agrega. In viitor prin sintezd acestea vor fi acoperite cu un polimer sau o alta
molecula care sa impiedice agregarea lor.

1.2.2, 1.3.2 Sinteza naoparticulelor de CoFe204
1.2.2a, 1.2.3a Introducere

In structura de tip spinelic a feritelor AB2Oa, cationii in pozitiile A si respectiv B ocupa
pozitii octaedrice (On) si respectiv tetraedrice (Tq) Tntr-o subretea formata din atomii de oxigen
cu structura cubica cu fete centrate — Fig. 1.1b. Structura cristalind are grupul spatial Fd3m. In
ferita CoFe204, gradul de ocupare a pozitiilor On si Tq depinde de procedura folosita pentru
tratamentul termic, precum si vecinatatea chimica. Distributia cationilor in retea, poate fi
caracterizatd prin gradul de inversie x, definit prin fractiunea de cationi divalenti in pozitiile
octaedrice (Coi-xFex)+[CoxFezx]o0;. In structura de tip spinelic, normald (x = 0), pozitiile
tetraedrice si octaedrice sunt ocupate de ionii divalenti si respectiv trivalenti. Intr-o structura de

tip spinelic inversa (x = 1), cationi divalenti ocupa pozitii octaedrice iar cei trivalenti sunt situati
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in mod egal, in pozitii tetraedrice si respectiv octaedrice. Daca structura este partial spinelica,
acesta este considerata dezordonata, cationii trivalenti si divalenti putand fi distribuiti in ambele
pozitii. Pentru o structura stabild AB204 raportul dintre numarul de ioni trivalenti si respectiv

divalenti este de 2/1. Temperaturile Curie a feritei CoFe;O4 este T¢ = 530 K.

Fig. 1.3.8 Structura de tip spinelic, pozitiile tetraedrice cu albastru iar octaedrice cu rosu.

Este important ca dimensiunea nanoparticulelor sa fie mai mare decat cea caracteristica
unei comportdri de tip superparamagnetic. O comportare de tip superparamagnetic poate fi
observata la particole de CoFe20s mai mici de 4-8 nm.
1.2.2.b, 1.3.2.b Sinteza nanoparticulelor de CoFez0s si proprietitile fizice ale acestora

Nanoparticulele magnetice de CoFe20s, cu morfologie si proprietati controlate, s-au
obtinut folosind trei metode de sinteza si anume sol-gel, solvotermala si respectiv hidrotermala.

e Obtinerea nanoparticulelor de CoFe>O4prin metoda sol-gel

Metoda sol-gel implica formarea unui sol coloidal concentrat in ioni metalici si
convertirea acestuia la un gel, de regula prin evaporarea solventului, urmata de descompunerea
termica a gelului cu formare de nanoparticule oxidice.

Drept materiale precursoare s-au utilizat: FeClz*6H.0, CoCl>*6H20, sucroza (agent de

policondensare) si pectina (agent de chelatizare).
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In aceasta metoda CoFe>O4 au fost dizolvati in apa distilatd sub agitare magnetica
constantd, 1.5 mmoli de CoCl>*6H>O si 3 mmoli de FeCls*6H,O. Dupa hidrolizarea
precursorilor s-au adaugat 10 si respectiv 20 de grame de sucroza. S-a adaugat apoi 0 cantitate
de 20% pectina raportat la continutul de sucroza, controland pH-ul solutiei cu acid azotic, ca
acesta sa fie in intervalul pH = 1-2. Solutia astfel obtinuta, a fost incalzita pe baia de nisip la
230 °C, pana la formarea unui gel rigid. Gelul a fost tratat termic la 700 °C timp de o ori. In
urma tratamentului termic, s-a obtinut o pulbere magnetica de culoare neagra.

e Obtinerea de nanoparticule de CoFe2O4 prin metoda solvotermali

Metoda solvotermald presupune descompunerea precursorilor metalici si reactia
acestora sub temperatura de fierbere a solventului. Pentru obtinerea de nanoparticule de
CoFe 04 s-au folosit: acetylacetonat de fier (111) ( Fe(AcAc)s ), acetylacetonat de cobalt (1) (
Co(AcAcC)2 ), tetraethileneglycol (solvent).

Dupa dizolvarea precursorilor in tetraethileneglycol (1 mmol Co(AcAc)z si 2 mmoli de
Fe(AcAcC)z), solutia a fost adusa la temperatura de fierbere a solventului (314 °C) si refluxata la
aceasta temperatura timp de 12 ore. Probele au fost tratate termic. Dupa spalarea repetata cu
alcool etilic si dietil ether, s-a separat pudra de culoare neagra de CoFez0a.

e Obtinerea de nanoparticule de CoFe2O4 prin metoda hidrotermali

Metoda hidrotermala presupune descompunerea si reactia precursorilor metalici atat sub
influenta temperaturii solventului cét si a presiunii (sau a microundelor). Spre deosebire de
metoda solvotermala, prin aceasta metoda se poate folosi 0 gama mai variata de precursori iar
dimensiunea particulelor obtinute poate fi reglata prin folosirea de surfactanti specifici. Drept
materiale precursoare s-au folosit: acetylacetonat de fier (111) ( Fe(AcAc)3 ), acetylacetonat de
cobalt (I1) ( Co(AcAc)2), etilenglicol (solvent)

In urma dizolvarii precursorilor in 50 ml etilenglycol (0.4 mmol Co(AcAc)z si 0.8 mmoli

de Fe(AcAc)s, solutia a fost introdusa ntr-o autoclava confectionata din Polypropiolactone cu
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capacitatea de 100 ml. Solutia a fost tratata termic la temperatura de 240 °C, timp de 23 ore.
Drept agent de control al dimensiunii si morfologiei s-a folosit polyvinylpyrrolidone (0.4g).
1.3.2 Morfologia particulelor, proprietiti structurale si magnetice

Studiile prin raze — X evidentiaza faptul ca probele obtinute cristalizeaza intr-o retea de
tip spinel, grup spatial Fd3m — Fig. 1.3.9. In cazul pulberilor obtinute prin metoda hidrotermala
fara PVP , in aditie la faza spinelica este prezenta faza Fe>Oz, continutul acestora fiind de 5-
6%. Parametrii de retea variaza putin cu metoda de preparare fiind a= 8.380+0.001 A.
Dimensiunile particulelor variaza intre 10 nm, in cazul probelor obtinute prin procedeul
hidrotermal si 80 nm prin metoda sol-gel. Particulele au o forma neregulata, in majoritatea

cazurilor cu aspect polygonal.
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Fig. 1.3.9 Difractograme ale nanoparticulelor obtinute prin metodele solvotermala, hidrotermala si
respectiv sol-gel

Wiy

Fig. 1.3.10. Imagini TEM ale nanoparticulelor de CoFe»O4 obtinute prin metoda de combustie
sol-gel
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Morfologia particulelor a fost determinata folosind microscopie electronica de
transmisie (TEM). In cazul probelor obtinute prin metoda sol-gel, apar aglomerdri de
nanoparticule, avand dimensiuni intre 10 si 100 nm — Fig. 1.3.10. Prin metoda solvotermala s-
au obtinut particule cu dimensiuni intre 5 si 7 nm, gradul de aglomerare fiind mai mic — Fig.
1.3.11.

Nanoparticulele obtinute prin metoda seed mediated growth au dimensiuni apropiate de
cele obtinute prin metoda solvotermala normald, cu o forma poligonald, dar apropiata de forma

sferica.
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Fig. 1.3.11. Imagini TEM ale nanoparticulelor de CoFe;QOa, obtinute prin metoda solvotermala si
histograma aferenta
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Fig. 1.3.12. Imagini TEM obtinute prin sinteza hidrotermala fara (a si b) si respectiv folosind PVP (c si d)
Nanoparticulele obtinute prin metoda hidrotermala, in prezenta PVP, au o forma
aproape sferica, cu dimensiuni intre 30-40 nm. Polimerul PVP utilizat, ”imbraca” particulele,
evitand astfel formarea de aglomerari — Fig. 1.3.12. Lipsa PVP in procesul de sinteza, conduce
la prezenta, unor aglomerari de particule, dimensiunile acestora fiind situate intre 10-15 nm.
Curbele de magnetizare, determinate la T=300 K, evidentiaza faptul ca magnetizarile
sunt saturate in campuri mai mari de 10 kOe. Campul coercitiv depinde de dimensiunea

particulelor. Probele obtinute prin metoda sol-gel, contindnd aglomerdri de particule cu

dimensiuni intre 10 si 100 nm, au un cadmp coercitiv de = 1200 Oe — Fig 1.3.13 (a).
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Figura 1.3.13 Curbele de magnetizare pentru nanoparticulele de CoFe;O4, obtinute prin metoda sol-gel (a).
Solvotermala (b) si hidrotermala si respectiv PVP (c)
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Probele cu dimensiuni intre 30-70 nm obtinute prin metoda hidrotermala au un camp
coercitiv de =270 Oe. Faptul ca probele cu dimensiunile de 5-7 nm, nu sunt saturate magnetic,
precum si campul coercitiv mic, sugereazd cd acestea au 0 comportare de tip
superparamagnetic. Asa cum s-a mentionat in introducere si alte studii releva acest tip de
comportament, la temperatura mediului ambiant, pentru dimensiuni ale particulelor de CoFe,04
de 4-7 nm.

Masuritorile efectuate pe proba racita in camp nul (ZFC) si respectiv in camp magnetic
aplicat de 500 Oe (FC), pentru CoFe2O4 obtinuta prin metoda hidrotermald cu PVP, sunt
prezentate in Figura 1.3.14. Curbele ZFC-FC nu se suprapun, prezinta o bifurcatie destul de
largd la temperaturi joase. Nu se observa prezenta unei temperaturi de blocare pana la 300 K.
Probabil, dupa forma curbelor cele doua dependente Se suprapun la temperaturi de blocare usor

mai mari de 300 K.
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Figura 1.3.14. Curbele ZFC-FC pentru ferita de CoFe;Os obtinuta prin metoda hidrotermala

1.2.3, 1.3.3 Materiale nanostructurale de tip perovskit
S-au sintetizat perovskite nanocristaline pe bazd de mangan si respectiv fier.
Perovskitele pe baza de fier, initial au fost preparate in forma policristalind pentru a evidentia
domeniul de compozitii in care structura cristalind nu se modifica cu efect al substitutiilor.
1.2.3a, 1.3.3a Perovkite nanocristaline pe bazi de Ndo.s-xBixSro.4MnOs cu x < 0,02
Compusii nanocristalini Ndo.exBixSro.4MnOz cu x < 0,02, au fost obtinuti prin metoda
combustiei. Difractogramele de raze X evidentiaza formarea unor structuri cristaline, avand

grupul spatial Pnma. Dimensiunile particulelor sunt situate intre 13 si 15 nm.

05

[ Nd, Bi, 81, MnO, o

M (u/f.u.)

Py P T T N TN

0 50 100 150 200 250 300
T(K)

Fig. 1.3.15. Dependentele de temperatura a magnetizarii: ZFC si respectiv FC.
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Masuratorile magnetice evidentiaza diferente intre dependentele de temperaturd ale
probelor racite in camp nul si respectiv de 500 Oe. Aceste date sugereaza prezenta unor
modificari in proprietatile magnetice la T1 = 130 K si respectiv 260 K — Fig. 1.3.15. Tranzitia
de la T1 = 130 K poate fi de tip metal-izolator, in timp ce la Tc = 260 K are loc tranzitia la

starea paramagnetica.
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Fig. 1.3.16. Spectrele XPS Mn 3s.
Masuratorile prin XPS evidentiaza o valentd medie a ionilor de mangan de +3,35, fapt
ce indicd un continut de ioni Mn** de 35 % - Fig. 1.3.16. Spectrele XPS ale benzi de valentd

evidentiaza faptul ca momentele magnetice Nd4f sunt localizate.
1.2.3b, 1.3.3b Perovskite cu ioni ai metalelor de tranzitie 3d

Au fost studiate fenomenele de magneto-transport si separarea de faze in compusi de tip
La@z)Awsz MOz (M= Mn, Co; A = Ca, Sr). Datele experimentale sugereaza prezenta de clusteri
feromagnetici corelati in matrici ne-feromagnetrice. S-a studiat ordonarea de sarcina, a ionilor
de Mn®" si Mn**. Efectul cAmpului magnetic si al substitutiilor chimice au fost analizate in
oxizii Ln @) A (3) MOs (Ln= La, Pr; A = Ca, Sr, Ba). Rezultatele obtinute au indicat ca un
camp magnetic intens “topeste” ordonarea de sarcind §i cd substitutia unor elemente

28



nemagnetice poate conduce la amplificarea magnetismului acestor compusi. Sistemul Lai-
xCaxMnOs3/BaTiOs (x = 0.45) are magnetorezistenta ridicata intr-un interval larg de temperaturi

~ Fig.1.3.17.
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1.2.3c, 1.3.3c Proprietatile structurale si magnetice ale perovskitelor A2Fe1-xNixM0Os

In cadrul contractului am studiat si alte materiale magnetice continand oxizi de fier,
precum perovskitele din seriile A2Fe1xNixMo0Qs. Sistemul de perovskite cu A = Sr cristalizeaza
intr-o structura tetragonald, avand grupul spatia P6/mmm. Dimensiunile particulelor,
determinate prin raze X, sunt intre 120-160 A. Temperaturile Curie cresc usor, pe misuri ce
ioni de fier sunt substituiti prin nickel, de 1a 407 K (x = 0) la 424 K (x = 0,2) . Magnetizarile la

saturatie scad treptat de la 3,5 ps/f.u. la 2,80 ps/f.u.—Fig. 1.3.18.
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Fig.1.3.18 Dependentele de compozitie ale magnetizari la T = 4,2 K si a temperaturilor Curie.
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specifica materialelor ferimagnetice - Fig.1.3.19 . Structura cristalind de tip [4/mmm contine
doua pozitii cristalografice, B si B". In forma ordonata atomii de Fe si Ni sunt situati in pozitii
B iar cei de Mo in B’, Fractiunea de ioni de fier in pozitiile B’ (antisite) creste odata cu

continutul de nickel.
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S-a determinat distributia atomilor constituenti in pozitiile B si B’. Totodata s-a estimat
ca 65 % dintre atomii de Fe sunt in starea de valenta +2, iar 35 % sunt ioni ferici (Fe**). Plecand
de la un model cu douda subretele magnetice, s-au determinat parametrii caracterizand
interactiunile de schimb intre si in interiorul subretelelor magnetice B si B’. Constanta de
schimb Jgp este negativa si creste in valoare absoluta de la -24 la -25,4, pe masura ce creste
continutul de nickel. Interactiunile magnetice in interiorul subretelei magnetice B” cresc in timp
ce in cea de tip B scad, rezultat al substitutiei atomilor de Fe?* prin Ni?*, precum si a numirului
de pozitii de tip antisite implicind prezenta atomilor de Mo in pozitia B.

Astfel in functie de compozitie, aceste materiale isi pot modifica magnetizarile prin 20
%, iar temperaturile Curie prin 5 %.

2. Interactiunea moleculi-nanoparticuli; amplificarea semnalului Raman
Intelegerea interactiunii moleculd-nanoparticuli, este de interes pentru realizarea

proiectului pentru ca ar putea elucida mecanisme fundamentale, cum ar fi toxicitatea
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nanoparticulelor. Literatura indica nanoparticulele metalice ca fiind generatoare de specii
reactive de oxigen in prezenta luminii, modele mai recente presupun un transfer de electroni
intre nivelul Fermi al metalului (sau banda de conductie a nanoparticulelor de tip
semiconductor) si orbitalul LUMO al moleculei adsorbite. Aceasi Intrebare ramane deschisa si
in domeniul catalizei, facilitate de nanoparticule si anume daca transferul de electroni este direct
sau indirect.

Tehnicile AFM, STM, TEM, XPS sunt metode fizice consacrate ce pot investiga
interactiuni la nivel molecula-nanoparticula. Totusi, aceste metode sunt limitate de conditiile
experimentale, astfel ca investigarea interactiunii moleculd-nanoparticula metalicd, in solutie
coloidali, este dificila. in mod particular, tehnica SERS (surface-enhanced Raman scattering)
se preteaza doar pentru asemenea sisteme (adsorbat-nanoparticuld) si foloseste radiatia laser
pentru interogarea interactiunii moleculd-nanoparticula.

Rezultatele studiilor efectuate in prezentul program, folosind nanoparticule de argint,
indica necesitatea interactiunii directe dintre molecula si nanoparticuld, ca 0 premiza necesara
pentru obtinerea efectului SERS. Astfel, transferul de electroni intre nivelul Fermi al metalului
st orbitalul LUMO al moleculei test adsorbite, reprezinta o conditie necesara in aparitia
efectului SERS. Originalitatea studiului consti si in demonstrarea faptului ci ionii de Ag*, Ca?*,
Mg?*, respectiv CI, I', Br sunt responsabili pentru cuplajul electronic intre nanoparticula si
specii anionice, respectiv molecule cationice.

De la descoperirea efectului in anii 1970, au fost propuse mai multe modele, insa in
continuare lipseste un model unitar. Activitatile desfasurate de noi, pe parcursul acestui an,
aratd necesitatea prezentei adatomilor pe suprafata metalica, prin intermediul acestora fiind
facilitat transferul electronic intre metal si molecula studiata. Atentia a fost indreptata catre
substraturi lichide, respectiv solutii coloidale de nanoparticule de argint reduse folosind citratul

cit-AgNPs). Adatomii sunt reprezentati de diferiti anioni, respectiv cationi care formeaza
g P ! ! p
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pozitii active SERS pe suprafata nanoparticulelor metalice. Rezultatele noastre au aratat atat
specificitatea masuratorilor SERS pentru anioni si cationi in functie de adionul utilizat, cat si
selectivitatea analitilor dintr-o solutie complexa, aparuta ca urmare a afinitatii diferite a acestora
fata de suprafata metalica.

Prima etapa a cercetdrii a constant In sinteza substantei coloidale de argint prin
reducerea azotatului de argint (AgNO3) cu citrat.

Specificitatea si selectivitatea spectroscopiei SERS au fost evidentiate prin masuratori
SERS pe céate 10 pl de amestec cit-AgNPS cu diferite saruri prin intermediul carora se introduc
in solutie ionii necesari activirii semnalului SERS (cationul Ca®*, respectiv anionul CI).
Spectrele au fost achizitionate cu un laser 532 nm si un timp de achizitie de 4 secunde pentru
fiecare dintre cele 4 achizitii, a caror mediere a oferit spectrul final.

Crearea pozitiilor active SERS, prin addugarea in substanta coloidala a cationilor de
Ca?*, este evidentiati in Figura 2.1A, care prezinti spectrele achizitionate pe solutia coloidali
cit-AgNPs (a) si pe amestecuri cit-AgNPs cu 10° M NaCl (b) si 10* M Ca(NOs). (c). Spectrele
a si b reprezinta spectre blank, intrucat nu este realizat transferul electronic intre nanoparticule
si citrat (a), respectiv Cl (b), iar concentratia celor doud substante este prea mica pentru aparitia
semnalului Raman a acestora. Prin adaugarea sarii de calciu, cationul formeaza site-ul activ
necesar adsorbtiei Cl, ceea ce se observa in spectru prin aparitia benzii de vibratie a legaturii
Ag-Cl (242 cm™). Ulterior, s-a obtinut in mod secvential spectrul SERS al citratului si un
spectru dominat de o banda intensa corespunzatoare vibratiei Ag-Cl, evidentiind astfel
afinitatea diferitd a celor doi anioni. In spectrul a din Figura 2.1B este prezentat spectrul
achizitionat pe substanta coloidald cit-AgNPs, in care nu se observa vibratii caracteristice
citratului Intrucat concentratia de citrat din solutie este prea micd pentru detectia Raman a
acestuia. Prin introducerea 10* M Ca(NOs)z, in acest coloid, s-a observat amplificarea

semnalului citratului, spectru SERS al acestuia fiind prezentat in aceeasi figura, in spectrul b.
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Mai mult, addugand in continuare aceleasi solutii de cit-AgNPs in amestec cu Ca?*, 10° M
NaCl, Cl"va dezlocui citratul, fapt evidentiat prin disparitia din spectru a benzilor caracteristice
citratului si aparitia benzii specifice vibratiei Ag-Cl (242 cm™L).

Aparitia spectrului SERS al citratului si al clorurii datoritd agregarii nanoparticulelor a
fost exclusd deoarece concentratia sdrurilor adaugate a fost prea mica pentru a induce agregarea
nanoparticulelor. Solutiile coloidali cit-AgNP continand 10* M Ca(NOs3). si 10° M NaCl au
fost stabile pentru saptamani. Figura 2.2 exemplifici schematic modelul propus pentru

adsorbtia competitiva a speciilor anionice: citratului si C1”pe site-urile active SERS generate de

Ca®*

cit-AgNPs+ cit-AgNPs+
cit-AgNPs+ NaCk+ cit-AgNPs+ Ca(NO,),+
cit-AgNPs NaCl Ca(NO,), cit-AgNPs Ca(NO,), NaC!
" NO,;
r\.a‘CI Ca(NO) Ca(NO,). Na'CI
10°m 10 M 10'M 10°M
() (©) (@) (b) (©

SERS Intensity
SERS Intensity

T T T T T T
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Raman Shift / cm™' Raman Shift / cm™!

Figura 2.1. A. Crearea pozitiilor active SERS prin aditii de Ca?* si chemisorbtia anionilor CI" (a) spectru Raman
al solutiei coloidale cit-AgNPs (b) spectrul Raman al amestecului cit-AgNPs/NaCl, (¢) banda intensa SERS Ag-
Cl, obtinuti dupi activarea nanoparticulelor cu Ca?*. Spectrele au fost inregistrate prin modificarea aceleiasi
solutii coloidale, asa cum se arata in imaginea de sus; B. Generarea site-urilor active SERS prin aditia de adioni
Ca?* si chemisorbtia competitivi a citratului si a anionilor de CI': (a) spectru Raman al solutiei coloidale cit-
AgNPs, (b) spectrul SERS al citratului obtinut dupd activarea cit-AgNPs cu Ca?", (c) banda SERS intensa Ag-Cl,
obtinutd dupa inlocuirea citratului de ioni CI- pe site-urile active SERS. Spectrele au fost Tnregistrate prin
modificarea aceleiasi solutii coloidale, asa cum se arata in imaginea de sus.
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Figura 2.2. Reprezentarea schematica pentru formarea pozitiilor active SERS specifice si chemisorbtia selectiva
a citratului si CI': () cit-AgNPs, (b) site-uri active SERS specifice generate de Ca?* si cuplarea moleculelor de
citrat cu suprafata de argint, (c) inlocuirea moleculelor de citrat si chemisorbtia CI” pe site-urile active SERS
datorita afinitatii mai mari a ionilor de CI" pentru suprafata de argint.

cit-AgNPs+
Cit-AgNPs+ NB+
cil-AgNPs+ NB+ Ca(NO,),+
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Figura 2.3. Activarea SERS specificd a citratului si NB dupa activarea nanoparticulelor de Ag stabilizate cu
citrat si cu ioni de Ca?* si CI. (a) Spectrul Raman simplu al nanoparticulelor de Ag stabilizate cu citrat (cit-
AgNPs), (b) Spectrul SERS al citratului obtinut prin addugarea Ca?*, spectrul SERS al NB obtinut dupa
adaugarea CI-.

Urmand acest model, am putut controla ce specii de molecule dintr-un amestec (anioni
sau cationi) pot fi adsorbite pe suprafata nanoparticulelor, crescand astfel predicitibilitatea in
fenomenul SERS. Figura 2.3 prezintd detectia SERS specifica a moleculelor de citrat (specie
anionicd) si Nile Blue (NB), un colorant cationic, spectre obtinute din aceeasi solutie.

Intr-un amestec de solutie coloidala cit-AgNPs si 10® M NB, s-a introdus 10* M

Ca(NOs)2, ionii Ca?* formand pozitii active SERS pentru anioni. Citratul este astfel adsorbit pe
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suprafata nanoparticulelor si se obtine spectrul SERS al citratului (Figura 2.3b). Urmatorul pas
a constat in adiugarea 10° M NaCl. CI" din solutie, care conduce la dezlocuirea citratului si
legarea NB, astfel incat va fi observat spectrul SERS al colorantului cationic (Figura 2.3c).

Tn Figura 2.4 este ilustrat mecanismul de adsorbtie selectiv a analitului pe suprafata
nanoparticulei. Adaugarea cationilor Ca?*, in solutia care contine atat molecule cationice cat si
molecule anionice, va duce la formarea pozitiilor active SERS pentru molecula anionica (in
cazul nostru citrat, Figura 2.4b). Adaugand CI', molecula anionica va fi dezlocuitd datorita
afinitatii mari a clorului pentru suprafata nanoparticulei de argint si se vor forma site-uri active

SERS pentru molecula cationica (in cazul nostru NB. Figura 4c)
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Figura 2.4. Reprezentarea graficd a chemisorbtiei specifice a citratului si NB (a) cit-AgNPs amestecat cu NB,

(b) chemisorbtia citratului prin adaugarea Ca(NO3)2, (c) chemisorbtia NB prin adaugarea NaCl.

S-a observat ca intensitatea semnalului SERS este direct legatd de numarul de pozitii
active SERS formate. Astfel, cu cat concetratia cationilor este mai mare, cu atdt mai multe
molecule vor fi adsorbite pe suprafata nanoparticulei metalice. In Figura 2.5 se poate observa
amplificarea semnalului SERS al NB odata cu cresterea concentratiei de Ca(NOz)2 din
amestecul cit-AgNPS/NB/NaCl/Ca(NOs)2. Numarul pozitiilor active SERS creste odata cu
varierea concentratiei sirii de calciu intre 10* M, si 102 M deoarece Ca?* determini
chemisorbtia ionilor CI". Tn acesto mod, mai multe molecule NB vor fi adsorbite, rezultand un

semnal SERS mai intens. De asemenea, se observa o crestere a intensitatii benzii Ag-Cl este

observata, fapt care evidentiazd o marire a numadrului pozitiilor active SERS pe suprafata
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nanoparticulelor. Pentru concentratia 102 M Ca(NOs)2, se observi agregarea coloidului dupi
~10 minute. Agregarea nu poate totusi explica amplificarea semnalului NB, intrucat acest
fenomen este observabil si pentru concentratii mai mici de Ca(NOz)2, care nu induc agregarea

cit-AgNPs.
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Figura 2.5. Dependenta intensititii spectrului SERS al NB 108 M de site-uri SERS active generate de a) 10°M
Cl si 10*M Ca?*b) 10 M CI- si 5*10* M Ca?*¢) 10° M CI" si 10° M Ca?",

Rezultatele mentionate sustin necesitatea formarii unor pozitii active SERS pe suprafata
nanoparticulelor de argint in vederea amplificarii semnalului provenit de la analitul de interes.
Punctele importante ale acestei metodologii constau in adsobtia competitiva a diferitilor anioni
in functie de proprietatile lor fizice si chimice si in formarea de pozitii active SERS selective
prin addugarea ionilor de Ca?" pentru grupirile anionice, respectiv Cl” pentru grupirile
cationice. Cunoscand necesitatea unor atomi de tip ‘punte’ intre nanoparticula si molecula de
la care asteptam semnal, s-a reusit realizarea unor spectre SERS selective. Astfel, dintr-o solutie
care contine un amestec de molecule se poate regla care tipuri de molecule sa fie in contact
electronic cu suprafata metalica si sa emita semnal SERS. Avantajul principal al acestei tehnici
este reprezentat de senzitivitatea si specificitatea ridicata, si de deschiderea oportunitatilor de
detectie a anionilor. Mai mult, aceasta metoda de analiza oferd rezultate rapide si proba nu

necesita o prepararea anterioara complicata.
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3. Mecanisme moleculare responsabile de cresterea tumorala si metastazare. Markeri
care prezic metastazarea.

Intelegerea mecanismelor moleculare responsabile de cresterea tumorala si metastazare
este imperativa pentru medicina individualizata, dar si pentru dezvoltarea de noi tratamente.
Analiza moleculard permite dezvoltarea metodelor de diagnostic si tratament, care oferd
posibilitatea unei medicini individualizate, pana acum irealizabild. Desi analiza histopatologica
a tesutului tumoral ramane standardul de aur in diagnosticul cancerului, natura invaziva si
neplacuta a procedurii 1i limiteaza aplicatia clinicd. Mai multe echipe de cercetare si-au axat
cerctarile pe gasirea markerilor care prezic metastazarea, pentru a identifica pacientii cu risc
mare de recidiva in urma tratamentelor oncologice. Cu toate acestea, studiile au reliefat un
volum imens de date. De exemplu, studiile expresiei genice au reliefat sute de gene exprimate
la nivelul celulelor tumorale metastatice. Seturile de gene difera, si numarul tintelor posibile
este atat de mare, incit decizia alegerii unei tinte este foarte dificild. Mai mult, tintirea unei
singure tinte s-a dovedit deseort a fi insuficienta.

Noi strategii sunt testate pentru a gasi molecule reprezentative, biomarkeri, care sa
prezica raspunsul tumoral. Din ce in ce mai multe dovezi sustin faptul ca miARN-urile ar putea
fi principalii responsabili Tn controlul diferitelor procese biologice, prin modularea expresiei
genice. MicroARN (miARN) sunt o clasa inalt conservata de 19-23 de nucleotide ARN.miARN
moduleaza expresia genica la nivel post-transcriptional legand tinta lor 3’-UTR si rezultand in
clivajul miARN sau inhibarea sintezei proteice. Uneori, expresia miR sau functia sunt deficitare
in cancer, relevand dovezi aditionale pentru rolul lor ca oncocogene si cunoasterea lor ca
oncomiARN. Diferite patologii tumorale, aratd o semnaturd unica a miARN, dar valoarea
prognosticd a miARN, Tn cancerele metastatice, a fost putin investigatd. Din cauza ca numarul
miARN cunoscute este semnificativ mai mic decat acela al genelor (circa 1400 miARN fatd de

25.000 gene), analiza miARN pare a fi o abordare mai buna in identificarea markerilor celulelor
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metastatice, ceea ce ar avantaja diagnosticul, estimarea prognosticului, cat si dezvoltarea de noi
terapii. Tintind un miARn, mai multe cai moleculare pot fi modulate (o tinta, efecte multiple).
Acesta pare un excelent punct de plecare pentru dezvoltarea terapiilor noi pentru pacientii cu
metastaze. De exemplu, s-a demonstrat ca exista o semnatura distincta intre colonul normal si
cancerul de colon si ca expresia inaltd a miR-21 este asociata cu un prognostic infaust.
Numeroase studii au demonstrat valoarea potentiala a miARN ca un factor de prognostic,
biomarker predictiv in cancer. Mai mult, unul dintre obiectivele cercetdrii in oncologie este
cautarea unor metode neinvazive pentru diagnosticul si managementul cancerului.

Unul dintre avantajele principale ale utilizarii miARN pentru amprentarea tumorilor
este inalta sa stabilitate In plasma si ser. De aceea, izolarea exozomilor circulanti pentru profilul
miARN ar putea duce la dezvoltarea de noi metode diagnostice, de evaluare a prognosticului si
de urmadrire a pacientilor. Se presupune ca stabilitatea inaltd a microARN in sistemul circulator
se datoreaza incorpordrii sale in microparticule si exozomi . Exozomii sunt vezicule mici (30-
100 nm), formati prin endocitarea membranelor plasmatice si apoi eliberati in mediul
extracelular in urma fuziunii corpilor multiveziculari din membrana plasmatica. Se presupune
ca celulele secreta exozomi care contin microARN pentru a comunica cu alte celule la distanta.
Acest mecanism, aseméanator cu cel hormonal, pentru comunicarea independenta a microARN
incorporati in exozomi, este tot mai mult recunoscut ca un nou mod, independent de interactiune
celuli-celula. In cancer, s-a demonstrat ¢ exozomii tumorali promoveaza progresia tumorala
prin evitarea sistemului imun, prin hranirea cailor autocrine, stimularea angiogenezei, celulelor
stromale, si remodelarea matricii extracelulare. Mai mult, a fost propus un alt mecanism prin
care exozomii promoveaza progresia tumorala: interferand cu chimioterapia. Studiile au aratat
cd microARN din exozomi sunt complet functionale, de exemplu, celulele tumorale din
glioblastom elibereazd exozomi contindnd mARN si microARN, care sunt transportate in

microvascularizatia endoteliala, dupa internalizare. Aceste rezultate sugereaza cd exozomii sunt
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utilizati ca o modalitate de terapia genica in organism, dar si ca este posibild detectarea non-
invaziva a microARN in tumorile cerebrale, in scop diagnostic si terapeutic. Alte studii au
obtinut rezultate similare in cancerul ovarian, pancreatic, hepatic si colorectal. Un studiu arata
ca macrofagele asociate tumorii moduleaza invazivitatea celulelor tumorale mamare prin
transportul miARN oncogenice prin intermediul exozomilor, oferind astfel dovezi in sustinerea
mecanismelor de interactiune dintre macrofage si celulele tumorale mamare. Alt studiu a
identificat 11 miARN circulante la pacientii cu cancer de prostatd metastazat comparativ cu cei
fara metastaze; dintre acestea, miR-141 si miR-375 au fost confirmate folosind exozomii izolati
din serul pacientilor cu boala recurentd sau non-recurentd, dupa prostatectomie radicala. A fost
identificat un set de mARN si miARN pro-angiogenice in microveziculele eliberate de celulele
tumorale renale, care induc angiogeneza si formarea nisei premetastatice pulmonare. Alte
dovezi ale importantei exozomilor cu miARN in dezvoltarea metastazelor la distanta au fost
obtinute in cazul melanomului; s-a demonstrat cd exozomii ajung in nodulii limfatici si
afecteaza recrutarea celulard, remodelarea matricii extracelulare si proliferarea vasculard, in
acest fel facilitind metastazarea. In general, aceste studii subliniaza importanta exozomilor
circulanti st miARN, transportati in cresterea si metastazarea tumorala.

Micromediul tumoral e foarte important in progresia cancerului si diseminarea
tumorald, ca de exemplu in cancerul mamar, prostatic, vezical sau hepatic primar. Chiar daca
sunt putine date in literatura privind rolurile miARN, gasite in exozomii secretati de tumora
primara, cu scopul pregatirii nisei metastatice, credem ca interactiunea dintre speciile miARN
si micromediul tumoral este detrimentald pentru formarea metastazelor. Caracterizarea
patologica a acestui micromediu este de maxima importanta pentru managementul clinic al
pacientilor diagnosticati cu cancer colorectal, dar cu toate acestea, putine date au fost publicate
despre evenimentele epigenetice ce apar in timpul progresiei tumorale si In evolutia reactiei

desmoplazice a tesuturilor de vecinatate. Tesutul fibros pare a contribui la progresia cancerului.
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Un model foarte bun pentru studiul acestui fenomen biologic este cancerul de colon. Arhitectura
tesutului local se modifica si membrana bazald se ingroasd, consecintd directd a fibrozei.
Metaloproteinazele matriceale, induc tranzitia epiteliului catre un fenotip miofibroblastic,
proces cunoscut ca tranzitie epitelio-mezenchimala (TEM) care a fost deja raportatd in
oncologia gastrointestinala.

O foarte interesanta interactiune a fost descrisd intre celula tumorald si fibroblastii
asociati tumorali (CAFs), datoritd unor caracteristici detinute de acesti fibroblasti. In primul
rand, acestia au abilitatea de a se transforma spontan dupa indepartarea din conditii in vivo si
cresterea in vitro pentru o perioadd lunga. In al doilea rand si poate punctul cheie, pentru
diseminarea la distanta, este faptul cd CAFs sustin dezvoltarea tumorilor metastatice sau
secundare, nu doar locoregional, dar si in organe la distantd. Aceasta caracteristica este
cunoscutd ca ‘the seed and soil theory’ a carcinogenezei. Simbioza dintre CAF si o celula
epiteliala tumorala duce la diferite evenimente epigenetice, coordonate de semnalizari celula-
celula prin diferite citokine sau chiar structuri veziculare — exozomii, care transporta microARN
de la un tip celular la altul. Celula tumorala poate dobandi caracteristici proprii celulelor stem
dupa ce isi pierde polaritatea apico-bazald, reproducind exact tranzitia epitelio-mezenchimala
gasita in embriogenezd si vindecarea plagilor. Aceasta afirmatie este confirmata de diferite
citokine descrise initial in embriologie si recent in oncologie, cum ar fi chemokina CXCL12
sau SDF-1alpha si co-receptorul CXCR4, cuplare care releva anumite aspecte imunologice ale
metastazarii cancerului de san, in creier, plaman si corpi vertebrali. CXCL12 este produs de
celule fibroblast-like si interactioneazd cu CXCR4 la nivelul membranei celulare. Odata ce
aceasta axa este activatd, celula tumorala este mai susceptibila sa interactioneze cu fibroblastul
activat. In acest proiect, scopul nostru este si identificim miARN transportate prin exozomi in
serul pacientior cu cancer de colon. Ipoteza noastrd sustine un rol modulator al miARN la

nivelul micromediului tumoral, local, la locul tumorii primare, dar si la distanta, la locul de
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formare al metastazelor.

Intelegand mecanismele moleculare si genetice prin care un carcinom in situ este capabil
sa invadeze membrana bazala, sd creasca si chiar sd disemineze in organe la distantd, sa evite
sistemul imun si chimioterapia, putem dezvolta tratamente inovative, aplicabile in cancerul
colorectal. Evenimentele epigenetice care se coreleaza cu un feedback pozitiv intre o celula
tumorald si tesutul fibros de vecindtate ar putea detine raspunsul multor intrebari privind
detectia rapida si imbunatatirea managementului cancerului de colon.

Ipoteza noastra principald este ca tumorile primare elibereazd miARN prin exozomi
transportati in sangele periferic, ceea ce faciliteaza formarea nisei metastatice. Aceasta ipoteza
a fost investigata prin urmatoarele obiective specifice:

Obiectiv specific 1: Cuatificarea expresiei speciilor de miARN in exozomii din serul
pacientilor cu leucemie limfatica cronica si cu Sindrom Richter.

Ipoteza: Exozomii pacientilor cu metastaze contin specii de miARN (numite
metastamiR) care pregatesc nisa metastatica la distanta. Prin compararea exozomilor din serul
pacientilor cu LLC fata de cei cu sindrom Richter, vom identifica miARN posibil implicati in
dezvoltarea nisei metastatice.

Sub-obiectiv 1a. Izolarea exozomilor din serul pacientilor.

Sub-obiectiv 1b. Identificarea diferentelor dintre expresia miARN din exozomii
patientilor cu si fara sindrom Richter

Obiectiv specific 2: Caracterizarea efectelor metastamiR la nivelul invaziei celulare si
metastazarii.

Ipoteza: MetastamiR sunt supraexprimate in exozomii pacientilor cu metastaze la
distanta pentru a initia si sustine dezvoltarea nisei metastatice.

Sub-obiectiv 2a.Evaluarea efectului metamicroR 1in invazia celulara si metastazare in

vitro. Rezultatele cercetarilor Tn acest domeniu a fost deja publicate.
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