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Inventia se referd la un procedeu de cartografiere
tisulard, Tn scopul determindrii limitelor tumorale, pe
suprafatd si in profunzime, inclusiv de evidentiere a
cuiburilor de celule tumorale aflate in vecinatatea
tumorii. Procedeul conform inventiei se bazeazd pe
rezonania plasmonic3 la suprafata nanoparticulelor de
aur aflate intr-un mediu dielectric cu indice de refractie
mare, nanoparticule care patrund in tumord prin

arteriole gi capilare, in spatiul interstitial si in celule, Si
raman fixate in tesut, iar in momentul realizarii unei
analize Tn spectru UV, acestea emit puternic o luming
flourescentd, generand un aspect particular al tesutului
Si celulelor tumorale.
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PROCEDEU DE CARTOGRAFIERE A ARHITECTURII
TESUTURILOR TUMORALE BAZAT PE REZONANTA
PLASMONICA LA SUPRAFATA NANOPARTICULELOR DE AUR

Inventia se refera la un procedeu de cartografiere tisulard in scopul determindrii limitelor
tumorale, pe suprafatd si in profunzime, inclusiv de evidentiere a cuiburilor de celule
tumorale aflate in vecindtatea tumorii.

Utilizarea nanoparticulelor de aur (AuNPs) in scop de diagnostic a inceput sa fie studiata
recent, datoritd proprietatilor optice specifice diverse.

Nanosferele de aur, cu dimensiuni cuprinse intre 2 gi 100nm, se obtin prin reactia de
reducere a solutiei de tetrahidroaurat (HAuCl,), utilizand citratul, iar dimensiunea lor este

invers proportionalad cu cantitatea de citrat. Mentinerea in dispersie a nanoparticulelor de
aur se realizeaza cu ajutorul solutiei de citrat, iar apa nu poate fi utilizata ca solvent.

In spectrul vizibil nanosferele de aur prezintd un singur maxim local cuprins in intervalul
510-550 nm, iar cresterea dimensiunilor nanoparticulelor genereazd un nou maxim local
de absorbtie la o lungime de unda superioara.
Principalele aplicatii ale AuNPs sunt:

n analize imunologice (Hirsch et al., 2003)

electroforez|[ capilara (Tseng et al., 2005)

detectia celulelor tumorale (Kah et al., 2007)

analiza culturilor de celule utilizand o substanta fluorescenta conjugata cu AuNPs
(Nitin et al., 2007)

agent fotoluminiscent datoritd luminiscentei crescute (Wang et al., 2005)

agent de contrast pentru diagnosticul imagistic al tumorilor profunde (Durr et
al.,2007)

spectroscopia Raman: imaginile obtinute prin absorbtia albastrului de metilen pe
un singur strat de AuNPs sunt utile in studierea proprietatilor plasmonilor (Laurent et al.,
2005)

terapia neoplaziilor bazata pe proprietatea fototermald de distrugere a celulelor
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tumorale (Loo et al., 2005, Huang et al., 2006, Chen et al., 2007)

nanotransportori pentru diferite medicamente

Nanoparticulele de aur sunt biocompatibile cu organismul uman, fard sa prezinte efecte
citotoxice (Reddy et al.,.2010). Studiile privind biocompatibilitatea AuNPs au aratat
absenta efectului citotoxic asupra macrofagelor, la o concentratie de 100 pM timp de 72h
(Shukia et al., 2005).

AuNPs mai mici de 20 nm trec in celuld prin endocitozd, insd nu patrund in nucleu.
Chithrani et al., 2006 au studiat relatia intre caracteristicile AUNPs (dimensiuni, forma,
concentratie) si nivelul de absorbtie celularad, constatadnd ca cel mai rapid proces a avut
loc in cazul AuNPs cu dimensiuni de 20 nm, iar trecerea intracelulard a AuNPs a fost
confirmatd la TEM (NA intracelular, in vezicule localizate in citoplasma, dar in afara
nucleului). In momentul actual existd un interes crescut privitor la proprietatile optice ale
AuNPs, datorat potentialului imens de aplicatii in domeniul imagistic.

Emisia in spectru fluorescent a AuNPs a fost recent studiatd (Zhang et al.; Huang et al.
2007), care au sintetizat AUNPs fluorescente si au constat emisia sub forma unor spoturi
luminoase de culoare albastru-deschis sub excitatia UV la lungimea de unda de 365nm.

Acest efect imagistic se explicd teoretic prin rezonanta plasmonicd localizatd de
suprafatd care apare ia interfata dintre AuNPs si un mediu dielectric in care sunt
imersate, intensitatea luminoasa a plasmonilor fiind cu atat mai intensa cu céat indicele de
refractie al mediului in care se afld AuNPs este mai mare, si implicit permitivitatea
electricd a mediului este mai mare, conform teoriei lui Gustav Mie. La interfatd, fotonii
pot fi impragtiati sau absorbiti. Fotonii absorbiti pot crea excitatii electronice interne in
nanoparticule sau, in cazul in care au suficientd energie (e.g. excitatia UV), pot scoate
electroni din nanoparticule. AUNPs sunt cunoscute pentru puternica absorbtie optica si
imprastiere a luminii in UV si vizibil datoritd excitatiei rezonante localizate a plasmonilor
la suprafata nanoparticulelor. Factorul determinant al caracteristicilor optice de absorbtie
este rezonanta plasmonica de suprafatd, care poate aparea in particule cu diametru mai
mic decat lungimea de undd a luminii de excitatie. Teoria care explicd acest
comportament a fost dezvoltatd pentru prima oard de Gustav Mie (1908). Numeroasele
raportdri recente coreleazd comportamentul spectroscopic al AuNPs cu teoria Mie.
Studiul rezonantei plasmonice de suprafatd a ramas un domeniu de cercetare foarte
activ, atat stiintific cat si tehnologic, in special atunci cand particulele sunt inglobate in
matrice ionice (Astruc 2008). Conform teoriei Mie, sectiunea transversala totald compusa
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din suprafata plasmonilor absorbiti si imprastiati este dat ca o insumare peste toate
oscilatii electrice si magnetice (Le Ru si Etchegoin 2009). Rezonanta plasmonica de
suprafatd a fost descrisa cantitativ prin rezolvarea ecuatiilor lui Maxwell pentru particule
sferice cu conditiile la limitd corespunzitoare. Teoria Mie atribuie aparitia plasmonilor la
suprafata AuNPs oscilatie dipolilor corespunzatori electronilor liberi din banda de
conductie care ocupa stari energetice imediat deasupra nivelului de energie Fermi

(Alvarez et al 1997).

Pornind de Ia conceptul teoretic al rezonantei plasmonice de suprafatd al
nanoparticulelor de aur in spectru UV, am studiat rezonanta plasmonicd de suprafatd a
nanoparticulelor de aur cu diametrul de 5,6 nm in tesutul tumoral, melanomul B16 la
soareci, forma de melanom asemadandtoare cu melanomul uman cutanat. Scopul
experimentului a fost de investigare histopatologicd a tesutului tumoral in lumind UV cu
lungimea de unda de excitatie de 450 nm, dup& administrare de nanoparticule de aur.

AuNPs au o constant dielectrici negativa. Intr-un mediu dielectric melanom (n = 1.997)
si intr-un mediu de tesut normal (n = 1.202), lungime de undad care determin3
intensitatea maxima a luminii este de aproximativ 490 nm. Partea reald a constantei
dielectrice este negativa (g, (A) = -6.14), iar partea imaginard a constantei dielectrice este
pozitiva (g(A) = 1.77). Banda de absorbtie a plasmonilor de suprafata apare atunci cand
&(A) = - 2n?, unde n este indicele de refractie al mediului. Conform teoriei Mie, eficienta
impréastierii este proportionals cu A, ceea ce indic3 faptul ¢ o lungime de und3 a luminii
incidente mai scurtd determind o imprastiere mult mai mare a luminii. In acord cu
rezonanta plasmonica la suprafata AuNPs, a teoriei Mie si a masuratorilor realizate in
cadrul acestei inventii, am determinat c& sectiunea eficace de impréastiere a luminii este

de 16 ori mai mare in melanom decét in tesutul sénatos.
Materiale si metode

Materiale necesare

Principale materiale utilizate au fost:

Nanoparticule de aur cu dimensiuni cuprinse intre 5-7 nm in solutie de citrat
Lot de 4 soareci cu melanom B16 indus dintre care 2 soareci martor.
Nanoparticule de aur dispersate in citrat.

Seringi, manusgi, instrumentar de recoltare a tumorilor.
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Solutie de formol 10%, parafind pentru includerea pieselor.

Microtom, lame, lamele.
Microscop optic 10-60 x cu lampa de mercur calibratad la spectrul UV, cu unitate

optica de captare a imaginii, conectata la notebook.
Sintetizarea nanoparticulelor de aur

Obtinerea nanoparticulelor de aur uniforme se face prin reactia de reducere a ionilor de
tetracloroaurat cu etanol, la temperaturi cuprinse intre 30 si 60°C, la presiune

atmosferica. Substantele utilizate au fost:
25ml solutie apoasa de acid tetracloroauric (1g HAuCl,)
3g linoleat de AuNPs (C4sH3,ONa)
20mL etanol (C,HsOH)

5mL acid linoleic (C4H1205)
Compusii chimici enumerati sunt introdusi intr-un recipient inchis si se se agitd, dupa
care se mentin timp de 2h la temperaturd pornind de la 30°C péna ia 60°C. Apoi
nanoparticulele de aur se resuspendd in solutie de citrat pentru mentinerea lor in
dispersie. Sinteza nanoparticulelor de aur s-a efectuat in cadrul Laboratorului de
Nanotehnologii al IMT Bucuregti (Figura 1).
Analiza nanoparticulelor de aur s-a facut la microscopul cu baleiaj electronic (SEM),
disponibil in IMT Bucuresti, iar imaginea obtinuta este prezentata in figura 1.
In aceast3 solutie au loc urmatoarele procese chimice: o faza solida de linoleat de sodiu,
o faza lichida de etanol si acid linoleic si apa ce contine ioni de tetracloroaurat. Etanolul
in faza de solutie reduce ionii de tetracloaurat in nanoparticule de aur. Se obtine o
solutie de culoare roz- rogu pal, datoratd nanoparticulelor de aur (Figura 1).
Etapele experimentului
In ziua a 5-a de la inocularea soarecilor cu celule de melanom B16, cand tumora avea
diametrul de 5-6 mm, s-a efectuat injectarea subcutanata peritumorald a 0,2 ml| solutie
de nanoparticule de aur- citrat. Dupd 2h s-au recoltat tumorile melanom B16 si s-au
introdus n formol 10% in recipiente separate, etichetate. Prelucrarea primard a
tumorilor, cu includerea in parafind si efectuarea de sectiuni de 2um fixate pe lamele si
lame. Apoi s-a analizat tesutul tumoral la microscopul optic 10-60x, cu lampa cu mercur,
in UV cu lungimea de unda de 450 nm.
Am studiat mai intai aspectul tesutului tumoral fard nanoparticule, pe sectiune proaspata
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inghetatd si s-au mdasurat diametrele celulelor tumorale: 9,89-13,44 um( Figura 2 si
Figura 3 - in UV).

Proprietatea optica speciald a nanoparticulelor de aur de fi fluorescente in lumind UV a
fost demonstrata prin injectarea peritumoraléd de solutie de nanoparticule de aur-citrat si
examinarea sectiunilor necolorate de tesut tumoral de melanom la goarecii B16 la
microscopul optic cu lampa cu vapori de mercur, care genereaza radiatii in spectrul UV,
obtinandu-se o imagine fluorescenta in albastru-deschis a melanomului. Aceasta
luminozitate atat de puternicd a AuNPs aflate in melanom fatd de AuNPs aflate in
tesutul sandtos se explica teoretic pe baza rezonantei plasmonilor de suprafata si a

teoriei Mie, aga cum a fost explicat mai sus.

Rezultatul imagistic obfinut atestd aplicabilitatea nanoparticulelor de aur in studiul

arhitecturii tisulare.

Imaginile fluorescente obtinute in spectru UV al nanoparticulelor de aur ce au patruns in
tesutul tumoral, inclusiv in melanocitele tumorale pot constitui un punct de plecare

pentru analiza histopatologica a tesuturilor.

Studierea limitelor tumorale pentru imbunétédtirea marginilor de excizie tumorald poate
beneficia de aportul imagistic de informatie, utilizind piesa operatorie In preparat
proaspéat congelat din care se efectueaza sectiuni similare examenului extemporaneu
intraoperator si se examineazd la microscopul optic la care este atasatd lampa ce

genereaza spectrul UV.

Diagnosticul histopatologic cert al melanomului in cazurile dificile, detectia corectd a
primelor celule neoplazice, identificarea limitelor tumorii, precum si a cuiburilor de celule
neoplazice din vecindtatea tumorii sunt aspecte care in momentul actual necesita
optimizarea metodelor tehnice de analiza. De aceea intr-o etapa ulterioara vom realiza
functionalizarea superioara a nanoparticulelor de aur cu molecule {intd pentru tumora

pentru a creste specificitaea investigatiei.
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REVENDICARI

1. Procedeu de cartografiere tisulard in scopul determindrii limitelor tumorale
(melanomul cutanat), pe suprafatd si in profunzime, caracterizat prin aceea cé
nanoparticulele de aur devin puternic fluorescente in melanom, datorita indicelui de
refractie mult mai mare al melanomului $i a rezonantei plasmonice la suprafata
nanoparticulelor de aur.

2. Procedeu de cartografiere tisulara in scopul evidentierii cuiburilor de celule
tumorale aflate in vecindtatea tumorii caracterizat prin aceea c¢a nanoparticulele de
aur devin puternic fluorescente dupa transportul lor molecular prin endocitoza in
celulele tumorale.

1. Procedeu de sintetizare a nanoparticulelor de aur, caracterizat prin
stabilitatea nanoparticulelor ce se obtin prin reactia de reducere a solutiei de
tetrahidrocloraurat (HAuCl,), utilizdnd citratul, iar dimensiunea lor este invers
proportionald cu cantitatea de citrat. Mentinerea in dispersie a nanoparticulelor de

aur se realizeaza cu ajutorul solutiei de citrat, iar apa nu poate fi utilizata ca solvent.
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Figura 1. Apectul nanoparticulelor de aur la microscopul cu baleiaj de electroni (SEM)
Apectul macroscopic al nanoparticulelor de aur in suspensie in solutia de citrat

13.44 um
15.91 um -

,11.45 pm ,3.93 um
: : L1249 ym

Figura 2. Apectul la microscopul optic 20x al melanomului B16 (tumora martor) la goareci, in
sectiune proaspatd, necolorats
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Figura 3. Apectul la microscopul optic in lumind UV al tumorii martor, unde nu s-au administrat
nanoparticule de aur

Figura 4. Apectul fluorescent al mefanomului B16 la microscopul optic 20x in spectru UV, in cazul
inocularii tumorii goarecilor cu nanoparticule de aur, se observa limita tumorii
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Figura 5. Apectul fluorescent al melanomutui B16 la microscopul optic 20x in spectru UV, in cazul
inocularii tumorii goarecilor cu nanoparticule de aur, se observa in dreapta doud structuri
vasculare prin care au fost injectate nanoparticulele de aur in tumoré

Figura 6. Apectul fluorescent al radacinilor tumorale, la microscopul optic 20x, in spectru UV
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