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1 - INTRODUZIONE

1. INTRODUZIONE

Negli ultimi decenni, lo sviluppo tecnologico e ¢aoedella strumentazione
scientifica hanno permesso agli scienziati di malaige e caratterizzare materiali di
dimensioni nanometriche.

La nanoscienza, disciplina a cavallo tra chimiésicé e scienza dei materiali, sta
evolvendo velocemente ottenendo risultati incoragggianche con applicazioni che
avranno certamente importanti implicazioni perdtufa qualita della vita.

I materiali con dimensioni nanometriche possiedoamtteristiche chimico-fisiche
molte volte diverse dai rispettivi materiddulk. Queste proprieta possono trovare
impiego in molti campi strategici quali 'energidaemedicina.

L’ambito biomedico é il campo di applicazione danomateriali di cui si parlera in
questo elaborato di tesi, ovvero delle nanopaléaBbro (AuNP).

Date le dimensioni sub-micrometriche, generalmeéntgialche decina di nanometri,
le nanoparticelle di oro opportunamente funzioralie possono essere facilmente
internalizzate in sistemi biologici come le cellule quali presentano dimensioni di
gran lunga maggiori, dell’ordine di qualche deaianicron.

La scelta dell'oro come materiale di partenza naasuale; € noto infatti che I'oro
nella formabulk e “sicuro” per 'uomo e, piu in generale, anche gkraltri esseri
viventi. Indagini recenti[1] hanno dimostrato clsslitamente, non si osservano
effetti avversi anche per I'oro puro in forma dinoparticelle, mentre sussiste una
citotossicita minima per nanoparticelle funzionzdite con alcuni tipi di stabilizzanti
su alcune linee cellulari. Tossicita che possorsereselevate sono invece state
rilevate per altri metalli in forma nanoparticebaquali argento e rame.

Alla luce di questi risultati la medicina dimostum particolare interesse per le
nanoparticelle d’oro. Dal punto di vista chimicosse possono inoltre essere
facilmente funzionalizzate , rendendole ottime édaig per utilizzi nel campo della
diagnostica, delle tecniche loioimagingo comedrug-carriers

Questo lavoro di tesi si occupa di AuNP funziormdie opportunamente per
targeting e imaging in modalita multiplexing di cellule tumorali del cancro alla
prostata e dell’utilizzo delle stesse nel test ALk&Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay)con lo scopo di aumentarne la sensibilita rispaiitBLISA tradizionale.
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Dopo un’introduzione dei concetti di base, la wsscrivera la parte sperimentale
con i vari passaggi di funzionalizzazione e di ttarzazione dei nanosistemi
creati. Nell’ultima parte dell’elaborato verrannspesti i risultati ottenuti per

I"'imagingdelle cellule tumorali e per il test ELISA.
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1.1 Nanoparticelle d’'oro

Fin da tempi antichi 'oro ha suscitato grande rnetse per le caratteristiche che
I’'hanno reso un metallo ‘prezioso’. Esso e inefta eaggior parte dei composti
chimici e viene attaccato solamente dall’acquaarg¢gna miscela di acido cloridrico
e acido nitrico), dallo ione cianuro e dal mercuam il quale forma un’amalgama.
L'oro & un metallo della terza serie di transizio®e triade insieme al rame e
all’argento e la sua configurazione elettronjo@]5d'%s, lo rende particolarmente
stabile.

In effetti, questa inerzia chimica contraddistingunehe altri elementi di quella zona
della tavola periodica, come per esempio Platin@radrio, e i loro “analoghi
leggeri” Palladio e Argento. Loro si distingue congue, tra questi elementi, per la
sua particolare inerzia.

Anche le nanopatrticelle d’oro sono, al pari delenate massivo, tra quelle di natura
metallica che mostrano maggiore stabilita [2]. Essano conosciute gia nel V-V
secolo a.c. in Cina, Egitto, Arabia e India dovaivano usate a scopo medico|[2,3].
Nel medioevo l'oro colloidale veniva studiato daglchimisti che lo ritenevano di
grande importanza terapeutica. Si legge, ad eserdp®aracelso e delle proprieta
terapeutiche dellaguinta essentia aurii'ottenuta per riduzione di acido cloroaurico
con estratti etanolici dalle piante.

Nel 1583 I'oro colloidale viene addirittura destwitcome un elisir di lunga vita
dall'alchimista David de Planis-Campy, medico dilRegi XIII.

Il primo libro sull'oro colloidale pervenuto finoi aiorni nostri risale al 1618.
L'autore - il filosofo e dottore in medicina Fraisce Antonii - descrive i metodi di
preparazione e i consigli per 'uso medico.

Dal XVII secolo in poi I'oro colloidale viene usatnche per colorare vetri (vetro
rubino), seta e porcellane[3].

Successivamente, nel 1718, il dottore e filosofmdHEeinrich pubblica un trattato
nel quale spiega che facendo bollire la soluziar®m bevibile” (€ un altro modo
con cui venivano chiamate le nanoparticelle d’orguell’epoca) in presenza di
amido se ne aumentava drasticamente la stabilita[2]

Il primo vero studio sistematico sulle nanoparteed’'oro € da attribuire a M.
Faraday che nel 1857 pubblica un ben noto artidplogl quale studia le proprieta
ottiche di film sottili ottenuti lasciando seccaseluzioni di oro colloidale[2] e
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attribuisce il caratteristico colore delle soluzigoroprio alla natura colloidale
dell’'oro.

Faraday ottiene le sue nanoparticelle per riduzidngAuCl;)” con fosforo in
disolfuro di carbonio; alcune di queste preparazsmmo tuttora conservate al Royal
Institution of Great Britain a Londra[2,3].

All'inizio del *900 il fisico tedesco Gustav Mie esenta uno studio teorico
sull’'assorbimento del plasmone di risonanza di parccelle d’oro sfruttando le
teorie elettromagnetiche di Maxwell[5]; il suo lawgogetta le fondamenta teoriche
che hanno permesso di comprendere il fenomeno dstiaanza plasmonica delle

nanoparticelle metalliche.

1.1.1Caratteristiche chimico-fisiche

1.1.1.1 Plasmoni di superficie localizzati

Le nanopatrticelle di alcuni metalli appaiono inemente colorate in modo diverso
rispetto al metallo in forma massiva, ad esempiellgudi argento hanno un colore
giallo chiaro mentre quelle d’oro sono rosse.

La ragione fisica di questo comportamento deriiagaoprieta delle particelle nota
come plasmone di superficie localizzato.

Quando le nanopatrticelle metalliche sono invesiitein campo elettromagnetico (ad
esempio radiazione elettromagnetica corrispondeiee visibile) gli elettroni della
banda di conduzione del metallo iniziano ad os@lleoerentemente con il campo
elettrico dell’'onda incidente (Fig. 1.1). Il camelettrico incidente induce quindi una
polarizzazione degli elettroni di conduzione chenporta una ridistribuzione di
cariche positive e negative (gli elettroni di comidme) sulla superficie della
nanoparticella. A sua volta questa ridistribuzigenera una forza di richiamo (0
restoring force che riporta il sistema alle condizioni iniziali.

La conseguenza di tutto cio € linstaurarsi di seibazione dipolare conosciuta
come oscillazione del plasmone di superficie o, lmeglasmone di superficie
localizzato. Risonanza plasmonica superficiale libzata (o LSPR,Localized
Surface Plasmonic Resonahceorrisponde percio alla risonanza con cui viene

eccitato il plasmone di superficie localizzato.
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o Electric et
Field
2
Metal
nanosphers
—_———— ++ 4+
Electron
cloud

Figura 1.1: Rappresentazione dell'interazione trdaoelettromagnetica e nanopoparticella

Per molti metalli, come PDb, In, Hg, Sn e Cd, lamsnza plasmonica risiede nella
regione UV dello spettro elettromagnetico e quisdianoparticelle di queste metalli
non mostrano particolari effetti di colore.

| metalli da conio invece costituiscono un’ecceeierché grazie alle transizia

d possiedono una risonanza plasmonica situata regiane visibile dello spettro e
quindi risultano colorati. Le nanoparticelle d’drdatti hanno una LSPR localizzata
a circa 520 nm che le fa apparire rosse.

La LSPR non ¢ situata sempre alla stessa lunglibazda. Essa puo dipendere dalla
forma delle nanopatrticelle e in piccola parteal&ro dimensioni. Inoltre, la LSPR
viene anche influenzata dal tipo di solvente e/btige di leganti presenti sulla
superficie.

Il fisico tedesco Gustav Mie nel 1908 fu il primorazionalizzare la natura del
plasmone di risonanza e la sua teoria descrivetinasne (assorbimento e
scattering di nanoparticelle sferiche di dimensioni arbiear

La teoria di Mie parte dall'assunzione che la peita e il mezzo nella quale e
immersa siano omogenei e descrivibili mediantaifezioni dielettriche dei rispettivi
bulk.

Per mettere in relazione la frequenza di risonaletglasmone della nanoparticella
con la costante dielettrica si considera l'intevaei della luce con una particella
molto piu piccola della lunghezza d’onda della limeidente,A>>2R, dove R ¢ il
raggio della particella. Sulla base di cio, il camglettrico incidente pud essere
considerato costante lungo tutta la particellaidrazione € di tipo elettrostatico
anziché elettrodinamico. Questo tipo di approssiomez € denominata “quasi-

statica” e prevede una distribuzione dipolare dedléche sulla particella (Fig. 1.2).

5
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Chuasi-static caze: A ==2R General case: <= ==3H
E{t=1, E (-1
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tion: dipole excitation les: mulipole excitation

Figura 1.2 L’approssimazione quasi-statica genagadistribuzione dipolare, ma nel caso
la particella avesse un diametro confrontabileladonghezza d’onda incidente

I'approssimazione verrebbe meno e si instaurerebtheirmultipoli .

In approssimazione quasi-statica la sezione d'udiale cex € descritta dalla

seguente equazione:

_o®, 3y €x(w)
U @) + 2, P +[e@] (. 1.1)

dove V é il volume della particellay e la frequenza angolare della radiazione

7,

incidente,c € la velocita della luce;, € la costante dielettrica del mezze,eed ¢,
sono la parte reale ed immaginaria della costaméetttica del metallo della
nanoparticelle.

La condizione di risonanza si verifica quargde-2¢c,, situazione in Cubex;assume
un valore molto alto. E altresi intuibile come ienzo (es. solvente o molecole che
funzionalizzano la superficie) sia di fondamentafgortanza nel determinare la
frequenza di risonanza in quanto mezzi diversi ipdssi0 costanti dielettriche
diverse e quindi la frequenza di risonanza cambia.

L'assorbanza della soluzione colloidale € esprilmitvamite la equazione 1.2:
A= Nog Ln10) (o 19

dove A e l'assorbanza, N e il numero di particgder unita di volume, L e il
cammino ottico &aps€ la sezione d’'urto dell’assorbimento.

Come detto in precedenza, la LSPR é dipendenteeandhlle dimensioni della
particella. Considerando sempre particelle di forsfarica, al variare delle
dimensioni e possibile osservare due effetti:

1) Intrinsic size effect si verifica riducendo le dimensioni delle parliee

(Inm<R<20nm) ed e dovuto allo smorzamentdaniping che subisce
I'eccitazione a seguito dell'interazione degli @&l@hi con le pareti della

particella; si manifesta con un abbassamento detopidi assorbimento
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plasmonico.

2) Extrinsic size effectsi verifica aumentando le dimensioni delle nambpalle

(R>20nm) ed e dovuto al fatto che in questo caappfFossimazione dipolare
quasi-statica non e piu valida. Piu grande divéataanoparticella, piu multipoli
tendono ad instaurarsi perché la luce non puo plarigzarla omogeneamente e
come conseguenza, il ritardo degli effetti del carefettromagnetico attraverso
la nanoparticella comporta un allargamento e s del picco plasmonico. Le
risonanze relative ai multipoli sono situate a gigeminori e quindi si assiste ad

unred-shiftdel picco di assorbimento plasmonico (Fig. 1.3).

016

012 R=1lam

axtinction/V [nm™*]
abzorbance

300 400 500 600 700 800 S0D 1000 T R T e e
lunghezza d'onda [nm] wavelengih 4 inm

Figura 1.3 Gli effetti delintrinsic size effeca sinistra extrinsic size effec destra.

Finora sono state sempre considerate particefieroha sferica ma gli stessi concetti
possono essere ampliati anche a particelle noitiséern questa circostanza bisogna
ricordare le modifiche di Gans alla teoria di Me quali sono applicabili per
particelle di forma ellissoidale. In questo caspdéarizzabilita della particella non e
piu uguale in tutte le direzioni e quindi la sitdigue in longitudinale e trasversale.
Di conseguenza si assiste alla comparsa di dueéhipdicrisonanza plasmonica
relativi all’oscillazione del plasmone lungo i dassi dell’ellissoide.

Il primo picco, detto trasversale, cade a circaB2@ome per le particelle sferiche e
si riferisce all’'oscillazione degli elettroni pergicolarmente rispetto all’asse
maggiore dell’ellissoide. Il secondo picco, dettmditudinale, cade a lunghezze
d’onda maggiori e si riferisce all'oscillazione dieglettroni lungo I'asse maggiore
dell’ellissoide (Fig. 1.4). Questo fenomeno si ogaechiaramente nemanorods

ovvero nanoparticelle a forma di bastoncino.
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Figura 1.4 Risonanza plasmonica trasversale etlagtigale in umanorod.

Sfruttando la teoria di Mie si puo verificare cteedezione d’urto dscatteringdi

bY

nanosfere d’oro e circa quattro o cinque ordinigtandezza superiore rispetto a
quella dei piu comuni coloranti. Si consideri, ®lo di esempio, lo spettro di

nanoparticelle d’oro riportato in figura 1.5:

0,22
0,20 AUNP sintetizzate via LASIS in NaCl 10°M
b=2mm

0,18
0,16
0,14

0,12

Abs

0,10
0,08—-
0,06—-
0,04—-

0,02

0,00

——rrT——rr—17
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Wavelenght (nm)

Figura 1.5 AuNP sintetizzate per Laser Ablation

Le nanoparticelle in questione possiedono le sdgaaratteristiche (ricavate tramite
fitting dello spettro UV-VIS, vedi par. 3.1Qaratterizzazione delle nanoparticelle

d’oro mediante spettrofotometria Uv-Visibile
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R (m) Spheres % 1-RSS MaxSPA(M?) MaxSPA(cnT)
8,40E-09 86 0 1,82E-16 1,82E-12

gcm*M™?)  Abs(b=2mm 520nm)mol/L
4,76E+08 0,19 1,95E-09

Come é possibile osservare dalla tabella, il coefite di estinzione molare e
dellordine di 1 M™* cm? , di gran lunga superiore rispetto, ad esempio, al
coefficiente di estinzione molare della Rodamina &@ella Malachite Green che
sono entrambi dell’'ordine di 20M™ cm®. Da notare & anche la concentrazione
nanomolare di questo campione di nanoparticellepriticamente impossibile
ottenere lo stesso valore di assorbanza con uneectazione equivalente di un
colorante tradizionale.[2,6,7]

E possibile osservare un esempio visivo di comebéaihcolore delle nanoparticelle

a seconda di dimensioni e forma nellimmagine st#ote (Fig 1.6):

Increasing Particle Size _

Figura 1.6: nei riquadri in alto
(a-e) si vede come cambia Il
colore aumentando le
dimensioni delle nanosfere. In
basso (f-k) si vede la variazione
di colore allaumentare della

lunghezza demanorods
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1.1.1.2 Proprieta chimiche, funzionalizzazione della supeitie e

stabilita in soluzione

Come gia accennato in precedenza, I'oro € un naégerdbn una significativa inerzia
chimica e il suo alto potenziale di riduzione stmdne conferisce la resistenza
all'ossidazione in ambiente secco e umido.

Sebbene non sia molto reattivo, e risaputo ch® lforma un forte legame con lo
zolfo dovuto alla retrodonazione, nella quale si ha la formazione di un legasrie

cui Au accetta elettroni da S e di un legamaovuto alla parziale delocalizzazione
degli elettroni metallici dagli orbitali occupadi dell’'oro agli orbitalid vuoti dello
zolfo[8]. Altri buoni leganti, spesso usati in kttura, sono gruppi amminici,
fosfinici e carbossilati[2].

Sfruttando il legame Au-S €& possibile funzionaliezala superficie delle
nanoparticelle con un gran numero di molecole deea seconda delle esigenze, a

patto che queste molecole contengano gruppi tioldisolfurici (Fig. 1.7).

Pelyiathiylane glycol)

Crrug
Targeting Group
A

w
_,..-"rt"'
Ll

.o =TOTTOO00

‘\‘ b
Smiart F-"nh_lf'nu-r Ghﬂrﬂﬂd I"ﬂ glecules
4 or Polymers
f

-
e,

Figura 1.7: E possibile funzionalizzare in modatieamente semplice una nanoparticella

derivatizzando piccole o grosse molecole con upmouSH

In questo modo diventa possibile costruire dellaoparticelle “intelligenti”. Ad
esempio in questo lavoro di tesi ci si proponeutizfonalizzare le AUNP con un
anticorpo opportunamente derivatizzato con un grugpH terminale, in modo che
diventino attive per iltargeting su cellule che esprimono l'antigene per quel
determinato anticorpo (Fig. 1.8).

10
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<

antibody

Figura 1.8: Rappresentazione schematica del fuamiento del sistema AuNP-Anticorpo-Antigene

Le AuNP stanno interessando sempre di piu il mobiddogico grazie alla quasi

assente citotossicita e alla facile coniugaziormeroolecole peptidiche, frammenti di

DNA, farmaci, anticorpi, polimeri ecc. Le applicami piu frequenti, sian vivo che

in vitro riguardano iltargetinge il sengingbiologico che sfrutta anche la proprieta

del plasmone di superficie.[2,3,9]

La funzionalizzazione delle nanoparticelle e resssibile anche dal fatto che queste

sono stabili nel mezzo in cui sono disperse, irstpueaso l'acqua.

In generale esistono due modi in cui si puo statdlie un colloide per evitare che

condensi per formare un’unica fase solida, fenontenmodinamicamente favorito

vista la diminuzione dell'area superficiale che paomta:

1)

2)

Stabilizzazione stericaconsiste nel far adsorbire sulla nanoparticelta u

polimero in modo che formi uno strato protettivo sibessored. La
condensazione o aggregazione é impedita dal pairsErsso in quanto le
particelle non possono avvicinarsi ad una distanfexiore a 3 (Fig. 1.9).
Questo tipo di stabilizzazione permette di ottenaggregati fortemente
resistenti agli elettroliti e quindi non si ha aggazione neanche aumentando

di molto la forza ionica della soluzione.

Figura 1.9: Stabilizzazione sterica

Stabilizzazione di caricasi verifica quando la superficie della particedla

carica elettricamente, ad esempio per la presenzand superficiali. E
efficace specialmente in soluzioni acquose in quantcausa della carica

superficiale le molecole d’acqua si riorganizzarey formare un doppio

11
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strato elettrico attorno alla particella. La staditiel colloide in questo caso e
dovuta al potenziale repulsivo generato dadlerlap tra i due doppi strati
elettrici delle particelle che entrano nel rispattraggio di azione (Fig. 1.10). In
guesta situazione mantenere una bassa forza iodél®m soluzione e
fondamentale per evitare l'aggregazione non voldille nanoparticelle.
Aumentando la forza ionica infatti il doppio stratettrico verrebbe distrutto e

I'effetto repulsivo annullato.

Electrical double layer

:

aniclpl=

(b} Overlap = repulsion

Figura 1.10: l'effetto del doppio strato elettrigella stabilizzazione di carica

Come vedremo piu avanti ( par. 1.1.5iditesi mediante Laser Ablation: un metodo
veloce, semplice e pulltde nanoparticelle sintetizzate mediaritaser Ablation
possiedono una stabilizzazione di carica che ldegarticolarmente maneggevoli in
ambiente acquoso. Sempre nei capitoli successiliemeo anche i modi in cui é
possibile avere un’aggregazione controllata deldoparticelle d'oro (par 3.2
Aggregazione delle nanoparticélleinfine, come vedremo piu avanti (par 3.3.3
Funzionalizzazione coomPEG-SH), le preparazioni di AuNP per targeting
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vengono funzionalizzate con mPEG-SH,; il polimernweoh svolgere una funzione di
biocompatibilitd con la cellula serve a stabilizzatericamente le nanoparticelle

aggregate in modo che si preservino nel tempo.
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1.1.2 Metodi di sintesi

Nei prossimi paragrafi passeremo brevemente iregassi metodi piu comuni per
sintetizzare le AuNP. | metodi di sintesi chimi@ngono anche chiamdiottom up
perché si parte da materiale atomico (ioni in sSolg) e se ne accrescono le
dimensioni fino ad ottenere le nanoparticelle (aknapio tramite reazioni di
ossidoriduzione). | metodi fisici invece sono cazio8 anche come metothp down
perché solitamente si parte dal materiale in fommessiva e se ne riducono le
dimensioni fino ad arrivare alle nanoparticellealifazione laser € il metodo per la

sintesi di AUNP utilizzato in questo lavoro di tesi & di tipadop down
1.1.2.1Metodi chimici o bottom up

Solitamente la sintesi chimica di AUNP avviene atugione acquosa per riduzione
di un sale di oro come HAuglramite un agente riducente.

| primi atomi metallici ridotti fungono da centro ducleazione e al procedere della
reazione questi nuclei si accrescono fino a danat®particelle.

La cinetica di nucleazione delle nanopatrticellerd’e stata studiata da Szimongdy e
Svedberg [10,11] i quali hanno visto che le dinn@misdelle AUNP che si vengono a
formare dipendono fortemente dal rapporto saleaiagente riducente.

Un metodo molto comune e a lungo utilizzato perdproe AuNP in ambiente
acquoso € la sintesi di Turkevitch [12] che utdiZzdAuCl, come sale e citrato di
sodio come agente riducente e stabilizzante. Quisto di sintesi permette di
ottenere nanoparticelle d’oro con un diametro diacil5-20nm.

AuUNP di dimensioni diverse sono ottenibili con ietado di Frens [13], che utilizza
gli stessi reagenti del metodo Turkevitch, ma vat@opportunamente il rapporto
HAuCl,/Citrato di sodio € possibile ottenere nanopatigcebn dimensioni tra 16 e
147nm.

Per ottenere nanoparticelle sferiche con dimensiorii.5-5.2nm si fa ricorso alla
sintesi di Brust-Shriffin che viene condotta in unécela bifasica acqua/toluene in
presenza di cloruro aurico acido, tetraottilammdmiomuro, dodecantiolo e sodio-
boro idruro; HAuUC] si trova inizialmente solubilizzato in fase acquasaiene

trasferito in toluene grazie al tetraottiammoniooruro che agisce dphase-
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transfer reagent.Una volta raggiunta la fase organica avviene tazione con
NaBH, a cui segue la stabilizzazione con dodecantiolo[14]
Un altro metodo di sintesi meno frequente consisten sistema bifasico che utilizza
delle micelle inverse come ambiente di reazioneid@l metallici passano dalla fase
organica a quella acquosa all'interno della micallave avviene la riduzione.
Ammettendo che le micelle siano tutte grandi ugaatiossibile ottenere particelle
monodisperse.
Un ulteriore metodo e ibeeding-growtmel quale nanoparticelle precedentemente
preparate con una qualsiasi delle altre sintesigmeo poste in una soluzione
contenente agente riducente e HAudle nanoparticelle fungono da centri di
nucleazione e si accrescono. Solitamente quesidaltipintesi viene condotta in due
step nel primo ha luogo la formazione dei vari cemlrinucleazione, nel secondo
viene proibita la nascita di altri centri di nudeme e solo quelli esistenti si
accrescono. Questo metodo € usato spesso peizgiatenhanorodse permette di
controllare molto bene le dimensioni delle parted16,17,18]
In conclusione, i vantaggi dei metodi di sinteshuli consistono in:

» Possibilita di utilizzare diversi solventi/ambiedtireazione

« Buon controllo della forma e delle dimensioni delenoparticelle
Ad ogni modo il metodo di sintesi chimico preseraiguni difetti per nulla
trascurabili, legati soprattutto alla presenzatdb#izzanti e leganti sulla superficie
delle AuNP. Questi, seppur necessari, possono coan@l un’ulteriore
funzionalizzazione della nanoparticella perché oemdmeno accessibili gli atomi
superficiali[24]. Questa situazione € particolarteesvantaggiosa nel campo della
catalisi dove é richiesta una superficie altamenixessibile e libera da
contaminanti[19,20], oppure nello studio delle fa@oni fisico-chimiche delle
AuNP in determinati ambienti dato che il ruolo debre metallico viene
nascosto[21,22,23]. E possibile “rimpiazzare” idetj presenti sulla superficie delle
AuUNP tramite reazioni dblace exchangéad esempio introducendo in soluzione tioli
diversi da quelli gia presenti) ma essendo reazadiequilibrio sono di difficile
controllo e sono influenzate dall'ingombro steriei vari sostituenti nonché dalla
temperatura (che puo essere un problema per sogtitarmosensibili)[2,25].
L'utilizzo di diversi reagenti in fase di sintesila presenza di stabilizzanti sul
prodotto finito solleva anche un ulteriore problerguardante la biocompatibilita.
L'ambiente fisiologico infatti € molto delicato eofti degli stabilizzanti e reagenti
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usati solitamente sono tossici[1]. La purificaziated prodotto inoltre € un processo
lungo, pud portare alla produzione di ingenti quantdi materiale di scarto ed é
possibile che quantita in tracce di sostanze tbssidimangano nel prodotto

purificato.

1.1.2.2Metodi fisici o top down

I metodi fisici per la produzione di AUNP sono sarinente meno utilizzati rispetto ai
metodi chimici. | piu frequenti sono la sonolig, CVD, irradiazione UV e radiolisi.
Il vantaggio che hanno questi metodi in confrontquelli chimici & I'assenza di
impurita nel prodotto finito. Non ci si soffermeuéieriormente nella descrizione dei
metodi top down e passeremo direttamente alla descrizione deltnica
dell'ablazione laser, il metodo fisico utilizzaterda produzione delle nanoparticelle
d’oro in questo progetto di tesi.

1.1.2.3Sintesi medianteLaser ablation: un metodo veloce, semplice e
pulito

L’ablazione € il processo di rimozione di materidi@la superficie di un oggetto
mediante processi di vaporizzazione ed erosion@bldzione laser in soluzione, o
LASIS (Laser Ablation Sinthesys in Solut)pe una tecnica che consente di ottenere
nanoparticelle di vari metalli in diversi solve(gpesso acqua) con relativa facilita.

Il set-upsperimentale é relativamente semplice: consisteifaser pulsato e un set
di ottiche che focalizzano il fascio in prossimdtiaun target metallico immerso in
una soluzione all'interno di un contenitore (FiglL1).

La LASIS € una tecnica tipicamentep-downdato che il materiale di partenza é

presente in forma massiva.
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Figura 1.11: schema semplificato del

Mirrar Pulsed Laser
and

! set-up per [l'ablazione laser in
ens

Parameters of LASIS:
s Metal target

e Solvent parametri.
e Solutes

e Laser pulses

Cell filled »  Fluence
with the *  Wavelength
L | solvent e  Duration
. Number

soluzione e lista dei principali

Metal target

Nel metodo LASIS le nanoparticelle sono prodottequadensazione di una nube di
plasma formata dall'ablazione laser di un dischettometallo immerso in una
soluzione. Solitamente il dischetto di metallo @eposto poco prima rispetto al
fuoco del laser per prevenire I'ebollizione locdéd solvente.

I meccanismi che stanno alla base del processotatiftara oggetto di studi a causa
della loro complessita, ma molto probabilmente [8almne laser inizia con
I'assorbimento dei fotoni incidenti da parte datget metallico con conseguente
produzione di calore accompagnata da fotoionizr&ziadell’area irradiata.
Nell'istante successivo allimpulso si forma la meuldi plasma, accompagnata
dall’emissione di luce e da un’onda sonora e ilemnale viene espulso d#hrget
sottoforma di vapore, metallo fuso e piccoli franmtneolidi.

La fluenza e la durata dell'impulso sono paramatg influiscono la morfologia del
materiale espulso. Solitamente basse fluenze pwortaila formazione di
nanoparticelle con un diametro medio piccolo (3-bmmentre alte fluenze causano
un’ablazione piu violenta, detta ancheiling explosion e le nanoparticelle che si
formano sono piu grandi e irregolari.

Per quanto riguarda la durata dellimpulso bisogmaanzitutto premettere che
I'ablazione inizia poche decine di picosecondi ddpradiazione laser e la nube di
plasma permane per decine di nanosecondi. Nel diasopulsi a nanosecondi la
nube di plasma é presente per un tempo pari a direavolte la durata dell'impulso,
quindi il materiale viene ablato mentre & ancomsente I'impulso. Questo genera
un’espansione della nube di plasma che assorbearti® giella radiazione incidente

si riscalda ulteriormente favorendo 'omogeneizaaei del materiale espulso in
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termini di forma e dimensioni. Con impulsi dellarata di femtosecondi o
picosecondi I'impulso e la nube di plasma avvenganotempi separati, il
meccanismo dominante e bailing explosionre il materiale espulso e di dimensioni
maggiori € meno omogenee.

Anche la scelta della lunghezza d'onda del laseruha certa importanza. La
radiazione dei laser che operano nell’UV-Visibilaiti pud essere consistentemente
assorbita dalla nube di plasma e dalle nanopddiegipena prodotte che presentino
una LSPR in quella regione spettrale. L'utilizzaudilaser con lunghezza d’onda nel
vicino infrarosso permette di minimizzare quessiaabimenti.

Il meccanismo prevalente nella formazione delleoparticelle con metodo LASIS
consiste nella nucleazione durante il raffreddameletla nube di plasma, seguita da

accrescimento dei nuclei e da coalescenza (Fig.1.12

1 Ay 2 3 4
o &>

: : v o
e 4 L~ 0 0
e v 2
%
% " o 209
Vaporization Nucleation Nuclei growth Final nanoparticles

anid coalescence

Figura 1.12: rappresentazione dei vari passagti f@imazione di NP mediante LASIS

La driving force per la nucleazione declustersmetallici all'interno della nube di
plasma e la sovrasaturazione, data dal rappwpg{T) dove p € la pressione di
vapore reale @o(T) € la pressione di vapore all’equilibrio alla tergiara T del
sistema. L'energia libera da superafeay e il raggio minimo ottenibil&y dipendono

dalla sovrasaturazione secondo le seguenti (ec®hi 1

AGy x [kgTIn ‘f’_f_]“ ~ (Eq.ni 1.3)
. Lol T)

By = kg TIn ".U_ _~“_I
. LPol T')
Il processo di nucleazione e veloce mentre l'acinesnto € piu lento perché é
limitato dalla diffusione e dura per qualche ceaitindi nanosecondi dopo I'impulso
laser. Durante I'accrescimento, gli atomi di metaibndensano per formare i nuclei i
guali a loro volta possono coagulare insieme oaigdo la tipica struttura
policristallina delle nanoparticelle prodotte caregto metodo.
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Le dimensioni delle nanopatrticelle dipendono prertmente dalla densita di atomi
di metallo durante i processi di nucleazione e esmmento e dalla temperatura.
Tuttavia i profili di temperatura e densita atommman sono omogenei in tutta la nube
di plasma in quanto sussistono due regioni di cenfra il target metallico ed il
solvente (Fig. 1.13).

Durante I'espansione della nube di plasma divepsris possono partecipare a
reazioni chimiche. Tale reattivita € favorita datleesenza dello strato contenente
specie eccitate sia del metallo che del solventem® dalle estreme condizioni di

temperatura e pressione che si verificano nella mlilplasma.

Figura 1.13: rappresentazione delle
regioni di confine tratarget e
solvente. Con * sono indicate le
specie eccitate 0 ionizzate che
possono partecipare a reazioni

chimiche.

METAL (M)

Come accennato in precedenza, uno dei punti dafdetla LASIS é la possibilita di
ottenere nanoparticelle stabili in assenza di legda stabilita in soluzione e
garantita dalla presenza di cariche superficiad{\ypar. 1.1.1.2) e nel caso specifico
delle AuNP, mediante esperimenti di gpectroscopyed elettroforesi, & stata
verificata la presenza di cariche negative sullzedicie. Misure di tipo XPS, FTIR
e SIMS hanno evidenziato la presenza di atomiaimstato di ossidazione +1 e +3
e specie Au-O-Au ed e stato ipotizzato che le barioegative derivino dalla
presenza di gruppi Au-Osulla superficie delle nanoparticelle. E probatilee
I'ossidazione dell’oro si verifichi a causa dell’aiante altamente reattivo della nube
di plasma ed é stato stimato che circa il 3-7% id&tgimi di oro superficiali siano
interessati da questo fenomeno.

Ulteriori prove derivano da esperimenti dipdtential condotti variando il pH della
soluzione di AuNP e si suppone che si instauri quilidrio tra specie Au-Oe Au-
OH. E stato dimostrato anche che AuNP sintetizaate LASIS in soluzioni

contenenti piccole quantita di ioni"@Iresentano una banda plasmonica piu stretta.
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Questi risultati sono stati interpretati come pralglla parziale ossidazione degli
atomi superficiali e si suppone che gli ioni €IOH siano implicati nelle seguenti

reazioni con la superficie delle nanoparticelle:

Au0O-Au + Cl = A0 + Au-Cl
Anr-O-Au + OH = Auv0O + Auv-OH

In definitiva gli ioni cloruro e ossidrile possoaomentare le cariche negative della
superficie e prevenire I'aggregazione indesidedatie nanoparticelle.

Come gia visto al paragrafo 1.1.1.2, la stabilimmae di carica puo essere
compromessa da un’elevata forza ionica in soluzidaepresenza di elettroliti in
gran quantita puo alterare la stabilitd del coboatl € quindi bene trovare il giusto
compromesso tra concentrazione di sale in soluzimoessario per la liberazione
delle cariche negative e la stabilita.

E stato visto (Fig. 1.14) che questo compromesseatizza per AUNP sintetizzate in
una soluzione di NaCl 1M in quanto si ottiene un picco di assorbimento
plasmonico piu intenso e stretto, una percentualpadicelle sferiche alta e con
dimensioni di circa 15-20 nanometri.

Aumentando la concentrazione di NaCl il doppio tstralettrico presente sulle
nanoparticelle decresce annullando gli effettiegiulsione elettrostatica e si assiste a
precipitazione del sistema.

Con la LASIS si possono ottenere nanoparticellehigte con diametro di circa 10-
40nm quando la sintesi € condotta in acqua e dbrBrlquando € condotta in
solventi organici. La forma & prevalentemente iséep sferoidale e con struttura

policristallina e altamente difettiva.
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Figura 1.14: LASIS di AuNP in soluzione con concamioni crescenti di NaCl. a) Spettri UV-
Visibile (b=2mm) che corrispondono a OM (1)°\ (2) 10°M (3) 10*M (4) 10°M (5) 10°M (6) 10

M (7). Il grafico interno riporta il valore di asdmnza del plasmone per tutte le soluzioni.
b)Percentuale di AuNP sferiche in funzione dellmasmtrazione. c) Diametro medio delle AuNP

calcolato tramite fitting dello spettro UV-Visibila funzione della concentrazione di NaCl.

In conclusione, la LASIS e una valida alternativanatodi di riduzione chimica per

la produzione di nanoparticelle e offre numerositaggi tra cui:

* Semplicita di esecuzione e manualita richiesta menche si traduce in un
guadagno di tempo per I'operatore;

» Costo deltarget metallico inferiore rispetto ai sali metallici wisan sintesi
chimica, il che si traduce in risparmio di denaro;

e Set-up sperimentale semplice;

« E una tecnica eco-sostenibile in quanto i proddittscarto sono minimi e

presenta una buona riproducibilita;
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* Permette di ottenere nanoparticelle “nude” (sertabilizzanti) che quindi
non devono essere purificate ed essendo moltavesattprestano facilmente
ad una funzionalizzaziorene-step

» Possibilita di utilizzare diversi solventi e diviersetalli con lo stesso set-up

sperimentale;

Ad ogni modo anche la LASIS ha i suoi svantaggi:
e |l controllo sulle dimensioni delle nanoparticeepiu limitato rispetto ai
metodi chimici e c’é una certa dispersione suliaatisioni;
e Con la produzione di circa 1-5mg/h di nanoparteetion un laser a
nanosecondi I'esportazione del metodo su scalastndle e sfavorevole;
» |l costo per le apparecchiature (laser e ottichlechlizzazione) si aggira tra i
1500 e i 2000@. Questa spesa puo risultare sconveniente sepgirdisyia

di un laboratorio chimico.
Tuttavia bisogna tenere conto del fatto che aldeiiproblemi legati alla LASIS

sono da attribuirsi ad una comprensione solo pardiei meccanismi che stanno alla

base del metodo e quindi ulteriori studi possonteg®nare il metodo.[26,27]
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1.2 Spettroscopia Raman

Una tecnica che sara fondamentale per produreallitati sperimentali che verranno
esposti nel seguito e la tecnica spettroscopida dehtteringRaman.

Con diffusione cscatteringRaman si intende lo studio della luce diffusa deedi
un mezzo materiale; la diffusione si ha quandoangto un raggio di luce su un
mezzo materiale possiamo osservare luce anchereziahi diverse da quella di
propagazione iniziale del raggio.

L'esperimento di diffusione Raman viene eseguitgiando sul campione una
radiazione laser, e quindi altamente monocromatickequenzan, e raccogliendo
la radiazione diffusa di frequenza, ad un certo angolo, solitamente a 180°
(condizioni di back-scatteriny La frequenzaw; pud essere inferiore oppure
superiore rispetto a quella incidente. In quessi saparla discatteringanelastico.
Usualmente la differente frequenza dipende dalbpp@amento della radiazione con
le vibrazioni del campione in esame.

| laser in spettroscopia Raman sono molto vantaggier i seguenti motivi:

» La radiazione diffusa € di per sé molto piu deb@@petto a quella elastica
(da 16 a 16 volte meno intensa). Quindi utilizzare una sorgentolto
intensa come un laser ci permette di osservarequiaatitd misurabile di
radiazione diffusa.

« Lalta monocromaticita di una sorgente laser cinpette di osservare dei
Raman shift molto piccoli. Ricordando infatti che il Ramashift e la
differenza di numeri d’'onda tra radiazione inciderd diffusa, e che le
energie che separano gli stati vibrazionali sondtanpiu piccole rispetto
all'energia della luce visibile del laser, appanvio che se la sorgente e
estremamente monocromatica non va a sovrappordac@tiazione diffusa
che differisce al massimo di qualche migliaio ditm

» L’alta monocromaticita della radiazione inoltreparmette di usare dei filtri
selettivi fotch filtef) che la escludono dalla radiazione diffusa evitaodsi
'accecamento del rivelatore e permettendo di rglee solamente le
componenti dscatteringanelastico.

In uno spettro di diffusione Raman si possono essertre diverse componenti:

« Componenti elastichein questo caso la radiazione emessa dal mezzo
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materiale ha la stessa frequenza di quella inogjemtveromi=w, . Questo
tipo di componente viene anche chiansatatteringdi Rayleigh.

« Componenti anelastichalette anchescattering Raman, in queste caso la

radiazione diffusa dal mezzo materiale ha una #ega diversa da quella
incidente, ovverm; # o.. Le componenti di diffusione Raman a loro volta si
suddividono in Stokes e anti-Stokes. Le Stokes didnequenzam; < op

mentre le anti-Stokes hanno frequenza o, .(Fig. 1.15)

Stokes Anti-Stokes
o5
LA_JL | D S

Figura 1.15: rappresentazione schematica di unitrgg@aman, con i rami Stokes e anti-Stokes

| modi di vibrazione delle molecole sono responsatei fenomeni di Raman
scattering e nello spettro, la posizione relativa del piccandipendente dalla
frequenza incidentew. e I'energia € caratteristica dello stato vibraaien
responsabile dellscattering

Gli spettri Raman infatti non riportano le frequerz le lunghezze d’onda assolute
ma bensi una differenza di queste, che li rendedjundipendenti dalla frequenza
della radiazione incidente.

Tale differenza si chiama Ramshifted é riportata in numeri d’'onda:

A=V -Vi=(A)-(10) [em™]

Negli spettri Stokes il Ramashift & positivo mentre negli anti-Stokes & negativo.
La spettroscopia Raman quindi serve per indagasgadi vibrazionali.

| picchi Stokes e anti-Stokes sono simmetrici figpal picco centrale dscattering
di Rayleigh ma nella pratica si vanno a osservatansente quelli Stokes perché
Sono piu intensi.

Dal punto di vista molecolare & possibile descavierscatteringRaman con una

rappresentazione a livelli come quella in figurh6l.
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Figura 1.16: schema a livelli che rappresentadfesni di scattering Raman(Stokes e anti-Stokes),

scattering Rayleigh e fluorescenza.

Un fotone con energian, del raggio incidente viene distrutto e la molequdasa ad
uno stato eccitato virtuale dal quale decade iat@@mente emettendo un fotone di
energiahos.

Se il fotone emesso ha la stessa energia del fatundente allora si parla di
scattering di Rayleigh e in questo caso la molecola vieneitatec dallo stato
vibrazionale v=0 dello stato elettronico fondaméntallo stato eccitato virtuale,
quindi decade al livello vibrazionale v=0 dellotstalettronico fondamentale.

Se invece il fotone emesso ha energia inferiortotaine distrutto allora siamo in
presenza dscattering Raman-Stokes e in questo caso la molecola vieogatc
dallo stato vibrazionale v=0 dello stato elettronfondamentale allo stato eccitato
virtuale, quindi decade istantaneamente al livellbrazionale v=1 dello stato
elettronico fondamentale. Si osserva che la diffeaedi energia assorbita ed emessa
(ho -hws) corrisponde proprio all’energia del quanto vikoazale coinvolto.
Nell'ultimo caso il fotone emesso ha energia sueria quello incidente, questo
perché la molecola per effetto termico si trova aidivello vibrazionale v=1 dello
stato elettronico fondamentale, quindi avviene diezione allo stato eccitato

virtuale, dopodiché la molecola decade al livellbrazionale v=0 dello stato
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elettronico fondamentale, quindi I'energia del fieeemesso valews=hm +hw; dove
hw; € I'energia del quanto vibrazionale. Quest'ultioaso genera il ramo anti-Stokes
dello spettro.

Quando la frequenza del raggio laser incidenteosgima o corrisponde a quella di
una transizione elettronica del campione in esanparda di Raman risonante. In
guesto caso i segnali rilevati sono piu intensi lmalarghezza di banda resta

comunque quella tipica di uno spettro vibrazionale.

II fenomeno del Ramarscattering dal punto di vista classico, prevede che
I'oscillazione del dipolo indottop(,q) causata da un campo elettrico incidente su una
molecola generi r.e.m. in tutte le direzioni. Ipdio indotto a sua volta dipende da
ovvero la polarizzabilita molecolare, che corrisperad una deformazione della
nube elettronica dovuta al fatto che gli elettrmmdono a seguire il campo elettrico
applicato (eq.ni 1.4).

Mg = o E(D)

con E(t)=E; cos (wt) (Eq.ni 1.4)

Tuttavia la polarizzabilita molecolare non e unaamjita costante ma fluttua a
seguito delle vibrazioni molecolari e pud essengamrsa in serie di Taylor sulle
coordinate normali di vibrazione; (Eq.ni 1.5):

da

a=ty+ (a_q)ﬂ Qo cos(w;t)+...

(EQ.ni 1.5)

Introducendo questa espressione in quella del mmdirdipolo indotto, si ottiene

la seguente espressione:

lind = 0o Eg cos (wt) + %(‘f_{;)u Qﬂ,.jf‘;{cusi (wp-wp)t]+ cos|((wy+w)t)]]

(EqQ. 1.5bis)
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L'equazione 1.5bis dimostra che il dipolo indotszitia alle frequenze, (scattering
di Rayleigh), o -o; (scatteringRaman, ramo Stokes) @ +w; (scattering Raman,
ramo anti-Stokes).

Le 1.5 forniscono anche la regola di seleziondaepettroscopia Raman ovvero:

(2) =0
fJQi 0

(Eq. 1.6)

Quindi risultano Raman-attivi solamente i modi wibonale per cui si ha una

variazione della polarizzabilita.

In conclusione, l'utilizzo della spettroscopia Rama vantaggioso per i seguenti
motivi:
« E semplice da eseguire;
* | segnali sono stabili;
« Vetro e acqua non interferiscono sulle misure sa&alei modi vibrazionali
non Raman attivi,

« E un tipo di spettroscopia non invasiva;

Per quanto riguarda questo progetto di tesi, lattaistica piu importante riguarda
la capacita diingerprint tipica delle spettroscopie vibrazionali.

Questa peculiarita rende possibile distinguererésgnza di molecole diverse in un
unico spettro e in questo caso si parla di spsttipia in modalitanultiplexing
Importanti aumenti del segnale Raman si otteng@nte snolecole si trovano nelle
vicinanze di nanoparticelle metalliche.

In questo caso si ottengono segnali notevolmertengificati e si parla quindi di
Surface Enhanced Raman Spectroscopyero SERS.
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1.2.1Spettroscopia SERS

La spettroscopia SERS nasce alla fine degli arhigi@ando Van Duynet al. [28]
osservano un aumento dell'intensita del segnaledRaattribuibile all’adsorbimento
di specie chimiche su superfici metalliche rugose.
L’aumento di intensita era di diversi ordini di gdiezza superiore rispetto
all'intensita registrata in assenza del metallafatti studi condotti successivamente
hanno confermato che Imscattering Raman pud subire un’amplificazione
(enhancemeitquando specie molecolari si trovano in prossirditéina superficie
metallica rugosa o cgmatternnanometrici.
Successivamente € stato realizzato che I'eccitazil@n plasmoni di superficie era la
causa principale defhhancemerdei segnali Raman.
Con la spettroscopia SERS si pud avere un’amptificee del segnale pari a“100°
volte rispetto al Raman classico ed € possibilggitagere unenhancemendi
addirittura 16" volte quando iI SERS & accoppiato con il Ramamndste.
Nellultimo caso si parla di SERRSSygrface Enhanced Resonance Raman
Scattering.
Con questi valori denhancemertiale spettroscopia raggiunge una sensibilitadale
permettere di rilevare una singola molecola. [2P,30
Esistono due principali meccanismi, tutt'ora oggett studio, ritenuti responsabili
dell'effetto SERS:

1) Meccanismo elettromagnetico

2) Meccanismo chimico
Il primo contribuisce maggiormente a&tihancementmentre il secondo solo

limitatamente.

1.2.1.1Meccanismo dienhancement elettromagnetico

Il campo elettromagnetico di una radiazione incidesu una superficie di una
nanoparticella pud essere notevolmente amplifisgtai si trova in condizioni di
risonanza plasmonica.

I meccanismo dienhancemenelettromagnetico e basato sull’amplificazione dei
campi elettromagnetici della radiazione laser ienié e della radiazione di
scatteringRaman dovuta all’interazione con il plasmone dghiesticie .
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In sostanza, la luce proveniente dal laser ecqgtasmoni di superficie che iniziano
ad oscillare generando un campo elettrico dipofga. 1.1.1.1). Linterazione
coerente tra il campo elettrico incidente e il cangtettrico dipolare porta ad una
ridistribuzione e amplificazione delle intensital dempo elettrico attorno alla
nanoparticella metallica. Una molecola in prossandella superficie, o adsorbita,
risente dell'intensita amplificata del campo e gliito scatteringRaman di questa
molecola risultera anch’esso amplificato. Si pungage alla nanoparticella metallica
come ad una piccola antenna che amplifica e traerzetadiazione diffusa Raman.
Si consideri una nanoparticella di forma sferica.

Quando la radiazione laser € in risonanza coragmbne di superficie, la nanosfera
irradia un campo elettrico dipolakgp. L'entita di tale campo sulla molecola vicina
alla superficie dipende dal raggiaella nanoparticella, la distandalalla molecola,
la costante dielettrica del metallo e del mezzag] e dal campo elettrico incidente
Eo[30]:

3
E—E& r
E. = 0 E Eq. 1.7

sp £+2£0(I’+dj o (Eq )

La molecola risente di un campo elettrico local@]]3

Ev=Eot Esp (EQ. 1.8)

e come si deduce dalla 1.7 e tanto piu grande gquaiotla molecola é vicina alla
superficie (e>0).

Il fattore di enhancemenf(v) nel punto in cui si trova la molecola e dato dal
rapportoEy/ Eo.

Il fattore di enhancemenelettromagnetico del SER%3sgrs € determinato dal
prodotto dei fattori denhancemerfiA(v.)f’ e |Aps)f dei campi elettromagnetici del
laser e dellscatteringRaman rispettivamente.

Gserse particolarmente elevato in condizioni di risorearavvero quando
Re)=-2c0 € la parte immaginaria die piccola.

La potenza del segnale SERgg#&% dipende dal numero di molecdlemplicate nel
processo, dall'intensita della radiazione laterdai due fattori dienhancement

|IA()F e |AWs)F e dalla sezione d'urto delle molecole adsorbitg® [30]:

PoerN O DAV )P OAVS)I By (Eq. 1.9)
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Da queste considerazioni e possibile osservarel ¢atore dienhancement §rse

la potenza E:rssono proporzionali alla quarta potenza @slliancemendel campo
elettromagnetico.

L' enhancementdipende dal tipo di metallo, dalla forma e dimensi delle
nanoparticelle e dalla frequenza della luce indielen

In linea di principio ogni metallo pud essere usa&wmme substrato per fare
spettroscopia SERS, ma oro, argento e in minor naisunche il rame, sono i
substrati migliori perché la condizione di risonarasmonica si verifica nell’'UV-
Visibile e molti dei laser che si usano in spettopsa Raman hanno lunghezze
d'onda in questa regione dello spettro. Inoltrectanponente immaginaria della
costante dielettrica dei metalli da conio, che répprzionale aldamping del

plasmone di superficie, € bassa.[30,31]

1.2.1.2Meccanismo dienhancement chimico

Il meccanismo dienhancementhimico e supportato piu che altro da evidenze
sperimentali e si suppone che agisca in conconataoan il meccanismo
elettromagnetico.

E stato visto infatti che molecole simili possonegentare differenti intensita dei
segnali SERS sotto le stesse condizioni di miduraeccanismo elettromagnetico e
un fenomeno non selettivo e quindi non dipendetidal di molecola adsorbita sulla
superficie. Si suppone che l'ulteriore contributs@gnale SERS, non spiegabile con
la teoria dellenhancemerglettromagnetico, provenga da un meccanismo divers

Il meccanismo denhancementhimico ipotizza che l'interazione adsorbato-nmetal
comporti una modifica degli stati elettronici defteolecola adsorbita e/o la comparsa
di nuovi stati a causa di fenomeni di trasferimehitoarica tra metallo e adsorbato e
vice versa

A supporto dell’'ultima ipotesi abbiamo il fatto cepesso orbitali HOMO e LUMO
dell'adsorbato sono disposti simmetricamente, immibei energetici, rispetto
all'energia di Fermi del metallo(Fig. 1.17).
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Figura 1.17: interazioni tra orbitali molecolars&ti elettronici del metallo.
Sono evidenziati i possibili fenomeni di trasfermwdi carica.

In questo caso i trasferimenti di carica tra metalimolecola (o il contrario) possono
avvenire ad un’energia pari alla meta di quella’editazione elettronica della
molecola in assenza del metallo.

Ad ogni modo, si suppone che la diseccitaziondreld@ta del sistema avvenga per
emissione di un fotone con frequenza tipica derfotello scatteringRaman e che

quindi ci sia un aumento della sezione d'urtgchttering

In conclusione la differenza tra i due meccaniglattromagnetico e chimico, sta nel
fatto che nel primo l'intensita del segnale auraemtcausa dell’amplificazione del
campo elettrico, nel secondo 'amplificazione e wavall’aumento della sezione

d’urto discattering[30,31]
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1.2.2Hot spotse SERSreporters

Finora € stato considerato unicamente il caso diparticella sferica isolata; tuttavia
& possibile ottenere un ulterioeahancementel segnale SERS (dell’'ordine di'}0
quando ci si trova in presenza di aggregati di partcelle.

Evidenze sperimentali e calcoli teorici mostrane elvicinando due nanoparticelle
sferiche ad una distanza inferiore a 5nm, nel purttsmedio tra le due, si manifesta
un’amplificazione del campo elettrico locale dielisi ordini di grandezza superiore
rispetto a quando le nanopatrticelle sono isolate.

Questoenhancementdel campo elettrico deriva dall’interferenza coiiva della
risonanza plasmonica di superficie delle due pelfce la regione interparticellare

in cui si sperimenta questa amplificazione di cammhiamatdoot spot(Fig. 1.18).

o2
R Smm

Hot Spot
Figura 1.18: rappresentazione dildat spottra due nanoparticelle

| segnali SERS quindi aumentano notevolmente qud@dnolecole da rilevare si
trovano in unhot spot anziché sulla superficie di una nanoparticellalaiso
Studiando geometrie coclusters costituiti da piu di due particelle i risultati mo
hanno prodotto innalzamenti maggiori; questo peraié e possibile avere tre o piu
particelle tutte molto vicine tra loro, cosi daeoitre lo stesso incremento.[33,34]
Tuttavia recenti studi hanno mostrato che le dinoemsdelle nanoparticelle che
formano lhot spothanno una certa influenza sul fattoreedhancementdel SERS.
Questo risulta particolarmente amplificato quanéo due nanoparticelle hanno
dimensioni molto simili.[32]

Il fattore determinante resta comunque la distaimterparticellare: se e troppo

grande l'effetto SERS e fortemente ridotto.
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Come si vedra nella sezione sperimentale di quiesta le nanoparticelle d’oro
vengono fatte aggregare in modo che si forminoideglspotsall’interno dei quali

successivamente vengono inserite delle molecateldrante.

Queste molecole saranno poi facilmente rilevabiledrante ['utilizzo della

spettroscopia SERS ed é per questo che prendonmi di SERS$eporters

1.2.3Quenching della fluorescenza

Come e stato gia accennato, in questo progettoesi e AuNP vengono
funzionalizzate con coloranti diversi i quali dowvna risultare distinguibili tramite
misure SERS in modalitaultiplexing

Affinché sia possibile registrare uno spettro viiimaale appare ovvia la necessita di
“abbattere” i processi di fluorescenza tipici delioczanti.

Sperimentalmente si puo notare che I'adsorbimentmaolorante su nanopatrticelle
metalliche provoca un’alterazione dei meccanisndisieccitazione degli stessi il che
si traduce in un abbattimentogaenchingdella fluorescenza.

Il quenching oltre che radiativamente, puo avvenire per iziera intermolecolari
(tra molecole adsorbite sulla spessa NP), per enasénto energetico e per

trasferimento elettronico (Fig. 1.19).[35]

Figura 1.19: meccanismi di diseccitazioni

r/ Spncpf."l-l.»ker \ )
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Non ci si soffermera oltre sull’argomento; in qaeséde I'importanza dgluenching
risiede unicamente nel fatto che permette di reagistspettri vibrazionali tramite

spettroscopia SERS con un basso contributo didkemnza.
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1.2.4SERS applicato albiosensing

Come e stato visto, la spettroscopia SERS puoessidizzata nell’acquisizione di
spettri Raman di piccole molecole quando si trovienprossimita o adsorbite sulla
superficie,ad esempio, di una nanoparticella.

I SERS pero puo essere sfruttato anche nel ricmmento di molecole biologiche
(biosensiny come lipidi, zuccheri, acidi nucleici, proteinece e per ilsensingin
vivo ein vitro di materiale biologico.[1,2,3,9,30,36]

Il biosensingtramite spettroscopia SERS pud essere effettuatalue modi:
intrinseco ed estrinseco.

Nel primo caso lo spettro Raman registrato € quadiifanalita di interesse; a tal
proposito si riporta un esperimento implementatd/da Duyne et al. per gensing
in vivo della concentrazione di glucosio in un topo.[3],37

Un substrato di argento rugoso é stato impiantaitigicamente sotto la pelle di un
topo in modo da entrare in contatto con i fluidenstiziali della cavia. Le molecole
di glucosio si adsorbivano reversibilmente sullgesticie e quindi si poteva
monitorarne la concentrazione attraverso l'acquose di spettri SERS. La misura
era resa possibile grazie ad un vetrino posiziohatgo la linea mediana del dorso
dell'animale (Fig. 1.20).

Collection Lens

Ti:Sapphire Laser i

Figura 1.20:1l Set-up dell'esperimento di Van Duyneolleghi per isensingn vivo del glucosio su
un ratto.

Nel biosensingcon SERS estrinseco invece lo spettro acquisiiguélo di un
colorante efficace nel dare diffusione Raman. Seesce ad associare la presenza
del colorante a quella dell'analita cercato allenaossibile eseguire misure analitiche
di tipo sia qualitativo che quantitativo.
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Misure di SERS estrinseco sono oggetto di quesia itdatti come si vedra nella
parte sperimentale, gli aggregati di nanoparticetieo funzionalizzati in modo da
effettuaretargetingsu cellule tumorali. Gli spettri SERS che verramegistrati non

sono quelli di materiale biologico tumorale ma d¢judl colorante con cui le AUNP
sono funzionalizzate. Potendo far riconoscere pégicelle le cellule tumorali, i

segnali SERS indicheranno questo tipo di cellule.
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1.3 1l cancro: caratteristiche principali

Il cancro, o carcinoma, € caratterizzato da unactie irregolare di cellule e dalla
possibilita della loro diffusione in altre partila®rpo.[40]

Il tumore € una massa di cellule, espressioneilgsith un processo di formazione
del tessuto neoplastico che puod essersi sviluggetanni.[39]

Si pensa che lo sviluppo del cancro sia dovuto ausseguirsi casuale di mutazioni
genetiche del DNA di cellule che proliferano perltingcli e per lunghi periodi.

Le cellule tumorali si differenziano da quelle saper il fatto di mostrare
un'anormale proliferazione, dovuta alla latenzalanalisposta dei meccanismi
intracellulari di controllo.[39] Alla sua prolifezgone pud essere associata anche
un’anomala vascolarizzazione dei tessuti interessat

Una caratteristica importante legata ai tumori @resenza dei cosiddettiarkers
chiamati anchéiomarkers Si tratta di sostanze, usualmente di natura [@atehe
possono essere trovate nel sangue, in qualcheofloadporeo o nei tessuti e
dimostrano la presenza di qualche tipo di canchitonganismo.

Alcuni di questimarkershanno concentrazioni che sono proporzionali alEssa
tumorale, per cui il monitoraggio della loro contramione € utile a fini diagnostici o
per seguire 'andamento delle terapie in corso.[40]

Il tumore viene diagnosticato come tale quandofécgntemente differenziato dalle
cellule circostanti. Non esiste pero un metodo ocivper questa determinazione e
di solito si ricorre all’analisi microscopica delssuto interessato, anche attraverso
agenti di contrasto che aiutano il riconoscimentbirglividuazione delle cellule
malate (tecniche dmaging.

| tumori benigni solitamente rispecchiano i tessdtorigine. Essi possono
svilupparsi e crescere in ogni ambiente, ma noro sowasivi e restano separati
dall'ambiente adiacente grazie ad una capsula dsute connettivo che i
ricopre.[39] Tuttavia possono provocare problemgate alle dimensioni che
raggiungono e alla possibilita di generare pressgugli organi vicini.

I tumori maligni invece, presentano due importangératteristiche distintive:
anormalita cellulari rispetto alle cellule vicinang e I'invasione di tessuti adiacenti.
Quest'ultima e la prova definitiva dellosservaztodi un tumore maligno infatti, al

contrario dei tumori benigni, essi non hanno uroiagro protettivo e crescono in
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modo disordinato e disorganizzato; possono quiedefrare nel sistema linfatico o
circolatorio e colonizzare altri siti dell’organismgenerando quelle che vengono

chiamate metastasi.[39]

1.3.1Anticorpi: struttura e funzione

Gli anticorpi, o immunoglobuline (Ig), sono glicapeine che svolgono la funzione
di localizzare antigeni esterni e attivare una astp da parte del sistema
immunitario. Sono sintetizzati dai linfociti B e §8pno essere espressi sulla loro
superficie oppure creati in forma solubile e rilaiaell’organismo.

Gli anticorpi solubili agiscono da mediatori de$tema immunitario legandosi agli
antigeni esterni e li neutralizzano segnalanddistema immunitario.

A causa della unicita della loro sintesi, il sissermmunitario € in grado di produrre
anticorpi specifici, almeno in teoria, per qualsestigene. Questa € la caratteristica
che li rende molto interessanti dal

Complementarity
determining

punto di vista sperimentale,

terapeutico e diagnostico.

regions
Gli anticorpi possiedono una Fab
o Light chain
caratteristica forma a “Y” e sono
costituiti da quattro catene Hi .
II\E:E l'Eglﬂl'I.

polipeptidiche uguali a due a due: Fe
due catene pesantidgavy chail " Heavy chain
e due leggerelight chain (Fig.

1.20).

Fig. 1.20: rappresentazione schematica di un apiico

Le quattro catene polipeptidiche sono legate tra &itraverso una serie di legami
disolfurici, covalenti e non covalenti.

Le catene leggere sono formate da un dominio vilgi@uno costante, mentre le
catene pesanti sono formate da un dominio variabilga tre o quattro domini

costanti.

Ogni regione variabile della catena pesante o daliena leggera contiene tre regioni
ipervariabili o CDR Complementarity determining regignsLa porzione CDR
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dell’'anticorpo determina la specificitd verso un tigene e contribuisce
maggiormente al legame con quest’ultimo.

Il frammento che contiene un’intera catena leggle@ata mediante ponti disolfuro
al frammento contenente la regione variabile eithp dominio costante della catena
corrisponde alla porzione dell’anticorpo necessperil riconoscimento antigenico,
ed é pertanto chiamata Fabggment Antigen Binding

La porzione restante delle catene pesanti prendeomhe di Fc, che sta per
“frammento cristallizzabile” poiché tale struttuende a cristallizzare facilmente in
soluzione. Il frammento Fc € responsabile della gitag parte delle attivita
biologiche e delle funzioni degli anticorpi.

Gli anticorpi prodotti da una popolazione di di#fati cloni di linfociti trattati con lo
stesso antigene vengono definiti “anticorpi polat” (pAb); quelli prodotti da
un‘unica famiglia di cloni di linfociti avranno tutuna identica specificitd verso un

antigene e vengono invece chiamati “anticorpi mémaadi” (mAb).[38]

1.3.2Risposte immunitarie verso i tumori

E opinione comune che il potenziamento dell'immandontro i tumori possa
costituire un approccio molto promettente allapexalel cancro.

Una delle funzioni fisiologiche dellimmunita acgita € la prevenzione della
crescita di cellule trasformate e la loro distrm&gorima che generino una massa
tumorale; questo fenomeno é stato chiamato “soMegh immunologica”. Molti
dati sperimentali suffragano l'ipotesi che la sg@hanza immunologica svolga un
ruolo importante nella prevenzione della crescitadrale; tuttavia, la constatazione
che i tumori si sviluppino in soggetti peraltro fettamente attivi dal punto di vista
immunologico sembra suggerire che la risposta tanierale sia spesso debole, e
facilmente superabile da tumori in rapida crescita.

Come gia accennato, le neoplasie esprimono vaiditimolecole che possono essere
riconosciute come estranee dal sistema immunit&eal sistema immunitario di un
individuo risponde ad un tumore, evidentemente tguesprime antigeni riconosciuti
comenon-self(estranei).

Nei tumori sperimentali, indotti da carcinogenimlgi o da radiazioni, gli antigeni

sono costituiti da forme mutate di proteine celiutermali.
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In molte neoplasie umane spontanee invece, glgamtiche evocano una risposta
immunitaria sembrano essere proteine perfettamewoi@nali: esse sono pero
iperespresse, o la loro espressione, solitamantata a particolari tessuti o stadi di
sviluppo, e deregolata.

Sebbene non ci si aspetterebbe che questi antsgdfiriormali siano in grado di
generare una risposta immunitaria, la loro espvassaberrante e sufficiente per
attivare il sistema immunitario.

Il principale meccanismo attraverso cui il sisteimanunitario distrugge i tumori é
'uccisione delle cellule neoplastiche da parte tefociti T citotossici (CTL)
specifici per gli antigeni tumorali.

Ad ogni modo le risposte immunitarie spesso noscoao a tenere sotto controllo la
crescita neoplastica. La risposta immunitaria thiatquasi del tutto inefficace nel
caso di tumori maligni perché questi crescono coa rapidita che supera di gran
lunga le potenzialita del sistema immunitario. trelle neoplasie sviluppano
particolari meccanismi per sfuggire alle rispostemiunitarie. Alcune cellule
neoplastiche perdono [I'espressione degli antigemrsdglio della risposta
immunitaria: se tali antigeni non sono essenziah ip mantenimento del fenotipo
neoplastico, la variante tumorale continua a cresea disseminarsi indisturbata.

La terapia di tumori disseminati che non possorseresoperati chirurgicamente si
basa attualmente sulla chemioterapia e sulla e@ipia, che hanno spesso effetti
collaterali devastanti sui tessuti normali.

Dato che la risposta immunitaria € altamente sjpegifsi € a lungo sperato che
'immunita anti-tumorale potesse essere sfruttaga gombattere selettivamente i
tumori senza danneggiare i tessuti sani.

In molte forme di cancro sono stati sperimentaticanpi monoclonali rivolti verso
vari antigeni tumorali, Spesso coniugati con potergsine; tali anticorpi si legano al
bersaglio cellulare attivando il sistema immundadell’ospite o veicolando le
tossine all'interno della cellula neoplastica.

Il trattamento terapeutico del paziente con teaidmmunologiche e detto
immunoterapia.

Molte strategie innovative di immunoterapia dei tuwirsi basano sulla stimolazione
della risposta immunitaria del paziente nei coniraielle cellule neoplastiche, ad

esempio attraverso la vaccinazione con le cell@dke slo stesso tumore o con
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antigeni da esse derivati. Un’altra tecnica denamain‘immunoterapia cellulare
adottiva” consiste nell'inoculare nel pazientediciti tumore-specifici.[38]

1.3.31l cancro alla prostata

Un tipo di cancro molto diffuso é quello alla pratst

La prostata € una ghiandola dell’apparato genitaéschile con la funzione di
secernere il liquido seminale.

Nel 2003-2005, il cancro della prostata ha rapmtase il 20,5% di tutti i cancri
incidenti esclusi gli epiteliomi della cute e I'846di tutti i decessi per cancro tra gli
uomini. Il cancro prostatico € risultato al primospo per numero di casi e al terzo
posto tra le cause piu frequenti di morte neomagtiegli uominiNel 2006, in Italia,

| decessi per cancro prostatico sono stati 7.480 Adrtum).[41]

Il rischio di contrazione del cancro alla prostatanenta con l'invecchiamento, in
particolare dopo i 50 anni.

Gli attuali metodi discreeningconsistono nella rilevazione nel sangue dell’arig
PSA (Prostate Specific Antig¢roppure in un esame digitale rettale. La diagnosi
viene confermata comunque tramite una biopsia gedlatata in cui viene prelevata
una parte del tessuto.

Altri antigeni, oltre al PSA, che vengono sovrarespi dalle cellule tumorali del
cancro alla prostata sono il PSMRrfstate Specific Membrane Antigenil PSCA
(Prostate Stem Cell Antigen

PSMA e PSCA possono essere riconosciuti da antigpecifici. In questa tesi
verranno usati due anticorpi specifici che vengeh@mmati D2B e 4C4. Il primo

consente il riconoscimento di PSMA mentre il seapqdello di PSMA.

1.3.4 Nanoparticelle d'oro per targeting, imaging

tumorale e immunosaggi

Negli ultimi anni diversi gruppi di ricerca hannipartato lavori e studi suhrgeting
eimagingtumorale con nanopatrticelle d’oro funzionalizzede anticorpi.
El Sayedet al. hanno funzionalizzato AUNP con anticorpi monocloper I'antigene

specifico del cancro orale. Le nanoparticelle sstiate successivamente incubate con
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diverse linee cellulari: una linea di cellule ep@k non maligne, e due linee cellulari
maligne del cancro orale. Utilizzando la microseogark-field e acquisendo gli
spettri di assorbimento e stato riscontrato chedeoparticelle coniugate con gli
anticorpi si legavano specificatamente alla supierfdelle cellule tumorali, con
un’affinita del 600% maggiore rispetto alle cellnlen cancerose.[42]

Un esempio dtargetinge imaging in vivo lo hanno riportano Qiaat al. nel 2008
utilizzando AuNP funzionalizzate con molecaleporters che mostrano attivita
SERS, PEG tiolato come stabilizzante e un PEG fetezmnale (HS-PEG-COOH)
che tramite il tiolo si lega alla AUNP e tramitecdrbossile si lega ad un frammento
di anticorpo per I'antigene specifico EGFR delldude cancerose (Fig. 1.21).[43]
Dopo aver iniettato questi nanosistemi nell'apgaraircolatorio di un topo da
laboratorio con una massa tumorale che potevaesgsenosciuta da quel preciso
anticorpo, sono stati ottenuti degli spettri SER® taser a 785 nm sia sulla zona
malata che su tessuti sani per esempio del feBai@recisamente sono stati ottenuti
spettri SERRS perché le molecaleporters impiegate possedevano transizioni
elettroniche in corrispondenza della lunghezza déodi eccitazione del laser.

Come si puo vedere in figura 1.22, i picchi Ramanosevidenti solo nel sito
tumorale e non sono presenti nemmeno quando igzatilo NP prive dell’anticorpo.
Studi quantitativi di biodistribuzione ottenuti inée la spettrometria ICP-MS,
Inductively Coupled Plasma-mass Spectrométanno inoltre rivelato che le AUNP
funzionalizzate per itargetingattivo si sono accumulate nel sito tumorale 10evolt
piu efficacemente rispetto a quelle non funziorzaie con I'anticorpo e nonostante
si siano trovate nanoparticelle nel fegato e nalilza, non sono state rinvenute

tracce di esse nel cervello, nei muscoli o in altgani maggiori.

s
Cancer call ScFv-Nanotag 7.-/{" '\&Q)

N

N
%

EGF b @ -"K-‘{...i. Pl

T TR PEG-SH shall o A v, o
Scfy EGFR anibody /

o

"'-M(IJ—IH::) HS-PEG-CONH-ScFv
Figura 1.21: schema dell'interazione tra nano siate cellula tumorale nel lavoro di Qianal.
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Figura 1.22targeting in vivo (a) spettri SERRS delle AuNP con anticorpo ritemal sito tumorale.

(b) Gli spettri SERRS nel tumore non sono stativati in caso di particelle senza anticorpo.

(c) Set-up sperimentale

Da osservazioni sul rapporto s/n degli spettritsha che la massima profondita
entro la quale il tumore risulta rilevabile sialdecm usando lunghezze d’onda del
NIR, tra 700 e 900 nm poiché in gquesta regioneodsfiettro gli assorbimenti di
acqua ed emoglobina non sono rilevanti e quindicarsano interferenze.
Oltre all'applicazione per itargeting e imaging sia in vivo chein vitro, AuUNP
funzionalizzate con anticorpi, SER8porterse uno stabilizzante, possono essere
impiegate negli immunosaggi come il test ELISA aementarne la sensibilita (vedi
par. 3.6Utilizzo dei nanosistemi nel test ELISA
In un articolo di Grubishat al. del 2003 & stato messo a punto un immunosaggio in
grado di rilevare concentrazioni femto-molari ditigene PSA utilizzando AuNP
funzionalizzate con un SER8portere un anticorpo specifico per tale antigene.
Il set-upsperimentale € illustrato in figura 1.23 e il fiormmento e quello di un
tipico immunosaggio di tipgandwich in un substrato vengono immobilizzati degli
anticorpi di cattura che riconoscono degli antiggpecifici. Nellostepsuccessivo |l
substrato viene trattato con la soluzione di AuNRzionalizzate che, possedendo
anch’esse un anticorpo opportuno, si legano aijene di cui sopra. Dopo alcuni
lavaggi per eliminare eventuali AUNP non legategeseéguono misure SERS sul
substrato. E stato visto che il segnale & propoat@ alla concentrazione

dell'antigene e che la sensibilita € superioréiaghunosaggi convenzionali.
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Ma non e tutto, il punto di forza consiste nellasgibilita di rilevamento di diversi
analiti sfruttando la spettroscopia SERS in modalitultiplexing ad esempio
fissando al substrato anticorpi di cattura différéche quindi catturaranno antigeni
differenti) e utilizzando nanoparticelle con SERBorterse anticorpi diversi.[44]
Questo non € possibile negli immunosaggi convemdionhe si basano su

spettroscopie di assorbimento e fluorescenza.

In conclusione le nanoparticelle funzionalizzate owlecole SER®portersstanno
suscitando un interesse sempre maggiore nel carmaf@ lanomedicina poiché,
sfruttando le capaciténultiplexingdella spettroscopia Raman, € possibile rilevare
simultaneamente due o piu marcatori biologici, adsanon & possibile ottenere con

le teniche dimagingottiche.

A Fabricate caplure antibody chip

(ilaas

B Expose chip 1o sample, capluring antigens

Y?Y;Y%Y

Lilags

C  Develop with repotting SERS reagent

YT YTY

Cilass

YY &e x4

Antibodies Antigens Reporters

Figura 1.23: immunosaggio per la determinaziorentigeni differenti utilizzando spettroscopia

SERS in modalitanultiplexing

43






2 - SCOPO DELLA TESI

2. SCOPO DELLA TESI

L’obiettivo di questo lavoro di tesi € la sintedeecaratterizzazione di nanoparticelle
d’oro funzionalizzate per targetinge imagingin vitro di cellule tumorali del cancro
alla prostata e la loro applicazione nel saggio imafogico ELISA Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Asspgli tipo sandwich

Le AuNP sono state sintetizzate mediante ablazlaser in ambiente acquoso e
successivamente sono state fatte aggregare in rdadéormare glihot spots
necessari per ottenere wmhancementel segnale SERS. Si procede quindi alla
funzionalizzazione con un colorante per otteneresegnale SERS, un anticorpo
monoclonale per ilargetingattivo e infine un poli-etilenglicole tiolato clstabilizza

il nanocomposito e lo rende biocompatibile.

Per quanto riguarda targetinge I'imaging di cellule tumorali sono state utilizzate
due preparazioni provenienti da un precedente tagidtesi, pertanto la loro sintesi e
caratteristiche verranno solamente accennate eccinsentrera sulla verifica della
specificita deltargetingmediante misure micro-Raman in modalialtiplexingche
invece sono state oggetto di questa tesi.

Verranno poi esposte la sintesi, la caratterizzez® i risultati preliminari di cinque
preparazioni utilizzate nel test ELISA. Esse sifedénziano per i diversi SERS
reporterse i diversi anticorpi con cui sono funzionalizzate

Oggetto della presente tesi € anche I'ottimizzazidnalcuni passaggi del processo
di sintesi dei nanosistemi. In particolare si vedpdali sono i parametri che
influiscono sul controllo dell’aggregazione e sukliénsita del segnale SERS.

Il presente lavoro di tesi é stato possibile gradfli@ collaborazione con la sezione di
Immunologia del Dipartimento di Patologia dell’Usigita di Verona e in particolare
con il Prof. Marco Colombatti, il Dr. Giulio Fracsse il loro gruppo di ricerca, che
hanno fornito gli anticorpi monoclonali e hanno dotio gli esperimenti con le
cellule e il test ELISA.
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3. PARTE SPERIMENTALE

3.1 Sintesi delle nanoparticelle d’'oro per ablazione

laser

3.1.1Apparato strumentale

L’apparato strumentale utilizzato per la sintedledeanoparticelle d’oro consiste in
un laser impulsato, una lente di focalizzazionefdgtio avente una focale di 40 cm
e uno specchio a 45° che riflette la radiazionéentdrno della cella di ablazione in
cui si trovano la soluzione liquida etdrget metallico. Il laser impiegato € un laser
Nd:YAG, (modello YG-981E-10® dell@uante), avente come mezzo attivo un
cristallo di granato di ittrio e alluminioyitrium aluminium garnet Y,AlsO;2)
drogato con ioni N¥. Per I'ablazione & stata utilizzata la sua rigadmentale
(A=1064 nm), con impulsi della durata di 9 ns e ueguenza di ripetizione di 10
Hz; la potenza impiegata é stata ~ 900 mW, cheadute in una fluenza di ~ 15
Jlent sul campione. Quest'ultimo era costituito da uscdidi Au 99.9% dello
spessore inferiore a 1 mm, posto qualche mm prighfudco. E stata adottata questa
accortezza per evitare l'ebollizione locale delveate a causa dell’eccessiva
concentrazione di energia nel punto di fuoco. Utaadi ablazione, sul fondo della
quale era posizionato il dischetto d’oro, € sta¢apita con circa 15 mL di una

soluzione 18 M di NaCl in acqua bidistillata.
Figura 3.1: apparato

strumentale per la sintesi
Specchio a 45° . .
di AuNP per ablazione
laser. Il fascio laser
proviene da destra e non
e visibile ad occhio

nudo.
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3.1.2 Caratterizzazione delle nanoparticelle d’oro

mediante spettrofotometria Uv-Visibile

Dopo qualche minuto dall'inizio dell'ablazione egsthile osservare la formazione
delle nanoparticelle poiché dakgetinizia ad espandersi nella soluzione una nuvola
di plasma. Con il passare dei minuti la soluziolienerno della cella di ablazione

inizia ad assumere la colorazione rossa tipicadalNP (Fig3.2).

Fig 3.2: soluzione di AuNP colloidali ottenute WASIS.
Dopo un tempo generalmente compreso tra 20 e 50tiniablazione viene fermata

e per valutare qualita e concentrazione delle AagPena prodotte si adotta una
tecnica semplice e veloce: la spettroscopia UVbilisi Dall'assorbanza e dalla
forma del picco plasmonico infatti & possibile &ana stima della concentrazione e
della morfologia delle nanoparticelle.

Lo spettrofotometro utilizzato per raccogliere tidaun Varian Cary 5 e tutti gli
spettri sono stati registrati in cuvetta da 2 mrhraage 200-1350 nm, acquisendo
una misura ad intervalli di 1 nm, con una duratasdansione di 600nm/min.
Successivamente, grazie ad un programma di inegjgole di spettri  di
assorbimento di AuNP (SPRFit, disponibile onlinevéuppato dal gruppo di ricerca
operante nel laboratorio dove € stato svolto qukstoro di tesi), si sono potute
ricavare informazioni sulla dimensione e morfologéle particelle basandosi sui

modelli di Mie e Gans descritti nel paragrafo 1.1.J45]
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In figura 3.3 €& riportato un esempio di spettro MM-di AuNP sintetizzate via

LASIS con i parametri sopra descritti. Solitamedggo 20-50 minuti di ablazione
I'assorbanza risulta compresa tra 0.10 e 0.3@Edo plasmonico € centrato intorno
a 520nm.

0.24.] AUNP in soluzione di NaCl 10°M
o in acqua bidistillata dopo un'ablazione di 50 minuti
022 b=2mm
0,20
0,18
0,16

0,14

Abs

0,12 1
0,10—-
0,08—-
0,06—-
0,04—-

0,02

0,00

—T - T - T T -1 T 1T 7T &1 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Wavelenght (nm)

Figura 3.3: spettro UV-Visibile di AuNP sintetizeatia LASis
In figura 3.4 si riporta un confronto tra lo spettdv-Vis delle nanoparticelle di cui

sopra e ifitting di tale spettro calcolato con il programma SPRfit.

Il programma restituisce i valori riportati nelldmpa riga della seguente tabella:

R (m) Spheres % 1-RSS MaxSPA(m?) MaxSPA(cm?)
8,40E-09 86 0,00033749 1,82E-16 1,82E-12
gM™ cm™) Abs (b=2mm 520nm) mol/L
4,76E+08 0,19 1,95E-09

Dove R(m) é il raggio medio delle AuNP in metspheres € la percentuale di
particelle sferiche in soluzion&;RSSt il residual sum of squaregelfitting rispetto
ai dati sperimentali (ifitting € buono quanto pili-RSSe piccolo) eMaxSPAe la

sezione d'urto per particella a 520nm.
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— Spettro di AuNP sintetizzate via LASIS
Fitting dello spettro calcolato con SPRfit
b=2mm

1,4

124

1,04

0,8

Abs

0,6 1

0,4

0,2 1

2,0 +—-"7—-v--r——"-"———T"—T"—"""F"F""T""T"""T""T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Wavelenght (nm)

Figura 3.4: confronto tra spettro Uv-vis speriméntHitting con il programma SPRfit, gli spettri

sono normalizzati sul picco di assorbimento plasown

Da questi dati € possibile ricavare il coefficiediestinzione molare dalla equazione
3.1:

NAUt
e=—""(eq.3.1
In10 (eq )

Mentre dalla legge di Lambert-Beer € possibilewaca la concentrazione molare:
A=&C(eq. 3.2)
La concentrazione delle AuNP sintetizzate via LAB#® i parametri sopra descritti

& risultata sempre dell’ordine di 10 mentre il raggio medio & di solito compreso

tra 8 e 9nm.
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3.2 Aggreqgazione delle nanoparticelle

Nel capitolo 1 e stata vista I'importanza ddugiit spotsnella preparazione di nano
compositi destinati alilnaging Infatti quando il SERSeporter si trova nel punto
intermedio tra due particelle risente di un camigttréco ulteriormente amplificato e
il segnale Raman-SERS risulta notevolmente pitnsde

Affinché si formino glihot spots necessario aggregare le nanoparticelle. A tgdcsc
e stata utilizzata una tecnica “pulita” e semplitae:centrifugazione. Con questa
procedura la soluzione di nanoparticelle non vieoietaminata dall'introduzione di
molecole estranee e la superficie degli aggregatirisulta ingombrata.

Il procedimento consiste in tre passaggi fondanlieateche se, come vedremo in
seguito( par. 3.2.1 e 3.2.2), questo procedimendogssere ottimizzato:

1) Dalla soluzione di AuNP si preleva un’aliquota (geximente 0.5-2 ml) e la
si trasferisce in una provetta eppendorf;

2) La provetta viene messa in centrifuga a 3@0p8ér 10 minuti. Terminata la
centrifugazione, la soluzione all'interno della epgorf appare trasparente e
sul fondo si nota un addensamento di colore scuro;

3) Sirimuove il surnatante e si riporta a volume tstessa quantita di acqua
bidistillata, quindi si procede a sonicazione imgi@ a ultrasuoni fino a
quando le nanoparticelle si ridisperdono.

In caso di necessita e possibile ottenere soluzibréggregati a concentrazioni
maggiori in due modi:

1) Al punto 3) si riporta a volume con una quantitdetiore di acqua
bidistillata.

2) Al punto 3) si porta a volume con un’altra aliquaigAuNP invece che con
acqua bidistillata, quindi si sonica e si ripetgibcedimento a partire dal
punto 2).

Di solito la ridispersione delle AUNP aggregatemgmiediata mentre in alcuni casi
permangono dei sedimenti grossolani sul fondo. d¢dsi piu estremi gli aggregati
non sono disperdibili e restano sul fondo.

L'aggregazione delle nanoparticelle € accompagdatan viraggio di colore della

soluzione da rosso a grigio-blu scuro (Fig. 3.5).
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Figura 3.5: a sinistra un campione di AuNP isolatdestra un campione di AUNP aggregate

I modo migliore per valutare la qualita dell’aggezione rimane ancora la

spettroscopia UV-Visibile infatti, come gia accetmael capitolo 1, la presenza di

particelle di forma allungata o aggregati compolda comparsa di un picco

plasmonico longitudinale a lunghezze d’onda maggispetto a quello trasversale a

520nm caratteristico delle nanoparticelle sferigFig. 3.6).

Abs

0.6

044 :

0.3
0.2

014
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interbanda
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aggregati

Spettri UV-vis-NIR di AuNPs aggregate,
solvente NaCl 10°M, cammine ottico=2mm
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Lunghezza d'onda, nm

Figura 3.6: spettro UV-Vis-NIR di AuNP sintetizzatia LASIS e aggregate per centrifugazione.

Sono evidenziate le tre zone caratteristiche delgsizioni interbanda, delle AUNP aggregate e=dell

AUNP isolate (non aggregate).

Lo spettro di figura 3.6 € di una soluzione di AuBlRtetizzate pelaser ablatione

poi fatte aggregare per centrifugazione ed € siglbile in tre zone: la prima a

lunghezze d’onda inferiori a 450nm in cui si trogale transizioni interbanda, la

seconda, indice della quantita di AUNP non aggeegat520nm in corrispondenza
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del picco plasmonico e la terza a circa 600-700nowvedé situato il picco
longitudinale, indice della quantita di aggregati.

Ai fini di questo progetto di tesi, 'aggregaziouene valutata positivamente se lo
spettro presenta un picco di assorbimento altoa780nm e un’assorbanza molto
bassa a 1000nm. Nella pratica si valuta il rappdeite assorbanze e I'aggregazione
e “buona” quando:

Abs(600-7000m) _ , (eq. 3.3)
Abg1000hm) T

Si cerca di ottenere un’assorbanza bassa a 1008rohépessa € indice di aggregati
molto grossi o dnanorods entrambi meno adatti allo scopo di questa te&hgo
useremo la risonanza plasmonica a 600-700nm pexitéeione con il laser dello
spettrometro Raman che ha una lunghezza d’onda 6&3 nm.

Le immagini al TEM (Fig. 3.7) mostrano che quegtjr@gati hanno una dimensione

media di circa 100nm, con un numero medio di 1@&@icelle per aggregato.

50 nm : 4

Figura 3.7: immagini al TEM degli aggregati di AUNP

3.2.1Aggregazione previa diluizione

Nel paragrafo 3.2 si € accennato al fatto che nempse il procedimento di

aggregazione per centrifugazione va a buon finees§p capita che si formino
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aggregati grossolani e ben visibili ad occhio nladoui ridispersione risulta difficile
se non addirittura impossibile. Le soluzioni di esggati grossolani e poco

disperdibili presentano uno spettro UV-Vis comellgui@ figura 3.8.

0,40

AuNP sintetizzate via LASIS
AuNP dopo centrifugazione

0,35

] b=2mm
0,30

0,25

0,20 A

Abs
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e
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Wavelenght (nm)

Figura 3.8: spettro di assorbimento di AUNP norregate (in nero) e spettro di assorbimento di
AUNP dello stesso campione dopo centrifugazioneg@so) con il procedimento descritto nel
paragrafo 3.2.

Nel tentativo di migliorare lo spettro delle paelie aggregate sono stati effettuati
degli esperimenti in cui prima di procedere cordatrifugazione le nanoparticelle
venivano diluite con delle aliquote diverse di adpidistillata. Dopo la rimozione
del surnatante le AuNP aggregate sono state rip@sdo stesso volume di acqua
bidistillata in cui si trovavano prima della dilone in modo che la concentrazione
finale fosse uguale a quella iniziale. Infine st registrati gli spettri UV-Vis di
tutti i campioni.

Tra un passaggio e l'altro € possibile perdere pariizelle: esse possono restare
attaccate alle pareti della provetta o venire asdialmente prelevate in minima parte
durante l'operazione di rimozione del surnatant&, ©vviamente, porta ad una
diminuzione degli assorbimenti negli spettri UV-\ésquindi il confronto tra questi
puo risultare piu difficile. Allo scopo di ovviare questo problema tutti gli spettri,
salvo diverse indicazioni, saranno normalizzata dlinghezza d’onda di 450nm.
Quest'ultima infatti € la lunghezza d’onda carastéza delle transizioni interbanda
delle AuNP ed é indice della quantita di oro, aggte o meno, all'interno del

campione. Risulta comprensibile quindi che nornzalie gli spettri su tale
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lunghezza d’'onda equivale ad avere gli spettri un la concentrazione di Au é

veramente la stessa per tutti i campioni.

A titolo di esempio si riportano i risultati delsperimento su un campione di

nanoparticelle denominato “G” che presenta un’dsswa iniziale di 0.37(520nm,

b=2mm) e una concentrazione di 48% mol/L. In tabella 3.1 vengono riportati i

dettagli sulle varie diluizioni, i valori delle agbanze a 520nm, 600-700nm (in

corrispondenza del picco caratteristico degli aggtg e a 1000nm nonché |l

rapporto Abs(600-700nm)/Abs(1000nm). In figura 3r&ece sono riportati gli

spettri UV-Vis dei vari campioni.

H,O Rapporto Abs Abs 600- | A(nm) Abs Abs 600-
AuNP | bidistillata di 520nm 700nm picco 1000nm | 700nm/ Abs

Campione | (ML) (pL) diluizione |(b=2mm) | (b=2mm) | aggregati |(b=2mm) 1000nm
Gl 500 0 non diluito 1,10 0,80 n.p. 0,90 0,9
G2 500 500 11 1,25 1,11 725 0,86 1,3
G3 500 750 1:15 1,21 1,00 n.p. 0,96 1,0
G4 500 1000 1.2 1,24 0,95 n.p. 0,94 1,0
G5 500 1500 1:3 1,24 0,95 n.p. 0,94 1,0
G6 500 2500 1.5 1,36 1,33 676 0,36 3,7
G7 500 5000 1:10 1,42 1,33 639 0,16 8,3
G8 500 7500 1:15 1,36 1,46 666 0,22 6,6

Tabella 3.1: con n.p. (non presente) si intendencimee stato rilevato il picco caratteristico degli

2,01
1,8—-
1,6—-
1.4—- .
1,2—-
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Abs

0,84
0,6
0,44

0,24

0,0
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— G1 non diluite
—— G2 diluizione 1:1

G3 diluizione 1:1.5
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Figura 3.9: spettri UV-Vis dei campioni G(1-8).
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Quello che si nota osservando gli spettri in fig@@ € un netto miglioramento
dell'aggregazione allaumentare della diluizione ndeé una diminuzione
dell’assorbimento a 1000 nm.

L’andamento dei valori delle assorbanze e riportabgrafico in figura 3.10 e si
osserva che il campione migliore si ottiene dilueiha preparazione G in rapporto
1:10 con acqua bidistillata; come sempre la borgglidaggregati ottenuti viene
valutata in base al rapporto Abs(600-700nm)/AbsQbd® (Fig 3.11) in
concomitanza con la presenza di un picco poco $c@la00-700nm.

Con rapporti di diluizioni inferiori il picco deghggregati scompare lasciando posto
ad un’unica grossa banda ad assorbanza costanta ct@600 nm fino al NIR.

La situazione peggiore si ottiene non diluendo dmaparticelle, in questo caso
I'unica cosa che si vede nello spettro € il pic@smonico, appena visibile dato che
presenta un’assorbanza pari a circa I' 8% rispattquella delle AuNP appena

sintetizzate (Fig. 3.8).

Andamento valori Abs con le diluizioni

1,6

12 M

1 ’//\'\,‘_,« —e— Abs a 520nm
8 08+ # = Abs a 600-700nm
0,6 Abs a 1000nm
0,4
0,2 - —

0 T T T T T T T
non 1.1 1:1.5 1.2 1:3 1.5 1:10 1:15
diluito

Rapporti di diluizione

Figura 3.10: il grafico riporta i valori di assoriza per ogni diluizione
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Andamento del rapporto Abs(600-700nm)/Abs(1000nm) ¢ on
le diluizioni

. //

-
I I I I I I 1

non 1:1 1:1.5 1:2 1:3 1:5 1:10 1:15
diluito

[EEN

Abs(600-700nm)/Abs(1000nm)

ONAO®O
oocococoo
1

Rapporto di diluizione

Figura 3.11: il rapporto piu alto tra I'assorba@z&00-700nm e quella a 1000nm si verifica in una

diluizione 1:10 per questo campione.

Lo stesso esperimento e stato condotto su altrpmarme gli andamenti riscontrati
sono gli stessi del campione G preso in esamedrpanil fatto che la diluizione con
cui si ottiene lo spettro migliore e diversa.

Si consideri la tabella 3.2 in cui sono messi dromo i risultati dell’esperimento di
diluizione di altri due campioni (“E” avente contezione 3.00L0° mol/L ed “F”
con concentrazione 1.38° mol/L) con quelli del campione G (in questa tébél

valori di assorbanza sono quelli reali, non norezaii):

Abs(520nm) Rapporto di diluizione Abs(520nm) al momento della
Campione iniziale migliore centrifugazione (calcolata)
E 0,28 1:5-1:10 0,046 - 0,025
F 0,17 1.5 0,028
G 0,37 1:10 0,033
Tabella 3.2

Con Abs(520nm) inizialesi intende I'assorbanza a 520nm (b=2mm) del riset
campione di AuNP non aggregate mentre nell’'ultinquadro a destra é riportata
'assorbanza della soluzione di AuNP diluite prirda essere centrifugate. Ad
esempio il campione G é stato diluito 1:10 quiadslia assorbanza al momento della
centrifugazione sara un undicesimo di quella itézia

Ad ogni modo é stato appurato che si puo otteneeepueparazione con dei buoni
aggregati se la soluzione di AuNP al momento dedlatrifugazione presenta valori

di assorbanza all'interno di un ceramgetra 0.02-0.05.
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3.2.2Aggregazione in funzione del pH

E stato visto come sia possibile controllare I'aggizione delle AuNP

semplicemente diluendole con acqua bidistillataprbcedimento € semplice e il
risultato certo, inoltre non comporta lintroduzeordi altri composti chimici in

soluzione. Tuttavia la diluizione implica l'utilibzdi ingenti volumi di acqua e un
notevole dispendio di tempo, soprattutto nel caswogliano ottenere soluzioni

concentrate di AUNP aggregate.

Allo scopo di ovviare a tali problemi e stato intigato come il pH influisca

sull'aggregazione delle AUNP.

Gli esperimenti seguono un procedimento del tulvils a quello descritto nel

paragrafo 3.2.1 per le diluizioni con acqua bidett: vengono preparati diversi
campioni in altrettante provette eppendorf contésso volume di AUNP e prima di
procedere con la centrifugazione (30000 minuti) si immettono nei vari campioni
diverse aliquote di una soluzione acquosa acidasté. Dopo la centrifugazione |l
surnatante viene rimosso e le AuNP, ora aggrega@gono ridisperse per
sonicazione nello stesso volume iniziale di acqigastilata. In questo modo la
concentrazione delle AuUNP allinizio e alla finell@sperimento e la stessa e il pH
finale & di nuovo neutro come quello di partennding, come sempre, sono stati

registrati gli spettri UV-Vis per valutare la qualdegli aggregati.

Per quanto riguarda gli esperimenti di aggregazioneambiente acido e stata
utilizzata una soluzione a pH 2.70 di acido sotforin acqua bidistillata. Sono stati
preparati diversi campioni con il procedimento dic sopra in modo che dopo
'aggiunta di aliquote diverse della suddetta swmlne il range di pH variasse tra
circa 2.7 e 4.

Il tentativo di aggregazione in ambiente acido Wat@ esito negativo: si sono
formati aggregati molto grossi, visibili ad occhmudo, e non disperdibili. Un

esempio degli spettri UV-Vis che si sono ottenuipertato in figura 3.12.
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0,50

AUNP sintetizzate via LASIS in NaCl 10°M
AuNP dopo centrifugazione a pH 3.7
b=2mm, spettri non normalizzati
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Figura 3.12: in nero lo spettro un campione di Audfipena sintetizzate mentre in rosso lo spettro
dello stesso campione di AUNP dopo il trattamentsaluzione acida.

Ricordando quanto detto nel paragrafo 1.1.1.2 2 B1le nanoparticelle sintetizzate
via LASIS sono stabili in soluzione grazie alla g@eza di cariche superficiali
negative che portano alla formazione del doppiatstelettrico. Aggiungendo una
soluzione di acido solforico alla soluzione di AuNPprovoca la distruzione del
doppio strato elettrico a causa dell’aumento carsible della forza ionica; questo
e il motivo per cui si sono ottenuti tali risultantrifugando in ambiente acido le

nanoparticelle.

L’aggregazione delle AUNP in ambiente basico inveggortato a risultati positivi e
ha consentito di ottimizzare le procedure perditnento degli aggregati desiderati.
Il procedimento € sempre lo stesso ma in questo €asata utilizzata una soluzione
di NaOH a pH12: all'interno dei vari campioni sono state imneeds/erse aliquote
della soluzione di soda caustica dopodiché si egahato al ciclo di centrifugazione
con successiva rimozione del surnatante e ridisperger sonicazione nello stesso
volume di acqua bidistillata presente all’inizio.

| risultati riportati di seguito si riferiscono allstessa preparazione G su cui sono
state effettuate le prove di aggregazione diluendo acqua bidistillata, questo
permette un confronto tra i due metodi.

In tabella 3.2, similmente per quanto fatto nelfgragazioni per diluizione, si
riportano i dettagli dell’esperimento. Con la dica “pH effettivo” si intende il pH
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del campioni al momento della centrifugazione, ttinfai ricorda che al termine

dell’esperimento i campioni vengono ridispersi mbaente neutro.

Abs 600-
Soluzione | Rapporto Abs Abs 600- Abs 700nm/
AuNP | NaOH pH di 520nm 700nm A picco 1000nm Abs pH
Campione | (uL) 12 (uL) diluizione |(b=2mm) | (b=2mm) | aggregati | (b=2mm) | 1000nm | effettivo
G13PH 500 25 1:0.05 1,33 1,13 644 0,51 2,2 9,73
G12PH 500 50 1:.0.1 1,34 1,16 674 0,48 2,4 10,03
G11PH 500 100 1:0.2 1,39 1,23 652 0,23 53 10,33
G10PH 500 150 1:0.3 1,38 1,17 670 0,36 3,3 10,51
G9PH 500 200 1:0.4 141 1,18 654 0,18 6,6 10,63
G2PH 500 250 1:0.5 1,43 1,19 649 0,15 7,9 10,73
G3PH 500 500 1:1 1,43 1,20 642 0,11 10,9 11,03
G4PH 500 750 1:1.5 1,50 1,04 640 0,11 9,5 11,21
G5PH 500 1000 1.2 1,56 0,85 n.p. 0,08 10,6 11,33
G6PH 500 1500 1:3 1,67 0,60 n.p. 0,05 12,0 11,51
G7PH 500 2500 1.5 1,75 0,23 n.p. 0,07 3,3 11,73
G8PH 500 5000 1:10 1,78 0,17 n.p. 0,05 3,4 12,03
Tabella 3.2

In figura 3.13 sono riportati gli spettri UV-Vis ideari campioni, per comodita di

lettura sono stati separati in due grafici diversi.
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AUNP LASIS campione G
—— AuUNP campione G centrifugate senza NaOH
—— G3PH AuNP:NaOH 1:1
; —— G4PH AuNP:NaOH 1:1.5
1,84 \ N G5PH AuNP:NaOH 1:2
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Figura 3.13: spettri dei campioni G#PH

In figura 3.14 sono riportati gli andamenti delksarbanze a 520nm, 600-700nm e
1000nm in funzione del pH effettivo della soluzione

—ml— Abs 520nm
—m— Abs 600-700nm
7 Abs 1000nm
1,81

1 | |
1,6 /

1,4 e

1,2 . — B

1,0 "

Abs
/

1 u
0,84

. \
0,6 4

1 \
0,4 \

0,24 |

0,0

T T T —T— T T
10,6 10,8 11,0 11,2 11,4 11,6 11,8 12,0 12,2

Figura 3.14: andamenti delle assorbanze in funziteh@H della soluzione al momento della

centrifugazione.

Osservando gli spettri si nota subito che I'ag@uhitpiccole aliquote di NaOH porta
ad una buona aggregazione: l'assorbanza a 1000npassa mentre il picco

plasmonico longitudinale e ben definito. Aumentatidiiquota di NaOH si nota una
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progressiva diminuzione dell'assorbanza a 600-7Q00nen campioni G7 e GS8,
corrispondenti ad un valore di pH prossimo a 12pidco caratteristico degli
aggregati € scomparso e si vede solo quello plasmolm questo caso sembra che
la centrifugazione non abbia effetto.

La figura 3.14 permette di osservare meglio I'andata delle assorbanze: fino ad un
pH di circa 11.7 l'assorbanza del plasmone a 528rquella del picco caratteristico
degli aggregati rimangono pressoché costanti depédiquando il pH € vicino a 12,
I'assorbimento a 600-700nm scende drasticamentedinalori prossimi allo zero
mentre I'assorbanza a 520nm cresce leggermentssdrbimento a 1000nm invece
diminuisce allaumentare del pH.

Tale comportamento € spiegabile richiamando alconcetti esposti nel paragrafo
1.1.2.3: gli ioni OH permettono lo sblocco delle cariche negative ssliperficie
delle nanoparticelle. Evidentemente una quantitatrmppo elevata di ioni idrossido
sbloccano il giusto numero di cariche negative ss@mge per una buona
aggregazione (impedendo la formazione di aggrdégstpo grandi) con il metodo
della centrifugazione. Troppi ioni idrossido invesidoccano un grande numero di
cariche e le forze di repulsione tra particelle sdalmente elevate da impedire
gualsiasi aggregazione.

Effettuando altri esperimenti come quello descistdpra su campioni diversi si sono
riscontrati andamenti simili a quelli in figura &,1tuttavia conoscere a priori la
quantita di NaOH che permette una buona aggregazdifficile perché dipende da
molte variabili come la concentrazione delle AuNH eumero di cariche che e
necessario vengano attivate sulla superficie. Quédgiende poi dalle dimensioni
delle AUNP la cui superficie & proporzionalBa

I metodo e quindi valido e permette di controllfiegygregazione, ma € empirico e

solitamente per trovare la quantita giusta di sigmocede con delle prove.

In conclusione questi esperimenti hanno permessottitnizzare i processi di

aggregazione delle AuNP. L'aggregazione controlie@a NaOH inoltre presenta
alcuni vantaggi rispetto all’aggregazione previduidione: e veloce, facile da
eseguire e solitamente basta qualche decinglLdper una buona aggregazione,

quindi si ottengono preparazioni concentrate di Rudggregate in pochi passaggi.
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3.3 Funzionalizzazione delle nanoparticelle d’'oro

Come gia descritto, I'obiettivo di questo lavorotési € la sintesi di nanosistemi in
grado di effettuareéargeting e imaging su cellule tumorali e per I'applicazione nel
test ELISA.
| nanosistemi ottenuti sono costituiti da:
* Aggregati di AuNP, per 'amplificazione del camplet&ico necessario per
I'effetto SERS;
e Un colorante, di cui rilevare lo spettro SERRS;
* Un anticorpo, per svolgere la funzionetdrgeting sulle cellule tumorali o
per il test ELISA,;
 Catene di mPEG-SH, polimero utilizzato per stabdiz gli aggregati
funzionalizzati e per fornire biocompatibilita &tema;
e« Tampone isotonico PBSPhosphate Buffer Salind.15M NaCl + 10mM
PO,>, pH 7.4) e molecole di BSABpvin Serum Album)jrper compatibilita

con i sistemi cellulari .

| Anticorpo

v mPEG-SH

)

Figura 3.15: rappresitazione schematicaidenosistemi

| vari stepdella funzionalizzazione (i dettagli sperimentatingono presentati nel
paragrafo 3.4) fino ad arrivare ai nanocompositinpteti, vengono descritti nel
seguito.

L’aggregazione delle nanoparticelle €& stata gia sgrein considerazione
precedentemente, quindi ci si soffermera sulla ifuradizzazione con i SERS

reporters gli anticorpi e il mMPEG-SH. Verra presentato lan esperimento
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condotto ai fini di correlare l'intensita del setm&ERS con la quantitd di SERS

reportercon cui sono state funzionalizzate le nanopalticel

3.3.1Funzionalizzazione con i SER®eporters

In questo lavoro di tesi sono stati utilizzati t8ERS reporters Texas Red
funzionalizzato con un gruppo tiolico(TR-cys-SH ), Malachite Green
funzionalizzata con un gruppo tioli¢G-cys-SH) Nile Blue funzionalizzato con
un gruppo disolfuro (LipNB). Le funzionalizzaziodi questi coloranti non sono
state oggetto di questo lavoro di tesi e si rimardalavori originali per i
dettagli[46,47,48,49].

La funzionalizzazione con gruppi tiolici o con ilugppo disolfuro consegue al fatto
che l'oro forma un forte legame con lo zolfo e gliisomposti contenenti tioli o
disolfuri si legano stabilmente alle AUNP.

Per introdurre un gruppo tiolico in TR e MG é statéizzata la cisteammina (Fig.
3.16) mentre ilnile blue e stato funzionalizzato con l'acido lipoico (F§16) che
presenta un eterociclo a cinque atomi contenentisatfuro.

O

HZN\/\SH OH

g—35 Acido Lipoico (Ac.Lip.)

Figura 3.16: a sinistra la cisteammina, a desaeido lipoico.

In figura 3.17 sono riportate le strutture molecadizi tre coloranti.
CHy
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Figura 3.17: le strutture dei tre SERSortersutilizzati.

| tre coloranti sono stati scelti appositamente @sgguire misure SERRS, infatti
come é possibile osservare negli spettri UV-Visgihilei rispettivi coloranti (Fig.

3.18. 3.19, 3.20), le bande di assorbimento sombrate a circa 600nm. Questo
significa che i coloranti presentano transizionetebniche in prossimita della
lunghezza d’onda d’eccitazione del laser (633nmyodseguenza l'effetto SERS é

accoppiato con il Raman risonante (da cui SERR8face Enhanced Resonance

Raman Scatteringvedi anche par 1.2.1) e quindi i segnali risudtanotevolmente
amplificati.
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Figura 3.18: spettro UV-Visibile del colorante TiRseSH (b=2mm).
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Figura 3.19: spettro UV-Visibile del colorante M@seSH(b=2mm).
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Fig 3.19: spettro UV-Visibile del colorante LipNB£2mm).

La funzionalizzazione delle AUNP aggregate condidedti coloranti & relativamente
semplice: un certo volume della soluzione di coltgaviene immesso in una
provetta contenente le nanoparticelle aggregatedgsi lascia reagire per un’ora
sotto agitazione. Terminato il tempo di reazion@rsicede alla purificazione delle
AuUNP tramite centrifugazione (3009QL0 minuti).

Al termine del ciclo di centrifugazione si rimuovk surnatante contenente il
colorante che non ha reagito e le particelle veongadisperse in acqua bidistillata in

un bagno ad ultrasuoni.
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Per calcolare la resa della reazione si usa ltiregdV-Vis del surnatante. Infatti la
concentrazione del colorante che resta legata fiticelle non risulta essere

direttamente misurabile. In particolar modo in preza della risonanza plasmonica

3.3.1.1Correlazione tra l'intensita del seghale SERRS eaalquantita
di SERSreporter

E stato condotto un esperimento in cui diversi damipcon la stessa quantita di
AuNP aggregate sono state fatte reagire con gaasginpre maggiori di un SERS
reporter,in questo caso il Nile Blue lipoico.

Questo esperimento € utile per capire come canhlieghale SERRS in funzione
della quantita di colorante con cui sono funziarmdie le AuNP, inoltre sara
possibile determinare la concentrazione inizialecalbrante che genera il massimo
segnale, utile ai fini di una maggiore rilevabildai nanosistemi con le tecniche di

imaging

Sono stati preparati 18 campioni con pDQ'uno di AuNP aggregate i quali sono
stati poi funzionalizzati con una quantita di calate variabile tra 2,250 °mol e
1,1310°mol. La quantita usata solitamente nella sinteshedaosistemi peimaging

e intermedia tra queste.

Negli spettri che verranno riportati, i campioninsoidentificati con una sigla
contenente un numero che corrisponde al volumeal{)ndella soluzione di LipNB
45uM utilizzata per quel campione e una lettera (g oHe distingue due campioni
identici in modo da verificare la riproducibilit&kiesperimento.

Si precisa che i primi 8 campioni (da AuNP5a a ABNIB) e i restanti 10 campioni
(da AuNP50a(2) a AuNP250b) provengono da due @iffier preparazioni di
nanoparticelle e gli spettri devono essere norrpaliza 450nm per avere campioni
normalizzati per la stessa quantita di oro.

La normalizzazione a 450 nm € utile anche per ggeee la perdita di particelle
durante le fasi di preparazione. Inoltre il fattoche si pud ricavare dalla
normalizzazione, per ogni soluzione, puo esselieadto per normalizzare anche gl
spettri SERRS che, chiaramente hanno intensitaomamali alle quantita di
particelle presenti. Come sempre, gli spettri U\é-\&ono stati ragistrati in una

cuvetta da 2mm.
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In figura 3.20 sono riportati gli spettri UV-Vis dutti i campioni normalizzati a
450nm mentre in figura 3.21 si possono osservaspgttri SERRS moltiplicati per i
rispettivi fattori di normalizzazione.

Gli spettri UV-Vis e SERRS dei surnatanti non satati riportati perché al loro
interno non sono state rilevate tracce di coloramtquesto indica che tutto il
colorante ha reagito con le AuNP.

Spettri UV-VIS di tutti i campioni con normalizzazione a 450nm
——AuNP5a

——AuNP5b

0,50 4 AuNP10a
AUNP10b
AuNP20a
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——AuNP50b
0,40 + ——AuNP50a(2)
——AuNP50b(2)

——AuNP100a
-AuNP100b
AuNP150a
-AuNP150b
AuNP200a
——AuNP200b
——AuNP250a

AuNP250b
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Figura 3.20: Spettri UV-Vis dei vari campioni di N aggregate funzionalizzate con LipNB
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Figura 3.21: Spettri SERRS dei vari campioni di Aualygregate funzionalizzate con LipNB
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Per monitorare I'andamento del segnale SERRS irzidne della quantita di
colorante sono state scelte tre bande intensdgantliza loro: 1640cih, 1163cnT e
592cm’. Le intensitd dei picchi sono state ricavate aetido il contributo di
fluorescenza e calcolando l'intensita media traitegole coppie di campioni (nel
caso di AuNP50(a-b)(1-2) l'intensita media & catalsu quattro valori).

| risultati sono riassunti in tabella 3.3:

conteggi a conteggi a conteggi a

Nome campione | 1640cm™ + 1163 cm™ + 592cm™ +

AuNP5(a-b) 505 27 447 28 384 25

AuNP10(a-b) 1171 275 770 190 810 67

AuNP20(a-b) 2271 148 1491 10 1501 89
AuNP50(a-b)(1-2) 5722 1440 3202 2048 3190 1130
AuNP100(a-b) 14981 1959 7268 944 8727 1129
AuNP150(a-b) 21213 1672 9044 1100 15107 1472
AuNP200(a-b) 19654 578 8367 3 14835 751
AuNP250(a-b) 16751 2912 6970 951 13473 1771

Tabella 3.3

Plottando in un grafico (Fig. 3.22, 3.23, 3.24atidiportati in tabella 3.4 in funzione

delle moli di LipNB si ottengono dei risultati imessanti.
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Figura 3.22plot dei dati in tabella 3.3 per l'intensita a 1640tm
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‘ ® conteggi a 1163cm™
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Figura 3.23plot dei dati in tabella 3.3 per l'intensita a 1163tm
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Figura 3.24plot dei dati in tabella 3.3 per l'intensita a 592tm

E possibile formulare una ragionevole ipotesi @iiltati ottenuti:

70

1)

2)

con un numero molto grande libt spotde molecole di LipNB occuperanno
gradualmente glhot spotse lintensita del segnale aumentera linearmente
con la quantita di colorante;

guando tutti glhot spotssaranno occupati, le molecole andranno a disporsi
altri punti della superficie e sperimenteranno emhancementlel campo
elettrico molto piu basso rispetto a quelle chdrevano neglihot spots
Queste non contribuiranno pero significativameritesegnale SERRS che

rimarra costante aumentando ancora la quantitaldiante.
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Ci si poteva quindi ragionevolmente aspettare ¢Hfesse un incremento lineare del
segnale SERRS per le concentrazioni piu basseoflmlante e una saturazione del
segnale per le concentrazioni maggiori.

AuNP150a e AuNP150b sono i campioni con il segmadelio piu alto rilevato e
sono stati funzionalizzati con circal@® moli di colorante.

Come ricordato piu volte, le nanostrutture vengstatbilizzate con mPEG-SH che le
rende anche biocompatibili. Tutti i campioni appewati sono quindi stati
funzionalizzati con il polimero e sono stati nuowante raccolti gli spettri UV-Vis e
SERRS normalizzandoli come sopra.

In figura 3.25 sono riportati gli spettri di tuttcampioni dopo la funzionalizzazione
con mMPEG-SH e si nota immediatamente che il poagatteristico degli aggregati
tra 600nm e 700nm e diventato una “spalla” e nglln parte delle preparazioni e
addirittura scomparso. La variazione dello spettrostra che le particelle hanno
subito una parziale disaggregazione. Questo psocespuo osservare in particolare
con il Nile Blue mentre con gli altri colorantifédnomeno € molto meno pronunciato.
In figura 3.26 sono riportati gli spettri SERRS ldebarie preparazioni. Si deve
ricordare che questi spettri sono stati raccolti noa potenza del laser pari al 50%
della potenza massima e quindi i conteggi sono @nte volte superiori rispetto a
guelli in figura 3.21 che sono stati raccolti caraypotenza del 10%.

——AuNP5a
Spettri UV-VIS di tutti i campioni con normalizzazione a 450nm ——AuNP5b
AuNP10a
——AuNP10b
AuNP20a
——AuNP20b
AuNP50a
——AuNP50b
——AUNP50a(2)
——AUNP50b(2)
——AuNP100a
——AuNP100b
——AuNP150a
——AuNP150b
AuNP200a
——AuNP200b
——AuNP250a
AuNP250b
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040! : 4 !
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-1 T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
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Figura 3.25: spettri UV-Visibile delle AuUNP funzializzate con Nile Blue e mPEG-SH.
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Figura 3.26: spettri SERRS delle AUNP funzionaliezzon Nile Blue e mPEG-SH

Allo stesso modo di quanto fatto sopra si riportantabella 3.4 le nuove intensita
medie tra le coppie di campioni (ricavate sempréraendo il contributo di
fluorescenza), mentre nelle figure 3.27, 3.28, & 2@ssibile osservarglot dei dati

in tabella 3.4 sempre in funzioni delle moli di NB.

Nome conteggi a conteggi a conteggi a
campione 1640cm™ + 1163 cm™ + 592cm ™ +
AuNP5(a-b) 1944 170 1234 171 1441 8
AuNP10(a-b) 3684 374 2632 370 2426 210
AuNP20(a-b) 8673 424 5849 573 6016 479
AuNP50(a-

b)(1-2) 21823 3460 12468 7022 19682 6516
AuNP100(a-b) 79154 3977 38775 2776 70471 6508
AuNP150(a-b) 115558 13774 53485 5186 105589 9420
AuNP200(a-b) 111994 18339 57501 7411 92144 6838
AuNP250(a-b) 76423 770 36138 961 67970 6300

Tabella 3.4
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Figura 3.27plot dei dati in tabella 3.4 per l'intensita a 1640tm
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Figura 3.28plot dei dati in tabella 3.4 per l'intensita a 1163tm
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Figura 3.29plot dei dati in tabella 3.4 per l'intensita a 592tm
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L’andamento dell'intensita del segnale SERRS irzfome della quantita di LipNB e

praticamente lo stesso anche dopo la funzionaliaaazcon il mPEG-SH, quindi si

puo constatare che il polimero e la parziale dissgagzione delle AUNP non hanno
influito molto sultrenddei dati.

Visto che le particelle si sono disaggregate é anptbbabile che siano diminuiti gli

hot spotsIn tabella 3.5 sono riportate le variazioni petceli delle intensita medie

dopo la funzionalizzazione con il polimero. Il calle e stato fatto dividendo per

cinque le intensita che sono state registrate wsdagotenza del laser al 50%.

Variazione Variazione
percentuale dei percentuale dei Variazione
Nome conteggi a conteggi a 1163 percentuale dei
campione 1640cm ™ cm™ conteggi a 592cm !
AuNP5(a-b) -23 -45 -25
AuNP10(a-b) -37 -32 -40
AuNP20(a-b) -24 -22 -20
AuNP50(a-b)(1-

2) -24 -22 23
AuNP100(a-b) 6 7 61
AuNP150(a-b) 9 18 40
AuNP200(a-b) 14 37 24
AuNP250(a-b) -9 4 1

Tabella 3.5
Si osserva che nei campioni con meno colorantéehisita media diminuisce anche
del 20-40% mentre i campioni con piu coloranteasnportano in modo inverso e la
loro intensita media aumenta fino anche al 40%.
La ragione di questo comportamento non € per oahLa prima osservazione é
che i primi otto campioni (da AuNP5a a AuNP50b)restanti dieci (da AUNP50a(2)
a AuNP250b) provengono da due preparazioni divgrsighé la quantita totale di
soluzione colloidale era troppo grande per una siitesi LASIS, e ci0 puo essere
causa di un diverso numero kot spots La diminuzione di aggregazione dopo
I'aggiunta del polimero sembra perd mostrare chgdiegazione e solo parzialmente
importante e questo puo derivare dal fatto che s@eessari solo un piccolo numero
di hot spotsper avere un segnale SERRS e che giestspotssono i piu stabili
rispetto ad una disaggregazione come quella indaftpolimero.
Dal punto di vista di quanto si voleva ottenerdag d’andamento dell'intensita del
segnale SERRS aumentando la concentrazione dehnt#oi risultati ottenuti sono
importanti: 'andamento del segnale SERRS con lantta di colorante ha un

comportamento lineare a basse concentrazioniarsaturazione.
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Quantificare il numero di aggregati € molto difiece le immagini al TEM (fig. 3.30)
di alcuni dei campioni dell’esperimento appena sgpoon riescono a dare ragione

del numero di aggregati in funzione delle variazidagli spettri UV-Vis. Nuovi

studi saranno necessari per cercare di trovardeueselazioni.
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3.3.2Funzionalizzazione con anticorpi

Dopo la reazione con il colorante si procede allmzionalizzazione delle
nanostrutture con I'anticorpo.

| due anticorpi monoclonali utilizzati in questaitsono stati forniti dal gruppo di
ricerca del Prof. Marco Colombatti del dipartimedidmmunologia del Policlinico
“G.B. Rossi” di Verona e sono coperti da brevetto.

L’anticorpo avente sigla D2B e selettivo nei confralell’antigene PSMARrostate
Specific Membrane Antiggrdel tumore alla prostata. L'anticorpo con sigi@44
riconosce invece I'antigene PSCRrfstate Stem Cell Antiggnanch’esso sovra
espresso in cellule prostatiche cancerose.

Prima di essere utilizzati per funzionalizzare Bnoparticelle d’oro gli anticorpi
devono essere derivatizzati con 2-Iminotiolano ¢swmiuto anche come reagente di
Traut, Fig. 3.31) che usando i gruppi amminici ‘delicorpo crea una funzione

tiolica che poi consente I'aggancio dell'anticogiesso alle nanoparticelle

+
MNH, CI HaM H R
(‘ 2 2 ) N“H»_LH HN/

R
~
s S NH

Fig. 3.31 Reazione dellimminotiolano con ammine

[

| dettagli sperimentali della reazione sono riporal paragrafo 3.4.1.

3.3.3Funzionalizzazione con mPEG-SH

T R N
O

Figura 3.32: metossi-polietilenglicole-tiolato (MBESH)

La funzionalizzazione con il mMPEG-SH (fig. 3.32ppeesenta l'ultimo stadio per la
sintesi delle nanostrutture: esso le rende bioctibip& le stabilizza in modo che le
preparazioni possano essere conservate per dmessi

E stata utilizzata una soluzione 0.5g/L di mPEGS8A0Da, preparata di fresco per
evitare la formazione di disolfuri che rallentar® dinetica di reazione con le
particelle. La reazione di funzionalizzazione rezté comunque qualche ora poiché
le particelle sono gia funzionalizzate e le dimensidel polimero ne rallentano la

diffusione.
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3.4 Nanostrutture usate per gli esperimentin vitro ed
ELISA

Le nanostrutture utilizzate per gli esperimenttaigeting e imagingin vitro e per i

test Elisa sono state ottenute secondo i divessiggayi sopra riportati.

Le nanostrutture per gli esperimenti in vitro eragtate comunque ottenute in un
lavoro di tesi precedente e si vogliono qui ricoede loro caratteristiche principali.
Si tratta di due preparazioni denominate AS1 e Al&2differiscono tra di loro per il
colorante e I'anticorpo con sui sono funzionaliezat

La prima (AS1) e funzionalizzata con colorante HR-8H e anticorpo D2B mentre
la seconda (AS2) ha come colorante la MG-cys-Sbheecanticorpo il 4C4.

In figura 3.33 sono riassunti i componenti printipdelle due preparazioni.
Caratterizzazioni delle nanostrutture si possonwatte nel lavoro di tesi originale
[46].

Colorante |

Q—ws—SH )

Figura 3.33: Riassunto dei componenti principalieddue preparazioni AS1 e AS2.

Le nanostrutture sintetizzate in questa tesi s@stirthte all’'utilizzo nel test ELISA.
Le preparazioni sono state denominate FB1, FB2, FB3 e FB5.

FB1 e FB2 sono entrambe funzionalizzate con il reolte TR-cys-SH ma la prima
contiene l'anticorpo D2B (ed e quindi simile allaeparazione AS1) mentre la
seconda ne e sprovvista e serve da campione diréfeto nel test ELISA. Le stesse
considerazioni valgono per le preparazioni FB3 d,ABnzionalizzate entrambe con
LipNB, ma l'anticorpo (sempre D2B) e presente sslo FB3 e quindi FB4 e il
riferimento.

FB5 invece é funzionalizzata con TR-cys-SH e amicatC4 e il suo riferimento e
FB2.

Ovviamente tutte le preparazioni sono funzionatezan mPEG-SH.
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In figura 3.34 sono riassunti i principali componeh tutte e cinque le preparazioni.

AuNP

aggregate

AuNP

aggregate

AuNP

aggregate

AuNP

aggregate

AuNP

aggregate

Colorante
TR-cys-SH

Colorante
LipNB

Colorante
LipNB

Anticorpo

D2B

{riconosce
PSMA)

Anticorpo

D2B

(riconosce
PSMA)

Anticorpo

4C4

(riconosce
PSCA)

Figura 3.34: Riassunto dei componenti principaliedereparazioni FB1, FB2, FB3, FB4 e FB5.

3.4.1Materiali e protocollo sperimentale

Materiali
NaHCO; | Anticorpo | Anticorpo
TR-cys-SH LipNB 1IM/2-IT D2B 4C4 mPEG-SH
AUNP | 3.3:10°M | 4.5-10°M 0.5g/L 1.10g/L 1.00g/L | PBS 0.5g/L BSA
FB1 | 5mL 100uL 340uL/34uL 910uL 1mL 180uL | 10mg/mL
FB2 | 5mL 100uL imL 180pL 10mg/mL
FB3 | 5mL 100uL 340uL/34uL 910uL 1mL 180uL | 10mg/mL
FB4 | 5mL 100uL 1mL 180uL | 10mg/mL
FB5 | 5mL 100uL 340uL/34uL 1.000mL | 1mL 180uL | 10mg/mL
Tabella 3.6

Procedimento

25mL di una soluzione di AUNP vengono distribuitili3 fiale eppendorf da 2mL e

fatte aggregare per centrifugazione (3G)0I0 minuti) senza diluizioni o aggiunte

di base. Ogni fiala viene ripresa con gB4li H,O bidistillata in modo da ottenere

una soluzione piu concentrata quindi il contenutétied13 fiale viene riunito in 5

fiale da 1mL ciascuna di AUNP aggregate.
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Successivamente viene addizionata la soluzioneotbrante e dopo 1 ora le
particelle sono state centrifugate (306000 minuti) e ridisperse.

Gli anticorpi sono stati derivatizzati con 2-imimd&no (2-1T) per poter essere
ancorati alla superficie degli aggregati tramitegitppo tiolico. Alla soluzione di
anticorpo sono stati aggiunti NaHg®OM e 2-IT (0.5g/L) e il tutto e stato lasciato in
agitazione a temperatura ambiente per 2 ore egyaiiga notte in frigorifero a 4°C.
L'anticorpo derivatizzato viene purificato dallasoela di reazione utilizzando una
membrana da 5000Da della Vivaspin e viene recupe@t dei lavaggi di PBS (10
lavaggi per il D2B e 5 per il 4C4).

La soluzione di anticorpo €& stata aggiunta alleoparticelle dopo essere state
centrifugate, quindi le provette sono state messagitazione per 6 ore a temperatura
ambiente e poi poste in frigorifero a 4°C per uote

Il giorno successivo tutte le fiale sono state cat@ e i nanomateriali sono stati
purificati per centrifugazione e ripresi in acqudistillata.

Sono stati quindi aggiunti in ogni provetta 180di una soluzione di mPEG-SH
0.5¢g/L preparata di fresco e la reazione e prosager 3 ore.

Dopo un'ulteriore purificazione per centrifugazideenanostrutture vengono riprese

in 1ml di PBS e si aggiungono infine 10mg di BSAcirstalli in ogni soluzione.
Nota: tutti i campioni FB vengono sottoposti all@sso numero di centrifughe e

dispersione, per omogeneizzare il trattamento guitocampioni (anche FB2 e FB4

che non sono state funzionalizzate con un antjorp
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3.4.2 Caratterizzazione delle nanostrutture

In Figura 3.35 viene riportato lo spettro di absoento UV-Visibile delle AUNP di

partenza e in tabella 3.7 il risultato ottenuto dg@rogramma dfitting SPRfit.

(1) 0,40
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AUNP ottenute via LASIS in soluzione acquosa NaCl 10°M

@ —— Spettro sperimentale
12 — Fit dello spettro sperimentale

0,0+

Assorbanza normalizzata a 520nm

T T T
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Figura 3.35: (1)Spettro di assorbimento delle AultiRzzate nelle preparazioni FB (2) Confronto tra

spettro sperimentaleféting eseguito con SPRfit.

R (m) Spheres % 1-RSS MaxSPA(m ?) MaxSPA(cm ?)
9,40E-09 74,5 0,000786281 2,67E-16 2,67E-12
gcm™* M Abs (b=2mm 520nm) mol/L
6,99E+08 0,294234574 2,11E-09
Tabella 3.7

In seguito vengono riportati gli spettri UV-vis-NlRRaman-SERRS registrati dopo

ogni passaggio di sintesi per tutte le preparaziGfi spettri vengono riportati non

normalizzati.
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PreparazioneFB1: AuNP aggregate +TR-cys-SH+ D2B + mPEG-SH

Spettri di assorbimento UV-Vis-NIR

—— FB1 aggregate

— FB1 aggregate + TR-cys-SH

— FB1 aggregate + TR-cys-SH + D2B

— FB1 aggregate + TR-cys-SH + D2B + mMPEG-SH
b=2mm
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Figura 3.36: raccolta degli spettri di assorbimdditéVis-NIR del campione FB1 durante le fasi di

preparazione.

Spettri Raman-SERRS

SERRS: 633nm; 5x; 1x30s
—— FB1 aggregate (100%)
n —— FB1 aggregate + TR-cys-SH (5%)
11 FB1 aggregate + TR-cys-SH + D2B (5%)
25000 M —— FB1 aggregate + TR-Cys-SH + D2B + mPEG-SH (5%)
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Figura 3.37: raccolta degli spettri SERRS del cam@iFB1 durante le fasi di preparazione, tra
parentesi € indicata la potenza del laser.

Negli spettri UV-Vis-NIR si osserva che con il predire della funzionalizzazione

'assorbanza della soluzione diminuisce progresserge. || comportamento e
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imputabile alla perdita di nanoparticelle d’oro ngiocessi di rimozione del
surnatante o per la loro adesione alle pareti gedaetta.

Anche i segnali SERRS diminuiscono con l'avanzagadfunzionalizzazione ma
restano comunque intensi. Cio € indice di una bummgegnerizzazione della
nanostruttura e del fatto che le molecole di colteaestano legate agli hot spots
delle nanostrutture.

Sovrapponendo lo spettro Raman allo spettro UVNIR- si osserva che la
lunghezza d’onda del lasev=632.8nm), usata per acquisire gli spettri Ramatrae
in risonanza con le risonanze plasmoniche deglreagdi funzionalizzati e quindi

consente la registrazione dello spettro SERRS F&88).
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Figura 3.38: Spettri finali UV-Vis-NIR e Raman-SERRovrapposti.
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PreparazioneFB2: AuNP aggregate +TR-cys-SH+ mPEG-SH

Spettri di assorbimento UV-Vis-NIR

1,24 —— FB2 aggregate
—— FB2 aggregate + TR-cys-SH
104 — FB2 aggregate + TR-cys-SH + mPEG-SH
' b=2mm
0,8
2
S 06+
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Figura 3.39: raccolta degli spettri di assorbimdditéVis-NIR del campione FB2 durante le fasi di

preparazione.
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Figura 3.40: raccolta degli spettri SERRS del campiFB2 durante le fasi di preparazione, tra

parentesi € indicata la potenza del laser.

Per quanto riguarda la diminuzione delle assorbaez spettri UV-Vis-NIR e la
diminuzione del segnale SERRS valgono le stessadmmazioni fatte per FB1.
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In figura 3.41 si osserva lo spettro finale UV-\N$R sovrapposto a quello Raman:
sebbene il picco degli aggregati risulti meno ateatio rispetto a quello di FB1 le

condizioni per ottenere uno spettro SERRS é tigfzet
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Figura 3.41: Spettri finali UV-Vis-NIR e Raman-SEBRovrapposti.
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PreparazioneFB3: AuNP aggregate +LipNB + D2B + mPEG-SH

Spettri di assorbimento UV-Vis-NIR

—— FB3 aggregate

—— FB3 aggregate + LipNB

1.2+ —— FB3 aggregate + LipNB + D2B

—— FB3 aggregate + LipNB + D2B + mPEG-SH
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Figura 3.42: raccolta degli spettri di assorbimdditéVis-NIR del campione FB3 durante le fasi di

preparazione.

Spettri Raman-SERRS

SERRS: 633nm; 5x; 1x30s
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Figura 3.43: raccolta degli spettri SERRS del cam@iFB3 durante le fasi di preparazione, tra

parentesi € indicata la potenza del laser.
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Sovrapponendo gli spettri finali UV-Vis-NIR e Ram@8kERRS:
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Figura 3.44: Spettri finali UV-Vis-NIR e Raman-SEBRovrapposti.
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PreparazioneFB4: AuNP aggregate +.ipNB + mPEG-SH

Spettri di assorbimento UV-Vis-NIR
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Figura 3.45: raccolta degli spettri di assorbimdaitéVis-NIR del campione FB4 durante le fasi di

preparazione.

Spettri Raman-SERRS
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Figura 3.46: raccolta degli spettri SERRS del campiFB4 durante le fasi di preparazione, tra

parentesi € indicata la potenza del laser.
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Sovrapponendo gli spettri finali UV-Vis-NIR e Ram@8kRRS:
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Figura 3.47: Spettri finali UV-Vis-NIR e Raman-SEBRovrapposti.

In questa preparazione si nota lo stesso compontangga osservato e commentato
negli esperimenti di correlazione del segnale SERRS la quantita di SERS

reporter (par. 3.3.1.1) ovvero disaggregazione dei narersishccompagnata da una
diminuzione del segnale SERRS. Questo comportansgserva in particolare per
il LipNB dopo aggiunta di mPEG-SH.
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PreparazioneFB5: AuNP aggregate +TR-cys-SH+ 4C4 + mPEG-SH

Spettri di assorbimento UV-Vis-NIR
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Figura 3.48: raccolta degli spettri di assorbimddtéVis-NIR del campione FB5 durante le fasi di

preparazione.

Spettri Raman-SERRS
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Figura 3.49: raccolta degli spettri SERRS del cam@iFB5 durante le fasi di preparazione, tra
parentesi € indicata la potenza del laser.
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Sovrapponendo gli spettri finali UV-Vis-NIR e Ram@8kRRS:
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Figura 3.50: Spettri finali UV-Vis-NIR e Raman-SEBRovrapposti.

In questo campione, dopo l'aggiunta del mMPEG-Séatsiste ad una disaggregazione
favorevole per il SERRS, come si osserva daglitsdgY-Vis-NIR: si passa infatti
dalla presenza di aggregati molto grossi (fort@dmsiento a 1000nm) al ripristino
del picco a 600-700nm caratteristico degli aggledggiderati.
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Resa di funzionalizzazione dell’anticorpo per le gpparazioni FB1 e FB3

Una parte importante della preparazione delle rtambhsre € quella della

funzionalizzazione con I'anticorpo.

La reazione dell'anticorpo con il 2-IT, la sua figazione su membrana e la

funzionalizzazione sulle AuUNP vengono monitoratamite spettroscopia UV-Vis

confrontando I'assorbimento a 280nm degli spettpalogni passaggio. Si € potuto

osservare che la reazione con il 2-IT e la puriizae non hanno comportato perdite

di anticorpo.

Per quanto riguarda la preparazione FB1 si puoremse in Figura 3.51 che

I'anticorpo legato alle particelle risulta esseagial 3% di quello iniziale:

Abs

——D2B 2IT
04+ — FB1 aggregate + TR-cys-SH + D2B surnatante
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03 /M 3%
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Figura 3.51: confronto tra gli spettri di assorbieUV-Vis-NIR dell'anticorpo funzionalizzato e del

surnatante dopo la reazione con le AuNP.

Per il campione FB3 la resa € invece pari al 13%:
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Figura 3.52: resa dell'anticorpo D2B sulla prepamag FB3
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Resa di funzionalizzazione dell’anticorpo per la peparazioneFB5

Anche in questo caso non é stato perso anticorppassaggi di reazione con il 2-1T
e la conseguente purificazione.

La resa dopo la funzionalizzazione delle particellesultata del 9%.

——4C42IT

—— FB5 + TRSH + 4C4 surnatante
0,4 - ‘
w Le baseline sono state corrette

0,2 -
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Figura 3.53: resa dell'anticorpo 4C4 sulla prepiarse FB5.

Sebbene le rese siano basse, secondo il gruppmrdunologia del Policlinico
Universitario “G.B. Rossi” di Verona, che ha fomgli anticorpi, le quantita legate

sono comunque sufficienti per 'uso delle nanostinet nei test ELISA.
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3.5 Incubazione dei nanosistemi con le cellule

tumorali per test di targeting eimaging

Una serie di test per verificare le proprietdatgeting e imagingdelle preparazioni
AS1 e AS2 erano state riportate in una tesi pratedd6]. In questo lavoro di tesi si
e approfondita I'analisi studiando i casi in cui dapacita dimultiplexing delle
nanostrutture vengono verificate usando misceketiile che esprimono antigeni di
diversa natura.
Le preparazioni AS1 e AS2 sono state percio in&bmin miscele di cellule
appartenenti a linee cellulari diverse, per ted@apacita dmultiplexing
L’incubazione é stata effettuata nel laboratoridngmunologia del prof. Colombatti
all'Universita di Verona.
| campioni con le varie miscele di linee cellulaano indicati nell’elenco seguente
(con i simboli “+” e “-“ si indica se I'antigene@non e presente sulle cellule):
* LNCaP (PSMA+) + PC3wt (PSMA- PSCA-) (rapporto 50:50)
» PC3 PSCAPSCA+ + PC3wt (PSMA- PSCA-) (rapporto 50:50)
e LNCaP PSCA (PSMA+ PSCA+) + PC3wt (PSMA- PSCA-) (rapporto
50:50)
« LNCaP (PSMA+) + PC3 PSCA PSCA+)
La procedura di incubazione dei nanosistemi € sdadaguente:
» deposizione delle cellule in pozzetti da 24 suinepolilisinati (10 x g/mL):
160.000 cellule/pozzetto, lasciate una notte inlxatore;
» aspirazione del terreno di coltura e incubazione B diluite in PBS+BSA
all'1% (volume di incubazione 2Q@d./pozzetto, 2h a 37°C);
» aspirazione delle NP;
» lavaggi con PBS (circa 1 mL per lavaggio, a temippesaambiente);
» fissaggio con paraformaldeide 2% e saccarosio 4% 38 minuti a
temperatura ambiente;
» lavaggi con PBS;
* asciugatura dei vetrini a temperatura ambient® saippa chimica per alcuni

minuti.
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3.6 Utilizzo del nanosistemi nel test ELISA

ELISA €& un acronimo che deriva dall'ingleggenzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay Si tratta di un versatile metodo d'analisi immlog@a usato
in biochimica per rilevare la presenza di una sastausando uno o piu anticorpi ad
uno dei quali & legato un enzima.

La sostanza da rilevare pud essere un antigene ao mmlecola piu piccola,
usualmente una proteina. Il test per I'HIV, ad egiemeé un test ELISA nel quale
viene accertata la presenza nel sangue degli gonitigenerati dalla risposta del
sistema immunitario al virus dell’AIDS.

Ci sono diversi varianti del test ELISA e si difaziano secondo il componente che
si vuole rivelare. Nel test diretto viene deternén# presenza dell'antigene, in
guello indiretto, la presenza di anticorpi contrantigene. Il saggio puo
essereompetitivoo non competitivo L'ELISA non competitivo diretto si effettua
secondo diverse metodiche: semplice e sandwichA&LIS

Nel metodo semplice I'antigene e assorbito sub@ga e rilevato con un anticorpo

marcato da un enzima o da una molecola fluorescente

3.6.1Test ELISA sandwich classico

Il test viene effettuato su una piastra in PVC tisticene con 96 pozzettivells

come quella in figura 3.54.

La procedura del test ELISAandwichclassico pud essere riassunta nei seguenti

passaggi fondamentali:

1) Un anticorpo, dett@apture antibodyviene purificato e legato sul fondo di ogni
pozzetto della piastra;

2) Si aggiunge la soluzione test contenente I'antigpeemettendo la formazione
del complesseoapture antibodyantigene;

3) Le molecole che non si sono legate vengono elimircan dei lavaggi dei
pozzetti;

4) Un secondo anticorpo marcato, dettietection antibody viene aggiunto,
permettendo il suo legame all’antigene e il congrtednto desandwich)

5) La quantificazione avviene misurando la quantitadeliection antibodyegato
grazie ad una molecola fluorescente oppure di nzime legato a questo

anticorpo.
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Straptavidin-HRP

Datection

/ Antibody

g £ 1% 5.
Figura 3.54: piastra per il test ELISA a sinistreceema detandwicha destra.

Nel test ELISAsandwichper la rilevazione dell’antigene PSMA del cancita a
prostata ilcoatingdella piastra viene effettuato con l'anticorpo mconale 7E11C

dopodiché si immette nel pozzetto una soluziondisdito cellulare contenente
I'antigene PSMA. Dopo gli opportuni lavaggi si aggge la soluzione di anticorpo
D2B complessato con una molecola di biotina (omvite B;). Successivamente si
introduce una soluzione del complesso streptavHiR® (HorseRadish

Peroxidase) la streptavidina mostra una forte affinita perblatina e quindi vi si

lega mentre 'HRP e I'enzima che successivamemtepresenza di perossido di
idrogeno, ossida un substrato che cambia coloreialmente quindi il complesso
streptavidina-HRP ¢é incolore, la reazione di osgat®e parte dopo I'aggiunta nei
pozzetti di una soluzione di acqua ossigenata. Quéhtest € completamente
sviluppato si introduce la cosiddetta “soluzionesthp” che blocca la reazione di
ossidazione di HRP, nel caso specifico si trattauda soluzione di HCI. La
determinazione della quantita di antigene avviemamite spettroscopia di
assorbimento UV-Visibile. Una rappresentazione suiea del test ELISA

sandwichclassico é riportata in figura 3.54.

3.6.2 Test ELISA sandwich con nanoparticelle d’oro

funzionalizzate

Lo schema del test € del tutto simile a quello sitas tranne per il fatto che il
detection antibody quello con cui sono state funzionalizzate leoparticelle e la

rilevazione avviene tramite spettroscopia SERR$ &i55).
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O AUMP

SERS regorter

N mPEG-5H

Capiurng

Antibody

e S O f
o g0 e DT g

S a—s, | SF

| 0

Dataction
Antibody

Target
Protein

Capture
Antibody

Figura 3.55: il test ELISA sandwich con le nanojgaite d’oro funzionalizzate.

Lo scopo dell'utilizzo delle nanonstrutture nelttE&ISA é quello di aumentarne la
sensibilita grazie allimpiego della spettroscofiaRRS anziché dell’UV-Visibile di
assorbimento o di fluorescenza. Inoltre, sempreigralla spettroscopia SERRS,
diventano realizzabili anche misure in modafitaltiplexinge quindi si potrebbero
rilevare diversi antigeni in un unico test.
In questa tesi ci si occupa solo dei test di vaifiella sensibilita del’ELISA con le
nanoparticelle d’oro funzionalizzate.
Questi test sono stati effettuati sempre preskddratorio di Immunologia del Prof.
Colombatti all’'Universita di Verona.
La prova di sensibilita viene condotta diminuendoquantita di lisato cellulare su
ogni pozzetto mentre si mantiene costante la oaandi preparazione di
nanoparticelle aggiunta.
Il procedimento per I'esecuzione del test con leasérutture e riportato di seguito :
1. I coating della piastra e stato effettuato con [lanticorp&l1XC
(1ug/pozzetto) in tampone carbonato (400pozzetto) e la piastra é stata
incubata O/N a 4°C.
2. Sono stati effettuati quattro lavaggi con TBS#@sciugando bene i pozzetti

dopo l'ultimo lavaggio.

1 TBS (Tris Buffered Saline soluzione 50mM di TRIS (2-ammino-2-idrossimetibpano-1,3diolo) e
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3. La saturazione é stata effettuata con TBST con BIS#®o (200uL/pozzetto)
per un’ora a temperatura ambiente.
Lavaggi come al punto 2.

5. Sui pozzetti vengono caricate le varie diluizioniligato cellulare PC3 PIP
(PSMA+) in TBST con BSA allo 0.2% (1Q@./pozzetto). Da un pozzetto al
successivo la quantita di lisato jug diminuisce del 50%. Nei pozzetti senza
lisato cellulare (controlli negativi) e stato aggio solo TBST con BSA allo
0.2%.

6. Lavaggi come al punto 2.

7. Viene aggiunta la preparazione FB1ul¥pozzetto) in TBST con BSA allo
0.2% (95uL/pozzetto) incubando per 1 ora a temperatura amtdie

8. Lavaggi come al punto 2.

9. Si effettua l'ultimo lavaggio in PBS asciugando bepozzetti alla fine.

10.A ciascun pozzetto sono stati aggiunti ADQi glicina 0.1M pH 3 per 5
minuti seguiti da 1QiL di TRIS a pH 8 per la neutralizzaziohe.

11.Tramite un sistema aspirante il liquido contenu& vari pozzetti & stato
filtrato su una membrana di nitrocellulosa. Qudstha impedisce il
passaggio ai nanosistemi e quindi le misure SER&® state effettuate

direttamente su di essa.

150mM NaCl a pH 7.6. TBS-T: TBS con lo 0.05% di TBNE un polisorbato surfattante usato come
washing agentLa funzione del TBST é quella di rimuovere i potidhon reagiti. TBST con BSA al
5% invece € una soluzione usata per saturarelibgiti delsandwich

2 Glicina e TRIS in questa fase servono per rimueviesandwichdal pozzetto e quindi filtrarlo.
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3.7 Tecnica di imaging: misure SERS tramite

strumentazione micro-Raman

Per effettuare le misure Raman-SERS e stato @iz strumentdnVia della
Renishaf, collegato ad un microscopibeika DM-LM e interfacciato ad un
computer.

Dotato di due sorgenti laser (Argon e He-Ne), quelilizzata per questo lavoro di
tesi € stata quella ad elio-neon, che emette natiezrossa di lunghezza d’onda
632.8 nm, con un’intensita di circa 17 mW. All'ime dello strumento il fascio laser
viene veicolato attraverso una serie di filtri aweliversa densita ottica e viene cosi
attenuato. Successivamente il raggio attraversastema di lenti che funge t@am
expandere che trasforma la radiazione quasi puntiformengresso in un fascio a
raggi paralleli di 6 mm di diametro in uscita; inegto modo I'apertura posteriore del
microscopio viene illuminata uniformemente. Traiedlocchi debeam expandesi
trova un diaframma, chiamafmnhole che viene usato per effettuare microscopia
confocale quando e richiesta una maggiore risoheispaziale in profondita. Il
raggio viene riflesso dan notch filter(un filtro che riflette in modo selettivo la
radiazione del laser) verso il microscopio e quiweliso il campione. La radiazione
che viene diffusa da quest'ultimo viene diretta vamente verso ihotch filter
attraverso cui passa la radiazione Raman. Queste dispersa su un reticolo (1800
linee/mm) e quindi inviata, dopo una fenditura tafde, verso il rivelatore CCD
(Charge-Coupled Devige

Il campione puo essere illuminato anche con lusdie che consente di osservare
lo stesso con una telecamera interna alla parte stelimento dettpodule In questa
parte si trova anche un riferimento interno incgillimonocristallino, necessario per
la calibrazione rapida dello strumento. Il micrgsicoottico € dotato di obbiettivi da
5x, 20%, 50% dell@Dlympuse un 20x a focale lunga dellaeika Lo spot laser sul
campione e di 2am usando I'obiettivo 50x%, 7.0m per il 20x e 1&m per il 5x in
modalita standard.

La radiazione diffusa e raccolta dal microscopissgacome detto prima, attraverso
il notch filter. Questo filtro taglia la quasi totalita della ludgfusa elasticamente,
con una capacita dtut-off di circa 80 cm-1. Il CCD usato come rivelatore e

costituito da 40@ixel, ognuno dei quali di dimensione|@8x22um, montato su uno
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spettrografo con focalizzazione planare. Qgrel € costituito da un diodo di silicio
in grado di generare una corrente quando colpit@di@zioni elettromagnetiche.
Colonne dipixel costituiscono i canali all'interno dei quali vengoraccolti elettroni.

Il sensore pud analizzare un intervallo di lunglkeezfonda o alternativamente
centrarsi attorno ad un dato valore di Rarslaift

Questo apparato strumentale € dotato di elevatailigtaed efficienza ottica,
possibilita di scansione continua per finestre tspletestese ed elevate risoluzioni

spaziali.

Relicolo 1800linee/mm

- GCD Camera

Figura 3.56: schema (in alto) e immagine (in badslip strumentazione micro-Raman usata.

I maging in modalita multiplexing

In modalitamultiplexinglo spettro Raman €& stato raccolto in zdimgerprint tra
1400cnt e 1800crit

Le preparazioni per thrgetingsu cellule AS1 e AS2 sono distinguibili grazidaito
che il Texas Red possiede due picchi caratteristicirca 1500ci e 1650crt
mentre la Malachite Green presenta un picco a diédbcn® (a meta tra quelli del
Texas Red).
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Lo spettro Raman SERRS quando sono presenti eritiacoloranti € riportato in
figura 3.57.

SERRS

Lunghezza d'onda: 633nm
Potenza: 10%
Acquisizione: 1x10sec
Ingrandimento: 20x

9000 — MG
8000
7000+
TR

6000 —

Conteggi

5000

4000 4

3000 -—¥F7
1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800
Raman shift cm”(-1)

Figura 3.57: spettro Raman SERRS che mostra l@mrasdi entrambi i coloranti Texas Red e
Malachite Green

Nelle preparazioni FB, ilmultiplexing &€ reso possibile grazie al picco a circa
1460cn del Nile Blue il quale & ben distinguibile dai dpiechi del Texas Red (Fig.
3.58).

SERRS: 633nm; 5x; 1x30s; 5%
— FB1+ TR + D2B + PEG
200004 | ——FB3 + LipNB + D2B + PEG

15000 +

10000 +

Counts, a.u.

M |

] ‘ iy ,
5000 | mewwf\W b, W/KW'

—r—7—T——7——T
1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman Shift, cm™

Figura 3.58: confronto tra spettri SERRS delle prapioni FB1 e FB3.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 Misure Raman in modalita multiplexing per

verifica del targeting su cellule tumorali

In questa sezione sono raccolti i risultati ottedat!'incubazione delle preparazioni
AS1 e AS2 con misceléelle cellule indicate nel paragrafo 3.5.

Per ognuno dei quattro vetrini analizzati si ripprhel seguito, 'immagine delle
cellule, acquisita con il microscopio ottico illumaindo il campione con luce visibile
e utilizzando I'obiettivo 20x. Per registrare loefpo Raman, il laser a 632.8nm é
stato focalizzato su ogni cellula e su alcuni pesterni detti “punti di vuoto”. Nelle
immagini i punti sono stati etichettati con un numeper consentirne |l
riconoscimento.

In totale, per ogni vetrino, sono state eseguitsunei in un centinaio di cellule piu
alcuni punti di vuoto.

Gli spettri sono stati raccolti utilizzando una gqmta del laser pari al 10% della
potenza massima e con un tempo di acquisizion® detondi.

In un precedente lavoro di tesi [46] miscele dpheparazioni AS1 e AS2 sono state
incubate con cellule di singole famiglie, che es@vano o meno gli antigeni del
cancro alla prostata e i risultati hanno mostratone capacita diargeting dei
nanosistemi.

A titolo di esempio si riportano i risultati deihiaging [46] con le linee cellulari
singole LNCaP (PSMA+ PSCA-), PC3 PSCA (PSMA- PSCA+)NCaP PSCA
(PSMA+ PSCA+) trattate con misceleAls1+AS2:

* Cellule LNCaP (PSMA+ PSCA-) +AS1+ AS2 (10uL+10puL)

Conmeggi

1 2 3 4 £ 6 T ] 9 M 11 12 13 ¥4 15 16 7T 18 19 B H 12 283 M¥ X X T =
v v v v 0 -100 120 -0 -la0 130
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« Cellule PC3 PSCA (PSMA- PSCA+) +AS1+AS2 (10uL+10pL)

1000004

50000
50000
40000 -
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12 SLSET !510“1212141 WIT W AAR2BINES 362'25"930212.33343525

-lop o -1z00 o140 -

« Cellule LNCaP PSCA PSMA+ PSCA# +AS1 + AS2 (10p,L+10uL)

Caontegg
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Negli istogrammi in ascissa e riportato il numesdlal cellula su cui é stata fatta la
misura mentre in ordinata é riportato il numereatteggi dello spettro SERRS.
Si deduce che tranne alcuni casi di aspecifiditargetingha avuto un esito positivo

e i segnali SERRS registrati erano intensi.[46]

4.1.2 Analisi dati e risultati

Sono stati raccolti gli spettri SERRS di un numéiraellule doppio o triplo rispetto

a quelli registrati in precedenza e sono statetadlcon cura le presenze di segnali
anche poco intensi del Texas Red e della Maladiteen presenti nelle due
nanostrutture AS1 e AS2.

In figura 3.60 si riporta un esempio di spettroistrgto per una delle cellule dove si
pud vedere un segnale intenso della Malachite Gresm anche i due picchi
caratteristici del Texas Red, seppure poco intémspresenza dei due segnali mostra

che nella cellula vi potevano essere state detégamioni aspecifiche.
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Spettro SERRS rilevato in una cellula
di un vetrino contenente linee cellulari LNCaP(PSMA+)
e PC3 PSCA (PSCA+)

5200

5000 —-
4800 —-
4600 —-
4400 —-

4200

Conteggi

4000

3800—-
3600

3200

T T T T T T T 1
1400 1500 1600 1700 1800
Raman shift (cm)"-1

Figura 4.1: spettro SERRS rilevato in modatitaltiplexing
L’intensita prevalente di uno dei due segnali ponanque dipendere anche dal
fatto che le cellule possono esprimere, secondonghiunologi, uno dei due antigeni
ma che in piccola quantita venga espresso anceedndo antigene.
La prevalenza viene stimata sul rapporto tra ilcpidella Malachite Green a
1620cm’ e il picco del Texas Red a 1510&nUn rapporto maggiore di tre & stato
usato come criterio per decidere la prevalenzandi dei due antigeni. In questo
modo si ritiene di compensare anche il fatto ckegnali ottenuti inizialmente per i
due nanosistemi sono risultati confrontabili, niffedenti. Con questo metodo sono
stati elaborati piu di 400 spettri SERRS proveridataltrettante cellule.
Ovviamente, quando in uno spettro é stato rilevatio uno dei due coloranti il
targeting e stato attribuito direttamente al nanosistemazitmalizzato con quel
colorante, anche se l'intensita era molto bassa.
In seguito si riportano i risultati ottenuti sulteiscele di diverse linee cellulari
comprensivi di un grafico a torta con le percentdal segnali rilevati e una tabella

con i valori attesi.

103



4 — RISULTATI E DISCUSSIONE

LNCaP (PSMA+ PSCA-) + PC3wt (PSMA- PSCA-) (rapporto 50:50) +AS1 +

Figura 4.2: immagini delle cellule acquisite al mi&copio ottico

Tabella con il riepilogo dei segnali rilevati:

% % Attese
Misure totali 106
Segnali totali 23 22 50
TR 22 21 50
MG 1 1 0
Nessun segnale 83 78 50
Tabella 4.1
Riepilogo segnali
TR
21%
MG BTR
1% | MG

O Nessun segnale

Nessun
segnale
78%

Figura 4.3: grafico a torta con le percentualisiginali rilevati.

In questo vetrino erano depositate cellule LNCa® esprimono I'antigene PSMA
(riconosciuto dall'anticorpo D2B della preparazioAS1) e cellule PC3wt che
invece non esprimono alcun antigene del cancro mlstata e quindi non sono
riconosciute dai nanosistemi. Ci si sarebbe adpetthe nel 50% delle cellule si
sarebbero dovuti registrare segnali del Texas Retkalta abbiamo verificato che
solo il 21% di cellule mostrano questo segnaleitRose comunque il fatto che la
Malachite Green sia stata rilevata solo nell’1%aei.

In questo vetrino non sono stati invece rilevagtspcon entrambi i coloranti, come

ci si aspettava, e questo significa chiietinge stato selettivo.
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PC3 PSCA (PSMA-PSCA+) + PC3wt (PSMA- PSCA-) (rapporto 50:50) +AS1

Figura 4.4: immagini delle cellule acquisite al m&copio ottico

Tabella con il riepilogo dei segnali rilevati:

% % Attese

Misure eseguite 106
Segnali totali 32 30 50
Solo MG 14 13 50
Solo TR 16 15 0
Entrambi 2 2 0
Nessun segnale 74 70 50

Tabella 4.2

Riepilogo segnali

Solo MG
13%
Solo TR @ Solo MG
15% B Solo TR
Entrambi O Entrambi
Nessun segnale 2% O Nessun segnale

70%

Figura 4.5: grafico a torta con le percentualisiinali rilevati.

In questo caso tiargetingnon e risultato selettivo poiche avremmo dovuterare
il segnale della Malachite Green nel 50% dellalitatalelle misure e nel restante
50% nessun segnale. Inoltre il 15% delle misuregar& lo spettro del Texas Red.

Alcuni spettri (2%) mostravano poi i picchi di eantrbi i coloranti.
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LNCaP PSCA PSMA+ PSCA+) + PC3wt (PSMA- PSCA-) (rapporto 50:50) +
AS1+ AS2 (SuL + 5pl)

11 GRS
o T P

Figura 4.6: immagini delle cellule acquisite al m&copio ottico

Tabella con il riepilogo dei segnali rilevati:

% %Attese
Totale misure 113
Totale segnali 88 78 50
Solo MG 7 6 0
Solo TR 11 10 0
Entrambi 70 62 50
Nessun segnale 25 22 50
Tabella 4.3
Riepilogo segnali
Solo MG
Nessun segnale 6%
22% Solo TR
10% O Solo MG
B Solo TR
O Entrambi
O Nessun segnale
Entrambi
62%

Figura 4.7: grafico a torta con le percentualisiginali rilevati.

In questo campione si nota che in piu della meté drisure sono state rilevate
entrambe le preparazioni AS1 e AS2.

Il dato e certamente in linea con quanto attes@hgersignifica che entrambi i
nanosistemi hanno riconosciuto la presenza detigudi antigeni. Inoltre in questo
campione ci Si aspettava un consistente numeropeitrs in cui comparivano
entrambi i coloranti e questo e stato il risultatservato. Infine solo il 16% degli

spettri presentava un solo colorante prevalente.
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Bisogna notare che la percentuale di spettri clesgmtano entrambi i segnali era
molto bassa nei precedenti campioni, mentre quaeliaingoli coloranti era piu alta.
Questo dimostra come il riconoscimento di cellulee anostrano entrambi gl
antigeni come le LNCaP (PSMA+, PSCA+) sia efficace.

LNCaP (PSMA+ PSCA-) + PC3 PSCA (PSMAPSCA+) (rapporto 50:50) + AS1

Figura 4.8: immagini delle cellule acquisite al mi&copio ottico

Tabella con il riepilogo dei segnali rilevati:

% % Attese
Totale misure 108
Totale segnali 78 72 100
Solo MG 34 31 50
Solo TR 31 29 50
Entrambi i coloranti 13 12 0
Nessun segnale 30 28 0
Tabella 4.4
Riepilogo valori
Nessun
segnale Solo MG
28% 31% O Solo MG
B Solo TR
O Entrambi i coloranti
Entrambi i O Nessun segnale
coloranti
12% Solo TR
29%

Figura 4.8: grafico a torta con le percentualisiginali rilevati.

In questo caso, anche se le percentuali trovatesoan quelle aspettate ci si puo
ritenere soddisfatti delargeting perché i segnali del solo Texas Red e della sola
Malachite Green sono stati rilevati in proporziaqiasi equivalenti mentre la
percentuale di misure in cui sono stati rilevattrambi & significativamente piu

bassa.
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Conclusioni sulle misure Raman in modalitamultiplexing per la verifica del

targeting su cellule tumorali

Sono stati analizzati quattro campioni contenemghumo due famiglie cellulari
diverse le quali esprimevano almeno uno degli aniiglel cancro alla prostata,
PSMA o PSCA. Questi ultimi vengono riconosciuti dize anticorpi, D2B e 4C4
rispettivamente; il primo si trovava nella prepaae AS1 sulla quale era presente
anche il colorante TR-cys-SH mentre il secondoangtkeparazione AS2 assieme al
colorante MG-cys-SH.

Effettuando misure Raman-SERRS sulle singole ekustato possibile raccogliere
gli spettri dei coloranti attribuendo targeting alla preparazione AS1 o AS2 o ad
entrambe.

Sebbene i risultati ottenuti non coincidano esattatien con quelli attesi e stato
dimostrato che i nanosistemi creati sono in gradefiéttuaretargeting perché i
segnali rilevati corrispondevano prevalentemergaedli aspettati.

Le cause delle differenze rispetto a quanto attsemo state in parte gia prima
ricordate e possono essere riassunte nei seguenriii

* Le cellule esprimono a volte entrambi gli antiggnir se uno dei due
dovrebbe essere quello prevalente in un tipo dileel

* Le cellule che dovrebbero mostrare entrambi gligemi usualmente non
mostrano la stessa quantita dei due tipi di antigen

* Le nanoparticelle possono mostrare una adesionecifisp alle cellule
indipendente dalla presenza di uno specifico anég®uesto puo derivare
sia dalla incapacita degli anticorpi di riconoscglieantigeni sia dal fatto che
le particelle stesse possono interagire in modeaspo con le cellule;

Inoltre vi sono altri fattori estrinseci che possanfluenzare i risultati ottenuti. Fra
questi si possono ricordare i seguenti:

e Il numero di cellule che gli immunologi avevano maate non erano nella
proporzione dichiarata cioé non erano 50:50. Questrollo sembra essere
infatti abbastanza difficile.

* | lavaggi, durante la preparazione dei vetrini, 80no state efficaci e alcuni
nanosistemi sono risultati essere presenti ancheseavevano aderito alle
cellule. Questa considerazione deriva dal fatto ich@lcuni casi si sono

rivelati segnali SERRS anche dove non c’erano aelliele;
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» La statistica ottenuta su un centinaio di celluletrgbbe non essere
sufficiente dato che il modo in cui si distribuivate cellule sul vetrino non
rispettavano le proporzioni di quelle inizialmemb@scolate. Bisogna infatti
ricordare che gli immunologi eseguono statistickanglo circa un milione di
cellule poiché gli strumenti, come i citofluorimetroperano in modo
automatico, mentre gli strumenti Raman ancora raTo sstati pensati per

guesto tipo di misure.

Un’ultima annotazione riguarda il fatto che l'asale stata fatta dopo alcuni mesi
che le cellule erano state incubate e fissate strinv. Questa situazione potrebbe
essere causa di una evoluzione degli aggregatadicplle all’interno dei sistemi
cellulari per esempio con disaggregazioni o diffusi che possono causare
incertezze sull'identificazione dei segnali stessi.

Il risultato complessivo sembra comunque incoraggigpoiché quanto atteso e
anche parzialmente quanto € stato osservato, @& phrtaso della seconda
preparazione in cui entrambi i segnali sono statinosciuti con pari peso mentre

solo uno de due doveva essere quello prevalente.
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4.2 Misure Raman sui campioni del test ELISA

Come gia descritto nel paragrafo 3.6.2 il test LESstato condotto diminuendo la
quantita di lisato cellulare nei vari pozzetti (ddione del 50% ad ogni passaggio)
mentre la quantita di preparazione FB1 e stata enatd costante. Per ogni
concentrazione di lisato sono state effettuatepdaee in due diversi pozzetti.

In tabella 4.5 sono riportate le quantita di lissticogni pozzetto.

Quantita di lisato

Numero cellulare PC3 PIP FB1 TBST-BSA
pozzetto (PSMA+) ug/pozzetto ML/pozzetto | pL/pozzetto

1 1 his 20,00 5 95

2 2 bis 10,00 5 95

3 3 bis 5,00 5 95

4 4 bis 2,50 5 95

5 5 bis 1,25 5 95

6 6 bis 0,63 5 95

7 7 bis 0,31 5 95

8 8 bis 0,16 5 95

9 9 bis 0,08 5 95

10 10 bis 0,04 5 95

11 11 bis 0,02 5 95

12 12 bis 0,01 5 95

Controllo neg. 1 0,00 5 95

Controllo neg. 2 0,00 5 95

Controllo neg. 3 0,00 5 95

Controllo neg. 4 0,00 5 95

Tabella 4.5: dati sul test ELISA
Il contenuto dei diversi pozzetti & stato poi éitty su una membrana di nitrocellulosa

sulla quale, dopo I'asciugatura, era possibile ve@del occhio nudo la serie shot
corrispondenti ai pozzetti della piastra per it €sISA (vedi figura 4.9).
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Figura 4.9: a sinistra lo schema degglotsulla membrana di nitrocellulosa con il numero ohe
indica il rispettivo pozzetto di provenienza. A tlesuna foto della membrana, alcuni deggiotsono

visibili ad occhio nudo.

Contemporaneamente é stato condotto anche il tdStAEclassico: in figura 4.10 si
e cercato di riprodurre come appariva la piastratelst una volta terminato lo
Si

progressivamente diminuendo la quantita del lifaim a non essere piu visibile ad

sviluppo del colore. osserva che [lintensita deblore diminuisce

occhio nudo.
Spot 4 Spot 5 Spot 6
- 250pg 1.25 pg 0.63 g
lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto
Spot 4 Spot 5 bis Spot 6
2.50 g 1.25 ng 0.63 ng
o | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto
Spot 7 Spot 8 Spot 9 Spot 10 Spot 11 Spot 12
0.31 png 0.16 pg 0.08 pg 0.04 pg 0.02 pg 0.01 g
lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto
Spot 7 his Spot 8§ his Spot 9 Spot 10 bis Spot 11 bis Spot 12 bis
0.31 pg 0.16 ng 0.08 pg 0.04 png 0.02 pg 0.01 pg
lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto | lisato/pozzetto
Controlla Controllo Controllo Controllo
Megativo Negativo Negativo Negativo
1 2 3 4

Figura 4.10: riproduzione a colori della piastratdset ELISA classico dopo lo sviluppo.
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Le misure Raman-SERRS sulla membrana di nitrocsulsono state condotte
raccogliendo sei spettri per ogpotfocalizzando il laser sempre in punti diversi (a
differenza delle cellule, il lisato cellulare nosservabile al microscopio).

Tutti gli spettri sono stati raccolti utilizzanda lunghezza d’'onda a 632.8nm con una
potenza del laser pari al 10% di quella massimateampo di acquisizione di 10
secondi e obiettivo 20x.

| conteggi riportati si riferiscono al picco a 1587* del Texas Red.

Nel grafico seguente (fig. 4.11) si riportano inlioata i conteggi rilevati facendo la
media dei sei spettri registrati per ogspot e in ascissa la quantita di lisato
corrispondente.

35000 4 Il segnale medio TR spot 1-12

B scgnale medio TR spot 1bis-12bis
obiettivo 20x

30000

25000

20000

conteggi

15000

Conteggio medio dei

10000 — controlli negativi

5000

© N
v ry{} QO QF QY Qg [\ [\ Y

ug lisato/pozzetto

Figura 4.11: confronto tra i segnali SERRS negbt1-12 e lbis-12bis.

Nel grafico in figura 4.12 invece viene riportatandamento globale dei conteggi
medi rispetto alla concentrazione di lisato. Intipea e stata calcolata la media
dell'intensita dei segnali registrati per ogni c@ppdi spot avente la stessa

concentrazione.
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40000 — Il Media dei segnali tra gli spot
contenenti la stessa quantita di lisato
cellulare.

35000 H

30000 —H
25000 —H

20000 H

conteggi

15000 — Conteggio medio dei

] controlli negativi
10000

5000 -

RS © © o g

2 "3 © Q > 2 ¥ \ Vv >
LN N o? oY & Ny NS & ) i~ ) )

ug lisato/pozzetto

Figura 4.12: andamento globale dei conteggi megetio alla quantita di lisato cellulare.

Da entrambi i grafici in figura 4.11 e 4.12 e pbdsi osservare che la quantita piu
bassa di lisato per la quale é stato rilevato umeggio al di sopra del limite di

sensibilita (rappresentato dalla retta nera oritzden di ordinata pari al conteggio
medio dei controlli negativi) & pari a Oy

In figura 4.13 invece si riporta lo stesso tipagdifico delle figura 4.12 ma con i dati

provenienti dal test ELISA classico per un confoont

Saggio ELISA classico di controllo

18

16

1.4 1

08 +

Assorbanza

0,6 -

04 -

02

- Limite di sensibilita

20 10 5 25 1,25 053 031 0,16 u,os' 0,04 002 001 CIRL (assorbanza del controllo)

pg lisato/pozzetto

Figura 4.13: istogramma con i dati del test ELIS#ssico.

Nell’istogramma in figura 4.13 'andamento dei valdi assorbanza € simile a
quello dei conteggi di figura 4.12 ma la sensiilitel test sembra essere piu bassa
perché I'assorbanza piu bassa al di sopra diitaleel corrisponde a 0.34 di lisato,
un valore quasi 2 volte superiore.
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Una migliore confronto tra i dati raccolti si putitemere riportando in un grafico in
ascissa i valori delle quantita di lisato in sdalgaritmica mentre in ordinata i punti

corrispondenti ai conteggi o alle assorbanze rildfig. 4.14 e 4.15).

®  Media dei segnali tra gli spot contenenti

40000 la stessa quantita di lisato cellulare

35000

30000

L

‘5 20000 +
[ i
o
£ 15000
o
o 1 0,16 pg . . .
10000 4 Contegglo mgdlp dei
| 0,01ng \ ﬁ controlli negativi
5000 - \ # /
0 L
-5000 —— ——— ———r ———r
0,01 0.1 1 10

g lisato/pozzetto

Figura 4.14: grafico che riporta in ascissa la ¢jtedi lisato in scala logaritmica e in ordinata i

conteggi medi dei segnali tra gotcontenenti la stessa quantita di lisato cellulare.

1,6

] ®  Valori di assorbanza ricavati dal
1,44 test ELISA classico u

1,24 ]
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assorbanza dei

0,64 . S
controlli negativi

Assorbanza

0,4

__ 0,01ug 0,16ug \' u
0,2 1 \ \ ]
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0,01 0,1 1 10
ug lisato/pozzetto

Figura 4.15: grafico che riporta in ascissa la gjteadi lisato in scala logaritmica e in ordinata i

'assorbanza medie tra i pozzetti contenenti lassteuantita di lisato cellulare.

Anche tra i grafici in figura 4.14 e 4.15 si nota dtesso andamento di risposta
all'aumentare della quantita di lisato cellularglire si osserva chiaramente che nel
test ELISA condotto con le nanostrutture il primojo al di sopra dei conteggi medi

dei controlli negativi corrisponde a 0.1§ di lisato mentre per 'ELISA classico il
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primo punto al di sopra dell’assorbanza media deitrolli negativi corrisponde a
0.31ug.

Conclusioni sul test ELISA condotto con la preparaibne FB1 in confronto con

il test ELISA classico

Il test ha portato risultati soddisfacenti poic€LISA condotto con le nanostrutture
(in questo caso solo FB1) ha portato ad un’aumdalia sensibilita di circa 2 volte
rispetto al test classico ed e inoltre stata dinatstla capacita diargeting delle
nanostrutture.

Miglioramenti del risultato possono certamente espeevisti.

Alcuni dei problemi riscontrati riguardano gipotsulla membrana di nitrocellulosa,
che sono troppo grandi rispetto al fuoco del las@uesto comporta che debbano
essere effettuati piu spettri Raman-SERRS in pdimgrsi dello stessspot Capita
spesso infatti che spostandosi da un punto atyaltsegnale sia diverso poiché le
particelle sono presenti in modo non omogeneo éeanm solo aggregato di
particelle pud generare segnali significativi. tn@luna dimensione minore degli
spot favorirebbe una maggiore concentrazione degliegggr e quindi un aumento
di segnale e maggiore sensibilita.

Al momento in cui € stata scritta questa tesi Barpreparazione che é stata utilizzata
nel test ELISA e la FB1 e ha fornito risultati nolhcoraggianti. In futuro saranno
testate anche tutte le altre preparazioni meneoiblema deglspottroppo grandi e
al momento in via di risoluzione.

I nanosistemi come quelli visti potrebbero quindsere una valida alternativa
all'attuale procedura di esecuzione del test atassn quanto grazie all’effetto
SERRS la sensibilita viene aumentata. Inoltre nigngma dimenticare che il vero
punto di forza consisterebbe nella possibilita degrire 'ELISA in modalita
multiplexing in modo da poter rilevare piu antigeni in un unisaggio, cosa

attualmente molto difficile nel test classico.
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5. CONCLUSIONI

In questa tesi sono stati progettate e create hattose a base d'oro adatte al
riconoscimento specifico di antigeni che vengonaraespressi dalle cellule
tumorali del cancro alla prostata.

Nanoparticelle d’oro con un diametro di circa 20mono state ottenute da un
dischetto massivo con un metamp-down I'ablazione laser in soluzione.

Le nanoparticelle cosi create, disperse in acqudve di molecole tensioattive sulla
loro superficie, sono state poi fatte aggregareli @iggregati, utilizzati come
substrato, sono stati poi funzionalizzati con uticanpo e un colorante per poter
svolgere contemporaneamente attivitéadgetinge imaging

Durante la descrizione del procedimento per laesintlei nanosistemi sono stati
esposti anche degli esperimenti utili per ottimiezBaggregazione e l'intensita del
segnale Raman-SERRS.

Sono state quindi realizzate cinque preparaziorstimgte all’utilizzo nel test
immunologico ELISA di tipssandwichallo scopo di aumentarne la sensibilita.

Nel presente progetto sono riportati i risultatiutia di queste cinque preparazioni
sulla quale e stato impiegato I'anticorpo perdbnoscimento dell’antigene PSMA.
Dopo aver effettuato il test ELISA con un procedimoeedel tutto simile a quello
classico, il contenuto dei vari pozzetti é stalindio su una membrana sopra la quale
successivamente, usando la spettroscopia SERR& statn registrati gli spettri del
colorante con cui era funzionalizzata la preparazio

| dati ottenuti hanno mostrato un andamento similguelli del test classico e cio
dimostra che le nanostrutture create possiedonaebuapacita diargeting inoltre
la sensibilita e stata incrementata di 2 volte.

Risultati  incoraggianti sono stati ottenuti ancinell'imaging in modalita
multiplexing di cellule tumorali del cancro alla prostata. Laedpreparazioni
utilizzate, differenti per il tipo di anticorpo eep il colorante con cui erano
funzionalizzate, hanno mostrato una buona capdcitargetinge i segnali SERRS

registrati erano intensi e adatti atfagingin modalitamultiplexing
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