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INTRODUZIONE MODIFICAZIONE DELLE AuNP-CITRATO CON PSS
L'impiego di nanoparticelle di oro (AuNP) nella bioanalisi suscita estremo interesse in virtu della 0.25
elevata area superficiale che conferisce loro una notevole reattivita e delle proprieta ottiche . " — PT—
fortemente dipendenti dalla dimensione delle particelle nonché dalla distanza inter-particella. Lo standard di _oro utilizzato,  disponibile 0.20 1 AUNP-PSS
Le AuNP hanno coefficienti di estinzione di circa 3 ordini di grandezza superiori rispetto ai commercialmente, e  stabilizzato ~ per  via g
comuni coloranti organici. La banda di assorbimento caratteristica (Surface Plasmon Band SPB) ¢ elettrostatica mediante adsorbimento di ioni citrato. s
dovuta all'eccitazione dell'oscillazione coerente del gas di elettroni della banda di conduzione sulla Laggiunta d 25”5,10/0“0 standard di oro ad una g 0l
superficie delle NP per effetto dell'interazione con il campo elettromagnetico della radiazione C.Onc.;.mrﬁz'one I el -h ﬁnon d.compor’rba. Va:'az'%m 7
incidente[1]. In seguito ad aggregazione, la SPB evidenzia un calo di intensita e allo stesso tempo f‘lg:;,ﬂl;?al;indzesgg iﬂim:;«is»r'icaazi:grr'\?i? 5020Cnr§ "o
si profila un secondo picco a A piu elevate. Il primo picco, a lunghezze d'onda prossime a quelle '
delle particelle singole, & attribuito all'eccitazione plasmonica quadrupolare tipica di sfere o oo oo o 200
accoppiate, mentre il secondo picco a A maggiori & attribuito alla risonanza plasmonica dipolare Lunghezza d'onda (nm)
delle AuNP. Man mano che diminuisce la distanza interparticellare il primo picco si indebolisce T . . . . .
mentre il secondo picco si intensifica e subisce uno shiprpr'ogressivo a IF:mgheEze d'onda maggiori. Aumento della stabilita delle AuNP in seguito ad aggiunta di sali
Il massimo shift e osservato lin cor'r'isponde'nza di una dis‘ranzg in’rer'par’ricellllare che approccia lo o scarsa stabilita conferita alle AUNP ad opera del
zero e che quindi massimizza l'interazione elettrodinamica tra le nanoparticelle [2]. (0 SEATSE STERT ope 0.18
Il processo di aggregazione delle AuNP pué essere indotto da amminoacidi in possesso di gruppi citrato e documentata dalla aggregazione sperimentata 016 AINP:PBS 50 i pH & 5 PES 19 (1)
funzionali aggiuntivi rispetto al gruppo a-ammino (ammine, imidazoli, tioeteri o tioli) [2]. Tale per aggiunta di L‘?’“W"Z. f°5f°|*° PBS .5‘12 mM con |
peculiarita sta alla base di metodiche analitiche per la rivelazione colorimetrica di diversi cS:onseguen’re' perdita_ci _ qualunque informazione < 012
NS - ) , : ) ] . pettrale. L'aggiunta di PSS 1% al fampone preserva la =
amminotioli [3]. Di recente l'uso di AuNP rivestite con un fluorosurfatante nonionico ha soluzione colloidale dall'aggregazione g
consentito la determinazione di omocisteina e cisteina, essendo altre biomolecole quali glutatione, ' ' =T g ooy
cisteinglicina e glucosio incapaci di indurre aggregazione [4]. Da cio si intuisce che per poter g 008
ottenere una certa selettivita in questo tipo di rivelazione & indispensabile stabilizzare al meglio AINP-PSS 19 - (PDS 50 mM pH 8 + PSS 194+ NaCI 25 ) (1:1 004
le AUNP giacché l'analita, per indurre il processo di aggregazione deve spostare |'anione adsorbito AUNPLPSS 19  (PBS S0 T pH 8.+ PSS 19 + Nac1 100 mh) (11 "o
. . AuNP-PSS 1% : (PBS 50 mM pH 8 + PSS 1% + NaCl 250 mM) (1:1) 0.00 -
sulla Super"ﬁ(:le colloidale. 0.16 AUNP-PSS 1% : (PBS 50 mM pH 8 + PSS 1% + NaCl 500 mM) (1:1) 400 500 660 200 800
A tale scopo, in questo lavoro di ricerca si é studiata I'aggregazione, indotta da omocisteina, di 44 /) Lunghezza d'onda (nm)
AuNP stabilizzate mediante polls’rlr'ensolfona‘ro R, (PSS). L'impiego di un pollele’r’rr'oll‘ra -
dovrebbe di fatti comportare una stabilizzazione maggiore dei colloidi in quanto di natura El
elettrosterica, ovvero allo stesso tempo elettrostatica e sterica. Inoltre a differenza di % ZZZ . Utilizzando il PSS & possibile estendere la
surfatanti, o piu in generale di polimeri, non ionici, il ricorso ad un agente stabilizzante in grado di S s stabilita delle AuNP a valori di concentrazione
conferire una carica netta alle AuNP dovrebbe consentire la possibilita di combinare la metodica £ ., ionica relativamente elevati. Il processo di
di rivelazione messa a punto con una tecnica di separazione quale |'elettroforesi capillare per la 000 ] L aggregazione inizia a manifestarsi per aggiunta
determinazione dell'omocisteina in campioni reali. 002 ] | | T * di NaCl 250 mM al tampone fosfato 50 mM.
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AGGREGAZIONE DELLE AuNP-PSS INDOTTA DA OMOCISTEINA

Influenza del pH (5-8) e della concentrazione di tampone (25-100 mM) sulla cinetica di aggregazione

. . . ey N\ . . AuNP-PSS
I composti contenenti funzionalita tioliche possono formare un 0.20 —— AUNP-PSS + HCys 125 UM dopo 40 s
guscio incapsulante sulla superficie delle AuNP mediante legami di di carica dell'omocisteina & tale d pH 5 NP res« Hom oM dpeamn ||
UuNP- + HCys 12.5 uM dopo 3 min
1_. 1_ l 1_ L d f . l_‘_\ . d h . . l.'o STGTO’ I carica ) e OmOClSTeina e. Ta e a —AuNP-PSS+HCy512.5uMdopoSmin_ 0.14 -
incapsulanti e essenziale al fine di indurre il cross-linking delle AuNP lintervallo di pH esplorato 3 AUNP-PSS + HCys 125 ubdopo 30 min | @ 00 |
. . . NEN . . . 1. . . 5 —— AuUNP-PSS + HCys 12.5 uM d 60 mi :
e quindi la loro aggregazione. Cio avviene in sequito all'instaurarsi di < 010 : Ghataiabatin = 0109
interazioni elettrostatiche a due punti (NH;*, COO-) tra i gruppi ) B~ = 0.8 -
switterionici liberi di AuNP vicine [5] 7oon o0 oo 05 5
: H;N—CH HoN—CH HaN—CH HaN—CH @ 0051 2 0%
] {|3H:1 - fT“Hz Py -(:?.H — ?Hz < < 0.04 -
- : 'lep pk, =2.22 ‘|3H? p CH, pRa= 10.86 CH, 0.00 o]
5 SH SH '5- S '
< oo T FE i ‘ ‘ ‘ 0.00 : : :
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# pH: rapida cinetica di aggregazione; a valori di pH piu acidi si osserva una scarsa stabilita temporale dello spettro di assorbimento
che tende ad abbassarsi in tutto l'intervallo spettrale come conseguenza del sopravvenire della precipitazione delle AuNP.
# concentrazione di tampone: con I'aumento di tale parametro si e riscontrato un incremento modesto nella velocita di aggregazione

Curva di calibrazione M Condizioni ottimali di lavoro: fampone PBS 100 mM pH 8; lunghezza d'onda di rivelazione 600 nm;tempo di osservazione 2 minuti.

> R2=0.99624
> Sensibilitd: (6.97+0.25) mAU/pM
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Analita Interazione con AuNP-PSS
(12.5 uM) (pH 5 - pH 8)
o L-lisina x/“\/>)\ Non induce aggregazione
[Heys] (uM) | [Heys] Glutatione ii Non induce aggregazione
Assorbanza misurata a 600 nm in funzione della » :
concentrazione di Heys. Tampone: PBS 100 mM pH 8 _ _ i Induce aggrengione (cinetica Ieggermen're
Cisteina ”Sﬁ"” pitl lenta rispetto all'omocisteina)
CONCLUSIONI Cistina f\ﬁwy”\m. Induce aggregazione (cinetica lenta)
. . O NH, NH, O . . .
Nel presente lavoro di ricerca si e studiata I'aggregazione, indotta da un analita di notevole Omocistina fo-tdron, o, sson, on, on—d-on  Lhduce aggregazione (cinetica lenta)
rilevanza clinica quale I'HCys, di AuNP stabilizzate mediante PSS. Uno studio di ottimizzazione
delle variabili sperimentali che influenzano la cinetica di aggregazione ha consentito di 1 6-esanditiolo SHCH;(CH3)4CH;SH Non induce aggregazione
ottenere una curva di calibrazione con linearita estesa fino a 10 pM ed una sensibilita pari a
(6.97+0.25)x103 u.a./uM. Analizzando la selettivita della rivelazione colorimetrica nei
confronti dell'HCys si e notato che l'aggregazione avviene anche per la cisteina. Nel caso delle . - .
forme ossidate di tali amminoacidi (omocistina e cistina) la cinetica risulta invece decisamente Riferimenti Bibliografici
rallentata. Il glutatione, pur possedendo al suo interno la cisteina, non induce aggregazione . . _ ) . . . )
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