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Rezumat

Interactiunea nanoparticulelor cu biomoleculele si microorganismele este un domeniu in
expansiune a cercetdrii stiintifice. In acest domeniu, o temi putin explorati este
interactiunea nanoparticulelor metalice cu virusurile. fn aceasti lucrare, vom demonstra
ca nanoparticulele de argint interactioneaza cu HIV-1, aceasta interactiune fiind
dependenta de marimea nanoparticulei, atasarea nanoparticulelor de virus fiind posibil
doar pentru nanoparticule cu dimensiunea de 1...10nm. Aranjamentul spatial regulat al
nanoparticulelor pe suprafata virusului, distanta intre centrele nanoparticulelor atasate, si
faptul ca fractiile sulfuroase din nodurile glicoproteinelor ar fi locuri privilegiate pentru
interactiunea cu nanoparticulele, sugereaza faptul ca nanoparticulele de argint
interactioneaza cu virusul HIV-1 prin alipirea preferentiald in nodurile glicoproteinei

GP120.

Datorita acestei interactiuni, nanoparticulele de argint inhiba legarea virusului de celulele

gazda, asa cum s-a demonstrat in vitro.

Generalititi

Nanotehnologia ne da capacitatea de a controla proprietatile
materialelor prin controlul asupra dimensiunilor acestora,
fapt car ea condus cercetarile catre o multitudine de utilizari
potentiale ale nanomaterialelor [1]. in stiintele biologice, sunt
de asemenea studiate multe aplicatii ale nanoparticulelor
metalice, cum ar fi biosenzorii [2], etichete pentru celule si
biomolecule [3], precum si terapii pentru cancer [4].

S-a demonstrat ca in cazul nanocristalelor metalelor nobile,
proprietatile electromagnetice, optice si catalitice sunt
influentate in mod determinant de forma si dimensiunile
acestora [5-7], ceea ce a dus la dezvoltarea unor modalitati de
sinteza care sd permitd un control mai bun al acestor
proprietati [8-13]. S-au sintetizat astfel nanomateriale ale
metalelor nobile prin diverse metode, cum ar fi metode
speciale de arc electric [14], bioreductie [9], precum si
sinteze fazice din solutii [8, 10-13].

Printre nanomaterialele metalelor nobile, nanoparticulele de
argint au beneficiat de o atentie largita, datorita proprietatilor

lor fizico-chimice deosebite. Rezonanta plasmonica de
suprafatd, sectiunea efectiva de Tmprastiere mare a
nanoparticulelor individuale de argint, fac din ele candidati
ideali pentru bioetichetare [15], unde pot fi exploatate
fenomene precum amplificarea superficiala a imprastierii
Raman (SERS). In plus, toxicitatea prezentati de citre argint,
aflat in diverse combinatii chimice, asupra
microorganismelor, este binecunoscuta [16-18], iar
nanoparticulele de argint sunt cunocute ca un material
antimicrobian promitator [19].

Din aceste motive, precum si pe baza cercetarilor noastre
anterioare privitoare la interactiunea nanoparticulelor
metalelor nobile cu biomoleculele, am decis sa studiem
interactiunea nanoparticulelor de argint cu virusurile. in
continuare, prezentam primele rezultate ale ceretarilor
noastre, si anume faptul ca nanoparticulele de argint
interactioneaza dimensional dependent cu HIV-1.



Rezultate

Fig.1 Fotografia prin microscopie electronicia (TEM) de transmisie a
nanoparticulelor acoperite cu o pelicula de carbon: a) Imagine TEM a mostrei
preparate prin dispersarea in apa deionizata a pulberii primite de la producator,
prin ultrasonicizare. Se observa aglomerarea nanoparticulelor in interiorul
matricei peliculare din carbon. b)imaginea TEM a nanoparticulelor in afara
matricei peliculare. Se poate observa o dispersie mare a formei acestora. c-f):
Nanoparticule de argint cu diverse morfologii: c-dodecaedral , d-icosaedral, e-
elongata, f-octaedral. g) Imagine TEM de inalta rezolutie a matricei peliculare de
carbon, dupa eliberarea nanoparticulelor (n.t.)

Caracterizarea preparatelor de nanoparticule de argint
Proprietatile fizico-chimice ale nanoparticulelor sunt foarte
dependente de interactiunea lor cu moleculele agentului de
acoperire[21] (n.t.: desi acest fapt este adevarat, exista studii
in care s-a aratat ca in anumite cazuri, acoperirea
nanoparticulelor cu agenti de protectie sau modificatori
functionali poate determina o anumita toxicitate si aparitia de
efecte secundare la folosirea acestora in vivo). Intr-adevar,
chimia de suprafata a nanoparticulelor poate modifica
interactiunea lor cu sistemele. Pentru acest motiv, am testat
nanoparticule de argint cu trei chimii de suprafata foarte
diferite (n.t.: datorita agentului de acoperire): peliculd de
carbon, poli(N-vinil-2-pirolidond) (PVP) si albumina serica
bovina (BSA).

Nanoparticulele acoperite cu peliculd de carbon au fost
obtinute de la Nanotehnologies Inc., si utilizate fara
tratamente suplimentare. Aceste nanoparticule sunt integrate
intr-o matrice peliculara de carbon care le previne
aglomerarea pe timpul sintezei. Esantionul de nanoparticule
astfel primit consta intr-o pulbere neagra fina. Pentru
obiectivul prezent, pulberea primita a fost dispersata in apa
deionizatd prin ultrasonicizare. Analiza TEM arata ca
nanoparticulele tind sd se aglomereze in interiorul matricei
peliculare din carbon, desi un procentaj mare sunt eliberate
de catre acesta in baia ultrasonica (fig. l1a-f). Nanoparticulele
eliberate din matrice sunt in principal nanoparticule cu
suprafata libera, i s-a observat ca doar nanoparticulele care
au iesit din aceastd matrice interactioneaza cu HIV-1.

Interactiunea nanoparticulelor cu matricea peliculara de
carbon este suficient de slaba, astfel incat chiar si simpla
focalizare a fluxului electronilor ejecteaza in afara matricei
acele nanoparticule care nu au fost eliberate prin
ultrasonicizare. In fapt, dupa acest experiment se observa
intreaga distributie a marimiii acestor nanoparticule, pentru
referintd putandu-se consulta Fisierul Aditional 1. Analiza
prin microscopie electronica prin transmisie de inalta

rezolutie eliberate din matricea peliculara de carbon prin
ultrasonicizare au o distributie de marime de 16,19
+/-8,68nm (fig. 2a-b). Prin eliberarea restului de
nanoparticule din matrice prin focalizarea fasciculului de
electroni a TEM, marimea medie obtinuta a fost de 21+/-
18nm. Aditional, analiza TEM a aritat ca proba este compusa
din diverse morfologii (fig. 1c-f) (n.t. aceste observatii se
refera strict la esantioanele de nanoparticule primite de la
producatorul respectiv, ele fiind dependente de tehnologia de
fabricatie).

Nanoparticulele acoperite cu PVP au fost realizate prin
metoda poliolicd, utilizad glicerina atat ca agent de reducere
cét si ca solvent. In aceasti etoda, un precursor metalic este
dizolvat intr-un poliol lichid, in prezenta unui agent de
acoperire precum PVP [22]. PVP este un polimer liniar si
stabilizeaza suprafata nanoparticulei prin aderarea cu inelul
pirolidonic. Studiile realizate in infrarosu (IR) precum si cele
de spectroscopie fotoelectronica cu raze X (XPS) au aratat ca
atat atomii de azot cat si cei de oxigen ai inelului pirolidonic
pot promova adsorbtia lantului PVP la suprafata argintului
[23]. Distributia de marime a particulelor din esantion a fost
obtinuta prin imagini de microscopie in camp intunecat de
unghi larg (HAADF). Nanoparticulele au prezentat o marime
medie de 6,53+/-2,41nm (fig. 2d-¢).

Nanoparticulele de argint conjugate direct cu moleculele
proteinei BSA au fost sintetizate in solutie apoasd. Albumina
serica este o proteind globulara si este cea mai abundenta
proteind din plasma sanguind. Albumina serica bovina (BSA)
este un singur lant polipeptidic compus din 583 fractii
aminoacide[24]. Mai multe astfel de fractii aminoacide au
grupdri sulfuroase, azotate sau oxigenate, care pot stabiliza
suprafata nanoparticulei, cele mai puternice interactiuni cu
argintul fiind date de catre gruparile 3-5 tiol ale fractiilor
cisteinice, mecanism care este mediat de utilizarea
borohidratului de sodiu, un puternic agent reducator, BSA
protejand astfel steric nanoparticula prin dimensiunea ei mare.
Distributia de marime a particulelor din esantion a fost
obtinuta prin imagini de microscopie in camp intunecat de
unghi larg (HAADF). Aproape 75% din nanoparticulele de
argint conjugate cu BSA au prezentat o marime medie de
2,08+/-0,42nm, existand insa si un procent ridicat de
particule cu dimensiune mai mare, aducand media totala la
3,12+/-2nm (fig. 2g-h).

Spectroscopia UV-VIS este un instrument valoros pentru
caracterizarea structurala a nanoparticulelor de argint. Este
binecunoscut faptul ca spectrul de absorbtie optica a
nanoparticulelor este dominat de rezonanta plasmonica de
suprafata (SPR), a carei maxim se deplaseaza cétre lungimi
de unda mari odata cu cresterea dimensiunii particulei [25].
Este de asemenea cunoscut ca absorbanta nanoparticulelor de
argint depinde in primul rdnd de forma si marimea acestora
[26, 27]. In general, numarul vérfurilor SPR scade odati cu
cresterea simetriei particulei [27]. Recent, Schulz si
colaboratorii [28] au corelat spectrul de absorbtie al
nanoparticulelor de argint individuale cu marimea (in
domeniul 40-120nm) si forma lor determinata de TEM (sfere,
discuri, piramide trunchiate, decaedre). Ei au sesizat ca
nanoparticulele de argint sferice sau aproximativ sferice,
decaedrele si cele pentagonale absorb in spectrul albastru (n.t.
aparand astfel galbene in lumina transmisa), piramidele
trunchiate absorb in domeniul verde a spetrului (n.t. aparand
rosii), iar discurile absorb in domeniul lungimilor de unda
rosii (n.t. aparand verzi). In toate cazurile, lungimea de unda
a varfului SPR creste cu dimensiunea nanoparticulei, asa cum
era de asteptat.
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Fig.2 Preparate de nanoparticule de argint: a) Imagine TEM a nanoparticulelor de argint cu suprafata libera, dupa eliberarea din matricea peliculard de carbon, prin dispersarea
pulberii primite de la producitor in apa deionizata prin ultrasonicizare. b) Distributia marimii nanoparticulelor cu suprafata libera, obtinuta prin analiza TEM. c) Spectrul UV-VIS
al nanoparticulelor de argint cu pelicula de carbon. d) Imagine HAADF a nanoparticulelor acoperite cu PVP. e) Distributia marimii nanoparticulelor acoperite cu PVP, obtinuta
prin analiza TEM. f) Spectrul UV-VIS al nanoparticulelor de argint acoperite cu PVP. g) Imagine HAADF a nanoparticulelor acoperite cu BSA. h) Distributia marimii
nanoparticulelor acoperite cu BSA, obtinuta prin analiza TEM. i) Spectrul UV-VIS al nanoparticulelor de argint acoperite cu BSA.

Spectrele UV-VIS pentru toate preparatele de nanoparticule
sunt prezentate in figura 2. Toate esantioanele prezinta un
minim la aproximativ 320nm, care corespunde lungimii de
unda la care partile reale si imaginare ale functiilor
dielectrice ale argintului sunt aproape nule [27]. In cazul
nanoparticulele din esantionul celor acoperite cu carbon, se
evidentiaza patru varfuri, la 400, 490, 560 si 680 nm, asa cum
se vede in fig. 2c. Semnatura optica a acestui esantion poate
fi mai bine inteleasa prin prisma distributiei de marimi si
forme observata la analiza TEM. Asa cum am mentionat
anterior, distributia de forme si marimi este larga, doar putine
particule prezentand o simetrie sferica. Prezenta
nanoparticulelor cu sectiuni transversale triunghiulare sau
pentagonale poate fi responsabild pentru varfurile de
absorbtie la lungimi de unda mari.

Pe de alta parte, nanoparticulele de argint acoperite cu PVP
sau BSA prezinta cate un singur varf, la 450, respetiv 390nm.
Aceasta aratd ca ambele preparate sunt compuse din
nanoparticule de argint cu forme aproximativ sferice si
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dimensiuni mici. Este totodata cunoscut ca pentru
nanoparticule latimea varfului de absorbtie este de asteptat sa
creascd, aceastd latime fiind invers proportionala cu
diametrul particulei [29]. Rezultatele pentru nanoparticulele
acoperite cu BSA sunt conforme cu asteptarile, fiind prezent
doar un varf larg si simetric la circa 390nm. Pe de alta parte,
spectrul pentru nanoparticulele de argint acoperite cu PVP,
nu este simetric in jurul lungimii de unda a maximului de
absorbtie. In fapt, curba acestui spectru poate fi descompusi
in doud curbe, una centratd la 430nm si alta centrata la
520nm. Varful de 430nm poate fi atribuit rezonantei dipolare
a argintului, indicand prezenta particulelor sferice cu
diametru mic. In plus insa, sinteza nanoparticulelor prin
metoda poliolicd favorizeaza formarea nanoparticulelor
multifatetate, nanoparticulele decaedrice fiind cele mai
stabile din punct de vedere termodinamic [23]. De aceea,
deplasarea spre lungimi de unda rosii a maximului este
datorata atat prezentei nanoparticulelor cu dimensiuni mai
mari, dar si prezentei particulelor decaedrale, cu sectiuni
transversale pentagonale.



Interactiunea cu HIV-1

Pentru studiul interactiunii nanoparticulelor de argint cu
HIV-1 s-a folosit microscopia in cdmp intunecat de unghi
larg (HAADF) cu microscop electronic prin transmisie,
aceasta dovedindu-se o tehnicd puternicé pentru analiza
esantioanelor biologice, cum ar fi bacteriile[30] sau
proteinele[20] interfatate cu nanoparticule anorganice.
Imaginile HAADF sunt obtinute in principal prin datorita
electronilor care au suferit imprastiere Rutherford. Ca
rezultat, contrastul imaginii este dat de diferentele intre
numdarul atomic [31], cu o intensitate variind cu patratul
acestuia. Ca o buna aproximatie, elementele ugoare apar
intunecate, iar cele grele apar luminoase. Datoritd diferentei
mari intre numerele atomice, nanoparticulele de argint pot fi
distinse cu usurintd de virus.

in figura 3 sunt prezentate imaginile HAADF ale virusului
HIV-1 cu (3a) si fara (3b) nanoparticulele de argint atasate.
Pentru detalii experimentale complete, se poate urmari
sectiunea "Metode experimentale".Prezenta argintului a fost
confirmata separat si prin EDS (spectroscopie cu raze X
energetic dispersiva), dupa cum se arata si in figura 3c. in
mod interesant, marimea nanoparticulelor atasate virusului
(fig. 3d) a fost exclusiv in intervalul 1-10 nm. In cazul
nanoparticulelor eliberate din matricea peliculara de carbon,
faptul ca nu s-a observat ca vreuna din nanoparticulele
cudiametrul mai mare de 10 nm sa se ataseze virusului este
semnificativ, din moment ce aproximativ 40% din totalul de
nanoparticule au dimensiuni superioare acesteia. Aceasta
aduce o dovada puternica a dependentei de dimensiune a
acestei interactiuni.

Aditional, nanoparticulele vazute in figura 3a, nu sunt atasate
aleator pe suprafata virusului, fiind observate regularitati
spatiale intre grupele de cate trei nanoparticule. Atat
aranjamentul spatial al nanoparticulelor, cat si dependenta de
mirime a interactiunii pot fi explicate pe baza cunoasterii
anvelopei virusului HIV-1.

Exteriorul virusului este format dintr-o membrana lipida,
presarata cu noduri glicoproteice protuberante, formate din
lanturi compuse din doud subunitati: glicoproteina
superficiald GP120este expusa exteriorului si glicoproteina
membranara GP41, care strabate membrana virala si
conecteazd GP120 de proteina matriceald interna P17[32].
Functia principala a acestor noduri proteice protuberante
realizate de catre GP120 este de a se lega de receptorii CD4
ale celulelor gazda. in anvelopa virald sunt prezente si alte
proteine, insa nodurile date de GP120 sunt cele mai expuse
unor potentiale interactiuni cu nanoparticule.

Leonard si colaboratorii [34] ca subunitatile GP120 au 9
legaturi disulfit, dintre care 3 sunt localizate in apropierea
domeniului de legatura cu CD4. Aceste legaturi disulfit
expuse ar fi locurile cele mai favorabile pentru interactiunea
dintre nanoparticula si virus. Asa cum s-a prezentat anterior,
nanoparticulele din figura 3a par sa fie localizate in pozitii
specifice, cu relatii spatiale regulate intre grupe de trei
particule. Aranjamentele spatiale observate sunt corelate cu
pozitia nodurilor glicoproteinei GP120 in modelul structural
al HIV-1 propus de Nermut si colaboratorii [32].

Relatiile spatiale regulate pot fi deasemenea observate pe
suprafata netratata a virusului, aga cum se poate observa in
aranjamentul din figura 1b. Contrastele intunecate observate
in aceste locuri ar putea indica locatiile nodurilor
glicoproteice. Asa cum s-a prezentat anterior, contrastul in
imaginile HAADF este puternic dependent de diferentele in
numdrul atomic. Acesta nu este Tnsd singurul factor care
determind contrastul imaginii. Daca materialul este compus

din elemente cu numere atomice similare, asa cum este cazul
constituentilor organici ai virusului, variatii locale ale
densitatii vor produce variatii de contrast notabile.
Majoritatea anvelopei virale este formata din molecule
lipidice dens impachetate. in cazul nodurilor glicoproteice
insd, este de asteptat existenta unei zone de densitate mai
scazutd, datoritd prezentei glicoproteinei transmembranare
GP41 in locul denselor molecule lipidice. De aceea, aceste
zone ar trebui sd apard mai intunecate decat restul anvelopei
virale.

S-a determinat ca spatierea intre nodurile glicoproteice este
de circa 22nm [35]. in aranjamentul din figura 3a, valoarea
medie masurata intre centrele nanoparticulelor atasate
virusului este de circa 28nm, care este corelatd cu spatierea
asteptatd intre nodurile glicoproteice. Valoarea medie a
distantei intre micile zone intunecateprezente pe virusul
netratat este de 22nm, fapt ce sugereaza iarasi ca aceste locuri
sunt nodurile glicoproteinei GP120.

Presupunand ca locurile preferentiale de interactiune sunt
fractiile sulfuroase ale nodurilor glicoproteinei GP120, exista
doar un numar limitat de legaturi pe care le poate realiza o
nanopartiuld. Numarul limitat al locurilor stabilizatoare
explica de ce nu se observa atasarea de virus a
nanoparticulelor de dimensiuni mai mari. Presupunand ca
fiecare nanoparticuld interactioneaza cu un singur nod
glicoproteic si ca fiecare nod invecinat este ocupat de o
nanoparticuld, din consideratii geometrice, limita teoretica
superioard pentru aceste nanoparticule ar fi de circa 20nm.
Totusi, daca o nanoparticuld cu diametrul mai mare de 14nm,
care este diametrul unui astfel de nod glicoproteic [35] s-ar
atasa virusului, doar o mica parte a suprafetei totale a
nanoparticulei arfi ancoratd, rezultdnd o interactiune mai
putin stabila. Astfel, daca interactiunea nanoparticulelor de
argint cu HIV-1 se realizeaza prin legarea acesteia de
nodurile glicoproteinei GP120, ne-am astepta sa gasim mai
ales nanoparticule cu diametrul mai mic de 14nm legate de
suprafata virusului, ele beneficiind de cele mai stabile
interactiuni de suprafatd, ceea ce corespunde indeaproape cu
observatiile noastre, care aratd ca diametrul maxim al acestor
particule este de 10nm.

Cu toate cd mecanismul prin care HIV-1 infecteazi celulele
gazda nu este pe deplin cunoscut, sunt doi pasi in acest
mecanism considerati critici pentru aceasta: primul pas
consta in legarea lui GP120 la receptorii specifici CD4 de pe
membrana celulei gazda. Dupa legarea la CD4, o modificare
structurala este indusa in GP120, rezultand in expunerea unor
noi centri de legétura pentru alti receptori ai celulei gazda,
cum ar fi CCR5 sau CXCR4 [36-38]. Un agent care ar
interactiona preferential cu GP120 ar bloca legarea virusului
de celula gazda. Pentru aceasta, am masurat efectele
inhibitoare ale nanoparticulelor de argint asupra HIV-1, in
vitro.

Capacitatea nanoparticulelor de argint de a inhiba activitatea
infectioasa a HIV-1 a fost determinata prin testarea pe celule
CD4+MT-2 si celule raportor cMAGI HIV-1. Pentru detalii
experimentale complete, a se vedea vedea sectiunea
"Metode". Efectele citopatice ale infectiilor CD4+MT-2 au
fost analizate prin microscopie opticd, apreciindu-se formarea
syncytium-ului, asa cum este descris in [39, 40], precum si
prin infectarea HIV-1 a celulelor cMAGI, utilizand tehnica
"Blue Cell" [41,42]. Citotoxicitatea preparatelor de
nanoparticule asupra celulelor MT-2 a fost realizatd prin
"Tripan Blue" [43]. Pentru toate cele trei preparate, la
concentratii de nanoparticule de argint de peste
25microgram/ml, infectivitatea virala a fost redusa pana
acolo incat nu a putut fi detectatd formarea syncytium-ului,
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Fig.3 Imaginile HAADF ale virusului HIV-1: a) imaginile virusului expus nanoparticulelor de argint conjugate cu BSA. Sublinierea evidentiaza aranjamentul spatial regulat intre
grupurile de trei nanoparticule. b) imaginile virusului fara tratamentul cu nanoparticule. Sublinierea arata aranjamentul spatial regulat observat pe suprafata virusului netratat. c)
analiza EDS a cazului din imaginea a), aratand prezenta argintului. Semnalul C provine atat din grila suport a TEM ct si de la virus, O si P sunt de la virus, Na,Cl si K sunt
prezente in mediul de culturd, Ni si Si provin de la grila suport TEM, iar Cu este atribuit suportului esantionului. d) distributie dimensionald compusa a nanoparticulelor legate de

suprafata virusului, provenita din toate esantioanele.

asa cum este reprezentat grafic in figura 4. Pentru fiecare
preparat de nanoparticule s-a gasit o dependenta de doza a
infectivitatii virusului HIV-1 astfel incat dozei IC50 ii
corespunde doar o citotoxicitate relativ scazuta (n.t. aceasta
citotoxicitate poate fi corelata si cu acoperirea
nanoparticulelor de argint cu materialele respective).

Cu toate ca rezultatele privind interactiunea cu HIV-1 au fost
aproape similare in cazul celor trei chimii de suprafata,
toxicitatea i rezultatele inhibitorii nu au fost la fel.
Diferentele in tendintele inhibitorii asupra HIV-1 pot fi
explicate prin diferenta intre agentii protectori folositi.
Nanoparticulele protejate cu BSA si PVP prezintd un efect
inhibitor mai redus, pentru ca suprafata nanoparticulei este
legati la substanta respectiva si incapsulati de ea. In contrast,
nanoparticulele eliberate din matricea carbonica au un efect
inhibitor mai ridicat, datorita suprafetei libere semnificativ
mai mari. Deoarece un numar semnificativ al acestor
nanoparticule prezinta suprafete aproape libere, sunt capabile
sa interactioneze mai puternic cu celulele gazda, ceea ce
creste toxicitatea lor. In mod clar, selectia agentilor de
incapsulare va fi cruciald pentru cercetarile viitoare ale

interactiunii nanoparticulelor cu virusii, bacteriile, precum si
cu biosistemele mai complexe, existand totodata multe
variabile care trebuie testate, precum prezenta pe termen lung
a nanoparticulelor, impactul urmelor de molecule precursor
precum si a prezentei produsilor secundari de reactie (n.t.
acestea din urma, desi foarte importante, nu constituie o
problema in cazul nanoparticulelor de argint produse pe cale
electrochimica).

In concluzie, s-a gisit c nanoparticulele de argint
interactioneaza dependent de formad cu HIV-1, si ca
particulele legate prezinta distributii spatiale regulate.
Aceasta duce la concluzia ca nanoparticulele realizeaza
legaturi preferentiale cu nodurile glicoproteinei GP120 din
anvelopa virald. Nanoparticulele de argint inhiba
infectivitatea HIV1 in vitro, ceea ce suporta presupunerea
noastra privind interactiunea preferentiald cu GP120. Probele
pentru sustinerea acestui mecanism de interactiune sunt
indirecte, fiind realizate in continuare testdri pentru a
determina categoric daca are loc o conjugare intre GP120 si
nanoparticulele de argint.



a).

i)
\\
g0
=,
o 60 ]
g
&
S ]
20 8
—#— Carbon costed siker nenopartides
~&-- PYP costed silver nanoparicles
—-w— RSA rnated siver nannparticks
0

001 01 1 10

== = &
F s
8 i \ 4
¥
N
1%}
g " 1
1
2 A
= 1
= " — ]
& —a— Carbon coated siver nanops Micles iy
o PMP coated silver nanopatticles ]
= = BSA coated silver nanopariicles 1
0 1‘_
A
1
!
o
0.0 04 1 10

Silver concentration (pg/mL)

b)-

80 -
=
=]
‘A OB0F
E
5
40 -
&
20
—e— Carhon costed sl et nanopartides
~ - PP eoated silver nanopartizles
—-x— BSA coated silver nanoparticles

0 3
oot Q1 1 10 100

Silver Concentration (ugfmL)
d ) 100

80 4
Y
g Y
o 60 . |
o ‘\
g \
= ]
J m 3 4
® —e— Carbon coated siver nanoparticles
-2« PVP coated slver nanoparticles
g BEA coated silver nanopadicles
20
0 v

0 01 1 10

Silver Concentration (ugimL)

Fig.4 Inhibarea HIV-1 si toxicitatea: a) aprecierea formarii mediate de catre HIV-1a syncytium-ului in celulele MT-2. b) Procentajul transmisiei HIV-1 in celulele cMAGIL.
Toxicitatea preparatelor de nanoparticule fata de celulele MT2 a fost determinata utilizand Tripan Blue. Mostrele au fost incubate la 37 de grade, iar celulele au fost evaluate prin
microscopie electronica dupa c) 3 ore si d) 24 de ore de la expunerea la nanoparticule.

Metode

a)culturile de celule si tulpinile HIV-1

Tulpina de laborator HIV-111IB a virusului HIV-1, un tip X4
(wt) a fost obtinutd prin AIDS Research and Reference
Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH. Linia de
celule CD4+ MT-2 a fost obtinutad de la American

Type Culture Collection. Celulele raportoc cMAGI HIV-1 au
fost un dar generos al dr. Phalguni Gupta, de la universitatea
din Pittsburgh. Toti ceilalti reagenti au fost de cea mai buna
calitate disponibila.

Celulele cMAGI au fost cultivate in mediu lichid DMEM
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (1X), fara
fosfat si piruvat de sodiu. Mediul de cultura a continut
4500mg/1 D-glucoza si L-glutamina (Invitrogen, Paisley,
UK), cu 10% ser fetal de vitel (FCS), 0,2mg/ml geneticina
(G418) 51 0,1 pg/ml puromicina. Celulele MT-2 au fost
cultivate in RPMI 1640, continadnd 10% FCS si antibiotice.

1zolatii clinici primari HIV-111IB au fost propagati pe
subcultura in celulele cMAGI i MT-2. HIV-1IIIB a fost
glicerind. Odata cu dizolvarea PVP-ului s-a crescut
temperatura la 140°C. Dupa 30 minute s-au adaugat 2ml de
Ag2S04 0,015M si s-au lasat sa reactioneze 1 ora.

reprodus conform "DAIDS Virology Manual for HIV
Laboratories", versinea 1997, alcatuita de divizia AIDS a
"National Institute of Allergies and Infectious Diseases and
the National Institute of Health". [...]

b)sinteza celor trei preparate de nanoparticule
Nanoparticulele acoperite cu carbon utilizate in acest studiu
au fost obtinute de la Nanotechnologies Inc. si utilizate fara
un tratament suplimentar. Pentru mai multe informatii
privind sinteza acestor nanoparticule, vizitati
www.nanoscale.com.

Nanoparticulele de argint acoperite cu PVP au fost sintetizate
prin metoda poliolica, utilizand glicerina atat ca agent
reducator, cat si ca solvent. Sulfatul de argint (Ag2S04) si
poli (N-vinil-2-pirolidona) (PVP-K30, masa moleculara
40000) au fost cumparate de la Sigma Aldrich, iar 1,2,3
propantriolul (glicerina, >99%) au fost cumparate de la
Fischer Chemicals, toate materialele fiind utilizate fara
tratament suplimentar. Pe scurt, s-au adaugat adaugat 0,2g de
PVP intr-un balon cu fund rotund, urmata de addugarea a 30g
de

Nanoparticulele de argint direct conjugate cu molecule de
proteine BSA au fost produse dupd cum urmeaza: azotatul de
argint, AgNO3 (0,945M), borohidrura de sodiu (NaBH4,
99%) si etanol de grad spectrofotometric au fost achizitionate
de la Aldrich. BSA a fost achizitionata de la Fischer, si



utilizata fara tratament suplimentar. Pe scurt, borohidrura de
sodiu a fost addugata unei solutii apoase continand azotat de
argint si BSA, simultan cu o agitare puternica. Raportul
molar Ag+:BSA a fost 28:1, iar masa molara Ag+:BH4 a fost
1:1. Volumul de reactie a fost de 40ml, si a continut
13,5umol BSA. Reactia a durat 1h, dupa care produsul a fost
purificat prin precipitare la -5°C, urmata de filtrarea in etanol
rece.

¢) caracterizarea diferitelor preparate de nanoparticule
Analizele TEM au fost realizate cu un microscop HRTEM
JEOL 2010F, echipat cu un tun Schottky si piese polare de
inalta rezolutie (Cs 0,5mm), unitate STEM si detector
HAADF, operand la 200k V. Pe scurt, o picatura din fiecare
esantion de nanoparticule de argint a fost plasata pe o sitd de
cupru acoperita cu carbon si ldsatd la evaporat. Distributia de
dimensiuni pentru fiecare preparat de nanoparticule a fost
obtinuta prin analiza TEM asupra a 400 de particule,

respectiv 600 1n cazul preparatului BSA.
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