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Lista de notatii

NP nanoparticule

Fe;0q4 magnetita

FDA Food and Drug Administration (Agentia de Administrare a Alimentelor
s1 Medicamentului din Statele Unite ale Americii)

PEG poli(etilen glicol)

@ core-shell (miez-invelis)

RMN imagistica de rezonanta magnetica nucleara

CT computer tomograf

ADN acidul dezoxiribonucleic

GEM gemcitabina

DOX doxorubicina

SAED selected area electron diffraction (difractie de electroni pe arie selectiva)

TEM microscopie electronica prin transmisie

ATD analizd termogravimetrica

EDX spectroscopia de radiatie X cu dispersie in energie

SEM microscopie electronica de baleiaj

PIXE Particle-induced X-Ray emission

XRD difractie de raze X

MTT bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu

MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazoliu)

PI iodura de propidiu

BrdU Bromodeoxiuridinad

v- H2AX forma fosforilata a proteinei histonice X din familia H2A

PBS Buffer fosfat salin

DMF factor de modificare a dozei

JCPDS Joint Committee on Powder Diffraction Standards (Comitetul Unit
pentru Standarde de Difractie pe Pulberi)

MEM Minimum Essential Medium Eagle

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

FBS Ser fetal bovin

Pimo Pimonidazol

2D bi-dimensional

3D tri-dimensional

Cuvinte cheie: nanoparticule de magnetita, anti-tumoral, chimiosensibilizare,
radiosensibilizare.
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I. Studiul critic al datelor de literatura

In ultimii ani, nanoparticulele (NP) de magnetita (Fe;04) au atras un deosebit interes,
in special in zona aplicatiilor medicale orientate spre implementare clinica, multe dintre acestea
fiind deja aprobate spre utilizare de catre Agentia de Administrare a Alimentelor si
Medicamentului din Statele Unite ale Americii (Food and Drug Administration, FDA) in
aplicatii precum diagnosticarea clinica [1], tratamentul cancerului prin hipertermie [2] sau
combaterea deficientelor de fier (Fe) [3]. Acest fapt a fost posibil datoritd urmatoarelor
proprietdti: biocompatibilitatea [4], biodegradabilitatea [5], proprietatile magnetice [6] si
usurinta In functionalizare [7]. Pe langa proprietatile avantajoase pe care le prezinta,
nanoparticulele de magnetitd au niste dezavantaje majore, date de aglomerarea rapida,
reactivitatea chimicd, energia de suprafatd ridicatd, oxidarea, ceea ce poate altera
biocompatibilitatea acestora, proprietatile si performanta. Pentru a preveni aceste evenimente
nedorite, diferite metode de functionalizare a suprafetei au fost aplicate [8].

Diferite incercari de functionalizare a nanoparticulelor de magnetita au fost Intreprinse
in literatura de specialitate. Printre acestea, conjugarea nanoparticulelor de magnetita cu
polimeri poate fi realizata atat prin metode in sifu, cat si post-sinteza. Este des intlnit In cazul
metodei de co-precipitare pentru sinteza de nanoparticule de Fe;O4 sa se introduca molecule de
polimer in solutia de precipitare, pentru a determina simultan nucleatia, cresterea si
functionalizarea nanoparticulelor [9, 10]. In acest caz, apar in special legituri non-covalente
(forte electrostatice) intre polimeri si nanoparticulele de magnetitd. Aceastd metoda este
preferatd in cazul aplicatiilor pentru livrarea de medicamente. Pe de altd parte, metoda de
functionalizare post-sinteza porneste de la nanoparticule de magnetita sintetizate anterior, care
pot fi conjugate cu diferiti polimeri prin intermediul gruparilor hidroxil existente pe suprafata
lor. Acestea sunt de cele mai multe ori reactii de condensare, o posibilitate fiind formarea de
legaturi esterice.

In dezvoltarea unei aplicatii medicale bazate pe nanoparticule de Fe;Oy4 este important
sd se demonstreze functionalitatea sistemului propus, iar acest fapt se realizeaza initial pentru
modele biologice simple, care simuleaza anumite conditii din organismul uman. In general,
acest proces de evaluare incepe cu testarea in vitro, realizata pe diferite culturi de celule
relevante pentru studiu, intr-un mediu controlat. In mod conventional, acestea sunt de tip 2D.
Culturile de celule sunt modele excelente pentru studiile mecanistice de biologie celulara si
moleculara, ale fiziologiei si biochimiei celulelor, efecte ale medicamentelor si compusilor
toxici, respectiv mutageneza si carcinogeneza. Comparativ cu modelele 2D in vitro, modelele
3D au cateva avantaje majore ce provin din faptul ca celulele tumorale sunt organizate similar
ca In modelele in vivo. Astfel, expresia proteica, cea genicd, gradientul de proteine,
semnalizarea celulard, migrarea celulara si rdspunsul la tratamentul medicamentos sunt similare
cu cele intalnite in vivo.

O potentiald abordare in imbunatatirea eficientei tratamentului cancerului este folosirea
nanotehnologiei. Avantajul utilizarii nanoparticulelor este acela ca, odata ajunse in circulatia
sistemicd, pot sa atingd zona tintd, tesutul tumoral, nu doar printr-un transport pasiv, ca
majoritatea farmaceuticelor disponibile clinic, ci poate fi implementat un transport activ,
specific. Astfel, transportul pasiv se refera la efectul de permeabilitate si retentie marita in zona
tumorala, ce este explicat prin defectele existente in arhitectura vaselor de sange din aceasta
zond, dar si a drenajului limfatic defectuos. Transportul activ, pe de altd parte, poate fi obtinut
fie prin ghidaj magnetic sau prin aplicarea diferitilor agenti de functionalizare care sa asigure
specificitate nanoparticulelor pentru a se prinde de receptori de pe suprafata celulelor tinta.

Conjugarea cu alti compusi poate imbogati multi-functionalitatea acestor nanomateriale
si implementarea de proprietati, precum internalizarea crescuta si/sau specifica in celule
canceroase [11, 12], dar poate ajuta si la modularea profilului de eliberare a substantei active:
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(1) prin protejarea medicamentului, (2) prin intarzierea eliberarii sau (3) prin eliberarea
substantei active la comanda (mediati de pH, temperatura, lumina, enzime biologice, etc.). In
acest sens, polietilen glicolul (PEG) a fost utilizat in mod intensiv 1n aplicatiile farmacologice
datorita proprietdtilor precum: (1) solubilitatea ridicatd in medii apoase; (2) minimizarea
fenomenului de opsonizare; (3) functia de spacer pentru diferite molecule si agenti de tintire,
care minimizeaza interactiunile non-specifice.

Terapia cancerului ce utilizeazd radiatie presupune livrarea unei doze mari in zona
tumorala, astfel incat cresterea celulelor tumorale sa fie maxim inhibatd, dar, in acelasi timp,
incercand sa se protejeze celulele sanatoase inconjuratoare. Atunci cand se folosesc elemente
cu numar atomic mare ca si radio-sensibilizatori, acestea absorb majoritatea radiatiei, fata de
tesutul inconjurdtor si, datorita efectelor fotoelectric si Compton, elibereaza fotoni cu energie
redusa, electroni secundari Auger si electroni secundari de energie redusa. Aceste radiatii
secundare cresc productia de specii reactive de oxigen, insd, in cazul nanoparticulelor ce pot
interactiona direct cu ADN-ul, este favorizatd formarea interactiunilor, a legaturilor sau
intercalarea in lantul ADN [13]. In cea ce priveste efectele biologice, radio-sensibilizarea se
manifestd prin influenta asupra a trei cai de semnalizare celulard implicate in: (1) stresul
oxidativ, (2) disruptia ciclului celular si respectiv (3) inhibarea reparariit ADN-ului [14].

In ciuda interesului crescut pentru utilizarea nanoparticulelor ca sisteme de eliberare
controlata si radiosensibiliztori in practica clinica, implementarea acestora nu a fost realizata
inca [15]. Unul dintre neajunsurile care Tmpiedica translatia in clinicad a acestor aplicatii
medicale o reprezinta tintirea non-specifica. O altd problema o reprezinta abilitatea de retinere
intracelulard a nanoparticulelor in urma penetrarii stratului bilipidic si a trecerii in
compartimentele citoplasmatice.

II.  Contributii originale

Justificarea alegerii temei

Cancerul este o patologie complexa determinata de lezarea persistenta a unui fesut sau
de interactiuni de tip gazda-mediu. In 2017, la nivel mondial, cancerul a reprezentat cea de a
doua cauzi a mortalitatii dupa bolile cardiovasculare [16, 17]. In Romania, la nivelul anului
2018 au fost inregistrate peste 80000 noi cazuri de cancer [18]. In acest context, una dintre
preocuparile majore in ceea ce priveste cercetarea biomedicala o reprezintd dezvoltarea de noi
metode pentru tratamentul cancerului, care sd aducd un raspuns Tmbunatatit, in conditiile
reducerii efectelor adverse si al sporirii confortului pacientului.

Scopul principal al prezentei lucrari a fost de a construi si evalua nano-sisteme
multifunctionale pe baza de nanoparticule de magnetita pentru eliberarea de substante active
(chimioterapeutice) in vederea modularii chimice si radiologice a raspunsului celulelor
tumorale.

Obiective specifice:

(1) Obtinerea si caracterizarea fizico- chimica a transportorilor pe baza de magnetita;
selectarea si optimizarea sistemelor;

(2) Obtinerea unui efect anti-tumoral in vitro al nanoparticulelor pe baza de magnetita
specific unei anumite linii celulare tumorale;

(3) Obtinerea unui efect anti-tumoral in modele tumorale tri-dimensionale in vitro al
nanoparticulelor pe bazd de magnetita;

(4) Masurarea eficientei de internalizare a nanoparticulelor pe bazd de magnetita in
raport cu prezenta sau absenta radiatiei ionizante;
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(5) Caracterizarea mecanistica a eficientei de internalizare a nanoparticulelor pe baza
de magnetitad n raport cu prezenta sau absenta radiatiei ionizante;

(6) Obtinerea unui efect anti-tumoral in vitro al nanoparticulelor pe baza de magnetita
in prezenta sau absenta radiatiei ionizante;

(7) Caracterizarea mecanisticd a actiunii nanoparticulelor pe bazd de magnetita, in
prezenta sau absenta radiatiei ionizante, in raport cu efectele asupra starii celulelor
tumorale (faza a ciclului celular sau moarte celulara).

Contributii privind proiectarea, sinteza si caracterizarea nanoparticulelor de tip Fe;O4

Pentru sinteza nanoparticulelor de tip Fe;O4 utilizate in acest studiu, s-a ales metoda co-
precipitarii [19], datoritd avantajelor pe care le prezintd, precum reproductibilitate, randament
mare al sintezei, usurinta de realizare si costurile scizute. In vederea functionalizarii acestor
nanoparticule au fost abordate ambele metode, in situ, respectiv post-sinteza. De asemenea,
medicamentul cu efect anti-tumoral a fost introdus in sistemul pe baza de nanoparticule de
magnetitd, prin: (1) conjugare directd de grupdrile functionale terminale ale Fe;Os, utilizand
ambele abordari in situ si post-sinteza, cat si (2) inglobare intr-un strat polimeric.

Nanoparticule functionalizate in situ cu gemcitabina

Caracterizarea gradului de cristalinitate si identificarea probelor rezultate a fost realizata
cu ajutorul difractiei de raze X (XRD) (Fig. 11.1) si a difractiei de electroni pe arie selectata
(SAED) (Fig. I1.3. C). Interferentele de difractie au fost indexate utilizand fisa JCPDS nr. 19-
0629, ca fiind corespunzatoare pentru magnetitd. Prezenta substantei chimioterapeutice
organice nu a afectat cristalinitatea nanoparticulelor si nu a indus alte modificari
semnificative in ceea ce priveste compozitia fazala a probelor.
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Fig. I1.1. Spectrul de difractie de raze X al Fig.I1.2. Cinetica de eliberare a medicamentului
Fe;0, si Fe;04@GEM; [20] Gemcitabina din nanoparticule de tip

Fe;0,@GEM; [20]

Analiza termogravimetrica a fost utilizata pentru a masura cantitatea fazei organice de
gemcitabind, ce interactioneaza cu nanoparticulele de magnetita, pe baza diferentei de masa ce
a rezultat in urma tratamentului termic aplicat Fe;O4@GEM. Astfel, a rezultat o reducere a
masei de 6,8% datorata degradarii GEM.

Microscopia electronica prin transmisie (TEM) (Fig. I1.3) a dat mai multe informatii cu
privire la morfologia si cristalinitatea nanoparticulelor, functionalizate si nefunctionalizate. Din
imaginile de naltd rezolutie TEM (Fig. I1.3. B), un grad nalt de cristalinitate pentru ambele
probe a fost observat, in cazul nanoparticulelor Fe;O4@GEM, Gemcitabina acoperind
individual fiecare nanoparticuld, formand un strat amorf si continuu la suprafata Fe;Os,



Nanobiomateriale multifunctionale

rezultdnd structuri de tip core-shell. Fig. 11.3.B evidentiaza planul cristalin (220) de 0,29 nm,
caracteristic pentru faza magnetita [21].

20 1/nm

Fig. I1.3. Imagini (A) TEM, (B) HRTEM si (C) spectru SAED pentru Fe;O4@GEM. [20]

Comportamentul nanoparticulelor de Fe;O4 functionalizate cu GEM in doua medii de
cultura pentru celule (DMEM si MEM) a fost evaluat, prin investigarea stabilittii
nanoparticulelor si a diametrelor hidrodinamice pentru un interval de dilutii de la 0,25 la
0,025% nanoparticule. A fost evidentiata stabilitatea coloidald Tnaltd a solutiilor stock (1%
nanoparticule in apd distilatd): potentialul Zeta -32,69 mV, diametrul hidrodinamic mediu
176,9(x15) nm. Diametrele hidrodinamice ale Fe;O4@GEM in DMEM complet au fost
cuprinse in intervalul 218-280 nm si potentialul Zeta intre -12 si -23 mV pentru intervalul de
concentratii investigat. Nanoparticulele de Fe;O4@GEM suspendate in MEM complet au
demonstrat valori ale potentialului zeta peste 20 mV si o stabilitate ridicatd, in comparatie cu
suspensiile realizate in DMEM, pe cand diametrul hidrodinamic a fost intre 238 si 270 nm.
Indicii de polidispersitate au fost mai mici ca 0,3, ceea ce este un indicator pentru sisteme
monodisperse [22]. Nanoparticulele de magnetita functionalizate cu GEM au demonstrat
eliberarea medicamentului Tn mediul Inconjurator in primele 24h, asigurand Tn mod potential o
prezenta mai indelungata a medicamentului in fluxul sangvin.

Nanoparticule functionalizate in situ cu doxorubicina

Difractia de raze X a dus la obtinerea unui spectru caracteristic fazei minerale magnetita
(standardul JCPDS numarul 19-0629 [23]), fara a se detecta prezenta unei alte faze secundare.
De asemenea, introducerea doxorubicinei in sistemul de reactie nu a afectat compozitia sau
cristalinitatea probelor. Cantitatea de medicament care a interactionat cu nanoparticulele de
oxid de fier a fost determinata prin analiza termogravimetrica si a fost de 0,415% doxorubicina.

Investigatiile TEM si HR-TEM au evidentiat prezenta doxorubicinei in nanoparticulele
conjugate, formand o masa slab cristalind continua in jurul agregatelor inalt cristaline (Fig. I1.4.
B) rezultand structuri de tip core-shell. Gradul inalt de cristalinitate (Fig. I1.4. C) a fost
confirmat prin metoda de difractie a electronilor pe arie selectatd (SAED). Spectrele SAED au
fost in concordantd cu spectrele XRD. Analizele de difractie cu raze X, HR-TEM si SAED au
demonstrat cd prezenta doxorubicinei in mediul de reactie nu a modificat cristalinitatea si nici
compozitia compusului obtinut.

Comportamentul Fe;04@DOX in mediu biologic a fost studiat prin masurarea
potentialului Zeta si a diametrului hidrodinamic al constructelor, utilizind mediu MEM complet
in conditii standard de temperaturd si umiditate. Nanoparticulele de magnetitd conjugate cu
doxorubicina au demonstrat a fi inalt stabile (potential Zeta -36,79 mV) si au avut un diametru
hidrodinamic de 108,3 nm. Masuratorile dilutiilor Fe;04@DOX in mediul de cultura (500, 100,
respectiv 10 ug/mL) au ardtat o buna stabilitate a nano-constructelor Incarcate negativ (potential
zeta -26,67 mV pentru cea mai mare concentratie).
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Fig.11.4. TEM, HR-TEM si SAED pentru nanoparticulele de Fe;04 (A-C), respectiv pentru
Fe;0,@DOX (D-F). Cinetica de eliberare a doxorubicinei din Fe;0,@DOX in medii cu valori diferite
ale pH-ului; datele sunt prezentate ca medie+SEM; linia punctatid marcheaza intensitatea fluorescentei

masurata Intr-o solutie de DOX de concentratie echivalentd cu cea Inglobata in Fe;0,@DOX; figura
adaptata dupa [24];

Studiul cineticii de eliberare a doxorubicinei in medii cu pH relevant biologic a relevat
ca substanta chimioterapeutica este eliberatd gradual in PBS pana la 72 h de incubare avand o
eliberare exponentiala in primele 16h (Fig. I1.4. dreapta). Rezultatele au demonstrat ca
medicamentul este eliberat intr-o manierd invers proportionald cu pH-ul mediului in care s-a
realizat masuratoarea.

Nanoparticule functionalizate post-sinteza cu doxorubicina

Masuratorile spectrofotometrice realizate pentru restul mediului apos in care s-a realizat
inglobarea medicamentului doxorubicind in nanoparticulele de Fe;O4, au demonstrat cd o
cantitate nesemnificativd de DOX a interactionat cu aceste nanoparticule, atat dupa 24, cat si
dupa 48h timp de reactie. Mai mult, investigatiile de fluorimetre au sustinut aceste observatii.

Nanoparticule functionalizate in situ cu polietilen glicol

Difractia de raze X a fost utilizata a determinat identificarea interferentelor de difractie
corespunzatoare pentru magnetitd (fisa JCPDS nr. 19-0629), precum si gradul inalt de
cristalinitate al nanoparticulelor. Aceste observatii au fost confirmate prin spectrele SAED si
microscopia HR-TEM (Fig. I1.5- I1.8. c-d). Microscopia electronicd prin transmisie a fost
utilizata pentru a evalua morfologia nanoparticulelor de tip Fe;O4 functionalizate in situ cu
polietilen glicol de diferite mase moleculare. Astfel, nanoparticulele Fe;O4- PEG 4K, 6K,
respectiv 20K au prezentat o morfologie sferica (Fig. IL.5, 11.6, 11.7), avind diametre:
11,028+2,447 nm pentru Fe;O4- PEG 4K, 12,33+2,748 pentru Fe;O4- PEG 6K, respectiv
12,932+4,023 nm pentru Fe;O4- PEG 20K. Prin cresterea masei moleculare a polimerului la
35K, morfologia nanoparticulelor a fost puternic afectatd, acestea crescand in dimensiune
(17,523£10,55) si avand o forma rombica (Fig. I1.8). In plus, a fost observati prezenta unor
nanoparticule de dimensiuni foarte mici si forma sferica (Fig. 11.8), ce au rezultat probabil
datorita unei functionalizari incomplete.

Eficienta de inglobare a medicamentului DOX 1n nanoparticulele rezultate a fost
determinata prin masuratori spectrofotometrice. Masuratorile au demonstrat un efect dependent
de masa moleculard a polimerului si de timpul de inglobare. Un efect semnificativ a fost
observat in cazul probei Fe;04-PEG 6K pentru care s-a obtinut o eficientd de inglobare a
medicamentului de 24,48% la 24h, respectiv 40,95% la 48h [25].
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Fig. IL.5. Imagini de microscopie electronicd  Fig. I1.6. Imagini de microscopie electronica prin

prin transmisie (a, b), microscopie electronica transmisie (a, b), microscopie electronica prin
prin transmisie de inalta rezolutie (c), respectiv transmisie de inalta rezolutie (c), respectiv
spectrul de difractie de electroni pe arie spectrul de difractie de electroni pe arie selectata

electatd (d) pentru proba Fe;O4- PEG 4K;

(d) pentru proba Fe;O4- PEG 6K; [25]
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Fig. I1.7. Iniagini de microscopie electronici  Fig. I1.8. Imagini de microscopie electronica prin

(333)

prin transmisie (a, b), microscopie electronica transmisie (a, b), microscopie electronica prin
prin transmisie de inalta rezolutie (c), respectiv transmisie de inalta rezolutie (c), respectiv
spectrul de difractie de electroni pe arie spectrul de difractie de electroni pe arie selectata
selectata (d) pentru proba Fe;O4- PEG 20K (d) pentru proba Fe;O4- PEG 35K;

Nanoparticule functionalizate post-sinteza cu poletilen glicol

Obtinerea Fe;O4@PEG 6K/ DOX a fost realizata printr-o metoda de sinteza in trei etape,
rezultand nanoparticule cu un grad nalt de cristalinitate (Fig. I1.9. A-C); acestea au prezentat
inele de difractie caracteristice pentru faza mineralogicd magnetica cu structurd spinelica, de
tip cubic cu fete centrate (Fig. I1.9. D)). Microscopia HR-TEM a confirmat datele referitoare la
cristalinitatea nanoparticulelor si au evidentiat prezenta planului (220) de 0,29 nm grosime (Fig.
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I1.9. D), caracteristic fazei mineraloge magnetitd. Functionalizarea post-sintezd a
nanoparticulelor de oxid de Fe cu polietilen glicol a determinat acoperirea individuala a NP cu
o faza organica de cristalinitate redusa, formand struturi de tip core-shell, precum in imaginile
de microscopie HR-TEM (Fig. 11.9. A-C, stratul de PEG fiind evidentiat cu sageti albe).
Eficienta de inglobare a medicamentului DOX in Fe;O4@PEG 6K/ DOX a aratat o valoare de
1,11 wt%.

Diametrul hidrodinamic mediu masurat a fost de 164,2 nm, iar masuratorile de potential
Zeta au aratat o buna stabilitate (14,8 mV pentru solutiile stoc, fard un tratament prealabil cu
ultrasunete). Cu toate acestea, Incarcarea DOX a determinat o crestere a diametrului
hidrodinamic si o modificare a sarcinii de suprafata catre valori negative. Ambele constructe
au fost sisteme de tip monodispers. Experimentele de eliberare au fost realizate in trei medii cu
valori diferite ale pH-ului, nanoparticulele Fe;04@PEG6K/ DOX demonstrand o eliberare
initiala rapida ce a fost independenta de valoarea pH-ului mediului (Fig. I1.10).
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Fig. I1.9. Caracterizarea structurald si compozitionala Fig. I1.10. Eliberarea DOX din constructele
a Fe;04@PEG 6K: (A) microscopie electronica prin Fe;0,@PEG6K/ DOX la 37°C (0-96h);
transmisie (TEM), bara de masura de 50 nm; (B) [26]
imagine TEM, bara de masura de 20 nm; (C)
microscopie TEM de nalta rezolutie, bara de masura
5 nm; (D) spectrul de difractie de electroni pe arie
selectatd (SAED); [26]

Selectarea nanoparticulelor pentru studii biologice

In vederea selectarii unor nanoparticule, dintre cele sintetizate anterior, pentru realizarea
de studii biologice de chimio- si/sau radio-sensibilizare a celulelor tumorale, s-au urmarit o
serie de parametrii rezultati in urma caracterizarii fizico-chimice a acestora, dar si In urma unei
caracterizari biologice preliminare.

Initial, studiul a pornit cu utilizarea a doud medicamente cu efect anti-tumoral, anume
gemcitabind si doxorubicind. Datoritd aplicabilitétii in tratamentul unei game variate de cancer
si a proprietatii de fluorescenta nativa, ce faciliteaza vizualizarea, s-a selectat medicamentul cu
efect chimioterapeutic doxorubicind ca si substantd activa-model 1n realizarea sistemelor
nanostructurate pe baza de nanoparticule de magnetita pentru sensibilizarea chimica si radio-
sensibilizarea celulelor tumorale.
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In ceea ce priveste nanoparticulele de magnetita functionalizate cu PEG, studiile de
caracterizare a NP obtinute prin conjugare in situ au relevat o variabilitate in ceea ce priveste
morfologia si omogenitatea probelor rezultate. Cel mai bun comportament biologic in vitro a
fost obtinut pentru proba Fe;04-PEG 6K, avand valori peste 80% ale viabilitatii la 48h. In ceea
ce priveste metoda de functionalizare, conjugarea post-sinteza a fost preferata in detrimentul
celei in situ, Intrucat in urma acestei metode au rezultat nanoparticule de tip core-shell,
cantitatea totald de DOX inglobata in 24h fiind de 1,11 wt% [26], pe cand nanoparticulele
Fe;04-PEG 6K/DOX (functionalizare in situ) au inglobat o cantitate de 0,49 wt% DOX [25].

I1.3. Contributii privind evaluarea potentialului de sensibilizare chimica a
nanoparticulelor de tip Fe;O4

I1.3.1. Evaluarea mecanismelor biologice pentru nanoparticule de tip Fe;Oy4
conjugate direct cu medicament

I1.3.1.1. Nanoparticule de tip Fe;O4 functionalizate in situ cu gemcitabina

Citotoxicitatea nanoparticulelor de magnetita functionalizate cu GEM (Fe;O4@GEM)
a fost evaluata pentru trei modele tumorale umane: BT474 carcinom mamar ductal uman (Fig.
I1.12), HepG2 carcinom hepatocelular uman (Fig. I1.13) si MG63 osteosarcom uman (Fig.
I1.14). Pentru a caracteriza aceste efecte, a fost ales un test in vitro bazat pe saruri de tetrazoliu,
ce vizeaza viabilitatea celulara. Efectul citotoxic al Fe;O4@GEM asupra celulelor tumorale a
fost caracterizat prin comparatia cu nanoparticule de magnetitd si tratamentul cu GEM
neconjugata, in concentratii echivalente, pentru trei perioade de analiza (24, 48, respectiv 72
h). Concentratiile de GEM neconjugata au fost calculate utilizand masuratorile TGA (capitolul
I1.2.3.2. Nanoparticule functionalizate in situ cu gemcitabind).

Pentru toate cele trei linii celulare, nanoparticulele nefunctionalizate de magnetita nu au
prezentat schimbari semnificative in ceea ce priveste viabilitatea, pentru toate perioadele de
expunere investigate (Fig. I1.12- II.14, graficele marcate cu pitrate de culoare neagra). Intr-
adevar, nanoparticulele de magnetitd s-au dovedit a fi biocompatibile (viabilitatea nu a fost mai
scazutd de 80%, conform ISO 10993-12:2001(E)).

In ceea ce priveste Fe;0,@GEM, in cazul liniei celulare BT474 (Fig. 11.12), rezultatele
au demosntrat cd au prezentat cu efect citotoxic (viabilitatea 60%, comparativ cu controlul),
incepand cu 24h de tratament, pentru cea mai mare concentratie echivalenta utilizata. Efectul
anti-tumoral a devenit mult mai pronuntat cu timpul, la 48 si 72 h dupa tratament. Activitatea
medicamentului, fie liber sau conjugat cu nanoparticule, a fost dependenta de timp si doza
administratd. Un efect potentator al nanoconjugatului, comparativ cu GEM libera a fost
observat pentru cea mai mare concentratie (0,15 mg/mL GEM concentratie echivalenta) pentru
toate intervalele de timp utilizate (Fig. I1.12).

Pentru celulele de tip HepG2 (Fig. 11.13), la 24 si 48 h dupa tratament, viabilitatea
celulard descreste usor in urma tratamentului cu GEM neconjugat si Fe;O4@GEM, fiind in
jurul valorii de 80%, comparativ cu controlul, fard a exista o dependentd semnificativa de
concentratie. Pentru cea mai mare concentratie echivalentd de GEM (0,15 mg/mL), efectul
produs de nano-conjugat a fost statistic semnificativ mai pronuntat fatd de GEM neconjugat,
efectul citotoxic fiind accelerat pana la 72h dupa tratament. La acest interval de timp,
viabilitatea a scazut cu 40%, in cazul Fe;O4@GEM, comparativ cu medicamentul neconjugat,
pentru cea mai mare concentratie echivalenta utilizata (Fig. 11.13. C).

Linia celulara MG63 osteosarcom uman este pozitiva pentru jonctiuni gap. GEM libera
a demonstrat a fi puternic citotoxica pentru aceste tipuri de celule, incepand cu cele mai scazute
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concentratii intreprinse in studiu (Fig. I11.14). Activitatea citotoxicd a GEM neconjugata a fost
mai proeminentd decat efectul indus de nano-conjugat. Cu toate acestea, Fe;O4@GEM s-a
dovedit a fi puternic citotoxic pentru cea mai mare concentratie echivalenta de GEM intreprinsa
(0,12 mg/mL), determinand o viabilitate de sub 40%, dupa 72 h de tratament.
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Fig. I1.12. Viabilitatea celulara pentru BT474, incubate cu GEM neconjugati, Fe;04@GEM si Fe;04
(concentratii echivalente de GEM), determinate la (A) 24h; (B) 48h si (C) 72h dupa tratament. [20].
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Fig. I1.13. Viabilitatea celulara pentru HepG2, incubate cu GEM neconjugata, Fe;0,@GEM si Fe;04
(concentratii echivalente de GEM), determinate la (A) 24h; (B) 48h si (C) 72h dupa tratament.
Rezultatele sunt exprimate ca procent din controlul netratat. [20].
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Fig. I1.14. Viabilitatea celulara pentru MG63, incubate cu GEM neconjugata, Fe;04@GEM si Fe;04
(concentratii echivalente de GEM), determinate la (A) 24h; (B) 48h si (C) 72h dupa tratament.
Rezultatele sunt exprimate ca procent din controlul netratat. [20].

Este cunoscut faptul ca, pentru GEM neconjugatd, internalizarea se realizeaza prin
intermediul transportorilor de tip nucleozide [27], in timp ce nanoparticulele anorganice pot sa
fie internalizate fie prin endocitoza, fie pot difuza direct in celule [28]. Modul in care
nanoparticulele interactioneaza specific cu cinetica acestor procese poate sa explice diferentele
pe care le-am observat in ceea ce priveste raspunsurile diferite obtinute pentru fiecare linie

celulara.
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Pentru investigatii ulterioare ale efectelor toxice date de Fe;O4@GEM, modificari in
morfologie au fost investigate. Microscopia electronica de baleiaj si spectroscopia cu energie
dispersiva de raze X au fost utilizate pentru a evalua localizarea sistemelor nanostructurate in
urma contactului cu celulele tumorale timp de 24h. In cazul celulelor BT474 (Fig. II.15),
imaginile de morfologie rezulate pe baza semnalului provenit de la electronii secundari (Fig.
II.15. B) evidentiaza prezenta agregatelor de nanoparticule la exteriorul celulelor (marcate cu
cercuri de culoare rosie). Acest mod de analiza evidentiaza elementele cu numar atomic mare
ca fiind mai luminoase (precum Fe), in timp ce elementele cu numar atomic mic (precum C)
sunt reprezentate cu nuante inchise. Patratul de culoare galbena (Fig. 11.15. B) delimiteaza o
zond ce este liberda de elemente luminoase, deci nu exista aglomerate extracelulare de
nanoparticule de Fe (prin comparatie cu imaginea de morfologie, rezultatd din semnalul
provenit de la electronii secundari- Fig. I1.15. A). Aceastd zona a fost supusa analizei de mapare
EDX. Similar cu Fig. II.15. B, in Fig. II.15. D sunt evidentiate agregate extracelulare de
Fe;04@GEM marcate cu ajutorul patratelor de culoare rosie (puncte de culoare verde cu
intensitate luminoasa crescutd). Patratul galben evidentiaza prezenta aglomeratelor de Fe, ce
corespund zonei din Fig. I1.15. B, unde nanoparticulele de Fe nu sunt observabile in exteriorul
celulei. Aceste aglomerate de Fe sunt acoperite cu un strat organic (Fig. I1.15. B). De asemenea,
aceastd zond marcatd cu patratul galben a fost supusd analizei cantitative EDX, compozitia
atomica elementald prezentdnd o concentratie de 0,33 % at Fe, cu o eroare de 18,47%.

Acelasi comportament a putut fi evidentiat si in cazul HepG2 (Fig. 1I1.16). Aici,
evaluarea cantitativa EDX a fost realizata pentru doud zone care s-su distins in mod clar prin
localizarea nanoparticulelor: zona 1 ce prezinta agregate de nanoparticule luminoase, situate n
exteriorul membranei celulare, iar zona 2 ce prezinta o arie reprezentatd in tonuri mai inchise
si este liberd de elemente cu numar atomic mare (Fig. I11.16. D). Rezultatele pentru analiza
compozitionald elementala cantitativd au ardtat o concentratie de 0,25% at Fe, cu o eroare de
23,09% pentru zona 1, respectiv 0,06% at Fe, cu o eroare de 62,01% pentru zona 2.

K
K

TITi FeFe

5 1
Energy(keV)

Fig. II. 15. Caracterizarea elementala calitativa si cantitativad pentru celule BT474 expuse la cea mai
mare concentratie de Fe;04@GEM, dupa 24 h de tratament: (A) imagine de morfologie rezultata
folosind semnalul provenit de la electronii secundari (méarire 1000x); (B) imagine de morfologie
rezultatad folosind semnalul de la electronii retroimprastiati (méarire 1000x); (C) harta elementala

pentru atomii de C pentru imaginea B; (D) harta elementald pentru atomii de Fe pentru imaginea B;

(E) spectrul EDX pentru imaginea B (patrat galben); cercurile rosii marcheaza zone cu aglomerate
extracelulare de nanoparticule; patratul galben marcheaza o zona libera de aglomerate extracelulare de
nanoparticule, ce a fost supusi analizei elementale cantitative; sagetile de culoare rosie marcheaza
prezenta Fe in zona pentru care s-a realizat analiza EDX. [20].
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Fig. I1.16. Caracterizarea elementala calitativa si cantitativa pentru celule HepG2 expuse la cea mai
mare concentratie de Fe;04@GEM, dupd 24 h de tratament: (A) imagine de morfologie rezultata
folosind semnalul provenit de la electronii secundari (marire 10000x); (B) harta elementald pentru
atomii de C pentru imaginea A; (C) harta elementald pentru atomii de Fe pentru imaginea A; (D)

imagine de morfologie rezultata folosind semnalul de la electronii retroimprastiati (marire 5000x); 1-

zona cu aglomerate de nanoparticule, situate in exteriorul membranei celulare; 2- zona libera de
elemente cu numar atomic mare; (E) spectrul EDX pentru imaginea D (zona 1); (F) spectrul EDX
pentru imaginea D (zona 2); cercurile rosii marcheaza zone cu aglomerate extracelulare de
nanoparticule; patratul galben marcheaza o zona libera de aglomerate extracelulare de nanoparticule;
patratul albastru marcheaza o zona in care nanoparticulele au fost atasate de substrtul de sticld; sagetile
de culoare rosie marcheaza prezenta Fe in zona pentru care s-a realizat analiza EDX. [20]
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Fig. I1.17. Caracterizarea elementala calitativa si cantitativa pentru celule MG63 expuse la cea mai
mare concentratie de Fe;O4@GEM, dupa 24 h de tratament: (A) imagine de morfologie rezultata
folosind semnalul provenit de la electronii secundari (marire 5000x); cercurile rosii marcheaza zone cu
aglomerate extracelulare de nanoparticule; patratul galben marcheaza o zona libera de aglomerate
extracelulare de nanoparticule; (B) harta elementala pentru atomii de C pentru imaginea A; (C) harta
elementald pentru atomii de Fe pentru imaginea A; (D) imagine de morfologie rezultata folosind
semnalul de la electronii secundari (marire 5000x); patratul rosu marcheaza zona ce a fost supusa
analizei elementale cantitative; (E) spectrul EDX pentru imaginea D (patrat rosu); sdgetile de culoare
albastrd marcheaza absenta Fe in zona pentru care s-a realizat analiza EDX. [20]

In cazul celulelor MG63 (Fig. 11.17) este evidentiatd disparitatea dintre zonele cu
agregate extracelulare de Fe;O4@GEM (delimitate cu cercuri si patrate de culoare rosie) si o
zona fard agregate extracelulare de nanoparticule (delimitatd cu un patrat de culoare galbena).
Harta EDX si spectrele cantitative EDX au demonstrat absenta Fe din aria selectata (patratul
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galben), punctele de culoare verde cu intensitate luminoasa slaba din Fig. I1.34. C fiind datorate
zgomotului de fond. Aceste rezultate sugereaza faptul ca nanoparticulele nu au fost internalizate
in celulele de tip MG63, rezultatele fiind in concordantd cu masuratorile de viabilitate celulara,
ce aratd efecte citotoxice reduse (Fig. 11.14).

I1.3.1.2. Nanoparticule de tip Fe;O4 functionalizate in situ cu doxorubicina

Efectul nanoparticulelor neconjugate si al celor conjugate cu doxorubicind prin metoda
in situ (Fe;Oy4 s1 Fe;04@DOX) asupra proliferarii celulelor de tip osteosarcom uman MG63 au
fost evaluate utilizdnd eficacitatea metabolicd a acestor celule, prin testul cu saruri de
tetrazolium MTT (Fig. II.18). Fes04 neconjugate nu au demonstrat citotoxicitate pentru celulele
de tip MG63, la nici una dintre concentratiile analizate, Intrucat viabilitatea celulelor expuse la
nanoparticule a fost aproximativ 100%, comparativ cu celulele netratate. Toxicitatea celulelor
MG63 expuse la Fe;04@DOX a scdzut cu concentratia si timpul de expunere. Fe;O04@DOX a
indus o scadere semnificativa in viabilitatea celulelor MG63 comparativ cu grupul control, dar
si fatd de grupul expus la Fe;O4 nefunctionalizate in concentratii exhivalente, asa cum a fost
calculate cu ajutorul testului Student. In ceea ce priveste raspunsul celulelor MG63 la DOX
neconjugata, tratamentul timp de 24h a determinat o scadere a activitdtii metabolice putin sub
60%, efect semnificativ redus fatd de Fe;04@DOX. Dupa 48h de incubare in prezenta DOX,
celulele MG63 au demonstrat o inhibare accentuatd a viabilitatii celulare pentru toate
concetratiile utilizate. Rezultatele testului MTT au demonstrat ca, incepand cu concentratia
echivalenta 0,4 ug/mL are loc o saturare a efectului de citotoxicitate, viabilitatea menainandu-
se constanta pentru ultimele doud concentratii utilizate, la toate intervalele de timp.
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Fig. II. 18. MTT- viabilitatea celulelor MG63 expuse la Fe;04 Fe;04@DOX si DOX in concentratii
echivalente timp de 24, 48, respectiv 72 h; date prezentate ca valoare medie +SEM; figura adaptata
dupi [24];

Moartea celulara a fost cuantificata pentru a da informatii cu privire la mecanismele ce
au loc. Masurdtorile au ardtat o crestere a numarului celulelor apoptotice ca urmare a expunerii
la Fe;04@DOX 1n dependenta de concentratie. Numarul de celule necrotice in toate grupurile
expuse tratamentului cu nanoparticule nu a demonstrat modificari semnificative statistic,
comparativ cu controlul.

SEM a fost utilizatd pentru a evalua morfologia detaliatd a celulelor de osteosarcom
MG63 tratate cu Fe;O4@DOX precum si mecanismul de interactiune cu nanoparticulele
(Fig.I1.19). Imaginile achizitionate au aratat o alterare a morfologiei si o crestere Tn volum, prin
comparatie cu celulele control. La acest interval de timp, putine agregate de nanoparticule au
aparut la suprafata celulelor MG63 (Fig. I1.19. B), probabil datorita internalizarii, presupunere
sustinutd de investgatiile realizate Tn modul retroimprastiere (Fig. I1.19. F). Agregate de
nanoparticule de tip Fe;O4@DOX au interactionat in mod direct cu membranele celulare si
elongatiile filamentelor de actind din mediul extracelular, inducand un aspect de incretituri la
nivelul membranei (Fig. I11.19. C, D). Structuri de tip vezicule au fost evidentiate la exteriorul
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celulelor MG63 expuse la nanoparticule (Fig. I1.19. B-D). Analiza SEM a arétat ca un posibil
mecanism al internalizarii nanoparticulelor ar putea fi macropinocitoza, datoritd aspectului
membranelor celulare dar si a prezentei macropinozomilor [29].

~

Fig. 11.19. Imagini de microscopie electronica de baleiaj pentru celule de tip osteosarcom MG63
cultivate timp de 48h: control (A, E) si in prezenta a Fe;O,@DOX 1n cea mai mare concentratie
utilizata (B-D, F); imaginile au fost achizitionate folosind informatia de la electronii secundari (A-D),
respectiv electroni retroimprastiati (E-F); imaginile au fost achizitionate la diferite mariri: 4000x (A,
F), 5000x (B), 50000x (C) and 100000x (D); [24];

Fig. 11.20. Imagini de microscopie de fluorescenta pentru celulele de osteosarcom MG63 la 48h de
cultura in prezenta/ absenta nanoparticelelor: (A) control; (B) celule expuse la 2 ug/mL DOX libera;
(C) celule expuse la Fe;04 in concentratia echivalentd a 2 ug/mL DOX; (D, E) celule expuse la
Fe;0,@DOX 1n concentratia echivalenta 2 ug/mL DOX; verde: faloidina-FITC, albastru: Hoechst,

rosu: doxorubicina; Scala in (A- D) este echivalent cu 100 um, respectiv 50 um in (E); figura adaptata
dupi [24];

Imaginile in fluorescenta au fost realizate pentru a evalua procesul de internalizare si
localizare a DOX, Fe;04 si Fe;04@DOX 1n celulele de osteosarcom, dar si pentru a detecta
eventualele modificari morfologice ale acestora (Fig. I11.20). Nanoparticulele de Fe;O4, pana la
concentratia de 500 ug/mL, nu au indus nici o modificare morfologica in celulele MG63 dupa
48 ore de expunere (Fig. 20.C). In schimb, celulele tratate cu DOX si cu Fe;04@DOX au
prezentat modificari morfologice si de structurd. Volumul celulelor de osteosarcom a crescut,
in timp ce densitatea celulara a scizut. In plus, filamentele de actini si-au pierdut structura
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fibrilara (Fig. 11.20. B, D, E). DOX este localizata in nucleul celular (Fig. I1.20. B), in timp ce
nanoparticulele conjugate cu DOX sunt situate in citoplasma celulelor, in regiunea peri-
nucleara (Fig. 11.20. D, E).

Datele noastre confirma realizarea unei interactiuni stabile intre faza organica si cea
anorganica. Prezenta fazei organice a fost demonstratd prin analiza termogravimetrica, dar si
prin fluorescenta prelungitd a nano-constructului, datoritd autofluorescentei doxorubicinei.
Conjugarea directd a doxorubicinei cu nanoparticulele de tip Fe;O4 a facilitat vizualizarea
localizarii sistemului in interiorul celulelor. NPs sunt distribuite in citoplasma celulelor MG63,
cel mai probabil in endozomi, in timp ce doxorubicina intra in nucleu prin difuzie pasiva.
Mecanismul de internalizare al nano-conjugatului este diferit si are loc mai lent. Astfel, 1a 48 h
de incubare, nanoparticulele sunt localizate in vecindtatea nucleului. Rezultatele noastre au
aratat cd doxorubicina este eliberatd cu vitezd redusd din nano-transportor, in conditii
fiziologice de pH, temperatura si umiditate, pana la 72h.

I1.3.2. Evaluarea mecanismelor biologice pentru nanoparticule de tip Fe;Oy4
utilizate pentru incapsularea de medicament

Evaluarea internalizarii si citotoxicitdtii Fe;O4@PEG 6K (/DOX) s-a realizat pentru
linia celulara de adenocarcinom cervical uman HelLa. Vizualizarea nanoparticulelor in celule
HeLa dupa 16h de la incubare in prezenta NP a fost realizata utilizand o colorare cu albastru de
Prusia, rezultind o colorare albastru deschis a structurilor sub-micrometrice localizate in
principal in zona perinucleara (Fig. I1.21). Fe;04@PEG 6K (/DOX) internalizate nu au trecut
in nucleu, rdimanind organizate ca si aglomerate ce acoperd membrana nucleard externa.
Morfologia celulelor nu a fost afectata in cazul HeLa expuse la Fe;O4@PEG 6K (Fig. I1.21. C),
insd densitatea celulara a fost afectata prin eliberarea DOX din Fe;04@PEG 6K/DOX in
probele corespunzatoare (Fig. I1.21. B, D): celulele au aparut mai rotunde si mai mari ca
dimensiune, volumul nucleilor crescdnd. Majoritatea agregatelor de nanoparticule au fost
localizate in interiorul celulelor, perinuclear, insd, o parte din acestea interactionau direct cu
partea exterioara a membrani, ca o urmare a procesului de internalizare aflat in curs de
desfasurare. Complementar, in cazul Fe;O4@PEG 6K/DOX, localizarea nano-constructelor a
fost confirmata si prin microscopia in fluorescentd, ca urmare a proprietatii DOX. Acest lucru
a fost posibil datoritd semnalului de fluorescenta, caracteristic DOX din Fe;04@PEG 6K/DOX.
Aceste nanoparticule au fost organizate ca structuri sferice, sub-micronice, preponderent in
zona peri-nucleard, dar si in citoplasma (Fig. I1.21 E).

Imaginile de microscopie electronica prin transmisie au fost achizitionate pentru celule
HeLa ce au fost expuse anterior la diferite concentratii de Fe;O4@PEG 6K (/DOX) (100 si 500
pg/mL) timp de 16h, in vederea internalizarii si localizarii intracelulare. Aceasta tehnica a fost
folositd si pentru a studia potentialul mecanism de internalizare. In Fig. I1.22 este evidentiati
internalizarea Fe;O4@PEG 6K ca si agregate in zona peri-nucleard si in citoplasma. Acesta
observatie a fost realizatd pentru toate conditiile experimentale. Rezultatele au demonstrat ca
ambele tipuri de constructe sunt internalizate prin micropinocitoza si, uneori, agregate mai mici
sunt internalizate prin endocitoza (Fig. II. 22. D, C). Dupa 16h de incubare cu Fe;O4@PEG 6K,
acestea au parut a fi internalizate in vezicule, intr-un final fiind transferate in lizozomi, in timp
ce mai putine agregate Fe;O4@PEG 6K/DOX au fost localizate 1n structuri veziculare si mai
multe au fost libere 1n citoplasma.

Analiza cantitativa PIXE (Fig. I1.23) realizata pentru nanoparticule de tip Fe;O4 ce au
interactionat cu celulele HeLa a demonstrat o concentratie intracelulard de 31,66+3,06 pg
Fe;0.4/ celuld pentru probele incubate cu Fe;O4@PEG 6K si respectiv 115,24£9.8 pg Fe;O4/
celula pentru Fe;04@PEG 6K/DOX.
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Fig. I1.21. Imagini de microscopie optica ale celulelor HeLa expuse timp de 16h la: (A) celule control;
(B) DOX (concentratie echivalentd de 1,11 pg/mL la Fe;04@PEG 6K/DOX); (C) Fe;O4@PEG 6K
(100 pg/mL) si (D) Fe;04@PEG 6K/DOX (100 pg/mL); cu albastru sunt reprezentate nanoparticulele
de oxid de Fe (datorita colorarii cu albastru de Prusia), marire 40x (ulei); adaptat dupa. (E) Imagini de
microscopie in fluorescenta ale celulelor HeLa expuse timp de 16h la 100 pg/mL Fe;04@PEG
6K/DOX; cu albastru sunt reprezentati nuclei (marcati cu DAPI) si cu rosu Fe;04@PEG 6K/DOX sau
DOX libera (datorita fluorescentei DOX); marire 40x; [26].

Masurdétorile citotoxicitdtii pe termen scurt au fost realizate pentru o gama larga de
concentratii Fe;O4@PEG 6K (/DOX) (0-200 ug/mL, dilutii binare). Pentru aceasta, potentialul
metabolic mitocondrial a fost monitorizat prin intermediul testului de viabilitate celulara cu
saruri de tetrazoliu MTT (Fig. 11.24) pana la 96h de tratament cu NP. Raspunsul celulelor HeLa
la Fe;04@PEG 6K a depins mai mult de timp si mai putin de concentratie (Fig. 11.24). La 48h
de expunere, Fe;O4@PEG 6K au determinat o scddere treptata a viabilitatii celulare, invers
proportional cu concentratia. La 96h de tratament, nici o modificare semnificativa a viabilitatii
celulare nu a fost observatd, comparativ cu probele control, o reducere maxima a viabilitétii
celulare fiind de 10,88+7,675 % pentru 200 pg/mL Fe;O4@PEG 6K. Toate rezultatele au fost
semnificative statistic, comparativ cu controalele (celule netratate).

Rezultatele pentru Fe;O4@PEG 6K/DOX (Fig. 11.24) au demonstrat efectul citotoxic al
acestora pentru celulele HeLa, efect ce a crescut direct proportional cu concentratia de NP
administrate si cu timpul de expunere. Valorile calculate ale ICs au fost de 27,83+7,99 ug/mL
la 48h, 2,314+0,32 ug/mL la 72h si 9,006+ 4,68 ug/mL la 96h. Toate rezultatele au fost
semnificative statistic, comparativ cu controalele (celule netratate), conform analizei one-way
ANOVA. Mai mult, analiza statistica two-ways ANOVA a demonstrat o diferenta
semnificativa intre efectele produse de Fe;O4@PEG 6K si Fe;04@PEG 6K/DOX (P<0,0001
pentru 48h; P<0,0001 pentru 72h; P<0,0001 pentru 96h). De asemenea, prezenta DOX in
construct a indus o reducere semnificativa a viabilitatii (P=0,0003 pentru 48h; P<0,0001 pentru
72h; P<0,0001 pentru 96h).

In acest studiu au fost proiectate si sintetizate nanoparticule de oxid de Fe
functionalizate cu polietilen glicol (FesO4@PEG 6K) pentru incapsularea substantei cu efect
chimioterapeutic doxorubicind (Fe;O4@PEG 6K/DOX). Mecanismul de internalizare al
Fe;04@PEG 6K (/DOX) 1n celule HelLa s-a realizat prin pino si endocitoza, ambele NP
acumulandu-se in zona peri-nucleard. Nanoparticulele fara DOX au demonstrat a fi
biocompatibile pentru celule HeLa, in timp ce tratamentul celulelor cu Fe;04@PEG 6K/DOX
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a determinat o scddere a proliferdrii dependentd de concentratie si timpul de incubare cu
nanoparticule.

_:‘,“

. -
‘\. .

Fig. I1.22. Celule HeLa expuse la 100 pg/mL Fe;O4@PEG 6K timp de 16h: (A) privire de ansamblu
asupra intregii celule; (B) marire a zonei delimitate cu dreptunghi de culoare rosie in (A); (C) marire a
zonei delimitate cu dreptunghi de culoare galbena in (B); (D) maérire a zonei delimitate cu dreptunghi
de culoare albastra in (A) si and (E) marire a zonei delimitate cu dreptunghi de culoare rosie in (B);
[26].
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Fig. I1. 23. Cantitatea de Fe;O, internalizata in celulele HeLa incubate cu 0, respectiv 100 ng/mL
Fe;04@PEG 6K (/DOX) timp de 16h, la 24h de la inlaturarea NP; rezultatele sunt prezentate ca
medie=SEM (n=3); adaptat dupa [26].
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Fig. 11.24. Viabilitata celulelor HeLa dupa incubarea cu Fe;O4@PEG 6K (/DOX) (in concentratii
echivalente), determinata la 48, 72, respectiv 96h dupa tratament. Rezultatele sunt exprimate ca
procent din control (celule netratate). Rezultatele sunt experimate ca medie:SEM; adaptat dupa [26].
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I1.4. Contributii privind evaluarea potentialului de radio-sensibilizare a
nanoparticulelor de tip Fe;O4

I1.4.1. Evaluarea mecanismelor biologice implicate in radioterapia urmata de
tratament cu nanoparticule de tip Fe;Oy4

Efectele citotoxice potentiale ale tratamentului cu radiatie urmat de epunerea la
Fe;04@DOX pentru celule de tip osteosarcom uman MG63 au fost evaluate prin investigatii
ale proceselor metabolice (testul MTT), proliferative (testul MTT si colorarea cu albastru de
Tripan), respectiv genotoxicitatii (testul de formare a micronucleilor). Celulele MG63 aflate la
confluenta au fost iradiate cu 1 Gy (150 KeV), crescute timp de 4h si apoi au fost expuse la
diferite concentratii de Fe;04@DOX 1n intervalul 0-500 ng/mL.

Celulele au demonstrat o reducere semnificativd a activitdtii metabolice a MTT,
accentuata pentru grupurile care au primit ambele tratamente (Fig. 11.25). Astfel, celulele care
au urmat expunere la 1Gy raze X si Fe;04@DOX au demonstrat o scadere semnificativa
statistic in abilitatea de reducere a sarurilor de tetrazoliu, dependentd de concentratia de
nanoparticule. Complementar, testul clonogenic a fost realizat pentru a evalua citotoxicitatea
pe termen lung a tratamentului format din radiatie urmata de expunerea la Fe;04@DOX (Fig.
I1.26). Rata de supravietuire celulard a scdzut in urma tratamentului cu radiatie, efectul fiind
accentuat de addugarea a 500 ug/mL NP pentru 48h (o reducere totala a supravietuirii celulare
de 50,62+5,8%, comparativ cu controlul). Tratamentul doar cu nanoparticule a avut un efect
inhibitor asupra supravietuirii celulelor MG63, in functie de concentratia de NP. S-a evidentiat
un efect semnificativ al tratamentului prin radioterapie (1 Gy raze X) si Fe;O4@DOX (500
ug/mL) asupra fractiei de supravietuire celulara P< 0,01 (Fig. I1.26).

Masurarea productiei de micronuclei s-a realizat la 48h si, respectiv la 72 h de tratament
cu nanoparticule (Fig. I1.27). Fe;04@DOX nu a indus o modificare statistic semnificativa a
numarului de micronuclei in celulele MG63 pentru nici una dintre concentratii, la 48 si 72h de
tratament. Dupa cum a fost de asteptat, iradierea a indus fragmentarea cromozomilor, masurata
printr-o crestere semnificativd a numarului de micronuclei la 48h (P<0,01), respectiv la 72h
(P<0,05). Pentru grupurile expuse la tratament cu radiatie ionizantd urmat de administrare de
nanoparticule, s-a observat o crestere a numarului de micronuclei, comparativ cu controlul
(celule netratate). Cu toate acestea, Fe;O4@DOX nu au determinat nici un efect aditional
radiatiei, dar mai degraba expunerea la 1 Gy raze X anterioara tratamentului cu nanoparticule
a indus un efect semnificativ statistic comparativ cu probele expuse doar la NP (P<0,01 pentru
100 ug/mL, respectiv P<0,001 500 wg/mL la 48h; P<0,001 pentru 100 ug/mL si P<0,05 pentru
500 wg/mL la 72h).

Mecanismele potentiale induse de radiatia ionizanta asupra internalizarii Fe;O4@DOX
in celule MG63 au fost investigate. Pentru acest lucru, au fost corelate masuratori cantitative
asupra concentratiei de Fe atomic din celule cu masuratori ale ciclului celular.

Tehnica PIXE a fost utilizatd pentru a masura concentratia atomica de Fe din celulele
MG63 cultivate 1n prezenta nanoparticulelor Fe;O4@DOX pentru 24, respectiv 48h, In grupuri
expuse la diferite doze de radiatie (0 si 1 Gy) (Fig. I1.28). Rezultatele au demonstrat ca
expunerea la nanoparticule a indus o crestere a concentratiei de Fe atomic proportionald cu
cantitatea de NP administratd. La 48h, o concentratie de 473,5+97,63 pg Fe;O, /celula (P<0,05,
comparativ cu controlul) a fost masurata in celulele MG63 neiradiate si tratate cu 500 ug/mL
Fe;04@DOX, respectiv 860.15+52.36 pg Fe;O4 /celuld (P<0,001, comparativ cu controlul)
pentru grupul echivalent care a primit si tratament cu radiatie ionizanta. Astfel, dupa 48h,
expunerea cu 1Gy raze X a determinat o crestere semnificativa statistic a cantitatii de NP
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internalizate 1n celulele MG63 pentru cea mai mare concentratie administratd (500 ug/mL), cu
P<0,01 comparativ cu grupul echivalent neiradiat.

N R 24h [ R 24h N R 48h B2 1R 48h 1004

§ 80
2
c

8 8) 60
i <]
c c

o S 40
o o
o 3

> 5 204
£

[VE.

100 100
[NP] (ug/mL) [NP] (ug/mL)

Fig. I1.25. Viabilitatea celulelor MG63 expuse  Fig. I1.26. Supravietuirea celulara pentru MG63
la diferite concentratii (0, 10, 100, 500 ug/mL)  expuse anterior la 0Gy, 1Gy raze X, 500 ug/mL,

de Fe;04@DOX timp de 24 si 48 h; un grup de 100 ug/mL Fe;04@DOX sau tratament
celule a fost expus in prealabil la 1 Gy X-Ray combinat, pentru 48h; datele sunt prezentate ca
(IR) vs control neiradiat (NIR); datele sunt valoare medie £SEM; *P<0,05 **P<0,01,
prezentate ca valoare medie =SEM; *P<0,05 respectiv ***P<(0,001; figura adaptatda dupa
**p<0,01 si ***P<0,001; figura adaptatd dupa [24];
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Fig. I1.27. Numarul de micronuclei indusi in celule MG63 expuse timp de 48, respectiv 72h la
Fe;04@DOX; un grup de celule a fost expus in prealabil la 1 Gy raze X (IR); datele sunt prezentate
ca valoare medie £SEM; *P<0,05 **P<0,01, respectiv ***P<0,001; figura adaptata dupa [24];
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Fig. 11.28. Cantitatea (pg) de Fe;O, internalizata in celule de tip osteosarcom MG63 expuse la diferite
concentratii de Fe;0,@DOX timp de 24, respectiv 48h; un grup de celule a fost expus anterior la 1Gy;
datele sunt prezentate ca valoare medie £SEM si raportate la numarul de celule viabile; *P<0,05,
**pP<0,01, ***P<0,001; figura adaptata dupa [24];

Celulele MG63 au fost cultivate la confluentd pentru a creste procentul de celule din
faza Go/G; si apoi au fost expuse la 1 Gy raze X. Detasarea ulterioara iradierii si relnsamantarea
celulelor nu au determinat modificari semnificative ale distributiei ciclului celular timp de 4h
de incubare (Fig. 11.29). La acest interval de timp, celulele din grupurile corespunzatoare au
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fost expuse fie la mediu de culturd continand nanoparticule. La un interval de 12 h dupa
expunerea la radiatii, au fost observate modificéri evidente ale derularii ciclului celular (Fig.
I1.29). Tratamentul cu radiatie X a indus o acumulare a celulelor in etapa de tranzitie Go/M la
12h dupa iradiere (21,8+2,3%, P<0,05 in comparatie cu controlul), in timp ce tratamentul doar
cu NP nu a produs nici un efect semnificativ statistic. Totusi tratamentul combinat a condus la
acumularea unui procent mai mare de celule blocate in faza de tranzitie Go/M (27,6+1,92,
P<0,01 comparativ cu controlul si P<0,05 comparativ cu celulele neiradiate tratate cu NP). La
24h, aproximativ 30% dintre celule au fost blocate in faza G»/M in toate grupurile studiate (fara
diferente semnificative statistic). La 48h, procentul de celule in G2/M a fost redus in toate
grupurile (nici o diferentd semnificativd statistic intre grupuri), demonstrand cd celulele
probabil au iesit din aceasta faza si au intrat in mitoza.

Tipul de moarte celulard in urma expunerii la radiatie ionizantd si tratament cu
nanoparticule Fe;O4@DOX a fost investigat utilizdnd testul de moarte clonogenica (ex.
apoptoza, catastrofa mitotica, respectiv senescentd). Evaluarea morfologica a mortii celulare
(Fig. 11.30) a demonstrat ca, la 48 h de tratment cu NPs si dupa subcultivarea clonelor rezistente
pentru inca 24h, nu apare apoptoza indusd pentru nici un grup, cu exceptia grupului tratat cu
1Gy si 500 ug/mL Fe;04@DOX. Pentru celulele expuse la 1Gy si 500 ug/mL Fe;04@DOX, o
crestere de 2,34 ori a fost observatd (P<0,01 comparativ cu controlul neiradiat). Aparent,
tratamentul cu radiatie si nanoparticule a contribuit la inducerea unei cresteri semnificative
statistic a evenimentelor de catastrofa mitotica in celule expuse la cea mai mare concentratie de
nanoparticule (P<0,05). Un procent mai mic de celule senescente a fost observat pentru
populatiile expuse fie la cea mai mare concentratie de nanoparticule, fie la tratamentul
combinat. Rezultatele noastre au demonstrat cd metoda de moarte prin catastrofa mitotica este
cea mai frecvent intalnitd in cazul tratamentului combinat. La 48h, aceste celule au iesit din
faza de blocare a ciclului celular G/M (un procent scazut de celule in G,/M, similar controlului)
avand ADN nereparat si mitoza aberanta (celule multi- nucleate).
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Fig. I1.29. Distributia ciclului celular pentru MG63 supuse tratamentului cu radiatii X (0, 1 Gy) si cu
NPs (0, 500 ug/mL Fe;0,@DOX) la diferiti timpi experimentali; *P<0,05; figura adaptatd dupa [24];
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Fig. 11.30. Moartea celulara clonogenica indusa de 1 Gy de raze X, 500 ug/mL, respectiv 100 ug/mL
Fe;04,@DOX, sau tratament combinat; celulele au fost tratate timp de 48 h si reansamantatae pentru
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24h pentru evaluarea morfologica si clasificare in: apoptotice, multinucleare si senescente; datele au
fost prezentate ca medie £SEM; *P<0,05; figura adaptata dupa [24];

In acest studiu am utilizat radiatia X de doze joase pentru a sensibiliza celule de
osteosarcom aflate la confluentd pentru nanoparticule fe tip Fe;O4 conjugate cu doxorubicina
printr-o metoda in situ. Am demonstrat cd tratamentul combinat a indus o crestere a efectelor
citotoxice si genotoxice in celule de tip osteosarcom, comparativ cu expunerea doar la
nanoparticule. Rezultatele noastre au aratat ca blocarea temporara a ciclului celular in faza
G2/M pentru celule expuse anterior la 1Gy raze X a fost asociata cu o internalizare ridicata a
Fe;04@DOX. Grupul care a primit tratamentul cu 1Gy si 500 ug/mL NP a survenit o inducere
timpurie a G»/M la 12h de la iradiere, care a atins un maxim la 24h dupa tratament, atunci cand
toate grupurile de celule au intrat in aceasta etapa.

I1.4.2. Evaluarea mecanismelor biologice in radioterapia mediata de tratament cu
nanoparticule de tip Fe;O4

In vederea evaluarii potentialului de radiosensibilizare al nanoparticulelor Fe;04@PEG
6K (/DOX), culturi celulare bidimensionale realizate din doua linii celulare tumorale (celule
carcinom scuamos FaDu, respectiv celule de tip adenocarcinom cervical uman HeLa) si
respectiv o linie celulara normalad (cheratinocite umane HaCat) au fost incubate cu NP timp
de 16h, dupa care iradiate. Au fost exploatate atat razele X de energii mari (6 MV) cét si cele
de energii mici (50 kV si 150 kV), intrucat au o relevanta clinica diferita.

Réspunsul pe termen lung al tratamentului cu nanoparticule urmat de cel cu radiatie
ionizanta a fost evaluat cu ajutorul testului clonogenic, pentru a revela posibile efecte de
chimio- si/ sau radio-sensibilizare. Prin incubarea celulelor HeLa cu 100 pg/mL Fe;O4@PEG
6K/DOX timp de 16h s-a determinat o scadere semnificativa in rata de supravietuire a celulelor
HeLa, comparativ cu grupul control (SF(Fe;04@PEG 6K /DOX) = 0,56 + 0,14, P=0,04), dar
acest efect nu a fost obtinut si pentru Fe;O4@PEG 6K, demonstrdnd biocompatibilitatea
nanoparticulelor fard medicament (Fig. I1.31).

Expunerea celulelor HeLa la o concentratie de 100 pg/mL Fe;O4@PEG 6K inainte de
iradierea la o energie de 6MV nu a indus nici un efect semnificativ statistic fata de raspunsul la
radiatie pentru nici una dintre dozele aplicate, cu exceptia celei de 8 Gy, unde supravietuirea
clonogenica in grupul care a primit ambele forme de tratament a fost putin mai ridicata
comparativ cu controlul (P=0,04, fig. I1.31). Pe de alta parte, efectul radio-sensibilizant al NP
fara DOX (100 pg/mL) a fost evidentiat pentru raze X de energie joasd (50 kV), intrucat a fost
inregistratd o rata de supravietuire a celulelor HeLa redusa semnificativ statistic comparativ cu
celulele control din grupurile echivalente, la doze 4 si 5 Gy (FesO4@PEG 6K vs control:
P=0,03, P=0,04, Fig. 11.32). Incubarea cu Fe;O4@PEG 6K timp de 16h inaintea iradierii cu 50
kV a indus un efect radiosensibilizator cu un factor de modificare a dozei calculat pentru o rata
de supravietuire de 0,1 DMFgg o= 1,13 £0,05.

Incorporarea DOX in NP a determinat inactivarea clonogenicd a celulelor de tip
adenocarcinom cervical expuse tratamentului dublu (nanoparticule si radiatie). Astfel, in cazul
celulelor HeLa incubate timp de 16h cu 100 ug/mL Fe;O4@PEG 6K/DOX si apoi iradiate cu
diverse doze (0-8 Gy), la o energie de 6 MV, s-a Inregistrat o reducere a supravietuirii celulare
la 2 sila 4 Gy: Fe;s04@PEG 6K /DOX vs Fe;O4@PEG 6K: P= 0,003, P=0,006; Fe;04@PEG
6K/DOX vs control: P= 0,009, P= 0,02 (Fig. I1.31). Factorul de modificare a dozei (DMF)
pentru celule HeLa expuse la Fe;04@PEG 6K/DOX urmate de terapie cu radiatie de energie 6
MYV a fost DMFsr 1= 1,3 £0,1. Aceste observatii au sugerat ca efectul de scadere al ratei de
supravietuire al celulelor HeLa poate fi datorat mai degraba unui efect citotoxic aditiv al DOX,
decét unui efect radio-sensibilizant al terapiei prin radiatie la 6MV.
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Fig. I1.31. Rata de supravietuire clonogenicd a Fig. I1.32. Rata de supravietuire clonogenica a

celulelor HeLa dupa expunerea la 100 pg/mL celulelor HeLa dupa expunerea la 100 ug/mL

Fe;04@PEG 6K(/DOX) timp de 16h si urmata Fe;04,@PEG 6K(/DOX) timp de 16h si urmata
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(n=3); (n=3);

Iradierea cu 150 kV a celulelor HeLa in urma incubdrii cu 100 ug/mL Fe;O4@PEG
6K/DOX a determinat o scadere semnificativd a indexului clonogenic pentru doza 4 Gy
(P<0,01, Fig. I1.33) cu DMFsp=,1=1,29+0,04. Similar, incubarea prealabila cu 200 ug/mL NP
a indus o inactivare clonogenica semnificativa la 4 Gy (P=0,01, Fig. 11.33) cu un
DMFgp=9,1=1,55+0,12.

Incubarea celulelor de tip carcinom scuamos FaDu cu Fe;O4@PEG 6K /DOX nu a
determinat nici o modificare semnificativa a fractiei de supravietuire celulara dupa expunerea
la diferite doze de radiatie X cu energie de 150 kV, pentru nici una dintre concentratiile
investigate, sugerand faptul cd efectul radio-modulator al acestor nanoparticule depinde de tipul
de celule. In ceea ce priveste raspunsul celular la radiatie ionizanta avand energie 150 kV,
modelul 2D realizat din celule normale de tip cheratinocite umane (HaCat) a demonstrat o
rezistentd crescutd, comparativ cu modelele tumorale. Incubarea cu Fe;O4@PEG 6K /DOX
timp de 16h inaintea iradierii a avut un efect radio-modularor in sensul in care nanoparticulele
au determinat o protectie a cheratinocitelor impotriva radiatiei ionizante.
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Fig. 11.33. Supravietuirea clonogenica a celulelor HeLa cultivate 2D si expuse la 0, 100,

respectiv 200 ug/ mL Fe;O4@PEG 6K/DOX timp de 16h si urmata de tratament cu raze X de
energie 150 kV si diferite doze; rezultatele sunt prezentate ca valoarea medie + STDEV (n=3);

Internalizarea nanoparticulelor in toate modelele tumorale 3D s-a realizat sub forma
unui gradient de concentratie pornind din partea exterioara superioara a corpului sferoidului,
inspre centrul acestuia si partea opusa, in sensul actiunii fortei gravitationale. Gradul maxim
de penetrare al nanoparticulelor inspre mijlocul sferoizilor a fost observat la 48h de incubare
pentru ambele modele tumorale. Acest interval de timp a fost selectat pentru experimente
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ulterioare cu radiatie. In cazul modelelor 3D de adenocarcinom cervical tumoral,
nanoparticulele au fost localizate in special in zona celulelor aflate in faza de proliferare
(faza S a ciclului celular). Pe de alta parte, in cazul modelului FaDu, Fe;O4@PEG 6K /DOX
s-au internalizat atat in celule aflate in zona proliferativa, cat si in cea hipoxica.

In modelele 3D, rispunsul celulelor la tratamentul cu nanoparticule si radiatie
ionizanta a fost diferit de raspunsul obtinut in modele 2D. Astfel, in cazul modelului 3D
HeLa, DMFsp—; = 1,08 pentru 100 ug/mL, respectiv DMFgg—o; = 1,09 pentru 200 ug/mL
(Fig. I1.34), in timp ce, pentru modelul 3D FaDu, nanoparticulele au demonstrat mai degraba
un efect radio-protector (Fig. I1.35). Testul two-ways ANOVA a demonstrat ca rezultatele
sunt semnificative statistic din punct de vedere al variatiei dozei, dar nu si al concentratiei de
nanoparticule. Testul Fisher a confirmat aceste observatii si, in plus, a aratat cd incubarea
sferoizilor HeLa cu nanoparticule a indus un efect radio-sensibilizator la concentratia 200
ug/mL.
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Fig. 11.34. Supravietuirea clonogenica a Fig. I1.35. Supravietuirea clonogenica a
celulelor HeLa cultivate 3D si expuse la 0, celulelor FaDu cultivate 3D si expuse la 0, 100,
100, respectiv 200 ug/ mL Fe;04,@PEG respectiv 200 ug/ mL Fe;04@PEG 6K/DOX
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Fig. 11.36. Leziunile ADN masurate prin focare y-H2Ax induse de tratamentul cu 100 wg/mL
Fe;04@PEG 6K (/DOX) timp de 16h si/sau 4Gy 6MV; masuratorile au fost realizate la 30 min,
respectiv 24h de la tratament;
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Ca posibil mecanism al toxicitatii radiatiei ionizante, frecventa ruperilor dublu catenare
ale ADN-ului in celule de tip adenocarcinom cervical uman expuse la Fe;O4@PEG 6K(/DOX)
siraze X de energie 6 MV si dozd 4 Gy a fost cuantificatd prin masuratori ale focarelor y-H2AX
imediat dupa tratamentul cu radiatie (30 min), respectiv la 24h dupa (Fig. 11.36). In urma
incubarii timp de 16h cu nanoparticule, fard o expunere ulterioara la radiatie, s-a obtinut un
numar mai ridicat al focarelor y-H2AX per celula atat pentru Fe;O4@PEG 6K, cat si pentru
Fe;04@PEG 6K/DOX, semnificativ statistic comparativ cu celule control (P<0,05, Fig. 11.36).
Expunerea la 0 doza de 4 Gy siraze X cu o energie de 6 MV a determinat o crestere a numarului
de focare y-H2AX/ celula, imediat dupa radiere (30 min). La 24 h de la tratamentul cu radiatie,
masuratorile focarelor y-H2AX au demonstrat cd nu existd modificari semnificative statistic ale
numarului de ruperi dublu catenare pentru niciuna dintre conditiile studiate (Fig. 11.36).
Masuratorile FACS ale ciclului celular au demonstrat ca iradierea celulelor a indus o
modificare semnificativa statistic a distributiei ciclului celular, confirmata prin testul two-
ways ANOVA. Incubarea cu nanoparticule inaintea tratamentului cu radiatie ionizanta cu
energie de 6MV nu a influentat acest efect. Prin urmare, mecanismele celulare de
radiosensibilizare cu nanoparticule de tip Fe;04@PEG 6K(/DOX) nu sunt corelate cu
producerea de ruperi dublu catenare ale ADN-ului si nici cu modificari ale ciclului celular.

III. Concluzii generale

Primul capitol (“Studiul critic al datelor de literatura’) realizeaza un sumar de tip review
al progresului actual 1n ceea ce priveste aplicabilitatea nanoparticulelor de Fe;O4 in domeniul
nanomedicinei. Nanoparticulele de magnetitd (Fe;O4) sunt cunoscute pentru proprietatile lor
magnetice, dar pe langd acestea sunt prietenoase cu tesuturile si fluidele biologice,
biocompatibilitatea lor determinand aplicabilitatea in numeroase subdomenii biomedicale
precum eliberarea controlatd de substante active, tratamentul cancerului prin hipertermie
magnetica, utilizarea ca si substantd de contrast Tn imagistica medicald, inhibitia biofilmului,
dar si radiosensibilizarea.

Cel de al doilea capitol (“Contributii personale”) contine rezultatele obtinute in cadrul
acestei lucrari, cu privire la obtinerea, conjugarea si evaluarea nanoparticulelor de magnetita ca
si chimio- si radio- sensibilizatori pentru modele preclinice in vitro. A fost utilizatd metoda de
co-precipitare pentru sinteza nanoparticulelor de Fe;O4 aceasta demonstrand avantaje precum
facilitatea, reproductibilitatea si randamentul nalt de sinteza. In urma sintezei, au rezultat
nanoparticule omogene din punct de vedere morfologic, compozitional si avind un grad inalt
de cristalinitate.

Aceastd metoda poate sa fie modificata in vederea realizarii unei functionalizari in situ.
Astfel, nanoparticulele de magnetitd functionalizate in situ cu medicament anti-tumoral
(gemcitabina sau doxorubicind) au avut un grad inalt de stabilitate hidrodinamica. In plus,
Fe;04@GEM au demonstrat o potentare chimicd a efectelor citotoxice ale GEM pentru celule
tumorale de san de tip carcinom ductal- BT474 si respectiv carcinom hepatocelular- HepG2,
dar nu si pentru celule MG63 de osteosarcom uman. Un efect similar a fost observat pentru
Fe;04@DOX si DOX. Nanoparticulele au fost internalizate prin macropinocitoza in celulele
MG63, pe cand DOX a fost internalizata prin difuzie directd in nucleu. Pe de altda parte,
conjugarea post-sinteza a nanoparticulelor de magnetita cu medicamentul DOX a rezultat intr-
o inglobare ineficientd a DOX demonstrata prin metode spectrofotometrice, dar si prin teste
biologice, prin tehnici precum microscopia in fluorescenta.

Prin functionalizarea nanoparticulelor de magnetita cu PEG s-a determinat cresterea
cantitatii de DOX ce a interactionat cu acestea. Masa moleculard a PEG a influentat morfologia
si omogenitatea NP rezultate in urma conjugdrii in situ a Fe;Oy, dar si cantitatea de DOX
incapsulatd. Din punct de vedere al omogenitatii morfologice si al rezultatelor testelor

28



Nanobiomateriale multifunctionale

biologice, probele conjugate in sifu cu PEG avind masa moleculard 6000 Da au determinat cel
mai bun raspuns.

Functionalizarea post-sinteza a nanoparticulelor de Fe;O4 a determinat Incapsularea
unei cantitati mai mari de medicament cu efect anti-tumoral comparativ cu probele obtinute
prin cojugare in situ. Testele biologice in vitro efectuate pentru linia celulara de adenocarcinom
cervical uman HelLa au demonstrat cd nanoparticulele de magnetita conjugate post-sinteza cu
PEG avand masa moleculara 6000 Da au fost eficient internalizate prin mecanisme de
macropinocitoza si endocitoza. Fe;O4@PEG 6K au fost eficiente in Tncapsularea si livrarea
direct in compartimentul citoplasmatic a medicamentului DOX, ducand la moartea celulara a
HelLa.

Evaluarea implicatiei nano-sistemelor pe bazd de magnetitd in tratamentul dual al
cancerului prin radioterapie si chimioterapie, mediat de nanoparticule, s-a realizat prin
urmdrirea efectelor citotoxice in urma aplicarii tratamentului de radiatie ionizanta Tnaintea
incubarii celulelor cu nanoparticule, sau dupa.

In primul caz s-a urmarit corelarea efectului de crestere a internalizarii celulare a NP de
tip FesO4@DOX 1n urma iradierii celulelor cu modificarea progresiei ciclului celular, precum
si caracterizarea gradului de citotoxicitate si genotoxicitate si identificarea tipului de moarte
celulard tumorala. Un procent semnificativ mai mare de nanoparticule de magnetitd conjugate
in situ cu medicament a fost masurat in celule iradiate anterior expunerii la NP, fenomen ce a
fost asociat cu o intrare mai rapida a celulelor in faza G,/M a ciclului celular. Reluarea ciclului
celular normal la 48h de tratament a fost corelatd cu observatiile morfologice asupra
modificarilor nucleilor celulelor de osteosarcom uman supuse catastrofei mitotice.

Pe de alta parte, prin incubarea celulelor tumorale cu nanoparticule de tip Fe;O4@PEG
6K (/DOX) urmata de iradiere la diferite energii si doze, s-a dorit caracterizarea efectului
radiosensibilizator al acestor nano-sisteme. Fe;O4@PEG 6K (/DOX) au demonstrat o influenta
dependent de concentratia de nanoparticule, concentratia DOX, dar si de doza si energia
radiatiei ionizante. Mai mult, efectul a fost diferit pentru diferite linii celulare tumorale si
normale. Rezultatele obtinute au demonstrat ca Fe;O4@PEG 6K fara medicament determina
scaderea supravietuirii celulare n culturi 2D HeLa in urma iradierii curaze X de energie scazuta
(50 kV), dar nu si mare (6MV). Prin inglobarea medicamentului chimioterapeutic DOX s-a
obtinut un efect radio-sensibilizant asupra celulelor HeLa atat la energii conventionale (6 MV),
cat si medii (150 kV), evidentiat atit in modele celulare 2D, cét si 3D. Fenomenul nu a fost
corelat cu producerea de ruperi dublu catenare ale ADN-ului si nici cu modificari semnificativ
statistice ale ciclului celular. Actiunea radio-modulatoare citotoxicd nu a fost observata pentru
linia celulard tumorala de tip carcinom scuamos FaDu (in modele 2D si 3D) si nici pentru linia
celulard normald de tip cheratinocite umane HaCat, rezultatele demonstrand mai degraba un
efect protector impotriva radiatiilor X.

Rezultatele au demonstrat eficienta nanoparticulelor de magnetitd functionalizate in
utilizarea ca si sisteme de livrare controlatd a unor medicamente cu efect anti-tumoral si in
sensibilizarea chimicd si/ sau radiologicd a celulelor tumorale umane. Aceste observatii
confirma aplicabilitatea nano-sistemelor obtinute ca si potentiali candidati in chimio- si radio-
terapia mediata de nanoparticule.

Elemente de originalitate ale lucrarii:

- Am obtinut si raportat pentru prima data nanoparticule de Fe;O4 conjugate direct cu
medicamentele cu efect anti-tumoral gemcitabina si respectiv doxorubicina, utilizand o
metoda de functionalizare in situ.

- Am uilizat tehnica de mapping elemental EDX corelatd cu SEM in vederea evaluarii
internalizarii nanoparticulelor Fe;O4@GEM si a interactiuni cu membranele celulare.

- Am utilizat tehnica STEM si single point EDX pentru a evalua internalizarea celulard a
NP fara a realiza in prealabil sectiuni prin celule.
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- Am caracterizat mecanismul de catastrofa mitotica al celulelor radio-rezistente MG-63
de osteosarcom uman asociat cu un efect crescut de internalizare a nanoparticulelor de
Fe;04@DOX in urma iradierii.

- Am utilizat o metoda de co-precipitare adaptata la temperatura camerei, asociata cu
incapsularea post-sinteza in PEG, rezultdnd nanoparticule de magnetita Inalt cristaline
de tip core-shell.

- Am raportat primul studiu cu privire la retinerea intracelulara si a sortii nanoparticulelor
de Fe;O4 functionalizate cu PEG, mecanisme evaluate calitativ (prin tehnici de
microscopie) si cantitativ (prin tehnici de spectrometrie) pentru intervale de timp mai
mari de un ciclu celular complet dupa ce expunerea celulelor la NP a fost intrerupta.

- Am utilizat pentru prima datd sisteme de eliberare controlatd a DOX bazate pe
nanoparticule de magnetita incapsulate in PEG 1n vederea radiosensibilizarii celulelor
tumorale. Am raportat un efect radio-modulator semnificativ al acestora in culturi

celulare 2D si 3D. Aceste efecte au fost asociate cu o localizare la nivel citoplasmatic a
NP.
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