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Prezentare generala

Scopul acestei teze este proiectarea unor noi structuri plasmonice de nanoparticule de aur
(AUNPs) ca agenti biomedicali multimodali eficienti. Ne-am axat pe doua aplicatii majore ale
AUNPs: Tn medicina regenerativa si in tereapia cancerului.

Teza mea este structuratd in trei parti care contin sase capitole. Partea |, intitulata
Introducere si Documentare Bibliografica consta din Capitolul 1 care prezinta unele aspecte
generale legate de metode de sinteza, proprietati si aplicatii biomedicale ale AuNPs.

Urmatoarele capitole din Partea Il prezinta rezultatele obtinute in timpul cercertarii
doctorale la Centrul de Nanobiofotonica din cadrul Institutului de Cercetari Interdisciplinare in
Bio-nano-stiinte al Universitatii Babes-Bolyai, in colaborare cu Laboratorul de Radioterapie,
Radiobiologie si Biologie Tumorala din cadrul Institutului Oncologic "Prof. Dr. lon Chiricuta",
Cluj-Napoca, Romania.

Capitolul 2 prezinta o abordare ecologica pentru stabilizarea si biocompatibilizarea
AuNPs reduse in prezenta citratului de sodiu in solutie apoasa, cu scopul de a imbunatiti
proprietatile si aplicatiile biomedicale ale acestora. Am obtinut doua clase de bioconjugate: una
operationala ca substrat pentru amplificarea Tmprastierii Raman (SERS) si cealaltd utila ca
platforme de incarcare a diferitor inhibitori FLT3, medicamente utilizate Tn tratamentul
leucemiei.

Tn Capitolul 3, cu scopul de a combina proprietitile unice ale AuNPS cu functionalitatea
gelatinei, dar fara a folosi agenti de reducere si stabilizare toxici, propunem o noua metoda de a
biosintetiza AuNPs. Exploatand avantajul biopolimerului gelatina de a functiona ca agent unic de
reducere, crestere si stabilizare Tn solutie apoasa a HAUCIls;, am reusit sa controlam atat
dimensiunea cat si forma nanoparticulelor, prin schimbarea parametrilor de sinteza.

In continuare, in Capitolul 4 pentru a investiga interactiunea AuNPs cu celulele
osteoblast, am selectat cele mai mici AuNPs sferice sintetizate anterior, notate AUNPs@qgelatina.
AuNPs standard acoperite cu citrat avand forma si dimensiuni similare au fost utilizate ca si
control. Rezultatele au aratat faptul ca atat proliferarea cat si diferentierea celulelor osteoblast au
crescut in prezenta concentratiilor mai ridicate de AUNPs@gelatina.

Capitolul 5 descrie fabricarea unui nou nano-sistem chimioterapeutic bazat pe
AuNPs@gelatina incarcate cu medicamentul chimioterapeutic Doxorubicina. Am testat eficienta
in vitro a complexului DOX-AuNPs@gelatina obtinut pe linia de celule de cancer mamar MCF-7
cu ajutorul microscopiei de imprastiere Tn cdmp intunecat, a microscopiei de fluorescenta, de
fluorescenta rezolvata temporal (FLIM), a spectroscopiei SERS si a testului MTT.

Ultimul capitol al tezei, Capitolul 6, cuprinde concluziile si perspectivele studiilor mele.

Partea Il prezinta anexele acestei teze.

Cuvinte cheie: nanoparticule de aur, gelatind, biosinteza, terapia cancerului, Doxorubicind,
culturi celulare, plasmoni de suprafata, microscopie de fluorescenta, FLIM, SERS
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Part |

Introducere si Documentare Bibliografica

Capitolul 1

Documentare Bibliografica

1.1. Introducere

Avand Tn vedere proprietatile, usurinta sintezei si functionalizarea AUNPS, acestea sunt in
prezent considerate drept caramizi pentru multe materiale si dispozitive nanostructurate [1].
AuUNPs permit dezvoltarea unor nanomateriale sofisticate, complexe ce combina proprietatile
diferitelor materiale organice si anorganice care ulterior pot actiona ntr-o maniera sinergica intr-
un nano-sistem capabil sa treaca toate barierele din corpul uman [2] pentru a repara tesuturile
deteriorate si a restabili functia acestora. Aceste noi materiale au dat nastere la un nou domeniu —
nanomedicina — axat in primul rand pe dezvoltarea unor noi nano-sisteme care permit simultan
diagnosticul, imagistica si terapia [3], utile in special pentru tratamentul personalizat al
cancerului [4].

1.2. Metode de sinteza a nanoparticulelor de aur

Cea mai populara metoda de sinteza a AuNPs sferice este metoda Turkevich care
presupune reducerea HAUCI, cu citrat de sodiu Tn solutie apoasi la temperatura de fierbere. in
functie de aplicatia doritd, folosind aceasta metoda pot fi obtinute nanoparticule de diferite
dimensiuni avand diametrul cuprins intre 10 si 150 nm, doar variind raportul celor doi reactanti.

Printre alte metode pentru sinteza AuNPs se numara metoda Brust-Schiffrin utilizata
pentru a produce AuNPs foarte mici Tn lichide organice sau strategii ce utilizeaza agenti de
acoperire care sunt in masura sa controleze ratele de crestere ale diferitor seminte pentru a obtine
nanoparticule de metal anizotrope, cum ar fi bastonase, triunghiuri, stele sau flori.

Desi aceste metode oferd nanoparticule de inalta calitate, acestea folosesc unii agenti
chimici (de exemplu, citratul de sodiu sau borohidrura de sodiu), cunoscuti pentru potentiale
riscuri biologice, ce prezintd doar o stabilitate limitata a AuNPs Tn medii biologice si care mai
mult necesitda purificarea si biocompatibilizarea AuNPs, pentru a fi utilizate in aplicatii
biologice/biomedicale.

Cu toate acestea, protocoalele de "chimie verde" au castigat din ce Tn mai mult interes n
domeniul sintezei NPs datorita materialelor ecologice folosite. De exemplu, protocoalele de
sinteza care utilizeaza bacterii, ciuperci sau drojdii precum si aminoacizi, vitamine, biopolimeri,
plante vii sau extracte de plante sunt capabile nu numai sa reduca ionii metalici in forme si
dimensiuni ale AuNPs bine definite dar ulterior acopera si protejaza NPs formate, in timp ce le



conferd o suprafata functionalizata [5], Tntr-un singur pas. Prin urmare, biosinteza AuNPs
maximizeaza eficienta si siguranta reactiilor in timp ce reduce riscurile pentru mediu.

1.3. Proprietitile nanoparticulelor de aur

Tn domeniul de scari nanometrica, datorita ariei mari de suprafata sau a efectului cuantic,
proprietatile fizice si chimice ale materialelor se modifica drastic rezultand unele proprietati
unice. Aceste caracteristici distinctive apar datorita oscilatiilor colective ale electronilor liberi in
urma excitarii, cunoscute sub numele de rezonante plasmonice de suprafata localizate (LSPR).
Banda LSPR a AuNPs este extrem de dependenta de marimea, chimia suprafetei si mediul local
din jurul AuNPs, fiind astfel o sonda utila pentru a monitoriza interactiunea nanoparticulelor cu
probe biologice. Aceste caracteristici unice pot fi reglate cu precizie pentru a interfera in mod
specific cu materia organica cu scopul de a facilita aplicarea acestora in domeniul biomedical.

O alta proprietate importanta a AUNPS este cdmpul electromagnetic amplificat generat Tn
jurul suprafetei acestora. Acest cadmp electromagnetic poate amplifica atat fluorescenta unei
molecule aflata Tn proximitatea unei nanoparticule cat si semnalul Raman al moleculelor de pe

suprafata metalica.

1.4. Aplicatii biomedicale ale nanoparticulelor de aur

Avand 1n vedere versatilitatea AuNPs care ofera materiale complexe, acestea au
numeroase aplicatii Tn nanomedicind, cum ar fi livrarea specifica a medicamentelor si genelor, in
genomica, biosenzoristica, biodetectie sau bioimagistica optica.

1.4.1. Nanoparticulele de aur in aplicatii de biodetectie

Cea mai simpla metoda de detectie bazata pe nanotehnologie este detectia colorimetrica.
Aceasta are la baza interactiunea/legarea dintre AUNPS functionalizate si analiti, interactiune care
induce agregarea AuNPs si modificarea vizuala ulterioara a culorii de la rosu la albastru.

Biodetectia bazata pe modificarea benzii LSPR este o metoda bazata pe schimbarea
intensitatii si pozitiei spectrale a benzii LSPR indusa de o variatie in mediul local al AuNPs, in
urma interactiunilor biospecifice [6]. Acestd metoda este mai putin sensibila decat testele de
agregare, si avand in vedere ca orice moleculd poate induce o schimbare in banda LSPR a
AuNPs, metoda este potrivita exclusiv pentru detectia analitilor cunoscuti si numai atunci cand
AuNPs sunt functionalizate cu elemente de recunoastere moleculara, cum ar fi anticorpii.

Pentru detectia si identificarea probelor necunoscute, spectroscopia Raman este cea mai
potrivita metoda, deoarece este o tehnica foarte specifica, in masura sa identifice Specii
moleculare bazata pe amprenta lor unica de vibratie Raman. Semnalul Raman poate fi amplificat
drastic atunci cand analitii sunt adsorbiti pe suprafete metalice, efect cunoscut sub numele de
imprastiere Raman amplificata de suprafata. Pentru aplicatii de biodetectie eficiente este, prin
urmare, esential substratul SERS. In solutie, AuNPs nanosferice agregate sau anizotrope
determina formarea de hot-spoturi Tntre nanoparticulele interconectate care amplifica substantial
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semnalul Raman. La fel de important precum forma AuNPs este functionalizarea si
biocompatibilitatea senzorilor care trebuie sa permita adsorbtia analitilor pentru un semnal SERS
eficient, stabil si reproductibil.

1.4.2. Nanoparticulele de aur in imagistica

Proprietatile optice si electronice versatile ale AuNPs au permis imagistica celulard cu o
varietate de tehnici, inclusiv imprastierea luminii in cdmp ntunecat, tomografia coerenta optica
(OCT), tomografia computerizata (CT), microscopia de fortd atomica (AFM), fluorescenta,
microscopia electronica de transmisie si baleiaj (TEM, SEM) precum si spectroscopia SERS.
Unele dintre aceste tehnici utilizate in prezent permit chiar si imagistica la nivel unicelular.

1.4.3. Nanoparticulele de aur in livrarea medicamentelor

In functie de functionalizarea suprafetei, tipul medicamentelor si de aplicatiile dorite,
AUNPs pot fi usor incarcate cu un singur sau mai multe medicamente sau alte molecule fie prin
interactiuni de conjugare covalente sau necovalente. Incircarea de medicamente pe suprafata
AuNPs imbunatatesc stabilitatea si biodistributia acestora in medii biologice avand in vedere ca
sunt protejate in agentul de transport care le confera in plus o viatd mai lunga n sistemele
biologice si posibilitatea de a fi livrate fie prin metode specifice sau pasive catre locul de actiune.

AUNPs permit incarcarea unei mari cantitati de medicament datoritd ariei mari de
suprafata si chimiei versatile a suprafetei. Mai mult decat atdt, activitatea sporita a
medicamentelor livrate de AuNPs face posibila reducerea dozei de medicament administrat si
implicit efectele secundare ale acestuia.

1.4.4. Alte aplicatii biomedicale ale nanoparticulelor de aur

In terapia fotodinamica (PDT) AuNPs sunt folosite pe scara larga drept agenti de transport
a fotosensibilizatorilor in zona de interes. Acolo, fotosensibilizatorului excitat poate produce o
specie de oxigen extrem de reactiv, cunoscut sub numele de oxigen singlet care distruge celulele
din apropiere.

AuNPs sunt, de asemenea, frecvent utilizate Tn terapia fototermica (PTT), datorita
interactiunii lor unice cu radiatia laser. AuNPs situate Tn interiorul sau in jurul celulelor tinta, Tn
urma iradierii cu laser absorb energia fotonica, care este transformata in energie termica si induc
astfel o crestere a temperaturii locale Tn jurul AuNPs si, prin urmare, deteriorarea acestora [7].

Tn plus, AuNPs pot fi aplicate pur si simplu ca agenti terapeutici sau antibacterieni
eficienti.

1.5. Nanoparticulele de aur in detectia, imagistica si tratamentul cancerului
Cu scopul de a obtine rezultate maxime Tn detectia si tratamentul cancerului cu efecte
secundare minime este esential ca agentii terapeutici sa ajunga la locul tumorii si Tn interiorul
celulelor maligne. Medicina conventionald, implica de obicei chimioterapia pentru tratarea
cancerului, dar, din pacate, agentii chimioterapeutici nu sunt specifici celulelor canceroase si prin
6



urmare, distrug atat celulele maligne cét si cele normale si este extrem de toxica, avand multe
efecte secundare nedorite [8]. Nanomedicina, pe de altd parte, face uz de materiale
nanostructurate capabile sa transporte si sa elibereze medicamente chimioterapeutice specific
numai la tesutul canceros.

In aceasta sectiune, sunt discutate pe scurt cele mai importante abordari pentru
tratamentul cancerului bazat pe AuUNPs si medicamentul doxorubicina — un agent
chimioterapeutic utilizat pe scara larga cu efecte dovedite Tmpotriva leucemiei, limfoamelor,
cancerului de san, de ovar si a multor tumori solide.

Partea Il
Rezultate si Discutii

Capitolul 2
Bioconjugate gelatina-nanoparticule de aur:
formare, stabilitate si incorporare de functii terapeutice

2.1. Functionalizarea nanoparticulelor de aur

2.1.1. Caracterizarea bioconjugatelor gelatina@AuNPs

Formarea bioconjugatelor gelatind@AuNPs a fost realizata Tntr-un singur pas prin simpla
amestecare a 100 pl solutie de gelatina — avand diferite concentratii — cu 1 ml de solutie de aur
coloidal. Ulterior, am notat ca 0.03gelatina@AuNPs si 10gelatina@AuNPs bioconjugatele
preparate in prezenta unei concentratii de gelatina de 0.03 si respectiv 10 mg/ml. Probele au fost
centrifugate timp de 10 min la 12000 rpm pentru a indeparta gelatina nelegata iar apoi au fost
redispersate in apa ultrapura.

Pozitia si forma benzii LSPR au fost analizate pentru a deduce legarea stratului de
gelatind pe suprafata AUNPs sintetizate prin reducerea cu citrat si a decide asupra stabilitatii
bioconjugatelor gelatina@AuNPs.

Tn primul rand, au fost comparate spectrele a doui esantioane reprezentative preparate cu
concentratii mici (Figura 2.1.A) si mari (Figura 2.1.B) de gelatina (probele 0.03gelatina@AuNPs
si 10gelatina@AuNPs). Am folosit pentru referinta banda LSPR a AuNPSs acoperite cu citrat
(Figura 2.1.A spectrul a) localizata la 520 nm, tipica pentru nanoparticule sferice cu diametrul de
18+2 nm obtinut din masuratori TEM si diametru hidrodinamic de 25 nm.Prezenta stratului de
citrat la suprafata AUNPs de referinta este confirmata de potentialul zeta de -31.5 mV.
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Figure 2.1. A. Evolutia in timp a benzii plasmonice a 0.03gelatina@AuNPs si respectiv
B. 10gelatina@AuNPs. C.-D. imaginile TEM a 0.03gelatina@AuNPs si
E. 10gelatina@AuNPs, ce prezinta structuri de tip lant scurt si inele, respectiv AUNPS
individuale acoperite cu gelatina

Figure 2.1.A prezinta o selectie de spectre LSPR inregistrate succesiv in timpul procesului
de stabilizare a probei 0.03gelatina@AuUNPs, care expune doua benzi si dezvaluie un proces de
agregare controlatd. Fenomenul de agregare prin care se formeaza agregate mici in solutie pe
cheltuiala AuNPs libere conduce la formarea unor ansambluri mici de nanoparticule, dupa cum
confirma imaginile TEM din Figura 2.1.C-D.

Tn mod similar, am analizat modificarile spectrelor LSPR inregistrate la diferite intervale
de timp pe parcursul procesului de stabilizare a celei de a doua probe, notata ca
10gelatina@AuNPs (Figura 2.1.B). Prima observatie este ca procesul de stabilizare este rapid,
dureaza nu mai mult de 15 minute, spre deosebire de aproximativ doud zile in cazul
0.03gelatina@AuNPs. Singura modificare observata este o deplasare spre rosu de 5 nm (spectrele
si insertul din figura 2.1.B) de la 520 nm la 525 nm, cu aproape nici o schimbare in forma benzii,
indicand Tn mod clar comportamentul nanoparticulelor individuale in solutie. Coroborand
dovezile din imaginea TEM (Figura 2.1.E), masuratorile de imprastiere dinamica a luminii (DLS)
(cresterea diametrului hidrodinamic la 65 = 5 nm) si masuratorile de {-potential (cresterea la +
6.44+2.4 mV) este confirmata prezenta stratului de gelatina pe suprafata AUNPS.

Am investigat, de asemenea, evolutia spectrelor LSPR pentru mai multe probe preparate
cu concentratii de gelatina variind de la 0.03 la 10 mg/ml. Toate probele prezinta spectre stabile
LSPR (Figura 2.2), dupa un timp mai scurt sau mai lung de incubare, constand din amestecuri de
particule izolate si agregate mici ale caror raporturi pot fi controlate de concentratia de gelatina.
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Figure 2.2. Spectrul LSPR al probei de referinta (spectrul a) si bioconjugatele
gelatini@AuNPs formate in prezenta a diferitor concentratii de gelatina: b) 0.03 mg/ml, ¢) 0.05
mg/ml d) 0.07 mg/ml e) 0.1 mg/ml f) 0.3 mg/ml g) 1 mg/ml h) 5 mg/ml si i) 10 mg/ml

Masurdtorile DLS corespunzatoare furnizeaza informatii suplimentare, confirmand
prezenta agregatelor cu diametru hidrodinamic mare la concentratie foarte scazuta de gelatina si
descresterea diametrului acestora odatd cu cresterea concentratiei de gelatind. Sarcina de la
suprafata bioconjugatelor, de asemenea variaza in functie de concentratiile de gelatind pana cand
ajunge la starea de echilibru la o valoare pozitiva + 6.44 = 2.4 mV la 10 mg/ml.

2.1.2. Analiza FT-IR a interactiunii gelatina-AuNPs

Lantul polimeric al gelatinei prezinta atat amine cat si grupari functionale carboxil si
amide, gelatina fiind incarcata pozitiv la pH fiziologic ceea ce faciliteaza adsorbtia electrostatica
la suprafata AUNPS acoperite cu citrat, incarcate negativ.

Detaliile structurii moleculare si interactiunea specifica a gelatinei cu AuNPs sunt
investigate prin spectroscopie FT-IR (Figura 2.3).

Banda amide |, sensibild la schimbarile conformationale in lantul gelatinei [9] se
deplaseaza de la 1632 cm™ la 1650 cm™, ceea ce sugereaza faptul ci structura secundard a
gelatinei s-a schimbat de la structuri B-antiparalele la o-helix, dupa conjugarea cu AuNPs.

Mai mult, banda amide Ill observata in cazul gelatinei pure (in principal din cauza
vibratiilor de intindere C—N), dispare in urma legarii la suprafata AuNPs. Acest comportament
indica blocarea vibratiilor de intindere datoritd coordinarii gruparilor functionale —NH, din
gruparea amidica la suprafata nanoparticulelor de aur.
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Figure 2.3. Spectrul FT-IR al a) gelatinei si al
b) bioconjugatelor 10gelatina@AuNPs
Aceste rezultate sugereaza faptul ca gruparile amide si carboxil pot fi mai ales site-uri
active pentru coordinarea cu suprafata AuUNPs, indicand in mod clar ca nanoparticulele au fost
intr-adevar conjugate cu biopolimerul gelatina.

2.2. Bioconjugatele gelatina@AuNPs ca substrate active SERS

Doua probe de bioconjugate gelatina@AUuUNPs (individuale si interconectate) au fost
testate ca substrate SERS in solutie de concentratie 3,6:10° M Rose Bengal (RB) in urma
excitarii laser la 532 nm si 633 nm. Nici un semnal Raman nu a fost detectat in solutie de
concentratie identici RB (3.6-10° M) preparata fara bioconjugate (Figura 2.4 spectrul a) si,
pentru referinta, am colectat un spectru Raman normal dintr-o solutie de concentratie mult mai
mare (10 M) sub excitatie laser cu linia 633 nm (Figura 2.4 spectrul b).

Masuratorile SERS dezviluie prezenta moleculelor RB n bioconjugate. Mai exact, n
cazul bioconjugatelor individuale incubate cu RB gelatini@AuNPs (RB-10gelatina@AuNPs),
linia laser 532 nm, este in acelasi timp in rezonanta cu banda LSPR a AuNPs la 525 nm si cu
banda de absorbtie electronica a RB la 548 nm, ceea ce permite inregistrarea unui spectru de
imprastiere rezonant Raman amplificat de suprafata (SERRS) (Figura 2.4 spectrul e) [10].
Contributia RRS este evidentiatd in mod clar (Figura 2.4 spectrul e) de aparitia a doud benzi
puternice situate la 1619 cm™ si 1496 cm™ atribuite vibratiilor moleculare specifice cromoforului
excitat. Acest rezultat sugereaza faptul ca o parte din moleculele RB sunt atasate de polimer, nu
direct pe suprafata metalica pentru a preveni stingere fluorescentei, dar nu prea departe de metal
pentru a nu compromite activitatea SERS. Tn cazul bioconjugatelor agregate incubate cu RB (RB-
0.03gelatina@AuNPs) banda LSPR de la 622 nm este situata departe de linia de excitatie laser la
532 nm. Drept urmare, doar o mica parte din bioconjugatele individuale existente in solutie in
prezenta bioconjugatelor agregate sunt active SERS, ceea ce face ca fluorescenta inregistrata sa
se suprapuna complet cu semnalul SERRS al moleculelor reporter RB.
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Figure 2.4. Spectrul de referintda Raman al RB liber la a) 3.6*10° M and b)10? M in solutie
nregistrat la 633 nm; spectrul SERS al ¢) RB-individual 10gelatina@AuNPs, d) RB-
interconectate 0.03gelatina@AuUNPs inregistrat la 633 nm si e) RB-individual gelatini@AuNPs
nregistrat la 532 nm.

Tn continuare am analizat spectrele SERS inregistrate din probele (0.03gelatina@AuNPs
si 10gelatina@AUuNPS) sub excitatie cu linia laser 633 nm. Banda de absorbtie electronica a RB
fiind situatd la 548 nm nici un efect Raman rezonant nu contribuie la semnalul SERS. Tn cazul
probei 0.03gelatina@AuNPs linia laser este rezonanta cu banda LSPR a agregatelor mici la 633
nm, ceea ce permite inregistrarea unui semnal SERS foarte bun (Figura 2.4 spectrul d).
Presupunem ca 0 contributie semnificativa a semnalului SERS provine de la numeroasele ,,puncte
fierbinti” ce apar intre golurile mici induse de agregare [11]. Pe de alta parte, in cazul probei
10gelatina@AUNPs, linia laser este in afara rezonantei bioconjugatelor ceea ce face semnalul
SERS extrem de slab (Figura 2.4 spectrul c).

2.3. Bioconjugatele gelatina@AUuNPs ca substrate pentru incircarea inhibitorilor FLT3

Propunem aici o noua metoda de a livra inhibitori ai Fms-ca tirozin kinazei 3 (inhibitori
FLT3), la celulele canceroase, prin utilizarea AuNPs individuale protejate Tntr-un strat de gelatina
ca agenti de transport ai medicamentelor. Acest complex este capabil sa Tncorporeze concentratii
mari de medicament si sa le transporte intr-o maniera controlata la celulele maligne, reducand
astfel doza medicamentului in tesuturile sanatoase si efectele secundare severe care pun viata in
pericol. Pentru studiul nostru am selectat patru inhibitori FLT3 diferiti, si anume midostaurin
(MDS), sorafenib (SRF), lestaurtinib (LST) si quizartinib (QZR) cu scopul de a proiecta un
sistem nou AuNPs-medicament pentru tratamentul leucemiei acute mieloide (AML).

Patru seturi de spectre UV-Vis corespunzatoare celor patru inhibitori FLT3 diferiti (MDS,
SRF, LST si QZR) conjugatele cu gelatina@AuNPs sunt prezentate in Figura 2.5 A, B, C si
respectiv. D. In fiecare caz, spectrul UV-Vis al gelatiniA@AuNPs (firi medicament) si al
medicamentelor libere este prezentat pentru referinta.
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Figure 2.5. Incarcarea inhibitorilor FLT3 (spectrele portocalii) pe gelatinai@AuNPs (spectrele
rosii) Spectrele albastre reprezinta: A. gelatina@AuNPs-MDS, B. gelatina@AuNPs-SRF,
C. gelatina@AuNPs-LST si D. gelatina@AuUNPs-QZR. Inserturile prezinta structurile chimice
ale inhibitorilor FLT3

Probele gelatina@AUNPs purificate prezinta o semnatura plasmonica LSPR caracteristica
care are un maxim centrat la 526 nm (spectrul rosu in fiecare cadran din Figura 2.5). In toate
cazurile, dupa incubarea gelatina@AuNPs cu inhibitori FLT3, complexele prezinta o banda
LSPR deplasata spre rosu impreuna cu semnatura medicamentelor in regiunea UV, care poate fi
considerata ca fiind 0 prima dovada a interactiunii dintre inhibitorii FLT3 si AuNPs. Forma
benzii plasmonice indica faptul ca complexele formate sunt dispersate individual Tn solutie si
prezinta stabilitate.

Incarcarea inhibitorilor FLT3 pe gelatinA@AuNPs este de asemenea sustinutid de
masuratorile de potential zeta si imprastiere dinamicd a luminii (DLS). Dupa purificare,
gelatina@AuNPs poarta o sarcina pozitiva de + 22.5£0.4 mV care provine de la stratul de
gelatind de la suprafata AUNPS. Dupa interactiunea cu medicamentele, potentialul zeta al
nanoparticulelor creste pana la +30.4+0.8 mV pentru gelatina@AuNPs-LST si chiar +32.4+0.4
mV pentru gelatind@AuNPs-QZR, confirmand adsorbtia medicamentelor pe suprafata
particulelor. Tn plus, o valoare a {-potentialului mai mare decat +30mV reprezinti un semn major
de stabilitate a complexului. Caracterizarea DLS a gelatina@AuNPs purificate inainte si dupa
interactiunea cu alte medicamente dezvaluie cresterea diametrului hidrodinamic dupa incarcarea
medicamentelor, confirmand capacitatea stratului de gelatina la suprafata AUNPs de a incorpora o
cantitate mare de medicament.
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Totusi, pentru a functiona ca nano-sisteme FLT3 inhibitoare eficiente in aplicatii in vitro
si In vivo un semn de intrebare ridica stabilitatea gelatina@AuNPs incarcate cu medicamente in
conditii biologice, unde acestea sunt predispuse la agregare. Tn acest sens, stabilitatea pe termen
lung a complexelor noastre cu diferite medicamente Tncarcate a fost dovedita prin masurarea
raspunsului plasmonic al gelatina@AUNPs dupa pastrarea Tn solutie PBS timp de o saptamana.

Capitolul 3

Sinteza directa si controlata a
nanoparticulelor de aur in prezenta gelatinei

3.1. Biosinteza nanoparticulelor de aur

3.1.1. Ajustarea formei si dimensiunii AUNPS in functie de concentratia de gelating

Sinteza AuNPs a fost realizata intr-un singur pas prin simpla amestecare a diferitor
concentratii ale solutiei de gelatind cu 0 solutie HAUCl, de concentratie 3 mM fintr-un raport
volumic de 1:1 urmata de incubarea la 80 °C timp de 6 ore. Am monitorizat formarea AuNPs
utilizdnd atdt metode spectroscopice de absorbtie in UV-Vizibil cat si imaginile TEM ale
nanoparticulelor sintetizate depuse pe grile pentru TEM. Tn prima serie de experimente am
examinat formarea AuUNPs in urma incubdrii unor cantitati identice de solutie de acid
tetraclorauric (HAUCly) cu solutii de gelatind de diferite concentratii. Figura 3.1.A prezinta
exemple tipice de spectre LSPR Tinregistrate din 5 solutii coloidale de AuNPs rezultate dupa
incubarea solutiilor precursoare cu concentratii crescatoare de gelatina: 0.5%, 0.62%, 0.75%,
0.87% si 1%. Toate masuratorile s-au efectuat dupa 6 ore de incubare la 80 °C, atunci cand
formarea nanoparticulelor a fost stopata prin racirea solutiilor la temperatura camerei.

A ——0.50% B 1.5%

0.62% —2.0%

—0.75% —25%

0.87% 3.0%

_ ——1.00% . —35%
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Figure 3.1. Spectre UV-Vis-NIR ale AuNPs sintetizate cu
A. concentratii mici de gelatina si B. concentratii mari de gelatina
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In intervalul de concentratii mentionate mai sus, spectrele prezinta cel putin doua benzi de
extinctie care evolueaza In functie de concentratia de gelatina utilizatd. Mai exact, pozitia primei
benzi situatd la aproximativ 530 nm rdmane relativ stabild in timp iar intensitatea acesteia creste
constant, in timp ce a doua banda se deplaseaza treptat din NIR (~ 1300 nm) spre vizibil (~ 650
nm), devenind mai ingusta pe masura ce creste concentratia de gelatina. Potrivit literaturii cea de
a doua banda poate fi atribuita rezonantei dipolare in-plan n timp ce prima banda corespunde
rezonantei dipolare in afara planului a AuNPs triughiulare care se suprapune cu rezonanta
plasmonicd a AuNPs sferice [12]. Imaginile TEM confirmd prevalenta nanoparticulelor
triunghiulare (~ 69%) printre nanoparticule sferice (~ 31%) la concentratia cea mai micad de
gelatind si prevalenta nanoparticulelor sferice (~ 78%) printre nanotriunghiuri extrem de
polidisperse (~ 22%) la 0 concentratie mai mare de gelatind. Deplasarea treptatd a rezonantei
dipolare in-plan a nanotriunghiurilor din NIR spre vizibil odatd cu cresterea concentratiei de
gelatina este coroborata cu o scadere a laturii nanotriunghiurilor de la 237+17 nm la 52.5£21 nm,
dupa cum rezulta din analiza TEM.

Prin contrast, Tn a doua serie de experimente realizate la concentratii crescatoare de
gelatina de 1.5%, 2%, 2.5%, 3%, 3.5%, 4%, 4.5% si 5%, banda LSPR din NIR dispare complet si
banda ramasa in vizibil se deplaseaza treptat de la 530 nm la 540 nm. Acesta deplasare spre rosu
insotitd de o scadere progresiva 1n intensitate a benzii, denota o crestere a dimensiunii
nanoparticulelor cu scaderea concentratiei de nanoparticule formate (Figura 3.1.B). Din nou,
imaginile TEM confirma formarea AuNPs sferice cu diametrul mediu cuprins intre 18+3.5 nm si
57+10 nm.

3.2. Cresterea si caracterizarea nanoparticulelor de aur

3.2.1. Efectul concentratiei de gelatina asupra cresterii si morfologiei AUNPS

De asemenea, am monitorizat formarea AuNPs la 80 °C pentru douda cazuri
reprezentative, mai exact la o concentratie de gelatind mare (1.5%) si respectiv mica (0,5%), in
functie de timpul de incubare, prin masurarea spectrelor LSPR din solutii la diferite momente in
timpul sintezei. Tn primul caz, banda LSPR si schimbrile corespunzitoare in culoarea solutiei
apar dupa numai o ora de incubatie (Figura 3.2.A). Banda LSPR apare la 540 nm si creste in
intensitate simultan cu o deplasare spre albastru progresiva la 530 nm dupa aproximativ 6 ore.
Aceasta deplasare poate fi explicatd partial prin modificarea mediului dielectric al AuNPs care
poate fi datorat disocierii clusterelor de gelatina mici aparute atunci cand cresterea particulelor
este sustinuta de un proces de coacere controlat de difuzia Ostwald.
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Figure 3.2. Evolutia intensitatii si pozitiei spectrale a benzii LSPR asociata cu sinteza AUNPS
asistata de gelatina la 0 A. concentratie de gelatina 1.5% siB. concentratie de gelatind 0.5%
(Spectrele inregistrate au fost translatate in Figura B pentru o mai buna vizualizare)

Tn ceea ce priveste al doilea caz, incubarea ionilor de aur cu concentratie scizuti de
gelatina (0.5%) la 80 °C este asociata cu 0 evolutie mai complexa a spectrului LSPR. Interesant,
banda LSPR caracteristica formarii AUNPs de forme triunghiulare apare la 1158 nm si pe masura
ce sinteza continua aceasta banda evolueaza in timp catre 1200 nm, dupa 6 ore (Figura 3.2.B),
indicand cresterea nanotrunghiurilor [13]. Prima banda LSPR situata la 553 nm care corespunde
rezonantei compuse dipolare in afara planului a nanotriunghiurilor si rezonantei plasmonice a
AUNPs sferice are un comportament similar cu cel discutat anterior in cazul sintezei nanosferelor.
Este de remarcat faptul ca in ambele cazuri reactia de sinteza a fost oprita iar forma si
dimensiunea nanoparticulelor formate a ramas neschimbata dupa racirea solutiei coloidale la
temperatura camerei.

3.2.2. Efectul temperaturii de sinteza asupra cresterii nanoparticulelor

Anterior, ne-am axat asupra formarii AUNPS acoperite cu gelatina la 80 °C, dar avand in
vedere ca solutia de gelatina este susceptibila la degradare la temperaturi ridicate, am investigat
formarea AuNPs la temperaturi mai scazute, coroborand rezultatele cu datele obtinute din
masuratorile de vascozitate.

Figura 3.3.A prezinta secventa spectrelor LSPR 1inregistrate in primele 6 ore din trei
solutii identice incubate la temperaturi de 40 °C, 60 °C si 80 °C. Este clar faptul ca la temperaturi
putin peste sau la orice temperatura sub punctul de topire al gelatinei sinteza AuNPs nu este
fezabila.

Acest rezultat nu este surprinzator deoarece gelatina prezinta vascozitate redusa si 0O
conformatie cu bucle aleatoare deasupra punctului de topire (~ 35 °C) si o vascozitate crescuta cu
regiuni triplu helix sub acest punct (Figura 3.3.B) [14]. Vascozitatea crescuta incetineste sinteza
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considerabil datorita transferului de electroni redus intre gruparile amino ale gelatinei si ionii de
aur Tn timp ce o vascozitate redusa a gelatinei faciliteaza o rata crescuta a sintezei.
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Figure 3.3. A. Evolutia in timp a intensitatii benzii LSPR inregistrata in timpul sintezei AuNPs la
40 °C, 60 °C si 80 °C; B. dependenta vancozitatii de temperatura pentru a) solutia pura de
gelatina Tnante de tratamentul termic; solutia pura de gelatina dupa 6 ore de incalzire la b) 60 °C
si respectiv c) 80 °C si d) suspensia coloidalda de AuNPs acoperite cu gelatina sintetizate la 80 °C

Proba incubata la 80 °C prezintd banda LSPR atribuita AuNPs sferice la 530 nm in timp
ce proba incubata la 60 °C prezinta 0 banda LSPR similara, deplasata spre rosu la 547 nm.
Intensitatea benzii LSPR in Figura 3.3 demonstreaza ca sinteza realizata la 80 °C este mult mai
rapida si furnizeaza o concentratic mai mare de nanoparticule. Mai exact, o temperatura mai
ridicata impune o etapa de nucleatie rapida ceea ce duce ulterior la formarea unui numar mai
mare de particule de dimensiuni relativ mai mici, dupa cum confirma imaginile TEM (Figura
3.4).

In plus, peste 60 °C, in biopolimerul gelatini se observa o degradare termica si o disociere
a legaturilor de hidrogen care impune formarea monomerilor de gelatind [15]. Monomerii de

gelatind expun mai multe grupdri hidroxil, cunoscute ca agenti de reducere eficienti pentru ionii
de aur.
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Figure 3.4. Imaginile TEM ale AuNPs bio-sintetizate la A. 40 °C, B. 60 °C si C. 80 °C.
Scala arata 500 nm
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Prin urmare, reducerea rapidd a ionilor de aur in prezenta gelatinei degradate este de
preferat [16]. Mai mult decét atat, incubarea gelatinei la temperaturi ridicate promoveaza
cresterea gradului de degradare care poate fi obvervata prin compararea curbelor de vascozitate
ale unei solutii de gelatina Tnainte (Figura 3.3 curba a) si dupa tratamentul termic timp de 6 ore la
60 °C si respectiv 80 °C (Figura 3.3 curbele b si c). Aceste modificari ar putea influenta, de
asemenea, indicele de refractie al gelatinei, care are un impact asupra deplasarii benzii LSPR.

Véscozitatea AuNPs biosintetizate in prezenta biopolimerului gelatind, de asemenea,
scade incet in timp ce temperatura creste, datoritd modificarii vascozitatii stratului de gelatina
care protejaza suprafata acestora (Figura 3.3 curba d).

3.3. Stabilitatea nanoparticulelor acoperite cu gelatina

3.5.2. Stabilitatea AUNPS in mediu fiziologic simulat i in mediu celular

Pentru urmatoarele studii am selectat din marea varietate de nanoparticule obtinute,
AUNPs sintetizat cu concentratia de gelatina 1.5% (denumit aici ca AuUNPs@gelatina) deoarece
acestea sunt cele mai mici sferice obtinute si cele mai monodisperse nanoparticule, cu o
dimensiune de 18+3.5 nm, dupa cum reiese din imaginile TEM si histogramele corespunzatoare.
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Figure 3.5. A. Spectrul LSPR al AuNPs sintetizate/stabilizate cu gelatina a) dupa
purificare b) la temperature fiziologica de 37 °C si ¢) Tn solutie 0.9% NaCl.
B. Spectrul de extinctie al AUNPs@gelatina inregistrat in a) apa ultrapura si b) mediu celular

Avand in vedere utilizarea lor n aplicatii biomedicale, stabilitatea AUNPs a fost mai intéi
demonstrata prin monitorizarea evolutiei spectrelor LSPR in conditii fiziologice simulate (adica
solutie 0,9% NaCl si 37 °C) si in mediu celular DMEM/F12 la temperatura fiziologica. Nu s-a
observat nici un semn de agregare indusa in banda LSPR. Aceste rezultate demonstreaza ca
gelatina actioneaza ca un agent de acoperire si protectie eficient si ofera in plus garantia ca
AuNPs@gelatina sunt perfect stabile, atat in mediu simulat cat si in mediu celular la temperatura
fiziologica (Figura 3.5).
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Capitolul 4

Studiul biocompatibilitatii si a efectele biologice ale AUNPs
Tnvelite Tn gelatina asupra celulelor Osteoblast

4.1. Internalizarea nanoparticulelor de aur in celulele osteoblast

Figura 4.1 prezinta imaginile de microscopie in cadmp intunecat ale celulelor osteoblast
(OBL) tratate cu AuNPs@gelatina (Figura 4.1.B), impreuna cu celulele control tratate cu AuNPs
acoperite cu citrate — AuNPs@citrat (Figura 4.1.C) si celule netratate (Figura 4.1.A). Tn celulele
control netratate sunt vizibile unele puncte albastrui ce provin din Tmprastierea caracteristica
intrinseca a organitelor celulare [17] in timp ce 1n interiorul celulelor tratate cu nanoparticule
apare o imprastiere puternica sub forma unor puncte galbui-portocalii care in mod evident
confirma internalizarea AUNPs@gelatina si AuNPs@citrat in OBL.

Figure 4.1. Imaginile de microsopie in cdmp Tntunecat ale A. celulelor OBL control netratate si
tratate cu B. AuNPs@gelatina si C. AuNPs@citrate. Scala indica 50 pm.

Tn microscopia in cAmp ntunecat se observa o diferentd semnificativa intre Internalizarea
AuNPs@citrat incarcate negativ (-31.5+1.8 mV) si AUNPs@gelatina incarcate pozitiv (+ 27+1.2
mV) cel mai probabil datorita interactiunii electrostatice ale nanoparticulelor cu membrana
celulara exteriora care este in general incarcatd negativ. In plus, n cazul celulelor tratate cu
AuNPs@citrat, spre deosebire de celulele tratate cu AuNPs@gelatina, poate fi observata pe
substrat o cantitate mare de AuNPs@citrat agregate, sugerand o stabilitate redusa a acestora in
absenta unui strat protector la suprafatd. Spectrele de imprastierea Rayleigh colectate din
interiorul celulelor tratate cu aceeasi concentratie de AUNPs@gelatina si AuNPs@citrat confirma
aceasta observatie, dovedind stabilitatea AUNPs@gelatina, care prezinta spectrul lor tipic in timp
ce AuNPs@citrat prezintd o bandd larga, deplasatd spre rosu, caracteristicd spectrului
nanoparticulelor agregate.
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Pentru o investigare mai exactd a AuNPs internalizate, am utilizat microscopia DIC,
deoarece aceasta permite sectionarea optica a unei celule cu mare precizie, oferind o imagine
complexa atat a organitelor celulare cat si a AUNPs internalizate.

Figure 4.2. Imaginile DIC ale celulelor OBL tratate cu AuUNPs@gelatina pentru 24 ore
colectate de la diferite adancimi (A) - (F) Z=3-8 um

Imagistica celulelor OBL tratate cu AuNPs@gelatina prin focalizarea in diferite planuri
ale celulei in directia Z (Figura 4.2) dezvaluie localizarea AUNPS 1n Tintreaga regiune
citoplasmatica la toate adancimile in celule. Imagini DIC confirma rezultatul microsopiei in camp
ntunecat, indicand localizarea AuNPs exclusiv in afara nucleului.

4.2. Efectul nanoparticulelor asupra proliferarii celulelor osteoblast

In continuare am investigat biocompatibilitatea/citotoxicitatea AuNPs@gelatina,
AuNPs(@citrat si a biopolimerului gelatina in vitro folosind testul de citotoxicitate MTT asupra
celulelor osteoblast tratate. Celulele au fost expuse la diferite concentratiile de AUNPs@gelatina,
AuNPs@citrat si biopolimer gelatina (1-100 pg/ml) timp de 24, 48 si respectiv 72 ore.

Dupéd cum se poate observa in Figura 4.3, celulele OBL tratate prezintd o viabilitate
excelenta, AUNPs@gelatina nu prezinta efecte toxice la concentratii ridicate de nanoparticule si
nu inhiba proliferarea. In schimb, probele tratate cu AUNPs@gelatina prezinta rate imbunatitite
de crestere si proliferare a celulelor comparativ cu celulele tratate cu AUNPs@citrat sau gelatina,
raportat la probele de control netratate. Proliferarea osteoblastelor a fost promovata progresiv in
prezenta concentratiilor mai mari de nanoparticule (50-100 pg/ml) chiar si la o expunere pe
termen lung (72 ore).

Prezenta AuNPS stimuleaza cresterea si proliferarea celulelor prin stingerea radicalilor
liberi formati in timpul cresterii celulare si actioneaza ca agenti antioxidanti. Mai mult decét atat,
presupunem ca celulele tratate cu AUNPs@gelatina prezinta o rata crescuta de proliferare datorita

efectului sinergic dintre AuNPs si stratul de gelatind care acopera suprafata metalica.
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Figure 4.3. Viabilitatea celulelor OBL tratate cu diferite concentratii de AUNPs@gelatina,
AuNPs@citrate si gelatina pentru (*) 24, (**) 48, si (***) 72 ore investigata prin testul MTT.

4.3. Efectul nanoparticulelor de aur asupra diferentierii celulelor osteoblast

Celulele OBL trarate cu AuNPs@gelatina prezintd o proliferare remarcabild si mai
interesant un prim semn de diferentiere cu formare de noduli ososi care dezvaluie efectul
osteogenic al acestora (Figura 4.4.A).
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Figure 4.4. A. Imaginea de microscopie Tn cdmp intunecat a celulelor OBL tratate cu
AuNPs@agelatina care prezinta un prim semn de diferentiere cu formare de noduli ososi. Scala
arata 50 um. B. Efectul dependent de doza al AuNPs@gelatina si AUNP@citrat asupra activitatii
ALP a celulelor OBL dupa 72 ore tratament.

Diferentierea osteoblastilor este un aspect esential al formarii si remodelarii osoase, prin
urmare, efectul AuNPs@gelatina asupra diferentierii OBL a fost investigat prin analiza activitatii
fosfatazei alcaline (ALP), de vreme ce aparitia activitatii ALP este un marker fenotipic timpuriu
al diferentierii osteoblastilor [18]. Activitatea ALP prezentata de celulele OBL tratate timp de 72
ore cu AuNPs@gelatina este semnificativ  mai mare decat cea a celulelor tratate cu
AuNPs@citrat, Tn special la concentratii mai mari, adica 50, 100 pg/ml. Ca si in cazul proliferarii
celulelor, tratamentul celulelor cu biopolimerul gelatina (100 pg/ml) are un efect mai mic asupra
activitatii ALP raportat la celulele tratate cu aceeasi concentratie de AUNPs@gelatina.
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Expresia proteinei fosfataza alcalina a fost de asemenea investigata prin colorarea
imunocitochimica a celulelor OBL tratate cu 100 pug/ml AuNPs@gelatina. Tripla colorare (Figura
4.5) permite observarea adeziunii celulelor OBL si procesul de raspandire marcat de organizarea
fibrelor de actina-F (colorate rosu cu faloidind TRITC), nucleelor celulare (colorate albastru cu
DAPI) si expresia ALP evidentiata prin colorare verde cu FITC. Aceste rezultate sunt in
concordanta cu rezultatele MTT si confirma inca o data proliferarea si diferentierea osteoblastilor
in prezenta concentratiilor mai mari de AuUNPs@gelatina.

A

Figure 4.5. Imaginile de fluorescentd reprezentand activitatea fosfatazei alcaline (ALP)
A. fibrele de actina-F sunt vizualizate aplicand coloratia cu faloidina-TRITC (rosu). B. Nucleii
celulelor sunt vizualizati aplicand coloratia DAPI (albastru) C. expresia proteinei ALP este
evidentiata prin coloratia vrede cu FITC D. Imaginile suprapuse A., B. si C. Scala arata 50 pm.

Prin urmare AuNPs@agelatina in afard de proprietatile intrinseci plasmonice deosebite
care faciliteaza imagistica celulara pot deveni promitatoare in medicina regenerativa datorita

amplificarii cresterii, proliferarii si diferentierii celulare.



Capitolul 5

Realizarea si validarea in vitro a unui nou sistem chimioterapeutic cu
eliberare controlata pH a agentului terapeutic Doxorubicina

5.1. Caracterizarea nano-sistemului chimioterapeutic

Nano-sistemele chimioterapeutice au fost realizate intr-o singura etapa prin amestecarea
solutiilor de doxorubicina (DOX) la pH 5.5 si pH 10.5 cu o solutie coloidala purificata
AuNPs@gelatina intr-o concentratie finala de 230 pM medicament. Ulterior, am notat ca
5.5DOX-AuNPs@gelatina si 10.5DOX-AuNPs@gelatina sistemele preparate in prezenta solutiei
DOX la pH 5.5 si respectiv pH 10.5.

A DOXpH5.5 B DOXpH10.5
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Figure 5.1. a) Spectrul de absorbtie al DOX la A. pH 5.5 si B. pH 10.5; Spectrul de extinctie al
b) AUNPs@gelatina biosintetizate, ) DOX-AuNPs@gelatina imediat dupa amestecul lor si d)
dupa 24 ore incubare. Inserturi: spectrul normalizat al b) AUNPs@gelatina,
DOX-AuNPs@gelatina c) la momentul initial si d) dupa incubare.

Spectrul de absorbtie al DOX la pH 5,5 arata doua benzi majore centrate la 290 si 485 nm,
care corespund tranzitiilor polarizate n—n* de-a lungul axei scurte si respectiv lungi a moleculei
DOX [19]. Banda principala de la 485 nm (Figura 5.1.A spectrul a) este foarte sensibila la
modificarile aparute in structura moleculei si prin urmare, la pH alcalin si in prezenta
AuNPs@gelatina (Figura 5.1.A si B) aceasta banda este deplasata spre lungimi de unda mai mari
si reflecta interactiunea, incarcarea medicamentelor si formarea complexelor 5.5DOX-
AuNPs@gelatina si 10DOX-AuNPs@gelatina la pH 5.5 si respectiv pH 10.5. Pentru a asigura un
timp suficient pentru interactiune, medicamentul si AuNPs au fost incubate la temperatura
camerei timp de 24 ore.

Rezultatul LSPR (Figura 5.1) nu este surprinzator avand in vedere ca in conditii putin
acide (pH 5.5), moleculele DOX sunt aproape complet protonate si interactioneaza doar cu
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putinele grupari carboxil ale stratului de gelatina de la suprafata nanoparticulelor, incarcate
negativ. Pe de alta parte, in mediu alcalin la pH 10.5, moleculele DOX sunt deprotonate, poseda o
sarcina negativd confirmata de valoare ( potential de -34.9+2.4 mV care promoveaza
interactiunea electrostatica cu stratul de gelatina de pe suprafata AuNPs, incarcat pozitiv. Mali
mult decat atat, valoarea ( potential pozitiv al AUNPs@gelatina (+27.72+1.2 mV) care provine de
la gruparile amino ale gelatinei trece la o valoare negativa de -24.5+0.8 mV dupa interactiunea cu
DOX la pH 10.5, ceea ce confirma inca o datd incarcarea mai eficienta a medicamentelor in
mediu alcalin.

Cu scopul de a evalua calitatea sistemelor chimioterapeutice create, am calculat ca doar
aproximativ 19% din totalul DOX a fost incarcat pe AUNPs@gelatina in conditii acide, in timp ce
o incarcare mult mai mare de ~ 70% DOX a fost realizata la pH 10.5. Prin urmare, deoarece
eficienta de incarcare Tn mediul alcalin este semnificativ mai mare decét in conditii acide, in
studiile ulterioare vom investiga doar sistemul chimioterapeutic cu un continut mai ridicat de
DOX, produs la pH 10,5, denumit simplu DOX-AuNPs@gelatina.
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Figure 5.2. A. Spectrul LSPR al a) AuUNPs@gelatina si b) al nano-sistemului chimioterapeutic
DOX-AuNPs@gelatina si B. spectrul LSPR al DOX-AuNPs@gelatina a) in apa ultrapura si b) la
temperatura fiziologica de 37 °C in solutie 0.9% NaCl.

Avand in vedere validarea nano-sistemului chimioterapeutic in studii celulare, dupa
incubarea la temperatura camerei timp de 24 ore, complexul a fost purificat prin centrifugare
(8.000 rpm timp de 10 min) pentru a indeparta medicamentul nelegat si apoi redispersat in apa
ultrapura. Complexul DOX-AuNPs@gelatind prezinta o usoara deplasare a benzii LSPR spre
rosu (3 nm), comparativ cu AuNPs@gelatina simple (Figura 5.2.A), fara alte modificari optice
ceea Ce sugereaza stabilitatea si incarcarea cu succes a AUNPs. Mai mult decét atat, stabilitatea
DOX-AuNPs@gelatina a fost dovedita in conditii fiziologice simulate in solutie 0,9% NaCl si la
37 °C (Figura 5.2.B).
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5.2. Eliberarea DOX din nano-sistemul chimioterapeutic

Capacitatea pH-responsiva a nano-sistemului  nostru chimioterapeutic DOX-
AuNPs@gelatina a fost evaluata la pH 7.4, 5.3 si respectiv 4.6, pentru a imita atat pH-ul
fiziologic si cat si mediul acid al organitelor celulare si al tesutului tumoral. Pentru aceasta, o
cantitate mica de nanoparticule incarcate cu medicament a fost expusa la diferite solutii tampon si
mentinute sub agitare blanda la 37 °C. Cantitatea de DOX eliberata a fost masurata din emisia de
fluorescentda a mediului de eliberare la intervale de timp predeterminate. Emisia fluorescenta la
593 nm a fost inregistrata prin eXcitare la 485 nm si reprezentata grafic in functie de timp pentru
a genera un profil de eliberare. Figura 5.3.A arata ca rata si cantitatea de DOX eliberata din
DOX-AuNPs@gelatina sunt extrem de dependente de pH-ul mediului.
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Figure 5.3. A. Efectul pH-ului asupra eliberarii DOX din AuNPs@gelatina la 37 °C, B. emisia
de fluorescentda a DOX recuperata dupa 24 ore incubare in solutii tampon la a) pH 7.4, b) pH 5.3
si pH 4.6 si C. Efectul temperaturii asupra ratei de eliberare a DOX la pH 4.6.

Mai exact, dupa 24 ore cantitatea de DOX eliberata cumulativ atinge aproximativ 80% la
pH 4.6, care este aproape de valoarea pH-ului tumorilor si numai 25% la pH 7,4, indicand o
eliberare minima la pH fiziologic (Figura 5.3.A, B).

n continuare, pentru un anumit pH — 4.6 impactul temperaturii asupra eliberdrii DOX a
fost investigat n continuare la trei temperaturi diferite si anume temperatura camerei — 22 °C,
temperatura fiziologica — 37 °C si temperatura de hipertermie — 45 °C. Curbele de eliberare sunt
prezentate Tn Figura 5.3.C. Comparativ cu eliberarea la 22 °C, se poate observa cu claritate ci o
temperatura mai ridicata impune o eliberare mai rapida a DOX (Figura 5.3.C). Acest
comportament poate fi atribuit cu sigurantd componentei gelatina a nano-sistemului
chimioterapeutic, care permite o eliberare a DOX rapida la 37 °C si 45 °C, datorita dependentei
de temperatura a structurii conformationale a acesteia, capabild sa creasca mobilitatea locala in

reteaua sa pe masura ce creste temperatura.

5.3. Efectul nano-sistemului chimioterapeutic asupra liniei celulare de cancer de san MCF-7
5.3.1. Inglobarea DOX-AuNPs@gelating de cdtre celulele MCF-7

Figura 5.4 prezinta imaginile de microscopie in cAmp intunecat ale celulelor control —
netratate si ale celulelor tratate cu DOX-AuNPs@gelatina timp de 1 ora si respectiv 24 ore.
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1n celulele control apar unele puncte albastrui datorita impristierii caracteristice intrinseci
a organitelor celulare (Figura 5.4.A) [17]. Dupa 1 ora de tratament, celulele prezinta o imprastiere
limitata a luminii provenind din organitele celulare si din cateva AUNPs@agelatind incarcate ce
pot fi observate mai ales pe membrana celulara (Figure 5.4.B). Contrar, dupa 24 ore din celulele
tratate apare o imprastiere puternica care prezintd multe puncte luminoase portocaliu-rosiatic
stralucitoare situate la nivel citosolic, Tn afara de nucleilor.

.

Figure 5.4. Imaginile in cdmp ntunecat ale celulelor MCF-7 A. control — netratate si tratate cu
DOX-AuNPs@gelatina timp de B. 1 ora si respectiv C. 24 ore.

Este plauzibil ca nanoparticulele sa penetreze membrana celulelor printr-un proces
cunoscut sub numele de endocitoza si sa fie situate n interiorul veziculelor endocitotice, dar in
afara nucleelor. Petele stralucitoare observate confirma fintr-adevar internalizarea DOX-
AuNPs@gelatina in celulele MCF-7.

5.3.2. Eliberarea intracelulara a DOX din AUNPs@gelatina
1h

3h 24h
-
-
Figure 5.5. Imaginile de fluorescenta ale celulelor tratate cu DOX-AuNPs@gelatina timp de

A. 1 ora, B. 3oresi C. 24 ore, si celulele tratate cu DOX timp de D. 1 ora, E. 3 ore si F. 24 ore,
care aratd localizarea DOX libera si DOX eliberata intracelular la diferite interval de timp.
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Microscopia de fluorescentd evidentiaza diferente remarcabile in tiparul internalizarii
DOX libere sau incarcata pe AUNPs@gelatina, asa cum se poate vedea comparand Figura 5.5 A,
B, C si Figura 5.5 D, E, F. Semnalul de fluorescenta din celulele tratate cu DOX libera apare
dupa doar 1 ora de tratament de vreme ce moleculele libere difuzeaza prin membrana celulara si
devine tot mai puternic n timp datoritd acumularii medicamentului, care este aproape in
exclusivitate nucleara.

Tn contrast, celulele tratate cu DOX-AuNPs@gelatina timp de 1 ora (Figura 5.5.A) nu
aratd nici un semnal, in timp ce dupa 3 ore se poate observa un semnal foarte slab. Dupa 1 ora de
incubare, nanoparticule de aur incarcate cu medicamente nu au fost internalizate, cum cum arata
microsopia in cAmp ntunecat. In schimb, la 3 ore dupa incubare, unele AuNPs incircate cu
medicament au patruns prin membrana celulelor prin endocitoza si poate fi observatd o usoara
fluorescentd rosie provenita de la molecule DOX. Aceasta indica localizarea nano-sistemului
chimioterapeutic n interiorul celulelor, Th compartimentele endocitare, unde ncepe eliberarea
medicamentului, declansat de pH-ul acid. Aici medicamentul se aflda in doud stari: atasat la
suprafata metalica si situat in stratul biopolimeric. Cu toate acestea, in acest moment, cele mai
multe molecule DOX sunt inca in imediata apropiere a suprafetei AuNPs avand fluorescenta
stinsa. Judecand dupa intensitatea fluorescentei DOX putem deduce distributia medicamentelor in
celula avand 1n vedere ca DOX eliberata migreaza spre nucleu pentru a se lega de ADN. De
aceea, dupa 24 de ore de tratament (Figura 5.5.C), intensitatea semnalului de fluorescentd a DOX
eliberate a crescut, indicand eliberarea continua a acesteia. DOX eliberata este raspandita in
principal prin intreaga citoplasma dar un semnal de fluorescentd poate fi observat in nucleul
celulelor, provenit de la DOX difuzata care a ajuns la nucleu.

DAPI Merged

DOX
.
.
Figure 5.6. Imaginile de fluorescenta ale celulelor tratate cu DOX-AuNPs@gelatina si DOX

libera pentru 48 h, care evidentiaza internalizarea diferita in nucleu a A. DOX eliberata
intracelular si D. DOX libere; B., E. nucleii colorati cu DAPI si C., E. imaginile suprapuse
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Figura 5.6 arata distributia DOX in celulele MCF-7 tratate timp de 48 de ore, fie cu DOX
libera sau DOX incarcata pe AuNPs@gelatina, care corelate cu datele anterioare confirma
internalizarea si acumularea diferita a medicamentului. Celulele tratate cu DOX libera prezinta
semnal de fluorescenta numai din nuclee, asa cum protocol de colotie DAPI confirma. In
contrast, celulele tratate cu nano-sistemul chimioterapeutic DOX-AuNPs@gelatina prezinta un
semnal de fluorescentd puternic Th nuclee si un semnal slab in citoplasma. Cu toate acestea, in
comparatie cu celulele tratate timp de 24 de ore, raportul semnalului DOX in citoplasméa/nuclee
este modificat dramatic, un semnal DOX mai intens fiind in nuclee. Aceasta observatie dovedeste
eliberarea in functie de timp a medicamnetului dupa un process mai lent de interactiune intre
DOX-AuNPs@gelatina si celule, care conduce la o eliberare sustinutd a medicamentului, difuzia
si acumularea ulterioara a DOX in nucleele celulare.

Apoi, microscopia rezolvata temporar (FLIM) a fost folosita pentru vizualizarea asimilarii
DOX libere sau incarcate pe AuNPs in celule, avand in vedere ca FLIM este foarte sensibila chiar
si la modificarile minore care apar in timpul de viata al moleculelor. insi, mai intai a fost
investigat timpul de viata fluorescent al DOX libere si incarcata pe AUNPs@agelating, in solutie.
A fost inregistratd 0 curba monoexponentiala a timpului de viata cu o valoare de 1.0 ns din
solutia de DOX liber3, iar o durata de viata medie de 1.9 ns a fost determinata dupa incarcarea
DOX pe AuNPs@gelatina, datorata stratului de gelatina care protejeaza moleculele de
medicament Tmpotriva posibililor oxidanti. Aceste diferente intre timpul de viatd in solutic al
DOX ne permit sa utilizam FLIM pentru a monitoriza in continuare eliberarea in vitro a DOX din
AuUNPs@gelatina.
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Figure 5.7. A. Imaginea FLIM a celulelor MCF-7 tratate cu DOX libera pentru 3 ore. Legenda
culorii prezinta timpul de viata corespunzator ce variaza de la 1 ns la 5 ns. B. histograma
corespunzatoare timpului de viata al DOX in nucleul celulei si citoplasma

Ulterior, FLIM a fost efectuata pe celule MCF-7 de cancer mamar tratate cu DOX in stare
libera si DOX-AuNPs@gelatina pentru diferite perioade de timp (1, 3, 24 si 48 de ore). Figura
5.7.A prezintd distributia duratei de viata fluorescenta a DOX libere in celule MCF-7, dupa 3 ore
de incubare. Mai exact, am observat ca semnalul de fluorescentd este aproape in intregime
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nuclear cu o valoare a timpului de viata crescuta de 1.6 ns (fatd de timpul de viatd in solutie)
(Figura 5.7.A) atribuita intercalarii DOX-ADN [20], impreuna cu un semnal citoplasmatic slab cu
o valoare a timpului de viata de 2.4 ns (Figura 5.7.B). La 48 de ore post-tratament, toate
moleculele libere DOX au migrat spre nucleii celulelor iar distributia semnalului DOX de
fluorescenta este exclusiv nucleara.

Tn cazul celulelor tratate cu DOX-AuNPs@gelatina, nu se poate detecta nici un semnal de
viata dupa 0 ora de tratament. Dupa acest timp, curbele semnalului citoplasmatic din celulele
tratate timp de 3 ore sunt bi-exponentiale, cu 0 durata de viata medie de 4.2 ns. Curbele constau
dintr-o componenta a timpului de viata lung corespunzitor DOX incércate si 0 componenta
scurta, rapida atribuita medicamentului eliberat.
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Figure 5.8. A. Valorile componentelor scurte si lungi din citoplasma celulelor tratate cu
DOX-AuNPs@gelatina pentru 3 ore, 24 ore si respective 48 ore. B. Curbele nregistrate din
celulele MCF-7 tratate cu DOX-AuNPs@gelatina la diferite interval de timp

Cu toate acestea, in urmatoarele cateva ore, componenta timpului de viata citoplasmatic
lung (t2) a fost redusa oarecum de la ~ 62% la ~ 30% in favoarea componentei rapide (Figura
5.7). Pe de alta parte, celulele tratate timp de 24 si 48 de ore ilustreaza doud zone bine definite
care corespund nucleului si citoplasmei celulei (Figura 5.8). Dupa 48 de ore de tratament,
raportul dintre timpul de viata fluorescent variaza in citoplasma invers proportional cu durata
tratamentului, avand in vedere ca componenta timpului de viatd lent continua sa scada in timp
intrucat creste componenta timpului de viata rapid. Tendinta observata reflecta evident eliberarea
DOX din AuNPs@gelatina avand in vedere faptul ca componenta timpului de viata scurt de 1.2
ns (atribuit DOX eliberate) creste in timp.

In paralel, asa cum am mentionat anterior, nano-sistemul DOX-AuNPs@gelatina
patrunde ntéi in celule, este localizat in organitele celulare acide unde este declansata eliberarea
medicamentului iar apoi medicamentul liber migreaza in nucleu unde se acumuleaza si se leaga
de lanturile ADN. Intercalarea cu ADN-ul este confirmata de cresterea timpului de viatda a DOX
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la 2.4 ns in interiorul nucleelor dupa 48 de ore de tratament. Prin urmare, am dovedit inca o data
internalizarea celulara pe céi diferite a DOX si DOX-AuNPs@gelatina folosind FLIM.
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Figure 5.9. A. Imaginile FLIM ale celulelor tratate cu DOX-AuNPs@gelatina pentru 48
ore. Legenda culorii prezinta timpul de viata corespunzator ce variaza de la 0 ns la 5 ns.
B. histograma corespunzétoare timpului de viata al DOX in nucleul celulei si citoplasma

Desi internalizarea DOX-AuNPs@gelatina Tn celule a fost demonstrata clar prin imaginile
de microscopie in camp Tntunecat, ih urmatorul experiment am examinat daca poate fi colectat un
semnal amplificat Raman din celule si daca nanoparticulele pot fi utilizate ca agenti de contrast
pentru imagistica SERS intracelulara.

Raman intensity (a.u)

Wavenumber (cm'1)

Figure 5.10. A. Imaginea optica a celulei MCF-7 tratata cu DOX-AuNPs@gelatina 24 ore,
B. harta SERS a aceleiasi celule, C. spectrul SERS colectat din diferite puncte ale celulei tratate

Figura 5.10 prezinta harta SERS bidimensionala a unei celule MCF-7 selectata incubata

cu DOX-AuNPs@gelatina timp de 24 ore. Imaginea spectrala univariatda in Figura 5.10.B.

obtinuta prin reprezentarea grafica a intensitatii SERS n intervalul spectral de 600-1700 cm™ se

aseamana ndeaproape cu structura celulard vizualizata Tn imaginea microscopica in camp

luminos (Figura 5.10.A). Punctele luminoase din imagine A. pot fi atribuite nanoparticulelor

metalice, cunoscute ca surse de imprastiere puternica a luminii Tn raport cu lumina de fundal
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imprastiata de structurile subcelulare precum nucleul si mitocondriile. Figura 5.10.C. spectrul a.
si b. ilustreaza doua spectre SERS reprezentative inregistrate din locatii diferite in interiorul unei
singure celule MCF-7 incubate cu DOX-AuNPs@gelatina. Pentru comparatie, spectrele Raman
ale celulei MCF-7 si ale DOX solide sunt de asemenea prezentate in spectre c. si d. din aceeasi
figura. Majoritatea benzilor vibrationale colectate in prezenta DOX-AuNPs@gelating, pot fi
atribuite semnalului Raman amplificat al componentelor celulare (spectrul a. din Figura 5.10.C
corespunzatoare punctului a. in Figura 5.10.A). Este evident faptul ca anumite benzi vibrationale
apar deplasate si avand raportul intensitatilor modificat in comparatie cu benzile Raman obisnuite
(Figura 5.10.C. spectrelor a, b si d) datorita orientarii gruparilor biochimice relativ la suprafata
metalica. Presupunem ca AuNPs@gelatina agrega n interiorul celulelor datorita invelisului de
gelatina care este digerat de matricea metaloproteinazelor (MMP) secretata de celulele MCF-7
canceroase [21]. Prin urmare este favorizata formarea unor puncte fierbinti intre nanoparticulele
interconectate, puncte care sporesc semnificativ semnalul Raman al moleculelor biologice care
vin in imediata apropiere a acestora. Cu toate acestea, amplificarea SERS nu este limitata doar la
constituentii celulari din vecindtatea nanoparticulelor ci este, de asemenea, resimtitd si de
moleculele DOX. Din regiunile fara nanoparticule nu s-a putut detecta nici un semnal Raman
(spectru b in figura 5.10.C corespunzatoare locului b din figura 5.10.A)

5.3.3. Citotoxicitatea in vitro a nano-sistemului chimioterapeutic DOX-AuNPs@gelatina
In acest studiu, testul MTT a fost realizat pentru a testa citotoxicitatea DOX libera si
DOX incarcata pe AUNPs@gelatina.
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Figure 5.11. Viabilitatea celulelor MCF-7 tratete cu DOX and DOX-AuNPs@gelatina la

o concentratie finala de medicament de 5 pug/ml pentru 24 si 48 ore, impreuna cu celulele control
netratate si tratate cu AUNPs@gelatina, investigata prin testul MTT

Figura 5.11 prezinta viabilitatea celulelor MCF-7 dependenta de timpul tratamentului cu

DOX libera, AuNPs@gelatind si DOX-AuNPs@gelatind. Dupa cum se poate observa, dupa

tratamentul cu AuNPs@gelatina celule prezinta o viabilitate excelenta comparativ cu celulele

control netratate, ceea ce sugereaza faptul ca nu au efect toxic. In schimb, dupa tratamentul
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chimioterapeutic cu DOX libera si DOX-AuNPs@gelatina intr-o concentratie finala de
medicament de 5 pg/ml, concentratia inhibitorie (ICsp) a DOX libere, viabilitatea celulelor a
scazut considerabil intr-o maniera dependenta de timpul tratamentului.

Nu este surprinzator faptul cd DOX libera prezinta o citotoxicitate mai mare decat DOX-
AuNPs@gelatina, avand in vedere caile diferite de internalizare ale acestora. AuUNPs@gelatina
elibereaza lent si sustinut DOX dupa internalizarea in celule si numai atunci, DOX eliberata
difuzeaza spre nuclee in timp ce DOX libera patrunde direct in membrana celulelor si difuzeaza
in nuclee, asa cum am aratat anterior. Prin urmare, o citotoxicitate ridicata a nano-sistemului
chimioterapeutic DOX-AuNPs@gelatina in vitro este un alt indicator al eliberarii eficiente a
DOX.

Capitolul 6

Concluzii finale si perspective

‘/Am stabilizat si functionalizat nanoparticulele de aur standard acoperite cu citrat folosind

biopolimerul gelatina
‘/Am sintetizat nanoparticule de aur cu diferite forme si dimensiuni folosind gelatina

/Am demonstrat cd AuNPs biosintetizate cu gelatind amplifica proliferarea si diferentierca
celulelor Osteoblast

‘/Am proiectat, fabricat si validat in vitro un nou nano-sistem chimioterapeutic bazat pe
AUNPs biosintetizate cu gelatina si medicamentul conventional Doxorubicina

Partea Il
Anexe

O parte din echipamentele folosite Tn studiile mele sunt descrise in aceasta parte.
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