Universitatea Babes-Bolyai
Facultatea de Fizica

Rezumatul tezei doctorale

Nanoparticule plasmonice marcate cu
anticorpi cu potential teranostic impotriva
Leucemiei Limfoblastice Acute

de
Andra-Sorina Tatar

Conducator Stiintific
Prof. Dr. Simion Astilean

CLUJ-NAPOCA
2019



CUPRINS

CUPRINS 2
CUVANT INAINTE 2
1. ABORDARI TERAPEUTICE iMPOTRIVA LEUCEMIEI LIMFOBLASTICE ACUTE: DE LA
METODE CONVENTIONALE LA NANOMEDICINA 5
1.1 BAZELE LEUCEMIEI LIMFOBLASTICE ACUTE (ALL) ...uviiiiiieiieieeie ettt sttt st 5
1.2 ABORDAREA IMUNOLOGICA ........eeitieutiitteniieitteste ettt steestt et eeteettebe e teeetesbe et eenseenseemeesbeenaeemtesneesaeesbeenseennens 5
1.3 NANOMEDICINA PENTRU DETECTIA ST TRATAMENTUL ALL ...c..ooiiiiiiiiiiiiiieitie e e 6
1.3.1 Strategii bazate pe nanoparticule pentru imbunatdtirea aplicatiilor biomedicale................c....cc.ccovevuen. 6
1.3.2 Nanoparticule organice pentru detectia Si tratmentul ALL ................cc..cccoeevimiiieciieiiieeiieeiieeciee e 7
1.3.3 Nanoparticule anorganice pentru detectia Si tratmentul ALL .................cccccccoovivieeiieiiieeieeiiieeieesreesie e 8
1.4 SIGURANTA SI PROVOCARILE PRIVIND TRANSLATAREA NANOMEDICINEI IN CLINICA .......cccovveriieirerennrennnn 8
2. NANOPARTICULE PLASMONICE: SIN TEZA, BIOFUNCTIONALIZARE, CARACTERIZARE ......... 9
2.1 NANOPARTICULE DE FORMA “INANO=STELE ......ccutertteuttattenttenteenteettenteenteentesneesueesueenteaneesseesseenseensesneesueenseens 9
2.2 NANOPARTICULE DE FORMA “NANO-ARICI” (GNU) ...cviiiiiiiiieriieiieieeete et s 10
2.3 NANOPARTICULE DE FORMA “NANOSFERE GOALE” (HINS) ....cceiiiiiiiiieiieieeee ettt 11
3. IMAGISTICA MICROSCOPICA INTRACELULARA A NANOPARTICULELOR 13
3.1 LOCALIZAREA INTRACELULARA A NANO-ARICILOR .....ceutiiuieriteniieiiniienitesttenteeneeeteenteesteenteeseessaenseesueensessees 13
3.1.1 MicroScOpie T CAMP INTURECAL.............c.cccveeeeeeeeieeeieeeeeeeete e et e sveestte e s teeateetaeesseessbaesbeessseessseessbeensseennns 13
3.1.2 Microscopie Raman cONfOCALA ................cccoeeuieciieeceeeiieeiieiie e Error! Bookmark not defined.
3.1.3 Imagistica de Timpi de Viatd de FIUOTESCONIA .............c..cceeeviieeiieiieeeieeeiieetee et e siaesae e siveesiseesseeneee e 15
3.2 LOCALIZAREA INTRACELULARA A NANOSFERELOR GOALE......c.ccuirtiriiriinieniiniiniteieeiteeetetenee e sae i v eneenee 15
3.2.1 MicroScopie il CAMP THIUNECAL.................ccccocuieieiiiiiieiiiiaee ettt ettt ettt 15
3.2.2 Microscopie Raman CORfOCAIA .................cccucuiouiiiiiiiiiiii ettt e 16
3.2.3 Imagistica de Timpi de Viatd de FIUOTESCENI ............c.ccccouivieririiiii ittt 18

4. VALIDAREA PRIN TEM A SPECIFICITATII INTERACTIUNII NANOPARTICULELOR MARCATE

CU ANTICORPI CU CELULELE TINTA
4.1 SPECIFICITATEA DE INTERACTIUNE A “NANO-ARICILOR™ .....ccuvtiiiiiiieeeirieeeeerreesieraeeessnreeesssseesssesesssssesssnnes 18
4.2 SPECIFICITATEA DE INTERACTIUNE A “NANOSFERELOR GOALE”......cccccviieeiiiieeiieeeeiiieeesireeesevaeessveeesennns 21
5. EFECTUL TERAPEUTIC AL NANO-ARICILOR MARCATI CU ANTICORPI
5.1 CITOTOXICITATEA PARTICULELOR, DETERMINATA PRIN NUMARAREA CELULELOR.........ccceeeuieeieeenreeennenns 21
5 2 ANALIZA CICLULUI CELULAR PRIN CITOMETRIE DE FLUX ......uuvitieiiiiieeeiieeesireeessireeesseseeeessseesssssesessssessssnnes 22
5.3 ACTIVITATEA METABOLICA SI EVALUAREA STRESULUI OXIDATIV CU TESTUL MTS .....oooviiiiiiiece. 23
6. CONCLUZII
REFERINTE

DISEMINAREA REZULTATELOR

18

21

24
26
27

Cuvinte Cheie: nanoparticule plasmonice, biofunctionalizare, interactiuni specifice, imagistica

multimodala, agent teranostic, leucemie limfoblastica acuta



Dezvoltarea Nanomedicinei ca nou domeniu de cercetare axat pe solutionarea unor
provocari medicale a fost posibilda datorita recentei dezvoltarii in Nanotehnologie. Asadar, prin
combinarea metodelor conventionale cu nanomateriale, se pot oferi solutii superioare. Aceasta
teza urmareste dezvoltarea unor tipuri de nanoparticule capabile sa urmareasca, sa vizualizeze, si
in acelasi timp sd reducd viabilitatea celulelor de Leucemie Limfoblastici Acutd (ALL),
concomitant avand biocompatibilitate fatd de celulele sandtoase. Mai precis, prin utilizarea mai
multor tehnici de imagistici rapide si non-invazive precum Impristiere Raman Amplificata de
Suprafatd (SERS), microscopie in camp intunecat, si Imagistica de Timpi de viatda de
Fluorescenta (FLIM), nanoparticulele teranostice dezvoltate sunt urmadrite la nivel intracelular ca
agenti de detectie si de imagistica. In plus, li se demonstreazi efectul citotoxic asupra celulelor
maligne prin experimente de Numarare Celulara, efect investigat apoi si prin Analiza ciclului

celular prin Citometrie de Flux si testul MTS.

Teza este structuratd in 7 capitole. Capitolul 1 reprezinta o punere in revista a abordarilor
terapeutice impotriva ALL, de la metodele conventionale pand la nanomedicind. Contine o
descriere aprofundatd a bazelor genetice ale ALL, urmatad de schitarea protocolului de tratament
conventional aplicat In centrele medicale. Prezentarea caracteristicilor imunologice ale celulelor
leucemice transfera cititorul spre sectiunea axatd pe aplicatii ale nanomedicinei In ALL. Dupa
explicarea principiilor si prezentarea avantajelor aduse de conceptele nano-medicale, se continua
descrierea experimentelor identificate in literatura de specialitate impotriva ALL. Acestea sunt
clasificate in functie de compozitia chimica in nanoparticule organice si anorganice. La final, se

discuta siguranta translatarii in clinica a nanomedicinei.

Urmadtoarele capitole contin rezultatele experimentale obtinute, fiecare avand o scurta
Introducere in subiect, Materiale si Metode, si Rezultate si Discutii. Capitolul 2 urmareste
etapele de sinteza ce conduc la obtinerea nanoparticulelor utilizate aici. Se discuta controlarea
dimensiunii si formei lor, ceea ce dd un raspuns plasmonic in domeniul infrarosu apropiat (NIR),
cel mai potrivit pentru aplicatii biomedicale, intrucat acolo tesuturile biologice au absorbtie
minimd. Particulele sunt marcate cu reporteri Raman care vor fi folositi pentru vizualizarea lor
intracelulard prin SERS, si au molecule polimerice grefate pe suprafata lor pentru a le creste
stabilitatea si bio-compatibilitatea. Ultima etapd de biofunctionalizare este atasarea anticorpului
care conferd sistemului specifitate de interactiune cu celulele ALL tintite. In cadrul rezultatelor

prezentate aici, au fost dezvoltate doud clase de nanoparticule: (i) cele asemenea stelelor (din



care am obtinut nanostele si nano-arici), dintre care nano-aricii au fost selectati pentru
experimente ulterioare, si (i1) nanosfere goale, utilizate pentru aplicatiile de imagistica.

Capitolul 3 exploreaza potentialul nano-aricilor si nanosferelor goale pentru imagistica
prin mai multe tehnici spectroscopice rapide, neinvazive si nedistructive. Asadar, microscopia in
camp intunecat ofera imagini ale nanoparticulelor internalizate in celulele de ALL, pe baza
proprietatii lor de imprastiere a luminii. De asemenea, microscopia Raman confocald permite
urmadrirea intracelulara a particulelor pe baza semnaturii moleculare a reporterului Raman atasat,
a carui semnal este puternic amplificat prin efectul SERS. In plus, FLIM este o altd tehnica ce
poate discerne nanoparticulele de mediul celular pe baza diferentei de timpi de viatd de
fluorescentd dintre acestea. Asadar, capacitatea acestor nanoparticule pentru imagistica
multimodald Tmpreuna cu specificitatea interactiunii lor cu tinta le conferd potentialul pentru
utilizare ca instrumente de tintire si diagnostic, care ar permite o detectie mai precoce a bolii,

crescand sansele de supravietuire ale pacientilor.

Capitolul 4 ofera o validare a interactiunii nano-aricilor si nanosferelor goale marcate cu
anticorpi cu celulele tintd, bazata pe inalta rezolutie a Microscopiei Electronice de Transmisie
(TEM). Folosind mai multe probe control precum nanoparticule ne-tintite, celule fara tinta
specifica, si teste de competitivitate, se demonstreazad specificitatea nanoparticulelor marcate cu

anticorpi pentru celulele de ALL care exprima antigenul pe suprafata lor.

Capitolul 5 se concentreaza pe efectul citotoxic al nano-aricilor marcati cu anticorpi si le
demonstreaza potentialul terapeutic. Au fost testate probe control precum nano-arici ne-tintiti si
molecule de anticorp libere, iar rezultatele indica un efect amplificat al nanosistemului atunci
cand componentele sunt conjugate intre ele. Analiza ciclului celular prin Citometrie de Flux si
testul MTS au fost efectuate pentru a conferi mai multa claritate privind mecanismele de actiune
ale nano-aricilor marcati cu anticorpi impotriva celulelor de ALL, si au evidentiat ca inducerea
unui nivel Tnalt de stres oxidativ ar putea fi calea prin care se initializeaza fenomenul de apoptoza
tarzie/post-mitotica.

Asadar, munca prezentatd in aceasta teza demonstreazd potentialul nanoparticulelor de
metale nobile marcate cu anticorpi de a functiona ca agenti teranostici in lupta Impotriva

Leucemiei Limfoblastice Acute, si deci, in Capitolul 6, voi relua concluziile principale ale tezei.



LITERATURA DE SPECIALITATE

1. Abordairi terapeutice impotriva Leucemiei Limfoblastice Acute: de la

metode conventionale la nanomedicina

1.1 Bazele Leucemiei Limfoblastice Acute (ALL)

Leucemia Limfoblastica Acuta (ALL) este un tip de cancer de sange caracterizat de
proliferarea necontrolatd a celulelor limfoide ce duce la suprapopularea sangelui cu limfoblaste,
in detrimentul celulelor sanguine normale. Cu toate ca rata de supravietuire in cazurile pediatrice
de ALL s-a imbunititit semnificativ in ultimele decenii (de la 57% la 92% '), prin perfectionarea
stratificirii riscului si a preciziei diagnosticului pentru chimioterapie personalizati >°, remisia in
cazurile de ALL la adulti atinge doar 30-40%, probabil sub influenta altor efecte precum
comorbiditdti specifice adultilor si circumstante favorabile asociate tineretii.

Clasificarea ALL este bazatd pe multiple caracteristici celulare si subcelulare precum
morfologie celulara, detalii genetice sau citogenetice, si imunofenotip. Alterdrile cromosomale
grosiere ne-randomice sunt prezente In majoritatea cazurilor de ALL mai ales sub forma de
aneuploidii si translocatii intre fragmente de cromosomi, si sunt combinate cu modificari
genetice submicroscopice (insertii-deletii si mutatii punctiforme) in oncogene. Distributia
subtipurilor de ALL si a mutatiilor specifice acestora variaza intre formele pediatrice si adulte
(Figural.l), ceea ce duce si la diferitele sanse de remisie pentru aceste grupe de varsta.

De-a lungul anilor, imbunatatarile din punctul de vedere al terapiei ALL si al ratei de
supravietuire s-au obtinut prin intensificarea tratamentelor conventionale sau administrarea unui
mix de astfel de medicamente *. Insa cercetirile recente se focuseaza pe dezvoltarea unor solutii
noi la nivel molecular, si a nanobiotehnologiilor prin utilizarea de nanomateriale si dispozitive de

scald nanometrica >°.
1.2 Abordarea imunologica

Tratamentele bazate pe anticorpi monoclonali reprezintd o noud optiune terapeutica
pentru ALL, Intrucat celulele leucemice supraexprimd aproape intotdeauna anumiti antigeni de
suprafatd care pot fi tintiti cu astfel de anticorpi. Un antigen tintd ideal este supraexprimat pe
suprafata celulelor canceroase dar nu apare pe celulele sandtoase, sporind selectivitatea

tratamentului si reducand toxicitatea n afara tintei. Cateva proteine de suprafatd cu potential




pentru tintirea ALL al celulelor de tip T sunt CD3 si CD7, iar ALL de tip B este tintit mai ales la
nivelul proteinelor CD19, CD20 si CD22. Principalul avantaj al tratamentelor imunologice este
localizarea substantei citotoxice la tintd, permitand o reducere a dozei necesare si deci a efectelor
secundare nedorite. Chiar si asa, ca urmare a hiperexcitarii sistemului imunitar pot aparea

simptome negative precum febra, dureri de cap, greata.

Childhood ALL Adult ALL

subtype distribution subtype distribution
TEL-AMLL  §
(t(12,21))

Figura 1.1 Distributia relativa a subtipurilor de ALL la cazuri (A) pediatrice si (B) adulte

1.3 Nanomedicina pentru detectia si tratamentul ALL
1.3.1 Strategii bazate pe nanoparticule pentru imbunatatirea aplicatiilor biomedicale

Nanomedicina cuprinde mai multe arii aplicative ce folosesc materiale de dimensiuni
nanometrice (care coincid intocmai cu dimensiunile din structurile biologice) cum ar fi
imagistica in vivo, diagnostic in vitro, livrarea de compusi activi, si tintirea specifica, dar se
extinde si inspre utilizarea biomaterialelor ca implanturi active ’. Nanomaterialele organice, in
forma multor variante de polimeri si lipide, oferd avantaje prin faptul cd mimeaza structurile
naturale biologice, iar aceastd biocompatibilitate le permite un timp de circulatie prelungit,
printre altele. Fiind structuri flexibile, ele pot trece de diferite bariere, jonctiuni, sau membrane
celulare. In schimb, nanoparticulele anorganice, precum cele magnetice sau din metale nobile

poseda proprietati fizice deosebite ce pot fi manipulate prin controlarea atentd a compozitiei,



dimensiunii si formei nanoparticulelor. Prin combinarea proprietatilor optice ale nanoparticulelor
anorganice cu diferite tehnici de imagisticd apar noi posibilitati de imagistica, dar si aspectul
terapeutic poate fi imbunatatit, prin hipertermie sau strategii de eliberare controlatd a unor
medicamente. Nanoparticulele hibride oferd posibilitatea de detectie a cancerului simultan cu
terapia acestuia (teranostica), sau de combinare a doud sau mai multe strategii terapeutice diferite
(livrare de medicamente, livrare de gene, hipertermie, terapie fotodinamica, livrare secventiala
de medicamente etc.), ceea ce poate imbunititi considerabil eficacitatea tratamentului ®.

Fata de tratamentele clasice, prin utilizarea de agenti nanostructurati este posibila o
imbundtétire a gradului de tintire a cancerului, pe baza efectului de permeabilitate si retentie
crescute (EPR). Acesta duce la o acumulare pasiva a nanoparticulelor in zona afectata de cancer,
datoritd drenajului limfatic local slab si a endoteliului fenestrat din neo-vascularizatia tumorala.
O forma imbunatatita a tintirii nanoparticulelor este cea activa, bazata pe conjugarea unor liganzi
moleculari la suprafata particulelor, ce au rolul de a recunoaste anumiti bio-markeri
supraexprimati pe celulele canceroase. Aceste elemente de recunoastere pot fi anticorpi sau
fragmente ale acestora, alte proteine, peptide, ori aptameri °. Inca un posibil mod de tintire a
nanoparticulelor este cel bazat pe caracteristicile lor fizice, cum ar fi ghidarea nanoparticulelor
magnetice spre tintd prin utilizarea unor campuri magnetice.

O mare parte a formularilor de nanoparticule contin o incarcatura care trebuie eliberata la
nivelul cancerului pentru a 1si indeplini rolul terapeutic sau de agent imagistic. Aceasta eliberare
controlatad poate fi declansata pe baza unor conditii specifice micromediului tumoral, cum ar fi o
usoard crestere a temperaturii locale datoritd metabolismului hiper-activ, ori variatii de pH sau
activitate enzimatica. O eliberare controlatd declansatd in mod activ poate fi manipulata cu
stimuli externi, precum ultrasunete sau campuri magnetice si electrice care pot avea efect

hipertermic daca sunt combinate cu nanoparticule magnetice sau de metale nobile.
1.3.2 Nanoparticule organice pentru detectia si tratmentul ALL

Nanoparticulele organice precum liposomii sau nanoparticulele polimerice se aseamana
din punct de vedere chimic cu structurile biologice, ceea ce la face sa fie slab imunogene,
biocompatibile, si biodegradabile. Dimensiunea mica, structura poroasd si compozitia chimica
permit incarcarea lor cu cantitati generoase de molecule hidrofile si hidrofobe. Fiind bogate in

grupdri functionale de suprafatd, aceste particule sunt usor de functionalizat cu elemente de



tintire specificd precum anticorpi, peptide, sau alte molecule organice ce functioneazd ca

mecanisme cheie-broasca cu biomarkeri specifici celulelor de cancer.
1.3.3 Nanoparticule anorganice pentru detectia si tratmentul ALL

Nanoparticulele anorganice prezintd proprietati fizice diverse si distincte ce depind de
dimensiunea si compozitia lor, astfel avand potential de functionare in aplicatii biologice de
imagistica celulard si detectie moleculara. In general, acestea sunt folosite in forma hibrida,
intrucdt componenta organica le ofera proprietdti complementare precum solubilitate in medii
fiziologice, situsuri active pentru bioconjugare, biocompatibilitate etc. Nanomaterialele bazate pe
forma oxidata a grafenei sunt adecvate pentru aplicatii biomedicale datorita naturii lor amfifile si
a multitudinii de grupdri functionale utilizate in aplicatii precum biosenzoristica, bioimagistica,
sau livrare de medicamente.

Nanoparticulele de metale nobile sunt valoroase datoritd proprietatilor lor optice unice, ca
rezonanta plasmonica de suprafatd (SPR), un fenomen ce presupune oscilatii electronice
rezonante care duc la aparitia unui camp electric puternic in vecindtatea particulelor. Aceste
particule pot absorbi si imprastia puternic lumina. Intrucat o detectie mai sensibila a cancerului
poate permite un tratament mai rapid si sanse mai bune de recuperare, prin utilizarea Imprastierii
Raman Amplificata de Suprafatda (SERS) se pot analiza celulele si tesuturile la nivel molecular si
totodatd nanoparticulele marcate pot fi folosite ca agenti de contrast pentru imagistica.
Nanoparticulele plasmonice cu raspuns in domeniul NIR sunt foarte eficiente in a converti
energia luminoasd in cadldura, si pot fi folosite pentru tratament prin hipertermie si pentru livrarea
controlatd la nivel celular a unor medicamente. Avand raportul suprafata:volum mare, aceste
particule permit Incdrcarea unei cantitdti mari de molecule cargo, pentru diferite aplicatii.

Elementele de tintire biologica legate la nivelul particulelor pot oferi specificitate de
interactiune cu celulele tinta, si addugarea de reporteri Raman sau de molecule fluorescente la
nanostructuri le permite utilizarea in imagisticd si detectie, prin metode rapide si neinvazive.
Considerand proprietatile unice si interesante ale nanoparticulelor, acestea par modalitati
promitatoare pentru diagnosticul, imagistica, si terapia cancerului in viitorul apropiat.

1.4 Siguranta si provocarile privind translatarea nanomedicinei in clinica

Riscurile legate de dimensiunile reduse ale nanoparticulelor pot avea efecte de la nivel
subcelular si celular, la acumuldri Tn anumite organe, si pand la efecte asupra intregului

organism. In nucleu, nanoparticulele de aur se pot fixa pe molecula de ADN influentind procese



biologice precum transcrierea, replicarea, expresia proteicd, si chiar apoptoza si necroza. S-a
dovedit in vitro influenta negativd a concentratiilor mari de nanoparticule asupra integritatii
celulare, motilitdtii, proliferdrii si adeziunii, si o deteriorare a filamentelor de actind din
citoschelet '°. Stresul oxidativ a fost demonstrat ca alt efect comun al nanoparticulelor !!. Cu
diametre de peste 50 nm, particulele se acumuleaza in ficat si splind, unde raman pana la 4 luni,
iar cele de 10 nm ajung in rinichi, testicule, timus, inima, plamani, creier. Cu toate acestea, un
numdr mare de studii nu au ardtat vreun efect toxic al nanoparticulelor, daca au utilizat

concentratii mai mici de 10'? particule/ml '.

REZULTATELE CERCETARII

2. Nanoparticule plasmonice: sinteza, biofunctionalizare, caracterizare
2.1 Nanoparticule de forma “Nano-stele”

A

20 nm

i 100 nm

Figura 2.1 Imagini TEM ale probelor: A (A), B (B), si C (C). Scala are 20 nm pe randul
de sus, si 100 nm pe randul de jos.

100 nm [—TTr

Dimensiunea si forma nanostelelor au fost variate prin optimizarea protocolului de
sinteza '3 folosind 3 concentratii diferite de AgNOs si rezultind in 3 probe, identificate cu A (0.5
mM), B (1 mM), si C (2 mM) - Figura 2.1. Spectrele de extinctie UV-Vis ale acestor particule
acoperd intervalul spectrului electromagnetic de la rosu la infrarosu apropiat, prin deplasarea
pozitiei SPR ca urmare a alungirii spinilor de pe particule. Datele de caracterizare optica,
masurdtorile bazate pe imagistica TEM, diametrele hidrodinamice si potentialele zeta ale

particulelor sunt prezentate in Tabelul 2.1. O concentratie mare de AgNO3 duce la cresterea unor
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protuberante lungi si chiar la ramificarea acestora, iar o concentratie mai micd permite
depozitarea aurului mai ales pe miezul particulei si mai putin pe spini.

Pentru explorarea proprietitilor SERS ale nanostelelor, am testat reporterii Raman
NileBlue (NB) si pATP, ale caror mecanisme de interactiune cu suprafata aurului sunt adsorbtia
bazatd pe electroni pi delocalizati si respectiv legdtura covalentd tiol (S-Au). Intensitatea
semnalelor SERS obtinute e prezentata in Tabelul 2.1. Amplificarea NB s-a dovedit a fi cea mai
eficientd, cu semnal SERS de pani la 10°, pentru banda vibratiei inelului fenoxazinei de la 595
cm’!, si semnal pATP de 10° al benzii de intindere C-C si C-S de la 1075 cm™! . Deplasiri de

cativa nanometri Inspre rosu a SPR confirma prezenta reporterilor pe suprafata particulelor.

Tabel 2.1 Caracterizarea probelor A, B si C.

Proba: A B C
UV-Vis pozitia SPR (nm) 642 690 792
FWHM al SPR (nm) 127 161 254
TEM diametru miez (nm) 69.6 7.2 493+6.2 55+13.1
lungime spini (nm) 9.5+4 21+55 303+7
numar spini (in proiectie 2D) 4+£1 11+3 16+6
dimensiune nanostele (nm) 88.6 £ 8.2 91.3+10.4 115.6 £21.7
DLS diametru hidrodinamic (nm) 101.3 98.3 118
Zeta-potential (mV) -37 -33 -37
intensitate Nile Blue (kcounts) 17 100 23
SERS pATP (kcounts) 1.7 1.8 1

Dupa acoperirea cu polimer a particulelor marcate cu reporteri Raman, semnalul lor
SERS mai creste putin, in ciuda etapei suplimentare de spalare. Acest lucru se explica prin
confinarea moleculelor de reporter in vecindtatea suprafetei particulelor la atasarea lanturilor de

PEG, proces cunoscut ca “ecranare stericd,, (steric shielding).
2.2 Nanoparticule de forma “Nano-arici” (GNU)

Optimizdnd mai departe protocolul de sintezd a nanostelelor, am reusit sa obtinem
particule cu banda SPR si mai Inspre NIR (la 900 nm), cu spini mai lungi (datoritd unei
concentratii crescute de AgNO3) si ramificari mai putine (concentratie mai mare de agent
reducator), obtinand forme ce seamana cu aricii de mare (Figura 2.2). Masuratorile bazate pe
imagini TEM arata diametre medii ale miezurilor de 101+12 nm, lungimi medii ale spinilor de
31.9412.9 nm, si un numar mediu de spini (Iin proiectie 2D) de 16.8+3.5. Marcarea Raman a
particulelor a produs semnal SERS de 35 kcounts, pentru setari de masuratoare identice cu cele

folosite pentru nanostele. Urmatorii pasi ai conjugarii au fost urmariti si caracterizati pentru

10



asigurarea unei biofunctionalizdri corecte, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.2.
Stabilitatea in timp a particulelor a fost monitorizata, iar stratul de polimer pare sd ofere

suficientd stabilizare sterica chiar si dupa 6 luni de la biofunctionalizare.
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Figura 2.2 A: fotografia unui arici de mare; B: imagine TEM a probei de GNU; C:
spectre de extinctie a GNU proaspat sintetizate (1), PEG-NB-GNU (2), si antiCD19-
PEG-NB-GNU (3); D: distributia dimensiunilor GNU bazata pe masuratori DLS si
analiza imaginilor TEM.

Tabel 2.2. Valori de Zeta-potential, intensitati ale semnalului SERS a NB, diametre hidrodina-
mice si indecsi de polidispersitate (PDI) caracteristice pentru etapele de functionalizare a GNU.

Zeta-potential  Intensitate diametru PDI

(mV) SERS*(kcounts) hidrodinamic (nm)
GNU -39.7+0.7 - 201.5+1.5 0.28+0.03
PEG-NB-GNU -9.7+0.4 255 310.4+0.6 0.3+0.004
antiCD19-PEG-NB-GNU  -10.6+0.7 17.8 372.8+11.1 0.39+0.07

*intensitate SERS a benzii de vibratie a inelului fenoxazinei specific NB de la 595 ¢cm’!

Concentratia de anticorp legat pe GNU dupa conjugare a fost masuratd indirect prin
calcularea diferentei dintre cantitatea totala de anticorp incubat si cea de anticorp nelegat, care a
fost cuantificat pe baza unei curbe de calibrare a semnalului de fluorescenta a moleculei de FITC
(excitatie la 495 nm, emisie la 520 nm) conjugati pe anticorpi de citre producitor. In urma
calculelor, s-a obtinut cd o concentratie finald de antiCD19 de 5.97 pg/ml este atasatd pe

suprafata PEG-NB-GNU.

2.3 Nanoparticule de forma “Nanosfere Goale” (HNS)
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Pentru a obtine o formd sfericd goala pe dinduntru se foloseste metoda nlocuirii
galvanice, in care materialul din nano-semintele sferice de argint este oxidat de catre aur, care
are un potential reducitor mai mare: pentru fiecare ion de Au*" din solutie care este redus la Au®,
trei Ag’ sunt oxidati si dizolvati ca ioni de Ag' (Figura 2.3). Variind controlat forma si
dimensiunea matritei de sacrificiu, si porozitatea si grosimea structurii coaja, putem deplasa SPR
al particulelor '*. Aici, nanosferele goale cu rispuns la 720 nm (Figura 2.4A, spectrul 2) au fost
alese pentru urmatoarele experimente datoritda efectului lor SERS superior si stabilitatii
structurale '*. Pasii de biofunctionalizare au fost urmdriti si caracterizati, iar rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 2.3 si Figura 2.4A, spectrele 3 si 4.

Tabel 2.3 Valori de Zeta-potential, intensitati ale semnalului SERS a NB, diametre hidrodinamice si
indecsi de polidispersitate (PDI) pentru etapele de obtinere a NHS

Zeta-potential intensitate SERS* diametru PDI

(mV) (kcounts) hidrodinamic (nm)
matrite de sacrificiu (Ag) - 69.3 0.6 0.59
PEG-NB-HNS -16 9 82.06+0.8 0.18
antiCD19-PEG-NB-HNS -24.7 8 91.13+1.52 0.24

*intensitate SERS a benzii de vibratie a inelului fenoxazinei specific NB de la 595 cm™!

A
= I Y A~
3 ..............
[ -
© 200 400 600 800 1000
©
£
3<
L
200 400 600 800 1000 50 nm
Wavelength (nm)

Figura 2.4 A: Spectre de extinctie a matritelor de sacrificiu (1), HNS (2), PEG-NB-HNS
(3), antiCD19-PEG-NB-HNS (4); B: imagini TEM ale HNS utilizate in aceste studii.
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Figura 2.3 Schema metodei inlocuirii galvanice prin care se produc nanosfere goale

Concentratia de anticorp legat la HNS dupa conjugare a fost cuantificata la fel ca in cazul
probei de GNU. Calculele aratd o concentratie finald de antiCD19 de 5.7 pg/ml atasatd pe
suprafata PEG-NB-HNS.

3. Imagistica microscopica intracelulara a nanoparticulelor

3.1 Localizarea intracelulara a Nano-aricilor
3.1.1 Microscopie in camp intunecat

AntiCD19-PEG-NB-GNU au o sectiune eficace de Imprastiere ce permite vizualizarea lor
prin microscopie in camp intunecat, ca puncte luminoase galbene-portocalii in regiunea
perifericd a citoplasmei sau pe membrana extensiilor celulare (Figura 3.1A, B). Ca tehnica
confocald, microscopia in camp intunecat confirma localizarea intracelulard a particulelor la
diferite adancimi in citoplasma. Rezultatele coroboreaza cu cele obtinute si prin alte tehnici
(SERS, TPE-FLIM si TEM) in privinta specificitatii interactiunii bazate pe antiCD19, cu un
raport al numarului de puncte luminoase per celuld de 5:1 pentru celulele tratate cu antiCD19-

PEG-NB-GNU versus cele tratate cu PEG-NB-GNU.

Figura 3.1 Imagini in cadmp intunecat ale celulelor tratate cu antiCD19-PEG-NB-GNU
(A), PEG-NB-GNU (B) si celule CCRF-SB netratate (C).
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3.1.2 Microscopie Raman confocala

Harti Raman ale celulelor incubate cu nanoparticule si ale celulelor control s-au construit
prin analiza spectrald univariati (Figura 3.2). In proba incubati cu antiCD19-PEG-NB-GNU,
prezenta particulelor este confirmati prin semnalul NB de la 595 cm™! (pixeli cyan), iar pixelii
rosii reprezintd banda deformdrilor proteice si lipidice CHz si CHs de la 1450 cm™!. Intensitatea
acestei benzi este crescutd de 15 ori fatd de semnalul ei Raman din proba control (D). Aceasta
amplificare afirma prezenta substratelor SERS active, care amplifica nu doar semnalul de NB, ci
si cel al moleculelor organice aflate in proximitatea lor. O incercare de atribuire a benzilor,

bazati pe literaturd 1°, se gaseste in Tabelul 3.1

1.5E4 CCD cts 20 CCD cty *

| il

0CCDcts 0CCDcts

antiCD19-PEG-NB-GNU

1000 CCD cts

Raman Intensity (a.u.)
N

*

no treatment

400 800 1200 1600 2000
0CCDets Wavenumber (cm™)

Figura 3.2 Imagini optice (A, C) si harti spectrale ale celulelor CCRF-SB tratate cu
antiCD19-PEG-NB-GNU (B), si netratate (D). Semnal organic (rosu), semnal SERS al
NB (cyan). (E): Spectre Raman si SERS extrase din punctele indicate cu sageti,
mentinute la scala pentru comparatie. Spectrul (*) corespunde solutiei coloidale de
antiCD19-PEG-NB-GNU.

Tabel 3.1 Pozitia benzilor SERS si tentativa de atribuire a acestora, din: reporterul Raman si mediul

celular. Benzile marcate cu * au fost integrate pentru crearea hartilor din Figura 3.2.

Pozitia benzii (cm™)  Atribuirea benzii

NB 1360, 1641 Alte vibratii ale inelului
665 Deforméari CCC si NCC in-plan
595%* Vibratia inelului fenoxazina
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Componente 1655

celulare 1450%*
1330-1230

1003

Amida I
Benzi de deformare CH, si CH3 din proteine si lipide

Amida III
Vibratia inelului fenilalaninei

3.1.3 Imagistica de Timpi de Viata de Fluorescenta

A
E—— 8ns
B
F4 ;':a'-xl
i ;\:_,q = Ons
sum
Figura 3.3 Imagini optice si
C TPE-FLIM ale celulelor
e CCRF-SB incubate cu
antiCD19-PEG-NB-GNU
(A, B), si neincubate
control (C, D).
= 14 Ons

FLIM poate sa diferentieze molecule fluorescente dupa timpii de viatd de fluorescentd
diferiti, care au aproximativ 4 ns pentru componentele celulare, si sub 100 ps pentru

nanoparticulele metalice !¢

, datoritd unor tranzitii directe intre electronii din banda de
conductie si golurile din banda d. Astfel se pot vizualiza clar nanoparticulele in interiorul
celulelor tintd (Figura 3.3B), iar sectionarea opticd dependenta de excitatia la doi-fotoni ne

confirma localizarea intracelulara.

3.2 Localizarea intracelulara a Nanosferelor Goale
3.2.1 Microscopie in camp intunecat

AntiCD19-PEG-NB-HNS reprezintd un candidat excelent pentru imagistica in camp
intunecat (Figura 3.4). Acest set de imagini a fost obtinut prin incubarea celulelor cu antiCD19-
PEG-NB-HNS pentru perioade de timp diferite, urmata de fixarea lor cu paraformaldehida. Se
observda un comportament dependent de timp, si anume dupd primele doud ore de la incubare,
particulele sunt localizate mai ales pe partea extracelulara a membranei (B, C), urmata de
internalizarea unui numar mare de particule in regiunea periferica a citoplasmei (D, E), ca dupa

24 de ore (F) particulele sa se fi distribuit in intreaga citoplasma a celulelor.
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Figura 3.4 Imagini in cAmp Intunecat ale celulelor SKW6.4 (A) tratate cu antiCD19-PEG-
NB-GNU pentru 30 min (B), 2 h (C), 6 h (D), 14 h (E) si 24 h (F)

3.2.2 Microscopie Raman confocala

Urmadrirea internalizarii si distributiei antiCD19-PEG-NB-HNS 1in celulele tintd s-a

realizat cu doud linii laser. Cu toate ca spectrele SERS ale particulelor coloidale au un semnal

destul de bun la 595 cm™ (*) pentru ambele linii laser, se observa ca hartile SERS dupad semnalul

NB (cyan) nu au putut fi obtinute cu linia de la 785 nm (Figura 3.5), ci doar cu cea de la 633 nm

(Figura 3.6). La aceastd lungime de unda linia laser se suprapune cu spectrul de absorbtie al NB

ducand la o amplificare suplimentar, prin SERS Rezonant (SERRS) 8. Astfel, semnalul NB de

la 595 cm™! (cyan) se poate detecta si se observd superpozitia lui cu zonele unde semnalului

organic de la 1450 cm™ (rosu) este amplificat de 6 ori fatd de semnalul Raman din celulele

control. Atribuirea benzilor provenite din semnalul celular este sumarizati in Tabelul 3.2 °.

Table 3.2 Pozitia si atribuirea unor benzi specifice compozitiei celulare

Pozitia benzii (cm™')  Atribuirea benzii
1655 Amida |
1450 Benzi de deformare CH, si CH3 din proteine si lipide
1330-1230 Amida III
1126, 1094 Intinderi simetrice si antisimetrice ale gruprii fosfat din ADN
1003 Vibratia inelului fenilalaninei
785 Vibratia inelului piridinic si intinderea legaturii fosfodiesterice din ADN
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no treatment
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Figura 3.5 Imagini optice (A, C) si harti spectrale ale celulelor SKW6.4 control (B) si
tratate cu antiCD19-PEG-NB-GNU (D), masurate cu laserul 785 nm. Semnal organic
(rosu), semnal SERS al NB (cyan). (E): Spectre Raman si SERS extrase din punctele
indicate cu sageti, mentinute la scald pentru comparatie. Spectrul (*) corespunde solutiei
coloidale de antiCD19-PEG-NB-HNS.
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Figura 3.6 Imagini optice (A, C) si harti spectrale ale celulelor SKW6.4 control (B) si
tratate cu antiCD19-PEG-NB-GNU (D), masurate cu laserul 633 nm. Semnal organic
(rosu), semnal SERS al NB (cyan). (E): Spectre Raman si SERS extrase din punctele
indicate cu sageti, mentinute la scald pentru comparatie. Spectrul (*) corespunde solutiei
coloidale de antiCD19-PEG-NB-HNS.

2000

17



3.2.3 Imagistica de Timpi de Viata de Fluorescenta

Imaginile de la FLIM si imaginile echivalente obtinute in cAmp luminos pentru celule
netratate si celule incubate cu antiCD19-PEG-NB-HNS sunt prezentate in Figura 3.7. Celulele
control au un semnal foarte slab cu un timp de viatd de aproximativ 4 ns, iar nanoparticulele se

diferentiaza cu un timp de viata mult mai scurt, de 100 ps.

A B

50 cts 8ns

20 um
c S50cts 8ns
Figura 3.7 Imagini optice si TPE-
s FLIM ale celulelor SKW6.4
o netratate (A, B) si tratate cu
20 pm ’

antiCD19-PEG-NB-HNS (C, D).

4. Validarea prin TEM a specificitatii interactiunii nanoparticulelor marcate

cu anticorpi cu celulele tinta

4.1 Specificitatea de interactiune a “Nano-aricilor”

In urma incubrii antiCD19-PEG-NB-GNU cu celulele tinta, particulele sunt observate in
numar mare la nivel intracelular (Figura 4.1A, B), contrar setului de date unde s-a efectuat un
test de legare competitiva in cazul caruia celulele au fost incubate in prealabil cu molecule libere
de anticorp care au legat si ocupat proteinele CD19 de pe suprafata celulelor, evitand aproape in
totalitate legarea particulelor (C, D). Nanoparticulele control nemarcate cu anticorp raman
neinternalizate in cea mai mare parte, cu cateva exceptii, cand sunt localizate in citoplasma (E,
F). Linia celulard CD19-negativa folositd ca si control, neavand proteina tintd exprimatd pe

suprafata, nu internalizeaza particulele tintite (G, H). Aceste probe de control pozitiv si negativ
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demonstreaza specificitatea de interactiune a nano-aricilor cu celulele leucemice CD19-pozitive
si ne conduc inspre informatia ca internalizarea are loc pe baza fenomenului de endocitoza
mediatd de receptor, printr-o cale de internalizare dependentda de clatrind, intrucat CD19 este
cunoscut ca epitop internalizant 2*?!. De asemenea, niciuna dintre probe nu prezinti anormalititi

structurale in urma tratamentului, in comparatie cu celulele netratate (I, J).

4.2 Specificitatea de interactiune a “Nanosferelor Goale”

AntiCD19-PEG-NB-HNS au interactionat in numar mare cu celulele tinta, fiind capturate
in vezicule de endocitoza la periferia celulelor, dispersate individual in citosol, sau strans legate
pe exteriorul celulelor mai ales la nivelul extensiilor celulare (Figura 4.2A, B). Tratamentul
prealabil cu molecule libere de antiCD19 stopeaza complet internalizarea particulelor si
pastreaza contactul doar pentru putine particule la nivelul extensiilor celulalare (C, D).
Particulele PEG-NB-HNS neconjugate sunt aproape complet neinternalizate, cu cateva exceptii
de particule singulare dispersate in citosol (E, F, sdgeti). O proportie foarte mica de celule CD19-
negative contin particule tintite, si acestea in cantitdti mult reduse comparativ cu celulele tinta.
Aici, particulele sunt fie dispersate singular in citoplasma (asemenea celor nemarcate de mai
sus), fie strAnse in compartimente endo-lizosomale formate cel mai probabil prin endocitoza
nespecificd (G, H). Celulele analizate prezintd o ultrastructura normald, asemenea celulelor

netratate (I, J).

5. Efectul terapeutic al Nano-aricilor marcati cu anticorpi

5.1 Citotoxicitatea particulelor, determinata prin numararea celulelor

Pentru determinarea citotoxicitdtii tratamentelor aplicate, s-au numadrat celulele vii din
fiecare proba pe o perioadd determinatd, iar viabilitatea s-a exprimat ca procent din viabilitatea
probei control. Rezultatele aratd reducerea viabilitatii celulare la jumatate (ICso) de catre
antiCD19-PEG-NB-GNU la concentratii ale anticorpului legat de 0.17 ng/ul (echivalentul unei
concentratii de particule de 0.5 x 102 M) la a 5-a zi dupd incubare, iar aceeasi concentratie de
tratament reduce viabilitatea sub 25% dupa 7 zile de incubare (Figura 5.1A). De cealalta parte,
moleculele libere de antiCD19 reduc viabilitatea celulard la 50% abea dupa 7 zile, la concentratii
de peste 0.42 ng/ul (B). Asadar, se pare cd apare un efect sinergistic prin conjugarea anticorpului

la suprafata particulelor, iar faptul ca in acest format se pastreaza mai mult timp corelarea dintre
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concentratia tratamentului si efect aratd cd moleculele sunt protejate de digestie atunci cand sunt
conjugate in structura nanoparticulelor. La proba de nanoparticule netintite (C) nu se observa o
corelare clard intre concentratie si efect, dar concentratii peste 1.23 x 1072 M devin citotoxice

dupa 7 zile de la incubare.
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Figura 5.1 Viabilitate celulara calculata la 2, 5, 7, 9 zile de incubare cu (A) antiCD19-
PEG-NB-GNU; (B) molecule antiCD19 libere; (C) PEG-NB-GNU. 100% reprezinta

viabilitatea probei control. Diametrele cercurilor indica concentratia tratamentului aplicat.

5 2 Analiza ciclului celular prin citometrie de flux

Dupa 24 de ore de incubare cu antiCD19-PEG-NB-GNU, distributia celulelor in diferite
faze ale ciclului celular difera de cea a celulelor netratate, cu o scadere a ponderei fazei S (de
sintezd) in favoarea fazelor G (de crestere) (Figura 5.2, coloane negre), situatie premergatoare
instaldrii apoptozei 2%, Particulele netintite induc dereglari similare ale ciclului celular, dar intr-o
masura mai redusa (coloane gri inchis), Intrucat conjugarea anticorpilor pe nanoparticule induce
un efect imbunatatit. In mod contrar, tratarea cu molecule libere de anticorp duce la blocarea
celulelor in faza S, probabil prin cdi de semnalizare complexe (coloane gri deschis). Intrucat
rezultatele indicate aici sunt masurate la 24 de ore dupa incubare, iar prin numararea celulelor
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(mai sus) s-a evidentiat o reducere semnificativa a viabilitatii celulare doar dupa mai multe zile,
putem presupune cd mecanismul de toxicitate al acestor particule ar putea fi inducerea unei

forme tarzii de moarte celulari cunoscuti ca apoptozi tarzie sau apoptozi post-mitotica 2.
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s Figura 5.2 Diferenta distributiei celulelor CCRF-

8 SB 1n diferitele faze ale ciclului celular (%) intre
-10 probele tratate si proba control, la 24 de ore dupa

G1/Go S G2/M incubare.

5.3 Activitatea metabolica si evaluarea stresului oxidativ cu testul MTS

Acest experiment indica o crestere a gradului de reducere a sarii de tetrazoliu MTS de
catre celule odata cu cresterea concentratiei tratamentului (Figura 5.3). Contrar experimentelor
de numarare celulara si citometrie de flux, aceste rezultate ridica un semn de intrebare privind
toxicitatea particulelor pentru celulele tintd, intrucat o reducere mai puternica a MTS este
consideratd o masura a viabilitatii celulelor. Ideea ca testele metabolice bazate pe sari de
tetrazoliu nu sunt adecvate pentru masurarea proliferarii celulelor maligne sau cu densitate mare

a mai fost discutati in literatura 2

, sl corelarea strictd cu activitatea enzimei NAD(P)H
dehidrogenaza a fost contestatd. S-a aratat ca radicalul superoxid (Oz) este un element major ce
reduce sirurile de tetrazoliu %°. Asadar, o stare de stres oxidativ puternic in celule, ca cea indusi
de prezenta unor nanoparticule sau a unor medicamente poate duce la rezultate fals-pozitive din
cauza concentratiei de Oz 2°. Totusi, pe baza acestui test am obtinut o informatie valoroasi
legata de mecanismul prin care antiCD19-PEG-NB-GNU isi induc efectul citotoxic, si anume
inducerea unui 1nalt nivel de stres oxidativ prin acumularea de radical superoxid, faza ce precede

inducerea apoptozei 2°.
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Figura 5.3 Grade de reducere a sarii MTS de catre celulele CCRF-SB, la 24 de ore dupa
incubarea cu un interval de concentratii de antiCD19-PEG-NB-GNU, PEG-NB-GNU, si anticorp

liber, relativ la proba control netratata.

6. Concluzii

Aceste rezultate contribuie la domeniul de cercetare bazat pe utilizarea nanoparticulelor pentru
aplicatii teranostice oncologice, explorand morfologiile particulelor si utilizand un marker
celular promitétor pentru leucemiile de tip B.

Cancerele hematologice, ca toate tipurile de malignitdti, ar trebui identificate cat mai rapid,
pentru a creste sansele de supravietuire ale pacientului. Potentialul pentru imagistica
demonstrat aici poate reprezenta un pas valoros in acest sens, iar in combinatie cu efectul

terapeutic confera nanoparticulelor antiCD19-PEG-NB-GNU proprietati teranostice.

e In primul rand, am aritat producerea a doud tipuri de nanoparticule plasmonice cu raspuns in
domeniul NIR, de la etapa de optimizare a sintezei pana la marcarea cu reporter Raman,

biocompatibilizarea cu polimer si tintirea bazata pe un bio-marker specific.

Nano-aricii sunt formati prin cresterea anizotropica controlatd bazata pe ionii de Ag”

are au afinitate pentru anumite fatete cristalografice ale particulelor de aur.
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Nanosferele goale sunt produse prin metoda inlocuirii galvanice, unde argintul din
matritele de sacrificiu este inlocuit de atomi de aur pe baza diferentei de

potential electrochimic dintre cele doua elemente.

Eficienta marcarii cu reporteri Raman s-a testat cu mai multe molecule, iar pentru

experimentele urmatoare s-a ales varianta cea mai promitatoare.

Invelirea particulelor cu polimer le oferd stabilitate sterica si structurald si previne
formarea unei coroane nespecifice de molecule biologice la suprafata lor. In

plus, gruparile functionale ale polimerului permit conjugarea anticorpului.

Anticorpul selectat pentru interactiunea specifica cu leucemiile de tip B a fost atasat

covalent la nano-sistem.

e in al doilea rand, potentialul nanoparticulelor plasmonice de metale nobile de a functiona ca

agenti de imagisticad multimodald s-a demonstrat prin mai multe tehnici.

Microscopia in camp intunecat permite vizualizarea particulelor in citoplasma si la

suprafata extensiilor celulare, datoritd proprietatii lor de imprastiere a luminii.

Prin imagistica SERS cu excitatie In NIR, se confirmd prezenta nano-aricilor in
celule, pe baza reporterului Raman detectabil in zone ce coincid cu prezenta

particulelor, care amplifica si semnalul organic din imediata lor vecinatate.

In celulele incubate cu nanosfere goale, s-a obtinut semnal SERRS cu laserul de la
633 nm, lungime de unda ce coincide cu maximul de absorbtie al reporterului,

ducand la o interactiune rezonanta ce explica amplificarea suplimentara.

Ambele tipuri de nanoparticule plasmonice pot fi vizualizate in celule prin tehnica
modernd si non-invazivad de Imagisticd de Timpi de viata de Fluorescentd,
datoritd timpilor lor de viata scurti (sub 100 ps), in contrast cu valorile
specifice constituentilor celulari (aproximativ 4 ns).

e Apoi, demonstrarea specificitatii anticorpului, precum si analiza interactiunilor dintre particule
si celule au fost verificate prin TEM cu un set de probe control.

Atat nano-aricii cat si nanosferele goale sunt internalizate eficient si specific de
catre celulele cu antigenul pereche. Testele de legare competitiva
demonstreaza legarea anticorp—antigen, iar interactiunea nespecifica cu

particule netintite a fost, de asemenea, exclusa.
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e In ultimul rand, eficienta terapeuticd a nano-aricilor a fost demonstratd cu o linie celulara de

leucemie de tip B, si teste aditionale au oferit informatii legate de modul lor de actiune.

Prin experimente de numarare a celulelor s-a identificat concentratia de particulele
marcate cu anticorp care reduce viabilitatea celulard sub 50% dupa 5 zile de
incubare, si sub 20% dupa o saptdmana.

Citometria de flux a aratat blocarea celulelor tratate cu particule in fazele de
Crestere a ciclului celular (G si G2) dupa 24 de ore, situatie care precede
inducerea apoptozei. Desi aici deja se observda o deteriorare a celulelor, in
experimentele de numarare efectul mai puternic apare doar dupd mai mult

timp, indicAnd ca mecanismul de citotoxicitate este o apoptoza tarzie.

Testul MTS arata o corelare Intre concentratia de nanoparticule aplicatd si gradul de
reducere a molecule MTS, ceea ce ne indica posibilitatea ca toxicitatea indusa

sd fie bazatd pe un nivel inalt de stres oxidative in celule.

e In concluzie, prin aceastd tezd de doctorat am incercat sa contribui cu un pas inainte in lupta

impotriva Leucemiei Limfoblastice Acute, prin dezvoltarea unor nanoparticule cu raspuns

plasmonic n NIR, cu capacitate de imagistica prin tehnici multiple, si cu efect terapeutic.
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