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introducere

La nivel global, cancerul este a doua cauza principala de deces, fiind raspunzator
pentru mai mult de 25000 de cazuri noi in fiecare zi. In ciuda progreselor inregistrate in
ultimii ani Tn cercetarea in oncologie, un numar limitat de tehnici noi au schimbat
semnificativ cursul acestei boli. Aplicarea nanotehnologiei in medicina anuntad o noua
paradigma in lupta impotriva cancerului, oferind feedback in timp real medicilor oncologi
pe parcursul operatiilor chirurgicale, contrar tehnicilor clasice de imagistica
preoperatorie care nu pot fi puse in aplicare in sélile de operatie. In general, interventia
chirurgicala este cea mai eficienta si totodatd prima optiune de tratament Tmpotriva
cancerului, in combinatie cu tratamentul sistemic perioperator, cu toate acestea,
recidiva acestei boli este o realitate clinica. In plus, daca in urma operatiei raportul
patologic descrie margini de rezectie pozitive, data fiind starea postoperatorie precara a
pacientilor, o a doua interventie chirurgicala prezinta riscuri majore.

In acest context clinic, in ultimii ani, nanoparticule de ultima generatie incarcate cu
fluoroforii ce emit lumina in domeniul infrarosu apropiat (NIR) au castigat popularitate ca
si agenti de contrast fluorescenti pentru imagistica interventionald a cancerului.
Implementarea fluoroforilor cu emisie in regiunea NIR a spectrului (700 nm-1200 nm),
cunoscutd si sub numele de fereastra de transparentd biologica, ofera avantaje
considerabile pentru imagistica tumorilor in timpul interventiilor oncologice chirurgicale;
printre avantajele radiatiei NIR se numara: autofluorescenta scazuta, generand astfel
imagini fara semnalul de fundal nespecific si penetrarea tesutului in profunzime. in
prezent, la baza agentilor de contrast NIR utilizati pentru imagistica de fluorescenta stau
fluoroforii organici in stare libera. Insa, din cauza fotostabilitatii lor scazute, a
randamentului cuantic scazut, tendintei de agregare in mediu fiziologic, timp de
circulatie scurt si proprietati hidrofobe, comunitatea cercetatorilor cauta alternative
pentru utilizarea Tn administrare sistemica a fluoroforilor in forma libera. Astfel, pentru a
a-si mentine si chiar spori utilitatea pentru o perioada mai lunga de timp pe parcursul
terapiei tumorale si al imagisticii moleculare, o tehnica ce ia amploare este incapsularea
agentilor terapeutici si fluorescenti NIR in nanopurtatori tintiti, evitand astfel efectele
citotoxice asupra tesuturilor vii. Nanoparticulele incarcate cu fluorofori, cu un diametru
in intervalul optim de marime, pot circula in sdnge pentru o perioada mai lunga de timp.
in plus, datorita capacitati mari de incarcare si a proprietatilor de protejare a
colorantului liber, nanoparticulele incarcate cu fluorofori depasesc fotostabilitatea slaba
si alte neajunsuri ale agentilor terapeutici si fluorescenti NIR in stare libera. Un alt
avantaj important al implementarii nanoparticulelor fluorescente NIR ca agenti
terapeutici si fluorescenti n detrimentul fluoroforilor liberi este acumularea lor
preferentiala Tn tumori. Acest fenomen poate fi realizat fie prin tintirea pasiva a tumorii
mediatad de efectul de permeabilitate si retentie imbunatatita (efectul EPR), sau prin
tintirea activa a markerilor specifici cancerului, prin decorarea nanoparticulelor cu
anticorpi sau alti liganzi corespunzatori. Astfel, prin inovatiile aduse in fabricarea si
implementarea nanoparticulelor personalizate, agentii terapeutici si de contrast de



dimensiuni nano pot fi translatati cu usurinta in practica medicala de zi cu zi pentru
vizualizarea si rezectia tumorii, oferind chiar si asistentd in tratamentul cancerului in
sine.

In comparatie cu performantele terapeutice ale moleculelor libere, incapsularea
agentilor fotosensibili si termici in nanopurtatori poate avea beneficii valoroase, datorita
proprietatilor fizice, fotochimice si biologice imbunatatite. Astfel, nanoparticulele
incarcate cu molecule NIR ce prezinta concomitent caracteristici fototermice si
fotodinamice au dobéandit atentie sporitd ca agenti terapeutici duali pentru terapia
fotodinamica (PDT) si fototermica (PTT) a cancerului. Mai mult, agentii fototerapeutici
de dimensiuni nanometrice pot fi implementati ca adjuvanti in interventii chirurgicale
pentru combaterea acestei boli, sau pot actiona chiar si ca un vaccin capabil sa
detecteze si sa distruga celulele canceroase, prin activarea unui raspuns sistemic imun
de tip antitumoral.

In continuare, teza mea de doctorat este alcatuitd din doua parti principale: Prima
Parte, Nanobiofotonica pentru medicina: Inovatii Si 0 scurté trecere in revista a literaturii
cuprinzénd capitolele 1 si 2 si A Doua Parte, Contributii originale, alcatuitd din
capitolele 3 pana la 6.

Pentru a raspunde nevoilor actuale, Capitolul 1, Preocupdri oncologice si abordéri
nanobiofotonice de ultim& generatie pentru tratament si imagistica, rezuma provocarile
contemporane si solutiile de top pentru diagnosticarea si tratarea cancerului, cu accent
pe imagistica fluorescenta NIR, PTT si PDT.

Capitolul 2, O scurté trecere in revistd a urmatoarei generatii de nanoparticule proteice
incarcate cu fluorofori pentru imagistica interventionald de fluorescentd NIR a
cancerului, cuprinde progresele recente prezentate in literatura privind tehnicile de
imagistica interventionald si subliniaza importanta utilizarii agentilor de contrast NIR. in
plus, capitolul 2 include o prezentare generala la zi a biocompatibilitatii, tintirii specifice
si versatilitatii oferite de nanoparticulele proteice incarcate cu fluorofori NIR utilizate ca
si de agenti anti-cancer de ultima generatie. Acest capitol cuprinde si o sinteza a celor
mai noi si relevante studii clinice in imagistica de fluorescenta interventionala NIR.

In Capitolul 3, Dezvoltarea si caracterizarea nanoparticulelor de albumina incarcate cu
fluorofori, se concentreaza pe proiectarea, fabricarea si caracterizarea fluoroforilor
incapsulati in nanoparticulele pe baza de albumina. Astfel, patru molecule fluorescente
au fost selectate dupd cum urmeaza: doi fluorofori aprobati de Food and Drug
Administration (FDA) (lzotiocianat de Fluoresceina- FITC - si Verde de Indocianina-
ICG) si doi coloranti fenotiazinici nou sintetizati, cu proprietati optice ce variaza din
regiunea vizibila si pana in regiunea NIR a spectrul electromagnetic. Nanoparticulele de
albumina au fost fabricate urmand un protocol in doua etape, desolvatarea utilizadnd un
solvent organic, anume etanol, si stabilizarea prin reticulare chimica cu glutaraldehida.
Ulterior, este prezentatd caracterizarea optica si morfologica a tuturor celor patru tipuri
de nanoparticule.



Capitolul 4, Tintirea s/ internalizarea de cétre celule de cancer ovarian a
nanoparticulelor proteice incércate cu fluorofori, se concentreaza pe biofunctionalizarea
nanoparticulelor nou dezvoltate cu molecule de acid folic sau anticorpi anti-receptorului
de folat alpha, pentru a se lega in mod specific de proteina de legare a folatului
supraexprimat la suprafata majoritatii celulelor de cancer ovarian. Acest capitol prezinta
caracterizarea in solutie a nanoparticulelor de albumina vizate, alaturi de studii de
stabilitate Tn timp. Tn plus, biocompatibilitatea si internalizare de céatre celule a
nanoparticulelor nou sintetizate au fost investigate pe trei linii celulare diferite de cancer
ovarian. Astfel, testele de viabilitate MTT au fost efectuate pentru a atesta caracterul
necitotoxic al nanoparticulelor, in timp ce capacitatile lor imbunatatite de tintire si
mecanismele preferate de internalizare celulara au fost studiate prin implementarea
imagisticii de fluorescenta si microscopie electronice prin transmisie (TEM) in vitro.

Capitolul 5, Evaluarea si validarea activitétii fototerapeutice a nanopatrticulelor proteice
incarcate cu fluorofori, sublineaza aplicabilitatea biomedicala a nanoparticulelor
fototerapeutice, prin monitorizarea caracterului lor dual fototerapeutic in solutie, in vitro,
in vivo si ex vivo. Investigatiile in solutie au determinat eficienta nanoparticulelor de
albumina incarcate cu fluorofori de a converti lumina in caldura, precum si randamentul
cuantic al acestora de a genera oxigen singlet, un produs citotoxic puternic. Efectul
fototerapeutic multimodal al nanoparticulelor noastre de albumina a fost studiat in vitro
utilizénd testele MTT, imagistica de fluorescenta si investigatii de citometrie in flux
pentru a determina viabilitatea celulara Tn urma expunerii la lumina. Pentru a atesta
performanta nanoparticulelor de albumina incarcate cu fluorofori intr-un model viu, s-au
efectuat investigatii in vivo si ex vivo pe soareci purtatori de tumori dezvoltate din celule
umane de cancer ovarian. Dupa administrarea nanoparticulelor, soarecii au fost expusi
la o lampa LED ce emite la lungimea de unda de 660 nm pentru a declansa proprietatile
fotodinamice ale nanoparticulelor si pentru a monitoriza in timp real procesul de
tratament fototermic. In plus, in urma rezectiei tumorale s-au efectuat examene
histopatologice prin colorare xenogrefelor tumorale cu hematoxilina si eozina.

Ultimul capitol, Capitolul 6, Punerea in luming a potentialului nanoparticulelor proteice
incércate cu fluorofori pentru imagistica interventional& in time real a cancerului ovarian,
este primul pas in validarea nanoparticulelor noastre de albumina incarcate cu fluorofori
ca agenti de contrast tintiti pentru chirurgia oncologica ghidata prin imagistica de
fluorescenta in domeniul NIR. In continuare, am folosit trei tehnici de microscopie optica
(microscopie de fluorescentd conventionala, imagistica timpului de viata (FLIM) si
microscopie confocald) pentru a studia in vitro nanoparticulele noastre incarcate cu
fluorofori nou dezvoltate. Capacitatea nanoparticulelor de tintire a celulelor de cancer
ovarian a fost dovedita in vitro prin imagistica de fluorescentd, in timp ce investigatiile
FLIM au confirmat o modalitate de internalizare diferitd a nanoparticulelor tintite, spre
deosebire de nanoparticulele netintite. Imagistica confocalad de fluorescentd NIR a fost
utilizaté pentru a demonstra potentialul nanoparticulelor incarcate cu fluorofori NIR de a
fi translatate in viitorul apropiat ca agenti de contrast pentru detectarea in situ ghidata
prin imagistica NIR, si rezectia tesutului canceros.

Pe scurt, prima parte a tezei mele de doctorat scoate la lumina progresele de ultima ora
facute catre translatarea in context clinic a nanoparticulelor proteice incarcate cu



fluorofori NIR, ca agenti de contrast in detectarea cancerului; in timp ce a doua parte
ofera o perspectivd asupra validarii nanoparticulelor nou dezvoltate ca agenti
fototeranostici multimodali capabili sa combine sinergistic imagistica de fluorescenta si
caracteristicile fototerapeutice duale pentru combaterea cancerului ovarian. Partea
finalda a rezumatului tezei mele, intitulata Concluzii finale si perspective, subliniaza
cateva dovezi concludente ca nanoparticulele noastre personalizate, cu proprietati
optice de la vizibil la regiunea NIR a spectrului, sunt fezabile ca nanoagenti terapeutici
si fluorescenti pentru interventii oncologice in lupta nesfarsita impotriva acestei boli;
unele perspective sunt prezentate la sfarsitul acestui capitol.

“l am among those who think that science has great beauty.”

Marie Curie

Cuvinte cheie: fluorescenta, nanoparticule, agenti de contrast fluorescenti, cancer
ovarian, terapie fotodinamica, terapie fototermica, imagistica in infrarosu-apropiat.



Cuprins

Partea |. Nanobiofotonica pentru medicina: Inovatii si o scurta trecere
TN revista a lHteraturii ........occveeiiiiiiii i, 1

Capitolul 1. Preocupari oncologice si abordari nanobiofotonice de ultima generatie

pentru tratament Si iMagiStCA...........ccvvviiiiiie e 1
1.1 Situatia @CtUAIA. ........coiiiiii e 1
1.2 Agenti fotoactivi pentru imagistica si terapia oncologica..............ccccooviiiiiiiiiiiie i, 2

Capitolul 2. O scurta trecere n revista a urmatoarei generatii de nanoparticule
proteice incarcate cu fluorofori pentru imagistica interventionala de

fluorescenta NIR @ CanCerului ..., 4
2.1 De ce este atat de ravnit domeniul NIR? .......coooiiiiiiiiiii e 4
2.2 Implementarea nanotehnologiei in aplicatii biomedicale................cccoociiiiii, 4
2.3 NaNOPAITICUIE PIrOTEICE ..ottt e e e e e e e e e e e e e e aneees 5
Partea Il. Contributii originale ............cccccooiiiiii 6

Capitolul 3. Dezvoltarea si caracterizarea nanoparticulelor de albumina
TNcarcate CU flUOTOTONT ... 6

3.1 Strategia de cercetare si fabricarea nanoparticulelor de albumina

Tncarcate Cu flUOrOfOri.........ccoviiiie 6
3.2 Caracterizare SPECHIOSCOPICA ... .cceieeeeeeeeaeeeae e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e aa e e e e s e e e s e e e e e 8
3.3 Proprietati fizice si randamentul de formare a particulelor ..............cccocoiiiiiiiins 10
3.4 Interactiunea albumina-colorant si eficienta de incarcare...............ccccociiiiiiins 12

Capitolul 4. Tintirea si internalizarea de catre celule de cancer ovarian

a nanoparticulelor proteice Tncarcate cu fluorofori..........cccceevviiiiiiiieeeennnns 13
4.1 Biofunctionalizarea nanoparticulelor cu liganzi specifici cancerului ovarian ................... 13
4.2 Caracterizarea in solutie a nanoparticulelor incarcate cu fluorofori si tintite.................... 13
4.3 Studiul viabilitatii CEIUIAre .............ccooiiiiiii 15
4.4 Microscopia de fluorescenta pentru monitorizarea internalizarii celulare........................ 15
4.5 TEM pentru monitorizarea internalizarii celulare..................ccvvviiiii e 16

Capitolul 5. Evaluarea si validarea activitatii fototerapeutice a nanoparticulelor

proteice Tncarcate cu fluorofori ..., 18
5.1 Efecte fototerapeutice: investigatii in solutie ..............c.ccoociiiii, 18
5.2 Efecte fototerapeutice: investigatii in VItro............c..coccviiiiiiiiiii 20

5.3 Efecte fototerapeutice: investigatii pe model murin............cccccoiiiiii 23



Capitolul 6. Punerea in lumina a potentialului nanoparticulelor proteice
incarcate cu fluorofori pentru imagistica interventionala

TN timp real a cancerului OVariaNn............couuuiiiiiiiei e 24

6.1 Imagistica de fluorescenta in domeniul vizibil: nanoparticule de albumina
[ ez=Tez=1 (TN o1 U 1 I P 24
6.2 Imagistica de fluorescentd in domeniul rosu intens: nanoparticule de................cc...ccoe...
albumina incarcate cu phthaloNOg; ... 25
Investigati FLIM ... 26

6.3 Imagistica de fluorescenta in domeniul NIR: nanoparticule de albumina
TNCArCAte CU ICG ... 29
Concluzii finale Si PEISPECIIVE ........uuiiiiiiiiiiiiii e 31
RETEIINTE oo e e e e 35

DS BIMINATE ... e e e e 37



Partea i. Nanobiofotonica pentru medicina: Inovatii si
o scurta trecere in revista a literaturii

Capiiolul 1. Preocupari oncologice si abordari nanobiofotonice
de uliima generaiie peniru iraiameni si imagisiica

1.1Situatia actuala

La nivel mondial, cancerul este a doua cauza de mortalitate, atingadnd pana in 2018 un
infricosator numar total de 9,6 milioane de decese?, in timp ce pana in 2017 1,3% din
populatia planetei fusese diagnosticata cu aceasta boal&?2. In randul persoanelor de sex
feminin, cancerul ovarian este al 5-lea ca frecventa si al 6-lea ca si cauza de deces de
cauza tumorald?, cu peste 200.000 de cazuri fatale in anul 2020. Exista trei tipuri de
celule ce stau la baza majoritatii tumorilor ovariene benigne sau maligne: celule
epiteliale, celule stromale si celule germinative. Aproape toate tumorile ovariene
maligne sunt celule epiteliale la origine. Receptorul de folat alpha (FRa) este o proteina
de suprafata supraexprimata in multe tumori maligne epiteliale si in 80% din tumorile
maligne epiteliale ovariene, in timp ce expresia sa in tesutul sanatos este in mare parte
absenta. Deci, supraexprimarea in acest tip de tumori sugereaza faptul ca acest antigen
ar putea avea potential ca marker in diagnostic.

Desi un volum enorm de cercetare a fost condus in secolul trecut pentru imbunatatirea
optiunilor actuale de tratament ale cancerului, nu s-au realizat modificari marcante ale
schemelor de tratament standard, si anume interventiile chirurgicale*. Mai mult, niciuna
dintre metodele de investigatie prin imagistica folosite pentru detectia tumorii si
pregatirea preoperatorie, de exemplu tomografia computerizata, tomografia cu emisie
de pozitroni, tomografia cu emisie de fotoni individuali, scintigrafie planara, imagistica
prin rezonantd magnetica, nu poate fi translatatd intraoperator datorita accesibilitatii
reduse in zona de interes chirurgical si a erorilor aparute odatd cu modificarea pozitiei
pacientului®’. De asemenea, chiar daca ochii cu rezolutie inaltd (50 pm?®) si mainile
chirurgilor pot diferentia usor structurile anatomice, in timpul rezectiei este dificila
deosebirea intre tesuturilor sanatoase si a celor maligne, rezultdnd in ectomia de tesut
indemn sau rezectie incompleta. Dupa interventia chirurgicala, pentru primirea analizei
anatomo-patologice timpul de asteptare poate ajunge la 7 zile, iar in cazul unui rezultat
nefavorabil (margini de rezectie pozitive), o reinterventie nu este recomandats,
pacientul fiind inca in convalescenta*8. Deci, o noua strategie in detectia si tratarea
cancerului ce ofera simultan si feed-back intraoperator in timp real isi face simtita
nevoia®.

| 1



1.2 Agenti fotoactivi pentru imagistica si terapia oncologica

O directie noua in tratarea si detectarea tesutului malign este domeniul multidisciplinar
al biofotonicii. Biofotonica se axeaza pe interactiunea dintre lumina si tesutul biologic si
este formata din diferite ramuri stiintifice, cum ar fi fotonica, optica, biotehnologia si
nanotehnologia. Fiind mai putin nociva ca terapia genomica, chemoterapia sau alte
tratamente uzuale, biofotonica s-a remarcat printre oncologi in ultimii ani ca o tehnica
emergenta in tratamentul si chiar detectia cancerului, oferind posibilitatea unei detectii
precoce. Mai mult, numeroase tehnici spectroscopice de baza pot fi prompt aplicate ca
unelte ale biofotonicii, oferind o mai buna perspectiva in prezent sau chiar in viitor
asupra planului de tratament sau a abordarilor de diagnosticare.

In ultimii ani, fototerapia si imagistica de fluorescentd au inceput s& se impuna in
activitatea medicala clinica sub forma de tehnici terapeutice si diagnostice non-invazive
in tratamentul oncologic ambulatoriu, oferind feed-back in timp real in timpul rezectiei
tumorale®0. Aceste practici fundamentate pe interactiunea luminii se bazeaza pe
proprietatile moleculelor fotoactive de a absorbi lumina si reveni la starea fundamentala
prin i) generare de caldura, ii) incrucisare intersistem (intersystem crossing) si iii) emisie
de fluorescenta. Fiecare cale de disipare a energiei poate fi atribuitd unui tratament
specific sau unei metode de diagnostic, respectiv PTT, PDT si imagistica de
fluorescentall, dupa cum este ilustrat si in schema 1.1.

Cancer cell
Excitation light

" Photosensitive
agent

Photothermal therapy g Photodynamic therapy Fluorescence imaging

Emission

Schema 1.1. Reprezentare schematica a capacitatilor sinergistice fototermice,
fotodinamice si de fluorescenta ale agentilor fotoactivi.

PDT este un tratament alternativ promitator pentru metodele standard preferate in
prezent!?, folosit nu numai pentru tratarea curativa a cancerelor in stadii precoce, ci si
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ca o alegere eficienta in terapia cancerelor in stadii avansate, adjuvanta interventiei
chirurgicale!3. In prezenta oxigenului molecular (O2), reactia fotochimica dintre agentii
fotosensibilizatori si lumina!* duc la formarea unor specii reactive de oxigen (ROS)
puternic citotoxice, Tn predominanta oxigenul singlet (*Oz) si alti radicali toxici>’. Este
important de notat ca FDA a aprobat deja PDT ca procedura medicala pentru diverse
tipuri si stadii de cancer, folosind in general ca agenti fotosensibilizatori molecule de
ftalocianina, porfirina, clorind sau bacterioclorina®16.

O alta terapie oncologica ce are potential sa fie translatata in practica clinica este PTT.
Aditional luminii, aceasta terapie implica agenti termici ce absorb si apoi transforma
lumina in caldura atunci cand radiatia electromagnetica este de o lungime de unda
corespunzatoare. Ca aplicatie biomedicala, aceste tratamente termice se bazeaza pe
incalzirea locala a tesutului sau a organului de interes, intr-un spatiu temporal foarte
specific. Acest tip de tratament este foarte eficient in teorie, dar in practica prezinta
numeroase dezavantaje in folosirea agentilor termici in stare libera, datorita dificultatii in
a diferentia tesutul sanatos de cel malign?®1°.

CCD camera

NIR camera

Dichroic mirror

Collection optics

NIR fluorescence NIR light source

White light source

Surgical field

Targeted tissue

Schema 1.2. Reprezentare schematica a unui cdmp operator si a unui sistem de
imagistica de fluorescenta NIR ce reda in timp real, simultan, doua canale imagistice.

In comparatie cu alte metode imagistice conventionale, tehnica de imagistica de
fluorescentda (Schema 1.2) este folosita pentru detectia fotonilor emisi de tesutul
indemn, dupa administrarea unor agenti de contrast tintiti, oferind imagini de o rezolutie
inalta ce pot detecta leziuni chiar si mai mici de 10 pm.
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Capiiolul 2. C scuria irecere in revisia a urmaioarei
generaiii de nanopariicule proteice incarcaie cu
iluorofori peniru imagisiica inierveniionala de
fluorescenia NiR a cancerului

2.1 De ce este atat de ravnit domeniul NIR?

Folosirea colorantilor ce absorb si emit lumina in domeniile spectrale rosu intens si NIR
au reprezentat punctul de cotitura in a depasi principalele obstacole (de ex. absorbtia
de catre tesut si sdnge, Imprastierea luminii sau autofluorescenta tesutului) ce limitau
imagistica prin fluorescenta in regiunea ultraviolet-vizibila (UV-Vis), facand posibila
imagistica calitativéd a unei singure celule sau unei sectiuni subtiri de tesut. In timp ce
proteinele, melanina, hemoglobina si apa au coeficienti mari de absortie de-a lungul
intregului spectru UV-Vis — 200-650 nm?°, si colagenul absoarbe la lungimi de unda de
peste 1450 nm?°, penetratia tisulard este maxima (pana la 2 cm®) cand utilizam lumina
cu lungimi de unda in intervalul 650-1450 nm al spectrului electromagnetic, cunoscut Si
sub numele de fereastra optica a tesutului biologic. Ca urmare, in ultimii ani, agentii
pentru imagistica de florescenta NIR si agentii fotoactivi NIR implementati in cercetarea
preclinica a primit la nivel global atentie substantial&®2°,

Colorantii organici sunt prima optiune ca agenti de contrast pentru imagistica
biomedicala, si majoritatea pot fi catalogati ca squarine, BODIPY, porfirine, ftalocianine
sau cianine?2!, Etalonul si totodatd cel mai des utilizat fluorofor, anume ICG, pentru
aplicatii in vivo de success, continua sa apartina popularei familii a cianinelor. Primul
colorant cianinic sintetizat a fost descris ca un solid albastru de Williams in 1856 si, de
atunci, acesti coloranti au fost folositi intr-o gama larga de domenii, de la vopsele la
aplicatii biomedicale.

2.2 Implementarea nanotehnologiei in aplicatii biomedicale

Pentru a depasi obstacolele intdmpinate in administrarea de coloranti in stare libera,
cum ar fi hidrofobicitatea, tendinta de agregare, randamentul cuantic scazut si
fotostabilitatea scazuta, o tehnica inovativa este incapsularea sau conjugarea agentilor
fluorescenti (Schema 2.1) cu diverse nanoparticule (NPs)?1:22,

Astfel, pe parcursul ultimilor ani, cercetatorii s-au dedicat implementarii NPs ca agenti
de contrast sau terapeutici personalizati pentru fototerapie si imagistica medicala,
datorita abilitatii lor de a fi incarcate eficient cu diversi agenti fototeranostici NIR si astfel
evitind obstacolele folosirii acestora in stare liberd?®24, Mai mult, unele NPs, cu
diametru n intervalul optim, pot traversa bariera hematoencefalica cu usurintd®* si au
capacitatea de a se acumula preferential la nivelul celulelor tumorale, fie prin tintire
pasiva, mediata de efectul EPR, fie prin tintire activa, prin conjugarea cu liganzi tumorali
specifici®*?5. Pe de alta parte, in ciuda numeroaselor studii conduse pentru o mai buna
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intelegere a interactiunii dintre NPs sintetice si sistemele biologice, numai un mic
procent, 2%, s-au implementat in practica clinica!4. Ca urmare, o alternativa atragatoare
a NPs sintetice este reprezentata de versatilele, nontoxicele si biodegradabilele NPs pe
baza de proteine, incarcate cu fluorofori NIR, ca agenti de contrast medicali'423.

Conjugated Dye
Nanoparticle

‘ VS'
Encapsulated Dye

Nanoparticle

Loaded dye

Nanoparticle

Schema 2.1. Reprezentare schematica a NPs proteice conjugate vs. incapsulate cu
fluorofori cu emisie in domeniul NIR.

2.3 Nanoparticule proteice

Pana in ziua de azi, albumina ramane la baza NPs proteice, gratie biodegrabilitatii si
biocompatibilitatii ei, dar si datoritd capacitatii de a fi conjugatéd cu o gama larga de
coloranti, substante farmaceutice, fotosensibilizatori sau alti compusi bioactivi?*2°.
Albumina este cea mai abundenta proteina plasmatica iar in scopuri comerciale poate fi
izolata din albusul de ou, ser de sobolan, ser bovin (albumina serica de bovine (BSA)) si
ser uman (albumina serica umana (HSA) — aprobata de FDA). Avand in vedere
similitudinile dintre cele doua proteine cu aspect tridimensional de inima, BSA (583 de
aminoacizi, greutate moleculara 69.3 kDa) si HSA (585 aminoacizi, greutate moleculara
66.5 kDa), un numar crescut de nanoparticule pe baza de HSA si BSA se afla in studii
clinice in acest moment?326. NPs proteice au castigat popularitate si ca agenti de
contrast medicali, datorita abilitatii lor de a incapsula sau de a fi conjugate cu un spectru
larg de coloranti. Un agent de contrast NIR intens studiat pentru imagistica de
fluorescenta a numeroase tipuri de cancer sunt versatilele, biocompatibilele si
biodegradabilele HSA NPs incarcate cu ICG. NPs pe baza de albumind au fost
dezvoltate in diverse dimensiuni si au fost functionalizate cu feluriti liganzi cu scopul de
a optimiza si studia performantele acestora de tintire si livrare in vivo si in vitro, oferind
astfel in viitorul apropiat posibilitatea unui tratament superior si personalizat. Chen et
al.?’ si Sheng et al.?® au studiat in vivo acumularea si biodistributia HSA NPs incarcate
cu ICG, administrate intravenos soriceilor purtatori de tumori, dupa inocularea
subcutanata cu celule 4T1 (carcinom mamar murin). Ambele studii au demonstrat un
timp de viata prelungit al HSA NPs incarcate cu ICG comparativ cu cel al ICG liber,
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probabil datorita tintirii pasive mediata de efectului EPR, luand in considerare
dimensiunea mai mare a HSA NPs in comparatie cu moleculele de colorant liber.

Pe final, nevoia tot mai mare de a implementa in studiile clinice o noua generatie de
agenti fototeranostici, pentru o mai buna internalizare intratumorala a produsului
farmaceutic de interes sau un contrast tumoral intraoperator superior, bazata pe
aceleasi sau alte molecule NIR, dar incarcate in nanostructuri cum ar fi NPs, este de
necontestat. Mai mult, este important de retinut ca dintre cele mai mult de 60 de NPs
aprobate in prezent de catre FDA pentru utilizare in studii clinice?®, majoritatea celor
implicate Tn studii oncologice sunt NPs organice®°. Deci, cu diametru in intervalul potrivit
tintirii pasive (10-300 nm3!) mediate de efectul EPR, avand o chimie de suprafata
versatila ce permite tintirea activa a celulelor tumorale, si cu numeroase studii preclinice
ce atestd biocompatibilitatea si eficienta lor ca agenti de fluorescentd, NPs proteice
fluorescente NIR prezinta un potential stralucitor ca agenti de contrast pentru imagistica
de fluorescenta NIR in timp real a cancerului in studii clinice.

Acest articol review a fost publicat in revista International Journal of Nanomedicine, 16 (March 2021):
2147-71.

Partea ii. Contributii originale

Capiiolul 3. Dezvoliarea si caracierizarea nanopariiculelor de
albumina incarcaie cu fluorofori

3.1Strategia de cercetare si fabricarea nanoparticulelor de albumina
incarcate cu fluorofori

Avéand in vedere ca se investesc eforturi semnificative in dezvoltarea si optimizarea
agentilor fototerapeutici si a celor de contrast pentru imagistica de fluorescenta,
dorindu-se implementarea lor in aplicati medicale relevante, scopul tezei mele de
doctorat este de a proiecta agenti de dimenisuni nano inovativi pentru imagistica in timp
real si / sau PTT si PDT a cancerului. Pentru a depasi dezavantajele utilizarii Tn
administrarea sistemica a colorantilor liberi, cum ar fi instabilitatea Tn mediu apos, timpul
scurt de circulatie, fotodegradarea rapida si randamentele cuantice reduse de
fluorescenta, primul obiectiv a fost proiectarea NPs proteice, mai exact BSA si HSA, si
incarcarea lor cu patru coloranti diferiti, selectati astfel incat raspunsurile optice ale
acestora sa fie cuprinse de la regiunea vizibila la regiunea NIR a spectrului
electromagnetic. Concret, am fabricat ntr-o maniera reproductibila NPs proteice
incarcate cu fluorofori (Schema 3.1) urmand un procedeu in doua etape modificat si
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adaptat: i) desolvatarea utilizdnd un solvent organic, etanol si ii) stabilizarea prin
reticulare chimica cu glutaraldehida (Gal) 3233,

TWO-STEP PROCEDURE: STEP 1. DESOLVATION STEP 2. STABILIZATION
albumin ttanol —
fluorophore v
®) YN %
i o ahhe 4. ' fluorescent
AT == -protein-based
nanoparticle
— 600 600
(a) () o o o
4 T
TWO-STEP PROCEDURE: STEP 1. DESOLVATION STEP 2. STABILIZATION
]
'—
ethanol & 6

phthalocyanine‘

’ fluorescent
,protein- based

Mk aec

b) o [=1o

Schema 3.1. Reprezentarea schemaica a procesului de sinteza in doi pasi a NPs pe
baza de albumina fluorescente.

Mai exact, intrucat chirurgia ghidata prin fluorescenta poate fi in viitorul apropiat un
instrument fezabil pentru detectarea in timp real a diferitelor tipuri de cancer®, doi
coloranti fluorescenti aprobati de FDA, si anume FITC (maxim de emisie: 522 nm) si
ICG (maxim de emisie: 811 nm), au fost folositi mai departe pentru incarcarea lor in NP
de albumina. Mergand mai departe, unitatea fenotiazinica este un element de
constructie versatil in proiectarea fotosensibilizatorilor promitatori de a doua generatie 34
pentru terapia fotodinamica®® si fototermica . Comparativ cu alti fluorofori ce emit in
domeniile rosu intens / NIR, ftalocianinele prezinta chimio- si fotostabilitate excelenta,
toxicitate scazuta in absenta luminii, randament cuantic bun de a genera 'Oz ¥/, ins3,
limitarea lor principala este solubilitatea scazuta si tendinta de agregare in apa. Astfel,
pentru a suprima neajunsurile administrarii agentilor fototeranostici in starea lor libera,
moleculele nou sintetizate phthaloNO2 (maxim de emisie: 690 nm) si phthaloNH2
(maxim de emisie: 796 nm) au fost incapsulate in NPs de albumina pentru studii de
imagistica de fluorescentd si aplicatii terapeutice multimodale ulterioare. Cei doi
coloranti din familia ftalocianinelor au fost selectati deoarece, in forma lor libera,
echilibrul fin dintre cele trei functii intrinseci ale moleculelor NIR le permite sa actioneze
in acelasi timp ca agenti fotosensibili, termici si de contrast. In sectiunile urmatoare, m-
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am concentrat asupra proiectarii si caracterizarii NPs de HSA incarcate cu: FITC
(denumite in continuare HSA&FITC NPs), phthaloNO2z (denumite in continuare
HSA&phthaloNO2 NPs) si ICG (denumite in continuare HSA&ICG NPs) si NPs de BSA
incarcate cu phthaloNH:2 (denumite in continuare BSA&phthaloNH2 NPs). Apoi, am
decorat NPs nou fabricate cu liganzi ai cancerului ovarian si s-au efectuat studii in vitro.
Aplicatiile lor biomedicale, anume imagistica interventionald de fluorescenta si efectul
terapeutic multimodal al NPs de albumina au fost studiate in vitro si pe modele murine.

3.2  Caracterizare spectroscopica

Benzile de absorbtie ale FITC dezvaluie sensibilitatea colorantului la mediul
inconjurator, dupd cum se poate observa in figura 3.1 (a). In urma incapsularii
colorantului, dar Tnainte de stabilizare cu Gal a HSA&FITC NPs, se poate observa o
deplasare batocrom& a maximului benzii de absorbantd specifice fluoroforului FITC
(maxim de absorbtie: 498 nm), in timp ce pentru HSA&FITC NPs in forma lor finala
(maxim de absorbtie: 491 nm) se poate distinge o deplasare hipocroma, in comparatie
cu solutia FITC libera (maxim de absorbtie: 494 nm).

—— HSA&FITC NP (a) (b)
- === HSA&FITC NP w/o Gal 0.34
064 —FITC solution HSA&bhthaloNO. NPs
3 p 3
< S 024
8 044 g
= c
o @
€ 2
"] <}
1] @ 0.14
2 0.2 g
o N 0.0
400 450 5'00 550 600 650 700 750
Wavelenght (nm) Wavelenght (nm)
- 0.25 -
—— HSA&ICG NP N\ (C) —— NPs BSA&phthaloNH2 o (d)
g - --=- HSA&ICG NP w/o Gal i\ M —— phthaloNH2 free \I
0.64 —— ICG solution /NN 0.20

Absorbance (a.u.)
Absorbance (a.u.)
o
o

T T T 0.00 -+ mgit T T
600 700 800 900 600 700 800 900

Wavelenght (nm) Wavelenght (nm)

Figura 3.1. Spectrele de absorbanta ale (a) solutiei de FITC liber (rosu) si HSA&FITC
NPs fnainte (linie intrerupta) si dupa (linie continud) stabilizare cu Gal; (b) solutiei de
phthaloNO2 liber (roz) si HSA&phthaloNO2 NPs; (c) solutiei de ICG liber (verde) si
HSA&ICG NPs inainte (linie intrerupta) si dupa (linie continud) stabilizare cu Gal; si (d)
solutiei de phthaloNH2 liber (albastru) si HSA&phthaloNH2 NPs, la 25 °C (linie
intrerupta) si la 37 °C (linie continua).
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Un alt indicator al formarii de HSA NPs fluorescente este imprastierea Rayleigh
prezenta in regiunea albastra a spectrului de absorbanta a HSA& FITC NPs. Maximul
de emisie al solutiei de FITC liber (maxim de emisie: 522 nm) prezinta deplasari spre
rosu de 2, respectiv 3 nm in comparatie cu HSA&FITC NPs fara Gal (maxim de emisie:
524 nm) si HSA&FITC NPs in starea lor finala (maxim de emisie: 525 nm ) (Figura 3.2

(@)).

120

N —— HSAGFITC NP (@) (b)
5 3004 / \ ---- HSA&FITC NPw/o Gal )
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2 2
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Figura 3.2. Spectre de emisie de fluorescenta steady-state ale (a) solutiei de FITC liber
(rosu) si HSA&FITC NPs inainte (linie intrerupta) si dupa (linie continud) stabilizare cu
Gal; (b) solutiei de phthaloNO:2 liber (roz) si HSA&phthaloNO2 NPs; (c) solutiei de ICG
liber (verde) si HSA&ICG NPs inainte (linie intrerupta) si dupa (linie continua) stabilizare
cu Gal; si (d) solutiei de phthaloNH: liber (albastru) si HSA&phthaloNH2 NPs, la 25 °C
(linie intrerupta) si la 37 °C (linie continua).

in paralel cu NPs fluorescente de HSA mentionate mai sus, formarea HSA&phthaloNO:
NPs a fost confirmata de deplasarea hipocromica de 2 nm ce poate fi remarcata n
spectrele de absorbtie (Figura 3.1 (b)); dar si o de deplasare spre albastru de 27 nm
prezenta in spectrele de emisie de fluorescenta (Figura 3.2 (b)) ale phthaloNO2 dupa
incapsularea in HSA NPs. O modificare semnificativa in aspectul spectrelor de
absorbantd a phthaloNO2 poate fi observatd inainte si dupa incapsulare in NPs
proteice, sugerand un comportament susceptibil al moleculei la schimbari in mediul sau
imediat. Mai mult decat atat, scaderea intensitatii fluorescentei si a deplasarii

|9



hipocromice a fluoroforului phthaloNO2 dupa formarea HSA NPs indica incarcarea
fluoroforului n buzunarele proteinei HSA.

Avand in vedere ca comportamentul fotofizic al colorantului ICG poate fi usor influentat
de schimbarile din mediu, dupa formarea HSA&ICG NPs, intensitatea fluorescentei
complexului a fost puternic crescuta (Figura 3.2 (c)); o deplasare batocromica de 24
nm (Figura 3.1 (c)) a benzii de absorbanta a HSA&ICG NPs atribuitd moleculei ICG
(maxim de absorbtie: 802 nm) in raport cu banda de absorbanta a solutiei de ICG liber
in apa (maxim de absorbtie: 778 nm) poate fi observata. Similar cu ICG, desi se poate
remarca o deplasare de doar 3 nm inspre rosu (Figura 3.1 (c)) intre banda de
absorbanta a HSA&ICG NP fara Gal (maxim de absorbtie: 799 nm) si HSA&ICG NPs,
existd o crestere notabila a intensitatii de fluorescentda a HSA&ICG NPs (maxim de
emisie: 814 nm) in comparatie cu HSA&ICG NPs fara Gal (maxim de emisie: 816 nm)
(Figura 3.2 (c)), indicand o configuratie favorabila emisiei de fluorescenta a colorantului
in interiorul HSA NPs dupa stabilizare prin reticulare chimica cu Gal.

Pasul urmator a fost sa comparam phthaloNH2 liber cu BSA&phthaloNH2 NPs
sintetizate anterior la temperatura camerei, 25 ° C si la o temperatura relevanta din
punct de vedere biologic, 37 ° C, pentru a confirma adaptabilitatea NPs in aplicatii
biomedicale. in spectrele de absorbtie (Figura 3.1 (d)) si emisile de fluorescenta
(Figura 3.2 (d)) am prezentat masuratori ale spectrelor atat la 25 ° C, céat si la 37 ° C.
Putem observa ca maximele de absorbtie si emisie pentru BSA&phthaloNH2 NPs nu se
modifica odata cu cresterea temperaturii, fiind constante atat la 25 ° C (linie punctata),
cat sila 37 ° C (linie continua). Urmand acelasi model, spectrele de absorbanta (Figura
3.1 (d)) ale phthaloNH2 liber au acelasi maxim de absorbtie atat la 25 ° C (linie
punctatd) cat si la 37 ° C (linie continua), anume 775 nm, ins& putem observa o usoara
scadere in intensitate pe masura ce temperatura creste. Emisia de fluorescenta a
BSA&hthaloNH2 NPs prezinta modificari in comparatie cu phthaloNH: liber datorita
schimbarilor din mediu imediat inconjuratoare a moleculelor de phthaloNH2 odata
Tncapsulate in BSA NPs.

3.3  Proprietati fizice si randamentul de formare a particulelor

Dupa cum se poate observa si in figura 3.3, dimensiunile NPs de albumina incarcate
cu fluorofori nou dezvoltate, relevate prin investigati TEM, sunt in concordanta cu
diametrele mediii hidrodinamice al NPs de albumina determinate prin masuratori de
imprastiere Dinamica a Luminii (DLS) (Tabel 3.1). Toate cele patru tipuri de NPs de
albumina incarcate cu fluorofori au prezentat suprafete incarcate negativ, dupa cum s-a
evidentiat prin masuratori ale potentialului zeta (Tabelul 3.1). Mergdnd mai departe, asa
cum s-a sugerat deja in reprezentarea schematica (Schema 3.1) a sintezei in doi pasi a
NPs fluorescente, Gal a fost utilizat ca un reactiv carbonil agresiv ce condenseaza
aminele, ducand la o scadere de 69.3% si 69.4% in diametru pentru HSA & FITC si
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Nanoparticule Proteice incarcate cu Fluorofori ca Agenti Teranostici pentru
Imagisitca Interventionala si Terapia Multimodald a Cancerului Ovarian

HSA & ICG NPs si o scadere de 2.5, respectiv 4.3 mV Tn masuratorile potentialului zeta.
Aceste rezultate sunt rezumate in tabelul 3.1.

phthaloNO,

- -
.

Figura 3.3. Imagini TEM reprezentative ale HSA&FITC, HSA&phthaloNO2, HSA&ICG si
BSA&phthaloNH2 NPs, la magnificari mari si mici.

Tabel 3.1. Masuratori de potential-zeta si DLS ale HSA&FITC, HSA&phthaloNO2,
HSA&ICG si BSA&phthaloNH2 NPs.

decrease in diameter
zeta-potential (mV) diameter (nm) PDI after stabilization
with Gal (%)
HSA&FITC NPs -129+04 31.26 +£0.53 0.23+0.01
————————————————————————————————————————————— 69.3
before stabilization with Gal -104+0.2 101.40+£2.12 0.23+0.01
HSA&phthaloNO, NPs -13.8+1.2 21.3+0.20 0.19+0.02 -
HSA&ICG NPs -151+16 25.86+0.17 0.25+0.01
————————————————————————————————————————————— 69.4
before stabilization with Gal -10.8+0.2 84.85+1.18 0.23+£0.01
BSA&phthaloNH, NPs -126+0.9 28.54+042 0.19+0.03 -

| 11



Pentru a calcula randamentul de formare a particulelor in cazul NPs de albumina
incarcate cu fluorofori nou dezvoltate a fost efectuata o curba de calibrare pentru mai
multe solutii de albumina de diferite concentratii (1, 2, 3, 4 si 5%) si densitatea optica de
absorbanta a acestora inregistrata la 277 nm. Solutile stoc utilizate pentru dilutiile
seriale ale solutiilor apoase de albumina standard au avut aceleasi concentratii precum
solutiile stoc utilizate in fabricarea NPs de albumind fincarcate cu fluorofori.
Randamentele de formare a particulelor pentru NPs de HSA si BSA au fost calculate ca
procent din concentratia proteinei la momentul initial al sintezei. Aceste rezultate
(Tabelul 3.2) confirma o rata de formare a particulelor impresionanta, alaturi de buna
reproductibilitate a sintezei. Erorile standard au fost calculate pentru masuratori
Tnregistrate in triplicat.

Tabel 3.2. Randamentul de formare a particulelor pentru HSA&FITC NPs,
HSA&phthaloNO2 NPs, HSA&ICG NPs si BSA&phthaloNH2 NPs.

Particle yield (%) ‘ 776x41 ‘ 73.7%+3.9 ‘ 77.9+6.1 ‘ 75.8+1.3

phthaloNO, ICG phthaloNH,

3.4 Interactiunea albumina-colorant si eficienta de incarcare

Ulterior, s-au calculat curbe de calibrare pentru cei patru fluorofori, utilizdnd solutii de
concentratii diferite (FITC @ PBS (7 x 10-° pana la 104 M), phthaloNO.@DMSO (7.5 x
107 pana la 2.5 x 10° M), ICG ( 10 pana la 10 M) si phthaloNH2@DMSO (7.5 x 10”7
pana la 2.5 x 10 M)) si densitatea optica de absorbanta inregistrata la 504 nm pentru
FITC, 672 nm pentru phthaloNO2, 795 nm pentru ICG, respectiv 774 nm pentru
phthaloNH2. Solutiile stoc utilizate pentru dilutiile seriale ale solutiilor de colorant
standard au avut aceleasi concentratii ca solutiile stoc utilizate in fabricarea NPs de
albumina. Am determinat eficienta de incarcare a FITC si ICG rezolvand ecuatia 3.1, in
timp ce eficienta de incarcare a phthaloNO2 si phthaloNH2 a fost calculata prin
rezolvarea ecuatiei 3.2. Aceste rezultate (Tabelul 3.3) afirma cantitatea mare a celor
patru coloranti retinuti in interiorul NPs de albumina si, fara indoiala, eficienta excelenta
de incarcare a NPs noastre de albumina. Pentru a calcula erorile standard, masuratorile
au fost Tnregistrate in trei exemplare.

loading ef ficiency (%) = amount of dye mMNPs . 10 (3.1)

initial amount of dye

loading efficiency (%) — initial amount of dye — amount of dye in pellet % 100 (3.2)

initial amount of dye
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Tabel 3.3. Eficienta de incarcare a colorantului pentru HSA&FITC NPs,
HSA&phthaloNO2 NPs, HSA&ICG NPs si BSA&phthaloNH2 NPs.

314+ 31 ‘ 87.8+0.2 ‘ 498+45 ‘ 91.1£1.5

phthaloNO, ICG phthaloNH,

Loading efficiency (%)

Colorantii din familia ftalocianinelor nou sintetizafi au fost dezvoltafi de colegii de la Centrul de
Heterochimie Fundamentalé si Aplicata, Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica, Universitatea Babes
Bolyai, Cluj-Napoca, Romania.

Rezultatele cercetarilor prezentate in acest capitol au fost publicate in revistele Nanotechnology, 31, no.
31 (July 2020): 315102, Biomaterials Science, 9 (July 2021): 6183-6202 si Molecules, 26(15) (August
2021): 4679.

Capiiolul 4. Tintirea si iniernalizarea de caire celule de
cancer ovarian a nanopariiculelor proieice
incarcaie cu fluorotori

4.1 Biofunctionalizarea nanoparticulelor cu liganzi specifici cancerului ovarian

in timp ce livrarea NPs fara elemente de tintire specifice se bazeaza pe tintirea pasiva
mediata de EPR, prin functionalizarea NPs cu molecule ce vizeaza specific cancerul
putem obtine o tintire activa a celulelor de interes si astfel o internalizare celulara
imbunatatita. Astfel, HSA NPs incarcate cu fluorofori au fost conjugate covalent fie cu
molecule de acid folic (FA), fie cu anticorpi anti-FRa (denumite in continuare AB),
pentru a se lega in mod specific de proteina FRa supraexprimata pe majoritatea
celulelor de cancer ovarian. Biofunctionalizarea cu FA si AB a fost efectuata prin bine-
cunoscuta metoda de activare cu N- (3-dimetilaminopropil) -N’-etil carbodiimidei (EDC) /
N-hidroxisuccinimidei (NHS). Probele control au fost pregatite urmand acelasi protocol,
dar fara adaugarea moleculelor de FA si AB.

4.2 Caracterizarea in solutie a nanoparticulelor incarcate cu fluorofori si tintite

Diametrul hidrodinamic al HSA&FITC NPs control, 25.18 + 0.20 nm si PDI 0.22 + 0.01,
a crescut cu aproximativ 9 nm odata ce FA a fost conjugata covalent de HSA&FITC
NPs (denumite in continuare HSA&FITC-FA NPs), 33.70 £ 0.29 nm si PDI 0.23 + 0.01
(Tabelul 4.1). Deoarece conjugarea HSA NPs cu FA activat are loc prin intermediul
gruparilor amino situate la suprafata NPs, si FA are la randul sau la capatul distal o
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grupare amino, nu s-au observat diferente majore intre potentialele zeta ale HSA&FITC
NPs control, - 15.3 + 2.6 mV si HSA&FITC-FA NPs, -18.0 + 0.5 mV (Tabelul 4.1).

Tabel 4.1. Masuratori de potential-zeta si DLS ale HSA&FITC-FA NPs,
HSA&phthaloNO2—FA NPs si HSA&ICG-FA NPs.

HSA&FITC NPs HSA&phthaloNO, NPs HSA&ICG NPs

with targeting without targeting with targeting without targeting with targeting without targeting

diameter (nm) 33.7+03 252+0.2 283+1.2 21.3+0.2 266 +0.2 22.3+0.3
increase in
diameter (nm) 8.5 7.0 4.3
PDI 0.23 £0.01 0.22 £ 0.01 0.32 £ 0.05 0.19 £ 0.02 0.24 £ 0.01 0.31 £ 0.01
zeta-potential (mV) -18.0+ 0.5 -15.3+26 9.4 +0.2 -13.8£1.2 -142+08 -129+06
difference in zeta- 27 4.4 13

potential (mV)

Apoi, avand un diametru hidrodinamic mediu final de 28.3 + 1.2 nm si PDI de 0.32 *
0.05 (Tabelul 4.1), cresterea cu 7 nm in dimensiune a HSA&phthaloNO2-AB NPs
reprezintd o dovada ca HSA&phthaloNO2 NPs au fost decorate cu succes cu AB.
Deoarece pH-ul mediului inconjurator, si anume PBS (pH 7,4), este foarte aproape de
punctul izoelectric al AB®8 si, implicit, sarcina netd a AB este aproape de zero, doar o
modificare usoara poate fi observatd in potentialul zeta (Tabelul 4.1) al
HSA&phthaloNO2 NPs dupa biofunctionalizarea cu AB (HSA&phthaloNO2-AB NPs zeta-
potential: -9.4 + 0.2 mV). Mai apoi, in mod similar comportamentului observat pentru
HSA & FITC-FA NPs, diametrul hidrodinamic al HSA&ICG NPs control, 22.31 + 0.34 nm
si PDI 0.31 £ 0.01, a crescut cu aproximativ 5 nm odata cu conjugarea covalenta a FA
activat si HSA&ICG NPs (denumite in continuare HSA&ICG-FA NPs), 26.63 £ 0.22 nm
si PDI 0.24 = 0.01. Nu s-au observat diferente semnificative intre potentialele zeta ale
HSA&ICG NPs control, -12.9 + 0.6 mV si HSA&ICG-FA NPs, -14.2 + 0.8 mV (Tabelul
4.1).

Mai mult, HSA&FITC-FA si HSA&ICG-FA NPs prezinta o stabilitate excelenta din punct
de vedere a dimensiunii si a fotostabilitatii. La finalul celor 15 zile ale studiului,
fluorescenta HSA&FITC-FA NPs isi pastreaza 91.6% din intensitatea de emisie initiala,
pe cand fluorescenta HSA&ICG-FA NPs este amplificatd, la 111.2% (Figura 4.1).
Datele DLS ale HSA&FITC-FA NPs masurate proaspete si la o luna dupa ce au fost
fabricate indica o stabilitate excelentd in ceea ce priveste dimensiunea lor, fiind
observata o crestere neglijabila de 1 nm pentru HSA&ICG-FA NPs (28.40 = 0.17 nm si
PDI 0.23 + 0.02 - dupa 1 luna), si, respectiv, o crestere de 3 nm pentru HSA&FITC-FA
NP (37.15 + 0.06 nm si PDI 0.30 £ 0.01 - dupa 1 luna). Din punct de vedere a
fluoroforilor in stare libera, ambele solutii tind sa fisi piarda caracteristicile de
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fluorescenta in timp, insa proprietati de fluorescenta ale solutiei de FITC liber prezinta o
stabilitate net superioara solutiei de ICG.
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Figura 4.1. Masuratori ale intensitatii absorbantei — (a) si (c) — si ale fluorescentei — (b)
si (d) — pe o perioada de 15 zile pentru solutii de ICG liber (buline verzi) si FITC liber
(buline rosi) in comparatie cu HSA-FA NPs fluorescente (patrate negre), reprezentate
ca procente din fluorescenta initiala.

4.3  Studiul viabilitatii celulare

Primul pas catre translatarea in vivo a celor patru tipuri NPs proteice incarcate cu
fluorofor a fost confirmarea biocompatibilitatii lor in vitro, pe trei linii celulare de cancer
ovarian (NIH: OVCAR3, A2780 si A2780 Cis), prin implementarea testului MTT. Desi
solutile de phthaloNO2 si phthaloNH2 in stare libera au redus viabilitatea celulelor
tratate intr-o maniera dependenta de concentratie, in urma incapsularii celor patru tipuri
de fluorofori in NPs de albumina acestea nu au prezentat efecte citotoxice.

4.4  Microscopia de fluorescenta pentru monitorizarea internalizarii celulare

Pentru o perspectiva mai buna asupra internalizarii de catre celule a NPs ftintite si
netintite de albumina incarcate cu FITC si ICG au fost achizitionate imagini de
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microscopie de fluorescenta (Figura 4.2). Astfel, putem confirma internalizarea celulara
imbunatatita pentru HSA&FITC-FA NPs, datorita biofunctionalizarii NPs de albumina cu
molecule ce vizeaza cancerul ovarian.

with targeting without targeting

Figura 4.2. Imagini de microscopie de fluorescenta ale celulelor NIH:OVCARS3 tratate
cu HSA&FITC NPs tintite (stanga) si netintite (dreapta). Celulele au fost marcate cu
DAPI (albastru).

45 TEM pentru monitorizarea internalizarii celulare

Mai departe, pentru o mai buna intelegere a mecanismului de internalizare celulara a
HSA NPs s-au efectuat investigatii TEM in vitro (Figura 4.3). Celulele tratate cu HSA
NPs prezinta o ultrastructura comparabila cu celelalte grupuri, inclusiv numarul mare de
organite si autofagozomi (Figura 4.3 (c)) si se pot observa si vezicule ce contin NPs
(insertie figura 4.3 (c)). Aceste vezicule contin NPs mai putine la numar si de
dimensiuni reduse, spre deosebire de celulele tratate cu HSA-FA NPs; in plus,
veziculele care contin NPs de albumina s-au gasit intr-un numar mai mic de celule
comparativ cu grupul de celule tratate cu HSA-FA NPs. Veziculele ce contin NPs pot fi
identificate si in celulele tratate cu FA + HSA-FA NPs — grup de control competitiv
(Figura 4.3 (d)). Cu toate acestea, veziculele prezente in celulele grupului FA + HSA-
FA NPs sunt mai mici comparativ cu cele observate in celulele celorlalte grupuri tratate,
iar NPs sunt mai putin dens impachetate in interiorul acestora (insertie figura 4.3 (d)).
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Nanoparticule Proteice Incarcate cu Fluorofori ca Agenti Teranostici pentru
Imagisitca Interventionala si Terapia Multimodald a Cancerului Ovarian

Aceste rezultate valideaza incad o data internalizarea imbunatatita a HSA-FA NPs
datorita tintirii eficiente a FRa supraexprimat la suprafata celulelor din linia celulara NIH:
OVCARS.

Figura 4.3. Imagini TEM ale celulelor NIH:OVCAR3 selectate pentru cele patru grupuri
studiate. Celule din grupul control cu aspect caracteristic (a). NPs localizate n interiorul
caveozomilor in interiorul celulelor tratate cu HSA-FA NPs (b), HSA NPs (c), si FA +
HSA-FA NPs (d). a — autofagozomi; ¢ — caveozomi; er — reticul endoplasmatic; m —
mitocondrie; n — nucleu; pm — membrana plasmatica; v — vacuole

All in vitro studies were performed in collaboration with the Department of Radiobiology and Tumor
Biology, Oncology Institute “Prof. Dr. lon Chiricuta”, Cluj-Napoca, Romania.

Rezultatele cercetarilor prezentate in acest capitol au fost publicate in revistele Nanotechnology, 31, no.
31 (July 2020): 315102, Biomaterials Science, 9 (July 2021): 6183-6202 si Molecule, 26(15) (August
2021): 4679.
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Capiiolul 5. Evaluarea si validarea aciivitaiii foioierapeuviice a
nanopariiculelor proieice incarcate cu fluorofori

5.1 Efecte fototerapeutice: investigatii in solutie

O metoda inovativa de tratare a cancerului este PDT. Pentru ca aceasta terapie sa
functioneze, trei elemente sunt indispensabile: un agent fotosensibilizator, lumina
excitatoare de lungimi de unda potrivitd fotosensibilizatorului si oxigen intracelular. Prin
combinarea celor 3 elemente, acestea produc reactii fotochimice ce conduc la
generarea de specii reactive de oxigen (ROS) cu efect citotoxic, mai ales 'O2. Aceste
ROS pot declansa sistemul imunitar al pacientilor, pot inchide vasculatura din jurul
tumorii si, cel mai important, pot provoca distrugerea celulelor canceroase®3°. O alta
terapie utilizata impotriva cancerului ce implica utilizarea radiatiilor electromagnetice
este PTT. Atunci cand in urma absorbtiei de fotoni agentii fototermici ating o stare
excitatd, acestia reveni la starea de echilibru prin generare de caldurd'?. Daca
temperatura de 40 °C 4° sau mai mare este atinsa in mediul inconjurator imediat lor,
celulele canceroase sunt distruse prin ablatie termica?®.

Capacitatea modesta a BSA&phthaloNHz NPs de a genera 1O: a fost validata in solutie,
obtindnd un randament de 6%. Studile fototermice efectuate in prezenta
BSA&phthaloNH2 NPs au fost un succes, inregistrand o crestere in temperatura de 10
°C dupa 15 min de iradiere cu laserul NIR 785 nm (eficienta de conversie fototermica de
20%), comparativ cu phthaloNH:z liber in prezenta caruia temperatura a crescut cu 11
°C dupa doar 9 min de iradiere, dar mai apoi atinge un punct de saturatie iar la minutul
15 de iradiere temperatura sa scade la 9°C. Tn plus, BSA&phthaloNH2 NPs prezinta o
fotostabilitate excelentda dupa 3 cicluri On/Off de iradiere (atingadnd 67.9% din
temperatura maxima inregistrata in primul ciclu), comparativ cu phthaloNH: liber care
se incalzeste cu doar 44.2% din temperatura maxima atinsa in primul ciclu (Figura 5.1
(a)). Mai departe, eficienta calculata in solutie a HSA&phthaloNO2 NPs de a transforma
lumina in caldura, 2.6%, este apropiata de valorile raportate in literatura pentru
colorantul aprobat de FDA, ICG. Mai mult, pentru HSA&phthaloNO2 NPs s-a calculat un
randament cuantic de generare de 02 de 43%.

Ulterior, am studiat diametrul hidrodinamic a BSA&phthaloNH2 NPs inainte si dupa
iradiere. Din figura 5.1 (a) putem observa ca, desi BSA&phthaloNH2 NPs scad in
intensitate dupa iradiere, diametrul hidrodinamic rdmane relativ constant. inainte de
iradiere, NPs proteice au un diametru hidrodinamic de 28.54 + 0.42 nm si PDI 0.194 +
0.027,iar dupa expunerea la linia laser NIR, acestea prezinta un diametru hidrodinamic
de 30.66 = 1.30 nm si PDI 0.185 * 0.062, cresterea insignifiantd de 2 nm confirmand
inca o data stabilitatea buna din punct de vedere a dimensiuni a NPs noastre de
BSA&phthaloNH2.
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Figura 5.1 (a) Curbele termice ale BSA&phthaloNH2 NPs (rosu) si phthaloNH2 liber
(albastru) realizate pentru 3 cicluri de iradiere On/Off. (b) Spectrele DLS ale
BSA&phthaloNH2 NPs Tnainte (rosu) si dupa (maro) iradiere.

Stabilitatea fototermica a HSA & phthaloNO2 NPs a fost si ea evaluata in trei cicluri de
incalzire/racire (Figura 5.2). Astfel, dupa fiecare ciclu valoarea maxima a temperaturii a
fost usor redusa, cu 9% dupa al doilea ciclu si cu 20% dupa ultimul ciclu; aceasta
scadere in temperatura poate fi datoratd unei usoare fotodegradari din timpul ciclurilor
de incalzire a moleculei de phthaloNOz2.
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Figura 5.2. Curbele termice inregistrate in timp ale HSA&phthaloNO2 NPs pe parcursul
a 3 cicluri de incalzire/racire, utilizand o lampa LED 660 nm pentru iradiere.

Capacitatea HSA&phthaloNO2 NPs de a proteja agentul fototerostatic de denaturare
dupa expunere prelungita la lumina a fost evaluata prin masuratori de spectroscopie de
fluorescenta steady-state. Spectrele de fluorescentd ale HSA&phthaloNO2 NPs si
solutiei de phthaloNO:2 liber au fost inregistrate inainte si dupa cele 15 min de iradiere
continua cu o lampa LED de 660 nm (Figura 5.3). Dupa expunerea la lumina
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intensitatea emisiei de fluorescenta a solutiei de phthaloNO: liber a fost redusa cu
67.1%, in timp ce fluorescenta HSA&phthaloNO2 NPs a scazut cu doar 30.4%,
evidentiind efectele fototerapeutice imbunatatite ale moleculei de phthaloNO2 odata
Tncapsulata in HSA NPs.
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Figura 5.3. Spectre de emisie de fluorescenta ale (a) HSA&phthaloNO2 NPs si (b)
phthaloNO:z liber, la timpul initial (linie continua) si la 15 min dupa iradiere (linie
intrerupta) cu o lampa LED de 660 nm.

5.2 Efecte fototerapeutice: investigatii in vitro

Prin expunerea celulelor de cancer ovarian A2780 la o lampa LED de 660 nm au fost
studiate efectele terapeutice multimodale in vitro ale HSA&phthaloNO2-AB NPs prin
intermediul testelor MTT, a microscopiei de fluorescenta si testelor de citometrie in flux.
In toate cele trei cazuri, timpii mai lungi de iradiere au dus la scaderea viabilitatii
celulare, supravietuirea celulelor fiind influentatd intr-un mod dependent de timp.
Testele MTT (Figura 5.4) au aratat ca dupa primele 5 min de iradiere a celulelor tratate
cu HSA&phthaloNO2-AB NPs, viabilitatea celulelor a fost redusa la 18%, in timp ce
dupa 15 min de iradiere viabilitatea a scazut la 5% in comparatie cu grupul control
netratat, confirmand astfel eficienta acestor NPs in a induce moartea celulara prin
expunerea acestora la iradiere.

in schimb, tratamentul cu phthaloNO:2 liber in combinatie cu expunerea la iradiere
pentru 5 min a redus viabilitatea celulelor la 72%, iar dupa 15 min la 45%, colorantul n
stare liberd dovedindu-se a fi mai putin eficient in distrugerea celulelor canceroase in
comparatie cu HSA&phthaloNO2-AB NPs. Aceste rezultate sunt in concordanta cu
valorile randamentelor cuantice de a genera 'Oz calculate in solutie pentru
HSA&phthaloNO2 NPs si phthaloNO: liber, in sectiunea 5.1. Probele control pastrate la
intuneric (fara iradiere) au prezentat o modificare neglijabila a viabilitatii celulare. Mai
mult, testul MTT valideaza ca supravietuirea celulelor este afectatd intr-o maniera
dependenta de timp, timpii de iradiere mai lungi rezultand intr-o viabilitate celulara
redusa, dupa cum era de asteptat.
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Figura 5.4. Teste MTT realizate pe linia celulard A2780 pentru a studia eficienta
terapiei multimodale a HSA&phthaloNO2-AB NPs (violet) si solutiei de phthaloNO: liber
(verde), in lipsa iradierii si dupa 5 si 15 min de iradiere; grupul control este reprezentat
de linia orizontala albastra (viabiliate 100%).

Pentru o vizualizare mai clara a efectelor terapeutice sinergistice al HSA&phthaloNO2-
AB NPs asupra liniei celulare A2780 a fost implementata imagistica de fluorescenta
(Figura 5.5). Anexina V este un colorant capabil sa detecteze procesul apoptotic
timpuriu, in timp ce iodura de propidiu (Pl) coloreaza nucleele celulelor care si-au
pierdut integritatea membranei plasmatice, aceasta fiind o caracteristica a necrozei. La
4 ore de incubare de la tratamente, imaginile prezinta cateva celule colorate doar cu
anexaina V — celule apoptotice, cateva celule pozitive pentru Pl — celulele necrotice, si
un numar mic de celule care nu au fost colorate cu nici unul dintre coloranti (celule
viabile). Tn schimb, majoritatea celulelor au fost colorate atat cu anexina V, cat si cu P,
sugerand ca moartea celulara a fost indusa de apoptoza sau necroza.

Mai departe, pentru a cuantifica efectele fototerapeutice ale HSA&phthaloNO2-AB si
phthaloNO: liber, s-au efectuat teste de citometrie in flux. Concret, celulele tratate cu
HSA&phthaloNO2-AB NPs au fost iradiate timp de 5 min si, respectiv, 15 min cu lampa
LED de 660 nm si, dupa 4 ore de incubare, celulele au fost colectate, colorate cu kit-ul
de apoptoza Vybrant Annexin V-PI si analizate prin citometrie in flux (Figura 5.6). 5 min
de iradiere a celulelor tratate cu HSA&phthaloNO2-AB NPs a dus la un procent de
6.88% celule pozitive pentru anexina V (celule apoptotice), 14.83% celule colorate cu PI
(celule necrotice) si 58.78% celule au prezentat colorare dubla (celule moarte).
Iradierea pentru 15 min a celulelor tratate cu HSA&phthaloNO2-AB NPs a dus la 1.92%
dintre celule pozitive pentru anexaina V, 7.28% pentru PI si majoritatea, 88.23% dintre
celule au fost pozitive atat pentru anexina V, cat si pentru PI.
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Figura 5.5. Studiul terapiei fotoinduse asupra celulelor A2780 tratate cu
HSA&phthaloNO2-AB NPs si un grup control iradiat. Celulele au fost marcate cu
Annexin V (verde) si PI (portocaliu) si observate prin intermediul microscopiei de
fluorescenta sau in transmisie. Magnificare de 63x.

(a) control (o) . withioutirradiation (c) 5 min irradiation CI 15 min irradiation

e AV4+PL+ ’ Pl+ AV4PL+ 3 pI+ AV+PL+ o AV+PL+

Pl area log
Pl area log

§ Negative

10° 10! 10° 10° 10 10° 10 10° 10° 10* 10° 10' 10° 10 10 10 10 10° 10° 10
Annexin area log Annexin area log Annexin area log Annexin area log

Figura 5.6. Teste de citometrie in flux ale celulelor A2780 (a) fara tratament dar iradiate
pentru 15 min cu un LED de 660 nm si tratate cu HSA&phthaloNO2-AB NP (b) dar fara
iradiere, (c) dupa 5 min de iradiere si (d) dupa 15 min de iradiere. Celulele au fost
marcate cu Annexin V si PI.
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Aceste rezultate sunt bine corelate cu rezultatele obtinute in urma testelor MTT, precum
si cu imaginile obtinute prin microscopia de fluorescenta, sugerdnd inca o data ca
tratamentul combinat reprezinta o modalitate eficienta pentru distrugerea celulelor de
cancer ovarian. Rezultatele noastre sunt similare cu cele obtinute pe linia celulara de
cancer ovarian OVCAR3 de catre Doshi et al.*l, in urma tratarii celulelor cu NPs
polimerice functionalizate cu FA. Asadar, putem concluziona ca eficienta tratamentului
poate fi modulata prin schimbarea concentratiei de agent teranostic administrat sau a
energiei transmise prin iradiere, pentru a avea ca si rezultat final distrugerea celulelor
canceroase.

5.3 Efecte fototerapeutice: investigatii pe model murin

in cele din urma, performanta terapeuticd duald in vivo a HSA&phthaloNO2-AB NPs,
administrate peri- si intra-tumoral, a fost investigatda. Imaginile termice in vivo
inregistrate in timp real (Figura 5.7) in timpul expunerii soriceilor tratati cu
HSA&phthaloNO2-AB NPs la o lampa LED de 660 nm (0.05 W cm™) pentru 10 min
prezinta o crestere maxima a temperaturii cu 3.9 °C.

Figura 5.7. Imagini termice ale soriceilor purtatori de tumori de celule de cancer ovarian
NIH:OVCARS, la 4 h dupa administrarea peri- si intra-tumorala a HSA&phthaloNO2-AB
NPs, si expunerea la lampa LED de 660 nm, pentru 10 min (0.05 W cm?); cercul alb
marcheaza zona restransa a tumorii pentru care a fost inregistrata temperatura medie.

Raportul testelor histopatologice ex vivo (Figura 5.8) au confirmat atipii celulare
proeminente, imagini apoptotice frecvente si zone mari de necroza in cazul soriceilor
iradiati carora li s-au administrat HSA&phthaloNO2-AB NPs, spre deosebire de grupul
control netratat. Asadar, este de necontestat faptul ca NPs noastre proteice incarcate
cu molecule terapeutice, fluorescente cu emisie Tn domeniul rosu intens si
functionalizate cu liganzi specifici cancerului ovarian reprezinta o abordare eficienta in
terapia cancerului.
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Figura 5.8. Marcarea cu hematoxilina si eozina a tumorilor excizate la 24 h dupa
terapie: (a) si (d) grupuri control, (b) si (e) cu administrare de HSA&phthaloNO2-AB
NPs, dar fara iradiere, (c) si (f) cu administrare de HSA&phthaloNO2-AB NPs si iradiere;
magnificare de x40 pentru (a) - (c) si x400 pentru (d) - (f).

Toate studiile in vitro si in vivo au fost efectuate in colaborare cu Laboratorul de Radioterapie,
Radiobiologie si Biologie Tumorald si Laboratorul de Genomicd Functionald, Proteomicad si Patologie
Experimentala de la Institutul Onco/oglc “Prof. Dr. lon Chiricuta”, Cluj-Napoca, Roméania si Departamentul
de Boli Infectioase, Universitatea de Stiinfe Agricole si Medicin Veterinara, Cluj-Napoca, Roméania.

Rezultatele cercetarilor prezentate in acest capitol au fost publicate in revistele Biomaterials Science, 9
(July 2021): 6183-6202 si Molecules, 26(15) (August 2021): 4679.

Capiiolul 6. Punerea in lumina a poteniialului nanoparticulelor
proieice Tncarcaie cu fluorofori peniru imagisiica
interveniionala In fime real a cancerului ovarian

6.1lmagistica de fluorescenta in domeniul vizibil: nanoparticule de albumina
incarcate cu FITC

Dupa cum se poate observa in figura 6.1, dupa tratamentul cu HSA&FITC-FA NPs, se
poate observa o crestere a semnalului fluorescent in regiunea perinucleara a celulelor
NIH:OVCARS3, posibil in reticulul endoplasmatic, spre deosebire de tratamentul cu FITC
liber si HSA&FITC NPs netintite. Internalizarea nucleara nedorita a solutiei de FITC
liber, datorata dimensiunilor reduse ale moleculelor libere (mai mica decat diametrul
mediu al porului nuclear al celulelor umane, aproximativ 5 nm), poate fi observata in
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figura 6.1. In caz contrar, cand celulele au fost tratate cu HSA&FITC-FA NPs si
HSA&FITC NPs putem remarca lipsa emisiei de fluorescenta din interiorul nucleului.

HSA&FITC-FA NP HSA&FITC NP free FITC

Figura 6.1. Imagini de microscopie de fluorescenta ale celulelor NIH:OVCAR3 la 6 h
dupa tratamentul cu HSA&FITC-FA NPs, HSA&FITC NPs si solutie de FITC liber.

6.2lmagistica de fluorescenta in domeniul rosu intens: nanoparticule de albumina
incarcate cu phthaloNO2

Microscopia de fluorescentd a fost implementata si pentru a studia internalizarea de
catre celule de cancer ovarian A2780 a phthaloNOz: liber, la 24 h de la incubare. Dupa
cum se poate remarca in figura 6.2, semnalul de fluorescenta al fluoroforului este
distribuit uniform in citoplasma, in afara nucleului. Grupul control nu prezinta semnal
fluorescent.

bright field far-red fluorescence merged nuclear staining

phthaloNO, free

20 um

Control A2780

Figura 6.2 Imagini de fluorescenta ale celuleor A2780 tratate si incubate pentru 24h cu
solutie de phthaloNO:2 liber (sus) si un grup control netratat (jos). Celulele tratate cu
phthaloNO: au fost marcate cu 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
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Apoi, pentru o mai buna intelegere a capacitatii de tintire a HSA&phthaloNO2-AB NPs,
am utilizat imagistica de fluorescenta in vitro pentru a monitoriza direct internalizarea
celulara a HSA&phthaloNO2 NPs tintite in comparatie cu cele netintite. Pentru aceste
studii au fost folosite doua lini celulare: A2780, cunoscuta pentru supraexpresia FRa la
suprafata celulelor, si A2780 Cis, folosita ca si control negativ. in cazul liniei celulare
A2780 se observa o mai buna internalizare pentru HSA&phthaloNO2-AB NPs atat la 1
h, cat si la 4 h de incubatie, spre deosebire de internalizarea nespecifica remarcata
pentru celulele tratate cu HSA&phthaloNO2 NPs. In mod contrar, intensitatea
semnalului de fluorescenta inregistrat pentru linia A2780 Cis dupa tratamentul cu
HSA&phthaloNO2-AB NPs poate fi corelata la ambele intervale de timp cu intensitatea
celulelor tratate cu HSA&phthaloNO2 NPs nedecorate cu AB (Figura 6.3). Aceste
rezultate confirma capacitatea de tintire activa a proteinei FRa, supraexprimata frecvent
la suprafata celulelor de cancer ovarian, de catre HSA&phthaloNO2 NPs decorate cu
AB. Tn niciunul din cazuri nu a fost observata internalizare nucleard a HSA&phthaloNO2
NPs sau HSA&phthaloNO2-AB NPs.

A2780 Control
A2780 cisplatin resistant

1 hour incubation 4 hour incubation 1 hour incubation 4 hour incubation

HSA&phthaloNO, — AB NPs

HSA&phthaloNO, NPs

20 um 20 um 20 pm 20 ym

Figura 6.3. Imagini de fluorescentd ale celuleor A2780 (stanga) si celulele control
A2780 Cis (dreapta) la 1 h si 4 h dupa tratamentul cu HSA&phthaloNO2-AB NPs (sus) si
HSA&phthaloNO2 NPs (jos). Celulele au fost marcate cu DAPI.

Investigatii FLIM

Mai mult, prin intermediul masuratorilor de fluorescenta rezolvate in timp si spatiu,
tehnica FLIM este capabila sa detecteze interactiunile locale ale moleculelor
fluorescente de phthaloNOz, atat in stare libera céat si incapsulate in HSA NPs, dar si
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localizarea lor intracelulara. Astfel, investigatile FLIM in vitro au fost implementate
pentru a determina timpul de viata al fluorescentei in functie de localizarea dupa
internalizarea de catre celulele canceroase A2780 a HSA&phthaloNO2-AB NPs,
HSA&phthaloNO2 NPs si phthaloNOz2 liber (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Imagini FLIM ale celulelor A2780 la 4 h dupa tratamentul cu
HSA&phthaloNO2-AB NPs, HSA&phthaloNO2 NPs, phthaloNO:z si celule control fara
tratament. Marcajul rosu indica locul de unde au fost extrase curbele de decay ale
timpului de viata de fluorescenta.

Mai exact, celulele de cancer ovarian A2780 au fost tratate si incubate timp de 4 h cu
HSA&phthaloNO2-AB NPs, HSA&phthaloNO2 NPs si phthaloNO: liber, iar profilurile de
timp de viata si histogramele agentului fototeranostic au fost inregistrate (Figura 6.5,
tabelul 6.1); celulele A2780 control, fara tratament, au fost, de asemenea, investigate.
Curbele de decay ale timpului de viata de fluorescenta extrase din locul marcat cu rosu
in figura 6.4, si anume din matrice citoplasmatica a celulelor, prezintd o crestere de
0.18 ns a Tavinta phthaloNO2 odata incapsulata in HSA NPs (Figura 6.5), sugerand ca
moleculele fototeranostice sunt incapsulate n proteina HSA. Mai mult, cresterea cu
0.23 ns a Tav int a HSA&phthaloNO2-AB NPs in comparatie cu HSA&phthaloNO2 NPs
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nedecorate cu AB poate fi atribuitd localizarii diferite a agentului fototeranostic n
interiorul celulelor'®, odata ce calea de internalizare a HSA&phthaloNO2-AB NPs este
mediata de FRa. Astfel, prin monitorizarea timpului de viata a NPs fluorescente tintite n
sisteme biologice, celulele ce supraexprima FRa la suprafata membranara pot fi
distinse intr-un mod simplu si elegant. Celulele control au prezentat auto-fluorescenta
neglijabila.

Tabel 6.1. Decay-urile timpului de viata si procente de populatie ale HSA&phthaloNO2-
AB NPs, HSA&phthaloNO2 NPs si phthaloNO2 dupa internalizarea de catre celulele
A2780 (perioada de incubare de 4 h).

Tavint (NS) A1 (%) T1 (NS) Az (%) T2 (NS) X2
HSA&phthaloNO2-AB NPs 2.31+£0.01 59 2.66 £ 0.04 41 1.16 £ 0.03 1.04
HSA&phthaloNO2 NPs 2.08 £0.01 57 241 +£0.01 43 1.01+0.01 1.01
phthaloNO2 1.90+0.01 53 2.25 +£0.02 47 1.10+£0.01 1.21
A
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Figura 6.5. (A) Curbele de decay ale timpului de viata extrase din locul marcat cu rosu
in figura 6.4, si (B) histogramele inregistrate pentru agentii fototeranostici in citoplasmul
celulelor A2780, la 4 h de la tratamentul cu HSA&phthaloNO2-AB NPs (violet),
HSA&phthaloNO2 NPs (galben), si solutie de phthaloNO2 (verde).
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6.3Imagistica de fluorescenta in domeniul NIR: nanoparticule de albumina
incarcate cu ICG

Pentru a confirma internalizarea de catre celulele de cancer ovarian NIH:OVCARS3 a
HSA&ICG NPs si ICG in stare libera au fost colectate imagini de fluorescenta NIR, dupa
24 h de incubare (Figura 6.6). Atat HSA&ICG NPs, céat si celulele tratate cu ICG, nu
prezinta internalizare nucleara, in timp ce in cazul fluoroforului liber se poate observa o
dispersie uniforma in citoplasma celulara. Mai mult, in cazul celulelor tratate cu
HSA&ICG NPs se poate distinge aparitia unor vezicule puternic fluorescente (probabil
caveosomi).

ICG-loaded albumin NPs free ICG

10 pm
—

Figura 6.6. Imagini de microscopie de fluorescenta ale celulelor NIH:OVCARS3 tratate
cu HSA&ICG NPs vs. ICG liber.

Prin urmare, aceste studii incipiente de imagistica de fluorescenta prezentate in acest
capitol stau la baza unui proiect de cercetare mai amplu (numar proiect PN-IlI-P4-1D-
PCCF-2016-0142, in cadrul PNCDI |Ill). Scopul proiectului se concentreaza pe
dezvoltarea unor NPs incarcate cu fluorofori NIR si tintite, precum si atestarea lor ca
agenti de contrast pentru interventii chirurgicale oncologice ghidate prin imagistica de
fluorescenta, prin implementarea in vivo si ex vivo (pe modele murine si tesuturi
colectate de la pacientii cu cancer) a imagisticii NIR, dupa administrare sau tratarea cu
NPs incarcate cu fluorofori.

in concluzie, datoritd dimensiunii, a chimiei de suprafatd si a capacitati de a fi
functionalizate cu liganzi specifici cancerului pentru tintire activa, NPs proteice incarcate
cu diferiti fluorofori NIR ofera posibilitatea unui timp prelungit de circulatie in sénge si o
acumulare sporita in zona tumorala. Fezabilitatea si biocompatibilitatea NPs proteice
fluorescente ca agenti de contrast pentru imagistica interventionala de fluorescenta NIR
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in timp real a cancerului a fost testata anterior de un numar notabil de studii preclinice
pe animale. Asadar, se poate spune ca NPs proteice incarcate cu fluorofori au
potentialul de a fi translatate in viitorul apropiat ca agenti de contrast pentru interventia
chirurgicala oncologica ghidata in timp real prin imagistica de fluorescenta NIR.

Toate studiile in vitro au fost efectuate in colaborare cu Laboratorul de Radioterapie, Radiobiologie si
Biologie Tumoralé de la Institutul Oncologic “Prof. Dr. lon Chiricutd”, Cluj-Napoca, Romania.

Rezultatele cercetarilor prezentate in acest capitol au fost publicate in revistele Nanotechnology, 31, no.
31 (July 2020): 315102 si Biomaterials Science, 9 (July 2021): 6183-6202.
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Concluzii finale si perspective

“Science is not only a disciple of reason but also one of romance and passion.”

Stephen Hawking

in vederea imbunatatirii rezultatelor postoperatorii si calitatii vietii pacientilor cu cancer,
este nevoie de o abordare inovativa si 0 generatie noua de nanoinstrumente capabile
sa vindece cancerul. Asadar, teza mea de doctorat isi propune sa proiecteze noi agenti
fototeranostici de dimensiuni nano cu potential in a depasi limitele metodelor clasice
utilizate Tn prezent in detectarea cancerului si in planificarea chirurgicala. In consecinta,
am fabricat agenti fototeranostici noi cu caracteristici optice in fereastra biologica a
spectrului electromagnetic, prin incapsularea in NPs de albumina biocompatibile si
tintite a doi fluorofori aprobati de FDA si doi coloranti nou sintetizati din familia
ftalocianinelor, pentru imagistica de fluorescenta si terapia duald si sinergistica a
cancerului ovarian.

Pentru inceput, NPs pe baza de albumina, mai exact HSA si BSA, incarcate fie cu
coloranti aprobati de FDA, FITC si ICG, sau coloranti fenotiazinici nou sintetizati,
phthaloNO2 si phthaloNH2, sunt fabricate cu succes in urma unui protocol in doi pasi:
desolvatare folosind etanol si stabilizare prin reticulare chimica cu Gal.

Buna reproductibilitate a sintezei si randamentul mare de formare a particulelor,
de peste 75%, au fost dovedite pentru toate cele patru clase de NPs pe baza de
albumina incarcata cu fluorofori.

Caracterizarea spectroscopica a NPs pe baza de albumina confirma conservare
excelenta a emisiei de fluorescenta pentru toti cei patru coloranti dupa
incapsularea in NPs pe baza de albumina.

Monodispersitatea si diametrul mediu, de 27 nm, ale NPs pe baza de albumina
incarcate cu fluorofori sunt investigate si dovedite atat prin imagistica TEM, cat
si prin masuratori DLS; investigatiile de potential zeta confirma ca suprafetele
celor patru clase de NPs sunt incarcate negative (-12 pana la -15 mV)

Ulterior, pentru tintirea specificd a FRa supraexprimat la suprafata a aproape tuturor
liniilor celulare de cancer ovarian, precum si liniile celulare NIH:OVCARS3 si A2780
selectate aici pentru studii in vitro, NPs nou sintetizate pe baza de albumina incarcate
cu fluorofori sunt decorate prin conjugarea covalenta cu FA si AB.
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® Prin implementarea masuratorilor DLS si investigatiilor de potential zeta, se
confirma biofunctionalizarea de succes a NPs pe baza de albumina cu cei doi
liganzi ce tintesc cancerul ovarian.

® Buna stabilitate din punct de vedere a dimensiunilor NPs pe baza de albumina, la
7 zile dupa sinteza, este confirmata prin masuratori DLS.

® HSA&FITC si HSA&ICG NPs prezinta o stabilitate a fluorescentei in timp
excelenta, ce se mentine chiar si la 15 zile dupa sinteza: 92% si, respectiv, 111%
din intensitatea emisiei de fluorescenta initiala.

Mai apoi, trei linii celulare de cancer ovarian, si anume NIH:OVCAR3, A2780 si A2780
Cis, sunt utilizate pentru a testa si confirma biocompatibilitatea NPs proteice incarcate
cu fluorofori. Capacitatea de tintire imbunatatite a NPs pe baza de albumina incarcate
cu fluorofori si tintite este testata in vitro prin imagistica de fluorescenta si TEM.

® Viabilitatea celulelor tratate cu NPs proteice nou fabricate este confirmata prin
teste MTT.

® Dupa cum se poate observa prin imagistica TEM, eficienta de internalizare
celulara prin endocitoza mediata de FRa in celulele de cancer ovarian este
imbunatatita odata cu bioconjugarea NPs proteice cu molecule ce tintesc
specific cancerul.

Eficienta ca agenti terapeutici duali in aplicatii biomedicale a NPs pe baza de albumina
incarcate cu fluorofori este investigata in detaliu. Efectele lor fotodinamice si fototermice
sunt evaluate mai intai in solutie si, datoritd capacitatilor lor terapeutice promitatoare,
sunt efectuate diferite studii in vitro pe linia celulara A2780.

® Randamentul cuantic mare de generare a 02, 43%, al HSA&phthaloNO2 NPs,
eficienta buna de conversie lumina-caldura, 8,5%, si fotostabilitate excelenta a
HSA&phthaloNH2 NPs sunt calculate si studiate in solutie, prin expunerea la o
lampa LED de 660 nm.

® Efectul lor citotoxic datorat conversiei luminii in caldura si generarii de ROS este
validat si in vitro prin utilizarea investigatiilor de imagistica de fluorescenta, MTT
si de citometrie in flux.

® Testele de citometrie Tn flux au relevat ca 97% dintre celulele canceroase tratate
cu HSA&phthaloNO2 NPs si expuse la iradiere cu o lampa LED de 660 nm sunt
distruse.

In plus, translatarea studiului nostru pe modele murine ne permite analiza in vivo a
viabilitatii celulare si a caracteristicilor fototerapeutice ale HSA&phthaloNO2-AB NPs
nou dezvoltate. NPs pe baza de albumina incarcate cu fluorofori si functionalizate sunt
administrate cu succes prin injectii peri- si intra-tumoral soriceilor purtatori de tumori de
cancer ovarian, cu 4 h Tnainte de iradiere cu o lampa LED de 660 nm (0.05 W cm).

| 32



Linia celulara de cancer ovarian NIH:OVCAR3 a fost selectata pentru aceste
experimente.

Schimbarea temperaturii de suprafaté a soriceilor este monitorizatd cu usurinta
n timp real pe parcursul a celor 10 min de expunere la lampa LED.

in cazul soriceilor injectati cu HSA&phthaloNO2-AB NP se inregistreazd un
maxim de 3.9 ‘C in cresterea temperaturii in zona tumorala; pentru grupul
control nu se observa modificari de temperatura.

Investigatiile histopatologice raporteaza imagini apoptotice, zone mai mari de
necroza si atipii celulare proeminente pentru grupul tratat cu HSA&phthaloNO:2-
AB NPs si expus la luminda, spre deosebire de grupul control, neiradiat.

Proprietéatile de fluorescenta si bioconjugarea cu succes cu FA si AB ale HSA&FITC si
HSA&phthaloNO2 NPs sunt studiate cu atentie atat in solutie, cat si in vitro, dupa
internalizarea de catre celulele de cancer ovarian NIH:OVCARS si A2780.

Internalizarea imbunatatitd a NPs pe baza de albumina si conjugate cu AB este
confirmata prin intermediul imagisticii de fluorescenta; linia celulara A2780 Cis
este studiata ca si control negativ al supraexprimarii FRa .

Investigatiile FLIM evidentiaza diferenta in timpul de viata de fluorescenta a NPs
proteice ftintite (2.31 ns) si netintite (2.08 ns), datorata unei metode de
internalizare diferita pentru cele doua grupuri de NPs pe baza de albumina
incarcata cu fluorofori, confirmand astfel si metoda de internalizare mediata de
FRa a NPs proteice decorate cu AB.

Prin studiul timpului de viatd de fluorescenta a HSA&phthaloNO2-AB NPs in
sisteme biologice prinde viata o noud perspectiva pentru a discerne celulele
canceroase care supraexprima FRa la suprafata.

Astfel, prin acceptarea progresului nanotehnologic Tn réandul stiintelor medicale,
cercetatorii activi in domeniul terapiei si imagisticii oncologice cautd o noua strategie
terapeutica inovatoare capabila sa scada recurenta cancerului si sa ofere un prognostic
mai bun pentru pacienti. in lucrarea de fata, cu scopul diminuarii efectelor adverse
nedorite, a fotostabilitatii reduse si pentru a evita acumularea nespecifica a colorantului
liber, NPs pe baza de albumina sunt elaborate astfel incat sa incapsuleze si livreze tintit
cele 4 tipuri de molecule fluorescente selectate catre celule de cancer ovarian. Acesti
agenti de dimensiuni nano prezintd o buna biocompatibilitate, biostabilitate Th medii
apoase, activitate fototermica ridicata, cat si un randament bun de formare a ROS.
Pentru tintirea activa a tesutului malign de interes si suprimarea eliminarii rapide a
agentilor fotosensibili din cavitatea peritonealda, NPs sunt functionalizate cu liganzi
specifici cancerului ovarian. Comparativ cu majoritatea nanoplatformelor teranostice
dezvoltate pana in prezent, NPs noastre fototeranostice de ultima generatie prezinta
simultan caracteristici fototermice, fotodinamice si de imagisticd de florescenta. n
concluzie:
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Am dezvoltat cu succes patru clase de NPs pe baza de albumina incércate cu
fluorofori, biocompatibile, ce prezintéd o eficientd de incércare ridicata (variind
intre 91% pentru phtaloNH2, 88% pentru phtaloNO2, 50% pentru ICG si peste
30% pentru FITC) si isi pastreaza proprietétile de florescentd emisive atat in
solutie, cat si in tesutul tumoral.

Am demonstrat acumularea intracelulard crescutd a NPs proteice nou
sintetizate dupéa bioconjugarea lor cu molecule ce tintesc specific FRa, ce este
supraexprimat la suprafata celulelor cancerului ovarian.

Am pus in lumina si validat proprietéati fototeranostice de interes ale tuturor celor
patru clase de NPs pe bazé de albumina incércate cu fluorofori, mai ales pentru
HSA&phtaloNO. si HSA&phtaloNH. NPs, ce prezintd un potential real in
fototerapie duala PDT-PTT.

Studiile preliminare de microscopie confocald NIR, realizate pe microscopul
confocal re-scan nou instalat, confirmé fezabilitatea HSA&ICG NPs ca potentiali
agenti de contrast in imagistica de fluorescenta NIR pentru ghidarea imagistica
in timp real a chirurgiei cancerului.

Asadar, NPs pe bazad de albumina incarcate cu fluorofori si functionalizate,
prezinta rezultate promitatoare ca agenti terapeutici si de fluorescenta pentru
imagistica si terapia tintitd a cancerului ovarian.

Ca perspective, dintre cei doi fluorofori cu proprietati optice in domeniul vizibil, NPs pe
baza de albumina incarcate cu phtaloNO:2 pot fi investigate suplimentar datorita
proprietatilor fototerapeutice duale si de imagistica fluorescenta. in ceea ce priveste
fluoroforii cu emisie in NIR, luand in considerare noutatea si performantele imbunatatite
in urma incapsularii colorantilor in NPs proteice, phtaloNHz poate fi implementat in
viitorul apropiat in studii preclinice, sau chiar clinice. Mai mult, datorita rezultatelor
incurajatoare obtinute in urma studiilor in vivo pe model murin, noi directii de cercetare
pot fi luate in calcul:

Evaluarea PTT in vivo si examene histopatologice pentru modelele murine
tratate cu HSA&/CG si BSA&phtaloNH2 NPs.

Functionalizarea NPs proteice incarcate cu fluorofori cu molecule de tintire
specifice altor tipuri de cancer.

Co-functionalizarea NPs proteice incércate cu fluorofori cu diverse medicamente
Tmpotriva cancerului, spre exemplu Abraxane, Cytoxan, Doxil, Taxol.

Imagistica prin microscopia de fluorescentd in vivo pe model murin in urma
administrarii celor patru clase de NPs proteice nou sintetizate.

Investigatii de imagistica ex vivo a tesutului excizat de la paciente cu cancer si
incubat cu NPs incarcate cu fluorofori NIR
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