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INTRODUCERE

Potrivit Institutului pentru Masurarea si Evaluarea Sanatatii (IHME), cancerul in
prezent reprezintd cea mai mare problema de sanatate la nivel global, provocand unu din
sase decese din intreaga lume. Tratamentele conventionale pentru cancer, precum interventia
chirurgicala, radioterapia si chimioterapia, au limitari in prezent, existand riscul de a provoca
daune in tesuturile sanatoase sau de a nu asigura eradicarea completd a tumorilor (Arruebo
et al., 2011). Cercetarea in domeniul terapiei cancerului cu ajutorul nanotehnologiei merge
dincolo de simpla livrare a medicamentelor, fiind extinsd spre dezvoltarea unor noi
tratamente doar prin intermediul caracteristicilor nanomaterialelor in sine. In primul rand,
anumite proprietati fizice ale nanoparticulelor, cum ar fi absorbtia si re-emisia energiei, pot
f1 utilizate pentru a afecta tesuturile bolnave, asa cum se poate observa in aplicatiile ablatiei
cu laser (Schena, Saccomandi and Fong, 2017) si hipertermia (Crezee, Franken and Oei,
2021). In al doilea rand, nanoparticulele prezinti dimensiuni suficient de mici (de ordinul
zecilor de nanometri) pentru a se acumula in zonele tumorale, dar suficient de mari pentru a
putea incdrca in interiorul acestora numerosi compusi terapeutici, precum radionuclizi
(Poletto et al., 2022) sau molecule biologic active (Jahangirian et al., 2019). In al treilea rand,
suprafata generoasa a acestor nanoparticule poate fi functionalizatd cu liganzi, precum
lanturi de ADN (Singh et al., 2020), ARN, peptide (Sharma et al., 2022) sau anticorpi
(Marega et al., 2012), care pot ghida activ nanoparticulele in organism. Aceste proprietati
ale nanoparticulelor faciliteaza livrarea eficientd a medicamentelor si duc la imbunatatirea
terapiilor multimodale si teranostice.

Pornind de la faptul cd nanomedicina reprezintd o directie promitdtoare pentru
inovare in domeniul medical, in special in tratamentul cancerului, teza de doctorat prezenta,
intitulatd ,,Noi abordari pentru dezvoltarea de nanosisteme polimerice functionalizate
cu aplicatii in nanomedicina”, a urmadrit obtinerea, caracterizarea fizico-chimicad si
demonstrarea aplicabilitatii In tratamentul cancerului a doua tipuri de nanosisteme chimice
sintetice bazate pe polimeri biocompatibili, care ulterior au fost functionalizati cu diferite
molecule biologic active, atdt compusi mici moleculari, cat si proteine.

Teza este Tmpartitd in doud parti bine formulate, fiecare evidentiind obiective
specifice. Prima parte a tezei se axeazd pe Capitolul I, unde este prezentat un studiu de
literaturd referitor la nanoparticule utilizate in terapia cancerului, atat cele aprobate de
Administratia pentru Alimente si Medicamente (FDA) si Agentia Europeand pentru

Medicamente (EMA), cét si cele in stadii de aprobare.



Partea a doua a acestei teze (Capitolul II si III) se bazeazd pe contributiile
personale rezultate prin dezvoltarea a doua tipuri de nanosisteme (nanoparticule magnetice
si micele copolimerice) cu aplicatii in terapia cancerului. Fiecare capitol incepe cu
prezentarea obiectivelor specifice, motivarea alegerii sistemelor studiate, caracterizarea
fizico-chimica, aplicatii in vitro si concluziile rezultate din datele experimentale proprii.

Capitolul II cuprinde doud subcapitole care prezintd doud studii bazate pe
dezvoltarea de nanoparticule magnetice decorate cu polimeri de tip metacrilat si ulterior
functionalizate cu molecule biologic active cu masa moleculara mica (acid folic si
metotrexat).

In subcapitolul 11.2 este descrisd sinteza nanoparticulelor magnetice prin metoda
coprecipitarii, urmatda de functionalizarea acestora cu un initiator de polimerizare specific
polimerizarii radicalice cu transfer de atom (ATRP). Initiatorul a permis polimerizarea
monomerului 2-hidroxietil metacrilat (HEMA), prin mecanism de polimerizare radicalica cu
transfer de atom initiata de pe suprafatd (SI-ATRP), rezultand lanturi polimerice de poli(2-
hidroxietil metacrilat) (PHEMA) grefate pe suprafata nanoparticulelor magnetice. Dupa
aceasta etapa, lanturile de PHEMA au fost functionalizate cu acid folic (FA), care reprezinta
unitatea de tintire a celulelor tumorale. Prin acest procedeu s-au obtinut doud tipuri de
nanoparticule magnetice decorate cu lanturi de PHEMA functionalizate cu diferite
concentratii de FA. Toate etapele de sintezd ale acestui studiu, inclusiv sinteza
nanoparticulelor nefunctionalizate, a celor cu initiator de polimerizare pe suprafata, a celor
cu polimeri si a nanoparticulelor decorate ulterior cu polimeri functionalizati cu FA, au fost
caracterizate utilizand diferite tehnici fizico-chimice, cum ar fi FTIR, TGA/DTG, DSC,
TEM, STEM si DLS. Concentratia de FA a fost cuantificatd prin spectroscopia UV-Vis,
utilizdnd metoda curbei de calibrare.

Viabilitatea celulara a nanoparticulelor a fost evaluata pe fibroblaste dermice umane
normale (NHDF) si trei linii celulare tumorale (MCF-7, HeLa si HepG2). Rezultatele
obtinute au indicat ca nanoparticulele sintetizate sunt biocompatibile pe toate cele patru linii
celulare. Diferenta notabild intre aceste linii celulare a constat in faptul ca nanoparticulele
functionalizate cu FA au fost internalizate intr-o concentratie mai mare de catre celulele
tumorale, datoritd supraexprimarii receptorilor de folat la suprafata acestora comparativ cu
celulele normale. Acest rezultat a fost confirmat prin masurarea concentratiei de fier
intracelular dupa incubarea celulelor cu nanoparticule, folosind metoda tiocianatului. De
asemenea, s-a demonstrat ca o crestere a concentratiei de FA utilizat la functionalizarea

suprafetelor nanoparticulelor a dus la o mai mare internalizare a nanoparticulelor. Aceasta
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observatie a fost confirmata si prin determinarea concentratiei de fier intracelular prin
spectrometria de absorbtie atomica. In plus, in cadrul acestui studiu, s-a evidentiat utilizarea
acestor nanoparticule in imagistica prin rezonantd magnetica.

Subcapitolul I1.3 se concentreaza pe studiul polimerizarii, prin mecanism SI-ATRP,
a trei monomeri de tip metacrilat (HEMA, PEGMA6, PEGMA10), utilizand acelasi sistem
de nanoparticule decorate cu initiatorul ATRP din primul studiu al acestui capitol. Acest
proces a fost urmat de functionalizarea lanturilor de polimeri cu un antimetabolit al acidului
folic numit metotrexat (MTX). Ca si in cazul nanoparticulelor obtinute in subcapitolul I1.2
etapele de sinteza ale acestor nanoparticule au fost caracterizate utilizind diverse tehnici
fizico-chimice. Cuantificarea MTX-ului a fost realizata prin spectroscopie UV-Vis, prin
intermediul metodei curbei de calibrare. In acest studiu, am ales s3 utilizim MTX-ul datorita
proprietatilor sale, cum ar fi capacitatea de a se lega specific de receptorii de folat si efectul
terapeutic prin inhibarea unei enzime implicate in diviziunea celulard. Nanoparticulele
functionalizate cu MTX s-au dovedit a fi biocompatibile pe fibroblaste gingivale umane
(HGF), si au prezentat o toxicitate mai crescutd pe o linie specifica cancerului mamar (MCF-
7), in comparatie cu medicamentul liber la aceleasi concentratii ale MTX.

Aceste rezultate subliniaza versatilitatea grefarii de polimeri de tip metacrilat cu
diferite mase molare ale unitatilor monomerice pe o suprafatd sferica si impactul lungimii
acestor unitati asupra functionalizarii cu MTX si a cresterii citotoxicitatii pe linia celulara
tumorala MCF-7.

Capitolul III prezintd doud studii de preparare a entitatilor nanostructurate
functionale, unul bazat pe dezvoltarea unui sistem de tip micela cu proprietatea de eliberare
controlatd de medicamente In mediul tumoral extracelular (subcapitolul I11.3) si cel de al
doilea (subcapitolul I[I1.4) bazat pe functionalizarea acestor micele cu un anticorp
monoclonal, care duce la cresterea efectului terapeutic pe linii celulare tumorale specifice
cancerului mamar.

Astfel, in subcapitolul I11.3, au fost obtinuti trei copolimeri pe baza de polietilenglicol
- polihistidina (PEG-PHis) cu masd moleculard de 2 kDa si trei lungimi diferite ale PHis-
ului (20, 26 si 32 de unititi monomerice de histidind), aplicand tehnica sinteza peptidelor pe
suport solid (SPPS). Pentru acesti trei copolimeri s-au determinat concentratiile critice
micelare, prin spectroscopie de fluorescenta, utilizind pirenul ca si compus fluorescent
model. In prima etapa, copolimerii au fost asamblati in micele corespunzitoare neincarcate
si Incarcate cu doxorubicind (DOX), compus model terapeutic, pentru a pune in evidenta

faptul ca aceste micele elibereazd medicamentul in intervalul de pH al mediului tumoral
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extracelular (6,5 - 7,2 ). Micelele obtinute au fost caracterizate dimensional prin DLS si
analiza morfologica a fost pusa in evidentd prin STEM.

Eliberarea controlatd a DOX-ului din micele a fost pusa in evidentd prin studii de
fluorescenta realizate in PBS la trei valori diferite de pH. Testele de viabilitate celulara pe o
linie specificd cancerului de san (MDA-MB-231) au concluzionat faptul ca DOX-ul a fost
eliberat controlat pe parcursul a 72 de ore si a dus la o scadere controlata a viabilitatii celulare
fatd de medicamentul liber. In plus, micelele dezvoltate pot elibera medicamentul intr-un
interval ingust de pH si anume intre 7,2 si 6,5, care reprezintd pH-ul mediului tumoral
extracelular. Dezvoltarea acestui tip de micele poate ajuta la transportarea si de alte principii
active specifice catre celulele tumorale si eliberarea acestora pe suprafata celulard unde in
cele mai multe cazuri se gasesc receptorii specifici acestor principii.

In subcapitolul I11.4 micelele de tip PEG-PHis au fost functionalizate controlat cu un
anticorp monoclonal numit trastuzumab (Tzm), specific pentru inhibarea receptorului
glicoproteic transmembranar HER2 implicat in cresterea celulara, supraexprimat in cazul
unor celule tumorale specifice cancerului mamar. Astfel, micelele preparate
nefunctionalizate si cele functionalizate cu Tzm au fost analizate din punct de vedere fizico-
chimic prin DLS, NTA si STEM. S-a determinat stabilitatea acestora prin expunerea lor la o
concentratie de BSA care simuleaza concentratia totala de proteine din serul uman, astfel
cele nefunctionalizate s-au destabilizat complet, pe cand cele functionalizate cu Tzm au
ramas stabile pe o perioada de 72 de ore. Micelele au fost biocompatibile pe linia celulara
normald HGF, dar in cazul a trei linii celulare tumorale specifice cancerului de san (MDA -
MB-361, SK-BR-3, BT-474), cind Tzm-ul a fost legat covalent de suprafata micelelor,
viabilitatea celulard a scazut semnificativ comparativ cu micelele nefunctionalizate si Tzm-
ul liber. Aceasta scadere a fost observata atat in cazul culturile celulare de tip 2D, cét si in
cazul celor 3D (sferoizi).

Teza de doctorat se incheie cu o serie de concluzii generale din fiecare studiu realizat,
diseminarea rezultatelor in perioada studiilor de doctorat si la final referintele bibliografice

aferente tezei.



PARTEA a II-a - Contributii personale
CAPITOLUL II - Nanoparticule magnetice decorate cu polimeri de tip

metacrilat functionalizati cu molecule bioactive
I1.1. Motivarea si obiectivele studiului aferent capitolului IT
I1.1.1. Obiective stiintifice specifice:

I. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor magnetice.

II. Sinteza si caracterizarea unui initiator de polimerizare de tip ATRP si legarea
covalentd a acestuia de suprafata nanoparticulelor magnetice sintetizate in etapa I.

III. Grefarea PHEMA, prin intermediul mecanismului de polimerizare SI-ATRP,
utilizdnd nanoparticule magnetice functionalizate cu initiator de polimerizare specific
mecanismului ATRP, sintetizate 1n etapa II.

IV. Functionalizarea nanoparticulelor obtinute in etapa III cu acid folic in diverse
concentratii.

V. Realizarea unor studii in vitro ale nanoparticulelor magnetice functionalizate
obtinute in etapa IV pe fibroblaste dermice normale (NHDF) si linii celulare tumorale (MCF-
absorbtiei celulare n functie de concentratia de acid folic a nanoparticulelor sintetizate. De
asemenea, au fost prevazute si studii de imagistica prin rezonantd magnetica nucleara.

VI. Grefarea a trei polimeri de tip metacrilat prin intermediul mecanismului de
polimerizare SI-ATRP, utilizdnd nanoparticule magnetice functionalizate cu initiator de
polimerizare specific mecanismului ATRP sintetizate in etapa II.

VII. Functionalizarea cu metotrexat (MTX) a nanoparticulelor sintetizate in etapa
VI.

VIII. Determinarea viabilitatii celulare a sistemelor obtinute in etapa VII pe o linie

celulard normald (HGF) si o linie celulara tumorala (MCF-7).

I1.1.2. Motivarea alegerii nanoparticulelor magnetice si a polimerilor de tip metacrilat

O directie potential reald pentru aplicabilitate clinica si care este bine studiatd in
ultimele doua decenii se bazeazd pe nanoparticulele magnetice (NPM), o clasda de oxizi
metalici capabili sa fie orientati si chiar acumulati in tesutul dorit printr-un cdmp magnetic
extern (Anghelache et al., 2021; Lungoci et al., 2019). Mai mult, NPM-urile pot fi acoperite,
functionalizate si Incdrcate cu substante terapeutice pentru a fi transportate si eliberate

controlat la o tintd studiatd. Sistemele amintite pot prezenta o buna stabilitate coloidala,



biocompatibilitate ridicatd, citotoxicitate scdzutd, non-imunogenitate, timp crescut de
circulatie In sange si nu in ultimul rand pot prezenta o capacitate mare de incarcare, transport
si livrare controlata la o tintd a medicamentelor in conditii fiziologice (Beagan et al., 2020).
Mai mult, NPM-urile pot fi utilizate in screening-ul si diagnosticul cancerului ca agenti de
contrast pentru imagistica prin rezonantd magnetica (IRM). Pana in prezent, cei mai studiati
agenti de contrast au fost cei pe bazi de Fe*", in special nanoparticulele superparamagnetice
de oxid de fier, care au prezentat o crestere a contrastului in relaxarea transversald (T2)
(Israel et al., 2020).

NPM-urile au fost functionalizate cu diferite tipuri de fragmente moleculare, cat si
compusi macromoleculari, fara a afecta caracteristicile lor in procesul de functionalizare.
Deosebit de importantd este functionalizarea lor cu polimeri care sunt capabili sa ofere
proprietiti specifice in functie de natura acestora (Sung and Kim, 2020). In prezent sunt
utilizate doud strategii pentru a sintetiza materialelor hibride pe baza de nanoparticule
acoperite cu polimeri: (I) adsorbtia fizicd a polimerilor pe suprafata NPM-urilor neacoperite
(Bregoli et al., 2016) si (II) grefarea covalentd a polimerilor pe suprafata nanomaterialelor
anorganice prin trei metode: (a) metoda ,,grafting-to”, (b) metoda ,,grafting-from” si (c)
metoda ,,grafting through”. Polimerii utilizati la grefarea suprafetei nanoparticulelor pot fi
obtinuti cel mai frecvent prin polimerizare ATRP (polimerizare radicalicd cu transfer
atomic), unde cei mai folositi monomeri sunt cei de tip acrilic, precum metacrilatul de N,N-
dimetilaminoetil (Baek et al., 2015), metacrilatul de oligo(etilen glicol) metil eter si
metacrilatul de poli(etilen glicol). Acesti monomeri au fost cu succes utilizati la decorarea
nanoparticulelor magnetice cu polimeri grefati cu diverse functiuni care sunt capabile sa
interactioneze cu diferite molecule biologic active (de exemplu: acid folic si metotrexat)
pentru dezvoltarea unor nanotransportori capabili sd interactioneze cu receptori specifici de

pe suprafata celulelor vizate, asigurand livrarea de medicamente la celula tinta.

I1.2. Rezultate si discutii

I1.2.1. Nanoparticule magnetice decorate cu lanturi de PHEMA functionalizate cu acid

folic

I1.2.1.1.Motivarea alegerii polimerului PHEMA si a acidului folic
Polimerul poli(2-hidroxietil metacrilat) (PHEMA), obtinut prin polimerizarea ATRP
a monomerului 2-hidroxietil metacrilat (HEMA), a captat recent interesul datorita grupdrilor

hidroxilice (-OH) prezente pe fiecare unitate monomerica. Aceste grupari pot fi transformate



in grupari carboxilice (-COOH) si pot fi functionalizate cu molecule specifice pentru a
imbunatati bioactivitatea sau pentru a initia polimerizarea radicalica cu deschidere de ciclu.
PHEMA prezinta, de asemenea, proprietdti precum cresterea hidrofilicitatii si
biocompatibilitatea, fiind asemanator cu polietilenglicolul (PEG) in ceea ce priveste
proprietatile de "non-fouling" (Beers et al., 1999). Lanturile de PHEMA pastreaza
proprietatile de "non-fouling" chiar si dupa functionalizare cu molecule biologic active.
Functionalizarea nanoparticulelor cu unitati de tintire, cum ar fi acidul folic (FA), poate
permite legarea specifica de suprafata celulelor tumorale, deoarece FA interactioneaza cu
receptorul de folat (FAa) supraexprimat pe aceste celule. FA a fost utilizat cu succes pentru
functionalizarea unei game variate de sisteme chimice, inclusiv nanoparticule magnetice
acoperite cu polimeri, lipozomi si hidrogeluri. Aceste strategii de functionalizare pot facilita
livrarea specificd de medicamente si imbundtdtirea eficacitatii terapiei in tratamentul
cancerului.

Scopul studiului din subcapitolul II.2.1. a fost de a dezvolta un nanosistem
functional bazat pe nanoparticule magnetice, decorate cu lanturi de PHEMA avand
proprietatea de ,,non-fouling™ cu specificitate ridicatd si proprietatea de a se internaliza in
celulele tumorale prin functionalizarea PHEMA cu acid folic (o prezentare a etapelor de

sinteza pentru obtinerea acestui nanosistem este prezentata in schema I1.2).
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Schema I1.2. Etapele de sinteza pentru obtinerea nanosistemului: (a) grefarea initiatorului de polimerizare de
tip ATRP pe suprafata nanoparticulelor, (b) polimerizarea monomerului HEMA prin SI-ATRP si (c)
functionalizarea PHEMA cu FA (Ghiarasim et al., 2021).

(NPM-OH)

z/ivd

In acest studiu, initial s-a examinat capacitatea nanoparticulelor functionalizate cu
acid folic de a se internaliza intr-o concentratie semnificativ mai mare In comparatie cu
celulele normale, simultan cu cresterea acestei internalizari odatd cu cresterea concentratiei
de FA utilizatda pentru functionalizare. De asemenea, s-a demonstrat potentialul
nanoparticulelor decorate cu lanturi de PHEMA functionalizate cu FA ca agenti de contrast

in imagistica prin rezonanta magnetica.



I1.2.1.2. Sinteza si caracterizarea fizico-chimicd a nanoparticulelor magnetice decorate cu

lanturi de PHEMA functionalizate cu acid folic

Nanoparticulele magnetice nefunctionalizate (NPM-OH, Schema II.2.) au fost
sintetizate prin metoda coprecipitarii clorurilor de fier (Il si III) Intr-un mediu bazic,
conducand 1n cele din urma la obtinerea de nanoparticule cu grupari hidroxilice libere pe
suprafatd. Pentru confirmarea structurii acestor nanoparticule s-au utilizat spectroscopia
Raman si analiza XRD.

In paralel, initiatorul de polimerizare specific polimerizarii radicalice a unui
monomer vinilic prin mecanism ATRP a fost sintetizat prin reactia dintre L-dopamina si

bromura de a-bromobutiril conform schemei de reactie 11.3.
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Figura IL3. Spectrele FTIR ale nanoparticulelor
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precum legitura Fe-O la 561 cm™! si grupdrile hidroxilice la 3412 cm™!. Legarea initiatorului
de tip ATRP la suprafata nanoparticulelor (NPM-I) a fost confirmata prin aparitia unor benzi
caracteristice initiatorului. Polimerizarea monomerului HEMA prin SI-ATRP (figura IL.3.,
NPM-PHEMA-OH), a dus la aparitia in spectrul FTIR a benzilor de la 2978 si 2885 ¢cm !
caracteristice benzii de vibratie a legaturii C-H din gruparile -CH3 si, respectiv, -CH-, din
lantul polimeric principal (PHEMA), o bandi la 3421 cm ™! caracteristicd benzii de vibratie
a grupdrii OH din unitatile monomerice repetitive din structura PHEMA, o banda intensa la
1720 cm™! caracteristicd legiturii C=0 si benzile de vibratie de la 1251, 1153 si 1076 cm ™
atribuite legaturilor C-C, C-O s1 C-O-C. Siin cazul acestei probe, se poate observa in spectrul
FTIR pastrarea benzii de vibratie a legaturii Fe-O. Prezenta polimerului pe suprafata
nanoparticulelor a fost pusa in evidenta si prin disparitia completa a benzii de vibratie C=C
de la 1632 cm™!, specificd monomerului vinilic HEMA (figura IL.3.). Functionalizarea cu
FA a lanturilor de PHEMA grefate pe suprafata nanoparticulelor (figura I1.3., NPM-
PHEMA-FA1/2) este evidentiatd prin aparitia a doud benzi caracteristice FA-ului, precum
cea de la 1604 cm™! atribuitd benzii de vibratie a legaturii C=C a partii fenolice si cea de la
1653 cm™! caracteristicd legiturii amidice (spectrul FTIR inserat in figura I1.3.) (Liu et al.,
2020).

Cuantificarea acidului folic reactionat cu gruparile hidroxilice din PHEMA (NPM-
PHEMA-OH) a fost realizata prin metoda curbei de calibrarea utilizdnd spectroscopia
ultraviolet-vizibila (UV-Vis). Analizand spectrele UV-Vis din figura 1l.4.a., se poate
observa ca probele NPM-OH si NPM-PHEMA-OH nu prezinta benzi de absorbtie majore in
domeniul ultraviolet-vizibil, in timp ce nanoparticulele magnetice decorate cu polimeri
functionalizati cu FA (NPM-PHEMA-FA1/2) au prezentat o banda de absorbtie la 282 nm,
specifica acidului folic (FA liber).
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Figura I1.4. (a) Spectrele de absorbtie in domeniul ultraviolet-vizibil (UV-Vis) ale nanoparticulelor NPM-OH,
NPM-PHEMA-OH, NPN-PHEMA-FALI si, respectiv, NPM-PHEMA-FA2 si FA-ul liber; (b) spectrele de
absorbtie ale solutiilor de FA la diferite concentratii (0 - 10 pug FA/ mL); (c) curba de calibrare a FA. Spectrele
UV-Vis au fost obtinute prin masurarea absorbantelor solutiilor sistemelor in PBS la pH = 7,4 (Ghiarasim et
al., 2021).



Concentratiile de FA specifice fiecarui sistem studiat (figura 11.4.a.) au fost
determinate folosind curba de calibrare pentru FA (figura 11.4.c.). Curba de calibrare a fost
construitd prin reprezentarea grafica a maximului de absorbtie de la 282 nm vs concentratie
FA adatelor din figura 11.4.b. Astfel, s-au determinat concentratiile de FA 1n probele NPM-
PHEMA-FA1 de 31,5 pg FA / mg proba si NPM-PHEMA-FA2 de 83,5 pg FA / mg proba.

In ceea ce priveste diametrele hidrodinamice si informatiile despre stabilitatea
coloidala in solutii apoase ale nanoparticulelor studiate, s-a utilizat tehnica numita difuzia
dinamica a luminii (DLS). In figura IL.8.a. sunt prezentate diametrele hidrodinamice medii
in functie de concentratia nanoparticulelor in solutie (1x PBS) a probelor NPM-OH, NPM-
I, NPM-PHEMA-OH, NPM-PHEMA-FA1 si NPM-PHEMA-FA2. Analizdnd curbele
diametrelor hidrodinamice medii din figura II.8.a., se poate observa cd o crestere a
concentratiilor de nanoparticule, duce la cresterea diametrelor hidrodinamice, fapt ce indica
formarea de agregate. Probele au prezentat cele mai mici diametre hidrodinamice atunci cand
concentratia a fost mai mica de 50 pg / mL, nanoparticulele tind sa fie dispersate in aceste

conditii, un parametru important pentru utilizare eficientd in testele biologice.
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Figura I1.8. Diametrele hidrodinamice medii (a) si valorile potentialului zeta medii ale probelor NPM-OH,
NPM-I, NPM-PHEMA-OH, NPM-PHEMA-FA1, respectiv, NPM-PHEMA-FA2, dispersate in PBS la pH =
7,4 (Ghiarasim et al., 2021).

Analizand variatiile potentialelor zeta ale nanoparticulelor (figura 11.8.b.) in functie
de concentratia lor se poate observa faptul ca probele NPM-OH, NPM-I prezinta o stabilitate
coloidalda moderatd pe tot intervalul de concentratii. Decorarea suprafetei nanoparticulelor
cu PHEMA duce la o instabilitate coloidala ridicata, dar introducerea FA-ului creste
stabilitatea coloidald a nanoparticulelor (crestere observata pentru ambele concentratii de
FA).

Din punct de vedere morfologic, pentru a pune in evidentd forma nanoparticulelor si
masurarea diametrelor acestora, s-a utilizat microscopia electronicd de transmisie (TEM)

pentru nanoparticulele nefunctionalizate (NPM-OH, 8,91 nm), functionalizate cu initiator
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(NPN-I, 9,56), iar pentru probele NPM-PHEMA-OH, NPM-PHEMA-FA1l si NPM-
PHEMA-FA2 s-a utilizat microscopia electronicd de transmisie cu baleiaj (STEM).
Imaginele STEM (figura I1.10.d—f ) indicd o tendintd de aglomerare in cazul probelor NPM-
PHEMA-OH, NPM-PHEMA-FA1 si NPM-PHEMA-FA2, accentuatd prin procesul de
uscare aplicat la pregatirea grilelor TEM pe care au fost depuse probele inaintea masuratorii

STEM.
(a)

(b)

Figura 11.10.
Imaginile STEM si
histogramele
distributiei marimii
particulelor ale
probelor NPM-

[ [y P new Prewa a2 PHEMA-OH (a §1
B A orien b d- 15,67 nm_ :\n_pfw"‘mf?mm; d), NPM-PHEMA-
FAIl (bsie)si,
respectiv, NPM-
PHEMA-FA2 (c si
f) (Ghiarasim et al.,
2021).

] (d) B NPM-PHEMA-OH
= = Fitare log-normalé|
d - 18,89 nm NPM-PHEMA-OH

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 % 17 18 19
Diametrul (nm) Oi )

10 12 14 16 18 20 22 24 26
Diametrul (nm)

Aceste nanoparticule au fost evidentiate ca fiind de tip ,,core-shell”, (figura I1.10.a-c) cu
diametrele medii de 18,89 nm (NPM-PHEMA-OH), 17,68 (NPM-PHEMA-FA1) si,
respectiv, 15,67 nm (NPM-PHEMA-FA?2) (figura I1.10.d—f). Observatiile obtinute, conduc
la doua concluzii principale in ceea ce priveste morfologia probelor, in primul rand, prezenta
acidului folic in structura nanoparticulelor duce la o crestere a stabilitatii acestora, iar in al
doilea rand, o crestere a concentratiei FA-ului 1n structura nanoparticulelor duce la scaderea
dimensiunilor nanoparticulelor de tip ,,core-shell”.

Din punct de vedere biologic nanoparticulele au fost biocompatibile, atat pe linia
celulara NHDF, cat si pe trei linii celulare tumorale (MCF-7, HeLa si HepG2). Absorbtia
celulard a NPM-OH, NPM-PHEMA-OH si NPM-PHEMA-FA1 de citre liniile celulare
NHDF, MCF-7, HeLa si HepG2 a fost determinatd prin cuantificarea fierului intracelular
prin metoda tiocianatului (Gupta and Gupta, 2005). In cazul interactiunii nanoparticulelor
cu celulele normale (NHDF) s-a concluzionat faptul ca in acest caz nanoparticulele studiate
nu internalizeaza in celule, pe cand in cazul celulelor tumorale se obtine o internalizare

semnificativ mai mare in comparatie cu celulele normale (figura II.12.).
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Figura I1.12. Absorbtia celulard a nanoparticulelor NPM-OH, NPM-PHEMA-OH si NPM-PHEMA-FA1 (la
concentratii de 40, 50 si 60 nug / mL) in celulele normale NHDF si celulele tumorale MCF-7, HeLa, HepG2,
dupé o incubare de 24 de ore. Experimentele au fost efectuate in triplicat. Continutul de fier a fost determinat
prin metoda tiocianatului, iar absorbtia nanoparticulelor a fost raportata la nanoparticulele NPM-OH
normalizate. * p < 0,05, *** p < 0,001 fatda de NPM-OH (pentru fiecare concentratie, a fost aplicat testul t-
Student) (Ghiarasim et al., 2021).

Prin spectrometria de absorbtie atomicd (folosirea acestei metode pentru
determinarea continutului de fier intracelular este mult mai sensibild in comparatie cu
metoda tiocianatului, si care poate fi folositd pentru a detecta concentratii foarte scazute de
fier) , s-a confirmat faptul ca probele NPM-PHEMA-FA1/2 sunt internalizate mai bine in
celulele MCF-7 comparativ cu celulele NHDF (figura I1.13.). In plus, cresterea continutului
de FA in probe a determinat o crestere usoard a absorbtiei celulare a NPM-PHEMA-FA2

comparativ cu proba NPM-PHEMA-FA1.

Absorbtie celulara (AAS)
I ~HoF B MCF-7

3.0 T

#

2.5+

Figura 11.13. Absorbtia celulara

ek Iﬂl
l e a probelor NPM-OH, NPM-
2.0 PHEMA-OH, NPM-PHEMA.-
1 FAl si NPM-PHEMA-FA2 (40
1.5+ pg / mL) in fibroblaste dermice
- umane normale (NHDF) si
d adenocarcinomul mamar (MCF-
1 7) dupa 24 de ore. (Ghiarasim et
! al., 2021).

NPM-OH NPM-PHEMA-OH NPM-PHEMA-FA1 NPM-PHEMA-FA2
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Tehnica RMN a fost utilizatd pentru a evalua comportamentul magnetic al
nanoparticulelor utilizate ca agent de contrast. Probele NPM-OH, NPM-PHEMA-OH,
NPM-PHEMA-FAT1 in PBS (pH = 7,4) la diferite concentratii au fost dispersate in gel de
agar 1% si au fost utilizate pentru studii RMN de relaxivitate. In cadrul acestei analize, au

fost obtinute relaxivitatile rl si r2, care au dus la concluzia cd o crestere a concentratiei de

Figura I1.15. Imaginile
C5 Cé6 c7 IRM ponderate T2 ale
NPM-OH, NPM-

Fe®* duce la sciderea valorii T2, iar imaginile IRM devin mai intunecate (figura 11.15.).
PHEMA-OH si NPM-
PHEMA-FALI in

c1 c2 Cc3 c4
intervalul de
o . "l concentratie de Fe** intre
Qove o [mEE
care prezintd un contrast
negativ prin cresterea
NPM- concentratiei (Ghiarasim
000000 O

De mentionat ca cercetdrile anterioare din literatura de specialitate au relevat faptul

NPM-OH

NPM-
PHEMA-OH

ca relaxivitatea este afectatd de natura si grosimea stratului polimeric care acopera
nanoparticulele magnetice (Rowe et al., 2009). In studiul prezent, se obtine o scidere usoara
a raportului r2 / r1 in proba NPM-PHEMA-FA1 in comparatie cu cea a probei NPM-
PHEMA-OH, scadere explicata prin diametrul hidrodinamic mai mare al nanoparticulelor
NPM-PHEMA-OH, ceea ce este in concordantd cu studii publicate anterior (Najafian et al.,
2015).

I1.2.2. Nanoparticule magnetice decorate cu trei polimeri de tip metacrilat si

functionalizati cu metotrexat

11.2.2.1. Motivarea alegerii polimerilor de tip metacrilat si a metotrexatului

Polimerii de tip metacrilat sunt larg utilizati in sisteme biomedicale datorita
membranele celulare. Proprietétile specifice ale acestor polimeri i-au condus 1n diverse
aplicatii, inclusiv functionalizarea nanoparticulelor magnetice, obtinerea de micele
copolimerice si dezvoltarea de hidrogeluri pe baza de polimeri. De asemenea, acesti polimeri
au fost functionalizati cu molecule biologic active, cum ar fi metotrexatul si
oligonucleotidele ADN (Marikovsky, 1974; Marasini et al., 2022). Metotrexatul (MTX) este

un medicament cu spectru larg utilizat in tratamentul diverselor afectiuni, incepand de la
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leucemia infantila in 1948 si devenind standard in tratamentul artritei reumatoide si al
cancerului de san. Mecanismul sdu complex de actiune implicd inhibarea enzimei
dihidrofolat reductaza, perturband astfel sinteza ADN-ului si proliferarea celulara. Datorita
acestei actiuni, MTX a fost integrat n diverse sisteme chimice pentru administrare, cum ar
fi nanoparticulele magnetice decorate cu polimeri (Li et al., 2013; Nosrati et al., 2018),
lipozomi (Guimaraes et al., 2020), micele (Carrillo-Castillo et al., 2020) si ,,prodrug”-uri (Li
et al., 2018).

I1.2.2.2. Sinteza prin mecanism de polimerizare SI-ATRP si caracterizarea fizico-
chimica a nanoparticulelor magnetice decorate cu cei trei polimeri +/- MTX

In cadrul acestui studiu, au fost polimerizati prin SI-ATRP trei monomeri de tip
metacrilat (HEMA, PEGMA6 si PEGMAI10), care ulterior au fost functionalizati cu

metotrexat (schema I1.2.).

HO OH
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CuBr;, H;0, MeOH, Q=

H,0, RT, 0,5h,60°C
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.
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Schema I1.2. Etapele de sinteza pentru obtinerea a trei nanoparticule pe baza de polimeri functionalizati cu

MTX.
O prima tehnica utilizatd pentru monitorizarea etapelor de sinteza din schema I1.2. a fost
spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR). Polimerizarea monomerilor
HEMA, PEGMAG6 si PEGMA10 prin SI-ATRP (figura I1.16.a.) a fost evidentiatd prin
disparitia benzilor din spectrele nanoparticulelor decorate cu polimer, a benzii de vibratie

C=C specifice monomerilor.
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Figura I1.16. (a) Spectrele FTIR ale nanoparticulelor magnetice nemodificate (NPM-OH), cu initiatorul de

tip ATRP (NPM-I) si cei trei polimeri obtinuti prin SI-ATRP (NPM-PHEMA-OH, NPM-PPEGMAG6-OH si
NPM-PPEGMA10-OH), (b) spectrele FTIR ale nanoparticulelor magnetice decorate cu cei trei polimeri

functionalizati cu MTX (NPM-PHEMA-MTX, NPM-PPEGMA6-MTX si, respectiv, NPM-PPEGMA10-
MTX) si MTX-ul liber.

Functionalizarea polimerilor crescuti pe suprafata nanoparticulelor magnetice cu
MTX a condus la aparitia benzilor vibrationale de intindere a legaturii amidice (figura
I1.16.b.) 1a 1598 cm™!, 1643 cm™!, 1627 cm™!, 1641 cm™' in spectrele FTIR corespunzitoare
probelor MTX, NPM- PHEMA-MTX, NPM-PPEGMAG6-OH si, respectiv, NPM-
PPEGMA10-MTX.

Spectroscopia UV-Vis a fost utilizata pentru a cuantifica concentratia de MTX legat
covalent de gruparile hidroxilice pe fiecare tip de unitate structurala a polimerilor (s-a utilizat
metoda curbei de calibrare). Astfel, concentratiile determinate de MTX 1n nanoparticule au
fost de 61,4 ug MTX / mg NPM-PHEMA-MTX, 131 ug MTX / mg NPM-PPEGMA6-MTX
s1 58,4 ng MTX / mg NPM-PPEGMA10-MTX. Aceste valori reprezinta cantitatea de MTX
per miligram de nanoparticule magnetice functionalizate corespunzatoare.

Pentru analiza fizico-chimica a acestor nanoparticule s-au utilizat si alte tehnici de
caracterizare precum, analiza termogravimetrica, calorimetria cu scanare diferentiald, s-a
determinat comportamentul superparamagnetic prin masurarea proprietatilor magnetice.

Fiecare modificare a suprafetei nanoparticulelor magnetice sintetizate influenteaza
diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor. Astfel, cu ajutorul tehnicii DLS, au fost
determinate diametrele hidrodinamice medii ale tuturor probelor care implicd nanoparticule

magnetice din schema IL.1 (figura I1.23.a. si I1.23.b.).
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Figura I1.23. (a) Diametrele hidrodinamice medii ale nanoparticulelor magnetice NPM-OH, NPM-I, NPM -
PHEMA-OH, NPM-PPEGMAG6-OH si NPM-PPEGMA10-OH si (b) NPM-PHEMA-MTX, NPM-PPEGMAG6-
MTX si NPM-PPEGMA10-MTX, dispersate in PBS la pH = 7,4.

Polimerizarea monomerilor a dus la o crestere a diametrelor hidrodinamice ale
nanoparticulelor (figura I1.23.a.), iar ulterior functionalizarea acestora cu MTX la o scadere,
comportament observat in cazul tuturor celor trei monomeri (figura 11.23.b.).

Pentru a pune 1n evidentd morfologia si dimensiunile nanoparticulelor, atat a celor
nemodificate, cét si a celor modificate, a fost utilizata tehnica microscopia electronicd de
transmisie prin baleiaj (STEM). Analizand figura II.25., se poate observa in cazul
nanoparticulelor magnetice nemodificate (NPM-OH, figurile I1.25.a. si I1.25.c.) si a celor
cu initiator de tip ATRP grefat pe suprafata nanoparticulelor (NPM-I, figurile I1.25.b. si
I1.25.d.), o tendinta de aglomerare, prezentand forme sferice, cu un diametru mediu de 10,36

nm =+ 2,01 nm pentru proba NPM-OH si, respectiv, 13,16 nm +1,75 nm in cazul probei NPM-
(a) (b) L

Dupa polimerizarea celor trei

monomeri prin SI-ATRP,
nanoparticulele se prezintd sub

forma de tip miez-coaja (,,core-

100 nm 00 shell”’) cu diametre medii mai
30 25 . A .
(© i B @) mmwv . mari decat diametrele probelor
1 NPM-OH 204 NPM
$-73

»] . P, L SR anterioare (NPM-OH si NPM-I),

g g
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£ 10 £
o ] nanoparticulelor magnetice si
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Figura IL.25. Imaginile STEM si histogramele de distributie ale polimeric. Aceste structuri se

diametrelor nanoparticulelor magnetice nemodificate (NPM-
OH) (a) si (c) si a celor decorate cu initiator ATRP (NPM-I), (b)
si (d).

prezintd sub forma de agregate

16



obtinute dupa evaporarea solventului. Astfel, proba NPM-PHEMA-OH (figura I1.26.a. si

I1.26.d.) a prezentat un diametru mediu de 19,41 nm + 5,05 nm, urmat de un diametru mediu

de 19,17 nm + 3,19 nm 1n cazul probei NPM-PPEGMA6-OH si (figura 11.26.b. si I1.26.e.)

si, respectiv, un diametru mediu de 22,99 nm + 4,53 nm pentru proba NPM-PPEGMA10-

OH (figura I1.26.c. si 11.26.f.), indicand clar ca dimensiunea nanoparticulei este influentata

de lungimea lantului macromolecular atasat pe suprafata aceleiasi nanoparticule anorganice.
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Figura 11.26.
Imaginile STEM
si histogramele
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nanoparticulelor
: NPM-
PHEMA-OH (a)
si (d), NPM-
PPEGMAG6-OH
(b) si (o) si
NPM-
PPEGMA10-
OH (¢) si ().

Functionalizarea polimerilor cu MTX a dus la scaderea diametrelor medii fatd de

nanoparticulele cu polimeri, datorita reducerii proprietatii de ,,non-fouling” a polimerilor,

conducand la obtinerea de nanoparticule cu diametre medii mai mici, fapt sustinut si de

rezultatele obtinute prin DLS (Ghiarasim et al., 2021).
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Astfel, proba NPM-PHEMA-MTX (figurile I1.27.a. si 11.27.d.) a prezentat un

diametru mediu de 17,12 nm + 4,55 nm, urmat de un diametru mediu de 15,30 nm + 2,79

nm masurat pentru proba NPM-PPEGMAG6-MTX (figurile 11.27.b. si I1.27.e.) si, respectiv,

17,16 nm £ 3,52 nm atribuit probei NPM-PPEGMA10-MTX (figurile I1.27.c. si IL.27.1.).
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Pentru a determina biocompatibilitatea nanoparticulelor de plecare si a celor
functionalizate cu MTX s-a utilizat testul CellTiter-Glo® pe fibroblaste gingivale umane
(HGF) si citotoxicitatea acestora asupra celulelor de adenocarcinom mamar (MCF-7) dupa
un timp de incubare de 72 de ore. Rezultatele au dus la concluzia cd nanoparticulele
magnetice cu cei trei polimeri decorati pe suprafata acestora (NPM-PHEMA-OH, NPM-
PPEGMAG6-OH si NPM-PPEGMA10-OH) au fost biocompatibili, neafectand viabilitatea
celulelor HGF la concentratiile testate. Functionalizarea polimerilor cu MTX nu a modificat

semnificativ viabilitatea fibroblastelor normale, dar a avut un efect pronuntat asupra

celulelor MCF-7, reducand viabilitatea acestora cu pana la 69% (figura 11.29).
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Figura IL.29. Citotoxicitatea nanoparticulelor magnetice decorate cu cei trei polimeri functionalizati cu MTX
(NPM-PHEMA-MTX (a), NPM-PPEGMAG6-MTX (b), NPM-PPEGMA 10-MTX (c) si, respectiv, a MTX-
ului liber (d) la diferite concentratii pe liniile celulare HGF si MCF-7.

Metotrexatul in stare nativda nu a modificat viabilitatea fibroblastelor normale la
concentratii de pand la 2,5 pg / mL, dar a indus moartea celulara pana la 49% in celulele
MCF-7 la aceeasi concentratie. Nanoparticulele functionalizate cu MTX au indus o

citotoxicitate In celulele MCF-7 la concentratii mai mari de 0,05 pg / mL, in contrast cu

MTX-ul liber care a indus un platou de aproximativ 55% a viabilitatii celulare.
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CAPITOLUL III — Micele pe baza de polimeri biocompatibili

pentru dezvoltarea de noi abordari in tratamentul eficient al cancerului

mamar

II1.1. Motivarea si obiectivele studiului aferent capitolului ITI

I11.1.1. Obiective stiintifice specifice:

I. Proiectarea, obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a copolimerilor dibloc
poli(etilen glicol)-co-polihistidina (PEG-PHis) cu secventa PHis cu lungime controlata
pentru prepararea nanostructurilor auto-asamblate functionale.

II. Studiul procesului de auto-asamblare al copolimerilor PEG-PHis in micele
uniforme cu dimensiuni controlate, incarcarea micelelor cu un medicament antitumoral si
stabilirea lungimii optime a lantului de polihistidina pentru eliberarea principiului activ la
valori ale pH-ului specifice tesuturilor tumorale.

II1. Testarea in vitro a copolimerilor si a micelelor Incarcate cu medicament pe linii
celulare specifice cancerului mamar (MDA-MB-231).

IV. Functionalizarea suprafetei micelelor cu un anticorp monoclonal (trastuzumab)
specific cancerului mamar si evaluarea in vitro a activitdtii biologice a micelelor decorate cu

trastuzumab pe culturi celulare 2D si, respectiv, 3D.

I11.1.2. Motivarea pentru utilizarea copolimerilor dibloc polietilenglicol-polihistidina

In ultimele decenii, interesul pentru materialele sensibile la pH, care riman stabile la
pH-ul fiziologic si se descompun la pH-uri mai scdzute intdlnite in mediile tumorale, a
crescut semnificativ. Aceste materiale, incarcate cu medicamente sau functionalizate cu
diverse molecule, sunt esentiale pentru dezvoltarea nanosistemelor utilizate in transportul si
livrarea tintitd a medicamentelor, in special in tratarea cancerului. Sistemele chimice
sensibile la pH, cum ar fi micelele ,,core-shell” si copolimerii peptida-polimer, ofera solutii
promitatoare pentru acest scop. Sinteza acestor materiale poate implica incorporarea
grupdrilor carboxilice, legarea covalentd a moleculelor de medicament sau utilizarea unor
fragmente organice sensibile la pH, care determind dezasamblarea structurilor la pH-uri
specifice. Cu toate acestea, complexitatea sintezei copolimerilor dibloc poate reprezenta o
limitare in aplicarea acestor sisteme. Sinteza peptidelor pe suport solid (SPPS) oferd o

alternativa accesibila si eficientd pentru obtinerea copolimerilor, deschizand perspective noi
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pentru dezvoltarea sistemelor inteligente de livrare a medicamentelor (Samaritoni et al.,

2018).

I11.2. Rezultate si discutii

I11.2.1. Proiectarea, sinteza si asamblarea copolimerilor PEG-PHis in micele in absenta

sau prezenta unui medicament antitumoral

In cadrul acestui studiu, au fost proiectati trei copolimeri pe baza de PEG-PHis pentru
a fi sintetizati folosind tehnica SPPS. Structura copolimerilor propusi pentru a fi sintetizati
a inclus o unitate de PEG de masa moleculara de 2 kDa, care sa fie legatd covalent de un lant
de polihistidind cu o lungime a catenei de 20, 26 si 32 unitati structurale de aminoacid (L-
histidind). De asemenea, secventele de polihistidind au fost gandite sd includad o unitate de
lizind la capdtul lantului pentru a permite legarea covalenta a fluoroforilor cu amina libera
din structura lizinei (Nanda and Lorsch, 2014). La celalalt capat al lantului de polihistidina
s-a adaugat o unitate de cisteind, care sa permitd atasarea lantului de PEG printr-o reactie
specifica intre gruparea tiol a cisteinei si gruparea maleimidica atasata la capatul lantului de
PEG (structurile chimice ale copolimerilor sunt reprezentate in figura I1L.1.).

HN—\
N _
Figura I11.1. Structura

o o Q
H o AT <
H,N N s Q/\)L H /\G \/\4};0 CH, chimica generala a celor
OH °

N trei copolimeri sintetizati

H prin tehnica SPPS

n=20.26,32 O (albastru - lizina, rosu -
histidina, galben - cisteina

Lis-(His);;-Cis-Mal-mPEG2000 si, respectiv, verde -
Lis-(His),;-Cis-Mal-mPEG2000 PEG).
NH, Lis-(His);,-Cis-Mal-mPEG2000

Copolimerii proiectati au fost sintetizati In colaborare cu compania Chempeptide Ltd.
(Shanghai, China) utilizand tehnica SPPS. Acestia au fost analizati utilizand spectrometria
de masa (MS) si cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC) (Ghiarasim et al.,
2022). Ulterior cei trei copolimeri au fost asamblati in micele in absenta / prezenta unui
medicament antitumoral, numit doxorubicind (DOX) folositd ca si compus model. Etapele

de obtinere ale micelelor neincarcate si incarcate cu DOX sunt reprezentate in schema II1.1.
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{ Lis-(His),¢-Cis-Mal-mPEG2000"

Schema III.1. Asamblarea celor trei copolimeri in micele neincarcate (a) si, respectiv, micele incarcate cu
DOX (b).
Un prim parametru calculat pentru aceste micele a fost concentratia critica micelara

pentru fiecare copolimer (0,111 mg / mL pentru mPEG-2000-Mal-Cis-(His)20-Lis, 0,045
mg / mL pentru mPEG-2000-Mal-Cis-(His)26-Lis si 0,032 mg / mL in cazul copolimerului
mMPEG-2000-Mal-Cis-(His)32-Lis). Acest parametru a fost calculat utilizind o metoda
standardizatd, implicand pirenul ca si compus fluorescent si spectroscopia de fluorescenta.
Scaderea valorilor CCM de 1a 0,111 mg / mL la 0,032 mg / mL odata cu cresterea lungimii
lantului de polihistidind s-a datorat faptului ca a crescut si hidrofobicitatea sistemului care a
contribuit la formarea micelelor la concentratii mai scdzute ale copolimerului la pH = 7,4
(Lee et al., 2003), iar valorile CCM obtinute pentru copolimerii PEG2K-PHis20/26/32 au
fost 1n acord cu valorile obtinute in studii anterioare (Lee et al., 2003a).

Diametrele hidrodinamice obtinute prin tehnica DLS, concluzioneaza faptul ca o
crestere a lungimii lantului de PHis din structura copolimerilor duce la o crestere a
diametrelor hidrodinamice, atat pentru cele neincdrcate cat si cele incarcate cu DOX.

Pentru a pune in evidentd morfologia micelelor formate, atat a celor neincarcate, cat
st a celor incdrcate cu DOX, s-a folosit microscopia electronicd de transmisie cu baleiaj
(STEM). In figura 1l1.7. sunt prezentate imaginile STEM ale micelelor PEG2K-
PHis20/26/32, evidentiindu-se asamblarea lor in formatiuni sferice de dimensiuni
nanometrice. In cazul probei PEG2K-PHis20 (figura I11.7.a.), se observi o structura de tip
,,core-shell”, cu un diametru mediu de 232 nm + 33 nm (figura 111.7.d.), cu un contrast
puternic al partii hidrofobe (,,core”-ul) datorat lanturilor de polihistidina, care prezintd o
densitate de electroni mai mare in comparatie cu ,,shell”-ul de PEG hidrofil. Proba PEG2K-
PHis26 a prezentat un diametru mediu de 112 nm £ 26 nm (figura 111.7.e.), in timp ce proba
PEG2K-PHis32 a avut un diametru mediu de 89 nm + 20 nm (figura I11.7.1.).
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Analizand diametrele micelelor neincarcate, s-a observat ca diametrul mediu a scazut

odata cu cresterea lungimii lantului de polihistidind, rezultate care intrd in contradictie cu

datele de DLS. Acest lucru se poate datora stabilitatii mai mari a micelelor cu lanturi de

polihistidina mai lungi,

datoritd interactiunilor mai puternice implicate in formarea

micelelor. Asamblarea mai compacta a lanturilor de polihistidina mai lungi s-a reflectat si in

obtinerea unui contrast mai intens a partii interioare al micelelor, contrast observat in cazul

imaginilor STEM din figurile 111.7.b - ¢ pentru probele PEG2K-PHis26 (b) si PEG2K-

PHis32 (c).

In cazul micelelor incarcate cu DOX, imaginile STEM au prezentat, de asemenea,

ansambluri sferice uniforme cu un contrast mult mai mare datoritd Incarcarii micelelor cu

molecule de DOX (figura III.8.).
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Analizand in detaliu figura I11.8.a - c, se poate observa faptul ca toate probele din
imaginile STEM au relevat o scadere treptata a diametrelor medii in comparatie cu micelele
neincarcate (figura 111.8.d - f), PEG2K-PHis20+ DOX cu un diametru mediu de 109 nm +
17 nm, PEG2K-PHis26+DOX cu 105 nm + 19 nm si PEG2K-PHis32+DOX cu un diametru
mediu de 71 nm =+ 13 nm), indicand interactiuni hidrofobe nespecifice puternice ale lanturilor
de polihistidind cu moleculele de DOX. n plus, DOX-ul poate forma nanocristale compacte
in interiorul micelelor, unde acest fenomen a fost observat in sisteme chimice similare
(Cipolla et al., 2016), ducand la o mai bund compactare a ,,core”-ului micelelor.
Compactarea micelelor cu molecule de DOX a generat, de asemenea, o stabilizare
neasteptata in toate cele trei probe studiate (conform figurii 111.8.).

Concentratia de DOX incarcatd in micele a fost determinata prin spectroscopie de
fluorescenta (figura 111.9.), utilizind o curba de calibrare (DOX liber) ca o functie a
intensitatii de fluorescentd la 592 nm vs lungime de undd. Micelele neincdrcate nu au
prezentat emisie in fluorescenta, in timp ce micelele incdrcate cu DOX au prezentat emisiile
corespunzatoare DOX-ului, intensitatile fiind puternic dependente de concentratia de
medicament incarcata in micele. Din studiile efectuate s-au obtinut urmatoarele valori ale
concentratiilor de DOX incarcate intr-un mg din fiecare copolimer studiat: 73,8 pg de DOX
pentru micelele PEG2K-PHis20+DOX, 128,4 pg DOX pentru PEG2K-PHis26+DOX si,
respectiv, 181,2 ng in cazul micelelor PEG2K-PHis32+DOX. Concentratia de DOX in
micele a crescut treptat odata cu cresterea lungimii lantului de PHis din structura
copolimerilor. Aceasta crestere este corelata cu datele STEM privind gradul mai mare de

compactare al moleculelor de DOX incarcate in micele.
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In cadrul acestui subcapitol al tezei de doctorat s-a efectuat un studiu de eliberare a
DOX-ului din micelele PEG2K-PHis20+DOX, PEG2K-PHis26+DOX, PEG2K-
PHis32+DOX la o temperatura de 37 °C, prin modificarea pH-ului mediului, in intervalul
6,5 si 6,9 pentru a simula mediul extracelular al celulelor tumorale (Chen et al., 2017)
(metoda dializei). Valorile de pH investigate in acest studiu au fost de 7,4 (valoarea la care
au fost asamblate micelele incarcate cu DOX), 7,2 si 6,5 (specific mediului extracelular
tumoral) in solutie apoasa de PBS cu ajustarea pH-ului corespunzator. Important de subliniat
ca valoarea de pH = 7,0 a fost exclusa din experiment deoarece la aceasta valoare de pH,
DOX formeaza dimeri care favorizeaza precipitarea acestuia din solutie (Yamada, 2020) si
astfel duce la imposibilitatea de a cuantifica concentratia de medicament. in plus, timpul de
eliberare al studiului a fost limitat la 10 de ore pentru a evita expunerea prelungita a DOX-
ului intr-o solutie apoasa, ceea ce poate duce, de asemenea, la formarea de precipitat si la

obtinerea de rezultate eronate.

100 110 100

(a) — 85— (PEGZK-PHIs20+DOX) 37 °C la pH - 7.4] (b) (c) =B (PEGZK-PHIs20+DOX) 37 °C la pH - 65|

90 - & (PEGZK-PHIS26+DOX) 37 °C la pH - 74 100 T P { 90 - & (PEGZK-PHISZ6+DOX) 37 °G la ph - 65
. —A— (PEGZK-PHis32+D0K) 37 °C lapH =7 __ o . —A— (PEGZK-PHis32+DOX) 37 °C la pH - 6.5|
£ 804 ~¥= (DOX liber) 37 °C la pH - 7.4 £ 90+ . ‘I £ 804 = ¥= (DOX liber) 37 °C la pH - 6,5
Er R | B g B S
2 -7 T o] e 8 aj.f;‘.id FRPRE |
g 50 .-t K] A4 £ 504 P i {
3 e S 50 / E ¥
g 4 0 £ T Y E 40 “
: L P - R R I PP Seats - B 27
@ 304 r B - S P e 2 3] ) ;, - =3 @ 30 5.«’
g s i - 3 g I e = s 3
3 204 s et Tt 2 20] J O e (PEG2K-PHIs20100X) 37 ‘Clap =72 8 20 KA
= ’ ’i"j’/ = > e - @ (PEGZK-PHiS26/DOX) 37 °C lapH - 72| 2 24
W10 st o] A giT —A— (PEG2K-PHis324DOX) 37 'C lapH - 7.2 104 g2

"t' ‘o= == (DOX liber} 37 °C la pH - 7,2 a
0 T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T 0 R e e e T e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 0 1 2 3 4 5 6 17 8 9 10 M1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Timp (h) Timp (h) Timp (h)

Figura I11.11. Curbele de eliberare ale DOX-ului din micelele incarcate (PEG2K-PHis20+DOX, PEG2K-
PHis26+DOX, PEG2K-PHis32+DOX) si DOX-ul liber in solutie de PBS lapH = 7,4 (a), pH=7,2 (b) si pH =
6,5 (c) la temperatura de 37 °C (Ghiarasim et al., 2022).

Analizand curbele de eliberare din figura 111.11., dupa 10 ore, procentul eliberarii
cumulative a DOX-ului din micelele PEG2K-PHis32+DOX a fost de aproximativ 20 - 24%
la pH = 7,4, cu o usoara crestere a procentului de eliberare in cazul pH-ului de 7,2. Aceasta
diferenta intre procentele de eliberare a condus la concluzia faptului cd micelele din cadrul
acestui studiu incarcate cu DOX sunt sensibile la variatii mici ale pH-ului spre pH acid, pe
de o parte, si pe de altd parte, odatd ce lungimea lantului de PHis a crescut, micelele au
devenit mai stabile la pH-ul fiziologic de 7,4. La pH = 6,5, eliberarea cumulativa a DOX-
ului din probelor PEG2K-PHis20+DOX si PEG2K-PHis26+DOX a fost echivalenta cu cea
a probei PEG2K-PHis32+DOX, dar a fost de cel putin doud ori mai mare decat la pH = 7,2
si pH = 7,4, unde a fost observat un platou de eliberare la 6 ore pentru toate probele. Cand
pH-ul a scazut la valoarea de 6,5, PHis din toate probele a fost complet protonat, prin urmare,
procentul de eliberare a medicamentului a crescut semnificativ in comparatie cu procentele

obtinute la pH = 7,2 (figura 111.11.c.). Acest ultim aspect prezintd un interes deosebit
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deoarece, la pH = 6,5, care este limita inferioara a pH-ului extracelular in cazul celulelor
tumorale (Chen et al., 2017), micelele au eliberat peste 50% DOX, demonstrand astfel
potentialul micelelor studiate ca fiind eficiente pentru sisteme chimice cu proprietatea de
eliberare a medicamentelor in mediu tumoral extracelular.

Pentru a evalua in continuare stabilitatea, citotoxicitatea si proprietatile de eliberare
a medicamentului, a micelelor neincarcate cat si a celor incarcate cu DOX, s-a efectuat o
evaluare in vitro pe celule umane de tip triplu-negative (MDA-MB-231), pe o perioada de

72 de ore (figura 111.14), iar aceste rezultate au indicat eliberarea controlata a DOX-ului din
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Figura I11.14. Efectele DOX-ului, micelelor neincarcate si cele incarcate cu DOX asupra celulelor MDA-MB-
231, specifice cancerului de san. Viabilitatea celulara a fost determinata la 24, 48 si 72 de ore, exprimata ca
absorbanta. *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005, ****p<0.00005.

II1.2.2. Functionalizarea micelelor de tip PEG-PHis cu trastuzumab

II1.2.2.1. Motivarea pentru utilizarea anticorpului monoclonal

trastuzumab

Tratamentul standard pentru cancerul de sin HER2-pozitiv consta in administrarea
anticorpului monoclonal anti-HER2 numit trastuzumab (Tzm, cu denumirea comerciala de
Herceptin) (Adam-Artigues et al., 2022). Acest tratament a fost eficient atat pentru stadiile
incipiente, cat si pentru cele avansate ale cancerului mamar, datoritd legérii trastuzumabului
de receptorul transmembranar glicoproteic p185 HER2 si determinand apoptoza celulelor
tumorale sau prevenind cresterea acestora (Valabrega, Montemurro and Aglietta, 2007). Desi
un numar semnificativ de pacienti cu cancer de sain HER2+ beneficiaza de terapia anti-
HER2, o subgrupd de pacienti dezvolta rezistenta, ceea ce duce in cele din urma la avansarea

bolii (Nahta et al., 2006).
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S-a constatat anterior ca legarea Tzm-ului de diferite tipuri de nanoparticule nu
afecteaza capacitatea sa de a se lega in mod specific de receptorii transmembranari HER2
supraexprimati in celulele tumorale specifice cancerului mamar (Nguyen et al., 2017). Acest
fapt este consolidat si mai mult de aparitia unor conjugate chimice pe baza de Tzm aprobate
de Administratia pentru Alimente si Medicamente din SUA (FDA) de tip anticorp
monoclonal chimeric precum margetuximab (Gradishar et al., 2023) si sisteme de tip
anticorp - medicament precum trastuzumab-DM1 (von Minckwitz et al., 2019) sau
trastuzumab deruxtecan (Modi et al., 2022). In studiul prezent, s-a utilizat copolimerul dibloc
PHis-PEG pentru a obtine micele care au fost ulterior functionalizate pe suprafata cu Tzm
intr-un mod controlabil, obtindnd un sistem nano-asamblat functionalizat, ducand la
rezultate exceptionale si neasteptate asupra celulelor HER2+ in vitro pe culturi de celule 2D

si 3D.

II1.2.2.2. Obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a micelelor

functionalizate cu trastuzumab

Copolimerul dibloc (H>N-PEG-2000-Mal-Cis-(His)32) sintetizat prin SPPS este
format dintr-un lant polimeric de PEG (2kDa) si un lant polimeric de PHis cu 32 de unitéti
monomerice repetitive de L-histidind. Secventa de PEG utilizata in sinteza SPPS contine o
grupare aminicd terminala liberd, care are rol in legarea covalentd a Tzm-ului de suprafata
micelelor obtinute (Schema III.2.). Copolimerul HoN-PEG-2000-Mal-Cis-(His)32 a fost
reactionat cu sarea sodicd a 3-sulfo-N-succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-
carboxilat (sulfo-SMCC, linker de tip maleimidic) in solutie de PBS intr-un raport molar de
1:5, in scopul introducerii unei grupari maleimidice terminale pe capatul PEG-ului din
structura copolimerului. Excesul de molecule de sulfo-SMCC nereactionate a fost indepartat
prin spaldri repetate pentru a obtine copolimerul functionalizat cu maleimida (Linker-PEG-
2000-Mal-Cis-(His)32), adecvat pentru reactia cu Tzm. Ulterior acest copolimer a fost
asamblat Tn micele (Linker-PEG2K-PHis32) in jurul valorii pH-ului fiziologic (pH = 7,6),
datoritd hidrofobicitatii polimerului PHis si hidrofilicittii polimerului PEG (Hu et al., 2013;
Kim, Bae and Jo, 2005; Lee et al., 2003b).
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Pentru a functionaliza micelele Linker-PEG2K-PHis32 cu trastuzumab, Tzm-NH>

(trastuzumab comercial) a fost reactionat cu reactivul Traut (clorhidrat de 2-iminotiolan)

pentru a produce Tzm-SH corespunzator, conform protocolului raportat anterior in literatura

(Kulhari etal., 2016). Cuantificarea numarului de grupari tiolice obtinute pe fiecare molecula

de Tzm-SH s-a efectuat prin testul Ellman (Ellman, 1959) folosind spectroscopia UV-Vis

(figura III.16.), rezultand 3,36 grupari tiol per moleculd de Tzm-SH.
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reactia cu reactivul Ellman (Tzm-
SH_ElIman).
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Variatiile dimensiunilor si modificarile de pe suprafata micelelor au fost monitorizate

prin masurarea diametrelor hidrodinamice (figura II1.17.), iar legarea covalenta cu succes a

Tzm-ului de suprafata micelelor a fost pusa in evidentd prin schimbarea valorii potentialului

zeta al micelelor (tabelul I11.4.).
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[ = c2x-phiss2 (D, 229,33 nm + 82,63 nm, PDI - 0,180 + 0,05)
[BZ Linker-pEG2K-PHis32 (D, 327,10 nm + 11,15 nm, PDI - 0,296 + 0,01)
A t2m-pec2k-pHis32 (D}, 408,26 nm + 22,43 nm, PDI = 0,186 + 0,009)

Tabel 111.4. Valorile medii ale potentialelor zeta (&)
masurate prin tehnica difuzia dinamica de lumina

(DLS) pentru micelele PEG2K-PHis32, Linker-
PEG2K-PHis32 si, respectiv, Tzm-PEG2K-PHis32,
dispersate in PBS la pH = 7,6.

Intensitatea diferentiala (%)

Proba ¢* (mV) £ SD*
PEG2K-PHis32 7,96 +£0,17
Linker-PEG2K-PHis32 -3,82+0,78
Tzm-PEG2K-PHis32 -5,53+0,53

10 100 1000

Diametrul hidrodinamic (nm)

10000

Figura 111.17. Diametrele hidrodinamice (Dn) si indicii de polidispersitate (PDI) medii ale micelelor
PEG2K-PHis32, Linker-PEG2K-PHis32, Tzm-PEG2K-PHis32 masurate prin tehnica difuzia dinamica a
luminii (DLS), dispersate in PBS la pH = 7,6.
Din punct de vedere morfologic, micelele au fost analizate suplimentar folosind

microscopia electronicd de transmisie cu baleiaj (STEM) (figura III.18.). Diametrele
masurate folosind aceasta tehnica au fost semnificativ mai mici in comparatie cu diametrele
hidrodinamice determinate prin DLS ((a) micelele PEG2K-PHis cu un diametru de 59,49
nm + 9,71 nm, (b) Linker-PEG2K-PHis32 cu 78,56 nm + 7,42 nm si, respectiv, (c) micelele
Tzm-PEG2K-PHis32 care au prezentat un diametru de 104,05 nm £ 11,98 nm). Aceasta
reducere a dimensiunii poate fi atribuitd deshidratarii micelelor care apare in timpul

procesului de pregdtire a probelor pentru analiza STEM (Peng et al., 2019).
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Figura 111.18. Imaginile STEM ale micelelor
PEG2K-PHis32 (a), Linker-PEG2K-PHis32 (b),
Tzm-PEG2K-PHis32 (c) cu marirea zonei din
imaginea (c) unde se pune in evidenta atasarea
Tzm-ului la suprafata micelelor (d).

Figura 111.20. Variatii ale diametrelor hidrodinamice

medii pentru micelele PEG2K-PHis32, Tzm-PEG2K-

PHis32 si BSA-ul liber masurate prin DLS in prezentd

de BSA (70 mg/ mL) la 37 °C pe o perioada de 72 de
ore.

Stabilitatea micelelor in prezentd de albumind serica bovina (BSA) a fost stabilita
prin monitorizarea variatiilor diametrelor hidrodinamice in urma interactiunii acestora cu
moleculele de BSA (Leeman et al., 2018). Studiul de stabilitate a fost realizat la o

temperaturd de 37 °C (figura II1.20.) pe parcursul a 72 de ore, utilizand o concentratie a
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micelelor peste concentratia criticd micelarda (CCM) obtinutd in primul studiu al acestui
capitol de teza. Micelele nefunctionalizate dupa 5 minute de interactiune cu moleculele de
BSA, s-au destabilizat complet. In cazul micelelor Tzm-PEG2K-PHis32 (figura II1.20.), in
urma interactiunii cu moleculele de BSA, acestea au prezentat comportamente diferite fata
de proba anterioard. Dupa 5 minute de interactiune cu BSA-ul, diametrul hidrodinamic
mediu al micelelor a inregistrat o crestere pe toata perioada de 72 de ore. Aceasta crestere a
fost atribuitd afinitdtii pronuntate a moleculelor de BSA pentru a forma agregate la suprafata
micelelor (Peng et al., 2019).

Micelele (cele nefunctionalizate cat si cele functionalizate) au fost biocompatibile pe
celule HGF, viabilitate testata la 72 de ore. Pentru a evidentia eficacitatea micelelor
functionalizate cu Tzm, s-au preparat trei tipuri de micele PEG2K-PHis32 cu diferite
concentratii de Tzm (2, 4 si 8 g Tzm / mL de micele). Aceste micele, precum si Tzm-ul
liber (trastuzumab nemodificat, Tzm-NHz) la cele trei concentratii utilizate pentru
functionalizare, au fost testate pe trei linii celulare specifice cancerului mamar care exprima
receptorul HER2 pe suprafata celulelor, in culturi celulare de tip 2D: SK-BR-3 (linie celulara
cu raspuns la Tzm), BT-474 (care prezintd, de asemenea, raspuns la Tzm) si MDA-MB-361

(cu un raspuns intermediar la Tzm) (figura I11.23.).

» Linia celulari SK-BR-3: » Linia celulara BT-474: » Linia celulara MDA-MB-361:
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Figura II1.23. Citotoxicitatea micelelor nefunctionalizate, celor functionalizate cu trei concentratii diferite de
Tzm si Tzm liber la trei concentratii egale cu cele folosite la functionalizare, pe trei linii celulare tumorale
specifice cancerului mamar cu raspuns la Tzm (SK-BR-3, BT-474, ANOVA unidirectionald, **p <0,01; ****p
< 0,0001) si raspuns intermediar (MDA-MB-361, ANOVA unidirectionala, *p < 0,5; ****p <0,0001).

Adaugarea Tzm-ului pe suprafata micelelor (Tzm-PEG2K-PHis32) a avut ca rezultat
o diminuare semnificativd a viabilitatii celulare in toate cele trei tipuri de celule, cu o
viabilitate semnificativ mai micd decat cea obtinutd cu Tzm-ul liber, la toate cele trei
concentratii testate (conform figurii I11.23.).

Acest efect asupra viabilitdtii celulare dat de legarea covalentd a Tzm-ului de

suprafata micelelor a fost obtinut si pe culturi celulare 3D (sferoizi) (figura I11.24.).
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Suprafatd medie

Tzm-PEG2K-PHis32 (4 ug Tzm)_nuclei_ b,

Tzm liber (4 g Tzm-NH,)_nuclei_ b,

1200

linia celulara SK-BR-3

Tzm-PEG2K-PHis32 (8 ug Tzm)_nuclei_ bs

Tzm liber (8 pg Tzm-NH,)_nuclei_ b,

Control_nuclei_b,

PEG2K-PHis32_nuclei_b,

Figura 111.24. Eficacitatea micelelor
(nefunctionalizate si functionalizate cu
Tzm), Tzm-ului liber si tratamentul mixt
(micele nefunctionalizate + Tzm liber) pe
culturi de celule SK-BR-3 de tip 3D: a)
variatia suprafetelor medii ale sferoizilor
dupa 72 de ore de tratament; (bs-g) imagini
de fluorescenta reprezentative pentru a
pune in evidenta dezasamblarea sferoizilor
la interactiunea cu micelele
functionalizate cu Tzm comparativ cu
probe de control (ANOVA
unidirectionald, ****p < 0,0001).

PEG2K-PHis32 + Tzm liber
(4 pg Tzm)_nuclei_ b,

PEG2K-PHis32 + Tzm liber
(8 pg Tzm)_nuclei_ by

Eficacitatea micelelor s-a determinat prin analiza morfologica a sferoizilor (nucleele
celulelor au fost colorate cu un compus fluorescent, care in momentul in care se leaga
specific de ADN-ul nuclear duce la o coloratie albastrd) dupa tratament prin masurarea
suprafetei acestora. Astfel, analizind figura I11.24. (a, b3, bs), se poate observa faptul ca in
cazul liniei celulare SK-BR-3, sferoizii au fost afectati de micelele functionalizate cu Tzm
(Tzm-PEG2K-PHis32 (4 pg Tzm) si Tzm-PEG2K-PHis32 (8 pg Tzm)), cu reducerea
semnificativd a suprafetei medii a lor fatd de Tzm-ul liber testat la cele doud concentratii
(figura I11.24.bs, bs). Micelele nefunctionalizate, Tzm liber (4 pg si 8 pug ) si tratamentul
mixt nu au avut niciun efect semnificativ asupra sferoizilor dupa incubare timp de 72 de ore.
Rezultatele obtinute pe linia celulara SK-BR-3 s-au obtinut si pe linia celulara MDA-MB-

361 (care prezinta raspuns intermediar la Tzm).

CONCLUZII GENERALE

Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat intitulatd ,,Noi abordari pentru
dezvoltarea de nanosisteme polimerice functionalizate cu aplicatii in nanomedicina” au
dus la o serie de concluzii generale aferente fiecarui capitol din a doua parte a acestei teze

cuprinzand rezultatele personale, astfel:
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Capitolul II:

» S-au sintetizat nanoparticule magnetice (NPM) cu diametrul mediu de aproximativ
9 nm obtinut prin TEM, folosind pentru sintezd metoda coprecipitarii a sarurilor de fier (II)
si (IIT) in mediu bazic.

> S-a sintetizat un initiator de polimerizare de tip ATRP pe baza de L-dopamina, iar
structura acestuia a fost pusd in evidentd prin spectroscopie de rezonantd magnetica.
Initiatorul a fost atasat prin legaturi covalente pe suprafata nanoparticulelor magnetice.

» Polimerizarea monomerului HEMA pe suprafata nanoparticulelor magnetice
sintetizate s-a realizat prin mecanism de polimerizare SI-ATRP. Polimerizarea HEMA a fost
initiata de prezenta initiatorului adecvat in prealabil grefat pe suprafata NPM.

» S-a legat covalent acidul folic (implicand doua concentratii diferite) de grupdrile
hidroxilice libere de pe catena laterald a fiecarei unitati structurale monomerice (HEMA) in
prezentd de catalizator de tip carbodiimda.

» Toate structurile chimice obtinute au fost caracterizate din punct de vedere fizico-
chimic prin metode specifice caracterizarii in stare solida (FTIR, Raman, XRD, TGA/DTG,
DSC, VSM, TEM, STEM) sau lichida cum ar fi DLS-ul si potentialul zeta. In urma analizei
morfologice ale nanoparticulelor obtinuta prin STEM, se poate concluziona cd diametrul
mediu al nanoparticulelor acoperite cu PHEMA a fost de 18,9 nm, cele functionalizate cu
prima concentratie de FA a fost de 17,7 nm, pe cand cea de a doua concentratie de FA a
prezentat un diametru mediu de 15,7nm.

» Cuantificarea acidului folic s-a realizat prin spectroscopie UV-Vis, utilizand
metoda curbei de calibrare (31,5 ug FA / mg NPM-PHEMA-FA1 si 83,5 ug FA / mg NPM-
PHEMA-FA2).

» Nanoparticulele magnetice acoperite cu lanturi de PHEMA functionalizate cu acid
folic au fost biocompatibile pe linia celulara normala NHDF, implicit nu a afectat nici
viabilitatea liniilor celulare tumorale MCF-7, HeLa si, respectiv, HepG2.

» Cunoscand faptul ca liniile celulare tumorale (MCF-7, Hela, HepG2)
supraexprimd receptori de folat pe suprafata membranei lor fatd de celulele normale
(NHDF), s-a demonstrat faptul ca absorbtia celulard a nanotransportorului functionalizat cu
acid folic a fost semnificativ mai mare fata nanoparticulele nefunctionalizate, demonstrata
prin valorile mai mari in absorbanta pe liniile celulare tumorale comparativ cu cea normala.
Aceastd absorbtie a fost demonstrata prin cuantificarea fierului intracelular utilizind metoda

tiocianatului.
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» Spectroscopia de absorbtie atomica, a dus la concluzia ca odatd cu cresterea
concentratiei de acid folic utilizatd la functionalizarea nanoparticulelor magnetice decorate
cu lanturi de PHEMA, duce la o crestere a absorbtiei celulare in cazul celulelor tumorale
(MCF-7), fata de celulele normale (NHDF).

» Datorita faptului cd magnetizarea de saturatic a nanoparticulelor decorate cu
lanturi de PHEMA functionalizate cu FA au avut o valoarea de peste 7 emu / g (valoare
minima acceptatd pentru utilizarea unui sistem ca si contrast de imagistica RMN), s-a pus in
evidenta posibilitatea acestor nanoparticule de a fi folosite ca si agenti de contrast in
imagistica RMN.

» Pentru demonstrarea versatilitatii polimerizarii de tip ATRP, folosind aceleasi
nanoparticule magnetice decorate cu initiatorul sintetizat si atasat la suprafata NPM-urilor,
s-au polimerizat trei monomeri de tip metacrilat (HEMA, PEGMAG6 si PEGMA10), avand
lungimi diferite ale lantului lateral al unitatilor monomerice, prin mecanism de polimerizare
SI-ATRP.

» Cei trei polimeri grefati pe suprafata NPM-urilor (PHEMA, PPEGMAG si
PPEGMA10) au fost functionalizati cu un antimetabolit al acidului folic, metotrexat (MTX),
care prezintd dubld functionalitate, atat de tintire a receptorilor de folat, cat si efect terapeutic
prin inhibarea unei enzime implicate in diviziunea celulelor tumorale.

» Toate etapele de sinteza pentru obtinerea celor trei nanoparticule magnetice
decorate cu cei trei polimeri functionalizati cu MTX au fost caracterizate fizico-chimic prin
diferite metode (FTIR, TGA/DTG, DSC, VSM, DLS). Prin microscopie de transmisie cu
baleiaj (STEM) s-au obtinut nanoparticule sferice cu diametre medii de 17,12 nm, 15,30 nm,
17,16 nm corespunzitoare probelor NPM-PHEMA-MTX, NPM-PPEGMA6-MTX si,
respectiv, NPM-PPEGMA10-MTX.

» Cuantificarea MTX-ului s-a realizat prin spectroscopie UV-Vis folosind metoda
curbei de calibrare.

» Nanoparticulele magnetice decorate cu polimeri si cu MTX au fost biocompatibile
pe linia celulard normala HGF.

» NPM-urile acoperite cu cei trei polimeri functionalizati cu MTX (NPM-PHEMA -
MTX, NPM-PPEGMA6-MTX, NPM- PPEGMA10-MTX) au prezentat un efect toxic pe
linia celulara MCF-7 (adenocarcinom mamar), efect demonstrat prin scaderea viabilitatii
celulare sub pragul de 70% , scadere semnificativ mai mare fatd de medicamentul liber

(MTX liber).
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In wrma concluziilor obtinute in Capitolul II, se contureazd recomandarea de
utilizare a nanoparticulelor magnetice decorate cu polimeri de tip metacrilat ca
nanoplatforme teranostice. Aceasta perspectiva promitdatoare este sustinutd de prezenta unui
nucleu magnetic, ce faciliteaza aplicarea lor in imagistica, si de dimensiunile lor sub 30 de
nm, ceea ce adaugd un aspect crucial. De asemenea, aceste nanoplatforme demonstreaza
capacitatea de a transporta medicamente. Un avantaj semnificativ al utilizarii polimerizarii
de tip ATRP consta in posibilitatea obtinerii de straturi duble de polimeri, deschizand calea
pentru functionalizarea primului strat cu un medicament si a celui de-al doilea cu o molecula
de tintire. Aceste caracteristici esentiale subliniaza potentialul considerabil al
nanoparticulelor in terapia cancerului. Cu toate acestea, este imperativ sa se continue
cercetarile pentru a evidentia eficacitatea acestui nanotransportor in teste in Vvivo,

reprezentdand o etapa cruciala inainte de a avansa la testele clinice pe subiecti umani.

Capitolul III:

» S-au sintetizat prin tehnica SPPS trei copolimeri pe baza de polietilenglicol -
polihistidina (PEG - PHis) cu lungimea lantului de PEG de 2 kDa si lungimi diferite ale
lantului de PHis (20, 26 si 32 de unitdti monomerice repetitive de histidind).

» S-a determinat concentratia critica micelara a celor trei copolimeri si s-a
concluzionat faptul ca o crestere a lantului de PHis duce la o scddere a valorit CCM-ului.

» Copolimerii au fost asamblati in micele neincarcate si incarcate cu DOX (utilizat
ca si compus model datorita fluorescentei sale care duce la 0 metoda de cuantificare usoara)
de tip ,,core-shell” 1n solutii apoase cu PBS la pH fiziologic.

» Micelele neincarcate au fost analizate din punct de vedere morfologic prin DLS 1n
solutii apoase la pH fiziologic, rezultand faptul cd o crestere a lungimii lantului de
polihistidina duce la cresterea diametrului hidrodinamic al micelelor, crestere observata si in
cazul micelelor Incarcate cu DOX.

» Prin tehnica STEM s-au pus 1n evidenta structurile de tip core-shell, si influenta
lungimii secventei PHis in formarea sistemelor micelare. Cresterea lungimii lantului de PHis
duce la scaderea diametrului micelelor (neincarcate si incarcate), scadere atribuita
compactarii lanturilor de PHis (cu cét creste lungimea lantului de PHis, cu atat compactarea
este mai mare).

» Cuantificarea DOX-ului incarcat in micele s-a efectuat prin fluorescenta, folosind
metoda curbei de calibrare, eficienta Incapsularii si incarcarea medicamentului au crescut

odatd cu cresterea lantului de PHis.
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> In urma studiilor de eliberare controlatd a DOX-ului din micele la pH fiziologic s-
a observat ca acesta este eliberat din micele intr-un procent mic, ceea ce conduce la faptul
ca la acest pH micelele sunt stabile si tin incarcat DOX-ul, dar odata cu scaderea pH-ului,
concentratia de DOX eliberata creste, ajungand la 50% la un pH = 6,5 intr-un interval de 10
ore.

» Viabilitatea celulelor MDA-MB-231 specifice cancerului de san tratate cu solutii
micelare neincarcate nu a scazut semnificativ fata de control (celule netratate) dupa 72 ore ,
pe cand cele incarcate cu DOX au dus la o scadere a viabilitatii celulare, dar nu suficient de
mare in comparatie cu administrarea DOX liber, ceea ce duce la ideea cd micele incdrcate
cu DOX elibereaza medicamentul lent odata cu scaderea valorilor de pH.

Concluziile primului studiu din capitolul IlI, demonstreaza versatilitatea variatiei
lungimii lantului de polihistidina cu influentarea proprietatilor fizico-chimice ale micelelor
formate, asigurand transportul si eliberarea unui medicament in mediu extracelular
tumoral. Coroborand rezultatele studiului se poate concluziona ca micelele pe baza de
copolimeri dibloc PEG-PHis pot fi recomandate pentru transportul de medicamente cu
eliberare in mediul extracelular tumoral.

Concluziile celui de-al doilea studiu aferent capitolului III:

> In prima etapi s-a functionalizat copolimerul HoN-PEG-2000-Mal-Cis-(His)32 cu
32 unitati de histidind cu un linker de tip maleimidic (Linker-PEG-2000-Mal-Cis-(His)32)
si trastuzumabul comercial (Tzm-NHz) cu grupari tiol, cu ajutorul agentului Traut
(transformarea gruparilor aminice libere in grupari tiolice libere). Gruparile tiol din structura
Tzm-ului tiolat (Tzm-SH) au fost cuantificate prin utilizarea agentului Ellman, implicand
spectroscopia UV-Vis.

> In etapa urmatoare, grupirile maleimidice din micelele Linker-PEG2K-PHis32 au
fost reactionate cu gruparile SH din Tzm-SH, rezultand un sistem micelar Tzm-PEG2K-
PHis32 grefat cu molecule de Tzm.

» Legarea Tzm-SH de micelele Linker-PEG2K-PHis32 s-a pus in evidenta prin
modificarea potentialului zeta al micelelor rezultate.

» Din punct de vedere morfologic, micele au fost analizate prin STEM, unde s-a pus
in evidentd suprafata micelelor incarcata cu molecule de Tzm.

» Asamblarea in micele la pH = 7,4 si dezasamblarea a fost pusa in evidenta prin

tehnica NTA (miscarea Browniana a micelelor).
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» Studiile de stabilitate in prezentd de BSA au indicat faptul cd micelele
nefunctionalizate s-au dezasamblat complet, pe cand cele functionalizate cu Tzm au ramas
stabile pe o perioada de timp de 72 de ore.

» Micele au fost biocompatibile pe linia celulard normala HGF.

> In cazul testelor in vitro pe trei linii celulare tumorale specifice cancerului de san
(culturi de celule 2D si 3D) micelele functionalizate cu Tzm au dus la o scadere a viabilitatii
celulare comparativ cu Tzm-ul liber, efect accentuat prin afectarea sferoizilor in culturile 3D
(Tzm-ul liber nu a afectat sferoizii).

Rezultatele acestui studiu concluzioneaza faptul ca legarea Tzm-ului de micele duce
la un efect toxic semnificativ mai mare decdt Tzm-ul liber, dar in acelasi timp prezinta si o
perspectiva legata de mecanismul de actiune al micelelor functionalizate cu anticorp

monoclonal asupra celulelor tumorale specifice cancerului mamar.
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101086360;

4. Mobilitate pentru transportarea unor serii de probe si realizarea unor experimente
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din cadrul proiectului Restore HER2 dependent sensibility using axl inhibitors packed in ph
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Comunicari orale:

1. Razvan Ghiarasim, Sorin-Alexandru Ibanescu, Narcisa-Laura Marangoci, Adina
Coroaba, Natalia Simionescu, Mariana Pinteald. ,,Synthesis and characterization of
magnetite nanoparticles coated with a double layer of polymer obtained by SI-ATRP
functionalized with the targeting molecule and drug with the property of cleavage in acid
pH”. Online communication at the 2" International Conference on Polymer Science and
Composite Materials, Barcelona, Spain, July 05" - 07, 2021;

2. Razvan Ghiarasim, Sorin-Alexandru Ibanescu, Cristian-Dragos Varganici,
Natalia Simionescu and Mariana Pinteala. ,,Synthesis of magnetic nanoparticles coated with
three methacrylate-type polymers obtained by SI-ATRP functionalized with methotrexate
for antineoplastic activity on HeLa cells”. Oral communicationat the 5th Autumn School on
Physics of Advanced Materials (PAMS-5) September 8 - 15, 2022, in Dubrovnik, Croatia;

3. Riazvan Ghiarasim, Crina Elena Tiron, Adrian Tiron, Mihail-Gabriel Dimofte,
Mariana Pinteald and Alexandru Rotaru. ,,Solif-phase synthesis copolymers for the assembly
of pH-sensitive micelles suitable fro drug delivery applications”. Comunicare orala la
Conferintd Nationala de Chimie, CNChim-2022, editia a XXXVI-a, 04 - 07 octombrie 2022,
Calimanesti - Caciulata, judetul Vélcea, Romania;

4. Razvan Ghiarasim, oral presentation ,,Poly(ethylene glycol)-polyhistidine
copolymers synthesized by solid-phase peptide synthesis: self-assembly into pH-responsive
micelles for targeted drug delivery applications”, 12 International Symposium “Polyimides
& High-Performance Materials” steP112, 4 - 7 june, 2023,Montpellier Sud de France,

France.

Postere:

1. Razvan Ghiarasim, Sorin-Alexandru Ibanescu, Narcisa-Laura Marangoci, Adina
Coroabd, Natalia Simionescu, Mariana Pinteald. ,,Synthesis of magnetic nanoparticles
coated with pHEMA functionalized with doxorubicin and folic acid for cancer therapy™.
Poster at the 23" International Conference 19 - 22 August 2021 Burgas, Bulgaria, Materials,
Methods & Technologies;

2. Razvan Ghiarasim, Lucian Bahrin, Bogdan Craciun, Crina Tiron, Gabriel
Dimofte and Mariana Pinteala. ,,Synthesis, characterization and preliminary testing of

doxorubicin loaded poly(L-histidine)-PEG copolymer micelles as pH sensitive drug delivery
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systems”. Poster at the 23™ International Conference 19 - 22 August 2021 Burgas, Bulgaria,
Materials, Methods & Technologies;

3. Razvan Ghiarasim, Sorin-Alexandru Ibanescu, Narcisa-Laura Marangoci, Adina
Coroaba, Natalia Simionescu and Mariana Pinteala. ,,Nanoparticule magnetice decorate cu
poli(2-hidroxietil metacrilat) functionalizate cu acid folic ca nanopurtator de tintire inteligent
prin supraexprimarea receptorului de folat pe suprafata celulelor tumorale”. Sesiunea de
comunicdri stiintifice a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor ”Chimia — Frontiera
deschisd spre cunoastere”, editia a XIl-a, lasi, 11 - 12 noiembrie 2021, Organizator:
Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” din lasi, Facultatea de Chimie;

4. Razvan Ghiarasim, Crina Elena Tiron, Gabriel Dimofte, Mariana Pinteald and
Alexandru Rotaru. ,,Solid phase synthesized polyhistidine-based copolymers for the
assembly of pH-sensitive micelles suitable for drug delivery in cancer extracellular
environment”. Poster la Conferinta Internationald 7 International Congress on Biomaterials
and Biosensors (BIOMATSEN), 22-28 April 2022, Mugla, Turcia;

5. Razvan Ghiarasim, Crina Elena Tiron, Adrian Tiron, Mihail-Gabriel Dimofte,
Mariana Pinteala. ,,Copolymers-based micelles obtained by solid-phase synthesis with
controlled disassembly property triggered by pH variation for drug delivery applications™.
Poster at 14™ International Conference on Physics of Advanced Materials IPCAM-14), 8 -
15 September 2022, Dubrovnik, Croatia;

6. Razvan Ghiarasim, Crina Elena Tiron, Adrian Tiron, Mihail-Gabriel Dimofte,
Alexandru Rotaru and Mariana Pinteald, poster, ,,Studies of polyhistidine-polyethylene
glycol copolymers for the assembly of pH-sensitive micelles able to covalently attach
trastuzumab for efficient breast cancer treatment.”’, Frontiers in Polymer Science 2023
(POLY2023), 29 may - 1 june 2023, Gothenburg, Sweden;

7. Razvan Ghiarasim, Cristian-Dragos Varganici, Natalia Simionescu, Sorin-
Alexandru Ibanescu and Mariana Pinteald, poster, “ Three exemples of polymers obtained
by SI-ATRP on magnetic nanoparticles surface with post-polymerization modification with
methotrexate as efficient drug carriers for antineoplastic activity on MCF-7 cell line.”,
Frontiers in Polymer Science 2023 (POLY2023), 29 may - 1 june 2023, Gothenburg,

Sweden.
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