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Introducere

Cancerul este a doua cauza principala de deces la nivel global si este responsabil pentru aproape
10 milioane de decese doar in 2020. La nivel global, aproximativ 1 din 6 decese este cauzat de cancer.

In prezent, este practicati o terapie combinati, de chirurgie si chimioterapie, pentru a creste
sansele de supravietuire a pacientilor diagnosticati cu aceastd maladie. O alternativa a acestor
tratamente, este utilizarea particulelor magnetice in terapii precum hipertermia magnetica sau actuarea
magneto-mecanica.

Actuarea magneto-mecanica se bazeaza pe oscilatiile sau rotatiile spatiale ale particulelor
magnetice care urmaresc cu exactitate cAmpurile magnetice oscilante sau rotative. Se formeaza un
cuplu magnetic prin care particulele magnetice pot lovi celulele din exterior sau dupa ce intra in celule,
ducand la moartea acestora. Marimea acestui cuplu depinde de caracteristicile magnetice - in special
de magnetizare si susceptibilitatea magnetica, dar si de dimensiunea si forma particulelor.

Aceastd teza are ca SCop sinteza, caracterizarea si testarea unor particule magnetice de tip Fe-
Cr-Nb-B, cu aplicatii in terapia cancerului, plecand de la experienta existenta in cadrul Institutului
National de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica Tehnica - IFT Iasi [1]. In acest sens, au fost sintetizate
particule magnetice de tipul Fe-Cr-Nb-B prin macinare mecanica folosind o moara cu bile. Ulterior
sintetizarii, particulele au fost spalate si resuspendate sub forma unui ferofluid in gluconat de calciu
pentru a creste stabilitatea particulelor in suspensie si gradul de biocompatibilitate in contact cu
celulele. Particulele obtinute au fost caracterizate din punct de vedere al formei, dimensiunii,
compozitiei si magnetizirii. In testarea acestora am optat pentru celulele de osteosarcom (OS)
deoarece, asemenea multor tipuri de celule canceroase, ele prezintd o rezistentd ridicatd la
chimioterapice si o adaptabilitate crescuta la modificarile din mediul biologic. Au fost realizate teste
de verificare a citotoxicitdtii acestora, de evaluare a gradului de internalizare in celule si de evaluat
conditiile in care pot fi utilizate in terapia cancerului prin actuare magneto-mecanica. Au fost stabilite
conditiile de actuare magnetica (durata de actuare, concentratie particule, interval de repetare) care
conduc la eficienta maxima a acestor tratamente asupra distrugerii celulelor canceroase. Pentru a putea
fi folosite la distrugerea celulelor canceroase de la nivelul tumoral am urmarit stabilirea unei forme de
livrare a particulelor magnetice la locul de formare a tesutului canceros, utilizand celule stem derivate
din tesut adipos (ADSC), urmat de metoda de aplicare a actuarii magneto-mecanice asupra celulelor
de osteosarcom ce au internalizat particulele magnetice eliberate de ADSC. In final, au fost realizate

teste pentru a evalua eficienta transportului de particule magnetice catre celulele de osteosarcom,
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evaluarea internalizarii de catre celulele transportatoare si celulele tintd, precum si evaluarea efectelor
cauzate de actuarea magneto-mecanica a acestor particule magnetice.

Prezenta lucrare este structuratd in trei capitole, concluzii si bibliografie.

Primul capitol al acestei lucrari contine informatii privind particulele magnetice utilizate in
actuarea magneto-mecanica. Astfel, sunt prezentate date despre tipul de particule folosite in aceasta
aplicatie, metodele de obtinere ale acestora, precum si procedeele de functionalizare ale acestora. Sunt
prezentate date despre influenta dimensiunii si formei particulelor magnetice asupra in actuarea
magneto-mecanicd. Ultima parte a acestui capitol prezintd efectul frecventei si amplitudinii cAmpului
magnetic asupra miscdrii particulelor magnetice.

Al doilea capitol consta din prezentarea metodelor utilizate de noi in cadrul acestei teze pentru
obtinerea si caracterizarea dimensionald, structurala si magnetica a particulelor magnetice de tipul Fe-
Cr-Nb-B. Astfel, in primul subcapitol este prezentat procedeul de obtinere, de la prepararea aliajului
cu compozitia Fesg 2Cr11.5Nbo.3B2o, prepararea benzilor precursoare in stare amorfa, macinarea acestora
folosind mori cu bile si prepararea ferofluidului pe baza de particule Fe-Cr-Nb-B. Particulele obtinute
au fost caracterizate din punct de vedere dimensional, folosind dispersia dinamica a luminii, care
evidentiaza ca particulele au dimensiuni intre 20 si 300 nm, avand diametrul mediu de 106 nm. Pentru
a corobora aceste rezultate, au fost realizate imagini cu particulele magnetice folosind microscopia
electronica de baleiaj, imagini care prezinta particule cu dimensiuni sub 200 nm. A fost analizata si
suprafata particulelor mécinate prin intermediul spectroscopiei in infrarosu cu transformatd Fourier,
rezultate ce confirma compozitia aliajului utilizat in obtinerea acestor particule magnetice, dar si
absenta oxidarii ce afecteaza adesea procesele de sinteza a multor tipuri de particule magnetice ce
contin fier. In final au fost realizate teste de evaluare a magnetizarii particulelor, magnetizatia de
saturatie fiind de 90 emu/g, caracteristicd importantd in utilizarea particulelor magnetice in realizarea
actudrii magneto-mecanice.

Capitolul 3 al acestei lucrari contine rezultatele testelor realizate privind interactiunea dintre
celule si particulele magnetice in absenta sau prezenta unui cAmp magnetic rotitor. In acest sens am
concentratii si intervale de timp de incubare. Astfel, am cuantificat viabilitatea celulelor de
osteosarcom (OS), ADSC si fibroblasti umani normali (FB) atat la 24 de ore de co-incubare cu
particulele magnetice cu concentratii de 0,5, 1 si 2 mg/ml, cat si la 10 zile de co-incubare. In toate
cazurile amintite anterior viabilitatea celulara depaseste 100%, fapt ce indicd biocompatibilitatea

acestor nanomateriale.
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In continuare a fost evaluat efectul actudrii magneto-mecanice asupra celulelor de osteosarcom
in prezenta mai multor concentratii de particule magnetice. S-a aratat ca o concentratie de 1 mg/ml
induce scaderea cea mai semnificativa a viabilitatii celulare atunci cand proba este actuatd magneto-
mecanic 30 minute intr-un cdmp magnetic rotativ de intensitate 8mT si frecventa de 2 Hz. Ulterior au
fost prezentate testele realizate folosind concentratia de 1 mg/ml de MNP (nanoparticule magnetice),
pentru a verifica care este cel mai eficient mod de a realiza actuarea magneto-mecanica, la cat timp
dupd incubarea celulelor cu MNP si de cate ori este necesard aplicarea acestuia pentru a reduce
viabilitatea la valori minime. Astfel, testele au evidentiat ca este necesara realizarea de doua actuari
magneto-mecanice timp de 30 minute, la 24 de ore de la incubarea cu MNP, la intervale de 24 de ore
intre tratamente pentru ca viabilitatea celulelor de osteosarcom sa fie redusa la 4,2%. Studiul a
continuat in aceleasi conditii de testare pentru celulele ADSC, celule ce urmeaza a fi folosite ca
transportatori ai MNP si celulele FB, celule de control, cu dezvoltare normala. S-a evidentiat ca pentru
ADSC viabilitatea a fost redusa la 2,4%, iar pentru FB, viabilitatea a scazut la 76,6%.

In continuare ne-am axat pe celulele ADSC care sunt celule ce au demonstrat in numeroase
studii o afinitate pentru zonele in care apar inflamatii sau prezintd modificari ce afecteaza procesele
biologice normale. Din acest motiv, ele reprezinta optiunea cea mai adecvata in realizarea transportului
particulelor magnetice spre tesutul canceros. Pentru a verifica calitatea de transportator al ADSC, dar
st modul in care OS internalizeaza MNP, am realizat testul cu ferozind ce evalueaza cantitativ prezenta
MNP in celule, si am aratat cd ADSC internalizeaza aproximativ 1,1 ng MNP per celula, comparativ
cu OS ce internalizeaza aproximativ 0,3 ng MNP per celuld. De asemenea, am evaluat calitativ
prezenta MNP pe suprafata membranei celulare folosind HR-SEM si in interiorul acestora prin
intermediul HR-TEM.

Deoarece ADSC vor fi folosite cu scopul de a transporta MNP spre celulele de osteosarcom, a
fost evaluata abilitatea acestora, atat Incarcate cu MNP, cat si Tn absenta MNP, de a se deplasa catre
celulele de osteosarcom. Rezultatele indica faptul ca ADSC incéarcate cu MNP prezinta cea mai ridicata
motilitate atunci cand se deplaseaza catre celulele de osteosarcom.

in final am evaluat prin multiple metode viabilitatea celulelor de osteosarcom dupi actuarea
magneto-mecanici dubla in prezenta MNP transportate de ADSC. n acest sens am realizat testul MTT,
testul Live/Dead si testul de evaluare a markerilor apoptotici - caspazd 3/7. Pentru aceste ADSC,
incarcate cu 1 mg/ml de MNP au fost adaugate peste cultura de OS sau FB si actuate magneto-mecanic
pentru a elibera particulele magnetice. Dupa 24 de ore, interval de timp suficient pentru ca OS/FB sa
internalizeze particulele eliberate de ADSC, probele cu OS/FB si MNP au fost actuate magneto-

mecanic si evaluate. Testele de viabilitate si testul Live/Dead evidentiaza eficienta acestei metode de
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a induce moartea celulelor OS, viabilitate care ajunge la 21,5% si de a nu afecta tesutul normal, care
ar inconjura tesutul tumoral. S-a aratat ca viabilitatea fibroblastilor in acest caz este de 96,8%. Totodata
a fost evaluata si prezenta markerilor apoptotici, care apar cu prevalenta in cazul probelor cu celule
OS si MNP actuate magneto-mecanic si a celulelor OS cu MNP eliberate de ADSC, actuate magneto-
mecanic, in restul cazurilor, valorile fiind apropiate de cele de control.

A rezultat ca actuarea magneto-mecanica a particulelor magnetice de tip Fe-Cr-Nb-B reprezinta
o metoda eficientd de distrugere a celulelor de osteosarcom fara a afecta celulele sanatoase care le

inconjoara.
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CAPITOLUL 1. Date generale despre actuarea magneto-
mecanica si particulele magnetice utilizate in realizarea

acesteia

1.1. Notiuni introductive

Metodele conventionale de tratament al cancerului (chirurgie, chimioterapie, radioterapie
impreund cu imunoterapia) au fost Imbunatitite constant in ultimele decenii, crescand ratele de
supravietuire, precum si calitatea vietii pacientilor oncologici [2]. Cu toate acestea, limitari majore,
cum ar fi recidivele tumorale si o mare varietate de efecte secundare specifice acestor tratamente inca
reprezintd o problema pentru metodele terapeutice conventionale. Nanotehnologia si 1n special
utilizarea micro si nanoparticulelor magnetice (MNP) au un potential crescut de a fi utilizate ca
platforme multifunctionale in diagnosticul si terapia cancerului [3].
dimensiunilor, formei si suprafetei. Ca rezultat, au o stabilitate ridicata, o capacitate mare de transport,
posibilitatea de a incorpora atat substante hidrofile cat si hidrofobe, precum si compatibilitate cu
diferite cai de administrare - factori care le transforma in agenti foarte atractivi in multe aspecte ale
medicinii [4]. O atentie deosebita se acorda nanoparticulelor magnetice (MNP) pentru proprietatile lor
magnetice, ce pot fi utilizate in imagisticd medicala ca agent de contrast pentru localizarea si
diagnosticarea cancerului, precum si sisteme adecvate de administrare a medicamentelor sau
terapeutice pentru tratamentul tumorilor. In mod particular, nanoparticulele de oxid de fier (magnetita
FesOs sau maghemita y-Fe;O3) au fost promovate ca fiind printre cei mai buni candidati pentru
diagnosticarea cancerului (RMN) si terapie (hipertermie, transport activ de medicamente si terapie
terapia cancerului includ particule in forma de disc obtinute prin tehnici de subtiere in vid, urmate de
litografie [6] si nanofire de nichel sau alte aliaje obtinute prin depunerea electroliticd in membrane
cum ar fi cele de alumina [7], si nu in ultimul rand, particule magnetice obtinute prin macinare
mecanica din precursori cum sunt benzile amorfe din diferite aliaje feroase.

Distrugerea celulelor canceroase prin actuare mecanica, implica rotirea particulelor magnetice
in interiorul tumorilor sau in experimentele in vitro, in spatiul in care celulele canceroase sunt plasate
in mediul de culturd, sub actiunea unui camp magnetic rotitor de frecventd joasa (2 Hz) si de valoare

relativ mica (8mT). Eficienta acestui proces depinde de marimea cuplului mecanic ce se comunica
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particulelor, de campul magnetic in rotatie si respectiv de marimea fortelor mecanice cu care aceste
particule lovesc celule din exterior sau dupa interiorizarea lor in celule, asupra componentelor celulare.
Marimea cuplului mecanic este cu atdt mai mare cu cat valoarea magnetizarii de saturatie a particulelor
este mai mare $i cu cat mai mare este anizotropia magneticd a acestor particule. Anizotropia magnetica
provine In mare masura din anizotropia de forma a particulelor. Din acest motiv este de dorit ca
particulele magnetice sa nu fie sferice ci sa aiba o forma paralelipipedica. Particulele magnetice trebuie
sd aiba o temperaturd Curie peste 60 °C pentru a se putea folosi in conditii normale, de temperatura
ambientala. Aceste conditii depind de compozitia aliajului pe de o parte si pe de alta parte de procesul
de obtinere a pulberilor prin macinare mecanica, pastrarea naturii amorfe a materialului fiind o conditie

esentiala [9].

1.2. Tipuri de particule magnetice utilizate in actuarea magneto-mecanica

1.2.1 Oxizi de fier

Oxizii de fier sunt compusi bine cunoscuti si utilizati pe scard largd, fiind usor de preparat in
laboratoare industriale si de cercetare. In general, ei au in componenti Fe, O si / sau OH, dar
impuritatile sau adaosurile pot modifica compozitia lor, in timp ce procesele de oxidare pot induce
diferite modificari la nivelul structurii. Din punct de vedere al magnetizarii, FesOs (magnetita) si y-
Fe203 (maghemita) sunt cei mai importanti oxizi ai fierului. In plus fatd de magnetismul lor puternic,
magnetita si maghemita s-au dovedit a fi biocompatibile, ceea ce a condus la utilizarea in diferite
aplicatii biomedicale. Acestea sunt utilizate fie in aplicatii biomedicale in vivo, cum ar fi cele
terapeutice (hipertermie si tintirea magneticd pentru administrarea de medicamente) fie in
diagnosticare (imagisticad prin rezonantd magnetica nucleara, actuare magneto-mecanica si sortare
magnetica a celulelor) [11].

1.2.2. Particule sub forma de disc

Pe langa particulele magnetice de tip SPION sferice studiate pe scard larga in domeniul
biomedical de zeci de ani, particulele in forma de disc, compuse din straturi feromagnetice, au devenit
o directie atent studiata. Acestea sunt obtinute prin tehnicile microelectronicii, inclusiv fotolitografia
si diverse tehnici de depunere precum pulverizarea, evaporarea, sau electrodepunerea.

1.2.3. Nanofire

Nanofirele magnetice sau nanotuburile (NF) reprezinta o alta categorie de materiale magnetice
de forma Imbunatatitd, care tinde puternic sa-si mentind momentul magnetic n paralel cu axa

cilindrului si, astfel, poate produce un efect magneto-mecanic mai eficient. Magnetizarea remanenta
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pe aceastd axad usoara poate fi aproape de 100% din magnetizarea lor de saturatie Ms, in functie de
raportul diametru/lungime.

1.2.4. Particule cu forme paralelipipedice

Desi discurile, sferele si nanofirele sunt cele trei forme de particule cel mai frecvent utilizate
pentru MMA, au fost testate si particule cubice de fier dopat cu zinc [22]. Autorii au observat o
agregare a particulelor in forma de lant In timpul aplicarii campului magnetic, efectele lor asupra
celulelor devenind similare cu al celor in forma de nanofire.

Ca o noua abordare, particulele Fe-Cr-Nb-B produse prin mécinarea cu bile au fost utilizate la
INCDFT pentru MMA [1]. Aceasta tehnica de fabricatie consta in macinarea unor precursori, cum ar
fi benzile amorfe, pentru a obtine particule anizotrope de dimensiune nanometrica. Dimensiunea
obtinuta poate fi cuprinsa intre 10 si 200 nm. In plus, prezinti o remanenta scizuta si o susceptibilitate
ridicata.

Formele paralelipipedice ale MNP si superferomagnetismul aliajelor amorfe din care sunt
alcatuite induc anizotropii importante de forma magnetica care, In asociere cu o magnetizare de
saturatie mare, genereazd un cuplu Tmbunatatit Intr-un cdmp magnetic rotativ, producand daune
importante asupra viabilitatii celulare a celulelor canceroase. Parametrii specifici precum concentratia
MNP, frecventa si intensitatea campului magnetic aplicat sau timpul de expunere au o influentd
puternica asupra viabilitatii celulelor canceroase. Comportamentul specific al particulelor magnetice
Fe-Cr-Nb-B le ofera efect distructiv chiar si in cAmpuri magnetice scazute precum 10 Oe, iar aceasta
caracteristica permite utilizarea sistemelor de bobine care asigura spatii experimentale mari [1].

Particulele magnetice de tipul Fe-Cr-Nb-B au coercivitate diferita de zero la temperatura
camerei spre deosebire de coercivitate zero la temperatura camerei raportata in literatura pentru MNP
superparamagnetice precum oxizii de fier de dimensiuni similare. Aceste particule prezinta
magnetizare mare, susceptibilitate magnetica mare si temperatura Curie scdzuta de aproximativ 47 °C
ce poate fi controlatd in functie de continutul de Cr din aliaj [24]. Acestea sunt potrivite si pentru
aplicatii de hipertermie magnetica, asa cum este descris in [1]. Procesul de preparare este controlabil
si permite obtinerea unor cantitati mari de particule cu costuri reduse. Dimensiunea particulelor variaza
intre 10 si 200 nm, in functie de conditiile de macinare, si prezintd forme nesferice si neregulate. Ele
au forma paralelipipedicd, asa cum se poate vedea in Figura 1. Particulele magnetice pot fi adaugate
direct in culturile celulare sub forma de pulbere sau intr-o suspensie sub forma de ferofluid (FF).
Avantajul utilizarii FF pentru aplicatii in vitro este dispersabilitatea buna a MNP in culturile celulare

si prevenirea aglomerarii lor [24].
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1.3. Metode de obtinere a nanoparticulelor magnetice
Pana in prezent, s-au dezvoltat diferite metode generale pentru sinteza particulelor magnetice:
1. metode fizice cum ar fi macinarea mecanica a unui material precursor;
2. metode chimice cum ar fi coprecipitarea, electrodepunerea, microemulsii, descompunerea
la temperaturi inalte a precursorilor organo-metalici;
3. metode biologice care utilizeaza microorganisme precum Actinobacter spp. si Fusarium

0Xysporum sunt utilizate cu succes pentru a produce magnetita [25].

1.4. Functionalizarea nanoparticulelor magnetice

Pentru a explora intregul potential biomedical al nanoparticulelor in aplicatii precum actuarea
magneto-mecanica, hipertermia magnetica, imagistica nucleara este necesar controlul dispersiei MNP
si interactiunilor dintre MNP si alte molecule. Acest lucru se poate intdmpla numai prin modificarea
adecvata a suprafetei MNP prin functionalizarea suprafetei lor, care, la randul sdu, imbunatateste
interactiunea lor cu mediile inconjuratoare. Functionalizarea MNP influenteaza in totalitate dispersia,
stabilitatea coloidala si biocompatibilitatea. De exemplu, pentru aplicatiile biomedicale,
functionalizarea de suprafatd cu diverse biomolecule poate oferi proprietiti suplimentare, precum
internalizare celulara mai eficientd si biocompatibilitate mai ridicata dar si lipsa de toxicitate pe
perioade indelungate.

1.4.1. Stabilizatori monomerici

Printre cei mai intalniti compusi legati pe suprafata MNP sunt cei care contin grupe functionale
printre care sunt cele carboxilice (acidul citric, acidul gluconic, acidul dimercaptosuccinic), acizi
sulfonici, acizii fosfonici sau gluconatul de calciu [38].

1.4.2. Stabilizatori anorganici

MNP pot fi acoperite cu diferite materiale anorganice precum silice, aur sau gadoliniu.
Utilizarea unor astfel de stabilizatori oferd o buna stabilitate a nanoparticulelor magnetice in solutie si
joaca un rol important in legarea liganzilor biologici de suprafata acestora.

1.4.3. Stabilizatori polimerici

In cazul stabilizatorilor polimerici, cei mai utilizati agenti de functionalizare a MNP sunt
alcoolul polivinilic, dextranul, si polietilenglicolul. In general, acesti compusi sunt hidrofilici si
biocompatibili, caracteristici ce ii face atractivi in functionalizarea nanoparticulelor pentru aplicatii

biomedicale.
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1.5. Influenta dimensiunii si formei nanoparticulelor magnetice asupra actuarii
magneto-mecanice
Particulele magnetice cu potential in actuarea magneto mecanica, sunt cele care prezinta

anizotropie de forma. In ultimii ani, au fost publicate numeroase studii privind efectul utilizarii acestor
particule in dezvoltarea terapiilor antitumorale. Dintre particulele ce prezintd anizotropie de forma
amintim: nanocuburi, nanodiscuri, nanofire, nanoparticule alungite si particule cu forme neregulate.
Pentru a fi utilizate 1n terapii mediate de MMA, parametri precum forma, dimensiunea si proprietatile
magnetice ale MNP trebuie alese cu atentie, In vederea realizarii unei sinergii cu frecventa si
amplitudinea campului magnetic aplicat pentru a maximiza raspunsul mecanic al particulelor din
tesutul biologic.

Pentru o gama larga de tipuri de particule magnetice, dimensiunea si forma particulelor - in
functie de compozitia lor - sunt In mare masurd variabile. Acesti parametri fizici au un impact
semnificativ asupra interactiunii cu mediul biologic si asupra MMA in sine. Mdrimea si forma
particulelor trebuie mai intai alese pentru a satisface cerintele de baza ale biologiei, cum ar fi o
dimensiune suficient de mica, si cele ale actuarii magneto-mecanice, o rotatie eficientd si o buna

dispersie a particulelor 1n solutie.

1.6. Efectul frecventei si amplitudinii cAimpului magnetic asupra miscarii particulelor
magnetice

Pentru a induce o vibratie sau oscilatie a particulelor, campul magnetic aplicat trebuie sa fie in
rotatie, cu o amplitudine suficienta, de preferinta apropiata de cdmpul de saturatie al particulelor.
Alternativ, poate fi explorat si efectul fortelor magneto-mecanice statice in loc de oscilante aplicate pe
membranele celulare, pentru a induce moartea celulelor, prin aplicarea unui gradient constant de camp
magnetic asupra particulelor legate de celule. Spre deosebire de hipertermie, care necesita frecvente
mari pentru a induce incalzirea (peste 100 kHz pana la cativa MHz), MMA poate fi realizat la frecvente
sub 100 Hz. In ceea ce priveste caracteristicile particulelor, existd o mare varietate de dispozitive si
parametri aplicati a campului magnetic pentru a realiza actuare magneto-mecanica.

O metoda utilizata pe scara larga pentru aplicarea unui camp magnetic alternativ celulelor
consta in utilizarea bobinelor sau electromagnetilor. Campul poate fi aplicat cu un baston de fier plasat
intre godeurile unei placi de culturd, infasuratd ea insasi cu sarma de cupru, pentru a aplica un camp
de 90 Oe (=9 mT) [12]. Alternativ, placa de cultura poate fi plasata direct deasupra unei bobine. Kilinc
si colab. au folosit un varf de Fe—-Co—V infasurat cu o bobina de cupru pentru a aplica campul magnetic

(amplitudinea nu este indicata) [61]. In acest din urmia caz, cAmpul magnetic a fost aplicat foarte local

14



Actuarea magneto-mecanica a particulelor magnetice in procesul de distrugere a
celulelor canceroase. Teza de doctorat

(500 um de la varf). Campurile magnetice produse prin aceste trei metode sunt foarte neomogene si
scad brusc in functie de distanta de la sursa campului. O altd metoda propusa constad din introducerea
probei in spatiul interior unei instalatii cu miez de feritd in forma de U sau C supus curentului
alternativ. Aceasta tehnica a fost aleasa de D. Cheng si colab. [13] si folosita la frecventa foarte mare
(35 kHz) pe celule in suspensie si plasate intr-un tub caruia i se aplica un camp de 1 mT si frecventa
de 10 Hz. Cu aceastd metoda, campul magnetic este omogen in centrul instalatiei, dar limitarile vin
din dimensiunea dispozitivului in comparatie cu amplitudinea cAmpului [14]. Intr-o abordare diferita,
celulele sau soarecii sunt plasati direct in centrul solenoidului pentru a aplica un camp de 100 Oe (=10
mT). Din nou, amplitudinea campului este foarte limitata [62]. Au mai fost folosite alte dispozitive
comerciale compuse dintr-un sistem de inductie cu miez feromagnetic sau mai multe bobine. Campul
produs de aceste sisteme creeaza un gradient care este fie folosit de unii autori, fie evitat prin

pozitionarea celulelor in raport cu geometria sursei campului.

Figura 1. (a) Campul magnetic rotativ produs de un curent alternativ aplicat in sistemul cu 4 bobine.
(b) Configuratia pentru generarea de curent alternativ pentru alimentarea sistemului de bobine. [1]

Utilizarea bobinelor de dimensiune identicd si numar par, plasate in jurul zonei de interes,
creeaza un camp destul de omogen in jurul planului de simetrie care le separa. Acest proces este realizat
folosind bobine Helmholtz (Figura 1). Sistemul este format din patru bobine plasate in cruce, care
poate produce fie un cdmp magnetic variabil in timp care genereaza un gradient mare de camp
magnetic, fie un camp magnetic rotativ (Figura 1-a). Mecanismul permite setarea intensitatii campului
magnetic, frecventa acestuia si timpul de expunere. In centrul sistemului de bobine exista un spatiu de
aproximativ 20 cm® unde cAmpul magnetic este uniform, iar plicile de culturi celulari pot fi amplasate.
Un dispozitiv care permite variatia temperaturii este introdus pentru a modifica si mentine temperatura
dorita a placilor celulei. Sistemul de bobine este alimentat de doua forme de unda care sunt generate
folosind un cod realizat in LabView si o placa de achizitie (Figura 1-b). Formele de unda sunt defazate

cu 90 de grade pentru a se potrivi cu aranjamentul ortogonal al sistemului de bobine, prin urmare
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campul magnetic rezultat se va roti cu frecventa formelor de unda. In functie de scop, frecventa si
amplitudinea formelor de unda pot fi ajustate intr-o gama largd de la mHz pana la cativa kHz.
Semnalele generate la iesirile analogice ale placii de achizitie sunt amplificate folosind doua
amplificatoare de putere identice. Sistemul genereazd campuri magnetice intre 1 Oe si 20 Oe. [1]
Dezavantajul acestei metode este incalzirea rapida a bobinelor atunci cand se aplica un curent mare,

ceea ce necesitd un sistem de racire.
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CAPITOLUL 2. Metode utilizate in realizarea acestei teze pentru

obtinerea si caracterizarea dimensionala, structurala si magnetica a

nanoparticulelor magnetice

In ultimele decenii, principalele tipuri de terapii de cancer au fost chimioterapia, radioterapia

si chirurgia. Modalitati suplimentare, cum ar fi hipertermia magnetica sau actuarea magneto-mecanica,

nu au reusit sa devind un standard in terapia cancerului, desi au fost dovedite rezultatele pozitive in

urma aplicarii acestora in vivo si/sau in vitro. Particulele magnetice dezvoltate pentru aceste aplicatii

trebuie sa prezinte anumite caracteristici fizico-chimice pentru a fi utilizate. in cadrul acestei teze ne-

am ocupat de prepararea particulelor de tip Fe-Cr-Nb-B si de studiul procesului de distrugere a

celulelor canceroase prin actuare magneto-mecanica. Am ales aliajul Fegs2Cri15Nbo3B2 considerat

potrivit pentru aceasta aplicatie.

2.1. Prepararea nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B

Pentru a obtine particulele magnetice ce pot fi utilizate in aplicatii biomedicale, prin actuare

magneto-mecanice asupra celulelor canceroase, sunt necesari urmatorii pasi:

prepararea aliajului cu compozitia Fess 2Cri1.5Nbo.3B2o;

prepararea benzilor amorfe prin racirea rapida din topitura;

fragmentarea benzilor;

realizarea unor tratamente termice de fragilizare a benzilor pentru usurarea procesului de
macinare mecanica;

macinarea mecanica in mori cu bile;

curatarea particulelor obtinute in vederea procesului de evaluare dimensionald, a

caracteristicilor magnetice si pentru utilizarea lor in interactia cu celulele.
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macinare; b) dupa 100 de ore de macinare; ¢) dupa 150 de ore de macinare; d) dupa 300 de ore de

macinare inainte de spalare (rezultate proprii, nepublicate)

2.2. Metode de caracterizare a particulelor magnetice

Au fost folosite mai multe tehnici analitice cum ar fi dispersia dinamica a luminii, microscopia
electronica de transmisie de inalta rezolutie (HR-TEM), microscopia electronicd de baleiaj de inalta
rezolutie (HR-SEM), difractia de raze X (XRD), spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier
(FTIR) si magnetometria cu proba vibranta (VSM), pentru evaluarea formei, a distributiei
dimensionale, a compozitiei si caracteristicilor magnetice ale particulelor.

2.2.1. Dispersia dinamica a luminii (DLS)

Dupa cum se observa in figura 5 diametrul particulelor este relativ mic, incepand de la 20 nm
pana la 300 nm. Diametrul mediu al MNP este de 106 nm, iar majoritatea au intre 60 si 100 nm in
diametru. Sintetizarea particulelor magnetice prin macinare mecanica conduce la obtinerea unor probe

cu o plaja mai largd de dimensiuni comparativ cu alte metode de sinteza, cum ar fi coprecipitarea
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chimica. Pentru a putea obtine particule magnetice cu dimensiuni nanometrice, de pana la 200 nm,

timpii de macinare a benzilor amorfe precursoare sunt indelungati, de pana la 300 de ore.
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Figura 3. Distributia dimensionala a particulelor Fe-Cr-Nb-B (rezultate proprii, nepublicate)

2.2.2. Microscopie electronica

Microscopia electronica de baleiaj (HR-SEM)

Figura 4. Imagine HR-SEM pentru particule Fegs 2Cr115Nbo.3Bz2o. (rezultate proprii, nepublicate)
Imaginile de microscopie electronicd de baleiaj (SEM) inregistrate pentru particulele
magnetice obtinute prezinta o forma definita, paralelipipedica. Particulele magnetice din esantion

evidentiaza un model cu o morfologie foarte uniforma, cu dimensiuni cuprinse intre 30 si 100 nm.
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2.2.3. Difractia de raze X (XRD)
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Figura 5. Curba de difractie pentru particulele magnetice obtinute din aliaj cu continut de Cr
(rezultate proprii, nepublicate)
Figura 5 prezinta structura pulberilor de Fe-Cr-Nb-B macinate in acid oleic. Se poate observa
ca structura amorfa a pulberilor se pastreaza chiar si pentru un timp indelungat de macinare mecanica
(300 de ore).

2.2.3. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)
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Figura 6: Spectrul FTIR caracteristic aliajelor Fe-Cr-Nb-B in domeniul numerelor de unda cuprins
intre 4000-400 cm™* evidentiind vibratiile distinctive (rezultate proprii, nepublicate)

Prin analiza spectrului FT-IR al aliajelor Fe-Cr-Nb-B prezentat in Figura 10, se pot identifica
dousi vibratii specifice la 3428 cm™ si 1636 cm™, care sunt atribuite moleculelor de apa. Este demn de
mentionat ci in domeniul numerelor de undi mai mici de 1200 cm™, nu se observi vibratii de legituri,
fapt ce confirma absenta oricarei forme oxidice care ar putea fi prezenta in urma proceselor anterioare.

2.2.4. Magnetometria cu proba vibrantia (VSM)

In Figura 7 este reprezentat ciclul de histerezis obtinut in cazul particulelor cu
Fess.2Cr11.5Nbo3B2o. Se observa valoarea relativ mare a magnetizarii de saturatie (90 emu/g), valoarea

redusd a campului coercitiv si a remanentei.

100
80
60
40 1

20

-20 4

M (emu/g)

-40 4

-60 -

-80 4

-100

-6‘00 -4:)0 -2‘00 0 260 4(‘)0 6(‘)0
H (KA/m)
Figura 7. Ciclul de histerezis pentru particule cu compozitia Fegs 2Cr11.5Nbo.3B2o (rezultate proprii,

nepublicate)

2.3. Prepararea si caracterizarea ferofluidului cu particule de tipul Fe-Cr-Nb-B
Pentru obtinerea ferofluidului, 80 mg de Fe-Cr-Nb-B au fost spalate de 3 ori cu NaOH 5%

pentru a indeparta excesul de oleat de sodiu din procesul de macinare, urmat de spalarea cu apa
deionizata pana la pH=7. Particulele magnetice sunt separate cu un magnet, iar apa este indepartata si
inlocuitd cu 1 ml solutie de gluconat de calciu, 94 mg/ml. Proba este ultrasonicata timp de 30 de minute
la 80°C folosind o sonda de ultrasonicare. Ferofluidul rezultat este sterilizat la 121°C timp de 30 de
minute folosind un autoclav. Ulterior sterilizarii, ferofluidul poate fi folosit in contact cu mediul steril

din mediul de cultura al celulelor.
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Figura 8. Comportamentul ferofluidului in prezenta unui magnet [24]

2.4, Instalatia utilizata pentru realizarea actuirii magneto-mecanice
Pentru a realiza actuarea magneto-mecanica a particulelor de tip Fe-Cr-Nb-B a fost folosit un

set-up pentru producerea unui cdmp magnetic rotitor care sa permitd controlul atat al intensitatii
campului cat si al frecventei de rotatie pentru anumite perioade de timp prestabilite. Aceasta instalatie

a fost proiectata, realizata si utilizata la INCDFT.

Figura 9. a) Set-up — experimental, vedere de ansamblu; b) Interfata utilizator (panou de control) [1]
Frecventa de rotatie a campului magnetic generat de acest sistem este de 0,001 Hz, pana la 20

kHz, iar amplitudinea campului rotitor rezultant este cuprinsa intre 0 si 13,5 mT.

22



Actuarea magneto-mecanica a particulelor magnetice in procesul de distrugere a
celulelor canceroase. Teza de doctorat

CAPITOLUL 3. Evaluarea eficientei utilizarii particulelor

magnetice de tipul Fe-Cr-Nb-B in distrugerea celulelor canceroase

Utilizarea micro si nanoparticulelor magnetice prezintd un potential crescut de a fi utilizate ca
platforme multifunctionale in diagnosticul si terapia cancerului. Hipertermia magnetica si actuarea
magneto-mecanicad au fost recent recunoscute ca metode cu potential ridicat pentru a creste eficienta
si specificitatea terapiei tumorale. Procesul de actuare magneto-mecanica a particulelor magnetice cu
scopul de a distruge celule canceroase, in cazul nostru osteosarcomul, necesitd studiul tuturor
parametrilor care intervin in acest proces. Astfel, au fost analizate cantitatea optima de particule
necesara distrugerii osteosarcomului, caracteristicile cAmpului rotitor utilizat, precum intensitatea si
frecventa acestui, numarul si durata expunerilor in camp, necesare unui efect cat mai puternic asupra
celulelor precum si analiza influentei timpilor de evaluare.

Celulele stromale mezenchimale si, In special, celulele stem derivate din tesut adipos (ADSC)
sunt cunoscute ca tintesc in mod preferential tumorile, inflamatiile sau locurile de vindecare a ranilor,
devenind astfel o modalitate convenabila de a transporta substante terapeutice. Utilizarea acestor celule
pentru transportul unor particule magnetice, in acest caz particulele de tipul Fe-Cr-Nb-B, reprezinta
una dintre aplicatiile realizate in prezenta lucrare. ADSC au internalizat o cantitate ridicata de MNP
intr-un interval de 24 de ore, dupa care au fost adaugate peste o cultura de celule canceroase,
osteosarcom uman. Probele au fost ulterior tratate timp de 30 minute intr-un camp magnetic rotitor,
tratament care induce moartea celulelor incircate cu aceste particule. In urma distrugerii ADSC,
particulele magnetice sunt eliberate in mediul de cultura in care se afla OS, celule care vor internaliza
la randul lor aceste MNP. Dupa 24 de ore de la aplicarea ultimului tratament magneto-mecanic, aceste
celule sunt actuate magneto-mecanic din nou, de doua ori, cate 30 min la fiecare 24 de ore. Pentru a
evalua eficienta metodei, la 24 de ore de la ultima actuare magneto-mecanica este realizat testul MTT

ce cuantifica viabilitatea celulara.

3.1. Evaluarea citotoxicitatii pe culturi de celule normale si canceroase

Pentru a evalua biocompatibilitatea particulelor magnetice au fost utilizate 3 linii celulare:
celule de osteosarcom, fibroblasti si ADSC. Decongelarea celulelor criogenate a fost facuta la 37 °C
pe o baie de apa termostatatd, apoi spalate cu mediu de culturd complet pentru a elimina DMSO toxic
(Dimetilsulfoxid, Sigma Aldrich). Celulele au fost centrifugate la 300g timp de 5 min si se

resuspendate in 5 ml mediu complet, si subcultivate in flask-uri de 25 cm?.
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Dupa 72 de ore, celulele au fost detasate din flask-uri prin tripsinizare (tratare cu tripsina-
EDTA). Dupa adaugarea mediului de culturd complet, suspensia a fost centrifugata timp de 5 minute
la 300G, iar peleta rezultata a fost resuspendata in mediu complet. Densitatea celulard a fost
determinata prin utilizarea unui numarator automat de celule (Bio-Rad, TC20TM).

In final, celulele au fost insdmantate la o densitate de 10* celule/ml in plici cu fund plat cu 96
de godeuri si incubate 48 de ore la 37 °C, 5% COz si 95% umiditate pentru testele ulterioare. Mediul
de cultura a fost apoi inlocuit in unele dintre godeuri cu mediu proaspat care contine ferofluid dispersat
in concentratia prestabilitad. La 24 de ore dupd ce particulele au fost addugate, a fost efectuat testul
MTT (bromura de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazoliu) pentru a evalua viabilitatea celulara.
Testul MTT se bazeaza pe reducerea sarurilor de tetrazoliu de catre celulele active metabolic prin
intermediul enzimelor dehidrogenaza, iar formazanul violet intracelular rezultat poate fi solubilizat si
cuantificat prin metode spectrofotometrice.

Viabilitatea celulara (%) a fost calculata folosind urmatoarea relatie:

oD id-OD
VC (%):100 X Ferrofluid Blank
ODControl'ODBlank

unde VC(%) reprezinta viabilitatea celulara si OD reprezinta densitatea opticd a godeurilor care contin
(@) celule cu ferofluid (ODrerrofiuia), (b) numai celule (ODcontrol) si (¢) mediu de cultura fara celule
(ODglank). Absorbanta probelor a fost masurata la lungimea de undd de 570 nm utilizand
spectrofotometrul Multi-Mode Microplate Reader Synergy HTX.

Utilizarea particulelor magnetice pentru distrugerea celulelor canceroase prin efect magneto-
mecanic implici ci aceste MNP sunt biocompatibile si nu prezinti efecte citotoxice. inainte de
expunerea lor la cdmpuri magnetice variabile, ferofluidul obtinut din particulele magnetice Fe-Cr-Nb-
B, a fost evaluat indirect prin masurarea ratei de proliferare a celulelor expuse la concentratii
crescatoare (intre 0,5 si 2 mg/ml) de MNP adaugate in cultura celulara. Testele au fost efectuate pe
mai multe tipuri de linii celulare: osteosarcom, ADSC si fibroblasti. Viabilitatea celulard a fost
evaluata utilizand testul MTT. Nu s-a observat niciun efect citotoxic pentru nici una dintre cele trei
linii celulare, chiar si la concentratii de MNP de pana la 2 mg/ml (Figura 10). Controlul a constat din
culturi de celule fara MNP.
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Figura 10. Viabilitatea celulara dupa 24 de ore de incubare cu concentratii crescatoare de particule

magnetice de Fe-Cr-Nb-B, evaluata prin testul MTT [74]

Ferofluidul a ardtat o biocompatibilitate excelenta atat pe termen scurt, cét si pe termen lung
(zece zile) atunci cand a fost testat pe aceleasi linii celulare si in concentratii mai ridicate. Rezultatele
de citotoxicitate au evidentiat ca viabilitatea celulara este similard cu cea a controlului (considerata ca
fiind 100%) pentru probele evaluate la 24 de ore de la incubare, mentindndu-se la niveluri ridicate
(deviatia standard a fost de 1,26%), In cazul probelor evaluate dupa 10 zile (Figura 11), viabilitatea
este mai mare decat a probele de control, ceea ce demonstreaza ca particulele evaluate nu au efecte
citotoxice asupra celulelor chiar daci sunt incubate pentru o perioada atat de lunga de timp. in plus,
rezultatele au evidentiat faptul c@ prezenta acestor particule duce la cresterea activitatii metabolice si

proliferarea ridicata, in special pentru fibroblasti (deviatia standard a fost de 0,46%).
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Figura 11. Viabilitatea celulara dupa 10 zile de incubare cu concentratii crescatoare de particule

magnetice de Fe-Cr-Nb-B, evaluata prin testul MTT (rezultate proprii, nepublicate)

25



Actuarea magneto-mecanica a particulelor magnetice in procesul de distrugere a
celulelor canceroase. Teza de doctorat

Masurarea cantitativa a proceselor metabolice celulare reprezinta una dintre cele mai utilizate
si mai fiabile metode de evaluare a viabilititii celulare. In general, astfel de masuratori sunt efectuate
dupa 2-3 zile de incubare a celulelor. Cu toate acestea, pentru a avea o indicatie puternica a viabilitatii
celulare dupa expunerea continud pe termen lung la particule magnetice, am extins fereastra de timp a
experimentelor pana la 10 zile de incubatie.

Aceastd abordare ne-a oferit date fiabile cu privire la absenta efectelor citotoxice a acestor
particule magnetice. Putem aprecia cd fenomene precum apoptoza celulara nu sunt induse de prezenta

exclusiva a MNP 1n mediul de cultura celular.

3.2. Efectul actuirii magneto-mecanice produs de particulele magnetice de Fe-Cr-Nb-B
asupra celulelor normale si tumorale

Celulele de OS, ADSC si FB au fost insamantate in placi cu 24 de godeuri si incubate pana la
o confluenta de 90%. Am adaugat MNP in concentratii de 0,5, 1 si 2 mg/ml si am lasat probele pentru
incubare timp de 2 sau 24 de ore. Ulterior, probele au fost actuate magneto-mecanic pentru diferite
perioade de timp si s-a efectuat testul MTT.

Instalatia experimentald pentru actuarea magnetomecanica a fost realizata la IFT-Iasi si consta
dintr-un sistem personalizat de patru bobine plasate in cruce, care pot produce un camp magnetic
rotativ. Sistemul permite reglarea intensitatii campului magnetic, frecventa acestuia si timpul de
expunere. In centrul sistemului de bobine existad un spatiu de aproximativ 20 cm® in care campul
magnetic este uniform si in care se pot amplasa placile de cultura celulara. Campul magnetic utilizat
in aceastd aplicatie are 8 mT si o frecventd de 2 Hz. Figura 12 arata variatia viabilitatii OS dupa
actuarea magnetica timp de 30 de minute la concentratii crescatoare. Celulele au fost incubate anterior

cu MNP timp de 24 de ore. Au fost utilizate concentratii de MNP variind de la 0,5 si 2 mg/ml.
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Figura 12. Viabilitatea OS dupa MMA cu cresterea concentratiei de MNP, asa cum a fost evaluata
prin testul MTT. Se observa o scddere semnificativa a viabilitatii celulare sub 30% la concentratia de

1 mg/ml de MNP in comparatie cu celelalte probe [74]

Exista o scadere semnificativa a viabilitatii celulare care atinge un minim pentru suspensia de
MNP cu o concentratie de 1 mg/ml. Este de remarcat faptul ca o crestere a concentratiei de MNP la 2
mg/ml conduce la o reducere mai mica a viabilititii OS atunci cand este expus la MMA (deviatia
standard a fost de 42,56%). Acest efect s-ar putea explica prin faptul ca o densitate crescutd a
particulelor pe unitate de volum nu permite o miscare de rotatie libera care ar induce distrugerea
celulelor. Avand in vedere aceste rezultate, toate experimentele ulterioare au fost efectuate folosind o
concentratie de 1 mg/ml MNP in mediul de culturd celulard. Fiecare actuare magneto-mecanica

aplicata a avut o durata de 30 de minute.
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Figura 13. Viabilitatea celulara dupa MMA realizat de doua ori, a OS, ADSC si FB,
incubate cu 1 mg/ml de MNP. [74]

Dupa ce am testat ce concentratie de MNP ofera cel mai inalt nivel de distrugere al OS dupa
realizarea MMA, am evaluat efectele tratamentului asupra OS, ADSC si FB folosind concentratia de
1 mg/ml de MNP, dar cu doua actudri magneto-mecanice efectuate la 24 de ore dupa incubare, cu 24
de ore intre fiecare tratament.

Pentru OS s1 ADSC, dublarea numarului de tratamente MMA duce la viabilitati sub 5%, in
timp ce pentru FB, viabilitatea este peste 70%, aratand ca celulele normale nu sunt la fel de afectate

de aceste tratamente (deviatia standard a fost de 1,05%).
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3.3. Evaluarea cantitativa si calitativd a prezentei nanoparticulelor magnetice in
interiorul celulelor

Am testat fezabilitatea incorporarii particulelor de Fe-Cr-Nb-B in ADSC pentru transportul
acestora in zona celulelor canceroase utilizand teste calitative (imagini SEM si TEM) si cantitative

(testul ferozind).

3.3.1. Testul pentru determinarea cantititii de particule internalizate de celulele ADSC si
(ON)
Testul de evaluare cantitativa a prezentei MNP internalizate de celule se numeste testul ferozina

si se bazeaza pe determinarea ionilor de fier din interiorul acestora.

OS si ADSC au fost cultivate in placi cu 24 de godeuri. MNP au fost addugate dupa 48 de ore
(dupa ce au ajuns la confluentd), iar cuantificarea cantitatii de fier a fost efectuata dupa interactiunea
celula-particula timp de 24 de ore.

La 24 de ore dupa adaugarea MNP in mediul de cultura, celulele au fost spalate de doua ori cu
PBS rece pentru a indeparta orice MNP extracelular. Placile cu celule au fost congelate timp 24 de
ore, dupa care s-au adaugat 200 pl de NaOH 50 nM in godeuri, iar placa a fost agitata timp de 2 ore.
Supernatantul celular (100ul) a fost apoi transferat in tuburi Eppendorf de 1,5 ml si amestecat cu 100
ul de 10 mM HCI si 100 pl de reactiv de eliberare a fierului (o solutie proaspat preparata din volume
egale de 1,4 M HCI 5i 4,5% (g / v) KMnOg in apa distilata. Aceste amestecuri au fost incubate timp de
2 ore la 60°C intr-o etuva, iar dupa racire s-a adaugat 30 pl de reactiv de detectie a fierului (6,5 mM
ferozind, neocuproina, 2,5 M acetat de amoniu si 1 M acid ascorbic dizolvate in apd). Dupa 30 de
minute, 280 pl din solutia obtinuta in fiecare tub au fost transferate intr-o placa cu 24 de godeuri pentru
masuratorile spectrofotometrice la o lungime de unda de 550 nm.

In prealabil a fost realizati o curba de etalonare in intervalul de concentratie 0-300 pM FeCls

in HCI 10 mM pentru determinarea exactd a continutului de fier din fiecare proba.
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Figura 14. Continutul de MNP intracelular pentru OS si ADSC dupa 24 de ore de incubare
cu particulele magnetice Fe-Cr-Nb-B [74]

Cantitatea de fier per celula a fost evaluatd la 24 de ore dupd addugarea MNP 1n mediul de
culturd. Am calculat continutul de fier in celulele incarcate cu MP dupa scaderea cantitatii de fier care
se gaseste in mod natural in celulele neincarcate cu MNP in conditii de culturd similare. ADSC, avand
dimensiuni mai mari, incorporeaza cantitati mai mari de MNP (1,12 ng MNP per celuld) decat OS
(0,31 ng MNP per celula) - Figura 14 (deviatia standard a fost de 0,05%). Trebuie mentionat ca
indiferent de cantitatea de MNP adaugata in mediul celular, aceasta nu influenteaza aproape deloc
cantitatea de MNP gasite intr-o celuld. Internalizarea MNP, un proces membranar activ, se realizeaza
mai degraba in dependenta de durata interactiunii particulelor cu celulele, decat in dependenta de

concentratia lor in mediul de cultura.

3.3.2. Microscopia electronica utilizati pentru vizualizarea celulelor si a particulelor
magnetice de pe suprafata si din interiorul celulelor.

Pentru a evalua In continuare interactiunea celula-MNP si pentru a demonstra internalizarea
MNP, am folosit microscopia electronica de scanare (HR-SEM) si de transmisie (HR-TEM) de inalta
rezolutie.

Pentru imagistica HR-SEM am pregatit mostre OS si ADSC crescute pe bucati de siliciu plasate
in godeurile unei placi cu 24 de godeuri pana la confluenta de 80% si incubate cu MNP timp de 24 de
ore. Suprafata culturii a fost spalata cu PBS pentru a indeparta MNP neatasate, iar celulele au fost
fixate cu un amestec de solutie de glutaraldehida si solutie de tetraoxid de osmiu. Ulterior acestor pasi,

celulele au fost deshidratate folosind solutii de etanol in concentratii crescatoare, si uscate in hota

29



Actuarea magneto-mecanica a particulelor magnetice in procesul de distrugere a
celulelor canceroase. Teza de doctorat

biologica si in vid. Placutele de siliciu au fost apoi acoperite prin pulverizare cu un strat de aur de 5
nm. Imaginile acestor probe au fost obtinute cu un microscop electronic cu scanare (SEM) UHR-SEM
Carl Zeiss NEON 40 EsB CrossBeam [73].

In figura 21, ce contine imagini HR-SEM cu celulele OS si ADSC incubate 24 de ore cu MNP
se evidentiaza cantitatea ridicatd de particule ce par sa adere pe suprafata membranei celulare, in ciuda

numeroaselor spalari necesare de procesarea celulara pentru SEM (Figura 15-a, b).

Figura 15. Imagini SEM ale ADSC (a) si OS (b) acoperite cu MNP [74]

In vederea realizirii probelor pentru TEM, OS si ADSC au fost crescute intr-un flacon de tip
T25 pana la confluenta si incubate cu 200 pg/ml MNP timp de 24 de ore. Dupa incubare, supernatantul
a fost indepartat si celulele au fost spalate de trei ori cu PBS pentru a indeparta particulele in exces,
apoi au fost tripsinizate si centrifugate timp de 5 minute la 300g pentru a forma o peletd pe fundul
unui tub de centrifuga de 15 ml. Peleta a fost tratata cu un amestec proaspat de 2,5% glutaraldehida in
PBS timp de 2 ore, la temperatura camerei. Dupa ce fixarea a fost completa, proba a fost clatita cu
PBS si tratata cu tetraoxid de osmiu 1% in PBS timp de 1 ora, apoi spalatd repetat cu PBS si apa.
Deshidratarea probei a fost efectuata prin utilizarea unei serii gradate de concentratii de etanol (50, 70,
90 si 100%), urmata de incorporarea probei in rasind epoxidica, uscata, tdiata cu un ultramicrotom si
vizualizatd cu TEM UHR-TEM LIBRA®200MC/Carl Zeiss GmbH.

MNP par sa fie incorporate in ADSC, precum si in OS, (Figura 16 a, b). ADSC, fiind celule
mai mari, sunt capabile sd Incorporeze o cantitate mai mare de MNP in comparatie cu OS, dar ambele
tipuri de celule internalizeaza MNP. In interiorul celulelor, MNP pot fi observate in lizozomi, organite
celulare responsabile cu digestia in interiorul celulelor, reprezentand cea mai probabila metoda de

internalizare.
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Figura 16. Imagini TEM ale ADSC (c) si OS (d) cu MNP internalizate [74]

Luand in considerare aceste rezultate, putem concluziona cd MNP nu numai cd adera la
suprafata celulei, ci sunt si internalizate de celule fara a deteriora membrana celulara. Aceste rezultate
ofera o baza solida pentru ipoteza ca actuarea magnetomecanica a MNP care se afla in contact strans
cu membrana celulara si organitele celulare, poate afecta viabilitatea celulei prin intermediul diferitelor

mecanisme de deteriorare a membranei si lizozomilor.

3.4. Transportul si eliberarea particulelor magnetice de Fe-Cr-Nb-B utilizind celule

stem adipoase

3.4.1. Motilitatea ADSC in vitro.

Motilitatea celulara a fost evaluata in vitro utilizand un ,,test de vindecare a ranilor” si evaluarea
imagistica folosind un microscop inversat (Live Imaging). Migratia ADSC incarcate cu MNP catre
zona celulelor tumorale a fost inregistratd utilizind metoda time-lapse si interpretarea computationala
a rezultatelor (Image J). Inainte de evaluare, cele doud populatii de celule (ADSC-MNP si OS) au fost
separate printr-un spatiu liber de aproximativ 0,5 mm realizat mecanic folosind un varf de pipeta.
Analiza imaginilor a ardtat cd ADSC incarcat cu MNP a fost capabil sd tinteasca celulele de
osteosarcom. Mai mult, viteza celulara calculatd a ADSC-MNP a fost aproape dubla in comparatie cu

ADSC lipsite de MNP (proba de control) in conditii de culturd similare (Figura 25).

31



Actuarea magneto-mecanica a particulelor magnetice in procesul de distrugere a
celulelor canceroase. Teza de doctorat

ADSC

ADSC_MP

ADSC-0S

ADSC_MP-0S

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00
Distanta parcursa (um)

Figura 17. Motilitatea celulara a celulelor cu si fara MNP [74]
Cea mai mare distanta inregistratd a fost in cazul ADSC incarcate cu MNP si cultivate impreuna
cu celule OS. Distanta parcursa a fost de aproximativ 920 um in 24 de ore, aproape dublu fatd de

ADSC-urile lipsite de MNP cultivate impreuna cu OS.

3.5. Evaluarea in vitro a distrugerii celulelor canceroase induse de particule Fe-Cr-Nb-B
actuate magneto-mecanic

Dupa incubarea de 24 de ore, godeurile cu ADSC si MNP au fost tripsinizate, celulele
resuspendate Tn mediu de culturd proaspat, iar amestecul de celule si mediu a fost addugat in cultura
de OS din placile cu 24 de godeuri. La doua ore dupd adaugarea ADSC incarcat cu MNP in godeurile
cu OS, acestea au fost actuate magneto-mecanic timp de 30 de minute pentru a distruge ADSC si a
elibera MNP in mediu. Probele au fost lasate in incubator timp de 24 de ore (timp in care MNP eliberate
anterior au fost internalizate de OS) si apoi actuate magneto-mecanic din nou pentru a distruge celulele
de osteosarcom. Pentru a realiza actuarea magneto-mecanica a particulelor din aceste probe am folosit
acelasi sistem mentionat anterior, intensitatea fiind de 8 mT si frecventa de 2 Hz.

Scopul final al acestui studiu a fost de dezvolta o metoda prin care sd scddem viabilitatea
celulelor canceroase prin actuarea magneto-mecanica a particulelor magnetice transportate prin
intermediul celulelor ADSC. In acest sens am testat efectul actuirii magneto-mecanice a particulelor
magnetice transportate de ADSC catre celulele de osteosarcom intr-un model in vitro de interactiune
celulard prin incarcarea ADSC cu particule si livrarea la celulele OS urmata de actuarea magnetica a
amestecului celular. Am folosit protocolul de actuare magneto-mecanica dubla, constand intr-o prima
actuare la cateva ore dupa incubarea celulelor-particule si a doua actuare la 24 de ore dupa prima
expunere in cdmp. Folosind acest protocol, MMA a fost efectuat initial pentru a distruge ADSC-MNP

cu scopul de a elibera particulele magnetice.
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Figura 18. (a) Viabilitatea OS dupa MMA a amestecului de celule - OS simple si ADSC incércate;
(b) Viabilitatea FB dupa MMA a amestecului de celule FB si ADSC-MNP [74]

Figura 14 aratda ca MMA induce o scadere a viabilitatii ADSC-MNP pana la o valoare de pana
la 2%, ceea ce asigura ca particulele vor fi eliberate aproape complet dupa actuare. La 24 de ore dupa
acest tratament, probele sunt din nou actuate magneto-mecanic pentru a distruge OS. Rezultatul
prezentat in Figura 18-a evidentiaza faptul cd viabilitatea celularad scade la 21% dupa MMA (deviatia
standard a fost de 0,08%). Pentru a verifica dacda MMA, in eventualitatea utilizarii in terapie, nu va
afecta tesutul normal din jurul zonei canceroase, a fost efectuat un test similar inlocuind OS cu FB
(Fig. 27-b). In acest caz, viabilitatea celulara dupa expunerea dubld la MMA a scizut cu doar 3%, o

mica proportie a celulelor fiind afectatd in comparatie cu OS.
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Concluzii

Scopul principal al acestei lucrari a fost de a sintetiza, caracteriza si testa particule magnetice
de tipul Fe-Cr-Nb-B cu aplicatii in terapia cancerului, in special in tratamentul cancerului osos. in
acest sens au fost stabilite conditiile de actuare magnetica (durata de actuare, concentratie particule,
interval de repetare) care conduc la eficienta maxima a acestor tratamente asupra distrugerii celulelor
canceroase si a fost dezvoltata o metoda de a transporta si elibera particulele magnetice in zona cu
celule de osteosarcom si actuarea magneto-mecanica a acestora dupd internalizarea in celulele
canceroase.

1. Au fost sintetizate particule cu compozitia Fees2Cri15Nbo3B2o prin macinarea benzilor
precursoare folosind mécinarea mecanica in moara cu bile in prezenta acidului oleic. Particulele
obtinute au fost spalate si resuspendate sub forma unui ferofluid in solutie de gluconat de calciu.

Particulele obtinute au fost caracterizate din punct de vedere dimensional, folosind DLS, care
evidentiaza ca particulele au dimensiuni intre 20 si 300 nm, avand diametrul mediu de 106 nm. Pentru
a corobora aceste rezultate, au fost realizate imagini cu particulele magnetice folosind HR-SEM,
imagini care aratd particule cu dimensiuni sub 200 nm, cu forme paralelipipedice. Suprafata
particulelor obtinute prin macinare a fost analizata si prin intermediul spectroscopiei in infrarosu cu
transformatad Fourier, rezultate ce nu doar confirma compozitia aliajului utilizat in obtinerea acestor
probe, dar si absenta oxidarii ce afecteaza adesea procesele de sinteza a multor tipuri de particule
magnetice ce contin fier. Un ultim pas in testarea acestor particule magnetice a fost reprezentat de
realizarea evaludrii magnetizatiei de saturatie, de 90 emu/g, caracteristicd importanta in utilizarea
particulelor magnetice in conditiile aplicarii actudrii magneto-mecanice.

2. Au fost realizate teste de evaluare a biocompatibilitatii particulelor magnetice de tipul Fe-
Cr-Nb-B in diferite concentratii si intervale de timp de incubare. Viabilitatea celulelor de osteosarcom,
ADSC si fibroblasti umani normali a fost evaluata atat la 24 de ore cat si la 10 zile de incubare cu
particulele magnetice in diferite concentratii. Pentru toate concentratiile de particule testate,
viabilitatea nu scade sub cea a culturilor de celule control ci chiar o depaseste pe aceasta, fapt ce
confirma biocompatibilitatea acestor nanomateriale.

3. A fost evaluat efectul actudrii magneto-mecanice asupra celulelor de osteosarcom in prezenta
mai multor concentratii de particule magnetice. Concentratia de 1 mg/ml induce scaderea cea mai
semnificativa asupra viabilitatii celulare atunci cand proba este actuatda magneto-mecanic 30 minute

intr-un camp magnetic rotativ de intensitate 8 mT si frecventa de 2 Hz.
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4. A fost stabilit cel mai eficient mod de a efectua actuarea magneto-mecanica, la 24 de ore
dupa incubarea MNP cu celule, prin aplicarea a doua actuari magneto-mecanice, timp de 30 minute,
cu intervale de 24 de ore Intre tratamente pentru ca viabilitatea celulelor de osteosarcom sa fie redusa
1a4,2%. In aceleasi conditii de testare, viabilitatea celulelor ADSC, cu rol transportatori ai MNP scade
pana la 2%, iar viabilitatea celulelor FB, celule de control, cu dezvoltare normala, viabilitatea scade
pana la 76%.

5. A fost verificata posibilitatea de a utiliza celule de ADSC ca transportatori pentru MNP, dar
si modul 1n care OS internalizeaza MNP, prin intermediul testului cu ferozina ce evalueaza cantitativ
prezenta MNP in celule, ADSC internalizand aproximativ 1,1 ng MNP per celula, comparativ cu OS
ce internalizeaza aproximativ 0,3 ng MNP per celula. De asemenea, a fost confirmata calitativ prezenta
MNP pe suprafata membranei celulare folosind HR-SEM si in interiorul acestora prin intermediul HR-
TEM.

Deoarece ADSC vor fi folosite cu scopul de a transporta MNP spre celulele de osteosarcom, a
fost evaluata abilitatea acestora, atat incarcate cu MNP, cat si In absenta MNP, de a se deplasa catre
celulele de osteosarcom. Rezultatele indica faptul ca ADSC Incarcate cu MNP prezinta cea mai ridicata
motilitate atunci cand se deplaseaza catre celulele de osteosarcom.

6. In final a fost evaluata viabilitatea celulelor de osteosarcom si a fibroblastilor dupa actuarea
magneto-mecanici dubli in prezenta MNP transportate de ADSC. In acest sens a fost realizat testul
MTT, testul Live/Dead si testul de evaluare a markerilor apoptotici - caspaza 3/7. Rezultatele obtinute
dupa efectuarea acestor teste confirma reducerea viabilitétii celulelor de osteosarcom cu pana la 80%,
demonstrand eficienta metodei in distrugerea celulelor canceroase. Totodata, aceste teste evidentiaza
absenta unor efecte nocive asupra celulelor normale, cum sunt fibroblastii, prin realizarea acestor
tratamente.

Rezultatele obtinute si prezentate in aceastd lucrare confirmd ca ADSC sunt transportatori
adecvati ai particulelor magnetice de tip Fe-Cr-Nb-B in zona celulelor canceroase si pot fi actionate
magneto-mecanic pentru a elibera MNP. Internalizarea si ulterior actuarea magneto-mecanica acestora
conduce la moartea celulelor de osteosarcom, fara a afecta tesutul normal.

7. Rezultatele prezentate in aceastd tezd de doctorat au fost prezentate la conferinte
internationale de specialitate si au fost publicate in reviste stiintifice cotate ISI.

a) Lucrari prezentate la conferinte internationale:
1. ,,Simple method of preparing biological cell samples for SEM imaging of

nanomaterials adherent to the cell membrane” la 13th International Conference on
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Physics of Advanced Materials (ICPAM-13), autori A.E. Minuti, D.D. Herea, L.
Labusca, G. Stoian, N. Lupu, H. Chiriac, Spania, 2021.

2. ,,A ferrofluid based on Fe-Cr-Nb-B magnetic particles for biomedical application”
la JEMS2022 Hybrid Conference, autori Anca Emanuela Minuti, George Stoian,
Dumitru-Daniel Herea, Ecaterina Radu, Nicoleta Lupu, Horia Chiriac, Varsovia,
Polonia, 2022

3. ,,A simplified protocol for preparation of cell based biological samples for
observing nanomaterial surface adherence using scanning electron microscopy
imaging” la Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society
(TERMIS) European Chapter Conference, autori A.E. Minuti, D.D. Herea, L.
Labusca, G. Stoian, N. Lupu, H. Chiriac, Cracovia, Polonia 2022.

4. A straightforward method for cell sample preparation to allow a reliable image of
the nanomaterials adhering to the surface, using scanning electron microscopy” la
International Conference Analytical and Nanoanalytical Methods for Biomedical
and Environmental Sciences, “IC-ANMBES 2022, autori A.E. Minuti, D.D. Herea,
L. Labusca, G. Stoian, N. Lupu, H. Chiriac, Brasov, Romania, 2022.

b) Articole publicate sau trimise spre publicare in reviste cotate ISI

1. Minuti AE, Stoian G, Herea DD, Radu E, Lupu N, Chiriac H. 2022, Fe-Cr-Nb-B
Ferrofluid for Biomedical Applications. Nanomaterials (Basel), doi:
10.3390/nan012091488, 2022 Apr 27;12(9):1488. doi: 10.3390/nan012091488. IF
4,921. AIS=0,707

2. Minuti AE, Labusca L, Herea D-D, Stoian G, Chiriac H, Lupu N. A Simple Protocol
for Sample Preparation for Scanning Electron Microscopic Imaging Allows Quick
Screening of Nanomaterials Adhering to Cell Surface. International Journal of
Molecular Sciences. 2023; 24(1):430. https://doi.org/10.3390/ijms24010430, IF 6,208
AlS=1,028

3. Chiriac H, Minuti AE, Stavila C, Labusca L, Herea D-D, Stoian G, Ababei G, Lupu
N. Fe-Cr-Nb-B magnetic particles and adipose derived mesenchymal cells, triggers
for cancer cells apoptosis by magneto-mechanical actuation, Nanomaterials, 2023,
articol trimis spre publicare cu Id: nanomaterials-2520891. IF 4,921. A1S=0,707

c) Capitole de carte
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1. ,,Magneto-mechanical actuation of magnetic particles for cancer therapy” in cartea
»Magnetic sensors and actuators”, autori Horia Chiriac, Anca-Emanuela Minuti,
Dumitru-Daniel Herea, Luminita Labusca, Nicoleta Lupu, editura Elsevier, Woodhead
Publishing, 2023
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