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Introducere

In ultimele decenii, cercetarea in domeniul nanoparticulelor magnetice a cunoscut o
dezvoltare exponentiala, avand aplicatii semnificative in biomedicind, inginerie si stiintele
materialelor. Nanoparticulele magnetice sunt structuri de dimensiuni nanometrice, cu
proprietati magnetice deosebite, care le fac ideale pentru o gama larga de aplicatii biomedicale,
inclusiv imagistica prin rezonantd magneticd, livrarea tintitd a medicamentelor si terapii
antitumorale.

Nanoparticulele magnetice pot juca un rol semnificativ in acest proces prin influentarea
mediului celular si a mecanismelor de semnalizare. Atunci cand celulele incércate cu
nanoparticule magnetice sunt expuse la cAmpuri magnetice, se pot genera forte mecanice care
influenteaza structura citoscheletului si caile de semnalizare intracelulara.

Una dintre aplicatiile nanoparticulelor magnetice este eliberarea controlatd a
medicamentelor. Nanoparticulele pot fi incarcate cu medicamente terapeutice, cum ar fi
medicamentele antiinflamatoare sau cele antitumorale, si dirijate catre locul tinta utilizand un
camp magnetic extern. Aceastd metoda permite o eliberare localizatd a medicamentului,
reducand astfel efectele secundare sistemice si crescand eficacitatea tratamentului.

Actuarea magneto-mecanica reprezinta o metoda inovatoare de tratament al cancerului,
utilizdnd nanoparticule magnetice pentru a induce stres mecanic asupra celulelor tumorale. Prin
aplicarea unui camp magnetic alternativ, nanoparticulele aflate in interiorul celulelor
canceroase suferd miscari mecanice care pot provoca distrugerea celulelor tumorale prin diverse
mecanisme, inclusiv perturbarea membranei celulare, ruperea membranei lizozomale si
inducerea apoptozei ce duce la moarte celulara.

Scopul aceste teze/lucrari de doctorat, este de a investiga modul in care nanoparticulele
magnetice, in prezenta campurilor magnetice, influenteaza comportamentul celulelor umane.
In particular, se doreste evidentierea prin care aceste nanoparticule pot modula procesele
celulare precum proliferarea, diferentierea si apoptoza. De asemenea, lucrarea urmareste sa
contribuie la dezvoltarea unor noi abordari terapeutice bazate pe utilizarea nanoparticulelor
magnetice, atat in medicina regenerativa, unde ar putea stimula diferentierea celulara ce duce
la regenerarea tesuturilor, cat si in tratamentele antitumorale, unde ar putea creste eficacitatea
terapiilor existente si reduce efectele secundare.

In experimentele realizate au fost utilizate trei surse de celule. Celulele stem
mezenchimale reprezentate de celulele stem mezenchimale derivate din tesut adipos (ADSC)
si celulele stem mezenchimale din gelatina Wharton (WJMSC). Aceste celule provin din surse
abundente (tesut adipos obtinut prin liposuctie sau gelatina Wharton provenitd din cordonul
ombilical), cu capacitate multipotenta a celulelor ( diferentierea in numeroase tipuri de celule)
si posibilitatea de a fi recoltate in acord cu conditiile etice si consimtamantul informat. Celulele
stem contribuie la vindecarea tesuturilor afectate si au capacitatea de tintire a zonelor inflamate.
Din acest motive, aceste celule au fost selectate pentru experimentele din cadrul acestei teze.
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Al treilea tip de celule sunt celulele de osteosarcom uman, prescurtate HOS. Acesta este
un tip de carcinom uman, ce se dezvolta in cancerul de os. Este un tip agresiv prezent in special
la copii, adolescenti si adulti tineri si din pacate are o ratd de supravietuire mica. Unele tulpini
din acest cancer prezinta rezistenta la tratamentele antitumorale. Din acest motiv aceasta tulpina
de cancer osos a fost selectatd pentru teste in cadrul acestei teze.

In cadrul Institutului de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizicd Tehnici s-au realizat
anterior experimente ce au implicat actuarea magneto-mecanica a particulelor Fe-Cr-Nb-B
pentru distrugerea celulelor canceroase. Pe baza acestor studii, in continuare, in aceasta teza de
doctorat am dezvoltat o metoda cu eficientd crescutd ce a implicat incarcarea acestor
nanoparticule cu medicamente antitumorale si actuarea magneto-mecanicd. Sinergia dintre
aceste doua mecanisme a dus la o eficienta sporitd si la un timp mai scurt de tratament, cu efecte
adverse reduse.

Aceasta lucrare este compusa din 4 capitole, concluzii si bibliografie.

Capitolul 1. Interactiunea nanoparticulelor magnetice expuse in campuri
magnetice cu celulele umane

Acest capitol contine 0 prezentare a literaturii de specialitate privind nanoparticulele
magnetice si campurile magnetice, detaliind tipurile si proprietatile acestora. Se descriu
campurile magnetice statice si variabile, diferentele si aplicabilitatea fiecaruia in diverse
contexte. Sunt prezentate diferitele tipuri de nanoparticule magnetice, inclusiv oxizi de fier,
ferite si nanoparticule compozite, subliniind caracteristicile specifice fiecarui tip. De asemenea,
se mentioneaza modurile prin care nanoparticulele si campurile magnetice interactioneaza cu
celulele umane, inclusiv procesele de internalizare, influenta asupra viabilitatii si proliferarii
celulare, precum si mecanotransductia si efectele actuarii magneto-mecanice asupra structurilor
celulare.

Capitolul 2. Materiale si metode utilizate in cadrul acestei teze

Acest capitol descrie detaliat materialele si metodele utilizate pentru realizarea
experimentelor. Prima sectiune se concentreaza pe sinteza si caracterizarea nanoparticulelor de
magnetita, prin proceduri hidrotermale si mecano-chimice utilizate. Sunt prezentate sursele de
celule stem adulte, metodele de recoltare si tehnicile de incarcare a celulelor cu nanoparticule
de magnetitd. Metodele de cuantificare a potentialului de proliferare si diferentiere a celulelor
in prezenta campurilor magnetice sunt descrise in detaliu. A doua sectiune se concentreaza pe
nanoparticulele Fe-Cr-Nb-B, incluzdnd metodele de obtinere si caracterizare, procedurile de
incarcare a medicamentelor antitumorale si evaluarea eliberdrii acestora. Sunt descrise
metodele de actuare magneto-mecanica si evaluarea viabilitatii si citotoxicitatii celulelor in
prezenta nanoparticulelor magnetice.

Capitolul 3. Proliferarea si diferentierea celulelor incircate cu nanoparticule
magnetice in prezenta caimpului magnetic



Acest capitol prezinta in detaliu efectele campurilor magnetice statice asupra proliferarii
si diferentierii celulelor incarcate cu nanoparticule magnetice. Se prezintd metodele de formare
a sferoizilor sub influenta campului magnetic static, de evaluare a viabilitdtii proliferarii si
diferentierii sferoizilor celulari si motilitétii celulare.

In continuare a fost evaluati viabilitatea si diferentierea celularia (adipogeneza,
osteogenezd) 1n functie de timpii de actuare in cdmp magnetic (ACM) a celulelor ADSC
incdrcate cu nanoparticule de magnetita. Dupa stabilirea timpilor de expunere in cimp magnetic
s-a testat diferentierea condrogenicd comparativa a celulelor ADSC si WIMSC. Rezultatele
obtinute aratd modul in care campurile magnetice pot modula comportamentul celulelor,
stimuland procesele de regenerare si diferentiere in celule stem mezenchimale.

Capitolul 4. Distrugerea celulelor canceroase prin actuarea magneto-mecanica a
nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B incarcate cu medicamente antitumorale

Capitolul patru prezinta rezultatele privind utilizarea nanoparticulelor magnetice Fe-Cr-
Nb-B incarcate cu medicamentele mitoxantrona (MTX) si doxorubicina (DOX) pentru
tratamentul cancerului. Sunt detaliate eficienta Incarcarii medicamentelor pe particulele de Fe-
Cr-Nb-B si curbele de eliberare ale acestora pe parcursul a 72 de ore la pH de 4,5, 6 si 7,4,
precum si modelele matematice ce caracterizeaza eliberarea. De asemenea, sunt descrise in
detaliu metodele de actuare magneto-mecanicad si rezultatele obtinute in ceea ce priveste
viabilitatea si citotoxicitatea celulelor canceroase in urma tratamentului cu nanoparticule Fe-
Cr-Nb-B incarcate cu medicamente. Se discutd modul prin care actuarea magneto-mecanica
poate induce apoptoza in celulele tumorale si sunt prezentate imagini de microscopie ce prezinta
celulele vii si moarte dupa actuare, demonstrand eficacitatea sinergiei dintre cAmp magnetic si
medicamente antitumorale, pentru dezvoltarea unor terapii mai eficiente si mai putin invazive.

Mentionam ca cercetarile acestei teze au fost efectuate in baza unor contracte de
cercetare ale INCDTF. De asemenea, in cadrul tezei au fost utilizate si resurse din fondurile
destinate doctoranzilor universitatii ,,Alexandru loan Cuza” din Iasi.



Capitolul 1. Interactiunea nanoparticulelor magnetice expuse in cAmpuri magnetice cu
celulele umane

In cadrul acestei lucrari de doctorat am studiat influenta cAmpului magnetic si a
nanoparticulelor magnetice asupra proceselor si mecanismelor celulare, cu accent pe
proliferarea si diferentierea celulelor stem. Celulele stem sunt singurele celule capabile de
diferentiere 1n celule cu functie definita. Aceste celule provin din surse abundente si corespund
tuturor cerintele pentru utilizarea in posibile terapii regenerative. Celulele stem prezintd o
capacitate superioara de internalizare a particulelor magnetice.

De asemenea, in cadrul acestei teze, am studiat, procesul de distrugere a celulelor
canceroase de osteosarcom uman prin efect magneto-mecanic, utilizand particule de Fe-Cr-Nb-
B incarcate cu medicamente anti-tumorale.

Pentru a evalua impactul asupra celulelor umane, s-au utilizat atat cimpuri magnetice
stationare, generate de magneti permanenti precum NdFeB, cat si campuri magnetice variabile,
produse in sisteme de bobine, la frecvente joase si intensitati moderate. Aceste experimente au
avut ca scop s ofere o Intelegere mai profunda a modului in care interactiunile intre cAmpurile
magnetice si particulele magnetice pot afecta comportamentul celular, inclusiv in ceea ce
priveste diferentierea celulara si terapia cancerului.

1.1.  Nanoparticulele magnetice
Nanoparticulele magnetice (MNP) sunt structuri extrem de mici, de ordinul
nanometrilor, care posedd proprietdti magnetice remarcabile. Acestea au castigat o atentie
considerabild in diverse domenii stiintifice si tehnologice, datoritd aplicatiilor potentiale in
biomedicina, mediu si electronica. Proprietitile unice ale MNP sunt determinate de
dimensiunile lor mici, compozitia chimica specifica si forma lor, care le conferd caracteristici
magnetice distincte.

1.1.1. Tipuri de nanoparticule magnetice
Nanoparticulele magnetice sunt clasificate in functie de materialul din care sunt
compuse si de comportamentul lor magnetic. Cele mai comune tipuri de MNP includ: oxizi de
fier, ferite, nanoparticule metalice si nanoparticule compozite.

1.1.1.1. Okxizii de Fier

Magnetita (FesOs) este unul dintre cei mai utilizati oxizi de fier in aplicatiile
biomedicale. Nanoparticulele de magnetitd pot fi superparamagnetice la dimensiuni mici si pot
fi usor functionalizate pentru diverse aplicatii. Nanoparticulele SPION (Superparamagnetic
Iron Oxide Nanoparticles) sunt utilizate in domeniul medical pentru imagistica prin rezonanta
magnetica, datoritd proprietatilor lor superparamagnetice care permit imbunatatirea contrastului
si vizualizarea mai clara a structurilor biologice. Magnetita este intens studiata pentru aplicatii
medicale: agent de contrast in imagistica prin rezonantd magneticd, tehnici de livrare tintita a
medicamentelor si genelor, inginerie tisulara si medicind regenerativa, tratamente anticancer

[1].
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Maghemita (y-Fe2O3) este un alt oxid de fier important, cunoscut pentru stabilitatea sa
chimica si proprietatile superparamagnetice la dimensiuni nanometrice. Nanoparticulele de
maghemitd sunt utilizate in aplicatii similare cu cele ale magnetitei, inclusiv in terapii
hipertermice si in separarea magnetica [2].

1.1.1.2. Nanoparticule Compozite
Nanomaterialele magnetice compozite reprezinta o categorie de materiale care combina
proprietatile magnetice unice ale nanoparticulelor cu avantajele mecanice si fizice ale unei
matrice conventionale. Aceste materiale sunt formate prin integrarea nanoparticulelor
magnetice, cum ar fi feritele sau nanoparticulele de fier, acoperindu-le cu un invelis polimeric,
ceramic sau metalic, rezultand compozite cu performante imbundtétite si noi functionalitati.

De asemenea, din categoria materialelor magnetice compozite fac parte si particulele
formate din aliaje, de exemplu: Fe-Pt, Fe-Pd, Co-Pt, Fe-Cr-Nb-B. Nanoparticulele magnetice
compozite formate din aliaje sunt constituite din doud sau mai multe metale, care pot fi dispuse
intr-o structura core-shell (nucleu-invelis) sau intr-o structurd omogena. Aceasta combinatie
permite ajustarea proprietatilor magnetice, termice si chimice ale nanoparticulelor prin variatia
compozitiei si a metodei de sinteza [3].

1.1.2. Dimensiuni, Forme si Proprietati Magnetice
Dimensiunile nanoparticulelor magnetice variaza de obicei Intre 1 si 100 nanometri.
Forma lor poate influenta semnificativ proprietatile magnetice si aplicabilitatea. Dimensiunea
nanoparticulelor magnetice afecteaza semnificativ comportamentul lor magnetic. in general,
nanoparticulele magnetice prezintd doud regimuri magnetice principale: superparamagnetism
si feromagnetism.

Superparamagnetismul se manifestd atunci cdnd dimensiunile nanoparticulelor sunt sub
o anumitd limitd critici (de obicei sub 10 nm pentru magnetiti). In acest regim, fiecare
nanoparticuld poate fi consideratd un singur domeniu magnetic, si momentele magnetice ale
particulelor pot fluctua liber. Acest fenomen conduce la o magnetizatie neta zero in absenta
unui camp magnetic extern si 0 magnetizare rapida si complet reversibila in prezenta unui cdmp
magnetic [4].

Nanoparticulele prezinta comportament feromagnetic, similar cu materialele magnetice
conventionale atunci cand au dimensiuni mai mari decat o limita criticd. Acestea contin mai
multe domenii magnetice si pot avea anizotropie magnetica [5].

Forma nanoparticulelor magnetice este determinanta pentru proprietatile lor magnetice
si functionale. Acestea pot fi sintetizate in diferite forme, cum ar fi: sferice, cubice, elipsoidale,
discuri, nanofire, dendritice sau forme mai complexe precum tije sau forme neregulate [6].
Alegerea formei potrivite este esentiald pentru optimizarea performantei lor in aplicatii
specifice.

Incircarea nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B cu cele doud medicamente antitumorale s-a
realizat prin combinatia a doud metode descrise mai sus. Metoda de functionalizare fizica prin
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interactiuni van der Waals si forte electrostatice, dar si metoda covalenta prin legatura metal-
oxigen confirmata prin FT-IR.

1.2. Culturi celulare
1.2.1. Celula: structuria, componente si functiile acestora

Celulele umane reprezintad unitatea fundamentala a vietii, fiind elementele constitutive
ale tuturor tesuturilor si organelor din corpul uman. Fiecare tip de celula din corp are o functie
specifica si este adaptata pentru a indeplini anumite sarcini, de la celulele musculare care permit
miscarea, la neuronii care transmit impulsuri nervoase. Studiul celulelor umane si utilizarea
culturilor celulare au revolutionat biologia si medicina, permitand descoperiri semnificative n
ceea ce priveste intelegerea mecanismelor bolilor, dezvoltarea de noi terapii si testarea
medicamentelor.

Celulele umane sunt eucariote, adica au un nucleu bine definit care contine materialul
genetic (ADN). In interiorul acestora sunt prezente organite specializate, cum ar fi
mitocondriile, care sunt responsabile de producerea energiei, reticulul endoplasmatic, care
participa la sinteza proteinelor si lipidelor, si aparatul Golgi, care este implicat in modificarea,
sortarea si transportul proteinelor [7].

Unul dintre organitele importante din celula este lizozomul. Lizozomii sunt organite
sferice, care contin enzime hidrolitice ce sunt capabile sa degradeze diverse tipuri de
macromolecule, cum ar fi proteine, lipide, carbohidrati si acizi nucleici.

Toate structurile enumerate mai sus sunt incapsulate de o membranad celulara.
Membrana este stratul bilipidic exterior ce permite transportul substantelor prin diverse
mecanisme. Transportul pasiv se realizeaza atunci cand moleculele se deplaseaza de-a lungul
gradientului lor de concentratie farda consum de energie. Transportul activ are loc cand
moleculele sunt transportate Impotriva gradientului lor de concentratie, utilizand energie. lar
endocitoza si exocitoza reprezintd procese prin care celula internalizeaza materiale (endocitoza)
sau elimina produse de excretie si secretie (exocitoza) prin vezicule membranare [8].

Componenta ce se afl intre nucleu si membrani se numeste citoplasma. In interiorul
citoplasmei se afld toate organitele celulare, dar si partea ce ii oferd rezistentd, si anume
citoscheletul celular. Citoscheletul este o retea de fibre proteice care se extinde prin citoplasma,
oferind suport structural si facilitand miscarea si transportul intracelular. Citoscheletul este
compus din trei tipuri principale de filamente acestea fiind microtubulii, microfilamentele si
filamentele intermediare. Citoscheletul determind forma si deplasarea unei celule, in timp ce
genereaza si transmite semnale mecanice ce apoi influenteaza soarta acelei celule [9].

1.2.2. Culturile celulare
Culturile celulare reprezinta tehnica de crestere a celulelor intr-un mediu controlat, in
afara organismului viu. Culturile celulare au devenit un instrument esential in cercetarea
biomedicald, oferind un model simplificat si controlabil pentru studierea proceselor biologice
complexe.
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1.2.2.1. Celule normale si celule canceroase in cultura monostrat 2D
Celulele normale si celulele canceroase reprezintd doua tipuri fundamentale de celule in
organism, avand caracteristici distincte care le separa in mod semnificativ. Intelegerea acestor
diferente este esentiald pentru cercetdrile Tn domeniul biologiei celulare si oncologiei, deoarece
ofera perspective asupra mecanismelor care stau la baza dezvoltarii cancerului si a potentialelor
strategii terapeutice.

Celulele normale sunt unitatile de baza ale organismelor vii, descrise printr-0 Serie de
caracteristici esentiale:[10]

v Ciclu celular regulat - celulele normale au un ciclu celular strict controlat de diverse
puncte de control si semnale moleculare care asigura diviziunea celulard ordonata si
corecta.

v Apoptoza - un mecanism vital pentru mentinerea homeostaziei tisulare este apoptoza,
un proces programat de moarte celulara care elimind celulele deteriorate sau inutile.

v Comunicare intercelulara - celulele normale comunica eficient prin semnale chimice si
conexiuni fizice, mentinand functionarea coordonata a tesuturilor si organelor.

v' Diferentiere si specializare - in functie de tipul de tesut, celulele normale se diferentiaza
pentru a Indeplini functii specifice, contribuind la complexitatea si functionalitatea
organismului.

Celulele canceroase, pe de alta parte, se abat de la aceste caracteristici normale si
prezinta modificari patologice care conduc la dezvoltarea tumorilor si la metastaza:[10]

v' Proliferare necontrolata - celulele canceroase se divid necontrolat si formeaza
mase tumorale.

v’ Evitarea apoptozei - aceste celule dezvoltd mecanisme pentru a evita apoptoza,
permitandu-le sa supravietuiasca si sd se acumuleze.

v' Angiogeneza - pentru a sustine cresterea rapida, celulele canceroase induc
formarea de noi vase de sange pentru a asigura aportul necesar de nutrienti si
oxigen.

v Metastazele - un aspect critic al cancerului este capacitatea celulelor canceroase
de a invada tesuturile adiacente si de a se raspandi in alte parti ale corpului prin
intermediul sistemului sanguin sau limfatic.

Celulele de osteosarcom uman

Osteosarcomul este un tip agresiv de cancer osos care afecteaza in principal copii si
tineri adulti. Acesta reprezintd cel mai comun tip de sarcom osos malign si se caracterizeaza
prin formarea de tesut osos neorganizat de catre celulele tumorale de osteosarcom (HOS).
Incidenta maxima a osteosarcomului este observata in perioada adolescentei, care coincide cu
perioadele de crestere rapida a oaselor. Celulele de osteosarcom uman (HOS) sunt utilizate
extensiv in cercetarile oncologice pentru a intelege mecanismele moleculare si genetice ale
bolii. Aceste celule sunt derivate din tumori osoase maligne si sunt cultivate in vitro pentru a
studia caracteristicile comportamentale ale cancerului, cum ar fi rata de proliferare, capacitatea
de invazie si potentialul metastatic [11].
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1.2.2.1.1. Celule stem umane
Celulele stem sunt celule primare care au capacitatea unicd de a se diferentia,
transformandu-se 1n diverse tipuri de celule specializate si de a se auto-reinnoi pentru perioade
lungi prin diviziune celulara. Celulele stem prezinta capacitati superioare de proliferare celulara
definita prin cresterea acceleratd a numarului de celule. Acestea joaca un rol remarcabil in
dezvoltarea si regenerarea organismului uman. Existd doua tipuri principale de celule stem:
celule stem embrionare si celule stem adulte.

Celule stem adulte

Celulele stem adulte sunt gasite in tesuturile mature si au o capacitate limitatd de a se
diferentia in diferite tipuri de celule. Doua tipuri importante de celule stem adulte sunt celulele
stem derivate din tesut adipos (ADSC) si celulele stem din gelatina Wharton a cordonului
ombilical (WIMSC).

ADSC sunt celule stem multipotente obtinute din tesutul adipos si oferd o alternativa
promitatoare la alte tipuri de celule stem, cum ar fi celulele stem mezenchimale derivate din
maduva osoasd, datoritd abundentei si usurintei de extractie. ADSC sunt celule stem
mezenchimale care prezinta abilitatea de a se diferentia, adica transforma, in diverse tipuri de
celule, inclusiv osteocite (o0s), condrocite (cartilaj), adipocite (tesut adipos), miocite (muschi)
si neurocite (neuroni) [12]. ADSC reprezinta o sursa valoroasa de celule stem pentru medicina

.....

Celule Stem din Gelatina Wharton sunt celule stem mezenchimale, celule primare
izolate din gelatina Wharton a cordonului ombilical. Gelatina Wharton este o substanta
gelatinoasa in care sunt incorporate vasele de sange ale cordonului ombilical si reprezinta sursa
principala de WJ-MSC. Aceste celule au o mare capacitate de proliferare si potential
multipotent, fiind capabile sd se diferentieze in osteoblaste, condrocite si adipocite, miocite si
neurocite, similar cu celulele ADSC. Avantajele utilizarii WIMSC sunt accesibilitatea,
deoarece sunt colectate din cordon la momentul nasterii, nu implica probleme etice, riscuri
minime pentru donatori (mama si copil). Datoritd caracteristicilor lor unice, WIMSC sunt

studiate intens pentru aplicatii in medicina regenerativa si tratamente pentru boli degenerative
[13].

1.2.3. Sferoizii celulari in cultura tridimensionala 3D
Sferoizii celulari sunt formati din celule printr-o metoda de culturd celulara
tridimensionald (3D) care a castigat popularitate in ultimele decenii datorita capacitatii lor de a
reproduce mai exact mediul in vivo comparativ cu culturile celulare monostrat bidimensionale
(2D). Aceste structuri 3D sunt formate prin agregarea celulelor in culturi suspendate, permitand
celulelor sa interactioneze Tn moduri mai complexe si mai naturale.

Sferoizii permit formarea unor micro-ambiente variate, cu celule de acelasi tip sau tipuri
diferite care interactioneaza intre ele. Celulele sunt aranjate Intr-un mod care imita arhitectura
tesuturilor in vivo, ceea ce permite studii mai realiste ale comportamentului celular. Aceasta
structura prezinta gradiente de oxigen, nutrienti si factori de crestere, similare cu cele observate
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in tesuturile naturale ale omului. De asemenea, celulele din interiorul sferoizilor formeaza
legaturi intre ele, formand astfel o matrice extracelulara (ECM) [14].

Sferoizii magnetici, formati din celule Incércate cu nanoparticule magnetice, reprezinta
0 abordare inovatoare in cultura celulard, permitdnd formarea de agregate celulare
tridimensionale sub influenta caAmpurilor magnetice. Aceasta metoda faciliteaza interactiunile
celulare naturale si recreeaza mai fidel micro-ambientul tisular, oferind un model superior
pentru studiile de viabilitate si diferentiere celulara.

1.3. Interactiunea dintre nanoparticule magnetice, cAmp magnetic si celule umane
1.3.1. Actiunea nanoparticulelor magnetice asupra celulelor umane
Nanoparticulele magnetice pot interactiona cu celulele umane intr-0 varietate de moduri,
influentate de proprietdtile particulelor si de conditiile experimentale. Acestea ar trebui sa
posede anumite caracteristici bine definite. Forma si dimensiunea nanoparticulei este
importantd pentru modul de internalizare a acestora in celuld, dar si pentru structurile in care
acestea ajung, lizozomi, nucleu, citoplasma sau pe fibrele citoscheletului celular.

Interactiunea dintre nanoparticulele magnetice si celulele umane poate fi descrisa prin
prisma mai multor mecanisme. Endocitoza se realizeaza prin vezicule formate in membrana
celulard de dimensiuni mai mici sau in macropinocitoza - procesul de ingerare a cantitatilor mai
mare de lichid extracelular in care se afla si nanoparticule magnetice. De asemenea, MNP se
pot adsorbi la suprafata celulara prin interactiuni cu proteinele si lipidele membranare. In unele
cazuri, nanoparticulele magnetice pot fi absorbite prin fagocitoza, prin formarea veziculelor
mari din membrana celulara, facilitdnd livrarea de medicamente sau alte molecule terapeutice
in interiorul celulelor [15].

Nanoparticulele magnetice trebuie sa fie biocompatibile si sa permita functionalizarea
cu diferiti polimeri, medicamente, anticorpi sau fluorocromi pentru a putea fi urmarite in
interiorul celulelor. Faptul ca prezintd proprietati magnetice le permite a fi manipulate si
controlate prin aplicarea campurilor magnetice externe.

Un criteriu important pentru MNP este compozitia acestora. Compozitia trebuie sa
contind elemente biocompatibile sau aliajul din care sunt formate MNP trebuie sa nu fie
citotoxic. Aceste criterii se confirmd pe baza testului de viabilitate celulara numit MTT, care
identifica rata de supravietuire a celulelor in dependenta de activitatea mitocondriala, prin
raportul dintre celulele expuse la anumiti factori (in cazul de fatd nanoparticule sau campuri)
comparativ cu un control (celule ce nu sunt expuse la stresori) [16]. Testele de citotoxicitate,
de exemplu testul LDH, identifica celulele ce prezintd rupturi ale membranei si eliberarea
enzimelor intracelulare in mediu de culturd. Aceste enzime sunt identificate si se calculeaza
procentul acestor celulele afectate [17].

Un alt parametru identificat in cazul celulelor ce contin nanoparticule magnetice este
proliferarea crescuta, adicd numarul celulelor este mai mare in cazul celulelor ce au internalizat

particule comparativ cu controlul. Proliferarea se evalueazd de asemenea prin teste de
viabilitate, de obicei testul MTT [18].
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1.3.2. Actiunea campurilor magnetice asupra celulelor umane
Campurile magnetice au fost utilizate pe scara larga in cercetarea biomedicald pentru a
influenta diverse procese biologice. Desi majoritatea studiilor s-au concentrat pe celulele
incarcate cu nanoparticule magnetice, cdmpurile magnetice influenteaza si celulele care nu
contin astfel de particule.

Campurile magnetice pot interactiona cu celulele prin intermediul a diferite mecanisme
fizico-chimice. Desi celulele fara nanoparticule magnetice nu prezintd susceptibilitate
magnetica semnificativa, moleculele paramagnetice sau diamagnetice din interiorul celulelor
pot raspunde la cAmpuri magnetice puternice, de exemplu cele ce contin ioni de Fe prezenti in
metabolismul tuturor celulelor vii. De asemenea, campurile magnetice pot influenta canalele
ionice, afectand astfel echilibrul ionic si potentialele membranare ale celulelor. Aceasta
influentd asupra canalelor ionice poate rezulta in modificarea ratei de proliferare sau
diferentiere a celulelor [19]. Campurile magnetice pot modula nivelurile de specii reactive de
oxigen (ROS), care joaca un rol decisiv in semnalizarea celulara ce declanseaza cascade de
semnalizare si ulterior schimbari in expresia genicd, proliferare, apoptoza si alte procese
intracelulare [20].

In general, existd multe studii despre influenta campurilor magnetice statice sau
variabile asupra cresterii celulare, dar concluziile lor sunt adesea contradictorii. Anterior, unii
oameni de stiintd au constatat cd cAmpurile magnetice statice pot avea un efect benefic asupra
ritmului de proliferare celulara, migrarii si diferentierii celulelor stem din pulpa dentara [21],
promovarea osteogenezei la celulele stem mezenchimale, [22] Studiile din literatura au
evidentiat diverse efecte biologice induse de campurile magnetice variabile. Campurile
magnetice variabile au fost asociate cu modificari morfologice si intracelulare care favorizeaza
diferentierea celulara osteogena [23].

1.3.3. Interactiunea dintre nanoparticule magnetice, cAimp magnetic si celule umane
Pe langa procesele individuale ce se desfasoara in interiorul celulei cauzate separat fie
de nanoparticulele magnetice, fie de cimpurile magnetice, exista procese ce pot avea loc atunci
cand toate aceste trei elemente - nanoparticulele, cAmpul magnetic si celulele sunt combinate
sinergic. Un aspect deosebit de important legat de nanoparticule este capacitatea lor de a
influenta mecanotransductia celulard prin interactiunea cu campurile magnetice.

Mecanotransductia se referd la procesele prin care celulele convertesc stimulii
mecanici in semnale biochimice, esentiale pentru functionarea celulara si homeostazia tisulara.
Mecanotransductia poate fi realizatd prin expunerea nanoparticulelor magnetice in camp
magnetic atunci cand se afla in interiorul celulelor. Atunci cand nanoparticulele magnetice sunt
expuse unui camp magnetic, ele pot genera forte mecanice asupra celulelor. Aceste forte pot
influenta structura celulara si semnalizarea mecanica prin mai multe mecanisme [24].

Campurile magnetice pot manipula direct MNP internalizate sau ancorate pe suprafata
celulelor, generand forte mecanice care pot afecta citoscheletul si membrana celulard. De
asemenea, fortele mecanice generate de MNP pot activa canalele ionice sensibile la stimuli
mecanici, modificand homeostazia ionica si declansand cascade de semnalizare intracelulara.
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Un alt mecanism al mecanotransductiei este atunci cand MNP ancorate la membrana celulara
pot modifica tensiunea membranei, influentand si activand caile de semnalizare dependente de
tensiune [25].

Actuarea magneto-mecanica (MMA) este o tehnicd avansatd care foloseste
nanoparticule magnetice prin actuarea mecanica a acestor particule in cAmpuri magnetice de
joasa frecventd. Nanoparticulele magnetice, expuse acestor campuri, suferd miscari mecanice
incercand sa 1si alinieze momentele magnetice cu directiile cAmpurilor aplicate. Aceste miscari
genereaza forte mecanice prin care nanoparticulele sunt capabile sa manipuleze sau sa actioneze
asupra bio-moleculelor sau structurilor celulare din vecinatate [26].

Actuarea magneto-mecanica implicd utilizarea cdmpurilor magnetice pentru a genera
forte mecanice asupra celulelor. In dependenta de tipul nanoparticulelor si localizarea acestora
in interiorul celulelor, MMA distruge celulele canceroase prin inducerea stresului mecanic, care
afecteaza integritatea structurald a celulelor, cum ar fi ruperea membranei lizozomale si
varsarea continutului acid si ulterior inducerea apoptozei celulare. Utilizarea nanoparticulelor
magnetice incarcate cu medicamente poate amplifica acest efect, oferind o abordare combinata
pentru tratamentele anti-tumorale.

In cadrul Institutului de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica Tehnica, au fost dezvoltate
nanoparticule din aliaj metalic cu compozitia Fe-Cr-Nb-B, de dimensiune 30-200 nm si o
anizotropie de forma mare. Proprietatile magnetice superioare ale acestor particule au permis
dezvoltarea experimentelor pe culturile celulare canceroase, folosind efectul magneto-mecanic
in distrugerea celulara. Pe baza acestor studii, am continuat cu experimentele prezentate in
aceasta teza.
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Capitolul 2. Materiale si metode utilizate in cadrul acestei teze

Acest capitol ce descrie materialele si metodele folosite in aceastd teza este compus din
doua sectiuni. Prima sectiune va descrie materialele si metodele folosite pentru ”Capitolul 3.
Proliferarea si diferentierea celulelor incircate cu nanoparticule magnetice in prezenta
campului magnetic”. Aceasta sectiune contine detalii importante despre nanoparticulele de
magnetitd, in special sinteza si caracterizarea acestora, dar si informatii despre sursele de celule
utilizate si metodele de recoltare. De asemenea, aceasta sectiune dezvaluie metodele de
incarcare a celulelor cu nanoparticule de magnetitd si interactiunea acestora cu campurile
magnetice. Vor fi descrise si metodele de cuantificare a potentialului de proliferare si
diferentiere a celulelor in urma interactiunii cu nanoparticulele si cdmpurile statice si variabile.
Prima sectiune este dedicatd actiunii campului magnetic asupra celulelor incarcate cu
nanoparticule cu potential in medicina regenerativa.

A doua parte a capitolului 2 este axata pe materialele si metodele utilizate in ”Capitolul
4. Distrugerea celulelor canceroase prin actuarea magneto-mecanica a nanoparticulelor
Fe-Cr-Nb-B incarcate cu medicamente antitumorale”. Aceastd sectiune contine detalii
despre nanoparticulele de Fe-Cr-Nb-B, metoda de obtinere si caracterizarea acestora. In
continuare a fost detaliat procesul de incarcare a medicamentelor mitoxantrond sau
doxorubicina pe suprafata nanoparticulelor si eliberarea de pe acestea. Procesul de incarcare si
eliberare a fost realizat printr-o metoda spectrofotometrica, cu metoda sacilor de dializa
imbunatatitd, descrisd 1in continuare. Eliberarea medicamentelor de pe suprafata
nanoparticulelor a fost interpretatd prin 5 modele matematice. Apoi a fost descrisa si
caracterizata interactiunea dintre aceste particule cu proprietati magnetice speciale si celulele
ADSC/HOS. S-au pus in evidenta diferite procese celulare in urma actudrii magneto-mecanice
a nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B incarcate cu medicamente anti-tumorale, prin teste specifice
fiecdrui proces cum ar fi: testul de viabilitate, testul de citotoxicitate, evidentierea celulelor
vii/moarte si structura si morfologia nucleelor in urma acestor influente.

2.1. Materiale si metode utilizate pentru identificarea actiunii cAmpului magnetic
asupra celulelor incircate cu nanoparticule cu potential in medicina regenerativa
2.1.1. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor de magnetita

Sinteza nanoparticulelor de magnetita - FesOs a fost realizata conform unei metode
hidrotermald mecano-chimice modificate. 2 g de FeSO4-7H>0 au fost dizolvate in 4 mL de apa
deionizata si 0,5 mL de HCI a fost adaugat intr-o solutie de 50 mL de apa fierbinte care continea
0,8 g de FeCl3-6H20. Apoi a fost addugat 15 g de NaOH 1n stare solida si s-a amestecat rapid
pana cand solutia a devenit neagra. Dupd adaugarea a 100 mL de apa, sub agitare mecanica,
incélzirea a fost opritd. Solutia rezultata a fost amestecatd inca 30 de minute. MNP au fost
separate magnetic si spalate pand cand pH-ul solutiei a ajuns la 6,5.
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2.1.2. Metode de recoltare folosite in cultura de celule stem adulte
2.1.2.1. Recoltarea celulelor stem mezenchimale derivate din tesutul adipos (ADSC)

Celulele stem mezenchimale din tesutul adipos (ADSC) au fost obtinute de la donatori
sandtosi care au suferit proceduri de liposuctie in scopuri cosmetice, dupd obtinerea aprobarii
etice de la comitetul institutional si consimtamantul informat scris al pacientilor. Lipoaspiratul
a fost procesat in termen de 24 de ore de la interventia chirurgicald. Lipoaspiratul a fost spalat
cu PBS, digerat enzimatic cu colagenaza de tip I (0,01 mg/mL),dupa centrifugare, celulele
sedimentate au fost resuspendate in mediu complet de cultura (MCC) compus din DMEM, 10%
ser fetal bovin (FBS), si 2% antibiotic/antimicotic, apoi numarate cu ajutorul unui numarator
automat de celule TC20™.

2.1.2.2. Recoltarea celulelor stem mezenchimale din gelatina Wharton din
cordonul ombilical ( WIJMSC)

Cordul ombilical de la o pacienta sanatoasa, colectat la nasterea la termen, a fost preluat
cu consimtamantul informat semnat si transportat la laborator in primele 4 ore de la nastere.
Gelatina Wharton a fost separata cu grija de vasele de sange, spalata cu o solutie de PBS cu
antibiotic, taiata, plasata in placi cu sase godeuri in mediu de culturd complet si pastrata in
incubator.

2.1.3. incircarea celulelor stem cu nanoparticule de magnetiti
Celulele ADSC si WIMSC in pasajele 2—4 au fost plasate in flacoane de cultura celulara
si crescute pana la o confluentd de 85%-90%. MNP de magnetita in concentratiile
corespunzatoare experimentului descris, au fost adaugate in mediul de cultura si co-incubate.
Dupa 24 de ore, celulele au fost spalate de doua ori cu PBS si eventual detasate pentru a fi
plasate in placi de 96 de godeuri pentru experimente ulterioare.

2.1.4. Metodele folosite pentru diferentierea celulara
Protocoalele pentru diferentierea celulara sunt comune pentru toate tipurile de celule:
ADSC, ADSC-MNP, ADSC provenite din sferoizi cu si farda MNP dar si WIMSC, WIMSC-
MNP. De asemenea, metodele de cuantificare in toate cazurile de diferentiere celularda sunt
general valabile.

2.1.4.1. Adipogeneza si cuantificarea adipogenezei
Celulele au fost plasate in plici cu 96 de godeuri la 1 x 10* celule/godeu si au fost
incubate pand la confluenta de 95%. Dupa 24 de ore, celulele au fost spalate cu PBS, iar peste
ele a fost adaugat mediu de cultura adipogenic. Dupa ce au fost realizate 3 cicluri pentru fiecare
tip de mediu se realizeaza cuantificarea adipogenezei.

2.1.4.2. Osteogeneza si cuantificarea osteogenezei
Celulele au fost plasate in plici cu 96 de godeuri la 1 x 10* celule/godeu si au fost
incubate pand la confluenta de 95%. Dupa 24 de ore, celulele au fost spalate cu PBS, iar peste
ele a fost adaugat mediu de cultura osteogenic. Dupa 21 de zile de cultura in mediu osteogenic
se realizeaza cuantificarea osteogenezei.
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Pe durata procesului de osteogeneza celulele depun matrice calcifiata incercand sa
realizeze o matrice extracelulara osoasa.

2.1.4.3. Condrogeneza si cuantificarea condrogenezei
Diferentierea condrogenica se realizeaza doar in format 3D, din aceastad cauza celulele
fiind centrifugate si peletizate. ADSC, WIMSC si sferoizii cu sau fara MNP au fost centrifugate
la 300g timp de 5 minute pentru a forma peleta pe fundul tubului de centrifuga de 15 mL. Pentru
o condrogeneza este necesar un numar minim de celule de 1 milion.

Dupa realizarea peletelor, acestea au fost hranite cu mediu condrogenic. Mediul
condrogenic este format din doud tipuri de mediu: Mediu Condrogenic Incomplet (ICM) si
Mediu Condrogenic Complet (CCM).

Pe durata procesului de condrogeneza celulele depun in structura de matrice 3D formata
din glucozaminoglicani (GAG), mucopolizaharide gasite in compozitia cartilajului, Incercand
sd realizeze o matrice extracelulara similara cu cea cartilaginoasa.

2.1.5. Evaluarea fibrelor citoscheletelor ADSC si WIMSC in cAmp magnetic

Citoscheletul celular poate fi modificat de mai multi factori cum ar fi campul magnetic
sau nanoparticulele magnetice atat separat, cat si impreund. Celulele ADSC si WIMSC cu si
fara MNP au fost cultivate in mediu de culturd complet pana la 90 % confluentd. Dupa
expunerea in cAmp magnetic celulele au fost fixate cu 2% paraformaldehida timp de 15 minute,
apoi au fost colorate cu faloidind, un colorant fluorescent care se ataseaza de fibrele
citoscheletului celular - Texas Red™-X Phalloidin de la Termo Fischer Scientific. Pentru a
identifica pozitia fiecarei celule, acestea au fost contra-colorate cu DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) un colorant fluorescent ce se ataseaza de ADN din interiorul nucleului celular.
Imagini ale citoscheletului au fost vizualizate cu filtrul de fluorescenta RFP, iar nucleele cu
filtrul de fluorescenta DAPI cu microscopul inversat EVOS, apoi aceste imagini au fost
suprapuse.

2.2. Materiale si metode utilizate pentru identificarea actiunii cAmpului magnetic
asupra celulelor incarcate cu nanoparticule Fe-Cr-NB-B pentru tratament anti-
tumoral
2.2.1. Prepararea nanoparticulelor magnetice Fess2Cri15Nbo.3B2o
Nanoparticulele magnetice Fess 2Cri115Nbo.3B2o au fost preparate din benzi amorfe racite
rapid, cu aceeasi compozitie, prin procesul de mdcinare cu bile.

Benzile amorfe au fost topite prin racirea rapida a aliajului Fe-Cr-Nb-B intr-un creuzet
tubular de cuart. Benzile au fost macinate mecanic folosind o moara cu bile Vibratory Fritsch
cu doua camere de macinare, n prezenta acidului oleic ca surfactant. Pulberile au fost obtinute
dupa 360 de ore de macinare. In cele din urma, particulele obtinute au fost spalate in heptan
intr-o baie cu ultrasunete, uscate Intr-un cuptor cu vid la 700 °C si pastrate intr-o camera de vid
[27].
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2.2.2. Metode utilizate in caracterizarea nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B
Magnetometria cu proba vibranta (VSM). Proprietatile magnetice ale particulelor Fe-
Cr-Nb-B au fost evaluate cu ajutorul unui Magnetometru cu Esantion Vibrant din seria 7410,
furnizat de Lake Shore Cryotronics, Inc., Westerville, OH, SUA.

Analiza de determinare a dimensiunii nanoparticulelor prin metoda de dispersie
dinamica a luminii (DLS). Pentru realizarea analizei DLS, 5 mg de nanoparticule au fost
dispersate in 10 mL de apa purd si supuse unui proces de ultrasonare timp de 5 minute.
Concentratia particulelor a fost aproximativ 0,5 mg/mL, iar pentru analiza s-a utilizat un
esantion de 2 mL. Esantionul a fost analizat utilizdnd echipamentul Microtrac/Nanotrac 252
(Montgomeryville, PA, SUA).

Analiza formei si dimensiunile nanoparticulelor a fost evaluatd prin microscopie
electronica de scanare de inalti rezolutie (HR-SEM). Pentru analiza HR-SEM,
nanoparticulele magnetice au fost diluate in apa pura, plasate pe suport din oxid de siliciu si
lasate sa se usuce la aer. Imaginile au fost obtinute cu ajutorul unui microscop Carl Zeiss NEON
40 EsB CrossBeam, Oberkochen, Germania, si a software-ului sau, JEOL, pentru numararea
nanoparticulelor si determinarea distributiei dimensiunilor acestora.

2.2.3. Metoda de incircare a medicamentelor pe nanoparticulele Fe-Cr-Nb-B
Nanoparticulele magnetice au fost Incércate fie cu Mitoxantrona, fie cu Doxorubicina
in solutie apoasa a acestor medicamente chimioterapeutice. Solutiile cu concentratii stabilite de
100 pg/mL au fost preparate prin dizolvarea clorhidratului de Mitoxantrona (Merck) si a
clorhidratului de Doxorubicina (Merck) in apa ultra-pura.

Inciarcarea nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B a fost realizata prin adaugarea nanoparticulelor
in solutiile de MTX / DOX in tuburi de centrifugare de 15 mL, care au fost plasate pe un agitator
rotativ timp de 24 de ore.

Cantitatile incarcate de MTX si DOX au fost calculate prin scaderea cantitdtilor nelegate
(libere) din cantitatea totala.

Astfel au fost calculati doi parametri: gradul de incarcare al medicamentului- drug loading
efficiency- DL (%) si eficienta incapsularii medicamentului-EE (%) dupd urmatoarele
ecuatii:[28]

(Mtm — Mlm)
X

DL(%) = 100
(%) Mtn
(Mtm — Mlm)
EE(%) = x 100
Mtm

unde: Mtm = Masa totala a medicamentului, MIm = Masa libera a medicamentului in
supernatant, Mtn = Masa totala a nanoparticulelor.

21



2.2.4. Metode utilizate in evaluarea eliberirii in vitro a Mitoxantronei sau
Doxorubicinei de pe particulele Fe-Cr-Nb-B

Profilele de eliberare a medicamentelor Mitoxantrona si Doxorubicina au fost evaluate
pentru a cuantifica medicamentul eliberat intr-o anumita perioada de timp. Profilele de eliberare
a MTX si DOX de pe nanoparticulele magnetice au fost realizate conform metodei adaptate a
sacilor de dializa. O cantitate de 5 mg de nanoparticule Fe-Cr-Nb-B incarcate cu MTX / DOX
au fost distribuite in 1 mL de mediu de cultura fara rosu-fenol (pentru a nu interfera cu citirea
spectrofotometrica si plasate in sacii de dializa fabricati din membrane de dializa (MWCO:
14.000) legate la ambele capete. Sacii cu particule si mediu au fost dializati in 4 mL de mediu
de cultura la un pH de 7,4 (imitdnd pH-ul fiziologic) si pH acid 6, 4,5 sub agitare la 37 °C.

La intervale de timp specifice, au fost retrase alicote de 0,2 mL pentru citirea
spectrofotometrica si inlocuite cu un volum egal de mediu de culturd proaspat. Probele au fost
masurate intr-o placd de 96 de godeuri, in duplicat pentru fiecare valoare, si citite cu un
spectrofotometru de placi Multi-Mode Synergy HTX prin spectrometrie UV-Vis la 610 nm
pentru MTX si 480 nm pentru DOX. Eliberarea cumulativa a medicamentului a fost calculata
pe baza curbelor standard pentru MTX si DOX obtinute in apd si in mediu de cultura.

Experimentele de eliberare in vitro au fost efectuate in triplicat pentru a confirma
reproductibilitatea acestora. Cantitatea de medicamente eliberatd in mediul de culturd a fost
determinata folosind urmétoarea relatie:[29]

An + X871 Ak
Eliberarea cumulati (%) = e X 100

unde v = volumul mediului de eliberare extras la fiecare moment (adica, 0,2 mL); vt = volumul
total al mediului de eliberare (adica, 5 mL); An = absorbtia probelor la momentele de timp n;
Ak = absorbtia probelor la momentele de timp k, unde k € [0, n — 1]; Ac = absorbtia
controalelor* si n (#0) este momentul de timp pentru colectarea probei.

*MTX st DOX 1n mediu de cultura care se potriveste cu concentratia medicamentului adsorbit
de nanoparticulele Fe-Cr-Nb-B determinata pe baza curbelor standard.

Metoda pentru determinarea cantitatii unei substante bioactive in diverse sisteme a fost
adaptati si optimizati pentru a depisi anumite limitiri existente. In cadrul acestei teze, metoda
sacului de dializa a fost semnificativ imbunatatitd. Un aspect al protocolului revizuit este
modificarea solutiei de eliberare. Desi eliberarea medicamentelor se efectueaza de obicei in
solutie tampon fosfat (PBS), pentru aceste experimente s-a utilizat mediul de culturad celulara
(DMEM), care imita mai fidel conditiile fiziologice comparativ cu PBS. Curbele de calibrare
au fost astfel realizate pentru calculul incdrcdrii medicamentelor in apa, iar eliberarea
medicamentului a fost evaluatda in DMEM.

Noua metoda de eliberare, cu parametrii ajustati, permite acum evaluarea cantitatii de
medicament eliberate de pe suprafata sistemelor cu formulari variate, inclusiv particule
polimerice sau magnetice, nanoparticule si nano-emulsii magnetice. Aceasta metoda faciliteaza
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utilizarea unor cantitati minime de nanoparticule/nano-emulsii, de ordinul miligramelor, in
volume de eliberare de doar cativa mililitri.

Metoda de calcul a cantitatii eliberate de medicament/substantd activd a fost de
asemenea adaptatid pentru a tine cont de cantititile reduse. In mod obisnuit, eliberarea
medicamentelor implica alicote de 1-4 mL solutie, insd in cadrul acestor studii au fost extrase
alicote de 0,1 mL si plasate in placi de culturd pentru evaluare spectrofotometrica. Aceasta
reducere a volumului a permis optimizarea procesului, reducerea costurilor si a consumabilelor,
mentinand totodata reproductibilitatea si acuratetea rezultatelor. Un alt factor determinant in
realizarea experimentelor in medii biologice este mentinerea sterilitdtii. Metoda propusa
permite lucrul in conditii aseptice, iar prelevarea alicotelor se efectueaza in hota cu flux laminar.

2.25. Metode de evaluare a viabilitatii si citotoxicitatii culturilor celulare co-incubate
cu nanoparticule magnetice Fe-Cr-Nb-B incarcate cu MTX si DOX
Celulele stem mezenchimale derivate din tesut adipos (ADSC) si celulele de
osteosarcom uman (HOS) au fost cultivate folosind medii complete de cultura (DMEM, 10%
FBS, 1% antibiotic/antimicotic), fiind crescute in plici de 96 de godeuri, incepand de la 10*
celule/godeu, la 37 °C si 5% COg, si incubate pana la o confluenta de 90%.

2.2.5.1. Testul de viabilitate MTT
Testul MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu bromida) este utilizat pentru
determinarea viabilittii celulelor dupa un tratament specific sau interactiuni comparativ cu
celulele martor. Viabilitatea celulara a fost determinata folosind testul MTT (ThermoFisher
Scientific) conform instructiunilor furnizorului.

Viabilitatea celulara (%) este calculata folosind urmatoarea relatie [30]:

Abpp- Abpjank
AbControl - AbBlank’

VC (%) = 100 x

unde CV (%) reprezinta viabilitatea celulard, iar Ab reprezintd absorbanta masurata a: (a) Abmp
pentru celulele cu nanoparticule de Fe-Cr-Nb-B (cu sau fara medicamente), (b) Abcontrol peNtru
celulele de control si (c) Abgiank pentru mediul de cultura celulara in godeu. Absorbanta a fost
masurata la 570 nm, cu un spectrofotometru pentru placi de cultura Multi-Mode Microplate
Reader Synergy HTX.

2.2.5.2. Testul de citotoxicitate LDH

Evaluarea citotoxicitdtii celulare Tn urma co-incubdrii cu nanoparticule incércate cu
MTX si DOX, a fost realizatd cu testul CyQUANT LDH Cytotoxicity Assay Kit (Invitrogen)
conform instructiunilor producétorului. Testul LDH este o metoda colorimetrica, bazata pe
coloratia formazanului, pentru identificarea citotoxicitatii celulare prin masurarea enzimei
citosolice LDH eliberate dupa ruperea membranei celulare. CitotoXicitatea este calculata
conform relatiei de mai jos:

Activitatea LDH proba — Activitatea LDH spontana

% Citotoxicitate LDH = x 100
° Activitatea LDH Maxima — Activitatea LDH spontana
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2.2.6. Internalizarea particulelor magnetice Fe-Cr-Nb-B incarcate cu MTX sau DOX in
celulele ADSC si HOS
2.2.6.1. Testul Ferozina

Pentru a studia internalizarea celulara a Fe-Cr-Nb-B cu sau fara MTX / DOX, celulele
ADSC si HOS au fost cultivate in placi de cultura de 24 de godeuri pana la formarea unui
monostrat confluent. Apoi, mediu de cultura celulara continand MP / MP-MTX / MP-DOX a
fost adaugat in godeurile de cultura celulara si co-incubate timp de 24 de ore. Pentru a identifica
daca existd diferente in internalizarea celulard la diferite cantitdti de medicament pe particule,
au fost efectuate teste cu 1 mg/mL de MP si MP cu 1 si 10 pg de MTX / DOX per 1 mg de
nanoparticule. Cantitatea de MP a fost cuantificatd pe baza unei solutii standard de fier. S-a
realizat o curba de calibrare folosind standarde FeClz (0300 uM) in HCI 10mM, pentru a
permite calculul continutului de fier per proba [31].

2.2.7. Metode de actuare magneto-mecanica a nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B incircate
cu MTX si DOX

Actuarea magneto-mecanica a particulelor de Fe-Cr-Nb-B implica expunerea acestora
intr-un camp magnetic rotativ la o frecventd joasd. Sistemul experimental dezvoltat in
laboratorul Institutului de Fizica Tehnica cuprinde un ansamblu de patru bobine aranjate intr-0
configuratie in cruce. Aceste bobine pot genera un cdmp magnetic rotativ uniform cu valori de
pana la 200 Oe intr-un spatiu de aproximativ 20 cm? [26]. Doua forme de unda trec prin sistemul
de bobine, fiecare avand un decalaj de faza de 90 de grade. Aceasta configuratie se aliniaza cu
dispunerea ortogonald a sistemului de bobine, permitand campului magnetic sa se roteasca la
frecventa formelor de unda, acoperind intervale de la cativa mHz pana la kHz. Placile de cultura
celulara sunt situate in zona uniforma a campului magnetic a sistemului de bobine, fiind supuse
actudrii magneto-mecanice, ceea ce duce la miscarea particulelor magnetice, urmatd de
distrugerea celulelor si moartea celulara ulterioara.

2.2.8. Metoda de identificare a celulelor vii/moarte in urma actuirii magneto-mecanice.
Colorarea celulelor cu LIVE/DEAD
Colorarea fluorescentd Live/Dead (Invitrogen) este utilizata pentru identificarea
celulelor vii (colorate in verde) si a celulelor moarte (colorate in rosu). Celulele HOS si ADSC
au fost cultivate in placi de 6 godeuri pand la o confluentd de 90%. La 24 de ore dupd addugarea
MP sau a MP incarcate cu medicament, celulele au fost supuse actuarii magneto-mecanice,
conform descrierii anterioare. Dupa alte 12 ore, celulele au fost spalate de doua ori cu PBS.

O solutie de 2 uM calcein AM si 4 uM EthD-1 a fost preparata si 0,5 mL din aceasta
solutie a fost adaugata in fiecare godeu. Celulele au fost incubate timp de 45 de minute in
absenta luminii, la temperatura camerei. Ulterior, celulele au fost spalate cu PBS si vizualizate
cu ajutorul microscopului cu lumina inversata EVOS, utilizand filtre de fluorescenta (RFP
pentru celulele moarte / GFP pentru celulele vii), dar si in camp luminos apoi efectuand o
suprapunere (imagini combinate ale campului luminos, RFP si GFP).
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Capitolul 3. Proliferarea si diferentierea celulelor incarcate cu nanoparticule
magnetice In prezenta campului magnetic
3.1. Proliferarea celulelor incircate cu nanoparticule magnetice in forma de sferoizi
3D sub actiunea campului magnetic static

Celulele ADSC sunt intens studiate pentru utilizarea lor ca agenti terapeutici in diverse
domenii ale medicinei regenerative. ADSC pot fi obtinute prin digestia enzimatica din fractia
vasculara stromald (SVF) ce este colectatd in urma procedurii chirurgicale cosmetice de
liposuctie. Ulterior celulele ADSC sunt cultivate in vase destinate culturii celulare in monostrat.
Cresterea celulara in culturd monostrat este cauza senescentei celulare, alterarii potentialului
regenerativ si calitatii de celuld stem a ADSC [32].

Dar cultivarea celulelor ADSC in forma tridimensionald (3D) oferd un mediu care se
aseamdnd cu tesutul natural, conservand sau chiar imbunatatind fenotipul si potentialul
terapeutic al ADSC [33]. Avantajele oferite de culturile 3D sunt reproducerea comunicarii
intercelulare si generarea de structuri tisulare complexe. Metodele de cultivare in forma 3D se
bazeaza pe cultivarea celulelor in conditii de non-aderenta. ADSC, fiind celule dependente de
ancorare, sunt capabile sa dezvolte agregate celulare de forma sferica, numite ,,sferoizi”, atunci
cand sunt cultivate in vase de culturd cu aderentd redusa. Cultivate sub forma de sferoizi,
celulele ADSC poseda o activitate antiinflamatoare, angiogenica si regenerativa superioara,
precum si o supravietuire imbunatatita a celulelor in cazul transplantului in vivo [34].

In continuare se vor prezenta o serie de rezultate privind proliferarea si diferentierea
celulelor incarcate cu nanoparticule magnetice sub actiunea campului magnetic obtinute in
cadrul acestei teze de doctorat.

Prima parte a acestui capitol cuprinde rezultatele obtinute privind asamblarea sferoizilor
magnetici (In culturd tridimensionald) formati din celule ADSC incarcate cu nanoparticule de
magnetitd prin levitatie in camp magnetic static. De asemenea, se urmareste efectul
internalizarii MNP si expunerii la cAmp magnetic static (SMF) asupra formarii sferoizilor in
ceea ce priveste dimensiunea si numarul acestora, prin imagistica digitald. Pentru evaluarea
influentei nanoparticulelor magnetice si efectul campului magnetic asupra caracteristicilor
ADSC in forma de sferoizi, a fost determinata viabilitatea celulard, proliferarea, migratia si
diferentierea in trei linii mezenchimale (osteogeneza, adipogeneza si condrogeneza).

3.1.1. Caracterizarea nanoparticulelor magnetice

Masurdtorile prin metoda de dispersie dinamica a luminii (DLS) au aratat o distributie
ingusta a dimensiunilor nanoparticulelor, cu o dimensiune medie de 83,5 nm (Figura 1a).

Dimensiunile obtinute prin DLS se refera insa la diametrul hidrodinamic al
nanoparticulelor, iar valorile rezultate sunt mai mari din cauza straturilor de fluid adiacente si
aglomerarii nanoparticulelor magnetice. Imaginile realizate cu microscopul electronic cu
transmisie de inalta rezolutie (HRTEM) ale nanoparticulelor de magnetitd aratd ca distributia
reald a dimensiunilor este intre 5 si 20 nm (Figura 1c). Aceste nanoparticule de magnetita
prezintd forme polimorfe, adica contin particule cubice, octaedrice, prismatice si alte forme
neregulate.
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Dependenta de camp a magnetizarii MNP este prezentata in Figura 4b. Magnetizatia de
saturatie ajunge la valoarea de 42 emu/g la un camp magnetic aplicat de 20 kOe, in timp ce

campul coercitiv, He, este de 57 Oe, iar magnetizatia remanenta la temperatura camerei, Mr,
este de 3,3 emu/g.
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Figura 1. Caracteristici ale nanoparticulelor de magnetita. a) Distributia dimensionala a
nanoparticulelor determinata prin metoda DLS; b) Ciclul de histerezis magnetic al
nanoparticulelor; ¢) Imagine HR-TEM a nanoparticulelor; d) Ferofluidul magnetic pe baza
de nanoparticule de magnetita [35].

In testele ce contin culturi celulare au fost folosite nanoparticule dintr-un ferofluid cu
concentratie determinatd. Pentru obtinerea ferofluidului magnetic (Figura 1d), masa totala de
MNP obtinute in procesul de sinteza a fost transferata intr-o cantitate redusa de apa. Particulele
au fost ultrasonate cate 10 minute, de 3 ori, cu pauze de jumatate de ord pentru racire.

3.1.2. Evaluarea cantititii de nanoparticule internalizate in celule
Evaluarea cantitatii de nanoparticule internalizate in celule se realizeaza prin testul
Ferozina. Acesta identifica cantitatea de fier regasita in celula ADSC. Celulelor ADSC au fost
co-incubate cu o cantitate de magnetitd de 40 pg/mL pe parcursul a 24, 48 si 72 ore. Ulterior,
celulele au fost numarate, iar cantitatea totala de fier rezultata din fiecare godeu, a fost raportata
la numarul de celule, iar rezultatele sunt prezentate in Figura 2.
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Figura 2. Cantitatea de fier din nanoparticule internalizate de celulele ADSC pe parcursul a
24, 48 si 72 de ore, exprimata in picograme/celula [36].

Este important de mentionat ca orice celula contine o cantitate mica de fier intrinsec,
necesar pentru activitatile metabolice ale celulei. Astfel, incarcarea cu nanoparticule magnetice
(MNP) a fost calculata utilizdnd cantitatea totald de fier cuantificatda in ADSC-MNP, din care
apoi a fost scazut continutul de fier intrinsec al ADSC fard nanoparticule de magnetita.
Cantitatea de fier rezultata creste gradual de la 21,02 picograme/celuld la 24 de ore pana la 34,9
picograme/celula la 72 de ore.

3.1.3. Obtinerea sferoizilor celulari 3D sub actiunea campului magnetic static
Celulele ADSC incarcate cu nanoparticule magnetice de magnetitd sunt dispuse in
monostrat 2D pe suprafata vasului de cultura celulara. ADSC-MNP au fost spalate de doua ori
cu PBS si tripsinizate pentru formarea sferoizilor. Celulele au fost numarate si plasate in placi
cu 96 godeuri cu atasament ultra-redus (ultra-low attachment) (1 x 10* celule/godeu) in mediu
de culturd complet.

Peste capacul placii de culturd celulara au fost lipiti magneti permanenti ce produc un
camp magnetic static (SMF). Magnetii permanenti au compozitia NdFeB cu diametrul de 8 mm
fiecare. Acest camp magnetic actioneaza asupra celulelor incarcate cu MNP si ridica in mediul
de culturd sferoizii pana la inaltimea maxima a lichidului, realizandu-se o levitatie in cadmp
magnetic a sferoizilor. Sferoizii de control au fost realizati prin aceeasi tehnica, insa nu au fost
supusi campului magnetic static. Procesul de formulare a sferoizilor este prezentat schematic
in Figura 3.
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Figura 3. Procesul de obtinere a sferoizilor magnetici levitati. (Reprezentare schematica)

Dupa 7 zile de cultura in suspensie, sferoizii au fost colectati prin centrifugare si utilizati
pentru TEM, VSM sau disociati cu tripsina, triturare mecanica si replantati pentru migrarea,
numararea, viabilitatea si diferentierea celulelor (adipogeneza, osteogeneza si condrogeneza).

3.1.4. Campul magnetic static in diferentierea celulelor incéarcate cu particule
magnetice - diferentierea sferoizilor

Celulele stem derivate din tesutul adipos ar trebui sd isi pdstreze capacitatea de
proliferare si diferentiere celulard dupa extractia si izolarea acestora. Testarea si identificarea
conditiilor necesare pentru mentinerea capacitatii de diferentiere este un subiect de interes in
cercetare la acest moment. Celulele ADSC fac parte din celulele stem mezenchimale (MSC) si
se pot diferentia in diferite tipuri de celule cum ar fi: adipocite, osteoblaste, condrocite, miocite,
celule endoteliale, celule neuronale, hepatocite sau keratinocite [37].

Celulele ADSC cultivate sub forma de sferoizi in prezenta nanoparticulelor magnetice
si campului magnetic static au fost supuse diferentierii adipogenice, osteogenice si
condrogenice. Diferentierea adipogenica si osteogenicd a fost realizatd pe celule disociate din
sferoizi crescuti in suspensie timp de 7 zile, iar diferentierea condrogenica a fost realizatd pe
sferoizi sub forma de peletd celulara pentru imitarea matricei structurale a cartilajului.

3.1.4.1. Diferentierea osteogenica
Evaluarea cantitativa a osteogenezei a fost realizata cu ajutorul a doua teste. Primul test
foloseste un colorant fluorescent care se leagd de calciul depozitat in celule (Osteolmage
Lonza), oferind o fluorescenta ce poate fi cuantificata spectrofotometric, CU rezultate afisate in
Figura 4a. Al doilea test consta in evaluarea ionului de calciu depus in matricea extracelulara,
cuantificat spectrofotometric prin absorbanta, datele fiind prezentate in Figura 4b.

Ambele teste au aratat diferente nesemnificative intre diferentierea osteogenicd a
celulelor ADSC disociate din sferoizi expusi si neexpusi in comparatie cu celulele de control
cultivate in monostrat 2D.
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a Diferentierea osteogenici a celulelor ADSC provenite din
monostrat 2D comparativ cu celule provenite din sferoizi 3D
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Figura 4. Cuantificarea diferentierii osteogenice. a) prin cuantificarea fluorescenzei calciului
depus in matricea extracelulara prin testul Osteolmage Lonza; b) prin cuantificarea
absorbantei calciului depus in matricea extracelulara prin testul StanBio Calcium [35].

Testele de cuantificare a diferentierii osteogenice au demonstrat ca factorii externi cum
ar fi nanoparticulele magnetice sau expunerea la camp magnetic static nu influenteaza
semnificativ depunerea matricei osoase. S-a observat o usoara crestere a continutului de calciu
in cazul celulelor ce au fost disociate din sferoizi, insd aceastd crestere nu are valoare
semnificativa din punct de vedere statistic. Acest lucru ar putea fi cel mai probabil explicat prin
faptul ca a fost efectuat testul de diferentiere in culturd monostrat (2D). O alta explicatie posibila
este ca au fost folosite doud metode de evaluare a osteogenezei, ambele teste cuantificand
mineralizarea matricei osoase, matrice ce se formeaza in timpul osteogenezei in stadiul final.

3.1.4.2. Diferentierea adipogenica

Sferoizii neincarcati cu MNP si neexpusi la SMF au prezentat cea mai mare crestere a
adipogenezei versus celulele cultivate in 2D. Dimpotrivd, ADSC incércate cu MNP au prezentat
o crestere mai micd a adipogenezei comparativ cu sferoizii neincarcati. Expunerea la SMF a
sferoizilor incarcati cu MNP determina o adipogeneza semnificativ mai mare in comparatie cu
ceil neexpusi, atingdnd aproape nivelurile celor neincarcati, neexpusi la SMF. Cuantificarea
diferentierii adipogenice a fost realizata prin fluorescenta unui colorant fluorescent ADIPO
RED cu fixare specifica pe veziculele de lipide depuse in interiorul corpului celular in procesul

adipogenezei, rezultate prezentate in Figura 5.
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Diferentierea adipogenici a celulelor ADSC derivate
din cultura 2D comparativ cu celule provenite din
sferoizi 3D
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Figura 5. Cuantificarea diferentierii adipogenice prin cuantificarea fluorescentei veziculelor
de lipide depuse in interiorul corpului celular, prin testul Adipo Red [35].

Celulele provenite din sferoizi au prezentat o adipogeneza crescutd in raport cu cele in
cultura 2D. Cu toate acestea, prezenta MNP a influentat negativ conversia adipogenici. In acest
caz, s-a observat o scadere usoara a depunerii de lipide intracelular, la ADSC-MNP 3D
comparativ cu celulele neincédrcate. O cantitate mai mare de lipide a fost depusd de catre
sferoizii ADSC-MNP expusi la SMF comparativ cu cei neexpusi.

Expunerea la SMF pare sd contracareze scaderea adipogenezei generata de prezenta
MNP. O crestere a adipogenezei a fost observatd pentru toate celulele provenite din sferoizi

ADSC versus celulele cultivate in 2D.

3.1.4.3. Diferentierea condrogenica

Diferentierea condrogenicd a fost evaluatd folosind cantitatea totald de
glucozaminoglicani (GAG)/peleta in raport cu ADN total/peleta, rezultate prezentate in Figura
6. Glucozaminoglicanii (GAG) sunt formati din polizaharide si sunt specifici matricei
cartilaginoase. Acestia au fost identificati prin test de spectrofotometrie cu citirea absorbantei,
dupa conjugarea GAG cu Dimetil-Metilen Blue (DMMB). Cuantificarea de ADN s-a realizat
pentru a raporta GAG la cantitatea de ADN gasita in celulele din peleta.

Diferentierea condrogenica a celulelor ADSC

provenite din cultura 2D comparativ cu celule
provenite din sferoizi 3D
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Figura 6. Cuantificarea diferentierii condrogenice prin cuantificarea absorbantei
glucozaminoglicanilor raportat la cantitatea de ADN din peleta [35].
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Un raport GAG/ADN mare a fost obtinut in sferoizii expusi la SMF cu ADSC-MNP
comparativ cu cei neexpusi. Raportul GAG/ADN pentru ADSC-MNP 2D este mai mare
comparativ cu ADSC-MNP 3D. Toate celulele ce au continut nanoparticule de magnetitd au
avut o diferentiere condrogenica considerabild. De asemenea, a fost calculata o crestere de pana
la 8,5 ori mai mare a raportului GAG/ADN in sferoizii ADSC-MNP SMF comparativ cu
sferoizii ADSC neexpusi.

3.2. Diferentierea celulelor inciarcate cu nanoparticule magnetice actuate in camp
magnetic
In urma rezultatelor obtinute pentru celule ADSC expuse in cAmp magnetic static, in
continuare, celulele ADSC incarcate cu nanoparticule de magnetita au fost actuate in camp
magnetic pentru influentarea diferentierii adipogenice si osteogenice.

Scopul acestui studiu este de a identifica influenta campului magnetic variabil asupra
viabilitatii si diferentierii celulelor ADSC incarcate cu MNP in timpi de expunere diferiti ai
campului magnetic. Actuarea In camp magnetic (ACM) este continua pe parcursul a 48 de ore
sau intermitenta pe parcursul a 48 de ore sau 7 zile. S-au realizat teste de viabilitate celulara in
camp magnetic, teste de identificare a diferentierii adipogenice si osteogenice.

Figura 7. Instalatia de actuare in cdmp magnetic cu bobine Helmholtz si mini-incubator ce

mentine parametrii de cultura celulara in interiorul circuitului [36].

Parametrii si durata campului sunt prezentati in Tabelul 1.
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Tabel 1. Protocol de expunere a celulelor ADSC si ADSC-MNP la actuare in camp magnetic.

Absenta campului Actuare in camp Actuare in camp
magnetic magnetic continua magnetic intermitenta
Parametri camp Nu se aplica 7Hz, 05mT 7Hz,05mT
Frecventa expunere | ADSC in placi de 2 zile expunere 2 sau 7 zile expunere
control 1n incubator continua, In mini- intermitenta, 10
incubator plasat in min/sesiune, 7h/zi, la
bobinele Helmholtz interval de 1 ora

Celulele ADSC cultivate in monostrat 2D, aflate la confluenta, au fost incércate cu
nanoparticule magnetice de magnetita (MNP) prin adaugarea acestora in mediul de cultura.
MNP-urile au fost mai intdi suspendate in mediul de cultura complet, ce contine ser fetal bovin
(FBS), pentru a permite formarea coroanei proteice, deoarece interactiunea si incarcarea MNP-
urilor de catre celule depind foarte mult de structura si compozitia coroanei proteice. In urma
incarcarii celulelor cu nanoparticule de magnetita, celulele ADSC sunt spalate cu PBS de
excesul de nanoparticule.

3.2.1. Evaluarea diferentierii celulelor ADSC incircate cu nanoparticule magnetice
actuate in cAmp magnetic

Celule ADSC sunt celule ce ar putea fi folosite in terapii individualizate sau in medicina
regenerativd datoritd capacitatii lor de diferentiere. Acest studiu are ca scop Imbundtatirea
capacitdtii de diferentiere pe cale adipogena sau osteogena prin influenta unor factori externi
asupra cdilor de diferentiere. Dupa ce a fost confirmat ca diferiti timpi de expunere in camp
magnetic nu afecteaza viabilitatea ADSC si ADSC-MNP, s-a testat In continuare efectul
campului magnetic asupra procesului de diferentiere adipogenica si osteogenica.

Celule ADSC si ADSC-MNP au fost actuate Tn cdmp magnetic in conditiile descrise in
Tabelul 1, in prezenta mediului de culturd pentru diferentierea adipogend (ADM) sau osteogena
(ODM). Dupa 2/7 zile expunere la ACM, celulele au fost cultivate in continuare in mediul
corespunzator pentru 21 de zile, apoi fiind evaluate cu testele Adipo Red sau Osteolmage pentru
identificarea compusilor specifici diferentierii celulare rezultate. Datele obtinute sunt
prezentate in Figura 8 si Figura 9.

Diferentierea adipogenica a celulelor ADSC si
ADSC-MNP in prezenta ACM
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Figura 8. Diferentierea adipogenica a celulelor ADSC si ADSC-MNP in prezenta ACM.
Adipogeneza cuantificata prin testul Adipo Red, utilizand spectrofotometria de fluorescenta

[36].
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Figura 9. Diferentierea osteogenica a celulelor ADSC si a ADSC-MNP in prezenta ACM.

Osteogeneza cuantificata prin testul Osteolmage. utilizand spectrofotometria de fluorescenta

[36].

Actuarea In camp magnetic a MNP internalizate in corpul celular a influentat
osteogeneza 1n functie de tipul de stimulare (intermitenta versus continud), precum si de durata
de expunere a probelor. Un camp aplicat continuu in primele doua zile dupa initierea procesului
osteogenic a condus la o osteogenezad crescutd a ADSC-MNP in comparatie cu ADSC fara
MNP, expuse si neexpuse la ACM. Efectul nu a fost observat pentru expunerea intermitenta la
ACM in primele doua zile, insa s-a confirmat pentru probele expuse intermitent timp de 7 zile.

3.2.2. Diferentierea condrogenica a celulelor ADSC si WIMSC incércate cu
nanoparticule magnetice sub influenta actudrii in cAmp magnetic

In cadrul experimentelor anterioare a fost determinati influenta nanoparticulelor de
magnetitd si a actudrii in camp magnetic asupra viabilitatii, proliferdrii si capacitatii de
diferentiere in adipocite si osteocite a celulelor ADSC. In continuare, scopul acestui studiu a
fost de a determina daca poate fi indusa condrogeneza in doua linii diferite de celule stem
incdrcate cu nanoparticule magnetice in cadrul expunerii intermitente de durata lunga la ACM.
Pentru aceste teste s-au utilizat celulele stem mezenchimale derivate din tesut adipos (ADSC)
si celule stem extrase din gelatina Wharton din cordonul ombilical (WJMSC). Tesutul din
cordonul ombilical in jurul vaselor de sange este format preponderent din gelatina Wharton
(Wharton’s Jelly) si contine numeroase celule stem mezenchimale multipotente.

3.2.2.1. Evaluarea citoscheletului ADSC si WIMSC incircate cu nanoparticule de
magnetita in urma actuarii in cAmp magnetic
In continuare s-a urmarit influenta actuarii in cimp magnetic asupra fibrelor ce formeaza
citoscheletul celular.

In urma unei scurte expuneri de 20 min la ACM, fibrele de actini, au prezentat tendinta
de a se dezorganiza si de a distorsiona conturul celulei. ADSC-MNP si intr-o masurd mai mica
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WJIMSC-MNP au prezentat o rearanjare a fibrelor citoscheletale sub influenta ACM confirmata
de Figura 10.

ADSC ADSC-ACM ADSC-MNP ADSC-MNP-ACM

WIMSC WJIMSC-ACM WIMSC-MNP WJIMSC-MNP-ACM

Phal RF Transmitted

Merged

Figura 10. Citoscheletul celular si aranjarea fibrelor de actina la celulele ADSC si WIMSC
cu i fara particule, in prezenta sau absenta ACM. Imagini obtinute prin microscopie opticd,
microscopie cu fluorescenta si imagini combinate. Scala=200 um, Microscop cu lumina
inversata EVOS, magnificare=20x [38].

Se cunoaste ca MNP sunt internalizate in interiorul citoplasmei celulare de-a lungul
fibrelor citoscheletale [39]. Astfel este posibil ca proximitatea lor fatd de fibrele de actind in
timpul expunerii la ACM sd genereze micro-miscari care sd actioneze ca stimulare mecanica
internd ce actioneaza ca stimuli similari cu biomecanica intracelulara naturala.

3.2.2.2. Evaluarea diferentierii condrogenice a celulelor ADSC si WJMSC incircate cu
nanoparticule magnetice actuate in camp magnetic
In urma stabilirii mecanismului de actiune a nanoparticulelor de magnetiti actuate in
camp magnetic asupra citoscheletului celular, urmatorul studiu implicd diferentierea
condrogenica in aceste conditii. Astfel s-a evaluat influenta actudrii in cAmp magnetic asupra
procesului de diferentiere condrogenica a celulelor ADSC si WIMSC incarcate cu
nanoparticule magnetice.

ADSC, ADSC-MNP, WIMSC si WIMSC-MNP sub forma de pelete au fost tratate cu
medii de diferentiere condrogenica timp de 21 de zile. Aceste probe au fost expuse la ACM
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timp de 10 min la fiecare 2 ore in primele 7 zile dupa inducerea condrogenica. Dupa 21 de zile,
diferentierea condrogenica a fost evaluatd cu ajutorul testului cantitativ spectrofotometric pe
bazad de absorbantd a GAG (glucozaminoglicanilor), iar rezultatele au fost normalizate in
functie de numarul de celule/peleta, rezultate prezentate in Figura 11.

Diferentierea condrogenica a celulelor ADSC, ADSC-MNP,
WJIMSC si WIMSC-MNP in prezenta ACM
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Figura 11. Cuantificarea diferentierii condrogenice a celulelor ADSC, ADSC-MNP, WIMSC
s1 WIMSC-MNP in prezenta ACM. Cuantificarea spectrofotometrica a absorbantei
glucozaminoglicanilor raportat la cantitatea de ADN din peleta [38].

ADSC-MNP prezintd o crestere semnificativa a continutului de GAG pe celuld
comparativ cu ADSC. Mai mult, ADSC-MNP expuse la ACM au prezentat o crestere si mai
mare comparativ cu celulele neincarcate cu MNP.

WIMSC expuse la ACM si WIMSC neexpuse la ACM au generat o cantitate
semnificativ mai mare de GAG/celuld comparativ cu WIMSC-MNP si fata de WIMSC-MNP
in prezenta ACM. Cantitatea maxima de GAG/celula generata de ADSC-MNP-ACM (6,55 pg)
a fost de aproape cinci ori mai mare In comparatie cu cantitatea maxima generata de WIMSC-

ACM (1,33 pg).

Prezenta MNP a crescut semnificativ depunerea de GAG in ADSC, in special dupa
expunerea la ACM. De asemenea, expunerea la ACM influenteaza organizarea fibrei
citoscheletice. Depunerea de GAG in ADSC-MNP supuse la ACM a fost de aproape 5 ori mai
mare in comparatie cu WIMSC neincarcate, ceea ce indica o posibila modalitate de manipulare
a ADSC pentru imbunatatirea conversiei condrogenice in Vitro si, posibil, pentru o viitoare

metodd de imbunatatire a regenerarii cartilajului.
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Capitolul 4. Distrugerea celulelor canceroase prin actuarea magneto-mecanica a
nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B incarcate cu medicamente antitumorale

Nanoparticulele magnetice (MPs) au atras o atentie considerabild in cercetarea
biomedicald datorita aplicatiilor lor. Proprietatile ajustabile, inclusiv dimensiunea, forma,
compozitia, chimia suprafetei si caracteristicile magnetice, le fac instrumente versatile pentru
diverse scopuri. Un avantaj remarcabil al nanomaterialelor consta in raspunsul la campuri
magnetice statice si variabile. Momentul magnetic castigat al particulelor magnetice intr-un
camp magnetic, in special in campurile magnetice variabile, a fost explorat pentru diagnosticul
si tratamentul cancerului.

Actuarea magneto-mecanica (MMA) implica un camp magnetic rotativ extern menit sa
induca miscarea mecanica a nanoparticulelor magnetice catre directia campului aplicat. Ca
urmare, miscarile rezultate genereaza forte mecanice iIn MPs capabile sa afecteze bio-
moleculele sau structurile celulare situate in apropiere [26,40]. Pentru a mari valoarea cuplului
magnetic, este considerat necesar ca nanoparticulele sd posede o anizotropie magnetica si o
magnetizatie de saturatie crescuta. Aceasta capacitate de rotatie are implicatii semnificative in
procesul inducerii apoptozei celulare. In momentul interactiunii cu membranele celulare,
nanoparticulele incep procesul de internalizare, reusind sa traverseze membrana celulara.
Internalizarea ulterioara a MPs duce la penetrarea membranei lizozomale. Supunerea probelor
la MMA induce miscarea de rotatie a MPs, generand astfel forte mecanice care distrug
integritatea membranei lizozomale. Ca urmare, continutul lizozomal este eliberate in
citoplasma, precipitand astfel o scadere a pH-ului si declansarea eventuala a apoptozei.

In contextul tratamentului cancerului, grupul nostru a introdus nanoparticulele
Fess.2Cr11.5Nbo3B2o produse prin macinare mecanica a benzilor amorfe cu aceeasi compozitie,
obtinute anterior prin racire rapida a topiturii. Aceste MPs prezinta o anizotropie ridicata, forma
paralelipipedicd (cu dimensiuni cuprinse intre 10 si 200 nm), structurd amorfa, comportament
feromagnetic si au ardtat rezultate in reducerea viabilitatii celulare canceroase sub actuarea
magneto-mecanica [26,40].

Plecand de la aceste rezultate, am dezvoltat o metoda pentru a mari gradul de distrugere
a celulelor canceroase printr-o abordare sinergica, combinand actuarea magneto-mecanica cu
medicamente antitumorale utilizate in practica clinica. Pentru acest studiu, au fost folosite
celule de osteosarcom uman (HOS) ca reprezentant al celulelor canceroase si celulele stem
mezenchimale derivate din tesut adipos (ADSCs) ca reprezentanti non-tumorali si posibili
transportatori pentru MPs.

Nanoparticulele magnetice Fees2Cri115Nbo3B2o obtinute sunt folosite pentru incarcarea
cu medicamente antitumorale - Mitoxantrona (MTX) sau Doxorubicina (DOX). Aceste
medicamente sunt utilizate in practica clinica pentru mai multe tipuri de cancer. Particulele Fe-
Cr-Nb-B incarcate cu medicamente patrund in corpul celular si functioneaza ca nanovehicule
pentru administrarea medicamentelor.

Actuarea magneto-mecanica a acestor particule duce la ruptura membranei celulare,
urmata de moartea celulara. Biocompatibilitatea nanoparticulelor a fost evaluata folosind testul
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MTT, iar incarcarea cu medicamente cu Mitoxantrona sau Doxorubicina a fost confirmata prin
analiza FT-IR si masuratori spectrofotometrice. Eficienta incarcarii cu medicamente (DL, %),
eficienta incapsularii medicamentelor (EE, %) si eliberarea medicamentului in vitro au fost
determinate prin masuratori spectrofotometrice. Testul Ferozina a fost utilizat pentru a evalua
internalizarea nanoparticulelor in ADSCs si celulele HOS. Citotoxicitatea MPs incarcate cu
medicamente a fost evaluata prin testul MTT, iar colorarea nucleelor celulare a fost realizata cu
DAPI.

Dupa introducerea nanoparticulelor cu medicamente in celule, acestea au fost expuse la
MMA. Ulterior, evaluarea mortii celulare prin teste MTT, LDH si colorarea celulelor vii/moarte
in ambele linii celulare. In plus, ADSCs au fost testate pentru utilizarea lor potentiald ca
purtatori/transportatori de MPs. MPs incarcate cu medicamente in interiorul celulelor ADSCs
au fost transferate peste culturile de celule HOS si expuse la MMA. In continuare, HOS a
internalizat MPs eliberate si au fost supuse din nou actuarii magneto-mecanice in camp
magnetic pentru distrugerea celulelor canceroase, cu rezultate evaluate prin teste MTT si LDH.

4.1. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor magnetice Fess2Cri15Nbo.3B2o

Nanoparticulele magnetice sunt obtinute din benzi amorfe cu compozitia
Fess.2Cri15Nbo3B2o. Aceste benzi sunt preparate prin racirea rapida a topiturii intr-un strat
rotativ de apa. Datoritd starii amorfe, benzile magnetice prezintd proprietati magnetice
specifice, cum ar fi: permeabilitate magnetica ridicata, magnetizatie de saturatie mare obtinuta
la campuri magnetice mici si temperaturd Curie controlata. Ulterior, benzile amorfe sunt supuse
unui proces de macinare mecanica in moara cu bile, pana cand se obtin particule de dimensiuni
nanometrice. Prin aceasta tehnica, se obtin particule magnetice cu dimensiuni cuprinse intre 10
si 200 nm, prezentand o forma paralelipipedica, asa cum se arata in Figura 12a obtinuta folosind
un HR-SEM. Masuratorile DLS (Dispersia Dinamica a Luminii) prezentate in Figura 12c au
relevat intervalul de dimensiuni intre 50-500 nm pentru particulele magnetice Fe-Cr-Nb-B.
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Figura 12. Nanoparticulele magnetice Fe-Cr-Nb-B. a)Forma si dimensiunea
nanoparticulelor, obtinuta cu HR-SEM ; b) Curba de histerezis a nanoparticulelor, obtinuta
prin metoda VSM ; c¢) Distributia dimensionald a nanoparticulelor de Fe-Cr-Nb-B
determinata prin metoda DLS [41].
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Aceste particule au o magnetizatie de saturatie de 86 emu/g, rezultate obtinute folosind
un magnetometru cu proba vibranta (VSM), prezentate in Figura 12b. Forma paralelipipedica
conferd particulelor o anizotropie magneticd de forma, ce duce la cresterea cuplului de rotatie
in campul magnetic rotativ.

4.2. Adsorbtia medicamentelor tumorale pe nanoparticulele Fe-Cr-Nb-B

4.2.1. Cuantificarea medicamentelor tumorale adsorbite pe nanoparticulele Fe-Cr-Nb-
B prin metoda spectrofotometrica
Avand 1n vedere ca scopul acestui studiu este de a utiliza o terapie sinergica care include
utilizarea actuarii magneto-mecanice combinatd cu compusi bioactivi anti-tumorali, a fost
testata abilitatea nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B de a retine pe suprafata lor Mitoxantrona (MTX)
si Doxorubicind (DOX).

Incircarea medicamentului (Gradul de incircare al medicamentului- Drug loading
efficiency- DL, % ) pe suprafata nanomaterialului (Figura 34) a fost de 7,45% masa/masa (m/m)
pentru MTX si 7,02% m/m pentru DOX 1in fiecare miligram de nanoparticule magnetice.
Eficienta ncapsularii medicamentului (EE, %) 1n acest caz a fost de 74,56% pentru MTX si
70,20% pentru DOX. Mitoxantrona si Doxorubicina utilizate in aceste experimente au fost de
calitate farmaceutica, iar solutiile au fost filtrate pentru a fi sterilizate, incarcarea ulterioara fiind
realizata in conditii aseptice in fiecare experiment.

In urma acestor teste, s-a confirmat ca nanoparticulele de tip Fe-Cr-Nb-B au capacitatea
de a adsorbi pe suprafati ambele tipuri de medicamente antitumorale. In cazul mitoxantronei
aceasta incarcare este de 74,5ug pentru 1 mg de particule, iar in cazul doxorubicinei este de
70,20ug pentru 1 mg de particule.

4.3. Eliberarea medicamentelor antitumorale de pe particulele Fe-Cr-Nb-B

Curbele de eliberare a Mitoxantronei si Doxorubicinei de pe suprafata nanoparticulelor
magnetice au fost analizate pentru a identifica cantitatea de medicament ce poate fi eliberata.
Cinetica de eliberare simuleaza timpii si cantitdtile In care medicamentele ajung in zonele
afectate de cancer si in tesutul sdnatos din apropierea tumorii. Atét particulele MP-MTX, cat si
cele MP-DOX au fost introduse intr-o membrana de dializa si plasate in mediu de cultura fara
fenol rosu (pentru a minimiza interferentele in citirea absorbtiei) 1a trei valori diferite de pH:
4,5, 6174,

Figurile 13a si 14a prezintd curbele de eliberare cumulativa atat pentru MTX, cat si
pentru DOX pe parcursul a 72 de ore.

O problema majora In administrarea medicamentelor antitumorale consta in distributia
substantelor in intregul sistem circulator, afectand atat zonele sanatoase, cat si pe cele tumorale
[42]. In cazul acestui studiu curbele de eliberare cumulati indici ca, la pH-ul 7,4, dupi 24 de
ore, doar 12,5% din MTX si 12% din DOX au fost eliberate de pe nanoparticulele Fe-Cr-Nb-
B, cu peste 85% din medicamente ramase incapsulate, sugerand ca in cazul transportului prin
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circulatia sangelui sau injectdrii in zona apropiatd a tumorii, nanoparticulele incarcate cu
medicament vor elibera doar o cantitate limitatd de medicament in zonele sdndtoase. De
asemenea, atunci cand se utilizeaza ADSC incarcate cu MP-(MTX/DOX) ca transportatori de
nanoparticule, medicamentele eliberate nu ar afecta in mod major celulele purtatoare. Dupa 72
de ore, cantitatea de MTX eliberata a fost de 24%, respectiv 21,5% pentru DOX.

La un pH de 6, a fost inregistrata o crestere a eliberarii de medicament, atat pentru MTX,
cat si pentru DOX. Eliberarea de MTX dupa 72 de ore a fost de aproape 34%, cu 12% din
medicament eliberat in primele 5 ore. Valoarea pentru DOX a fost de aproape 47% dupa 72 de
ore si 23% in primele 5 ore.

La un pH de 4,5, in mediul cel mai acid, eliberarea medicamentelor a atins pragul cel
mai inalt, ajungand la 74% pentru MTX si 77% pentru DOX. PH-ul acid faciliteaza eliberarea
medicamentelor de pe suprafata particulei, in moment ce particula se afla in proximitatea
mediului acid al tumorii sau in compartimentul endozomal/lizozomal. Cantitatea de
medicament antitumoral eliberat in mediul acid este mai mare in comparatie cu cantitatea
eliberata in pH-ul neutru din celulele normale.

Analiza eliberarii medicamentelor prin intermediul modelelor cinetice, este imperativa
in intelegerea procesului de livrare a substantelor farmaceutice active intr-un mod controlat. In
consecinta, s-a folosit o serie de cinci modele cinetice, incluzand modelul de ordin zero, de
ordinul intai, Korsmeyer-Peppas, Higuchi si Hixson-Crowell, pentru a demonstra mecanismele
de eliberare a Mitoxantronei (Figura 13) si a Doxorubicinei (Figura 14) sub conditiile de pH
4,5, 6 si 7,4, respectiv.
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Figura 13. a) Profilul de eliberare in vitro a Mitoxantronei la diferite valori de pH- 4,5, 6 si
7,4;b-d) Cinetica eliberarii Mitoxantronei de pe nanoparticulele magnetice Fe-Cr-Nb-B la:
b) pH 4,5 corespunzdtor modelului Korsmeyer-Peppas, R>=0,969; ¢) pH 6 corespunzditor
modelului Korsmeyer-Peppas, R?=0,955 si la d) pH 7,4 corespunzdtor modelului Higuchi,
R2=0,979 [41].
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Figura 13 prezinta profilul de eliberare a Mitoxantronei in vitro si modelele matematice
de eliberare ce se potrivesc cel mai bine pentru nanoparticulele magnetice Fe-Cr-Nb-B la
diferite valori de pH (4,5, 6 si 7,4). Profilele de eliberare prezinta modele distincte influentate
de valorile pH-ului, la pH-ul acid 4,5 si 6 eliberarea MTX urmeaza un mecanism controlat,
dupi cum indicd buna potrivire (R? = 0,969 si 0,955) cu modelul Korsmeyer-Peppas,
comportamentul de eliberare fiind predominant guvernat de procesele de difuziune. La o
valoare mai mare a pH-ului, cea de 7,4, cinetica eliberarii MTX din nanoparticule se potriveste
bine (R? = 0,979) cu modelul Higuchi, sugerand un mecanism controlat de difuziune pentru
eliberarea medicamentului. Rezultatele prezentate sunt in conformitate cu asteptarile pentru
sistemele in care difuziunea medicamentului este modul principal de eliberare, si evidentiaza
comportamentul dependent de pH al nanoparticulelor magnetice Fe-Cr-Nb-B in eliberarea
MTX.

In Figura 14 se poate observa un comportament similar pentru Doxorubicina, unde este
reprezentat profilul de eliberare a medicamentului in vitro la diferite valori de pH (4,5, 6 si 7,4),
alaturi de cele mai potrivite modele matematice. La pH-urile 4,5 si 6, cinetica eliberarii DOX
de pe nanoparticulele prezintd un comportament asemanator cu cel al Mitoxantronei la acelasi
pH (Figura 36), ajustandu-se bine la modelul Korsmeyer-Peppas, cu un R? de 0,991 si 0,979.
Consistenta observatd sugereazd cd nanoparticulele magnetice Fe-Cr-Nb-B prezintd un
mecanism de eliberare fiabil si predictibil pentru diferite Incarcaturi de medicamente in conditii
acide, astfel confirmand potentialul utilizarii ca vehicul versatil pentru livrarea medicamentelor.
La pH 7,4, similar observatiilor pentru MTX, cinetica eliberarii Doxorubicinei demonstreaza o
potrivire buni la modelul Higuchi, cu o valoare R? de 0,991. Acest lucru reafirma importanta
mecanismelor controlate de difuziune in eliberarea medicamentelor de pe nanoparticulele
magnetice.
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Figura 14. a) Profilul de eliberare in vitro a Doxorubicinei la diferite valori de pH: 4,5, 6 si
7,4;b-d) Cinetica eliberarii Doxorubicinei de pe nanoparticulele magnetice Fe-Cr-Nb-B la:
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b) pH 4,5 corespunzdtor modelului Korsmeyer-Peppas, cu R?=0,991; ¢) pH 6 corespunzator
modelului Korsmeyer-Peppas, cu R?=0,979 si la d) pH 7,4 corespunzditor modelului Higuchi,
cu R%=0,991 [41].

4.4. Internalizarea nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B incarcate cu medicamente in
celulele de ADSC si HOS
Internalizarea celulard a nanomaterialelor se realizeaza prin mecanisme cum ar fi:
endocitoza, fagocitoza, micropinocitoza, difuzia directa si interactiunile aderente [43]. Studiile
recente realizate in cadrul Institutului de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica Tehnica [26] au
aratat ca o concentratic de 1 mg/mL de nanoparticule magnetice Fe-Cr-Nb-B a fost cea mai
eficientd pentru actuarea magneto-mecanica si distrugere celulara.

Determinarea cantitatii de Fe a fost efectuata in placi de 24 de godeuri, testind
urmatoarele loturi de particule: MP (particule neincarcate), MP-MTX1, MP-MTX10, MP-
DOX1 si MP-DOX10. Ambele linii celulare, ADSC si HOS, au fost utilizate pentru
determinarea capacitatii de internalizare a nanoparticulelor. Cantitatea totala de Fe a fost
impartitd la numarul total de celule din godeul respectiv, astfel incat rezultatele obtinute,
prezentate in Figura 15, indica cantitatea de nanoparticule magnetice per celula.

Testul Ferozina- Cantitatea de Fe internalizata de celule la 24 de ore
dupi incubarea cu MP/MP-MTX/MP-DOX
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Figura 15. Cantitatea de Fe continuta in fiecare celuld dupa incubarea cu particule
neincarcate si incarcate cu mitoxantronda sau doxorubicina. Valori obtinute prin citire

spectrofotometrica si divizarea cantitatii de fier la numarul de celule [41].

Testul Ferozina relevd ca atat nanoparticulele incarcate cu medicament, cat si cele
neincarcate au aceeasi ratd de internalizare in celule, cu o cantitate usor crescutd la
nanoparticulele acoperite cu DOX.
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4.5. Efectul nanoparticulelor Fe-Cr-Nb-B incarcate cu medicamente antitumorale
asupra viabilitatii celulare
Ca prim pas pentru optimizarea livrarii nanoparticulelor magnetice, nanoparticulele
incarcate cu medicament au fost testate pentru efectul lor citotoxic. 1 mg/mL din fiecare tip de
nanoparticule incarcate si neincdrcate au fost adaugate peste celule ADSCs si HOS aflate la
confluenta in placi cu 96 de godeuri, utilizand mediu de cultura celulara. Dupa 24 de ore de co-
incubare, viabilitatea celulara a fost evaluata prin testul MTT.

Viabilitatea celulara la 24 ore de la co-incubarea cu particule
Fe-Cr-Nb-B in prezenta sau absenta medicamentelor
antitumorale
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Figura 16. Viabilitate celulara a ADSC si HOS determinatd prin test MTT la 24 ore dupa co-
incubare cu particule Fe-Cr-Nb-B [41].

Dupa cum se poate observa in Figura 16, nanoparticulele magnetice neincarcate nu
afecteazd ADSCs sau HOS. Particulele Fe-Cr-Nb-B sunt internalizate de catre celule prin
endocitoza, metoda de captare a nanoparticulelor sub 200 nm [44], iar veziculele formate
(endozomi) sunt transportate in compartimentul lizozomal, unde mediul acid faciliteaza
dizolvarea si eliberarea ionilor de fier din nanoparticule, ce sunt ulterior utilizati in activitatea
celulara si stocati ca rezerve de fier [18].

Celulele au fost expuse si la particule incarcate cu medicamente: MP-MTX cu 1 si 10
pg/mg de nanoparticule si similar pentru nanoparticulele incarcate cu DOX. Rezultatele
prezentate in Figura 16 arata ca MP-MTX10 si MP-DOX10 au redus viabilitatea celulara pentru
cultura HOS la nivel de 43% pentru MP-MTX si 46% pentru MP-DOX. in acelasi timp, cultura
celulara ADSCs prezinta o viabilitate crescutd in comparatie cu HOS, dupad expunerea la
nanoparticule incdrcate cu medicament, fiind afectate putin in mostrele de DOX cu 12-18% si
pentru MTX cu 21-26%.
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4.6. Actuarea magneto-mecanica a particulelor Fe-Cr-Nb-B incarcate cu
medicamente in interiorul celulelor ADSCs si HOS

4.6.1. Viabilitatea celulelor ADSCs si HOS dupa actuarea magneto-mecanica a
nanoparticulelor magnetice incarcate cu medicamente antitumorale
Terapia sinergica propusa aici implica mecanismul medicamentos, prezentat mai sus,
dar si un mecanism magneto-mecanic complementar celulelor deja afectate de medicament.
Actuarea magneto-mecanica are loc intr-un sistem cu patru bobine Helmholtz ce genereaza un
camp magnetic uniform in interiorul zonei sistemului.

Placile cu 96 de godeuri cu HOS si ADSCs au fost plasate in interiorul sistemului si au
fost actuate intr-un cdmp magnetic rotativ. Anterior testelor, celulele la o confluenta de 90% au
fost co-incubate timp de 24 de ore cu 1 mg/mL de nanoparticule neincarcate si incarcate cu
medicamente pentru a permite internalizarea nanoparticulelor. Sesiunea de MMA a durat 30 de
minute. Nanoparticulele de Fe-Cr-Nb-B aflate in interiorul dispozitivului MMA dobandesc o
miscare de rotatie si distrug celulele vizate. Pentru a evalua efectul nanoparticulelor sub
influenta MMA asupra culturilor celulare, a fost utilizat un test de viabilitate MTT.

Viabilitatea celulard a ADSCs si HOS incarcate cu MPs cu
si fira medicamente la 24 ore dupa MMA
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Figura 17. Viabilitate celulara determinata prin test MTT la 24 ore dupa actuarea magneto-
mecanica a celulelor ADSCs si HOS incarcate cu particule Fe-Cr-Nb-B cu si fara
medicamente [41].

Testele de viabilitate au fost efectuate la 24 de ore dupa actuarea magneto-mecanica.
Dupa expunerea celulelor ADSCs s1 HOS la MMA, viabilitatea celulara a fost identificata cu
ajutorul testului MTT. Probele care contin doar particule magnetice au ardtat o viabilitate de
51% pentru ADSCs si 30% pentru HOS, astfel cd celulele incarcate cu nanoparticule sunt
distruse prin aplicarea unui cdmp magnetic care induce miscarea particulelor in interiorul sau
in afara celulelor.

Nanoparticulele incarcate cu medicament combinate cu MMA au dus 1a 0 viabilitate
extrem de scazuta in cazul ambelor linii celulare. Probele ce au continut MP-MTX prezinta o
viabilitate in intervalul 24-39% pentru ADSCs si 10-19% pentru HOS, valorile viabilitatii fiind
invers proportionale cu concentratia de medicament. MP-DOX arata o viabilitate de 30-42%
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pentru ADSCs si 14-23% pentru HOS. Un aspect important de mentionat, este cd in toate
probele mentionate anterior, ADSCs au o viabilitate mai buna in comparatie cu probele similare
pentru HOS, indicand faptul cd ADSCs nu sunt influentate atdt de negativ comparativ cu

celulele HOS.

4.6.2. Determinarea celulelor vii si moarte dupa actuarea magneto-mecanica a

nanoparticulelor magnetice incarcate cu medicamente antitumorale in celulele ADSCs
si HOS prin testul Live/Dead

Testul Live/Dead ofera o metoda de colorare in doua culori cu coloranti fluorescenti

pentru celulele vii si cele moarte. Celulele vii au activitate a esterazelor intracelulare si pot fi

colorate cu calcein-AM fluorescent verde care se fixeaza pe intregul corp celular, in timp ce

celulele moarte, care au pierdut integritatea membranei celulare, sunt colorate cu ehtidium
homodimer-1 fluorescent rosu care se leaga de nucleul celular.

Figura 18 indica efectul MMA 1n cazul celulelor ADSCs neincarcate si incarcate cu
nanoparticule. ADSCs, atat cele de control, cat si cele control MMA, sunt fusiforme, cu o forma
celulard alungita si o buna fixare pe vasul de culturd celulara, fiind astfel celule viabile in
proportie de 100%. ADSCs-MP, ce contin nanoparticule neincarcate, nu prezinta efect citotoxic
si au o viabilitate buna, dar acelasi lucru nu se poate afirma pentru ADSCs-MP in urma
expunerii MMA. Forma corpului celular evidentiaza procesele din interiorul celulei.

Transmitted Live/Dead Transmitted Live/Dead
Before MMA Before MMA After MMA After MMA

ADSCs

ADSCs-MPs- ADSCs-MPs

ADSCs-MPs-

Figura 18. Testul Live/Dead reprezentand ADSCs inainte §i dupa actuarea magneto-
mecanica. Imaginile prezentate contin ADSCs Control, ADSCs-MP, ADSCs-MP-DOX si
ADSC-MP-MTX. Imaginile au fost capturate in: lumind transmisa si filtre de fluorescenta
GFP si RFP. Imaginile pentru celulele vii (filtrul GFP) si cele moarte (filtrul RFP) au fost
combinate pentru a obtine imaginile Live/Dead cu microscopul EVOS cu lumina inversatad,
scala=200 um, magnificare=20x% [41].
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Figura 19. Testul Live/Dead reprezentand HOS inainte si dupad actuarea magneto-mecanicd.
Imaginile prezentate contin HOS Control, HOS-MP, HOS-MP-DOX si HOS-MP-MTX.
Imaginile au fost capturate in: lumina transmisa si filtre de fluorescenta GFP si RFP.
Imaginile pentru celulele vii (filtrul GFP) si cele moarte (filtrul RFP) au fost combinate
pentru a obtine imaginile Live/Dead cu microscopul EVOS cu lumina inversata, scala=200
um, magnificare=20x [41].

Celulele HOS au fost supuse aceluiasi tratament ca si ADSCs, colorand cu testul
Live/Dead celulele Tnainte si dupa MMA. Figura 19 aratd morfologia celulelor HOS inainte si
dupa MMA. Dimensiunea celulei HOS este semnificativ mai micd in comparatie cu ADSC si,
implicit, contine o cantitate mai mica de nanoparticule, fapt confirmat si de testul cu ferozina,

totusi suficient pentru a leza celulele prin MMA.

Celulele de control HOS 1isi mentin homeostazia celulard sub influenta campului
magnetic. In schimb, celulele HOS care contin nanoparticule au fost grav afectate de actuarea
magneto-mecanicd, ori de Incarcarea cu medicament, sau ambele. Atasarea celulelor este
puternic perturbata, cu celule care tind sd i1a o forma sferica si sd piardad aderenta la recipient,
ceea ce inseamna ca celula se afla in fazd de apoptoza sau este decedatd. Imaginile Live/Dead
confirma ca nanoparticulele sub influenta MMA duc la deteriorarea celulelor, dar impreuna cu
mecanismul antitumoral al medicamentelor scad semnificativ viabilitatea celulara.

4.6.3. Actuarea magneto-mecanica a celulelor ADSCs care transporta nanoparticule
incircate cu medicament in cultura celulara de osteosarcom
Avand in vedere tratamentul propus anterior, ce implica nanoparticule incarcate cu medicament
in combinatie cu actuarea magneto-mecanica (MMA), a fost testatd in continuare o strategie de
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tip ,,Cal Troian”, constand in livrarea nanoparticulelor incarcate cu medicament folosind celule
ADSCs.

Initial pentru inglobarea nanoparticulelor, ADSCs in pldci de 96 de godeuri au fost co-
incubate timp de 24 de ore cu nanoparticule Incdrcate cu medicament la o concentratie de 1
mg/mL. ADSCs au fost spalate corespunzator de doua ori cu PBS pentru a elimina excesul de
nanoparticule si au fost tripsinizate pentru desprinderea de pe vasul de culturd. Celulele
desprinse au fost transferate peste cultura celularda HOS aflata la confluenta. Dupa 2 ore, cét
timp ADSCs erau inci in suspensie, celulele au fost expuse la MMA timp de 30 de minute. In
prima rundda de MMA, ADSCs au suferit ruptura membranei celulare si au eliberat
nanoparticulele transportate asupra celulelor HOS. Dupa inca 24 de ore, cand nanoparticulele
eliberate au fost incorporate de HOS, a fost aplicata incd o rundd de MMA, de aceastd data
nanoparticulele distrugand celulele canceroase. Dupa 24 de ore, s-au efectuat testul de
viabilitate MTT si testul de citotoxicitate LDH pentru co-cultura de ADSC+HOS.

Viabilitatea celulari a co-culturii in urma actuirii magneto-mecanice
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Figura 20. a) Testul de viabilitate MTT si b) Testul de citotoxicitate LDH. Actuarea magneto-
mecanica a fost aplicata asupra celulelor ADSCs ce contineau nanoparticule incarcate cu
medicament, aflate la siturile tumorale (HOS), iar dupa 24 de ore a fost aplicata inca o

sesiune de MMA odata ce nanoparticulele au patruns in celulele HOS [41].
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Figura 20 arata ca atat testul MTT, cat si cel LDH demonstreaza ca o concentratie mica
precum 1 pg/mg de medicament incdrcat pe MPs poate reduce viabilitatea celulard la 75%
utilizdnd doar componenta de medicament 1n aceastd co-cultura ADSCs-HOS si la o viabilitate
si mai redusa—70% pentru concentratia de 10 pg/mg de medicament-MPs in cazul
mitoxantronei. In cazul doxorubicinei inainte de MMA viabilitatea celulara scade la doar 89%
pentru concentratia 1 pg/mg si 69% pentru 10 pg/mg. Cand se aplica MMA si se utilizeaza
terapie sinergica, viabilitatea celulara este redusa la doar 41% pentru probele cu MTX si la 50%
pentru probele DOX. Testul de citotoxicitate LDH confirma ca probele prezintd leziuni ale
membranei celulare urmand acelasi tipar observat la testul MTT.

47



5. Concluzii
Aceastd tezd de doctorat se ocupad de influenta nanoparticulelor magnetice in
proliferarea, diferentierea si distrugerea celulard. Au fost studiate interactiunile dintre
nanoparticulele de magnetita si respectiv de Fe-Cr-Nb-B si celulele umane, atat in contextul
diferentierii celulare, cat si In tratamentul cancerului.

1. In cadrul acestei teze au fost folosite doua tipuri de particule.

a. Nanoparticulele de magnetita au fost sintetizate prin metoda hidrotermala
mecano-chimica modificata ce prezinta caracteristici fizico-chimice adecvate
pentru proliferarea si diferentierea celulara.

b. Nanoparticulele de Fe-Cr-Nb-B au fost obtinute prin méacinarea benzilor amorfe,
rezultand nanoparticule cu dimensiuni sub 200 nm si o anizotropie de forma
ridicata.

2. Am dezvoltat 0 metoda de asamblare a sferoizilor magnetici sub influenta campului
magnetic static.

a. Am testat viabilitatea, proliferarea si mobilitatea sferoizilor incarcati cu
nanoparticule de magnetitd. Expunerea sferoizilor formati din celule stem
mezenchimale derivate din tesut adipos (ADSC) la campuri magnetice statice a
dus la o crestere a volumului si a capacitatii de proliferare comparativ cu
sferoizii neexpusi.

b. Am studiat diferentiecrea condrogenica a sferoizilor si am observat o
imbunatatire In prezenta nanoparticulelor, indiferent de expunerea la camp
magnetic static. Sferoizii ADSC-MNP au prezentat o crestere semnificativa a
continutului de glucozaminoglicani (GAG), indicand un rol important al MNP
in promovarea condrogenezei.

3. Au fost actuate in cdmp magnetic la timpi variabili celulele ADSC si WIMSC incarcate
cu nanoparticule magnetice.

a. Am gasit ca celulele ADSC prezinta valori crescute ale diferentierii adipogenice
atunci cand sunt actuate in cAmp magnetic 2 zile in regim continuu.

b. A rezultat ca diferentierea osteogenica a ADSC are valori crescute atunci cand
celulele sunt expuse 2 sau 7 zile in camp magnetic si sunt incarcate cu
nanoparticule de magnetita.

C. Am identificat cd celulele ADSC si WIMSC incdrcate cu nanoparticule de
magnetita au aratat o viabilitate buna si o capacitate de proliferare semnificativa,
ADSC demonstrand o internalizare mai mare a nanoparticulelor comparativ cu
WJIMSC.

d. Cea mai mare valoare a diferentierii condrogenice a fost inregistrata la celulele
ADSC incarcate cu MNP actuate Tn cdmp magnetic.

Pe baza acestor rezultate se poate aprecia ca proliferarea, viabilitatea si diferentierea este

majoritar crescutd in prezenta nanoparticulelor magnetice.

4. Am studiat actuarea magneto-mecanica combinata cu medicamentele antitumorale
pentru tratamentul cancerului.

a. Nanoparticulele Fe-Cr-Nb-B au fost incarcate cu Mitoxantrona si Doxorubicina
prin adsorbtie, proces confirmat prin metode spectrofotometrice si FT-IR.
Gradul de incércare a fost ridicat, indicand o capacitate excelenta de captare a
celor doud medicamente.
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b. Studiind eliberarea medicamentelor am gasit ca aceasta este dependenta de pH,
cu o eliberare mai rapida la pH acid (4,5), specific compartimentului lizozomal.
Modelele matematice Higuchi si Korsmeyer-Peppas au descris cel mai bine
cinetica eliberdrii medicamentelor.

c. Nanoparticulele de Fe-Cr-Nb-B incarcate cu medicamente antitumorale au
demonstrat eficientd in eliberarea controlatd a medicamentelor, confirmand
potentialul acestor sisteme pentru tratamentul cancerului.

d. Nanoparticulele incarcate cu medicamente au fost internalizate eficient de
celulele HOS si ADSC demonstrat prin testul de Ferozina si imagini de
microscopie opticd. Cantitatea de nanoparticule este dubld in cazul ADSC
comparativ cu celulele HOS, valori rezultate din cauza diferentei de dimensiune
a celulelor.

e. Actuarea magneto-mecanica a nanoparticulelor incarcate cu medicamente a fost
testatd pe celule de osteosarcom uman (HOS) si celule stem mezenchimale
derivate din tesut adipos (ADSCs). Miscarile mecanice generate de
nanoparticule au provocat leziuni ale membranei celulare si au indus apoptoza.
Eficienta acestui proces a fost confirmatd prin teste de viabilitate celulara
(MTT), teste de citotoxicitate (LDH) si colorarea celulelor vii/moarte.

f. Actuarea magneto-mecanica a amplificat efectul antitumoral al medicamentelor.
ADSC au fost afectate in masura mai mica, indicand selectivitatea si eficienta
terapiei propuse.

g. ADSC au demonstrat potentialul de a transporta nanoparticulele incarcate cu
medicament direct la siturile tumorale, minimizand astfel efectele secundare
asupra tesuturilor sdnatoase.

h. Terapia sinergica ce combind actuarea magneto-mecanicad cu eliberarea
controlatd a medicamentelor, reprezentd o metodd promititoare pentru
tratamentul cancerului. Aceasta poate imbunatati semnificativ eficienta
tratamentului si reduce toxicitatea sistemica asociata cu terapiile conventionale.

Rezultatele obtinute 1n aceasta teza subliniaza contributiile nanoparticulelor magnetice
in medicina. Sunt necesare studii suplimentare pentru optimizarea si aplicabilitatea clinica
acestor rezultate. Directiile viitoare de cercetare ar putea sa se concentreze pe:

e Evaluarea in vivo a efectelor nanoparticulelor si campurilor magnetice in modele
animale.

e Optimizarea parametrilor de actuare magneto-mecanica pentru alte tipuri de celule
canceroase si aplicatii terapeutice.

e Dezvoltarea unor protocoale standardizate pentru utilizarea nanoparticulelor in
medicina regenerativa si tratamentul cancerului.

Aceasta teza contribuie la intelegerea si dezvoltarea nanotehnologiei in medicind,
oferind o baza pentru cercetari viitoare.
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