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Abstract

One of the major challange faced in biomedicine is represented by inefficient drug administration
at the posterior segment of the eye. Herein, we propose an innovative and minimally invasive
strategy to treat diabetic retinopathy, a diabetic complication of the eye. We reported novel NIR
light-responsive hybrid microcapsule that present excellent loading efficiency of a NIR
photothermally-active fluorophore — 75% — and an even better ability to bind on their surface the
therapeutic drug Avastin — 98%. These polymeric hybrid microcapsules, developed through the
Layer-by-Layer deposition technique, act as microcarriers for the targeted delivery of Avastin at
retina level, while releasing the therapeutic drug in vitro under NIR laser exposure. The Avastin-
targeted microsystem was developed and evaluated in terms of morphology, phototherapeutic
capacity, NIR-light stimulated release and their ability to act as fluorescent contrast agents for in
vitro imaging. According to Re-Scanning Microscopy and Scanning Electron Microscopy
imaging, we obtained 4.5 = 0.3 um spherical microcapsules, that successfully preserved their
stability in time over a 7 months period. The binding of the Avastin onto the microsystem’s
surfaces was demonstrated via several spectroscopic methods. We first evaluated the capacity of
the microsystem to act as phototherapeutic agents in solution, followed by the investigation of the
shell’s rupture and the release of therapeutic drug in vitro in human retina cells. Using the WST-1
assay, we demonstrated the biocompatibility of the microcapsules. Conventional Fluorescence
Microscopy, 3D Confocal Microscopy and Transmission Electron Microscopy were employed for
the mirocapsule’s localization inside human D407 retina cells. Last but not least, we induced
diabetes to the retina cells and evaluated the therapeutic effect of Avastin-conjugated microsystem
upon NIR irradiation. The therapeutic effect of the as-presented hybrid microsystem was validated
in vitro, proving its capacity to act as effective drug delivery and release system to replace

conventional diabetic retinoapthy treatment strategies.
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Introducere

In ultimii ani s-au raportat tot mai multe persoane care suferd de diabet ®, o boald
metabolica care vine la pachet cu multe alte afectiuni si care nu afecteaza doar persoanele Tnaintate
in varsta, ci si pe cei tineri. Astfel, personalul medical impreund cu oamenii de stiintd cauta noi
tratamente inovative si minim invazive pentru lupta impotriva diabetului si a afectiunii acestuia.
Dezvoltarea si implementarea de noi agenti terapeutici din domeniul nanotechnologiei promite a
aduce mari progrese in combaterea si prevenirea acestei boli. In acest context, dezvoltarea
microcapsulelor polimerice hibride ca agenti terapeutici eficienti iIn domeniul NIR, cu proprietatea
de a livra tintit molecule terapeutice de interes si de a elibera controlat medicamente la nivel
celular, este extrem de importanta in aplicatii clinice, ca scheme alternative de tratament.

Concret, in lucrarea de fatd mi-am propus sa realizez, printr-un protocol de sinteza
dezvoltat si optimizat de catre mine, in cadrul Institutului de Cercetari Interdisciplinare in
Bionanostiinte, un sistem de livrare versatil compus din microcapsule polimerice pe baza unui
miez de carbonat de calciu, prin tehnica de depunere strat-cu-strat, pentru a administra tintit
molecule terapeutice la nivelul retinei umane. Mai mult, mi-am propus sa inglobez intre straturile
de polielectroliti, un fluorofor activ in NIR, atat pentru dezvolta microsistemul ca agent de contrast
fluorescent, dar si pentru a beneficia de proprietatea s-a fototerapeutica. Mai exact, am sintetizat
microcapsulele hibride prin addugarea succesiva a doi polielectroliti cu sarcini opuse pe un miez
de carbonat de calciu. Fluoroforul activ in NIR a fost inglobat intre straturile de polielectroliti iar
in final, stratul exterior a fost decorat cu molecula terapeutica de interes. Astfel, am dezvoltat
agenti terapeutici sub forma unor microcdrausi pentru a livra tintit si a elibera fotoindus
medicamentul la nivelul celulelor de retind, pentru a trata retinopatia diabetica.

Lucrarea de fata este structuratd in patru capitole. Primul capitol oferd o prezentare
generald a retinopatiei diabetice, a modurilor actuale de livrare de molecule terapeutice in regiunea
posterioara a ochiului, cu avantaje si dezavantaje, si prezinta sistemele noi de livrare dezvoltate In
ultimii ani. In plus, prezinta componenta teoretici a terapiei laser, mai exact a terapiei fototermice,
impreund cu nevoia utilizarii domeniului NIR pentru aplicatii laser in domeniul biomedical.

Al doilea capitol descrie protocolul implementat pentru dezvoltarea microcapsulelor
polimerice hibride si targetate cu molecula terapeuticd folosit in lucrarea de fata impreund cu
metodele utilizate pentru a studia eficienta de incarcare a fluoroforului si eficienta de conjugare a
medicamentului. De asemenea, prezinta tehnicile spectroscopice (spectroscopia de absorbtie UV-
Vis-NIR, spectrofluometria, potentialul zeta, spectroscopia de absorbtie FT-IR) si tehnicile

microscopice (microscopia electronica de baleiaj, microscopia de fluorescenta confocald) utilizate
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in caracterizarea optica, respectiv morfologica a microsistemului. Tot in acest capitol am explicat
tehnica utilizatd pentru evaluarea efectului fototerapeutic al microcapsulelor in solutie in urma
iradierii si am prezentat metoda de calcul pentru coeficientul fototermic de conversie. Mai mult,
sunt prezentate testele utilizate pentru analizarea viabilitatii microcapsulelor in vitro in celule
umane si tehnicile de microscopie utilizate pentru a localiza si monitoriza microsistemului in
interiorul celulelor umane (miroscopia de fluorescentd conventionala, microscopia confocala cu
re-scanare, microscopia electronica in transmisie).

in capitolul al treilea am prezentat rezultatele experimentale obtinute impreuna cu discutii
pe baza spectrelor si a imaginilor de microscopie. Am caracterizat riguros microcapsulele hibride
in comparatie cu microcapsulele incarcate doar cu fluorofor, fara medicament. Am dovedit legarea
cu succes a medicamentului de suprafata microcapsulelor prin trei tehnici de spectroscopie diferite.
Am prezentat efectul fototermic indus de proprietatiile optice a fluoroforului in NIR si am testat
eliberarea medicamentului atat in solutie cat si in vitro in celule umane ca raspuns la expunerea la
lumina din domeniul spectral NIR. De asemena, am studiat viabilitatea celulelor umane tratate cu
microcapsule hibride inainte si in urma iradierii, utilizand testul WST-1.

In final, ultimul capitol sumarizeaza concluziile si perspectivele de viitor a acestei lucrari.

Rezultatele obtinute in lucrarea de fata au fost diseminate in doua articole stiintifice, in
calitate de prim-autor, publicate in reviste internationale ISI. Primul articol, intitulat ,, Hybrid
polymeric therapeutic microcarriers for thermoplasmonic-triggered release of resveratrol” a fost
publicat in Colloids and Surfaces B: Biointerfaces (IF: 5.999), iar al doilea articol, ,, NIR
phtothermal-activable drug-conjugated microcapsules for in vitro targeted delivery and release:
an alternative treatment of diabetic retinopathy” a fost publicat in International Journal of
Pharmaceutics (IF: 6.51). De asemenea, rezultatele experimentale au fost prezentate la doua
conferinte internationale: “Analytical and Nanoanalytical Methods for Biomedical and
Environmental Sciences — IC-ANMBES 2022” (8 — 10 Iunie 2022, Brasov, Romania) si ”The 4™
International Conference on Materials: Advanced and Emerging Material — ICM2022” (19 — 21
Octombrie 2022, Barcelona, Spania).

Mai mult, pe perioada masteratului, am efectuat un stagiu de practicd de 4 luni la
Universitatea din Messina, Italia, sub indrumarea Prof. Dr. Anna Piperno, in care am studiat
interactiunea grafenei cu un polimer biocompatibil. In cele din urma, am dezvoltat cu succes un
sistem de livrare pe baza de grafena conjugata cu polimer, peste care am legat electrostatic
nanobipiramide de aur pentru a obtine efectul fototerapeutic in NIR. Rezultatele experimentale

sunt in curs de redactare si de trimitere spre publicare.
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Capitolul I: Avantajul nanotehnologiei in dezvoltarea tratamentelor

alternative in domeniul biomedical

Nanotehnologia este stiinta care studiaza proprietatiile, caracteristicile si aplicatiile
materialelor din domeniul 0.1 — 100 nm. Atunci cand dimensiunea materialelor se afld pe scala
nanometricd, toate proprietdtile acestor materiale se modifica si apar proprietati noi, unice. Acest
domeniu stiintific este intr-o continua dezvoltare si este utilizat intr-o gama larga de domenii: de
la electronica, chimie, biologice, stiinte ale mediului, biomateriale energetice, pana la aplicatii
medicale. In medicina, nanotehnologia se utilizeaza pentru a obtine si a dezvolta tratamente
alternative care se bazeaza pe: 1) nanoparticule cu suprafata functionalizata, pentru livrarea tintita;
i1) nanoparticule hibrid care sa actioneze si se elibereze molecule terapeutice controlat, ca raspuns
la un stimul; iii) nanoparticule ’caraus”, care sa posede proprietatea de a Ingloba si transporta o
cantitate mare de medicament; si multe alte nanoparticule cu proprietati exceptionale, care sa ofere
noi metode de tratament, noi directii de dezvoltare de medicamente si in special sa ofere
posibilitatea de a prezice si a monitoriza boli 2. Nanotehnologia a adus mari progrese in depistarea,
monitorizarea si tratarea bolilor, iar pacientii care sufera de diabet s-au bucurat la randul lor de
aplicatiile acestui domeniu.

Diabetul se numara printre cele mai frecvente boli cronice raspandite in intreaga lume, cu
o crestere dramaticd in numarul victimelor ce suferd de complicatii severe care apar ca urmare a
acestei boli 3. Diabetul este o boald metabolici care afecteazi o mare parte a populatiei din intreaga
lume cu varsta inaintata, in special diabetul de tip II care este responsabil pentru 80% din totalul
cazurilor de diabet in intreaga lume si care este asociat cu obezitatea si cu un stil de viatd nesanatos
4% Concentratia de glucozi din sange este reglatd de citre doudi componente in corpul uman: i)
celulele beta, care secretd insulind; si ii) tesutul sensibil la insulina (ex: ficat, tesut, muschi), care
raspunde la producerea de insulina. Incapacitatea celulelor beta de a secreta insulina, rezistenta
tesutului de a raspunde la producerea insulinei sau o combinatie intre aceste doua fenomene apare
ca urmare a unui dezechilibru al concentratiei glucozei din sange °. Diferenta intre diabetul de tip
I (cel insulino-dependent) si tip II st in faptul ca diabetul de tip I este o boala mostenitd genetic,
care se declanseaza la pacienti tineri, in timp ce diabetul de tip II se dezvoltd in timp datorita
stilului de viata nesanatos. Celulele beta din pancreas, cele care produc insulina, sunt atacate si
apoi distruse de citre sistemul imunitar in cazul diabetului de tip I 7. Prin urmare, diabetul
necontrolat poate duce la complicatii seriose pe termen lung, afectand sanatatea si viata de zi cu zi

a bolnavilor.
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I.1 Retinoaptia diabetica si tratamente actuale

Una dintre cele mai serioase si agresive complicatii intalnite in pacientii care sufera de
diabet este retinopatia diabetici (RD), o boali ce afecteazi atat nervul optic cat si retina 3°. Din
cauza hiperglicemiei, vasele de sange din retina sufera de un nivel ridicat de zahar si astfel creste
permeabilitatea vasculard, care duce la acumularea de fluid in jurul retinei si cauzeaza aparitia
edemului si necroza celulelor nervoase. Nivelul ridicat de zahar in singe provoacd de asemenea
deteriorarea barierei sange-retina si favorizeaza proliferarea de noi vase de sange, care promoveaza
la randul lor dezlipirea retinei 2. Mai mult, aceasti complicatie este caracterizati de ischemie si de
inflamatii oculare care se pot agrava si pot provoca deficiente si tulburari vizuale, iar in final orbire
49 Din nefericire, peste 2.6 milioane de oameni in intreaga lume sufera pierderi semnificative de
vedere cauzate de RD °, Astfel, pacientilor le este afectatd dramatic activitatea zilnica si calitatea
vietii este scazuta 4 Momentan, tratamentele curente ce se administreaza pentru a minimiza $i a
trata RD sunt bazate pe administrarea orala de medicamente, injectii intraoculare cu anti- factori
de crestere endoteliali vasculari (eng. anti-vascular endothelial growth factors - anti-VEGF) - ex:
Bevacizumab, Ranibizumab — sau administrarea de corticosteroizi in paralel cu fotocoagulare laser
91112 Insa, majoritatea medicamentelor utilizate in tratarea RD nu prezinti doar efecte secundare
severe, ci sunt dificil de livrat sau ineficiente .

Terapia ce se bazeazd pe administrarea de medicamente este dezvoltatd in asa fel incét
acestea sd reduca permeabilitatea vasculard pentru a scadea expresia VEGF. Ca urmare a
tratarea RD, a cancerului si a altor afectiuni **. Medicamentele de tipul anti-VEGF inhiba acesti
factori VEGF si reduc astfel formarea neovascularizarii in zona retinei 2. In momentul de fata, sunt
trei medicamente anti-VEGF disponibile — Bevacizumab, Ranibizumab si Aflibercept — ce sunt
utilizate la scald largd in combaterea degenerarii maculare neovasculare, ce apare odata cu
inaintarea in varsti, si sunt utilizate la nivel global in tratarea complicatiilor cauzate de VEGF %16,
Mai exact, Avastin — medicament ce contine Bevacizumab ca molecula activa — este un anticorp
IgG1 monoclonal umanizat, aprobat de catre Administratia pentru Alimente si Medicamente (eng.
Food and Drug Adminstration — FDA), ce tinteste factorii VEGF si neutralizeaza toate isoformele
de VEGF-A pentru a preveni evolutia tumorilor *. Totodatd, un neajuns important al anticorpului
Avastin il reprezinta timpul de viata intravitreal relativ scurt al acestuia, fiind necesare administrari
intraoculare dese pentru a mentine eficienta terapeutici doritd 1”18, Aceste administriri frecvente
prin injectii intraoculare sunt neeficiente si cauzeaza reactii adverse severe, cum ar fi imflamatii

intraoculare, infectii si detasdri a retinei, reprezentand un disconfort major pentru pacienti .
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O alta strategie de tratament impotriva RD este terapia laser 2. Prin iradierea retinei cu
lumina din spectrul vizibil, fascilulul laser este absorbit si acumulat in mare masura de melanina
din bariera de celule epiteliale pigmentate de retind (RPE), unde se produce incilzirea locala si
implicit moartea celulelor RPE prin hipertermie, fara a distruge fotoreceptorii, in final vindecand
tesutul vizat 1°. Cu toate acestea, terapia laser poate distruge o mare parte a celulelor de retina si
poate cauza tulburiri vizuale permanente 2°. Terapia cu laser pentru fotocoagulare poate incetini
proprietatea ochilor de a se adapta de la lumina la Intuneric si poate deforma vederea nocturna
2122 Fotocoagularea laser a retinei blocheazi in mare parte zonele ischemice din jurul retinei si
scade posibilitatea hemoragiilor intraoculare. Insi, cel mai mare dezavantaj il reprezinti
necesitatea a minim doud operatii chirurgicale pentru a conserva retina in stare buna .

Terapia fotodinamica (eng. Photodynamic therapy — PDT) se numara printre strategiile de
tratare a RD. Aceasta terapie utilizeaza laseri in infrarosu apropiat (eng. near infrared — NIR) de
lungime de unda 689 nm, ce au energie joasd, pentru a activa moleculele fotosensibilizatoare si a
tinti neovascularizatiile retinei °. PDT se bazeazi pe administrarea sistemici de verteporfin,
molecula fotosensibilizatoare, care se distribuie tintit la endoteliul neovascularizat, iar in urma
expunerii la laserul NIR, aceasta se activeaza. Cand verteporfin se activeaza Cu Succes in prezenta
oxigenului, acesta produce radicali liberi care au proprietatea de a deteriora regiunea activata %,

O alta metoda de tratare a RD si a altor afectiuni oculare, ce utilizeaza laseri, este terapia
fototermica (eng. Photothermal therapy — PTT). Aceasta terapie implica doua elemente, si anume:
1) radiatia electromagnetica de o anumitd lungime de unda si i1) molecule fotosensibilizatoare, care
au rolul de a absorbi radiatia si de a converti energia in caldura. Concret, In urma expunerii
agentilor fotosensibilizatori la radiatia electromagneticd, acestia trec intr-o stare excitatd
superioara, ca mai apoi sa se dezexcite pe nivelul fundamental prin diferite procese de eliberare de
energie, printre care se numard procesul neradiativ de generare de caldurd. Datorita acestei
incdlziri, proteinele si componentele celulare din vecindtatea agentului fotosensibilizator
denatureaza, determinand diferite procese terapeutice. Nanoparticulele de aur (AuNPSs) detin
proprietatea de a absorbi o cantitate mare de energie de diferite lungimi de unda, datorita benzilor
plasmonice %. Aceste nanoparticule metalice au fost utilizate in ultimii ani in tratarea afectiunilor
oculare prin PTT. Din pacate, operatia pentru tratarea cataractei poate duce la opacificarea capsulei
posterioare 2°. Valorificind AuNPs si proprietitiile fototerapeutice a acestora, s-a modificat o
lentild intraoculari ce se utilizeazi in tratarea cataractei 2’. Aceste lentile intraoculare comerciale
au fost functionalizate cu AuNPs si iradiate cu un laser de 808 nm. Fotonii laserului au penetrat

barierele oculare a unor soareci utilizati in acest studiu si au exercitat efectul fototermic. Autorii
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acestui articol au raportat succesul studiului, obtinand o scadere de 60% in opacificarea capsulei
posterioare, in doar 30 de zile de la tratament.

Pentru acest tip de terapie, se pot utiliza unde electromagnetice din diferite domenii, de la
microunde, vizibil sau infrarosu 2. Insi, pentru aplicatii biomedicale, radiatia electromagnetici
din domeniul NIR (700 — 1400 nm) este ideala, deoarece aceasta penetreaza tesutul mai in
profunzime (de la 500 um péana la 1-2 c¢cm) si fluidele si tesuturile biologice prezintd un minim de
absorbtie in aceasti regiune. in acest domeniu, cildura indusa de radiatia laser in NIR este generati
doar de agentii PTT, de fotosensibilizatori, iar tesutul biologic din jur nu este afectat de aceasta

expunere la laser %°.
1.2 Metode de livrare la nivelul retinei umane

In timp ce administrarea de medicamente anti-VEGF reprezinti o metoda terapeutici
eficienta in tratarea multiplelor boli ale retinei, aceastd metoda de tratament prezinta si neajunsuri.
Dezavantajul utilizarii anti-VEGF este in primul rand reprezentat de modul de administrare.
Acestea trebuie administrate in multiple injectii intravitroase pentru a obtine efectul terapeutic
dorit. Spre deosebire de administrarea topicd, injectile intraoculare genereaza o varietate de
complicatii oculare, de la hemoragie subconjuctivala, presiune intraoculara crescuta, dezlipirea
retinei, risc crescut de inflamatii, pani la endolftalmita cu risc crescut de pierdere a vederii 332,
In ciuda evolutiei medicale si a farmaceuticelor, administrarea de durati si minim invaziva a unei
concentratii eficiente de factori anti-VEGF 1n regiunea oculara posteriord ramane o provocare.
Ochiul este impartit anatomic in doua regiuni, regiunea anterioard si regiunea posterioara (Fig.
I.1). Medicamentele pot ajunge la segmentul anterior prin diferite metode de administrare:
administrare topici, aplicatii perioculare, injectii intraoculare sau administrare sistemica. Insa,
fiecare dintre aceaste metode de administrare trebuie sa treaca prin mai multe bariere anatomice si
fiziologice ale ochiului, pentru a ajunge la segmentul posterior, scdzand astfel concentratia de

medicament si eficacitatea acestuia *.
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Fig. 1.1 Segmentele anterioare si posterioare ale globului ocular, impreuna cu barierele de care
trebuie s treacd factorii anti-VEGF pentru a ajunge la retind. Figura preluati din 2,
Administrarea topicd de medicamente, prin picaturi sau unguente, este o metoda non
invaziva de livrare de medicamente pe suprafata oculard. Aceastd metodd de administrare se
preteaza pentru livrarea de medicamente in segmentul anterior al ochiului, fiind foarte dificil de
utilizat pentru a livra concentratii eficiente de medicament in regiunea posterioara. Factorii anti-
VEGF administrati topic trebuie sa traverseze mai multe straturi ale corneei si sa treacd prin
multiple bariere ca sd penetreze cu succes straturile interioare ale retinei si sd ajunga la vasele de
sange 3. Chiar daci suficiente molecule terapeutice trec cu succes de stromi, fibrele de colagen,
care sunt foarte bine aranjate si au o permeabilitate scizuti, impiedici traversarea moleculelor %,
Cel mult 5% din cantitatea de molecule terapeutice aplicate topic penetreaza cu succes suprafata

oculara 3¢

, lar la tesutul retinei, in segmentul posterior, ajunge mai putin de 0.0001% din
concentratia medicamentul administrat 37-%°,

Cu toate ca au fost raportate metodele de administrare trans-conjuctivale si trans-scleare,
acestea prezinti eficientd scizuti si limitatdi in administrarea factorilor anti-VEGF .
Medicamentele administrate prin aceastd metoda difuzeaza prin conjuctiva spre sclerd si in coroid
inainte de a ajunge la retind, astfel determinand eliminarea rapidd a medicamentului si
administrarea unei doze sub-terapeutice la nivelul retinei .

Administrarea perioculara reprezintda administrarea medicamentelor in imediata vecinatate
a globului ocular, mai exact in zona subconjuctivald, peribulbari sau juxtascleral posterioara .
Prin aceste metode, medicamentele sunt administrate direct in tesutul ocular si astfel, acestea pot
penetra cu succes sclera, coroidul si celulele RPE #2. Cu toate ca riscul expunerii corneei este
scazut, expunerea la doze mari de medicamente a conjuctivalului si a sclerei poate duce la

toxicitate oculard mare *3.
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Administrarea factorilor anti-VEGF prin injectii intraoculare este singura metoda eficienta
care livreaza 100% din cantitatea de medicament administratd in zona posterioara tintitd si care
detine un risc scizut de toxicitate asupra segmentului anterior al ochiului ***°. Injectiile
intraoculare reprezintd standardul de aur a administrarii tratamentelor terapeutice in regiunea
posterioara a ochiului si presupun injectarea unei substante lichide, printr-un ac de dimensiuni
foarte mici, direct in umoarea vitroasi °. Prin administrarea intravitreala, concentratia
medicamentelor este maxima in momentul administrdrii injectiei si scade in timp datoritd
eliminirii medicamentului 6. Cu toate ci administrarea medicamentelor prin injectii intraoculare
reprezintd cea mai frecventd si eficientd metoda de a livra molecule terapeutice in regiunea
posterioara a ochiului, este totusi asociata cu multiple dezavantaje si neajunsuri, cum ar fi: riscul
ca pacientul sa dezvolte endoftalmita, dezlipire de retind, hemoragie oculard sau presiune
intraoculara crescuti %2, Nevoia administririi injectilor intraoculare repetate, lunar sau chiar de
mai multe ori pe lund, nu creste doar riscurile mentionate mai sus, ci este un inconvenient major
pentru pacienti. Multi dintre ei Intrerup tratamentul din cauza nepldcerii cauzate de catre aceste

injectii, scizand astfel eficienta medicamentului 474,

1.3 Sisteme noi de livrare de agenti terapeutici anti-VEGF in segmentul ocular posterior

In contextul clinic actual, este nevoie urgenti de dezvoltare a unor sisteme de livrare noi si
sustenabile de factori anti-VEGF la nivelul retinei umane pentru a trata RD. Este nevoie de sisteme
care sd scada toxicitata administrdrii anti-VEGF si care sd reduca povara acestor tratamente atat
asupra pacientilor, cat si a personalului medical si a sistemului sanitar.

Biomaterialele utilizate in livrarea intraoculara de medicamente trebuie sa indeplineasca
urmatoarele conditii: i) sa posede o eficientd de incapsulare mare a medicamentului de interes; ii)
livrare tintitd; iii) eliberarea agentilor anti-VEGF pe termen lung; iv) sd prezinte sensibilitate la
lumin; v) stabilitate si in final vi) sa fie biocompatibile. In momentul de fati, sistemele de livrare
de medicamente in zona oculard posterioard se pot imparti in doud categorii: implanturi si

nanomateriale lichide (Schema 1).
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Schema 1.1 Biomateriale si dispozitive injectabile utilizate pentru a livra agenti anti-VEGF in
sectorul posterior al globului ocular.

Implanturile sunt dispozitive introduse chirurgical in anumite tesuturi oculare pentru a
elibera medicamente pe termen lung. Aceste implanturi oculare pot fi amplasate in multiple regiuni
ale ochiului, dar cel mai des se amplaseaza in umoarea vitroasd de unde ajunge cea mai mare
cantitate de medicament in segmentul posterior, la retina 5 n zilele noastre, existd cateva
implanturi comerciale aprobate de FDA, care livreazd cu succes medicamente in regiunea
posterioard a ochiului. Implantul OZURDEX® a fost aprobat de FDA in 2009 si contine
medicamentul Dexametazona. Acest medicament este dispersat in matricea unui polimer
biocompatibil, poly(lactide-co-glycolide) (PLGA), facand ca dispozitivul sa fie biodegradabil.
Acesta se administreazad ocular prin injectii intravitreale si exercitd eliberarea medicamentului pe
o perioadi de 4 luni °°2, RETISERT® este un implant non-biodegradabil, aprobat de FDA in 2005,
ce contine medicamentul Fluocinolon acetonid. Acest dispozitiv are un rezervor in care este
incdrcat medicamentul iar acest rezervor detine un orificiu intr-o membrana de PVA prin care se
elibereazi mecanic medicamentul pe o perioada de 2 ani si jumitate %%, In 2021 a fost aprobat
de FDA implantul SUSIVMO®, un dispozitiv reincircabil, inglobat cu agenti anti-VEGF
Ranibizumab si care se insereaza intraocular printr-o incizie chirurgicala. Acest implant non-
biodegradabil asiguri eliberarea moleculelor terapeutice pe o peroadi de 6 luni %56,

Sistemele de livrare de medicamente pe baza de polimeri sunt din ce in ce mai cautate si
dezvoltate pentru aplicatii de eliberare intraoculari de medicamente. In comparatie cu
implanturile, care sunt de cele mai multe ori non-biodegradabile, nanoparticulele (NPs) si

microcapsulele (MCs) polimerice sunt In general biodegradabile si biocompatibile. NPs au in
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general o dimensiune cuprinsa intre 1 — 1000 nm, in timp ce MCs prezintd dimensiuni de 1 — 1000
um 2, Polimerii biodegradabili utilizati in dezvltarea NPs sau MCs pot fi produsi atat sintetic, cat
si natural °’. Cei mai comuni polimeri sintetici sunt acidul polilactic (PLA), PLGA si poly(styrene
sulfonic acid) sodium salt (PSS) %, jar albumina si chitosanul sunt doi dintre cei mai comuni
polimeri naturali °"%2-%3, Medicamentul de interes se poate incorpora prin mai multe metode in
particulele polimerice, in functie de proprietatiile si aplicatiile dorite. Acesta poate sta la baza
particulelor, drept “miez”, peste care se adauga straturi de polimeri, poate fi dispersat in matricea
polimerica sau poate functionaliza suprafata particulei de polimer pentru a oferi o livrare tintita,
tehnica des intalniti in NPs si MCs dezvoltate pentru aplicatii oncologice . Biocompatibilitatea,
cinetica eliberarii medicamentului si inglobarea sa sunt influentate de dimensiunea NPs sau MCs.
O provocare majora in dezvoltarea sistemelor de livrare de medicamente pe baza de NPs/MCs o
reprezintd dezvoltarea acestor particule de dimensiuni ideale, pentru a obtine caracteristicile
mentionate anterior, deoarece dimensiunea particulelor determind rata la care se elibereaza
molecula terapeutici incapsulatd ®. Medicamentul Avastin a fost incapsulat cu succes in MCs
compuse din miez de chitosan si un strat de polimer PCL *’. Aceste MCs polimerice au realizat o
eliberare initiala a medicamentului de 25% 1n primele zile de la administrare, urmata de eliberare
pe termen lung pe o perioad de 6 luni. Acelasi medicament a fost utilizat pentru a acoperi NPs de
PLA prin liofilizare . Aceste PLA-Avastin NPs au fost apoi amestecate cu MCs de PLGA. Prin
expunerea la CO, supercritic, au rezultate particule de PLGA poroase cu micropori in care se
regaseau NPs cu medicament. Studiile in vitro au demonstrat o eliberare initiala de 25% si o
eliberare pe termen lung timp de 4 luni, in timp ce studiile in vivo pe soricei au demonstrat o

eliberare pe termen lung pe o perioadi de 2 luni. J. Liu et al.®’

au folosit o altd abordare. Acestia
au dezvoltat prima data NPs polimerice inglobate cu medicamentul Dexamteazona, peste care au
prins covalent sau electrostatic medicamentul Avastin. Rezultatele in vitro a acestui studiu au
demonstrat eliberarea prelungita pe o perioada de cel putin 5 zile, in timp ce rezultatele in vivo pe
iepuri au demonstrat eliberarea prelungitd pe o perioada de 28 de zile.

Hidrogelul este un material bifazic, format dintr-o retea 3D de polimeri hidrofilici care se
umfld in prezenta apei si absoarbe cantititi mari de api 8. In general, polimerii hidrofilici au
proprietatea de a interactiona cu moleculele de apa si astfel poseda o solubilitate crescuta in solutii
apoase. Insa, datoritd lanturilor de polimeri hidrofilici ce formeaza reteaua in hidrogel, acesta este
capabil sa absoarba o cantitate mare de apa fara a se dezmembra, datorita interactiunii ’cross-link”
ce are loc intre lanturile de polimeri ®. In ultimii ani, progresele stiintei polimerilor au dus citre

formarea hidrogelilor ”smart”, ce se umfla, se degradeaza sau efectueaza tranzitii sol-gel ca

raspuns la stimuli fiziologici sau externi, ideali pentru aplicatii biomedicale "®72, Acesti hidrogeli
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reprezintd o clasa de nanomateriale ideale pentru livrarea agentilor anti-VEGF, datorita
proprietatiilor unice pe care le poseda. Hidrogelul poate incapsula o cantitate mare de anti-VEGF
datoritd structurii sale poroase. In acelasi timp, matricea de polimeri are rolul de a proteja
moleculele terapeutice de interes impotriva factorilor din mediul inconjurator si impotriva
solventilor organici ce pot denatura proteinele terapeutice ®°. Mai mult, hidrogelul “smart” ce
actioneaza ca raspuns la stimuli precum pH, temperatura, camp electromagnetic sau factori
fiziologici, permit controlul eliberarii medicamentului cu o precizie spatio-temporalad foarte buna
374 Totodatd, datoritd continutului mare de apd, intre 70 — 99%, hidrogelul este in general
biocompatibil 87, Toate aceste caracteristici oferd hidrogelului potentialul de a actiona ca un
sistem excelent de livrare si de eliberare de agenti anti-VEGF in aplicatii intraoculare °. B. Xie et
al. ’" au raportat un sistem de livrare a medicamentului Avastin in segmentul posterior al globului
ocular, bazat pe hidrogel termosensibili. Solutia apoasa de polimeri PLGA-PEG-PLGA a fost
amestecatd cu moleculele terapeutice la o temperatura scazutd de 4 °C inainte de a fi injectate.
Studiile in vitro au demonstrat o eliberare initiala de 8 - 15% in primele 4 ore de la administrare,
urmata de eliberarea sustinuta pe durata a 14 zile. Mai mult, studiile in vivo pe soricei au indicat
faptul ca medicamentul se afla in concentratia maxima in umoarea vitroasa si in retind, la doar o
zi de la administrare, iar eliberarea s-a efectuat timp de 6 saptamani. Aceasi metoda de dezvoltare
a hidrogelului Inglobat cu Bevacizumab a fost implementata si de catre un grup de cercetétori din
Pittsburgh, Pennsylvania, care au format hidrogel de PEG-PSHU amestecat cu solutia de
Bevacizumab la 4 °C "®7° Studiile in vitro ale acestei publicatii demonstreazi eliberarea
medicamentului pe o durata de 16 saptamani, cu o eliberare initiald minima, in timp ce studiile in
Vivo pe iepuri au demonstrat o eliberare initiala semnificativ crescuta fata de studiile initiale, si o
eliberare continuad timp de 60 de zile. Nu in ultimul rand, in 2020 s-au raportat microsfere
termosensibile de hidrogel, inglobate cu medicamentul Aflibercept, si studiate in Vivo pe maimute
8 1n cazul respectiv, medicamentul a fost incorporat in microsfere de polimer PLGA iar apoi
suspendat in solutia de polimeri termosensibili, pentru a forma sistemul de livrare biocompatibil.
In urma injectirii intraoculare in maimute, sistemul a eliberat o concentratie constanti de
medicament timp de 5 luni.

Dendrimerii sunt polimeri asezati in structuri foarte ordonate si ramificate, ce au o
dimensiune nanometrici intre 2 — 100 nm 8%, Structura acestora are trei elemente importante:
miezul, ramurile interioare si invelisul exterior ce contine grupiri functionale . Acesti dendrimeri
pot fi modificati si li se pot atribui proprietati speciale, cum ar fi livrarea tintita sau eliberarea
prelungitd, prin functionalizarea ramurilor de la suprafatd. Mai mult, molecula terapeuticd de

interes se poate incapsula atat in miezul dendrimerilor, cat si de ramurile de suprafatd prin
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conjugare sau interactiune ionica 82 In prezent, poli(amidoamina) — PAMAM — este cea mai
proprietitii de a fi solubild in apa 8. Marano et al. ® au raportat dendrimeri conjugati cu
oligonucleotide anti-VEGF pentru neovascularizarea coroidei induse de laser, in vivo in sobolani.
Dendrimerii au fost capabili sd incapsuleze oligonucleotidele si sa le livreze tintit pe lantul ADN,
prin membrana celulard a celulelor de retina. Eliberarea oligonucleotidelor din acesti dendrimeri
in regiunea posterioard a ochiului a fost observata pana la 6 luni de la administrare. Un alt studiu
a evaluat dendrimeri de PAMAM, de dimensiuni cuprinse intr 132 si 184 nm, ca sisteme de livrare
de medicament Dexametazona intravitreal si subconjuctival . Analizele in vitro au demonstrat o
eliberare incetinita, de doar 8% in 6 zile de la administrare, in timp ce analizele in vivo au sugerat
indepartarea completd a dendrimerilor din umoarea vitroasd si din retind la 24 de ore de la
administrare.

Un alt nanomaterial, lipozomii, este studiat pentru a actiona ca sistem de livrare de agenti
anti-VEGF 1n regiunea posteriara a globului ocular, datorita biocompatibilitatii sale si a abilitatii
de a Ingloba cantitati mari de medicament. Lipozomii sunt compusi din vezicule apoase sferice,
unde se incapsuleaza medicamentul de interes, Inconjurate de un dublu strat de lipide, compuse
din fosfolipide si colesterol. Lipozomii prezinta o toxicitate redusa, in comparatie cu sistemele de
livrare bazate pe NPs sau MCs, deoarece fosfolipidele se metabolizeaza usor odatad ce lipozomii
se descompun 2, Numeroase sisteme de livrare pe bazi de lipozomi au demonstrat ci sunt
biocompatibile si ca elibereaza cu succes agenti anti-VEGF pe perioade mai lungi de o luna de la
administrarea intravitroasa, in studii in vivo pe animale 8%, Mu et al. ® au dezvoltat lipozomi
multi-veziculari cu un raport de 95:5 componente apoase la componente lipidice. Acesti lipozomi
au prezentat o eficienta excelenta de incapsulare a medicamentului Avastin si biocompatibilitatea
acestora a fost demonstrata in vivo pe sobolani. Cu toate acestea, chiar daca lipozomii poseda o
multime de avantaje, inca nu se stie exact cum interactioneaza acestia cu procesele fiziologice ce
au loc in corpul uman. Eliberarea medicamentelor din lipozomi in corpul uman reprezintda un
proces extrem de complex care poate fi afectat foarte usor de catre mediul inconjurdtor. Spre
exemplu, lipozomii pot fi destabilizati de citre macrofage ® sau pot fi deformati de citre schimbari
ale pH-ului sau de citre reactii enzimatice . Mai mult, acestia pot deforma si cauza vedere
incetosatd oadi injectati in umoarea vitroasa, datorita fosfolipidelor %.

In contextul clinic actual, in care se depun eforturi considerabile pentru a dezvolta si
optimiza sisteme de livrare capabile sd incapsuleze o cantitate mare de medicament, sa ofere livrare
tintitd si eliberare pe termen lung in regiunea posterioara a ochiului, scopul acestui studiu a fost de

a dezvolta un astfel de sistem. Astfel, am dezvoltat un microsistem pe baza de MCs polimerice
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fluorescente, sensibile la lumina din NIR, targetate cu factori anti-VEGF, pentru tratarea RD
(Schema 2). Acest microsistem smart” ofera livrare tintita si eliberare controlata a moleculelor
terapeutice ca raspuns la expunerea la laseri in NIR. Am inglobat cu succes un fluorofor activ in
NIR — Verde de indocianind (ICG) — si am decorat suprafata MCs cu medicamentul Avastin
(molecula activda Bevacizumab). Astfel, acest microsistem sferic hibrid prezintd un efect
fototerapeutic eficient si, datoritd incalzirii MCs, acestea denatureaza si oferd eliberarea
medicamentului la locul tintit, atdt in solutie cat si in vitro in celule umane RPE de retina. Acest
studiu prezintd o metoda noud de a dezvolta sisteme de livrare de agenti anti-VEGF pe baza de
MC:s hibride si ”smart”, ce posedd fotosensibilitate crescuta si o eficientd de incapsulare mare a
fluoroforului impreunad cu o eficienta excelentd de legare a moleculei terapeutice, ca si metoda

noud si minim invaizva de tratare a RD.

Microcapsule polimerice hibride

) miez PAH-CaCO;

ICG

~rOC PSS

ﬁ( medicament Avastin

Schema 1.2 Microcapsule polimerice hibride, inglobate cu fuoroforul activ in NIR — ICG — si
decorate cu medicamentul Avastin pentru o livrare tintita si eliberare stimulata de lumina in NIR.
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Capitolul I1: Tehnici si metode experimentale

11.1 Materiale

Urmatorii reactivi au fost procurati de la Sigma-Aldrich (Missouri, USA) si utilizati fara
purificari suplimentare: poly (allylamine hydrochloride) (PAH), Verde de Indocianind (ICG) si
iodura de propidiu (IP). Poly (styrene sulfonic acid) sodium salt (PSS) a fost achizitionat de la
Alfa Aesar, ThermoFisher GmbH (Kandel, Germania). Clorura de calciu (CaCl;) a fost
achizitionata de la Cristal R. Chim (Bucuresti, Roméania). Carbonatul de sodiu (Na.COz) si clorura
de sodiu (NaCl) au fost achizitionate de la Chempur (Karlsruhe, Germania). De la Life
Technologies (California, USA) s-a achizitionat Calceina-AM. Avastin (Bevacizumab, 25
mg/mL) a fost procurat de la Roch Roméania SRL, Romania. Apa ultrapura a fost obtinuta de la
sistemul de purificare Milli-Q (Millipore, Merck, Massacusetts, USA) si utilizatd pentru toate
solutiile apoase.

Testul acidului bicinchoninic (test BCA) a fost achizitionat de la Sigma-Aldrich (Missouri,
USA) impreuna cu sulfatul de cupru (11). Albumina serica bovina (BSA) a fost procurata de la
Merck (Massachusetts, USA).

Linia celulara umana epiteliala de retind pigmentata D407 a fost obtinuta de la Dr Richard
Hunt (Universitatea din Carolina de Sud, USA). Reactivii utilizati pentru studiile culturii celulare:
mediul Eagle modificat Dulbecco (DMEM), ser fetal bovin (FBE) 10%, L-glutamina 2%, mix de
antibiotic 1%, tripsind-EDTA (0.05%), si solutia salind tamponatd cu fosfat (PBS) au fost
achizitionati de la Gibco (Massachusetts, USA). De la Sigma-Aldrich (Missouri, USA) a fost

achizitionat si reactivul WST-1 pentru studiul proliferarii celulelor.
11.2 Metode
11.2.1 Sinteza microcapsulelor polimerice conjugate cu Avastin

In cadrul acestei etape a lucrarii, am proiectat noi microcapsule (MCs) polimerice hibride,
incarcate cu un fluorofor activ in domeniul NIR - care poseda proprietati fototermice - si decorate
cu o molecula terapeutica cu rol dublu: i) detine proprietatea de a livra MCs tintit la locul dorit si
ii) are rol terapeutic In urma iradierii cu laserul in NIR. Propritatiile fizico-chimice a fluoroforului
ICG, cu emisia de fluorescentad in domeniul spectral NIR, sustin integrarea acestuia intre straturile
de polielectroliti depusi succesiv pe miezul de carbonat de calciu (CaCOs3), utilizat pentru
fabricarea MCs hibride. Scopul integrarii acestui fluorofor in structura MCs se datoreaza
potentialului sdu de a opera atat ca si agent fototermic, dar si de a marca fluorescent MCs pentru

a le putea localiza si monitoriza in vitro. Una din provocarile majore pentru realizarea acestor
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microstructuri terapeutiece o reprezintd conjugarea unei cantitati semnificative de molecule
terapeutice la suprafata MCs.

Astfel, pentru integrarea eficientd a [CG-ului intre straturile de polielectroliti si pentru a
conjuga cu succes o cantitate cat mai mare de medicament Avastin pe suprafata MCs, am urmat

protocolul de sinteza mentionat mai jos (Schema I1.1):

Schema 11.1 Tlustrare schematica a procesului de incapsulare a ICG-ului si a decorarii MCs cu
molecula terapeutica. Prin tehnica de depunere strat-cu-strat, ICG este depus pe suprafata
miezului de CaCO3-PAH urmat de un strat de PSS incarcat negativ, care prinde si sigileaza
fluoroforul intre straturile de polielectroliti. MCs sferice sunt apoi decorate cu molecula
terapeutica Avastin, care are rol dublu: 1) asigura livrarea tintitd a MCs si ii) are rol terapeutic.

Am sintetizat MCs hibride (in continuare denumite core-ICG@Avastin) prin tehnica de
de depunere “strat-cu-strat”, amestecand parti egale de CaClz (0.15 M) si Na,COz (0.15 M)
impreuna cu 500 ul polielectrolit pozitiv — PAH, pe un agitator magnetic setat la 400 RPM pentru
15 min, pentru a creea un miez de CaCOz prin metoda co-precipitarii. Dupa 15 min, am adaugat
300 ul de ICG (1.2 x 10 M) si am pus toatd solutia pentru 1 h in Thermoshaker la temperatura
camerei la 1200 RPM, urmata de 20 min de centrifugare la 12000 RPM la 20 °C pentru a inlatura
excesul de ICG. Mai apoi, am adaugat 200 pl PSS per 1000 ul proba, pentru a sigila ICG-ul cu un
strat de polielectrolit negativ, iar solutia a fost pusa 15 min la Thermoshaker si 20 min in centrifuga
la parametrii mentionati mai sus. In final, medicamentul Avastin, in concentratie de 1 mg/mL, a
fost adaugat 1n sinteza si lasat la Thermoshaker pentru 1 h la 900 RPM pentru a permite legarea
electrostaticd Intre medicament si suprafata capsulelor. Dupa 20 min de centrifugare, am indepartat
supernatantul core-ICG@Avastin iar acestea au fost spalate cu apa ultrapura si stocate la 4 °C. Mai
mult, impreuna cu MCs hibrid sintetizate, am sintetizat si MCs inglobate doar cu fluorofor, core-

ICG, pentru a putea compara cele doua sinteze.
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11.2.2 Eficienta de incircare a fluoroforului ICG

In continuare, pentru a stabili eficienta de incarcare a fluoroforului ICG intre straturile de
polielectroliti ale core-ICG@Avastin, am monitorizat intensitatea emisiei de fluorescentd a 5
concentratii diferite si cunoscute ( 104 7.5 % 10,5 x 10°, 2.5 x 10, 10 M) de fluorofor in stare
libera, impreuna cu intensitatea emisiei de fluorescenta a MCs hibride. Pe baza acestor rezultate,
am efectuat curba de calibrare pe care am analizat-0 in regiunea 795 — 805 nm si am determinat

eficienta de incarcare a fluoroforului in NIR, intre straturile MCs, pe baza Ecuatiei 1:

. A Cantitatea finala de ICG R
Eficienta de incapsulare (%) = x 100 Ecuatia 1

Cantitatea initiala de ICG

11.2.3 Eficienta de conjugare a agentului terapeutic Avastin

Pentru a cuantifica cantitatea totald a medicamentului terapeutic Avastin legat de core-
ICG@Avastin, am utilizat testul acidului bicinchoninic (eng. The Bincinchoninic Acid protein
assay - BCA). Acest test este o metodd colorimetricA de determinare a concentratiei
medicamentului din proba analizata si implica doua reactii chimice distincte. In mediu alcalin si
la temperaturi inalte, ionii de Cu?* sunt redusi de legiturile peptidice si grupirile functionale din
structura medicamentului, la ioni Cu®. lonii de Cu® sunt mai apoi complexati de citre acidul
bicinchoninic si rezultd un chelat puternic colorat in violet, cu maximul de absobtie la 562 nm.
Intensitatea culorii este direct proportionald cu concentratia medicamentului. Mai intai, se
realizeaza o solutie standard de BSA 1 mg/mL care este apoi diluatd in apa utrapurd pentru a obtine
urmatoarele concentratii: 0.75, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.03, 0.015 and O mg/mL. Fiecare
concentratie este depusa pe o placad cu 96 godeuri, 25 pl/godeu, in triplicat. Probele de Avastin in
stare libera si supernatantul obtinut in urma spalarii core-ICG@Avastin sunt depuse in triplicat
intr-o concentratie de 25 pl/godeu. Se prepara un amestec de acid bicinchoninic si sulfat de cupru
(IT) 1ar in urma reactiei amestecului cu probele depuse in placa cu 96 de godeuri se obtine valoarea

procentuald a medicamentului din supernatant.
I1.2.4 Caracterizarea optica si morfologica a microcapsulelor hibride

Urmatoarea etapa vizeaza caracterizarea optica si morfologica a MCs fabricate, utilizand
o combinatie de tehnici spectroscopice precum: masuratori de absorbtie UV-Vis, masuratori de
emisie de fluorescenta, masuratori de potential zeta, masuratori de absorbtie in infrarosu, dar si de
tehnici microscopice: microscopie electronica de baleiaj si microscopie de fluorescentad confocala.
Molecula terapeutica Avastin si fluoroforul ICG in stare libera au fost analizate in prealabil
cu ajutorul spectrofotometrului UV-Vis-NIR achizitionat de la Jasco International Co., Ltd.

(Tokyo, Japonia), cu o rezolutie spectrala de 1 nm, utilizand cuve de cuart (drum optic 2 mm) de
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la Hellma (Germania). Aceste masuratori au fost efectuate pentru a determina maximul de
absorbtie a celor doua molecule utilizate in sinteza de core-ICG@Avastin. S-a utilizat programul
Spectra Manager pentru a inregistra spectrele.

Spectrele de emisie de fluorescenta prezentate in cadrul acestei lucrari au fost achizitionate
cu ajutorul spectrofluorimetrului Jasco FP6500 de la Jasco International Co., Ltd (Tokyo, Japonia).
Am efectuat masurdtorile la temperatura camerei, cu o rezolutie spectralda de 1 nm si cu o lampa
Cu Xenon ca sursa de excitatie, de 150 W. Masurétorile au fost obtinute atat la lungimea de unda
de 270 nm, lungime de unda specificd maximului de emisie a medicamentului Avastin, cat si la
760 nm, lungime de unda specifica maximului de emisie a fluoroforului ICG. S-a folosit o latime
a benzilor de excitatie si emisie de 3, respectiv 5 nm, folosind cuve de cuart de 5x5 mm de la
Hellma (Germania) iar spectrele au fost analizate folosind programul Spectra Manager.

Pentru a determina diametrul hidrodinamic al MCs hibride, am efectuat masuratori de
imprastiere dinamicd a luminii (eng. dynamic light scattering analysis - DLS), utilizand
echipamentul Zetasizer NanoZS90 de la Malvern Panalytical Ltd. (Worcestershire, UK).
Echipamentul este dotat cu un laser He-Ne (633 nm, 5 mW) iar toate masuratorile au fost efectuate
la temperatura camerei. Masurdtorile au fost efectuate in triplicat si am utilizat cuve de unica
folosinta. Utilizand acelasi echipament, Zetasizer NanoZS90, am efectuat masuatori de potential
zeta, atat pentru core-ICG cat si pentru core-ICG@Avastin. Potentialul zeta a fost Inregistrat n
triplicat pentru ambele probe si am prezentat valoarea medie. Am utilizat un set de celule dip cell
(ZEN1002) si s-a aplicat o tensiune de 5 mV.

Pentru a demonstra conjugarea cu succes a medicamentului Avastin de suprafata MCs,
precum si pentru a demonstra eliberarea acestuia in solutie in urma expunerii la laserul in NIR, am
implementat technica de analiza a absorbtiei in infrarosu — spectroscopia in infrarosu cu
transformatd Fourier (FT-IR). Spectrele FT-IR au fost obtinute in pastile de KBr utilizand
spectrometrul Jasco 6600 FT-IR (Tokyo, Japonia) in regiunea 400 — 4000 cm™, cu o rezolutie
spectrald de 4 cm™. De mentionat, toate probele analizate FT-IR au fost liofilizate in prealabil cu
ajutorul liofilizatorului Biobase BK-FD10S (China).

Cu ajutorul microscopiei electronice de baleiaj (SEM), am investigat morfologia si
dimensiunea MCs conjugate cu Avastin, utilizand microscopul electronic cu fascicul dublu FEI
Quanta 3D FEG ce opereazi la 5 si 10 kV. Inainte de investigarea SEM, core-ICG@Avastin au
fost ultrasonicate pentru 5 sec pentru a preveni agregarea MCs in solutie. Acestea au fost apoi
depozitate prin picurare pe un substrat de sticld si uscate la temperatura camerei.

Imaginile SEM au fost achizitionate cu ajutorul Dr Adriana Vulpoi, Centrul de Materiale

Nanostructurate si Bionanointerfete, Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, Romania.

20



Daria loana Stoia Microcapsule polimerice hibride pentru livrarea tintita si eliberarea stimulata in
NIR a moleculei terapeutice Avastin la nivelul retinei umane

I1.2.5 Studiul eliberarii medicamentului Avastin in solutie in urma iradierii cu laseri
in NIR

In continuare, am evaluat eliberarea medicamentului terapeutic Avastin in urma expunerii
core-ICG@AVvastin la doi laseri in NIR. Acest studiu a fost efectuat evaluand core-ICG@Avastin
in comparatie cu core-ICG si solutii control (MCs farda ICG si fara Avastin — core, ICG in stare
libera, Avastin in stare libera, apa ultrapurd). Am expus 100 ul din fiecare proba la cei doi laseri
in NIR, 785 (laserul unui spectrometru Raman portabil R-3000 CN, Raman System) si 808 nm
(Therapy Laser DRL-BCD-01 echipat cu un laser SL1 cu o dioda de 808 nm), pentru 15 min si am
comparat potentialul terapeutic a MCs sintetizate impreund cu abilitatea de a genera caldurd ca
urmare a iradierii in NIR a acestora. Utilizdnd o camera IR Optris PI 450 (Remscheid, Germany),
am colectat cu succes imagini termice la fiecare 30 sec pe parcursul iradierii. Dupa cele 15 min de
iradiere, laserul a fost oprit iar temperatura probei a scazut rapid la temperatura initiala de 34 °C,
temperatura relevanta d.p.d.v. biologic®.

Mai mult, am calculat eficienta de conversie fototermica (1) a core-ICG@Avastin, core-

ICG si ICG 1in stare liberd pe baza Ecuatiei 2%

_ h*AAT-IT
T I(1-9(1-107%)

Ecuatia 2

unde h — coeficientul de transport al caldurii; A — sectiunea transversala iradiata; A7 — diferenta de
temperaturd; | — puterea incidenta a laserului; {— fractia de energie absorbita de catre Eppendorf
si solvent; A, — absorbanta probei la lungimea de unda excitata.

In plus, pentru a demonstra spargerea MCs in urma iradierii lor, core-ICG@Avastin au fost
depuse pe substrat de sticld si uscate la temperatura camerei Inainte si dupa expunerea la laser

pentru a fi analizate cu microscopul confocal de fluorescentda (RCM-NIR).
I1.2.6 Testarea viabilitatii celulare

In aceasta etapa, am evaluat viabilitatea celulelor umane epiteliale pigmentate de retini
(RPE) D407 in prezenta core-ICG si core-ICG@AVvastin. Astfel, celulele au fost depozitate intr-
un incubator umed (95%) cu 5% CO2 la 37 °C in mediu DMEM cu 10% FBS, 2% L-glutamina si
1% antibiotic (penicilin-streptomicina). Am utilizat testul colorimetric WST-1 pentru a determina
toxicitatea core-ICG, respectiv core-ICG@AVvastin asupra celulelor RPE D407. Am insamantat pe
placute cu 96 de godeuri, 8 x 102 celule/godeu si am testat 8 concentratii diferite (5, 10, 20, 40, 60,
80, 100 si 150 microcapsule/celuld) din ambele probe, iar 3 godeuri au ramas netratate, drept
control. Pentru fiecare concentratie s-au facut 5 repetari. Dupa 24 h de tratament, reactivul WST-

1 (15 uM) a fost incubat impreuni cu celulele pentru 30 min. In urma reactiei de reducere a sarii
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de tetrazoliu, absorbanta compusului colorat obtinut s-a masurat la 420 nm cu ajutorul HT BioTek
Synergy microplate reader (BioTek Instruments, USA). Experimentul a fost realizat in duplicat
pentru fiecare din cele doud probe analizate si am analizat statistica rezultatelor obtinute cu
programul Graph Pad — analiza one-way ANOVA. Rezultatele au fost exprimate ca procent de
viabilitate fata de control (0). Am considerat 100% viabile celulele control (0).

Pentru a evalua efectele biologice in vitro a core-ICG@Avastin in urma expunerii la laserul
in NIR, am simulat conditiile retinopatiei diabetice in celulele umane RPE D407. Am analizat
doua seturi de probe, celule D407 tratate cu core-ICG@Avastin inainte si respectiv dupa iradierea
cu laserul 808 nm. Mai Intai, am administrat glucoza (30 uM) ambelor seturi de probe. Dupa 24
h, probele au fost tratate cu 8 concentratii diferite (0, 5, 10, 20, 60, 80, 100 si 150
microcapsule/celuld) de core-ICG@Avastin. Dupa inca 24 h de tratament, primul set de probe a
fost incubat cu reactivul WST-1 pentru analiza citotoxicitatii, in timp ce al doilea set de probe a
fost iradiat pentru 15 min cu 808 nm pentru fiecare concentratie. in final, al doilea set a fost incubat
pentru alte 24 h, urmand sa fie analizat cu testul WST-1.

Analizele de viabilitate celulara au fost efectuate de Dr Madalina Nistor, Facultatea de
Medicina Veterinara, Univeristatea de Stiinte ale Agriculturii si Medicind Veterinara, Cluj-

Napoca, Romania.
I1.2.7 Imagistica in vitro

Monitorizarea si localizarea individuald a core-ICG@Avastin in celule umane RPE D407
au fost investigate cu ajutorul microscopiei conventionale de fluorescentd, microscopiei confocal
de re-scanare (RCM) si a microscopiei electronice in transmisie (TEM).

Imaginile de fluorescenta conventionald a celulelor RPE D407 tratate cu MCs hibride au
fost achizitionate cu ajutorul microscopului inversat Axio Observer Z1 de la Carl Zeiss, echipat
cu o sursa de lumind compacta, lampa cu mercur, HXP 120 °C. Pentru a achizitiona imaginile de
fluorescenta, am utilizat un obiectiv cu ulei de imersie de 63x (N.A. = 0.7 — 1.4, Zeiss) si o camera
digitala AxioCam MRc Carl Zeiss. Pentru a vizualiza nucleul (marcat cu DAPI), lumina a fost
reflectata de o oglina dichroica, utilizand filtrul de excitatie G 365 (Zeiss G 365), un filtru a benzii
de emisie BP 445/50 si o oglinda dichroica cu trecere lunga 395 nm (Zeiss FT 395). Filamentele
de actind (marcate cu Alexa Fluor 488 Phalloidin) au fost vizualizate cu ajutorul unui filtru de
excitatie BP 470/40, un filtru de emisie 535/50 si o oglinda dichroica cu trecere lunga 495 nm
(Zeiss FT 495). In final, pentru a vizualiza core-ICG@Avastin in celulele RPE, am folosit un filtru
de excitatie BP 640/30, un filtru de emisie BP 690/50 si o oglinda dichroica cu trecere lunga 660
nm (Zeiss FT 660).
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Imaginile confocale de fluorescentd au fost colectate asupra core-ICG@Avastin Tnainte,
respectiv dupd expunerea la laserul in NIR, utilizind un laser RCM-NIR achizitionat de la
Confocal.nl (Amsterdam, The Netherlands), montat pe un microscop inversat (Nikon) ECLIPSE
Ti2-E, echipat cu un obiectiv plan-apocromat 20x (N.A. = 0.75). MCs conjugate cu Avastin si cu
raspuns termic au fost excitate cu o dioda laser de 808 nm (TOPTICA Photonics AG, Germany).
Localizarea intracelulara cu succes a core-ICG@Avastin in celulele umane RPE a fost determinata
pe baza unei imagini RCM 3D in profunzime, utilizand sistemul descris mai sus. Celulele au fost
expuse la laseri cu lungimi de unda de 405, 488 si 785 nm (RCM-405, RCM-488 si RCM-785)
pentru a vizualiza atat nucleul, cat si filamentele de actina si core-ICG@AVvastin. Toate imaginile
confocale de fluorescenta si hartile 3D au fost achizitionate de camera digitald CCD Hamamtsu
(ORCA-Flash 4.0 V3) pentru modulul RCM-NIR, si de camera digitala CCD PCO EDGE 4.2
pentru modulul RCM-Vis, iar mai apoi au fost analizate de software-ul NIS Elements (versiunea
5.11.02).

Pentru a studia morfologia si structura celulelor umane RPE tratate cu MCs hibride, am
folosit microscopul electronic in transmisie (TEM, Hitachi SU 8230). Celulele D407 au fost
crescute in placi de culturd panad la o confluentd de 80%, mai apoi au fost tratate cu core-
ICG@Avastin si in continuare tripsinizate si centrifugate la 1500 RPM. Probele au fost fixate cu
solutie de glutaraldehida (2.7% in PBS), apoi cu solutie de tetroxid de osmiu (1% in PBS). in
continuare, probele tratate cu core-ICG@Avastin au fost polimerizate la 60 °C, tiiate si sectionate
la 70 nm cu ultramicrotome (Leica UC7; Leica Microsystem GmbH, Germany), iar in final
marcate cu solutie de uraniless (Electron Microscopy Sciences) si solutie de citrat de plumb (3%
in apa). Sectiunile de celula au fost investigate cu ajutorul microscopului Jeol JEM1010 (Jeol,
Japan) la 80 kV si micrografele au fost obtinute cu ajutorul camerei digitale MegaView Il (Soft
Imaging System GmbH, Germania).

Investigatiile TEM au fost efectuate de catre Dr Maria Suciu, Institutul National de

Cercetare-Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si Moleculare, Cluj-Napoca, Romania.
11.2.8 Eliberarea fotoindusa in vitro a medicamentului Avastin

In continuare, am studiat efectul eliberarii fotoinduse NIR a moleculei terapeutice in celule
umane D407 tratate cu glucoza. Am administrat 30 uM glucoza celulelor RPE iar acestea au fost
insamantate pe placi Ibidi p-Dish 35 mm pentru 24 h si tratate cu core-ICG@Avastin. Pe urma,
mediul acestora a fost schimbat cu PBS si am expuse celulele la laserul NIR 808 nm pentru 15
min, utilizdnd aceeasi parametrii experimentali folositi pentru iradierea in solutie. Pentru a evalua

viabilitatea sau moartea celulelor, acestea au fost marcate cu Calceina-AM (concentratia finala de
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1 uM — incubat pentru 15 min la 37 °C si ferit de lumind), in timp ce moartea celulara a fost
observata prin marcarea celulelor cu IP (concentratie finala 10 uM — incubat pentru 15 min la 37
°C si ferit de lumind). Probele au fost analizate utilizdnd microscopul conventional de fluorescenta
Axio Observer Z1 (obiectiv 20x). Pentru a vizualiza Calceina-AM si IP, am utilizat oglinzi
dichroice cu seturi de filtre de excitatie BP 470/40 si de emisie BP 535/50, respectiv filtre de
excitatie BP 546/12 si de emisie BLP 647. Am folosind PBS pre-incalzit la 37 °C pentru a prepara

solutiile care au marcat celulele.
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Capitolul III. Rezultate experimentale si discutii

I11.1 Fabricarea si caracterizarea microcapsulelor hibride conjugate cu Avastin

Primul pas a fost de a obtine core-ICG@Avastin prin fabricarea miezului de CaCO3-PAH
prin tehnica de co-precipitare. In continuare, am marcat miezul cu fluoroforul ICG pentru ca MCs
sd beneficieze de proprietatea sa fototermica, dar si pentru a le utiliza ca si carausi fluorescenti,
pentru imagistica in vitro. Fluoroforul a fost sigilat de un strat de PSS iar in final, microsistemul
cu raspuns 1n NIR a fost functionalizat cu anticorpul terapeutic Avastin pentru o livrare tintita la
nivelul retinei umane, unde Avastin va fi eliberat in vitro in urma expunerii la laserul in NIR.

In urma fabricarii MCs hibride, am analizat morfologia si dimensiunea acestora utilizand
tehnicile DLS si SEM. Mai mult, microscopia confocala de fluorescenta a fost utilizata pentru a
analiza capacitatea core-ICG@Avastin de a emite fluorescenta la nivel individual. Astfel, analiza
DLS a demonstrat diametrul hidrodinamic al microsistemului hibrid ca fiind 4.61 + 0.33 pm, Pdl:
0.43 + 0.10 (Fig. 111.1A). In plus, Fig. 111.1B prezintd o imagine SEM a core-ICG@Avastin.
Acesta figura confirma diametrul MCs ca fiind 4.5 + 0.35 pum, argumentat si de histograma
distributiei dimensiunii particulelor din insetul Fig. 111.1B, si demonstreaza forma sferica regulata
a acestora. Pentru efectuarea histogramei am analizat 100 de MCs. De asemenea, dimensiunea
acestora este in concordantd cu dimensiunea obtinutd pe baza imaginilor achizitionate cu
microscopul confocal de re-scanare (Fig. 111.1C), care confirma atat dimensiunea si forma sferica
a acestora, cat si proprietatea lor de a emite fluorescenta in NIR. MCs hibride au fost depozitate
pe substrat de sticli si uscate la temperatura camerei inainte de a fi analizate la microscop. In plus,
stabilitatea excelenta a dimensiunii si a formei MCs a fost analizata si demonstratd prin
microscopia RCM-NIR (Fig. 111.1D). In urma sintezei de microcapsule, acestea au fost depozitate

la temperatura de 4 °C, ferite de lumina, pentru 7 luni.
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Fig. 111.1 A Spectrul DLS al core-ICG@Avastin, confirmand diametrul hidrodinamic de 4.61 +
0.33 um. B Imagine SEM reprezentativa obtinuta asupra core-lICG@AVvastin; inset: histograma
dimensiunii MCs, cu o medie a diametrului de 4.5 um 0.35 pm. C Imagine RCM-NIR colectata
asupra core-ICG@Awvastin; inset: doua MCs inividuale. D Imagine RCM-NIR reprezentativa
obtinuta asupra core-ICG@Avastin depozitate la 4 °C, ferite de lumina, pentru 7 luni,
demonstrand stabilitatea acestora.

Pentru a confirma prinderea cu succes a medicamentului Avastin de suprafata MCs, am
analizat in primul rind core-ICG@Avastin prin masurdtori de potential zeta si am comparat cu
core-ICG (Fig. 111.2A). Core-ICG (rosu) prezinta un potential zeta puternic negativ, -55.2 = 1.7
mV, datorita stratului negativ de PSS de la suprafata MCs. In urma decoririi microsistemului cu
molecula terapeutica Avastin, potentialul zeta a core-ICG@Avastin (negru) ajunge la -28.4 + 1.5
mV. Suprafata core-ICG@Avastin este de asemenea negativa, insd sarcina de la suprafata este
influentata datorita Avastinului care este usor pozitiv. Aceasta deplasare spre valori mai pozitive
este o prima confirmare a conjugérii cu succes a moleculei terapeutice de MCs.

In continuare, am comparat core-ICG (rosu) si core-ICG@Avastin (negru) prin masuritori
de excitatie si emisie de fluorescenta, atat pentru a caracteriza microcapsulele targetate cu Avastin,

cat si pentru a avea o dovada suplimentara a conjugarii cu succes a medicamentului Avastin de
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suprafata MCs. Am efectuat si analizat spectrele de excitatie in domeniul NIR (Fig. 111.2B) a celor
doua probe pentru a observa eventualele diferente semnificative si pentru a determina lungimea
de unda optima pentru a excita MCs. Astfel, am obtinut urmatoarele spectre de emisie de
fluorescenta (Fig. 111.2C), excitand probele in jurul maximelor obtinute, mai exact 760 nm. Se
poate observa din Fig. I11. 2C faptul cd maximul de emisie de fluorescenta a core-1CG este situat
la 804 nm, 1n timp ce maximul de emisie a core-ICG@Avastin este situat la 801 nm. Aceasta
deplasare de 3 nm se datoreaza prinderii cu succes a medicamentului Avastin de MCs.

Mai mult, am obtinut informatii suplimenatre legate de conjugarea cu succes a moleculei
terapeutice de suprafata MCs din spectrele de emisie de fluorescenta a acestora in regiunea
specifica emisiei Avastinului (Fig. 111.2D). Am analizat Avastin in stare libera si am observat ca
acesta posedi maximul de emisie de fluorescenti la 344 nm (albastru). In schimb, am observat ¢,
odata legat electrostatic de MCs, core-ICG@Awvastin (negru) nu prezinta emisie de fluorescenta in
regiunea specificd moleculei terapeutice, datorita fenomenului de inhibare a fluorescentei ce apare
la interactiunea moleculei terapeutice si a suprafetei microsistemului. Datoritd transferului de
energie intre Avastin si MCs, fluorescenta core-ICG@Auvastin este redusa semnificativ.
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Fig. 111.2 A Masuratori de potential zeta a core-ICG (rosu) si core-ICG@AVvastin (negru). B
Spectre de excitatie in regiunea NIR a core-ICG (rosu) si core-ICG@AVvastin (negru). C Spectre
de emisie de fluorescenta in regiunea NIR a core-ICG (rosu) si core-ICG@Avastin (negru). D
Spectre de emisie de fluorescentd in regiunea specifica medicamentului, a Avastinului in stare
libera (albastru) si a core-ICG@AVvastin (negru).
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Totodata, pentru a sprijini ipoteza conjugérii cu succes a moleculei terapeutice de suprafata
MCs polimerice, am utilizat tehnica spectroscopica vibrationala FT-IR pentru a investiga
interactiunile chimice care apar Intre Avastin si stratul exterior de PSS al microcapsulelor. Toate
probele (Avastin in stare libera, core-ICG si core-ICG@Avastin) au fost liofilizate inainte de a fi
analizate prin aceasta tehnica spectroscopica. Spectrul Avastinului (Fig. 111.3A —spectrul albastru)

prezintd benzi vibrationale specifice la 1642 cm™

, caracteristice amidelor I, provenind de la
vibratia de intindere C=0%, si la 1542 cm™, caracteristice amidelor Il, datorati in mare parte
combinatiei intre deformarea legiturii N-H si intinderea legaiturii C-N®*, precum si o bandi
specificd la 990 cm™ ce corespunde vibratiilor de intindere C-C si C-O%. Aceste benzi
caracteristice pot fi identificate cu usurinta in spectrul core-ICG@AVvastin (Fig. 111.3B — spectrul
negru), dovedind legarea cu succes a medicamentului Avastin de MCs hibride. Mai mult, banda
localizati la 3419 cm™ a spectrului poate fi atribuita vibratiei de intindere -O-H al medicamentului,
dar de asemenea se poate datora unor molecule de apa ramase in proba in urma procesului de
liofilizare. In schimb, din spectrul FT-IR al core-ICG (Fig. 111.3B — spectrul rosu), se pot observa
benzile de absorbtie specifice CaCO3 la 712, 875 si 1418 cm™, ce corespund vibratiilor de
deformare in- si in afara planului, respectiv a vibratiei asimetrice de intindere a O-C-O%. Cu toate
acestea, scaderea in intensitate a benzilor caracteristice Avastinului in proba core-ICG@Avastin
indica faptul ca vibratia moleculei terapeutice este in mare parte inhibata, datorita atasarii acesteia
de suprafata MCs.
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Fig. 111.3 A Spectrul de absorbtie FT-IR al Avastinului in stare libera, in regiunea 500 — 1800
cm™. B Spectrul de absorbtie FT-IR al core-ICG@AVvastin (negru), core-ICG (rosu) si al
Avastinului in stare liberi (albastru), in regiunea 500 — 4000 cm™,
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II1.2 Eficienta de incarcare a fluoroforului ICG si eficienta de conjugare a moleculei

terapeutice

Monitorizdnd intensitatea emisiei de fluorescentd a diferitelor concentratii de ICG
impreunad cu intensitatea emisiei core-ICG@Avastin (Fig. 111.4A), am efectuat curba de calibrare
a ICG-ului (Fig. 111.4B). Aceasta, impreund cu Ecuatia 1, au determina eficienta de incapsulare a
fluoroforului ICG si am obtinut valoarea de 75.7 &+ 3.6 %. Aceastd valoare dovedeste capacitatea
MCs de a ingloba o cantitate mare de fluorofor in NIR. Eroarea standard a fost calculata prin

analiza 1n triplicat a probelor.
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Fig. 111.4 A Spectre de emisie de fluorescenta a diferitelor concentratii de ICG si a core-
ICG@Avastin. B Curba de calibrare efectuata pe baza spectrelor de fluorescenta.

Totodata, in aceasta etapa, am cuantificat cantitatea totald a moleculei terapeutice Avastin
legata de core-ICG(@Avastin utilizand testul BCA. Amestecand acidul bicinchoninic si sulfatul de
cupru (IT) cu probele depuse in placa cu 96 de godeuri, am obtinut valoarea de 2.8 % a
medicamentului Avastin 1n supernatantul MCs hibride. Astfel, prin aceasta metoda indirecta, am
demonstrat proprietatea extraordinara a MCs de a lega o cantitate foarte mare de medicament, 97.2

% din cantitatea initiala, si de a o transporta tintit.

I11.3 Evaluarea performantelor fototerapeutice a microcapsulelor hibride targetate cu

Avastin la iradierea in solutie

Pentru a valida potentialul terapeutic a core-ICG@Auvastin in solutie, am evaluat
capacitatea MCs targetate cu medicamentul terapeutic Avastin de a converti lumina in caldura, in
urma expunerii la doi laseri in NIR — 785, respectiv 808 nm - si de a elibera molecula terapeutica
in solutie in urma iradierii. Astfel, am efectuat studii fototermice in solutie prin expunerea core-

ICG@AVvastin, core-ICG, dar si a solutiilor control - ICG in stare libera, Avastin in stare libera,

29



Daria loana Stoia Microcapsule polimerice hibride pentru livrarea tintita si eliberarea stimulata in
NIR a moleculei terapeutice Avastin la nivelul retinei umane

core si apa ultrapura — la cele douad linii laser in NIR pentru 15 min, pornind de la temperatura
relevanta d.p.d.v. biologic de 34 °C.

Astfel, Fig. 111.5A prezinta imaginile termice la inceputul expunerii (TO) si pe parcursul
iradierii la diferiti timpi (3, 6, 9, 12 si 15 min) a celor trei probe relevante care contin ICG: core-
ICG, core-ICG@Avastin si ICG in stare libera. Conform scalei de culoare, se poate observa o
crestere dramatica in temperatura probelor expuse la laserul de 808 nm, fata de cele expuse la 785
nm. Prin urmare, la expunerea laserului de 785 nm, core-ICG se incalzesc cu 10.8 °C iar core-
ICG@Avastin cu 10.1 °C. In schimb, la expunerea laserului 808 nm, se obtine o crestere majori a
ATmax @ probelor, si anume core-ICG se incalzesc cu 26.3 °C iar core-ICG@Avastin cu 25.9 °C.
in Fig. 111.5B sunt prezentate curbele de incilzire a probelor investigate. Acest comportament,
impreund cu faptul ca solutiile control ce nu contin ICG nu sunt active d.p.d.v. fototermic,
confirmi faptul ci ICG este o molecula fotoactiva care cauzeaza incilzirea MCs. In continuare,
aceasta incalzire se va utiliza pentru a produce deteriorarea si spargerea MCs, eliberand astfel
medicamentul Avastin legat de suprafata core-ICG@Avastin. in Tabelul 111.1 sunt prezentate

valorile ATmax @ tuturor probelor investigate.

A B 30
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Fig. 111.5 A Imagini termice inregistrate in timp real pe parcursul de 15 min de iradiere, la
fiecare 3 min, a core-1CG, core-ICG@Avastin precum si a solutiei ICG 1n stare libera. Iradierile
au fost efectuate atat cu laserul 785 nm cat si cu cel de 808 nm. B Curbele de incélzire a core-
ICG, core-ICG@Avastin si a solutiilor control in timpul iradierii cu 785 si 808 nm.
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Tabel 111.1. Media ATmax temperaturii fiecarei probe iradiate cu cei doi laseri in NIR, pornind de
v la temperatura ambientald de 34 °C.
PROBA ATmax 785 nm ATmax 808 nm

core-ICG 10.8°C 26.3°C

core-ICG@AVvastin 10.1°C 25.9 °C

ICG liber 13.3°C 25.7°C

core 1.8°C 15°C

Avastin liber 0.9°C 0.6 °C

H20 up 0.9°C 0.5°C

In continuare, am determinat coeficientul fototermic de conversie (1) a core-ICG, core-
ICG@Auvastin si a ICG-ului in stare libera pentru ambele linii laser, utilizdind Ecuatia 2.
Fluoroforul ICG in stare liber itradiat cu 785 nm prezinta n = 49%%". Insa, dupa incapsularea lui
inauntrul MCs hibride, performanta fototermica a core-ICG scade la 21%. Conjugarea
medicamentului Avastin de suprafata MCs nu afecteaza semnificativ performanta fototermica a
core-ICG@Avastin (1 = 20%). Se observa un comportament similar in cazul expunerii probelor
la laserul 808 nm: ICG in stare libera prezinta coeficientul de conversie fototoermic de 77% iar,
dupa incapsularea fluoroforului, core-ICG prezinta n = 72%. Aceeasi performanta fototermica este
observata si in cazul MCs decorate cu Avastin. Tabelul 111.2 sumarizeaza aceste valori.
Performantele fototermice a fluoroforului ICG sunt conservate in mare masurd in urma formarii
MCs, precum si in urma formarii MCs hibride targetate cu molecula terapeutica. Faptul ca acest
microsistem hibrid se incalzeste intr-o perioada scurtd de timp cu ~10 °C prin expunerea la laserul
785 nm, respectiv cu ~25 °C prin expunerea la laserul 808 nm, rezulta faptul ca MCs decorate cu
Avastin prezinta rezultate promitatoare in incercarea de a dezvolta un sistem de livrare capabil de

a elibera molecule terapeutice ca raspuns la iradierea cu lumina in NIR.

Tabel 111.2. Coeficientul fototermic de conversie a celor trei probe marcate cu fluorofor — ICG
in stare liberd, core-ICG si core-ICG@Avastin — in urma iradierii cu cei doi laseri in NIR.

PROBA n (785 nm) n (808 nm)

ICG liber 49 % 7%

core-1CG 21 % 72 %
core-ICG@Avastin 20 % 72%

Odata demonstrata eficienta fototermica, am investigat eliberarea medicamentului Avastin

din core-ICG@Avastin in solutie in urma expunerii la laser in NIR prin tehnica spectroscopica
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vibrationald FT-IR (Fig. 111.6A). In urma iradierii core-ICG@Avastin pentru 15 min, utilizand
atat laserul de 785 cat si cel de 808 nm, probele au fost centrifugate pentru 30 min la 12000 RPM
iar peletul a fost resuspendat in apa ultrapura si liofilizat inainte de a fi analizat prin spectroscopia
FT-IR. In Fig. 111.6A sunt prezentate spectrele core-ICG@Avastin inainte de iradiere (negru),
respectiv a MCs hibride dupa iradierea cu 785 (portocaliu) si cu 808 nm (verde). Benzile de
absorbtie specifice a CaCOsz mentionate in sectiunea I11.1 Fabricarea si caracterizarea
microcapsulelor hibride conjugate cu Avastin, pot fi identificate cu usurinta in ambele probe
iradiate, mai exact benzile caracteristice situate la 712, 875 si 1418 cm™ (marcate in chenare gri).
Insa, si mai important, benzile specifice Avastinului, marcate cu sigeti negre in spectrul core-
ICG@Avastin Tnainte de iradiere, nu sunt vizibile in spectrul probelor iradiate, demonstrand
indirect eliberarea cu succes a medicamentului Avastin de pe suprafata MCs hibride in urma
expunerii la lumina in NIR. Mai mult, eliberarea moleculei terapeutice in solutie a fost demonstrata
si prin cresterea in intensitate a emisiei de fluorescenta in regiunea specifica Avastinului (Fig.
111.6B). Core-ICG@Avastin inainte de iradiere (negru) prezinta efectul de inhibare a fluorescentei,
pe cand in urma iradierii, emisia de fluorescenta a medicamentului este semnificativ crescuta odata
ce molecula terapeutica este eliberata cu succes de pe suprafata microsistemului. Aceasta crestere
in intensitate a emisiei de fluorescentd a medicamentului Avastin la expunerea laserilor in NIR

dovedeste inca odata eliberarea cu succes a moleculei terapeutice (Fig 111.6B — spectrul portocaliu

st verde).
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Fig. 111.6 A Spectrul experimental FT-IR a core-ICG@Avastin 1nainte de iradiere (negru) si
peletul MCs colectat in urma iradierii cu 785 nm (portocaliu) si 808 nm (verde) inregistrat in
regiunea 500 — 4000 cm™. B Spectrul emisiei de fluorescenti a core-ICG@Avastin inainte de
iradiere (negru), respectiv In urma iradierii cu 785 nm (portocaliu) si cu 808 nm (verde) colectat
in regiunea specificd emisiei medicamentului Avastin.

Astfel, se poate concluziona faptul ca, utilizand laserul 808 nm pentru a iradia core-

ICG@Awvastin, proprietdtiile fototermice a ICG-ului sunt semnificativ sporite in comparatie cu
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linia laser 785 nm. Acest rezultat este in corelatie cu cantitatea crescutd de Avastin eliberat de catre
microsistemul fabricat si expus la laserul de 808 nm, dovedit de catre spectrele de fluorescenta.
Ulterior, am colectat imagini RCM-NIR pentru a evalua daca morfologia MCs a suferit
modificari in urma expunerii la laseri In NIR, ce genereaza incalzirea MCs hibride si implicit
eliberarea moleculei terapeutice. Schema I11.1A ilustreaza grafic ruperea core-ICG@Avastin si
eliberarea medicamentului, induse de laserul NIR 808 nm, impreund cu imagini RCM-NIR
achizitionate asupra MCs inainte (Schema I11.1B) si in urma iradierii cu 808 nm (Schema 111.1C).
in Schema 111.1B se poate observa forma sferica specifica si regulata a microsistemului hibrid.
Din Schema 111.1C se poate deduce faptul ca MCs targetate cu Avastin au fost deteriorate cu
succes de catre radiatia NIR si astfel a rezultat ruperea straturilor de polielectroliti si implicit
eliberarea ICG-ului in afara microsistemului (a se vedea emisia rosie din jurul microcapsulelor),
impreuna cu eliberarea anticorpului Avastin in solutie. Ruperea si spargerea core-ICG@Avastin
demonstreaza faptul ca interactiunea laser-microsistem, prin procese termice, este responsabila

pentru eliberarea medicamentului terapeutic Avastin in solutie.
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Schema I11.1 A Reprezentare schematica a mecanismului fotoindus de eliberare a Avastinului in
solutie. B Imagine RCM-NIR a core-ICG@Avastin inainte si C in urma expunerii la laserul 808
nm. Core-ICG@Avastin au fost depuse pe substrat de sticla si uscate la temperatura camerei
inainte de a fi analizate.

111.4 Studii de citotoxicitate celulara in vitro

Primul pas catre caracterizarea in vitro al MCs targetate cu Avastin a fost de a studia si
monitoriza biocompatibilitatea MCs in urma tratarii celulelor umane RPE D407 cu core-

ICG@AVvastin, prin intermediul testului de citotoxicitate WST-1. Astfel, am analizat raspunsul
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celulelor umane D407 in urma tratamentului cu core-ICG si core-ICG@Avastin dupa 24 h de
incubare. In ambele cazuri am analizat noui concentratii diferite (0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 si
150 microcapsule/celuld) pentru a determina concentratia optima de MCs hibride, pentru a fi
utilizate in studiile in vitro ulterioare.

Prin urmare, am observat o scadere a viabilitatii celulelor, intr-o manierd dependenta de
concentratia MCs administrate, atit pentru celulele tratate cu core-ICG, cét si pentru cele tratate
cu core-ICG@Avastin, existand o relatie indirect proportionald intre viabilitate si concentratia de
MCs. Diferente semnificative de descrestere a viabilitatii se observa doar in cazul celulelor tratate
cu core-ICG@Awvastin (Fig. 111.7B), la concentratiile 20 — 150 microcapsule/celula fatd de control.
Cu toate acestea, in cazul ambelor tratamente (Fig. 111.7A si B), valoarea viabilitatii celulare nu
scade sub pragul 1C50. Astfel, se poate concluziona caracterul non-toxic al celor doua tipuri de

MCs asupra celulelor umane de retind D407, chiar si la cele mai mari concentratii.
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Fig. 111.7 A Comparatie intre testele WST-1 efectuate asupra celulelor umane de retind D407
tratate cu core-ICG si B core-ICG@Avastin. Rezultatele au fost exprimate ca procent de
viabilitate fata de control iar celulele control (0) au fost considerate 100% viabile. Experimentele
au fost realizate in duplicat pentru fiecare din cele doud probe iar analiza statistica a rezultatelor
obtinute a fost realizata cu ajutorul programului Graph Pad — analiza one-way ANOVA.

II1.5 Imagistica in vitro

Internalizarea si localizarea MCs individuale a fost analizata prin imagini de microscopie
de fluorescentd conventionala, fiind un prim pas in monitorizarea internalizarii core-ICG@Avastin
in celule umane RPE D407. Celulele umane de retind D407 au fost tratate cu MCs targetate cu
Avastin intr-o concentratie de 10 microcapsule/celula pentru 24 h. Biocompatibilitatea
microsistemului hibrid, dovedita prima data de catre studiile de citotoxicitate, se observa si din
imaginile de microscopie de fluorescentd. Aceste imagini prezinta structura celulara foarte bine
conservata in urma tratamentului cu core-ICG@Avastin. in Fig. 111.8 este prezentati imaginea de

fluorescentd achizitionatd asupra celulelor umane de retind, nucleul fiind marcat cu DAPI
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(albastru), filamentele de actind cu Alexa Fluor 488 (verde) iar microsistemul hibrid prezinta
fluorescenta marcata cu rosu, datorita proprietatii fluorescente a ICG-ului. Se observa un numar
mare de core-ICG@Avastin captate in celulele D407, reprezentata de punctele rosii fluorescente
din interiorul celulelor.

DAPI ALEXA FLUOR 488

.

core-ICG@Avastin MERGED

Fig. 111.8 Imagine de microscopie de fluorescenta achizitionata asupra celulelor umane RPE

D407 tratate cu core-ICG@Avastin. Nucleul este marcat cu DAPI (albastru), filamentele de

actind cu Alexa Fluor 488 (verde), core-ICG@Avastin prezinta fluorescenta rosie iar in final
avem o imagine suprapusa.

in paralel cu imaginile de fluorescenti conventionali, am achizitionat imagini de
microscopie confocald de fluorescenta, prin sistemul RCM, pentru a confirma internalizarea cu
succes a MCs hibride in interiorul celulelor umane de retina D407, nu doar aderarea acesora pe
suprafata celulelor, dar si pentru a obtine detalii asupra distributiei spatiale a acestora. RCM este
o tehnica non-invaziva ce permite achiztionarea de imagini cu o calitate foarte buna, la o rezolutie
mai mare decat a microscopiei de fluorescenta conventionald si care, de asemenea, este capabila
de a scana proba in adancime in intreg volumul, obtinand sectiuni ortogonale a imaginilor 3D a
celulelor investigate. Imaginile 3D RCM (Fig. 111.9A si B) dovedesc faptul ca celulele umane de
retind D407 au fost capabile s internalizeze un numar mare de core-ICG@Avastin in interiorul
lor. Dupa cum se pot observa sagetile marcate cu portocaliu, MCs targetate cu Avastin se afla intr-

adevdr 1n interiorul citoplasmei celulelor D407, 1anga nucleu.
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Fig. 111.9 Imagini RCM cu sectiuni ortogonale z-stack (RCM-405, RCM-488, RCM-785) ce
monitorizeaza doud MCs hibride distincte (fluorescenta rosie), marcate cu sageti portocalii (A si
B), in interiorul aceleasi celule umane RPE D407. Panoul de pe partea dreapta reprezinta
sectiunea transversala x-z, in timp ce panoul de jos reprezinta sectiunea transversald y-z a
imaginii suprapuse RCM si prezinta distributia in celulele D407 a core-ICG@Avastin.

Pentru a intelege mai in profunzime internalizarea si localizarea celularda a core-
ICG@Avastin, am folosit tehnica de microscopie TEM. Imaginile TEM (Fig. 111.10) dezvaluie
MCs sferice localizate in celule umane de retind D407, chiar 1anga nucleu, ca si in cazul imaginilor
3D RCM. Celulele de retina prezintd nuclee mari si compacte care ocupa o parte mare din volumul

total al celulei, si in general au cate doi lizozomi mari per celuld. Forma si procesele celulare

limitate sunt o consecinta a tripsinizarii inainte de fixare si nu influenteaza metabolismul celular.

Control
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Fig. 111.10 A,B Imagini TEM colectate asupra celulelor umane RPE D407 netratate (control) si
C, D trate cu core-ICG@Avastin. N — nucleul, n — nucleuolus, L — lizozomi. Sagetile verzi
indica MCs hibride targetate cu Avastin.
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Celulele tratate cu core-ICG@Avastin prezinta MCs in citoplasma, in vecinatatea
membranei celulare si in apropierea nucleului (Fig. 111.10C si D). Datorita contrastului mare a
cristalelor de carbonat de calciu, se pot identifica cu usurintd core-ICG@Auvastin in interiorul
celulelor D407. MCs conjugate cu Avastin din interiorul celulelor de retind D407 prezinta forma
sfericd si dimensiunea de 4.5 = 0.35 pm. La aceastd dimensiune, procesul de endocitoza este
implicit dependent de ligand sau apare prin intermediul macropinocitozei/fagocitozei. Se poate
observa faptul ca MCs hibride nu prezintd un invelis membranar In citoplasma iar majoritatea
dintre ele se afla in apropierea membranei celulare. Se presupune posibilitatea ca MCs hibride sa
intre in citoplasma celulelor de retind D407 prin formarea unor pori de intrare prin membrana in

celuld, care nu deregleaza metabolismul celular.

I11.6 Iradierea celulelor in vitro si analiza citotoxicititii in conditii simulate de retinopatie

diabetica

In ultima etapa a acestei lucrari, am analizat activitatea fototermici a MCs targetate cu
Avastin asupra celulelor umane RPE D407. Concret, in urma studiilor efectuate in solutie, am
decis sa utilizez laserul 808 nm pentru experimentele in vitro, datorita faptului ca am dovedit
eliberarea medicamentului Avastin intr-o cantitate mai mare decat daca am utilizat laserul 785 nm.
Astfel, pentru a evalua efectul terapeutic in vitro al core-ICG@Avastin in urma iradierii, am studiat
in prealabil citotoxicitatea MCs hibride in vitro asupra celulelor umane RPE D407 in conditii de
hiperglicemie, utilizand testul WST-1. Tratamentul cu core-ICG@Avastin s-a administrat in 8
concentratii diferite: 0, 5, 10, 20, 60, 80, 100 si 150 microcapsule/celula. in primul rand, am
simulat hiperglicemia fiziologica (>14 mM glucoza) regasita in pacietii bolnavi de RD, apoi am
analizat doua seturi de probe, mai exact am analizat viabilitatea celulelor umane D407
hiperglicemice tratate cu core-ICG@Auvastin in paralel cu viabilitatea celulelor umane D407
hiperglicemice tratate cu MCs hibride si iradiate cu laserul in NIR. Prin urmare, celulele RPE
D407, aflate in conditii de stres hiperglicemic, au prezentat modificari ale proliferarii celulelor
umane ca raspuns la tratamentul cu MCs hibride in diferite concentratii (Fig. 111.11A). Incepand
cu 10 microcapsule/celuld, viabilitatea celulara a scazut datorita concentratiilor mari de MCs, insa
fara a scadea sub pragul IC50. Astfel, se confirma faptul ca MCs hibride targetate cu Avastin, n
intervalul de tratament 5 — 150 microcapsule/celula, nu prezinta efect citotoxic semnificativ asupra
celulelor umane RPE D407.

Mai mult, in urma iradierii cu 808 nm a celulelor tratate cu acelasi interval de concentratii
mentionat mai sus, apar modificari in populatia celulara, dupa cum se poate observa in Fig.

111.11B. De la concentratia de 10 microcapsule/celula, viabilitatea celulelor aflate in conditii de
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stres hiperglicemic incepe sa prolifereze si continud s creasca direct proportional cu concentratia
de tratament administrata. Astfel, se atinge maximul de proliferare de 200 % in cazul terapiei cu
80 microcapsule/celuld. Pe baza rezultatelor obtinute, cresterea viabilitatii celulelor D407 ca
raspuns la iradierea in NIR demonstreaza ruperea microsistemului in urma expunerii la lumina in
NIR si eliberarea medicamentului Avastin in vitro. Aceste rezultate sugereaza efectul protector si

curativ al medicamentului terapeutic Avastin asupra celulelor umane RPE D407 aflate in conditii

de diabet.
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Fig. 111.11 A Influenta core-ICG@Avastin asupra proliferarii celulelor umane RPE D407, in
urma tratamentului cu diferite concentratii de MCs (0 — 150 microcapsule/celuld) inainte,
respectiv B in urma iradierii cu laserul 808 nm, in conditii de hiperglicemie (30 mM glucoza).
Viabilitatea celulara a fost masurata cu ajutorul testului WST-1. Experimentele au fost realizate
in triplicat pentru fiecare din cele doua probe iar analiza statisticd a rezultatelor obtinute a fost
realizata cu ajutorul programului Graph Pad — analiza one-way ANOVA.

In final, viabilitatea si moartea celulard a celulelor umane RPE D407 tratate cu core-
ICG@Avastin, in urma expunerii pentru 15 min la laserul 808 nm si in urma marcarii cu Calceina-
AM si IP, au fost evaluate utilizdnd microscopia conventionald de fluorescenta. Colorantul
Calceina-AM se utilizeaza pentru a determina viabilitatea celulelor vii; datorita activitatii esterazei
intracelulare in celulele vii, acesta se activeaza odata ce patrunde in celule si marcheaza fluorescent
nucleul acestora. Aceasta este o metoda de orientare generald pentru a demonstra viabilitatea si
vitalitatea celulelor. In comparatie, coloantul IP se utilizeazi in determinarea celulelor moarte,
deoarece acesta nu poate patrunde in celulele vii care au membrana celulard intactd, doar in
celulele ce au suferit modificari si rupturi de membrand si sunt implicit moarte. Imaginile de
microscopie conventionala de fluorescenta (Fig. 111.12) determina ca majoritatea celulelor au fost
marcate cu Calceind-AM (fluorescenta verde), doar un numar neglijabil de celule au fost pozitive
pentru IP (fluorescenta portocalie). Astfel, am demonstrat faptul ca, eliberarea fotoindusa a
medicamentului Avastin din microsistem nu afecteaza negativ celulele umane RPE vii, din contra,
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acestea se vindeca de diabet si prolifereaza. Aceste rezultate sustin utilizarea core-ICG@Avastin

ca agenti fototermici activi pentru tratarea RD.

Calcein

Fig. 111.12 Eliberarea fotoindusa (iradiere 15 min) in vitro a medicamentului Avastin, utilizand
celule umane RPE D407 tratate cu core-ICG@Auvastin. Celulele au fost marcate in urma iradierii
cu Calceina-AM (fluorescenta verde) si cu IP (fluorescenta portocalie).

Pe baza acestei analize si a intregului studiu in vitro, propunem un tratament alternativ si
minim invaziv, ce se administreaza printr-o singura injectie intraoculard si un singur interval de
iradiere a microsistemului cu un laser in NIR. Rezultatele obtinute pdna n momentul de fata sustin
livrarea tintitd si eliberarea medicamentului terapeutic cu precizie spatiotemporald excelentd in
urma expunerii la lumina din NIR. Administrdnd o singura doza de tratament, se depaseste
dezavantajul administrarii repetate a medicamentelor ce se folosesc la ora actuala in tratarea RD,
care sunt dificil de livrat si necesitd mai multe interventii pentru a obtine efectul terapeutic dorit.
Astfel, microsistemul hibrid, conjugat cu molecula terapeutica Avastin, s-a dovedit a fi o unealta

de livrare si eliberare de medicament extrem de eficientd si minim invaziva In incercarea de a trata

RD.
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Concluzii finale si perspective viitoare

La finalul acestui studiu, am raportat si validat noi agenti terapeutici activi fototermic in
vitro, compusi din MCs polimerice hibrid, inglobate cu ICG si conjugate cu Avastin, nou fabricate
prin technica de depunere strat-cu-strat pentru o livrare tintita si eliberarea moleculei terapeutice
caraspuns la iradierea In NIR, ca tratament alternativ al RD. Forma sferica regulata si dimensiunea
medie de 4.5 + 0.3 pm este confirmata atat de investigatiile DLS si SEM, cat si RCM-NIR. Aceste
MCs hibride targetate cu Avastin prezinta o eficientd de incarcare foarte buna a fluoroforului ICG,
de 75 %, impreuna cu o eficienta excelentd de conjugare a moleculei terapeutice Avastin de
suprafata MCs, de peste 95 %. In plus, prinderea cu succes a medicamentului Avastin de
microsistem este confirmata in primul rand prin masuratori de potential zeta, mai apoi de diferenta
in maximul emisiei de fluorescenta a celor doua probe analizate, core-ICG si core-ICG@AVvastin,
iar in final, prin analiza benzilor vibrationale specifice Avastinului in spectroscopia FT-IR. Astfel,
am validat proprietatea fototermica a core-ICG@Avastin in urma iradierii cu doi laseri in NIR,
785 si 808 nm, dovedita de cresterea de 10 °C dupa doar 15 min de iradiere cu laserul 785 nm, si
de cresterea de 25 °C dupa expunere la laserul 808 nm. Mai mult, MCs hibride conjugate cu
Avastin poseda capacitatea de a opera ca agenti fototerapeutici eficienti prin convertirea luminii
in caldura la iradierea cu laserul in NIR 1n solutie, pentru eliberare fotoindusa a Avastinului. Core-
ICG@Avastin au obtinut coeficientul fototermic de conversie excelent de 20% in urma iradierii
cu 785 nm si de 72 % in urma iradierii cu 808 nm. Proprietatea fototermica a fluoroforului ICG
induce deformarea si ruperea straturilor de polielectroliti a MCs hibride ca raspuns la iradierea in
NIR si implicit permite eliberarea medicamentului Avastin. Studiile in vitro, efectuate pe baza
testelor citotoxice WST-1, dovedesc biocompatibilitatea si caracterul non-toxic al microsistemului
asupra celulelor umane RPE D407. Localizarea si monitorizarea core-ICG@Avastin in interiorul
celulelor RPE D407 a fost demonstrata atat prin imagistica de fluorescenta conventionala si
confocala, cat si pe baza imaginilor TEM. Totodata, am testat efectul terapeutic in vitro al core-
ICG@Avastin in urma expunerii la 808 nm si rezultatele s-au dovedit a fi promitdtoare In conditii
simulate de RD. Practic, am administrat glucoza celulelor umane RPE D407 si s-a analizat
viabilitatea celulelor hiperglicemice tratate cu core-ICG@Avastin si iradiate si s-a dovedit
proprietatea terapeutica a microsistemului, celulele diabetice proliferand ca urmare a acestui
tratament. Prin urmare, acest studiu sugereaza potentialul terapeutic al microsistemului hibrid
inovator, ce poseda activitate fototermica pentru eliberarea fotoindusa a medicamentului terapeutic

Avastin, ca un tratament alternativ si non-invaziv impotriva RD.
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Ca activitate stiintifica vizata pe viitor, imi propun sa studiez in detaliu mecanismul de
eliberare controlatd a medicamentului Avastin in urma iradierii In NIR si sd efectuez experimente
suplimentare pentru a cuantifica cantitatea eliberata din microsistemul hibrid in functie de timp.
De asemenea, doresc sa functionalizez acest microsistem cu alte molecule bioactive de interes,
pentru o livrare tintitd si o eliberare controlata a unei game largi de medicamente, ca schema de
tratament pentru diferite aftectiuni si boli (ex: biofunctionalizarea cu acid folic pentru tintirea si

tratarea celulelor de cancer ovarian).
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