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INTRODUCERE

Statisticile realizate recent evidentiaza cancerul ca fiind principala cauza de deces la
nivel mondial. La un numar de 20 milioane cazuri noi de cancer identificate in anul 2022
au fost inregistrate aproximativ 10 milioane de decese prin cancer. Povara globala a
cancerului este de asteptat sd fie de 28,4 milioane de cazuri in 2040, o crestere cu 42%
fata de 2022 (Bray si colab., 2024; Kim si Chang, 2023). De aceea, eforturile specialistilor
in domeniul medical de a dezvolta strategii inovative pentru diseminarea masurilor de
prevenire a cancerului si furnizarea de noi compusi antitumorali, sunt esentiale in
managementul eficient al acestei patologii.

Cancerele de piele non-melanom sunt incadrate de statisticile mondiale printre cele
mai frecvente forme de cancer cu o evolutie de un milion de cazuri noi raportate anual
(Bray si colab., 2024). Tn aceasta categorie se inscriu carcinomul bazocelular, carcinomul
cutanat cu celule scuamoase, keratozele actinice, limfoamele cutanate, sarcomul Kaposi si
angiosarcomul (Esteva si colab., 2017; Zink, 2019).

Variabilitatea componentelor implicate In aparitia tumorilor cutanate face dificila
identificarea factorului declansator al acestora si impun specialistilor in dermato-
oncologie dezvoltarea de noi strategii terapeutice ca alternative la terapiile clasice.

Terapia fotodinamica (PDT) cu fotosensibilizatori cu structuri apropiate
protoporfirinei IX, reprezinta o alternativd buna la terapiile clasice, datorita eficientei
terapeutice pe termen lung si efectelor toxice minime in raport cu celulele sanitoase. Iin
plus, PDT cu fotosensibilizator aplicat local ofera avantajul PDT-ului de camp si scade
riscul de fototoxicitate sistemica. PDT topic cu acid aminolevulinic (ALA) sau esterul sau
metilic este o optiune frecventd in dermato-oncologie dar potentialul clinic al ALA este
limitat de capacitatea scazuta de internalizare celulara si biodisponibilitate slaba, ambele
atribuite caracteristicilor sale structurale si naturii hidrofile (Luo si colab., 2024). Forme
farmaceutice care contin fotosensibilizatori cu structuri de tetrapiroli (Purlytin®, Foscan®,
Foslip®) sunt utilizate in prezent in PDT topic. Structurile tetrapirolice au selectivitate
bund pentru celulele tumorale, citotoxicitate scdzutd in absenta luminii, proprietati
fotofizice excelente cu absorbtii in fereastra fototerapeuticd (600—800 nm) si eficientd
buna in producerea speciilor reactive de oxigen (Sarbadhikary si colab., 2021). Cu toate
aceste avantaje, aplicarea derivatilor tetrapirolici in PDT topic este limitata de solubilitatea
redusd a acestora in mediile biologice si de tendinta de agregare moleculara cu efect
negativ asupra absorbtiei in celulele tumorale (Kim si colab., 2023). Internalizarea slaba a

PS in tesuturile cutanate limiteaza efectul terapeutic al PDT doar la leziunile superficiale
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ale pielii. Aceste dezavantaje pot fi limitate prin implementarea unor strategii de drug-
design in obtinerea de noi molecule, cu arhitecturi structurale asociate unui raport
hidrofil/lipofil favorabil unei internalizirii celulare eficiente (Yano si colab., 2011). n
plus, utilizarea nanotehnologiilor farmaceutice ar putea fi o abordare optimd pentru a
asigura o buna eliberare a moleculei PS in masa tumorald. Nanoparticulele polimerice au
capacitatea de a imbunatati solubilitatea PS prin cresterea capacititii de dizolvare
hidrofobd, cresc biodisponibilitatea si asigurd eliberarea controlatd a PS in tesuturile
tumorale. Molecule hidrofile precum polietilenglicolul si polizaharidele sunt frecvent
utilizate in acest scop (Yang si colab., 2023).

Justificat de aspectele prezentate, obiectivul principal al tezei de doctorat a urmarit
evaluarea structurala, spectrald, biologica si formularea unor noi compusi cu aplicabilitate

n terapia fotodinamica optimizata a afectiunilor cutanate premaligne si maligne.

Etapele urmarite in realizarea studiilor includ:

documentarea aprofundata privind stadiul actual al cercetarilor referitor la
identificarea si terapia tipurilor de afectiuni cutanate premaligne si maligne.

obtinerea, caracterizarea structurald, spectrala si evaluarea in vitro a unui nou
compus cu potential de aplicabilitate in dermatologia oncologica.

selectia unor compusi porfirinici de sintezd cu potential in terapia afectiunilor
cutanate, selectie realizata pe criterii structurale si spectrale; studiul a inclus si evaluarea
in vitro a compusilor prin testare pe fibroblaste dermice umane normale, keratinocite
umane normale, linii celulare tumorale (carcinomul cutanat cu celule scuamoase si
melanom de soarece din linia B16F10).

formularea compusilor selectati pentru aplicatii in PDT topic si evaluarea
farmaco-tehnica si fizico-chimica a formelor farmaceutice obtinute.

studiu preliminar de cedare in vitro a substantei active din forma farmaceutica.

Studiile interdisciplinare realizate in cadrul partii experimentale a tezei de doctorat s-au
desfasurat in laboratoarele de cercetare ale Disciplinei de Tehnologie Farmaceutica si
Biofarmacie din Facultatea de Farmacie, U.M.F. ,,Carol Davila”, ale Institutului National de
Cercetare Dezvoltare In Domeniul Patologiei si Stiintelor Biomedicale ,,Victor Babes” si ale
Institutului de Chimie Fizica "Ilie Murgulescu” al Academiei Romane; experimentele au fost
finantate din fondurile proiectului ,,Protocol fotodinamic cu porfirine inovative si modulatori
redox in patologia cutanatd premalignd- demonstrare preclinica”, proiect din colectivul caruia

am facut parte n perioada 2022-2024.



PARTEA EXPERIMENTALA

Capitolul 3. Studiu asupra obtinerii si evaluarii in vitro a unui nou compus cu
aplicabilitate in dermatologia oncologica

Tn ultimii ani, dezvoltarea de noi fotosensibilizatori cu structuri tetrapirolice a creat
o multitudine de perspective terapeutice, Tn special in identificarea si terapia formatiunilor
tumorale (Plekhova si colab., 2022). Arhitectura structurala, profilul fotofizic si
capacitatea de absorbtie moleculara in domeniul fototerapeutic corelat cu potentialul de
generare a speciilor reactive de oxigen (ROS) in prezenta oxigenului molecular si a
luminii, sunt factorii principali care justifica potentialul lor terapeutic (Sarbadhikary si
colab., 2021).

Avand in vedere necesitatea dezvoltarii de noi PS cu proprietati adecvate pentru
PDT in afectiunile cutanate premaligne si maligne, intr-o prima etapa a studiilor
doctorale, am realizat sinteza, evaluarea in silico si in vitro a compusului 5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil) porfirina (P5.2) (Figura 3.1) (Burloiu si
colab., 2022; Burloiu si colab., 2024b).
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Evaluarea preliminara in silico a potentialului de localizare si profilului
antitumoral, farmacocinetic si toxicologic pentru un nou compus cu nucleu porfirinic.

Capacitatea compusului porfirinic P5.2 de a traversa membrana celulara a fost
prezisa cu programul PerMM (Permeability of Molecules across Membranes) (Lomize si
colab., 2019) prin simularea translocarii P.52 printr-un strat bilipidic alcatuit din dioleoil-
fosfatidilcolina. Programul utilizat a permis calculul energiei de legare de membrana
celulara (AG, kcal/mol), coeficientul de permeabilitate (logPerm) si generarea profilului
energiei de transfer functie de distanta fatd de centrul membranei. Rezultatele simularii au
indicat o valoare estimata a energiei de legare a membranei celulare, AG=-6,06 kcal/mol,
si a coeficientului de permeabilitate logPerm=-2,7, sugerdnd o permeabilitate relativ buna
a membranei in raport cu P5.2 (Burloiu si colab., 2024b). Evaluarea preliminara a
profilului ADMET (absorbtie, distributie, metabolizare, excretie si toxicitate) al
derivatului porfirinic, a fost realizata prin estimarea unor parametri farmacocinetici si
toxicologici. Au fost luate n considerare administrarea topica dar si cea sistemica a
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compusului P5.2. Modelele utilizate au indicat un potential bun de difuziune la nivelul
tesutului cutanat, aspect important pentru o structura ce urmeaza a fi testata in vederea
utilizarii Tn identificarea si tratamentul PDT al leziunilor cutanate premaligne sau maligne.
Dupa difuziunea prin membrana celulard, compusul manifestd potential de localizare la
nivelul mitocondrial, putand astfel sa isi manifeste efectul citotoxic prin producerea unor
disfunctii la acest nivel. Derivatul porfirinic investigat, prezintd o probabilitate foarte
micd de a produce toxicitate cutanatd la administrare locald, acest aspect este relevant
pentru scopul propus de noi cu privire la aplicabilitatea acestei noi structuri, si anume
terapia afectiunilor cutanate premaligne si maligne. In plus, modelele utilizate au indicat
pentru P5.2 lipsa unei toxicitati marcante asupra celulelor non-maligne dupa administrare
locala. Simularile de andocare moleculard si dinamicd moleculara au sustinut potentiala
activitate antitumorald a P5.2, care ar putea viza anhidraza carbonica IX asociatd tumorii
induse de hipoxie (Burloiu and colab., 2024b).

Obrinerea, evaluarea structurala si spectrala a compusului 5-(2-hidroxi-3-
metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil) porfirina

Procedeul tehnic aplicat pentru obtinerea compusului porfirinic a fost initiat de
reactia de condensare dintre pirol, 2-hidroxi-3-metoxi-benzaldehida si metil 4-formil
benzoat, in raport molar 4:1:3, prin iradiere cu microunde, in mediu anhidru (Burloiu si
colab., 2022). Produsul de reactiec a fost dizolvat in amestec diclormetan/eter etilic
(30v/1v), solutia a fost filtrata la presiune normala iar filtratul a fost concentrat prin
distilare simpla. Separarea compusului P5.2 din produsul brut s-a realizat prin
cromatografie (Burloiu si colab., 2022). 5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-
carboximetilfenil) porfirina (Cs1H3sN4Og) a fost obtinuta cu randament de 38% si este
descris de urmatoarele caracteristici spectrale: *H-NMR, 51(400 MHz, CDCls), ppm: -
2.75 (s, 2H), 4.13 (s, 3H), 4.18 (s, 9H), 5,83 (s, 1H), 7.28 (d, 1H), 7.32 (d, 1H), 7.65 (t,
1H), 8.32 (d, 6H), 8.47 (d, 6H), 8.81 (d, 6H); 8.91 (d, H); IR (cm™): 3424, 3316, 2924,
2853, 1722, 1606, 1558, 1468, 1434, 1402, 1276, 1179, 1100, 1020, 963, 867, 801, 760,
735. UV-VIs (solvent PEG200) Amax(Nm): 402, 495, 528, 570, 630.

Evaluarea spectrald a confirmat structura compusului P5.2 si a evidentiat
proprietati de absorbtie si fluorescentd adecvate unui fotosensibilizator. Spectrul de
absorbtie Tnregistrat pentru o solutie 10uM P5.2 dizolvat in PEG 200, prezinta
caracteristici spectrale tipice porfirinelor cu o bandd Soret intensa la 402 nm, insotita de
alte patru benzi Q in 496-630. Prezenta benzii Q la 630 nm (Figura 3.2a), confirma
potentialul de absorbtie al compusului P5.2 in domeniul fototerapeutic. In plus, evaluarea
proprietatilor flurescente ale P5.2 a confirmat prezenta unui maxim de emisie la
A=657nm (Figura 3.2b), valoare relevanta pentru un fotosensibilizator destinat
aplicabilitatii in PDT.
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Figura 3.2. (a) Spectrul de absorbtie si (b) spectrul de fluorescenta ale compusului P5.2
dizolvat in PEG 200, c=10 uM, Aex=410 nm.
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Evaluarea in vitro a compusului 5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-
carboximetilfenil) porfirina pe linii celulare relevante pentru dermatologia oncologica
capacitatea de internalizare celulara a acestuia, potentialul de marcator celular fluorescent si
efectele celulare ale terapiei fotodinamice (PDT) realizata cu derivatul porfirinic.

Pentru experimentele in vitro s-au utilizat urmatoarele tipuri de celule aderente
specifice pentru piele: keratinocite umane normale din linia celulara HaCaT, fibroblaste
dermice umane din linia celulara HS27 si celule tumorale de melanom de soarece din linia
B16F10. Metodologia experimentala aplicata Tn studiile in vitro este descrisa detaliat n
referinta Burloiu si colab. 2024b.

Avand in vedere proprietatile fluorescente ale compusului porfirinic, Tncorporarea
acestuia in celule specifice pielii a fost evaluatd prin citometrie in flux. Rezultatele
experimentale prezentate Th Figura 3.3 confirma incorporarea P5.2 in toate tipurile de
celule (HaCaT, HS27 si B16F10).

Incorporarea derivatului porfirinic
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Figura 3.3. Incorporarea compusului P5.2 (c=10 uM, timp de incubare 24 h) de catre
celulele HaCaT, HS27 si B16F10. Rezultate exprimate in procent al intensitatii medii de

fluorescenta 1n celule tratate cu P5.2 din fluorescenta medie a celulelor netratate.



Se observa o crestere a fluorescentei celulare de 517% in keratinocitele HaCaT, de
308% 1in fibroblastele Hs27 respectiv 481% pentru B16F10. Rezultatele confirma
utilitatea P5.2 de marcator fluorescent al celulelor normale sau tumorale din piele. Tn
plus, internalizarea celulara a derivatului porfirinic este o conditie esentiala pentru
potentiala lui utilizare ca fotosensibilizator in PDT.

Biocompatibilitatea P5.2 a fost evaluatd prin testul de reducere MTS [(3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu)], care ofera
informatii despre numarul de celule active metabolic in cultura, completate cu testul de
eliberare a lactat dehidrogenazei (LDH), care ofera informatii despre alterarea integritatii
membranei plasmatice corelatd cu moartea celulelor prin necroza. Rezultatele au
evidentiat faptul ca pentru concetratii de 10uM P5.2, nu se modifica statistic semnificativ
eliberarea de LDH de catre niciuna dintre liniile celulare investigate, normale sau

tumorale (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Eliberarea de LDH de catre celulele HaCaT, HS27 sau B16F10, tratate timp
de 24h cu P5.2 la concentratia de 10uM. Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie +

SEM a densitétii optice (DO) pentru triplicate de proba.

P5.2 nu este citotoxic in conditii de intuneric. Totusi, exista o tendintd mai
pronuntata de a elibera LDH in cazul fibroblastelor cutanate umane Hs27 in comparatie
cu keratinocitele HaCaT (Figura 3.5).

Eliberarea LDH

p;0,05

efect

HaCaT HS27

Figura 3.5. Efectul tratarii cu derivatul porfirinic (c=10 uM, 24h), a celulelor HaCaT,
HS27. Rezultatele sunt prezentate ca valori medii = SEM ale eliberdrii LDH, obtinute in
doud experimente independente. Diferentele dintre celule au fost considerate statistic
semnificative pentru valori p<0.05.



Datele privind reducerea MTS au aratat reduceri nominal mai mici ale MTS de cétre
keratinocite umane normale (p < 0,05), in timp ce fibroblastele dermice umane nu au fost
afectate la nivelul acestui parametru.

Efectul exercitat in vitro de compusul porfirinic P5.2 asupra numarului de celule
metabolic active, a fost evaluat ca masurd a potentialelor efecte antiproliferative a
acestuia. Datele de reducere a MTS evidentiaza o tendinta de scadere a reducerii MTS de
catre keratinocitele umane normale din linia HaCaT, in timp ce fibroblastii umani dermici

HS27 nu sunt afectati la nivelul acestui parametru (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Reducerea MTS de catre celulele HaCaT si HS27 tratate timp de 24h cu P5.2
(c=2.5-20puM) Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + SEM a densitatii optice (DO)

pentru triplicate de proba.

Conform rezultatelor, P5.2 inhiba proliferarea keratinocitelor, dovedind astfel, pe
langa proprietatile fluorescente, si activitate anti-proliferativd moderata. Aceste
proprietati ale P5.2 au relevantd in cazul keratozei actinice caracterizata prin proliferarea
aberanta a keratinocitelor de la nivelul epidermei (Dodds si colab., 2014).

PDT in vitro s-a realizat cu echipamentul Modulight ML6600 (Modulight Inc)
prevazut cu laser avand lungimea de undd de 635 nm, sistem computerizat de control al
dozei, iradiantei si temperaturii laserului. Parametrii asociati procedeului PDT au fost:
doza de 10 J/cm? si iradianta de 50 mW/cm? (Dobre, si colab., 2021).

Datele experimentale referitoare la linia celulara HaCaT (Figura 3.7) arata ca PDT
realizat in vitro cu derivatul porfirinic reduce la aproximativ 72% intensitatea reactiei de
reducere a MTS de catre aceste celule, crescand in acelasi timp eliberarea de LDH de
aproximativ 3 ori. Prin urmare, rezultatele evidentiaza potentialul P5.2 de a induce o

fotosensibilizare moderata a keratinocitelor normale.
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Figura 3.7. Reducerea MTS si eliberarea LDH de catre keratinocitele umane din linia
HaCaT incarcate cu derivatul porfirinic (10 pM), expuse la PDT (10J/cm?, 50 mW/cm?)
si analizate la 24h post-PDT. Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + SEM a
densitétii optice (DO) pentru triplicate de proba.

Evaluarea in vitro pe celule relevante pentru afectiunile cutanate premaligne si
maligne, a evidentiat o buna internalizare celulara si o buna biocompatibilitate pentru
compusul testat. Profilul fluorescent bun si capacitatea de incorporare celulara,
recomanda P5.2 ca marcator fluorescent in afectiuni cutanate premaligne si maligne. Tn
plus, P5.2 inhiba multiplicarea keratinocitelor, rezultat favorabil pentru aplicabilitatea
acestuia in keratoza actinica.

Capitolul 4. Studiu complex pentru selectia unor molecule tetrapirolice cu
aplicabilitate n terapia afectiunilor cutanate premaligne si maligne

O alta etapa in dezvoltarea partii experimentale a tezei de doctorat a fost selectia
unor compusi tetrapirolici cu potential de fotosensibilizator in terapia afectiunilor cutanate
premaligne si maligne. Au fost evaluati pe criterii structurale, spectrale si farmaco-
toxicologice cinci compusi cu structura porfirinica (Figura 4.1.) (Boscencu si colab.,
2017; Boscencu si colab., 2020; Boscencu si colab., 2023b):

- 5,10,15,20-tetrakis-(4-acetoxi-3-metoxifenil) porfirina (P2.1)

- 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil) porfirina (P2.2)
- 5,10,15,20-tetrakis-(4-carboximetilfenil) porfirina (P3.1)

- 5-(2-hidroxi-5-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil) porfirina (P3.2)

- 5-(2,4-dihidroxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil) porfirina (P4.2)

Studiul a urmarit:

-analiza in silico privind potentialul de difuziune prin membrana celulara a
compusilor porfirinici si predictia profilului ADMET (absorbtie, distributie, metabolizare,
eliminare, toxicitate) al acestora;

- evaluarea potentialului de agregare moleculara in solutii 10 pM, solvent PEG 200;

- analiza profilului spectral al porfirinelor n solutii de concentratie 10 uM utilizand
ca solvent PEG 200 sau PBS;

- evaluarea potentialului terapeutic si profilului toxicologic al porfirinelor prin
testarea in vitro pe fibroblaste dermice umane normale, keratinocite umane normale si
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linii celulare tumorale (carcinomul cu celule scuamoase si melanom de soarece). Studiile
in vitro au urmarit capacitatea de localizare la nivel celular, biocompatibilitatea si
potentialul compusilor de a distruge celulele tumorale la activare cu lumina de lungime de
unda specifica (terapie fotodinamica in vitro).
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Figura 4.1. Formulele structurale ale compusilor porfirinici inclusi in studiu

Analiza in silico privind potentialul de difuziune prin membrana celulara si profilul
ADMET al compusilor porfirinici inclusi n studiu

Deoarece absorbtia celulard a derivatilor porfirinei este esentiala pentru a actiona ca
fotosensibilizatori eficienti in celule si tesuturi, am prezis mai intai translocarea
compusilor investigati prin membrana celulara folosind serverul web PerMM
(Permeability of Molecules across Membranes) (Lomize si colab., 2019).

Rezultatele simularilor sunt redate in Figura 4.2, ca profil al energiei de transfer
(AGtransf) prin membrana, functie de distanta fata de centrul stratului bilipidic (Z).
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Figura 4.2. Simularea cailor de translocare prin stratul dublu lipidic a porfirinelor P2.1 (A),
P2.2 (B), P3.1 (C), P3.2 (D) si P4 .2 (E) si variatia energiei de transfer in functie distanta
fata de centrul stratului bilipidic (F) (Burloiu si colab., 2024a).

Conform valorilor calculate pentru coeficientul de permeabilitate logPerm si
profilurilor AGuans(Z), porfirinele P2.2, P42 si P2.1 au potential apreciabil de
permeabilitate membranara. Structurile P3.1 si P3.2, necesita energii de transfer mai mari
si permeabilitate membranara mai scazuta comparativ cu P2.2, P4.2 si P2.1., desi P3.2 are
potential de interactiune prin legdturi de hidrogen cu capetele hidrofile ale lipidelor
membranare (Burloiu si colab., 2024a).

Profilul ADMET al celor 5 derivati porfirinici a fost prezis utilizand trei servere web
diferite: admeSAR (Yang si colab., 2019), pkCSM (Pires si colab., 2015) si ProTox-II
(Banerjee si colab., 2018). Deoarece compusii investigati sunt candidati pentru terapia
fotodinamica a leziunilor cutanate premaligne sau maligne, cele mai relevante proprietati
ADMET sunt permeabilitatea cutanatd si sensibilizarea pielii. Pentru toti derivatii
porfirinici investigati, rezultatele au evidentiat o permeabilitate cutanata (log Kp, —2.735
cm/h) care se incadreaza in intervalul acceptabil pentru medicamente (Chavan si colab.,
2014). Dupa difuziunea prin membrana celulara, structurile porfirinice au potential de
localizare prezis la nivel mitocondrial, aspect favorizant eficientei PDT cu acesti compusi
Compusii investigati au avut o toxicitate prezisd relativ scazuta (clasa V) si au fost
negativi in ce priveste sensibilizarea cutanata (Burloiu si colab., 2024a).
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Evaluarea prin microscopie de forza atomica a potensialului de agregare
moleculara a compusgilor porfirinici in solugii cu solvent PEG 200

AFM s-a dovedit o metoda versatila in evaluarea profilului structural si a
potentialului de agregare moleculara a porfirinelor cu aplicabilitate in PDT. Metoda
furnizeaza informatii referitoare la morfologia si proprietatile texturale ale structurilor
tetrapirolice si permite aprecierea capacitatii de agregare moleculara, fenomen cu
influenta majora asupra comportamentului la nivel celular al acestor compusi.

Studiul complex de selectie al porfirinelor cu potential de aplicabilitate in PDT
pentru afectiuni cutanate premaligne si maligne, a inclus evaluarea prin AFM a statusului
de agregare al structurilor P2.1, P2.2, P3.1, P3.2 si P4.2. Rezultatele studiului sunt
prezentate in detaliu in referinta Burloiu si colab. 2024a.

Masuratorile de microscopie de forta atomica (AFM) s-au efectuat in modul de
lucru non-contact, recomandat pentru scanarea nedistructiva a probelor moi, utilizand un
aparat XE-100 de la Park Systems (Suwon, Republica Coreea) si solutii cu concentratie
10puM porfirina. O picatura de solutie a fost depusd pe un substrat curat de sticla
microscopicd (Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH, Hamburg, Germania) si a fost lasata
sa se usuce la temperatura camerei, in Intuneric. Ca rezultat al utilizarii PEG 200 ca mediu
de dispersie, s-au obtinut nanostructuri de profirine, avand forma circulara, cu o buna
dispersie, favorabila studiilor biologice. Formatiunile de diametru mare, peste 100 nm, de
forma circulard, au un continut ridicat a mediului de dispersie utilizat. Imaginile AFM
topografice au fost inregistrate pe mai multe zone de scanare la (10x10) pm? si (2x2) pm?.
Toate imaginile au fost prelucrate cu Programul de procesare a imaginilor, XEI — v.1.8.0,
dezvoltat de Park Systems (Suwon, Republic of Korea) si sunt prezentate in modul
,contrast imbunatatit”. Au fost evaluati 0 serie de parametri de rugozitate si texturali:
rugozitatea patratd medie (Rq), indltimea de la varf la varf (Rpv), asimetria (ski), kurtoza
(ku), dimensiunea medie fractala (MFD) si indicele textural (Stai).

In figura 4.3 sunt redate imagini topografice AFM bidimensionale (2D) cu contrast
imbunatatit ale probelor P2.1(a), P2.2(b), P3.1(c), P3.2(d) si P4.2(e) scanate pe o zona de
(10x10) um?, impreuni cu profilele caracteristice suprafetelor (scanare in linie). Se poate
observa ci, la scara de (10x10) um?, toate probele investigate au fost izotrope si auto-
similare, cu grade de agregabilitate usor diferite. Fenomenul de agregare moleculara se
poate datora aderentei la substratul utilizat pentru depunere (substrat microscopic de
sticld) dar si naturii mediului de dispersie (PEG 200). Particulele mai mici (agregate)
incep de la zeci de nm ajungénd la sute de nm in diametru. Cea mai mare tendinta de
agregare o are compusul P2.1 (Figura 4.3a).
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Figura 4.3. Imagini topografice AFM bidimensionale (2D) cu contrast imbunatatit ale
probelor P2.1(a), P2.2(b), P3.1(c), P3.2(d) si P4.2(e) scanate pe o zoni de (10x10) pm?,

impreuna cu profilele caracteristice suprafetelor (scanare in linie)
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Studiu comportamentului spectral UV-Vis si de fluorescensa a unor solutii cu
concentragii 10uM compus porfirinic dizolvat in PEG 200 sau PEG 200/PBS (1/1000)

Comportamentul spectral al structurilor porfirinice selectate a fost evaluat prin
spectrometrie de absorbtie si de emisie fluorescenta. Spectrele de absorbtie au fost
inregistrate cu spectrometru SPECORD 200 (Analytik Jena, Germania) iar spectrele de
emisie cu spectrofluorimetrul JASCO FP 6500 (JASCO Co., Ltd., Kyoto, Japonia) (Aex=
410 nm). Solutiile testate au fost preparate pornind de la o solutie stoc 10 mM in
polietilen glicol 200, prin dilutii cu PEG 200 sau solutie tampon fosfat, la concentratia
finala de 10 uM porfirina.

Spectrele de absorbtie moleculara ale compusilor P 2.1, P 2.2, P 3.1, P3.2 si P4.2 in
polietilen glicol 200 sau dilutii 1/1000 in solutie tampon fosfat, pentru 0 concentratie
finalda de 10uM porfirina (Figura 4.4), au un profil tipic compusilor porfirinici si nu indica
fenomene de asociere moleculard la concentratiile testate. Tn spectrele de absorbtie
moleculara ale compusilor investigati, se evidentiaza banda Soret, ca rezultat al unei
absorbtii intense, in intervalul spectral 400 - 407 nm si cele patru benzi Q n regiunea
495-629 nm. Prezenta, in intervalul spectral 621-630 nm a maximului de absorbtie
(banda Qx(0,0)), confirma faptul ca, la concentratiile testate compusii testati absorb in
domeniul fototerapeutic, domeniu spectral relevant pentru terapia fotodinamica a
formatiunilor tumorale (Pandey & Zheng, 2000; Simpson & Novikova, 2022).
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Figura 4.4. Spectre de absorbtie ale porfirinelor Tn solutii 101M cu solvent PEG 200 (a) si
solutii 10uM si solvent PEG 200/PBS (1/1000) (b)

Rezultatele obtinute indica modificari mici Tn pozitionarea maximelor de absorbtie ca
efect al diferentelor structurale intre compusii testati. Pentru acelasi solvent, benzile
spectrale ale compusilor asimetrici sunt usor deplasate catre rosu comparativ cu cele ale
structurilor simetrice. Tn ce priveste intensitatea benzilor de absorbtie, cele mai mari valori
ale coeficientilor molari de extinctie sunt asociate compusului P2.2. iar cele mai mici
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porfirinei P3.2 (Figura 4.4). Raportat la regiunea spectrala de interes terapeutic 621-630
nm, cele mai bune absorbtii au fost Tnregistrate pentru compusii P2.2 si P2.1 (Figura 4.4).

Datele din literatura de specialitate aratd ca, intensitatile benzilor din spectrul de
absorbtie sunt determinate de valorile energetice ce insotesc tranzitiile electronice intre
orbitalele complet ocupate cu electroni (azy si aiu) si orbitalele neocupate (e1g), respectiv
de sistemul de electroni t al moleculei (Gouterman, 1978; Gouterman si colab., 1963).

Compusii P2.1, P2.2 si P4.2 prin natura subtituientilor periferici macrociclului
tetrapirolic, au o incarcatura electronica mai mare comparativ cu P3.1 si P3.2. Pot apare
efecte de conjugare intre electronii acestor substituienti si electroni ai orbitalelor azy Cu
cresterea intensitatii absorbtiei. Pe de alta parte, prezenta in structura P4.2 a doua grupe
functionale —OH, creste potentialul de formare de legaturi de hidrogen cu moleculele
solventului cu efect Tn scaderea intensitatii absorbtiei comparativ cu P2.2 si P2.1.

Profilul spectral al porfirinelor investigate nu se modifica semnificativ in solutii cu un
continut de 10uM porfirina in PEG 200/PBS (1/1000), comparativ cu solutii de aceeasi
concentratie in solvent PEG 200. Se evidentiaza o crestere usoara a intensitatii absorbtiilor
Tnsotita de mici deplasari batocrome ale benzilor spectrale (Figura 4.4b).

In conditiile experimentale abordate, proprietitile de emisie ale compusilor
investigati sunt influentate de natura solventului si efectele electronice dictate de
particularitatile structurale ale fiecarei porfirine. Pentru acelasi solvent, spectrele de
emisie ale celor 5 porfirine (Figura 4.5) pastreaza profilul spectral tipic fluorescentei
porfirinelor baze libere, cu o scadere a fluorescentei in ordinea P2.1 > P3.1 > P2.2 > P4.2
> P3.2.
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Figura 4.5. Spectre de emisie fluorescenta ale porfirinelor in solvent PEG 200 (a)
si solvent PEG 200/PBS (1/1000) (b) (c=10uM porfirina; Aex = 410 nm)
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Referitor la proprietatile fluorescente ale compusilor investigati, pentru concentratii
10uM porfirina Tn solvent PEG 200/PBS (1/1000), se observa deplasari mici ale benzilor
spectrale cu reducerea intensitatii fluorescente (mai mult pentru P3.1, P2.2 si P4.2)
comparativ cu solutii de aceeasi concentratie si solvent PEG 200. Aceste modificari
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spectrale conduc la concluzia ca utilizarea solventului PEG 200/PBS (1/1000), permite
formarea de agregate moleculare, generand stingerea fluorescentei. Indiferent de natura
solventului, structurile simetrice P2.1 si P3.1, manifesta fluorescenta superioara celor
asimetrice, P2.2, P4.2 si P3.2. Scaderea semnalului fluorescent, este o consecinta a
efectelor electronice induse de grupa functionala —OH, respectiv de deplasari ale densitatii
electronice in sistemele = conjugate din structura porfirinica. De exemplu, in seria P2.1,
P2.2, P4.2, pentru structurile asimetrice P2.2 si P4.2 s-au inregistrat fluorescente mai
slabe comparativ cu structura simetrica P2.1.

Compusii investigati confirma absorbtii in domeniul spectral relevant pentru terapia
fotodinamica. Maximele de fluorescenta ale porfirinelor in solutii cu solvent PEG200 sau
PEG 200/PBS (1/1000) se incadreaza in valorile impuse unui fotosensibilizator. Spectrele
de emisie ale porfirinelor in solutii 10uM porfirina, pastreaza profilul tipic al spectrului
asociat unui fotosensibilizator porfirinic, cu mici deplasari ale maximelor de emisie n
cazul solutiilor cu solvent PEG 200/PBS (1/1000).

Selecria  fotosensibilizatorilor porfirinici  prin  evaluarea potengialului  de
internalizare celulara si a profilului terapeutic. Testarea in vitro pe fibroblaste dermice
umane normale, keratinocite umane normale si linii celulare tumorale

Potentialul de internalizare celulara si efectul terapiei fotodinamice asupra
viabilitatii, proliferarii si necrozei celulelor HaCaT, Hs27, SCL II si B16F10 au fost
evaluate in vitro, in corelatie cu proprietatile structurale si fotofizice ale porfirinelor
investigate, precum si cu predictiile privind difuzia prin membranele celulare si
proprietdtile ADMET.

Testarea experimentala in vitro a celor cinci structuri porfirinice s-a realizat pe
urmatoarele tipuri de celule specifice pentru piele:

+ fibroblaste dermice umane din linia celulara HS27 (ATCC® CRL-1634™),

* keratinocite umane normale din linia celulara HaCaT (CLS Cell Lines Service GmbH)
+ celule umane de carcinom cu celule scuamoase SCL Il (CLS Cell Lines Service GmbH),
+ celule tumorale de melanom de soarece din linia BI16F10 (ATCC® CRL-1634™),
Metodologia experimentald aplicata in studiile in vitro este descrisa detaliat in referinta
Burloiu si colab. 2024a.

Internalizarea celulara a porfirinelor investigate

Evaluarea potentialului de internalizare celulara a porfirinelor incluse in studiu, s-a
realizat pe baza proprietatilor fluorescente ale acestora si prin masurarea semnalului
fluorescent mediu al celulelor suspendate in PBS prin citometrie in flux. Celulele au fost
incubate in mediu de cultura timp de 24 de ore cu solutii 10 uM porfirina. Tinanad cont
de faptul ca porfirinele investigate au valori ale intensitatilor de emisie diferite,

fluorescenta intracelulara masuratd a fost normalizatd la intensitatea maxima
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corespunzatoare fluorescentei fiecarei porfirine, pentru a avea date reale in raport cu
absorbtia celulard. Cu toate acestea, nu am luat in considerare potentiala sciadere a
semnalului fluorescent intracelular din cauza interactiunii porfirinelor cu componentele
intracelulare. Conform rezultatelor experimentale (Figura 4.6), compusul P2.2 a
Tnregistrat cea mai buna absorbtie celulara in toate liniile celulare investigate (p < 0,05),
urmata de P3.2, P4.2 si P2.1. Cea mai scazuta rata de incorporare in celule a fost pentru
compusul P3.1, rezultat in acord cu datele studiului in silico (subcapitolul 4.1.1 din teza),
care au indicat pentru P3.1 si P3.2 energii de transfer ridicate si pozitive necesare
internalizarii celulare.
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Figura 4.6. Fluorescenta intracelulara a porfirinelor (timp de incubare 24h, c=10uM) in
celule Hs27, HaCaT, SCL II si B16F10. Fluorescenta intracelulard a fost evaluata ca
medie geometricd a semnalului de fluorescentd normalizat la emisia de fluorescenta
corespunzatoare a porfirinei in PEG 200/PBS (1/1000) ca solvent. Datele sunt prezentate
ca valoare medie = SD pentru 2-3 experimente independente in care toate porfirinele au
fost investigate simultan.

Rezultatele studiului in vitro au evidentiat pentru toate porfirinele investigate, o
absorbtie mai mare in fibroblastele si keratinocite normale, in timp ce pentru celulele
tumorale SCL II si B16F10 au fost inregistrate absorbtii mai mici; P2.2 are cel mai bun
profil de incorporare atat in celule normale cét si in celule tumorale (Figura 4.6). Referitor
la compusul P2.1, rezultatele studiului in vitro au confirmat o incorporare celulara mai
mica comparativ P2.2, desi P2.1 a inregistrat cele mai bune proprietiti fluorescente
(Figura 4.5) dintre toate structurile investigate. Pentru P2.1, potentialul mai mic de
internalizare, poate fi explicat de proprietatile moleculelor de a se asocia cu formare de
aggregate moleculare, asa cum au demonstrat experimentele AFM realizate 1n
subcapitolul 4.2 (Figura 4.3 a).

In concluzie, rezultatele studiului in vitro indica faptul ci, porfirina P2.2 asimetrica
este cea mai potrivitd pentru incorporarea in celule normale (HaCaT si Hs27) sau
tumorale ( SCL Il si B16F10) specifice pentru piele, cu cele mai bune rezultate in celulele
HaCaT si Hs27.

19



Efectele in vitro ale terapiei fotodinamice cu porfirinele investigate

Evaluarea celor cinci compusi porfirinici in raport cu potentialul terapeutic,
respectiv capacitatea lor de a ucide celulele prin terapie fotodinamica, a fost realizata in
vitro pe linii celulare relevante pentru pielea umana: fibroblaste Hs27, keratinocite HaCaT
si celule de carcinom cu celule scuamoase SCL 1. Pentru comparatie au fost investigate si
celule tumorale de melanom de soarece din linia celulara B16F10. Dupa incubarea 24 de
ore a celulelor cu solutii ce contin 10uM compus porfirinic, s-a realizat PDT cu lumina
laser de 635 nm, doza de 10 J/cm? si iradianta de 50 mW/cm? (Dobre si colab., 2021).
Ulterior PDT, celulele au fost cultivate inca 24 de ore sau 48 de ore pentru stabilirea
impactului terapiei la nivelul reducerii MTS si eliberarii LDH. Datele de reducere a MTS
(Figura 4.7) au aratat ca P2.2 si, intr-o masura ceva mai mica, compusul simetric P2.1 au
indus o scadere drastica a numarului de celule metabolic active la 24 de ore, efectul fiind
persistent si la 48 de ore dupa PDT.
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Figura 4.7. Reducerea MTS de catre celulele Hs27 (a), HaCaT (b), SCL II (c¢) si B16F10
(d) incubate cu solutii ale compusilor porfirinici (10M) si apoi expuse la PDT (10 J/cm?,
50 mW/cm?). Masuritorile au fost efectuate la 24 de ore (albastru) si 48 de ore
(portocaliu) dupa PDT. Efectul PDT asupra reducerii MTS a fost calculat ca: (raspuns
celular in prezenta PDT)/(raspuns celular in absenta PDT)x100. Linia rosie desemneaza
efectul de 100% (fara efect).

Efectul exercitat de P4.2 este dependent de tipul celular. Astfel, porfirina asimetrica
P4.2 a scazut intensitatea reducerii MTS in fibroblastele Hs27 expuse la PDT, la niveluri
similare cu cele provocate de PDT cu compusul simetric P2.1. Tn cazul PDT cu P4.2,
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rezultatele evidentiaza o scadere mica a numarului de celule metabolic active de tip
HaCaT, SCL II si B16F10 in comparatie cu P2.1, in special la 24 de ore. De asemenea, n
cazul PDT cu porfirinele P3.1 si P3.2, nu au fost evidentiate efecte semnificative in raport
cu reducerea MTS pentru liniile celulare investigate, desi P3.2 a fost bine incorporat de
celulele testate, in special de fibroblaste si keratinocite.

Pentru investigarea mortii celulare prin necroza dupa PDT, eliberarea LDH a fost
masuratd in aceleasi probe celulare in care a fost evaluata reducerea MTS. Eliberarea
LDH (efect > 500%) a fost inregistrata in primele 24 de ore dupa PDT in fibroblastele
Hs27 si keratinocitele HaCaT expuse la PDT cu compusii P2.1, P2.2 si P4.2 (Figura
4.8a,b), indicand faptul ca scaderea celulelor active metabolic dupa PDT s-a datorat
partial mortii rapide a celulelor prin necroza. Raspunsul de eliberare a LDH a fost mai mic
in cazul celulelor tumorale (Figura 4.8 c, d), pentru care efectul PDT asupra reducerii
MTS a fost, de asemenea, scizut (Figura 4.7). In timp ce o eliberare crescuti de LDH a
fost limitatd la primele 24 de ore dupa PDT 1in cazul P2.1 si P2.2, moartea celulara prin

necroza a continuat sa apara si la 48 de ore in cazul PDT cu P4.2.
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Figura 4.8. Eliberarea LDH de catre celulele Hs27 (a), HaCaT (b), SCL Il (c) si B16F10
(d) incubate cu solutii ale compusilor porfirinici (10uM) si expuse la PDT (10J/cm?,
50mW/cm?). Masuritorile au fost efectuate la 24 de ore (albastru) si 48 de ore (portocaliu)
dupa PDT, in aceleasi probe celulare in care a fost evaluata reducerea MTS. Efectul PDT
asupra eliberarii LDH a fost calculat ca: (raspuns celular in prezenta PDT)/(raspuns
celular in absenta PDT)*100.
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In cazul PDT cu porfirinele P3.1 si P3.2 nu au fost inregistrate modificari
semnificative Tn eliberarea LDH si reducerea MTS (Figura 4.7). Rezultatele
experimentelor in vitro recomanda compusul porfirinic P2.2 ca un candidat valoros pentru
PDT in afectiunile maligne ale pielii, cu amendamentul ca pielea normald din jurul
tumorii ar trebui protejatd de PDT.

Studiul in vitro efectuat pe celule non-maligne si maligne relevante pentru picle a
evidentiat porfirina asimetrica P2.2 ca fiind un candidat fotosensibilizator promitator
pentru PDT 1n afectiunile cutanate.

Studiul a demonstrat ca P2.2 se acumuleaza bine in interiorul celulelor, desi a avut
un anumit grad de agregare in PEG 200 si a indus de PDT o scadere masiva a numarului
de celule cutanate active metabolic, partial din cauza mortii celulare prin necrozad in
primele 24h post-PDT. P2.2 a avut in acest sens un comportament mai bun decét
compusul simetric P.2.1 care, desi prezintd cele mai bune proprietati fluorescente, a avut
un grad mai mare de agregare. P2.2 a fost, de asemenea, superior compusului asimetric
P4.2. Compusii P3.1 si P3.2 au avut o valoare mare estimata a clearance-ului total si nu s-
au putut acumula bine in celulele pielii, desi au prezentat un grad mai scazut de
agregabilitate decéat P2.2.

Capitolul 5. Studii de formulare a fotosensibilizatorilor selectati pentru
aplicatii Tn dermato-oncologie

Studiile de formulare a fotosensibilizatorilor selectati pentru aplicatii Tn dermato-
oncologie, au urmarit Tncorporarea in hidrogeluri de hidroxipropilceluloza (HPC),
hidroxipropilmetilceluloza (HPMC) si Carbopol 940 a porfirinelor P2.1 si P2.2.

Evaluarea spectrala si structurala a acestora a fost realizata prin analiza UV-Vis si
de fluorescentd, FT-IR, difractie de raze X, analizd termo-gravimetricd, microscopie de
forta atomici. In plus, au fost efectuate evaludri farmacotehnice pentru a confirma
potentiala lor aplicabilitate in afectiuni cutanate.

Intr-o prima etapa s-au obtinut hidrogeluri HPC 10%, HPMC 10% si Carbopol 1%
prin dispersarea polimerului in apa si amestecarea acestuia la 800 rpm sau 900 rpm la
temperatura camerei. Pentru dezaerare, hidrogelurile au fost pastrate peste noapte la
frigider la 5°C. In cazul gelului cu Carbopol, dupa 24 h s-a adaugat trietanolamina, treptat
si sub agitare continud pand la obtinerea unui gel translucid. Gelurile obtinute au servit
drept referinte in analizele ulterioare si, de asemenea, ca baza pentru gelurile de porfirine.
Gelurile cu porfirine s-au preparat prin adaugarea solutiei cu porfirina 1mM in PEG 200
la baza de gel 10% si agitare (750 rpm), la intuneric si la temperatura camerei.
Proprietatile gelurilor obtinute au fost evaluate in comparatie cu gelurile simple 10%.

Evaluarea farmacotehnica a aratat cd hidrogelurile au proprietati mecanice adecvate
pentru aplicare pe piele si cu valori de pH in intervalul optim pentru aplicatii topice,
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minimizand riscul de iritare. Tn plus, s-au observat capacititi bune de absorbtie a apei,
benefice pentru mentinerea unui mediu umed al plagii. S-a remarcat, de asemenea, 0
capacitate excelentd de Intindere, asigurand o aplicare usoara si o acoperire uniforma pe

suprafata pielii.

Evaluarea fizico-chimica a hidrogelurilor cu porfirine

Rezultatele analizei spectrale UV-Vis si de fluorescenta, evidentiaza mentinerea
profilului spectral al celor doua porfirine dupa incorporarea in gelurile polimerice, cu
maxime de absorbtie si emisie in domeniul spectral relevant pentru aplicatii in PDT
(Simpson & Novikova 2022). Valori pentru maxime de absorbtie si fluorescenta ale
gelurilor cu porfirine sunt prezentate in tabelul 5.1. Tn figura 5.1, sunt prezentate pentru
exemplificare, spectrele de absorbtie si emisie ale P2.1 si P2.2 in matricea polimerica
HPMC.
Tabelul 5.3. Caracteristici spectrale ale gelurilor cu porfirine

Gel Absorbtie Amax (NM) )\E::(i(iiri)
Banda Soret Qy(1,0) Qy(0,0)  Qx(1,00 Qx(0,0)

HPC-P2.1 427 517 551 589 647 653
HPMC-P2.1 426 518 552 591 658 654
Carbopol-P2.1 427 516 550 595 645 652
HPC-P2.2 426 517 556 597 649 654
HPMC-P2.2 428 521 556 594 652 656
Carbopol-P2.2 424 519 555 590 650 654
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Figura 5.1. Spectre de absorbtie (a) si fluorescenta (b) ale gelurilor cu porfirine in
matrice polimerica de tip HPMC
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Spectrele FT-IR au confirmat incorporarea porfirinelor in matricea polimerica, prin
existenta unor benzi de absorbtie caracteristice care indica interactiunile porfirina-
polimer. In Figura 5.2. sunt prezentate pentru exemplificare spectrele FT-IR ale gelurilor
din seria HPC. Se observa mici deplasari ale benzii asociate gruparilor -OH din structura
polimerului (de la 3400 cm™ la 3401,82 cm™ pentru HPC P2.1. si 3393,14 cm™ pentru
HPC P2.2.), ca efect al interactiunii porfirina-polimer. Benzile asociate frecventelor de
vibratie ale CH2 si CH sunt, de asemenea usor deplasate datorita interactiunii polimerului
cu gruparile metoxi si acetoxi din structura porfirinelor.

Analiza comparativa intre HPC P2.2. si HPC P2.1. indica moduri distincte de
interactiune. Prezenta grupei -OH in structura P2.2, imprimd moleculei un potential de
interactie cu matricea polimera superior compusului P2.1, cu efecte asupra proprietatilor
spectrale ale gelului. Astfel, in cazul HPC-P2.2 semnalul FT-IR asociat grupei —OH se
deplaseazi spre frecvente mai mici (la 3393,14 cm™) comparativ cu HPC-P2.1 (3401.82
cm™1). Modificari spectrale similare s-au inregistrat si in cazul gelurilor cu HPMC si al
celor cu Carbopol.
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Figura 5.2. Spectre FT-IR
ale gelurilor din seria HPC
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Evaluarea profilului morfologic si textural al gelurilor cu porfirine a fost realizata
prin microscopie de fortd atomica. Masuratorile AFM s-au efectuat in modul de lucru
non-contact cu un aparat XE-100 de la Park Systems (Suwon, Republica Coreea), echipat
cu scanere XY (probd)/Z (sondd) decuplate. Imaginile AFM sunt prezentate in asa-
numitul mod ,,contrast imbunatatit”. Imaginile au fost prelucrate cu Programul XEI —
v.1.8.0 (dezvoltat de Park Systems, Suwon, Republic of Korea). Au fost evaluati
parametri: Rq (rugozitatea patrata medie, ca abatere standard a valorii inaltimii Tn
imagine), Rpv (diferenta de indltime dintre punctele cel mai jos si cel mai inalt din zona
scanatd), Spk (Indltimea materialului in zona de varf), Sk (adancimea rugozitdtii miezului,
adancimea relativa a zonei de mijloc a suprafetei) si Svk (adancimea redusa a viii). Au
fost, evaluate izotropia texturala a probelor precum si auto-similaritatea suprafetelor
gelurilor cu/fara porfirine. Analiza AFM a fost efectuata pe cele 3 serii de geluri cu
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porfirine. In continuare, vom descrie pentru exemplificare, rezultate ale evaluarii AFM a
hidrogelurilor pe baza de hidroxipropilceluloza (HPC 10%, HPC-P2.1, HPC-P2.2).

Figura 5.3 (a-c) prezintd imaginile topografice 2D ale probelor HPC 10% (Figura
5.3a), HPC-P2.1 (Figura 5.3b) si HPC-P2.2 (Figura 5.3c), scanate pe o suprafata de 8um x
8um. Gelul HPC 10% este caracterizat printr-o valoare a rugozitatii patratice medii
(RMS), Rq, de 11,9 nm si o diferenta de inaltime de 93,7 nm. Incorporarea porfirinei P2.1
in gelul polimeric cu 10% HPC scade ondularea suprafetei, asa cum se poate observa din
imaginea AFM (Figura 5.3b) si din profilul liniei de scanare. Suprafata totala scanata are
o rugozitate RMS de ~4,6 nm si un parametru de Vvarf la vale de 34,3 nm. Prin
incorporarea porfirinei P2.2 in gelul polimeric (Figura 5.3c) se observa o scadere
suplimentarda a parametrilor de corugatie. Pentru gelul HPC-P2.2 (Figura 5.3c) s-a
nregistrat o valoare Rq ~1,3 nm si pentru parametrul Rpv ~ 12 nm, pentru aria de 8um x
gum.

Figura 5.3. Imagini topografice AFM bidimensionale (2D) cu contrast imbunatatit ale
probelor HPC 10% (a), HPC-P2.1 (b) and HPC-P2.2 (c) scanate pe o zona de 8um x 8um,

impreuna cu profilele caracteristice suprafetelor .

Figura 5.4 prezintd evaluarea profilului de rugozitate cu valorile parametrilor de
amplitudine (RMS (Rq) si Rpv) si ale parametrilor functionali (Spk, Sk si Svk). Pentru
gelurile analizate, se poate observa o scadere a valorilor parametrilor de rugozitate Tn
ordinea: HPC> HPC-P2.1>HPC-P2.2.
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Figura 5.4. Evaluarea rugozitatii gelurilor HPC10%, HPC-P2.1 si HPC-P2.2 pe baza
valorilor parametrilor de amplitudine Rq si Rpv (a) si ale parametrilor functionali Spk, Sk
si Svk (b).
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modificare geometrica a suprafetei, respectiv valori mai mari ale rugozitdtii Rq (RMS).
Valorile Spk sunt asociate suprafetelor din zona superioara a materialului, iar Svk este o
masurd a adancimii vaii sub rugozitatea miezului si poate fi legata de o posibild retentie
de lichid (sau a resturilor de gel). Cele mai mici valori din serie (proba HPC-P2.2) pot
exprima proprietati mecanice promititoare (stabilitate si elasticitate) pentru aplicatii
farmacoterapeutice ale gelurilor pe baza de HPC. Determinari similar au fost efectuate si
pe gelurile HPMC si cele cu Carbopol, iar rezultatele obtinute confirma faptul ca textura
suprafetei este izotropa si auto-similara pentru hidrogelurile cu porfirine.

Analizele termogravimetrice ale gelurilor cu porfirine au fost efectuate cu
termogravimetru Mettler Toledo TGA/SDTA851 (Mettler-Toledo, Greifensee, Elvetia),
flux de aer 80 mL/min si viteza de incélzire de 10°C/min.

Analiza termogravimetricd ofera informatii importante privind stabilitatea si
comportamentul la descompunere a acestor tipuri de materiale. Compararea profilurilor
termice ale bazei de gel 10% cu cele ale gelurilor cu porfirine, evidentiaza influenta
structurii porfirinice asupra proprietatilor termice ale gelului polimeric.

Datele experimentale de analiza termica sunt sumarizate in tabelul 5.4 iar in figura
5.5 sunt date ca exemplu curbele de analiza termica (TG, DTG si DTA) ale gelurilor pe
baza de HPC 10%.
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Tabelul 5.4. Date experimentale obtinute din curbele de analiza termica

Etapa 1 Etapa 2 Masa
Gel Temperatura/pierdere Temperatura ramasa
de masa la 600°C
HPC < 100°C/2.4% Torta = 365°C; Topre = 355°C Fara
Tota = 495°C; Tpre =501°C reziduuri
HPC-P2.1. < 100°C/1.8% Tora =367°C; Tpre =357°C Fara
Tota =491°C; Tore =487°C reziduuri
HPC-P2.2. < 100°C/2.2% Tora =367°C; Tpre =361°C Fara
Tota = 492°C; Topre =489°C reziduuri
HPMC < 100°C/2.7% Torta = 335°C; Tore =330°C 0.38%
Tota = 461°C; Tprc = 458°C
HPMC-P2.1. < 100°C/2.2% ToTa=342.16°C; Tp16=345°C Fara
Tota=453.8°C; Tpre = 453.5°C reziduuri
HPMC-P2.2. < 100°C/2% Tpra=342.6°C; Tprtc = 346.5°C Fara
Tota=447°C; Tore = 443°C reziduuri
Carbopol < 150°C/11.6% To1a=206.3°C; Tote = 205.3°C 3%
Tota =375°C; Tprte = 374.6°C
Tota =528.1°C;
Carbopol-P2.1 < 150°C/8.6% Tora =228°C; Tpre = 253°C 3.26%
Tote = 447°C; Tpre =443°C
Carbopol-P2.2 < 150°C/10% Tora = 240°C; Tpre = 233.1°C 2.9%
Tote = 5080C; Tora =509.6°C

Curbele TG pentru gelurile baza 10% prezintd doua etape principale de pierdere in
greutate: (i) in prima etapa (sub 100°Cpentru HPC si HPMC si sub 150°C pentru

Carbopol) pierderea initiala in greutate este atribuitd evaporarii umiditdtii absorbite

(2,4%-11,6%), indicand pierderea de apa legata fizic de polimer; (ii) a doua etapa

corespunde degradarii termice a polimerului.

Descompunerea implicd ruperea legaturilor chimice si volatilizarea ulterioard a

produselor cu greutate moleculard mica. Curbele de analizd termica ale gelurilor cu

porfirine afiseaza un profil termic diferit fatd de baza de gel 10%. Pentru toate probele

investigate, prima etapa corespunde pierderii de umiditate.
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Interactiunea gelului baza cu moleculele P2.1 si P2.2 are influenta asupra capacitatii
de retinere a umiditatii de catre formula gel. Pierderile in greutate ale probelor cu
porfirine au fost cuprinse intre 1,8% si 2,2% pentru geluri cu porfirine si derivati de
celuloza. Gelurile cu carbopol au inregistrat pierderi de 8,6%-11,6%. Analiza termica a
demonstrat stabilitatea termica a hidrogelurilor in intervalul de temperatura relevant
pentru aplicatiile farmaceutice. Comparativ cu baza de gel, stabilitatea termica a gelurilor
cu porfirine, este superioara.

Morfologia de suprafatd a gelurilor cu porfirine a fost evaluata prin tehnica de
difractie cu Raze X (XRD), utilizdnd difractometru Rigaku Ultima IV (Rigaku Co.,
Tokyo, Japonia) si radiatie CuKa (A = 1,5406 A). Difractogramele XRD au fost analizate
n intervalul unghiular 26 de la 5° la 60°, la o viteza de scanare de 2°/min si o dimensiune
a pasului de 0,02°. Un exemplu de difractograme de raze X pentru gelurile seriei HPC
este prezentat in Figura 5.6.
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Figura 5.6. Difractograme XRD
ale gelurilor HPC, HPC P2.1 si
HPC P2.2.
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Analiza XRD a ardtat ca porfirinele au fost integrate eficient Tn matricea polimerica,
contribuind la stabilitatea si proprietatile functionale ale acestora. Cristalinitatea indusa,
proprietatile morfologice si termice ale gelurilor cu porfirine sugereaza potentialul bun de
eliberare controlata a fotosensibilizatorului in PDT topic.

O ultima etapa in realizarea partii experimentale a tezei de doctorat a inclus un studiu
de cedare in vitro a compusului 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-
metoxifenil) porfirina din matricea polimerica HPMC.

Studiu a fost efectuat folosind un sistem Hanson Microette (Hanson Research,
Chatsworth, SUA) echipat cu celule de difuzie verticala in conformitate cu specificatiile
Farmacopeei Statelor Unite (USP 2024). Mediul receptor a constat din 20% (v/v) etanol
absolut in tampon fosfat 0,05 M (pH = 6,0), la 32 £ 0,5 °C. Mebranele de difuzie utilizate
sunt discuri de membrane filtrante Supor® din polietersulfond (PES) (25 mm diametru,
0,45 um dimensiunea porilor, 145 um grosime; Pall Life Sciences, Portsmouth, Marea
Britanie). Formula gel a fost aplicata uniform pe suprafata membranei hidratate din
compartimentul donor. Mediul receptor a fost agitat continuu la 600 rpm. La intervale de
timp prestabilite (30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360 si 480 de minute), probe de 1 mL au
fost extrase manual din compartimentul receptor in tuburi Eppendorf din polipropilena.
Formula gel cu porfirina a fost testatd in sextuplicat (n = 6) iar rezultatele au fost
exprimate ca valori medii + abatere standard (SD). Concentratia porfirinei din probele
colectate a fost determinata folosind cromatografie lichida de 1nalta performanta. Pentru
analiza cantitativa a compusului porfirinic din hidrogel a fost folosit un sistem HPLC
Jasco LC-4000 Series (JASCO Corporation, Tokyo, Japonia). Faza mobila a constat din
apa (faza mobila A) si un amestec 1:1 (v/v) de acetonitril si metanol (faza mobila B). S-a
efectuat o eluare izocratica cu o compozitie in fazd mobild de 20% A si 80% B, furnizata
la un debit constant de 0,7 mL/min. Detectarea porfirinelor a fost efectuata la A=419 nm,
iar volumul de injectie a fost de 5 uL. Pentru a asigura liniaritatea, acuratetea, precizia,
specificitatea si sensibilitatea metodei, validarea a fost facuta in acord cu ghidurile ICH
Q2(R2),(https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-q2r2-
guideline-validation-analytical-procedures-step-5-revision-1_en.pdf . accessed on 12 June
2024).

La dozarea prin HPLC s-a observat un raspuns liniar (R? = 0,9995) in intervalul de
concentratie 0,078-10 pg/mL a porfirinelor si curba de calibrare definitd de ecuatia:
y=36662x- 4078. Evaluarea specificitatii testului, realizata prin determinarea potentialelor
interferente din matricea formulata a confirmat capacitatea metodei de a cuantifica cu
acuratete porfirinele in prezenta excipientilor. Limita de cuantificare, determinata folosind
un raport semnal-zgomot de 10:1, a fost stabilita la 0,032 pg/mL.
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Cedarea cumulativd de porfirind per unitate de suprafatd in timp este ilustratd in
Figura 5.8. Datele reprezintd media £ SD pentru sase determinari. Sistemul a atins
echilibrul dupa 360 de minute, indicat de platoul din profilul de eliberare. Rata de cedare
a P2.2. a fost determinata folosind modelul Higuchi, urméand abordarea recomandata de
ghidul SUPAC-SS (https://www.fda.gov/media/71141/accessed on 12 June 2024). Rata
de cedare a fost identificatd ca panta portiunii liniare a cantitdtii cumulate eliberate
reprezentatd grafic In raport cu rddacina patratd a timpului, corespunzatoare realizarii
transferului in stare de echilibru prin membrana artificiala (Figura 5.9). Aceasta cedare la
starea de echilibru a fost observata intre 30 si 360 de minute. Rata de cedare calculatd a
fost de 2,505 pg/cm?min*?, indicand un profil de eliberare sustinuti in intervalul de timp
studiat. In plus, a fost observat un timp de intarziere initial de aproximativ 35 de minute
inainte de stabilirea difuziei in stare de echilibru. In aceasta faza, moleculele de porfirini
trebuie sa depaseascd mai multe bariere, inclusiv difuzia prin matricea de gel si penetrarea
initiald a membranei. Prezenta acestui timp de intarziere sugereazad ca porfirina necesita
ceva timp pentru a satura membrana si a alcatui un gradient de concentratie suficient
pentru a conduce difuzia la starea de echilibru.
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CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat “Studii interdisciplinare asupra unor compusi tetrapirolici cu potentiald
aplicabilitate in dermatologia oncologica”, include in prima parte O prezentare generala
asupra patogenezei si terapiei afectiunilor cutanate premaligne si maligne, completata de
date generale referitoare la Terapia fotodinamica (PDT) ca abordare terapeutica moderna
in dermatologia oncologica. Sunt prezentate pe scurt principiile fundamentale ale PDT si
cateva exemple de fotosensibilizatori utilizati Tn prezent in tratamentul afectiunilor
dermatologice de tip malign.

Partea a doua a tezei de doctorat este structuratd in trei capitole care includ
rezultatele experimentale obtinute in realizarea obiectivelor propuse.

Intr-o prima etapa, am urmarit obtinerea, caracterizarea structurala, spectrala si
evaluarea in vitro a unui nou compus cu potential de aplicabilitate in dermatologia
oncologica. Experimentele de sinteza si evaluare spectrala au fost precedate de un studiu
complex in silico privind potentialul de internalizare si profilul antitumoral,
farmacocinetic si toxicologic al structurii porfirinice selectate.

Rezultatele studiul in silico au prezis, pentru structura aleasa, permeabilitate
membranara buna cu potential de localizare la nivel mitocondrial si absorbtie buna la
nivel cutanat. Simularile de andocare si de dinamica moleculara de 250 ns au confirmat
pentru structura aleasd capacitatea de a forma un complex stabil cu situsul catalitic al
anhidrazei carbonice IX, tinta implicata in progresia cancerului.

In capitolul 3 al lucrarii este descris procedeul tehnic ales pentru obtinerea noului
compus, 5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil) porfirina (P5.2),
cu precizarea parametrilor asociati reactiei de sinteza, conditiilor de purificare si
rezultatelor evaluarii structurale si spectrale a acestuia.
internalizare celulara si a potentialului de marcator celular fluorescent al compusului P5.2.
Experimentele in vitro au fost completate de studiul efectelor la nivel celular al terapiei
fotodinamice (PDT) realizata cu derivatul porfirinic.

Evaluarea in vitro a compusului P5.2 in raport cu liniile celulare HaCaT, HS27 si
B16F10, a evidentiat o buna internalizare celulara si o bund biocompatibilitate pentru
compusul testat. Prin profilul fluorescent bun si capacitatea de incorporare celulara,
porfirina P5.2 are potential de marcator fluorescent in afectiuni cutanate premaligne si
maligne. Tn plus, compusul P5.2 inhiba multiplicarea keratinocitelor, aspect cu relevanti
terapeutica in cazul keratozei actinice caracterizata prin hiperproliferarea acestor celule.

n capitolul 4 al tezei de doctorat sunt prezentate rezultatele studiului complex de
selectie al unor structuri porfirinice cu potential fotosensibilizator in PDT pentru afectiuni
cutanate premaligne si maligne.
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O evaluare stricta pe criterii structurale, spectrale si farmaco-toxicologice a permis
selectia a doud structuri cu profil optim pentru continuarea studiilor de formulare.

Abordarea in silico privind abilitatea de a traversa membrana celulara a evidentiat
potential apreciabil de internalizare pentru 3 dintre structurile investigate (P2.2, P4.2 si
P2.1). Modelele predictive referitoare la profilul ADMET asociat structurilor porfirinice
au indicat pentru toti compusii toxicitate relativ scazuta, fiind negativi din punct de vedere

Evaluarea prin microscopie de forta atomica a compusilor dizolvati in PEG 200 la
concentratii 10uM, a permis obtinerea de date referitoare la statusul de agregare a
compusilor inclusi in studiu. Cea mai mare tendinta de asociere moleculard (agregare) a
fost evidentiata pentru compusul P2.1.

Justificat de relevanta profilului spectral al unui fotosensibilizator in ce priveste
eficienta in PDT, studiul de selectie a inclus si evaluarea comportamentului spectral UV-
Vis si fluorescent in solutii 10uM si solvent PEG 200 sau PEG 200/PBS (1/1000). Toti
compusii investigati au confirmat absorbtii iIn domeniul fototerapeutic, 620-630 nm,
interval spectral relevant pentru terapia fotodinamica.

Selectia finala a fotosesibilizatorilor porfirinici s-a realizat prin corelarea rezultatelor
obtinute la evaluarea in silico, spectrala si morfologica cu cele privind potentialul de
localizare la nivel celular si efectul terapiei fotodinamice asupra celulelor normale si
tumorale specifice pielii.

Din seria celor cinci compusi, candidatul cu profil de fotosensibilizator efficient
pentru PDT 1in afectiuni cutanate premaligne si maligne, a fost P2.2. Experimental,
porfirina P2.2 a demonstrat potential bun de internalizare celulara si eficienta terapeutica
apreciabila prin scaderea drasticd a numarului de celule metabolic active la 24 de ore,
efectul fiind persistent si la 48 de ore dupa PDT. Efectul PDT cu P2.2 a fost superior
terapiei cu P2.1, compusul simetric care, desi prezintd cele mai bune proprietati
fluorescente, manifestda tendinte de agregare moleculard la concentratiile investigate cu
efect in scaderea eficientei terapeutice. P2.2 a fost, de asemenea, superior compusului
asimetric inrudit P4.2.

Compusii P3.1 si P3.2 nu s-au putut acumula bine in celulele testate, desi au
prezentat un grad mai scazut de agregabilitate decat P2.2, si nu au provocat PDT
semnificativ in vitro. Studiul complex a permis selectia compusului P2.2 pentru
dezvoltarea de forme farmaceutice semisolide, eficiente pentru PDT in afectiunile
cutanate premaligne si maligne. Justificat de profilul spectral bun si potentialul terapeutic
apreciabil al P2.1, in studiile de formulare a fotosensibilizatorilor pentru aplicatii n
dermato-oncologie, am inclus cele doua porfirine P2.1 si P2.2. Tinanad cont de faptul ca

T

biodegradabili si pot asigura o rata buna de transport a porfirinelor catre celula tumorala,
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n studiul de formulare al P2.1 si P2.2 am utilizat ca baza de gel hidroxipropilceluloza,
hidroxipropilmetilceluloza si Carbopol 940.

Evaluarea spectrala UV-Vis si de fluorescenta a gelurilor cu porfirine a confirmat
prezenta fotosensibilizatorului in matricea polimericd si mentinerea caracteristicilor
FTIR a relevant interactiuni porfirina-polimer de tip legaturi de hidrogen, sugerand
potentialul bun al polimerilor alesi ca matrici de inglobare pentru porfirine. Morfologic si
textural formulele preparate au fost evaluate prin AFM, prezentand un profil de suprafata
izotrop si auto-similar. Analiza termica a demonstrat stabilitatea hidrogelurilor in
intervalul de temperatura relevant pentru aplicatiile farmaceutice iar analiza XRD a
confirmat integrarea eficienta a porfirinelor Tn gelurile polimerice, cu contributii relevante
la stabilitatea si proprietatile functionale ale acestora. Cristalinitatea indusa, proprietatile
morfologice si termice ale gelurilor cu porfirine sugereaza un potential bun de eliberare a
fotosensibilizatorului la utilizare in PDT topic.

Studiu preliminar de cedare in vitro efectuat cu celule de difuzie verticala,
membrane artificiale, mediu receptor - etanol absolut in tampon fosfat 0,05 M (20% (v/v)
si pH=6, a evidentiat un profil de eliberare sustinuti in intervalul de timp studiat. Tn
conditiile experimentale abordate, sistemul a atins echilibrul dupa 6 ore iar rata de cedare
calculati a fost de 2,505 pg/cm*min'/2,

Rezultatele experimentale obtinute prin evaluarea complexa a gelurilor cu porfirine
sunt favorabile testdrii privind biocompatibilitatea si1 potentialul PDT in raport cu linii

celulare relevante pentru dermatologia oncologica.
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