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Introducere

Progresele recente in tehnicile de imagistica celulard si in metodele biofizice ne-au
imbunatatit capacitatea de a studia structura si functia celulara in timp real, aprofundand atat
procesele normale, céat si cele patologice. Aceastd tezd exploreaza biofizica celulara in
contextul malignitatilor hematologice si al nanomedicinei oncologice prin doud studii. Prima
examineaza functia trombocitard in leucemia limfocitara cronicd (LLC) si neoplasmele
mieloproliferative (MPN), unde proprietatile biofizice modificate pot servi drept markeri de
diagnostic. Al doilea evalueazd efectele nanoparticulelor ZnO:Mn si FesO4/TiO2 asupra
celulelor sandtoase si canceroase prin masurarea potentialului membranar, fluiditatii, ROS,
ATP si deteriorarii ADN-ului. Impreuni, aceste studii evidentiazi rolul instrumentelor

biofizice in caracterizarea bolilor si dezvoltarea terapeutica.



I PARTE GENERALA

1. Metode biofizice de evaluare a parametrilor celulari relevanti pentru

studiile 1 si 2

Sanatatea si functia celulara pot fi evaluate prin parametri biofizici cheie, cum ar fi
potentialul de membrana, fluiditatea, speciile reactive de oxigen (ROS), continutul de ATP,
viabilitatea, comportamentul de agregare si integritatea ADN-ului [1]. Potentialul
membranar de repaus, mentinut de canalele ionice si transportori, reflectd excitabilitatea
celulara si este masurat folosind tehnici precum patch-clamp sau fluorofori sensibili la voltaj
[2]. Fluiditatea membranei, esentiald pentru functia si semnalizarea proteinelor, depinde de
compozitia lipidelor si este analizata in mod obisnuit prin metode bazate pe fluorescenta [2].
ROS, desi importante in semnalizare, provoaca daune oxidative atunci cand sunt crescute si
sunt detectate prin sonde fluorescente sau chemiluminiscenta [3,4]. Testele ATP indica
activitatea metabolicd, cu metode luminometrice bazate pe luciferaza care oferd o
sensibilitate ridicatd [5,6]. Viabilitatea celulard este evaluatd prin integritatea membranei,
teste metabolice (de exemplu, MTT, Alamar Blue) sau markeri de citotoxicitate precum
eliberarea LDH [7]. Testele de agregare evalueaza comportamentul de grupare al celulelor
sau particulelor - utilizate n analiza functiei trombocitare [8] sau in studiile de stabilitate a
nanoparticulelor - in timp ce testele de fragmentare a ADN-ului (de exemplu, testul cometei,
TUNEL) dezviluie leziuni genomice legate de apoptozi sau stres genotoxic [9]. Impreuna,
aceste masuratori oferd o perspectiva cuprinzatoare asupra fiziologiei celulare, patologiei si

raspunsurilor la stimuli externi.

2. Structura si functiile trombocitelor; Afectiuni patologice

Trombocitele sunt fragmente celulare de mici dimensiuni, anucleate (2-5 pm) derivate
din megacariocite, jucand roluri centrale in hemostazie, inflamatie si reparare vasculara [8].
La leziuni vasculare, acestea se activeazd rapid, elibereazd granule si se agregd prin
remodelarea citoscheletica [10]. Dincolo de hemostaza primara, disfunctia trombocitard este
un factor cheie care contribuie la tromboza patologicd, in special in leucemia limfocitara
cronica (LLC) si neoplasmele mieloproliferative (MPN). In MPN, mutatiile de tip drive (de
exemplu, JAK2, CALR, MPL) duc la proliferarea mieloida si la o Incarcatura trombotica
ridicata din cauza functiei trombocitare modificate si a hipercoagulabilitatii [12]. Agentii

chimioterapeutici, cum ar fi hidroxiureea si inhibitorii JAK-kinazei (de exemplu, ruxolitinib)



reduc riscul trombotic prin modularea numarului de trombocite, a starii redox si a
potentialului membranar [13]. Acidul acetilsalicilic (AAS) ramane la baza terapiei
antitrombotice prin inhibarea ireversibila a COX-1, suprimand agregarea mediatd de
tromboxan A [14]. Astfel, integrarea profilului biofizic trombocitar cu strategiile terapeutice
ofera potentialul de a Tmbunatati managementul trombozei si de a personaliza tratamentul in

malignitatile hematologice.

3. Nanoparticule de oxid de zinc si nanocompozite de oxid de fier/dioxid

de titan

Nanoparticulele de oxid de zinc (ZnO) si nanocompozitele de oxid de fier/dioxid de titan
(Fes04/Ti02) reprezintda doud platforme promitatoare de nanomateriale in biomedicina,
fiecare oferind avantaje fizico-chimice si functionale distincte [15]. Nanoparticulele de ZnO,
sintetizate prin metode sol-gel, hidrotermale sau verzi, prezintd o suprafatd mare,
fotoluminiscentd si citotoxicitate selectiva, permitand aplicarea lor in bioimagistica,
administrarea medicamentelor, vindecarea ranilor si terapia cancerului [16]. Activitatea lor
biologica este mediatd Tn mare masurd de generarea speciilor reactive de oxigen (ROS),
eliberarea de ioni Zn** si perturbarea membranei, desi ramadn provocdri in modularea
toxicitatii si prevenirea agregrii. in paralel, nanocompozitele Fe;04/TiO2 combina raspunsul
magnetic al oxidului de fier cu proprietatile fotocatalitice si biocompatibile ale TiO-,
permitand aplicatii multifunctionale, inclusiv RMN, hipertermie, livrare de medicamente si
terapie antibacteriana [17]. Aceste compozite permit localizarea precisa si raspunsurile
terapeutice activate de lumina, dar necesita o optimizare suplimentara pentru activarea in
infrarosu (NIR), sinteza scalabila si biocompatibilitatea pe termen lung. Impreuna, aceste
nanostructuri subliniazad potentialul materialelor ingineresti in terapia terapeuticd, subliniind
in acelasi timp importanta evaludrii standardizate si a validarii in vivo pentru o traducere

clinica sigura.

II. CONTRIBUTII PERSONALE

4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Aceasta teza exploreaza intersectia dintre biofizica celulara, malignitdtile

hematologice si nanomedicina aplicata in oncologie prin doua studii experimentale.



Obiectivul general al acestui studiu este de a demonstra utilitatea metodelor biofizice n
detectarea modificarilor functionale ale trombocitelor de la pacientii cu MPN si in evaluarea
raspunsurilor celulare la terapiile cu nanoparticule.

e Studiul 1 isi propune sa evalueze parametrii biofizici (potential de membrana,
fluiditate, ROS, ATP si agregare) in trombocitele de la pacientii cu MPN si LLC
pentru a identifica modificarile legate de boala.

e Studiul 2 evalueaza efectele nanoparticulelor de ZnO:Mn si Fe;O4/TiO: asupra
celulelor normale si canceroase folosind teste de viabilitate, productie de ROS si

fragmentarea ADN-ului pentru a determina impactul terapeutic.

5. Metode generale de cercetare

Acest studiu a implicat doua modele experimentale. Studiul 1 a inclus voluntari sdndtosi si
pacienti cu afectiuni hematologice (tromboza, LLC, NMP) de la Spitalul Colentina,
Bucuresti, care au semnat in prealabil un consimtdmant informat aprobat de Comisia de
Etica. Parametrii trombocitari - productia de RMP, MF si ROS au fost masurati folosind
spectrofotometria de fluorescentd, in timp ce continutul de ATP folosind chemiluminiscenta
si testul de agregare folosind agregarea prin transmisie de lumina (LTA). Studiul 2 a folosit
nanoparticule ZnO:Mn si Fe;O4/T10: sintetizate in colaborare cu Institutul National de Fizica
a Materialelor. Liniile celulare standardizate au fost cultivate Tn conditii 2D, iar testele
biofizice (MTS, LDH, ROS, cometd) au evaluat efectele nanoparticulelor. Datele au fost
procesate folosind Excel, SPSS v27, Phyton si Origin 8.0. Normalitatea a fost evaluatd prin
testele Shapiro-Wilk si Kolmogorov-Smirnov, cu metode statistice parametrice sau

neparametrice adecvate. Semnificatia a fost stabilitd la p < 0,05.

6. Studiul 1: Starea trombocitelor in leucemia limfocitara cronica,

neoplasmele mieloproliferative si tulburarile trombotice

Proprietatile biofizice ale membranei plachetare, inclusiv potentialul membranei in
repaus (RMP), fluiditatea membranei (MF) si productia de specii reactive de oxigen (ROS),
sunt esentiale pentru activarea, agregarea si functia trombocitelor. In tumorile maligne
hematologice, cum ar fi neoplasmele mieloproliferative (MPN) si leucemia limfocitara
cronicd (LLC), precum si tulburdrile trombotice, atat anomaliile trombocitare cantitative, cat

si calitative contribuie la complicatii trombotice si hemoragice [13]. MPN-urile implica

7



proliferarea hematopoieticd clonala determinata de mutatii (de exemplu, JAK2 V617F), in
timp ce LLC este asociata cu disfunctia trombocitara, in special sub tratament cu inhibitori
de tirozin kinaza Bruton (BTK), cum ar fi ibrutinib. Acest studiu investigheaza modificarile
trombocitare la pacientii cu MPN, LLC si trombotici prin evaluarea RMP, MF, ROS, ATP
intracelular si functia de agregare, cu accent pe efectele tratamentelor farmacologice si ale
bolilor, inclusiv AAS si terapii citoreductive. Scopul este de a distinge modificarile

trombocitare specifice bolii de cele induse de evenimente trombotice sau medicamente.

6.1. Metode de cercetare

Acest studiu a inclus 261 de participanti: 55 de voluntari sdnatosi si 206 pacienti de la
Departamentele de Cardiologie si Hematologie ale Spitalului Colentina, toti inrolati cu
consimtdmantul informat si aprobarea comitetului de etica. Grupul de control a fost format
din 55 de persoane sandtoase, dintre care 25 au fost reevaluate dupda 14 zile de acid
acetilsalicilic in doze mici zilnice (ASA, 75 mg) pentru a evalua modificarile trombocitare
de-a lungul vietii. Cohorta de pacienti a inclus 18 persoane cu evenimente trombotice fara
legatura cu neoplasmele mieloproliferative (MPN) si 153 de pacienti diagnosticati cu MPN,
stratificati In continuare dupa istoricul trombozei si statusul chimioterapiei: MPN-T (fara
tromboza, n=109) si MPN+T (cu tromboza, n=44), cu subgrupuri care au primit sau nu
chimioterapie. In plus, au fost inclusi 35 de pacienti cu leucemie limfocitara cronici (LLC),
impartiti in cei tratati cu ibrutinib (n=25) si netratati (n=10), toti fara tromboza. Clasificarea
diagnosticd a urmat ghidurile OMS si IWCLL, cu stratificare suplimentara in functie de tipul
de tratament (de exemplu, hidroxiuree, ruxolitinib, ibrutinib). Criteriile de excludere au
inclus infectii active, alte tumori maligne, evenimente cardiovasculare majore sau abuz de
substante [17,18].

Sangele venos a fost colectat in tuburi de citrat de sodiu cu manipulare blanda pentru a
preveni activarea trombocitelor. Plasma bogatd in trombocite (PRP) a fost izolatd prin
centrifugare (130-150 x g, 10 min) si purificatd prin filtrare cu gel Sepharose CL-2B in
tampon Tyrode fara calciu cu apiraza (0,2 U/mL). Plasma saraca in trombocite (PPP) a fost
preparatd la 2000 % g (15 min) pentru a fi utilizatd ca martor de agregare. Potentialul
membranei de repaus (RMP) a fost evaluat folosind fluorescenta DiSCs(5), calibratd prin
valoromicina si titrare de potasiu. Fluiditatea membranei a fost masurata prin anizotropie
folosind TMA-DPH. Productia de ROS a fost cuantificatda folosind testul DCFDA si
nivelurile de ATP prin chemiluminiscenta (CellTiter-Glo). Agregarea a fost evaluata folosind

agregometria cu transmisie a luminii cu PRP expus la ADP, colagen, epinefrind sau
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ristocetind. Datele au fost analizate in SPSS folosind Shapiro-Wilk pentru normalitate,
urmate de Kruskal-Wallis si testele mediane (p < 0,05), cu rezultate grafice din corelatia

Origin, PowerPoint si heatmap bazata pe Python.

6.2. Rezultate si discutii

6.2.1. Efectul AAS la pacientii sanatosi de control si trombotici

Profilul biofizic trombocitar a evidentiat modificari distincte asociate cu tromboza si
tratamentul ASA (Figura 1). Potentialul membranar in repaus (RMP) nu a prezentat nicio
corelatie cu varsta sau sexul si a ramas neschimbat la persoanele sandtoase dupa 14 zile de
administrare a ASA (-58,2 mV vs. -57,3 mV, p = 0,885). In schimb, pacientii trombotici au
prezentat RMP semnificativ hiperpolarizate (-70,5 mV, **p < 0,001), sugerind o

excitabilitate trombocitara crescuta.

Resting membrane potential Membrane fluidity ROS production
(RME) (as fluorescence anisotropy)
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Figura 1 Parametrii RMP, MF si ROS de la pacientii in lotul control cei
trombotici §i tratamentul cu AAS

Fluiditatea membranei, masuratd prin anizotropia fluorescentei, a fost, de asemenea,
neafectata de factorii demografici, dar a scazut semnificativ dupd tratamentul cu ASA
(0,1188 panala 0,1660, ***p <0,0001), indicand o rigiditate crescuta a membranei. Pacientii
trombotici au prezentat anizotropie intermediara (0,1448), mai mare decat grupul de control
netratat (p < 0,01), reflectdind dinamica membranei afectate.

Nivelurile ROS au fost cele mai ridicate la martorii netratati si au redus semnificativ
post-ASA (**p < 0,0001), in timp ce au ramas moderat crescute la pacientii trombotici, Tn
concordantd cu stresul oxidativ in curs. ASA a afectat, de asemenea, agregarea indusa de
ADP, reducand amplitudinea, ASC si crescand dezagregarea. Pacientii trombotici au
prezentat o agregare suplimentara afectata si raspunsuri intarziate la stimularea ADP, colagen
si epinefrind, in timp ce raspunsurile la ristocetind au ramas intacte, indicand o functie

pastratd vVWF-GPIb. Analiza hartii termice a confirmat raspunsuri slabite la agonistii cheie



atat in grupurile tratate cu ASA, cat si in cele trombotice. Aceste descoperiri sugereaza ca
hiperpolarizarea membranei si fluiditatea redusa pot contribui la semnalizarea disfunctionala
a trombocitelor si la agregarea in stari trombotice. Efectele ASA asupra ROS si agregarii
sustin rolul sdu dincolo de inhibarea COX, implicand potential acetilarea proteinelor
membranare [19]. Impreund, RMP si fluiditatea membranei apar ca markeri sensibili ai

reactivitdtii trombocitare si potentiale tinte terapeutice in tromboza.

6.2.2. Pacienti cu LLC fara tromboza
In leucemia limfocitara cronicd (LLC), functia trombocitara este influentati atit de starea
bolii, cat si de terapia cu ibrutinib, cu modificari biofizice clare (Figura 2). Potentialul
membranar in repaus (RMP) a ramas stabil la pacientii cu LLC netratati, dar a fost
semnificativ depolarizat la cei care au primit ibrutinib (-42,2 mV fatd de -57,3 mV, p <0,01),

indicand o excitabilitate a membranei modificata.

Resting membrane potential Membrane fluidity
(RMP) (as fluorescence anisotropy)

4 1 e

ROS production

o
..-
g
a

[
7
2

0.2

014
T
e 00824 0 02102

74 £ 001K

15070 o

RMP (mv)

604 -
— o

-883
a2

204

.,
2

s &

s

g

H

.

3

4 H

Em

-

-4
s

Fluorescence anisotropy (r)
—
Mormalized ALIC (CPS x min)

~1004

-]

C-ASA CLLb ClL+lb 0o 3 ¥ - - £ r i
C-ASA CLLAb CLL#Ib C-ASA CLL-Ib CLL+Ib

Figura 2 Parametrii RMP, MF si ROS de la pacientii control §i LLC cu si
fara ibrutinib
Fluiditatea membranei a crescut in ambele grupuri de LLC, in special cu tratamentul cu
ibrutinib (p < 0,0001), sugerand o Intrerupere a organizarii lipidelor. Nivelurile ROS au fost
reduse in LLC netratata, dar semnificativ crescute sub ibrutinib (p < 0,05), reflectdnd o
schimbare oxidativa indusad de terapie. Agregarea plachetard a fost progresiv afectata - in
special ca raspuns la ADP si colagen - in timpul progresiei bolii si a inhibarii BTK, in timp
ce raspunsurile la epinefrind au fost intarziate si raspunsurile la ristocetind au ramas
neafectate. Aceste modele sugereazd disfunctie selectiva in caile dependente de BTK si
COX-1 [17]. Din punct de vedere biofizic, triada depolarizarii membranei, fluiditatea
crescutd si stresul oxidativ la pacientii tratati cu ibrutinib compromite semnalizarea
trombocitara si poate contribui la riscul de sangerare. Peroxidarea lipidica condusa de ROS
modifica probabil dinamica membranei, afectind gruparea receptorilor. In ciuda functiei
pastrate GPIb-vWF, defectele de agregare evidentiaza necesitatea monitorizarii biofizice in
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LLC pentru a gestiona mai bine strategiile antitrombotice si a prezice complicatiile

hemoragice.

6.2.3. Pacienti cu NPM cu si fara tromboza
Trombocitele de la pacientii cu neoplasme mieloproliferative (MPN), in special cei cu
trombozd (MPN+T) si pacientii trombotici non-MPN (T), au prezentat potentiale de
membrand de repaus (RMP) semnificativ hiperpolarizate in comparatie cu controalele
sandtoase (Figura 3), in timp ce pacientii cu MPN-T nu au prezentat nicio diferenta
semnificativa [18]. Aceastd tendintd a fost consecventd intre subtipurile de MPN -
policitemie vera (PV), trombocitemie esentiald (ET) si MPN neclasificate (UMN) - cu

exceptia mielofibrozei primare (PMF).
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Figura 3 Parametrii RMP, MF si ROS de la pacientii control, trombotici
si MPN cu si fara tromboza

Chimioterapia, in special hidroxiureea, a inversat partial hiperpolarizarea RMP (Figura 4),
in timp ce inhibitorii kinazei nu au avut niciun efect [18]. Fluiditatea membranei a fost
crescutd in toate grupurile MPN, indiferent de tromboza, cu cresteri persistente ale MPN+T
chiar si sub tratament, reflectand dinamica remodelarii lipidice. Nivelurile ROS au fost
uniform crescute in toate subtipurile de NMP, independent de starea tromboticd, cu cea mai
mare variabilitate observata in leucemia eozinofilicd cronica (CEL) si leucemia mieloida

cronica (LMC).
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Figura 4 RMP trombocitar, fluiditatea membranei si nivelurile ROS la
pacientii control, trombotici si MPN, grupate in functie de tromboza si
statut de chimioterapie

Hidroxiureea si ruxolitinib au crescut variabilitatea ROS, in timp ce terapia cu interferon a
redus-o usor. Nivelurile de ATP s-au corelat pozitiv cu RMP, sugerand ca schimbarile RMP
rezultd din canalul ionic sau modificari metabolice, mai degraba decat din epuizarea ATP.
Tratamentul cu ASA a crescut nivelurile de ATP, aliniindu-se cu rapoartele anterioare de
biogeneza mitocondriald imbunatatita si activare Sirtl. Agregarea plachetara a fost afectata
in toate grupurile MPN, prezentand dezagregare indusd de ADP, raspunsuri intarziate la
colagen, pantd redusa a epinefrinei si activitate redusd indusa de ristocetina. Aceste
deficiente functionale s-au corelat cu hiperpolarizarea RMP si nivelurile ridicate de ROS.

In general, MPN-urile sunt asociate cu o constelatie de anomalii trombocitare biofizice si
functionale - exacerbate de tromboza si partial receptive la hidroxiuree - care evidentiaza
interactiunea dintre dinamica membranei, stresul oxidativ si disfunctia de agregare,
subliniind importanta abordarilor personalizate pentru gestionarea riscului trombo-

hemoragic la pacientii cu MPN.

6.3. Concluzie

Impreuna, aceste descoperiri arati ca disfunctia trombocitara in MPN, LLC si tulburari
trombotice implicdi RMP hiperpolarizat, fluiditate crescutd a membranei, ROS crescut si
agregare afectatd, n special in tromboze si cazuri netratate. Hidroxiureea normalizeaza
eficient RMP si ROS, in timp ce ASA modificd dinamica membranei dincolo de inhibarea

COX-1. Pacientii cu LLC tratati cu ibrutinib prezintd modificdri pronuntate ale membranei
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si oxidative. Aceste rezultate sugereaza ca disfunctia trombocitard este determinata mai mult
de modificarile de semnalizare la nivel de receptor decat de defectele intrinseci ale
membranei, evidentiind potentialul biomarkerilor biofizici pentru evaluarea riscurilor si

monitorizarea tratamentului.

7. Studiul 2: Expunerea la nanoparticule pe culturi celulare

7.1. Introducere

Nanoparticulele de ZnO dopate cu Mn au fost sintetizate folosind agenti tensioactivi
PVP si SHMTP pentru a controla forma si dimensiunea, producand structuri sferice (~23
nm) si, respectiv, asemanatoare tijelor (~30 nm) [20]. Dopajul cu mangan a modificat
proprietdtile fizico-chimice ale ZnO, iar NP-urile au fost caracterizate prin XRD, TEM,
FTIR, EPR si analiza suprafetei [16]. Citotoxicitatea lor a fost evaluata in liniile celulare
murine prin evaluarea viabilitatii (MTS), a productiei de ROS si a deteriorarit ADN-ului
(testul cometei). in paralel, nanocompozitele Fe,O,/TiO: au fost dezvoltate pentru potentiale
aplicatii biomedicale, cu diferite rapoarte Fe/Ti formand structuri miez-invelis sau mixte.

Biocompatibilitatea a fost testatd in celule normale folosind testele MTS si LDH.

7.2. Metode de cercetare

Toate sintezele de nanoparticule si tratamentele termice au fost efectuate in colaborare cu
Institutul National de Fizica Materialelor, Magurele, Roméania. Nanomaterialele ZnO si
Fe,Ox/TiO2 dopate cu Mn au fost sterilizate prin autoclavare si dispersate in medii de cultura
adecvate pentru a crea suspensii stoc de 2000 pg/ml. Pentru a asigura omogenitatea, NP-
urile de ZnO au fost sonicate timp de 1 ora, in timp ce nanocompozitele Fe/TiO: (NC) au
fost supuse 6 ore de sonicare. Dilutiile in serie au fost utilizate pentru a trata celulele pre-
insamantate cu 24 de ore inainte. Viabilitatea celulard a fost evaluatd prin testul MTS,
productia de ROS prin imagistica fluorescentd H.DCFDA, deteriorarea ADN-ului prin testul
cometei alcaline si citotoxicitatea folosind cuantificarea eliberdrii de LDH. Datele au fost
exprimate ca medie + SD si analizate folosind ANOVA unidirectionald cu testul post-hoc al
lui Tukey (p < 0,05).

Studiul ZnO NP a evaluat sase variante (nedopate si dopate cu Mn la 50, 500 si 2000
ppm), stabilizate fie cu PVP, fie cu SHMTP, pe patru linii celulare (NIH 3T3, OK, CaCo-2,
MCEF-7). Controalele fard celule au confirmat cd nu existd interferente cu testul, iar

concentratiile <10 pg/ml au fost In general noncitotoxice. Testele ulterioare pe celulele NIH
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3T3 au aratat efecte dependente de surfactant si dopaj, cu un continut mai mare de Mn - in
special in formuldrile SHMTP - reducand productia de ROS si deteriorarea ADN-ului,
probabil datoritd Incorporarii imbunatatite a Mn confirmatd de EPR.

In paralel, biocompatibilitatea Fe/TiO2 NC a fost testatd in fibroblastele NIH 3T3 si
HS27. Au fost evaluate trei formulari (NC-PP-50/400, -200/400, -500/400), care au dezvaluit
toxicitatea dependenta de doza si compozitie in celulele NIH 3T3, in special cu un continut
mai mare de Fe. Celulele HS27, cu toate acestea, au prezentat pierderi minime de viabilitate
si eliberare scazuta de LDH in toate conditiile. Microscopia a indicat interactiuni de suprafata
mai puternice si agregare in culturile NIH 3T3. Aceste rezultate subliniaza rolul compozitiei

dezvoltarea continud a nanomaterialelor Mn-ZnO si Fe/TiO: pentru aplicatii biomedicale.

7.3. Rezultate si discutii

7.3.1. Experimentul 1: Testul de interferenta al testului MTS al suspensiilor
NP/NC (control fara celule)

Testele MTS fara celule au confirmat interferente minime atat de la nanoparticulele de oxid
de zinc (Zn0O), cat si de la nanocompozitele de oxid de fier/dioxid de titan (Fe/TiO2) in
intervalele de concentratie testate. Pentru ZnO si MnO NP, au fost observate usoare cresteri
ale absorbantei la concentratii >500 pg/mL - in special pentru ZnO (ZnO15) acoperit cu PVP
- dar toate valorile au ramas aproape de valoarea initiald la concentratit <250 pg/mL,
validand compatibilitatea lor cu testul MTS pentru testarea citotoxicitatii. In mod similar,
nanocompozitele Fe/TiO2 (CS, B, B2) suspendate fie in mediu complet, fie in HBSS nu au
prezentat interferente semnificative ale testului. Valorile absorbantei au fost stabile, cu doar
variatii minore observate in HBSS din cauza potentialei imprastieri a nanoparticulelor,

confirmand adecvarea lor pentru analizele ulterioare de viabilitate celulara.

7.3.2. Experimentul 2: Analiza biocompatibilitatii nanoparticulelor de oxid de
zinc
Viabilitatea celulara pe 4 linii celulare
Sase tipuri de ZnO NP (nedopate si dopate cu Mn la 500/5000 ppm; PVP sau
SHMTP) au fost testate pe celule NIH 3T3, OK, CaCo-2 si MCF-7. Toate au prezentat
citotoxicitate dependentda de doza (Figura 5), celulele OK fiind cele mai rezistente.

Toxicitatea a crescut peste 10 pg/ml, fard diferente majore intre agentii tensioactivi sau
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nivelurile de dopaj, desi NP pe bazd de SHMTP au aratat o toxicitate mai accentuata la >16
pug/ml.
Teste functionale NIH 3T3
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Figura 5 Viabilitatea celulelor, productia de ROS si gradul de
fragmentare a ADN-ului pe NIH3T3 expus cu NP de ZnO [16]

La <4 pg/ml, viabilitatea celulard a rdmas ridicata; a scazut la zero peste 16 pug/ml.
Productia de ROS a crescut odatd cu concentratia, dar a fost atenuatd la dopaj Mn mai mare,
in special in probele SHMTP. Leziunile ADN au urmat o tendinta similard — dopajul mai
mare cu Mn a redus fragmentarea, mai ales in ZOM2000S[16].

Concluzie
Continutul mai mare de Mn din NP-urile acoperite cu SHMTP a redus leziunile ROS si
ADN, probabil datorita activitatii antioxidante a Mn. Aceste descoperiri sustin ZnO dopat cu

Mn, in special pe baza de SHMTP, ca fiind mai biocompatibil la doze mici.

7.3.3. Experimentul 3: Analiza biocompatibilitatii nanocompozitelor Fe/TiO2

Trei nanocompozite Fe/TiO2 (NC-PP-50/400, NC-PP-200/400, NC-PP-500/400) au fost
evaluate pentru citotoxicitate si integritatea membranei In fibroblastele NIH 3T3 si
HS27(Figura 6). In celulele NIH 3T3, viabilitatea a scizut odata cu cresterea continutului de
Fe, NC-PP-500/400 reducand viabilitatea cu ~30% la 150 pg/ml. In schimb, celulele HS27
si-au mentinut viabilitatea de >80% 1n toate concentratiile, indicind o tolerantd mai mare
(Figura 6). Testele LDH in HS27 au confirmat leziuni minime ale membranei, cu doar
cresteri usoare, nesemnificative la doze mai mici. Aceste rezultate sugereaza citotoxicitate

dependentd de compozitie in celulele NIH 3T3, probabil legatd de agregarea indusa de Fe,
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in timp ce celulele HS27 au fost mai rezistente, subliniind importanta optimizarii raportului

Fe/Ti si a selectiei modelului in evaluarile nanotoxicitatii [21].
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Figura 6 Test de viabilitate a celulelor pe HS27 si NIH3T3 exposec cu
oxid de fier/TiO2 NC [21]

8. Concluzie si contributii personale

8.1. Concluzie

Aceasta cercetare doctorald a demonstrat aplicarea cu succes a metodelor biofizice pentru a

evalua disfunctia trombocitarda 1n tulburdrile hematologice si efectele celulare ale

nanoparticulelor modificate, oferind o perspectiva valoroasd asupra mecanismelor bolii si a

sigurantei nanomedicinei.

Studiul 1 — Biofizica trombocitara in tulburarile hematologice (Capitolul 6):

Analiza multiparametrica a ardtat cd disfunctia trombocitard in MPN, LLC si afectiunile

trombotice implicd potentialul membranar modificat, dezechilibrul redox si efectele

chimioterapiei.

Trombocitele de la pacientii cu MPN, in special cei cu trombozd, au prezentat

hiperpolarizare RMP si ROS crescute, chimioterapia (de exemplu, hidroxiureea)

normalizand partial acesti

parametri.

ASA amodificat fluiditatea membranei independent de COX-1, contribuind potential

la actiunea sa antitrombotica.

In LLC, pacientii tratati cu ibrutinib au avut mai multe membrane plachetare fluide,

RMP mai scazut si ROS crescut, corelandu-se cu riscurile de sangerare.

Nu toate disfunctiile au fost determinate de membrana, sugerand un rol pentru

modificarile la nivel de receptor.

RMP si ROS pot servi ca potentiali biomarkeri pentru riscul trombotic si raspunsul

la tratament.
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Studiul 2 — Citocompatibilitatea nanoparticulelor si raspunsul la stres (Capitolul 7):

Testele biofizice au fost optimizate pentru a evalua citotoxicitatea si stresul oxidativ din

nanomaterialele ZnO si Fe/TiO: dopate cu Mn.

NP-urile de ZnO sintetizate cu PVP sau SHMTP au prezentat proprietati de
dimensiune si suprafatd dependente de surfactant si dopa;.

Viabilitatea celulard a ramas ridicata la <10 pg/mL in toate NP-urile de ZnO, NP-
urile bazate pe SHMTP prezentand leziuni reduse ale ROS si ADN-ului datorita
incorporarii mai mari de Mn.

Nanocompozitele Fe/TiO: au indus citotoxicitate usoard, dependentd de Fe in
celulele NIH 3T3, in timp ce fibroblastele HS27 au prezentat toleranta ridicata si
integritate a membranei.

Testele MTS fard celule au confirmat interferente minime, validand abordarea
testului.

Rezultatele subliniaza importanta proiectarii structurale a nanoparticulelor - dopajul

cu Mn si alegerea surfactantului au fost esentiale pentru imbunatatirea

Contributii personale:

Protocoale dezvoltate si optimizate pentru evaluarea RMP, fluiditatea membranei,
ROS si agregarea trombocitara.

Am proiectat si executat toate experimentele de expunere la nanoparticule pe modele
de celule murine si umane.

Am efectuat analiza datelor pentru viabilitate, ROS, deteriorarea ADN-ului si testele
LDH.

Rezultatele sunt sintetizate si validate Intr-un cadru care combina proprietatile

biofizice de impactul terapeutic si siguranta pacientlilor in nanomedicina oncologica.

8.2. Perspective:

Aceasta cercetare doctorala a optimizat metodele biofizice pentru a evalua disfunctia

trombocitara si efectele nanoparticulelor asupra celulelor maligne, stabilind o platforma

pentru evaluarea RMP, fluiditatea membranei si stresul oxidativ. Aceste instrumente prezinta

promisiuni pentru imbunatatirea diagnosticarii in MPN si CLL. In nanomedicina, studiul a
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evidentiat modul in care dopajul Mn si alegerea surfactantului pot imbunatati
biocompatibilitatea nanoparticulelor ZnO si Fe/Ti10.. Lucrarile viitoare ar trebui sa exploreze
aceste efecte In modele avansate si sd abordeze provocari cheie precum siguranta pe termen
lung si livrarea tintitd. Integrarea testelor biofizice cu designul inteligent al nanoparticulelor

ofera o cale catre terapii mai sigure si personalizate Tn oncologie si tromboza.
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