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Inventia se refera la un compus porfirinic cu potential de
marcator fluorescent pentru celule normale si tumorale
in imagistica de fluorescenta pentru diagnoza afectiuni-
lor cutanate pre-maligne sila un procedeu de obtinere
a acestuia. Compusul, conform inventiei, este derivatul
porfirinic  5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10, 15, 20-tris-
(4-carboximetilfenil)porfirina. Procedeul, conforminven-
tiei, consta in etapele: reactia de condensare dintre
2-hidroxi- 3-metoxi-benzaldehida, metil 4-formil benzoat
si pirol, pe suport de silicagel neutru, dizolvarea produ-

sului de condensare Tntr-un amestec clorura de metilen/
eter etilic, filtrare si concentrarea filtratului prin distilare,
separare si purificare prin cromatografie in strat subtire,
rezultdand compusul porfirinic avand proprietati
fluorescente si activitate anti-proliferativd moderata la
nivelul keratinocitelor.
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Descrierea inventiei

Inventia se refera la obtinerea, caracterizarea structuraléd si evaluarea in vitro la nivel
celular a unui fotosensibilizator pentru diagnoza afectiunilor cutanate premaligne.
Statisticile recente evidentiaza cancerul ca fiind principala cauzd de deces la nivel
mondial. La un numar de 19,3 milioane cazuri noi de cancer identificate in anul 2020 au
fost inregistrate aproximativ 10 milioane de decese prin cancer. Povara globala a
cancerului este de asteptat sa fie de 28,4 milioane de cazuri in 2040, o crestere cu 47%
fatd de 2020 [P. Sarbadhikary, B. P. George, H. Abrahamse, Theranostics 2021,
11(18), 9054-9088, H. Sung, J. Ferlay, R. L. Siegel, M. Laversanne, |. Soerjomataram,
A. Jemal, F. Bray, CA Cancer J Clin. 2021, 1-41]. Din aceste considerente, dezvoltarea
de strategii inovative pentru diseminarea masurilor de prevenire prin diagnosticare a
cancerului si furnizarea de substante active cu potential teranostic, sunt esentiale
pentru combaterea cancerului la nivel mondial.

Melanomul si alte afectiuni premaligne (keratoza actinica) sau maligne (carcinomul
spinocelular si bazocelular, limfomul cutanat, sarcomul Kaposi si angiosarcomul) sunt
incadrate de statisticile mondiale printre cele mai frecvente forme de cancer la nivelul
pielii. Dezvoltarea unui cancer non-melanom este determinata de factori genetici, istoric
de infectie cu virusul papiloma (HPV) si de afectiuni cutanate inflamatorii cronice,
expunere la substante toxice, expunere prelungita la soare, imunosupresie, fototipurile
cutanate | si |ll, PUVA ca terapie anterioara [https://www.euromelanoma.org, A. Zirik,
Curr. Opin. Pharmacol. 2019, 46, 19-23].

Keratozele actinice sunt descrise in literatura sub forma de ,,carcinom in situ” (din

cauza keratinocitelor displazice asemanatoare cu carcinomul cu celule scuamoase) sau
ca leziune premalignd [L. Del Regno, S. Catapano, A. Di Stefani, et al., Am.

J.Clin.Dermatol. 2022, 23, 339-352]. Abordarea terapeutica in cazul keratozei actinice
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trebuie sa tinteasca scaderea riscului de malignizare si sa faciliteze un diagnostic corect
al formatiunilor maligne care pot aparea intr-un cdmp de keratoza actinica.

Porfirinele, prin profilul lor structural si spectral, au potential medical de marcator
fluorescent al tesuturilor si de fotosensibilizator pentru aplicatii in diagnoza si terapia
patologiilor cutanate de tip malign [S.R. De Annunzio, N.C.S. Costa, R.D. Mezzina, et
al., Int J Mol Sci. 2019, 20(16), 3861-3882].

In plus, avantajul major al structurilor porfirinice (asemanatoare structural cu hemul),
este selectivitatea lor pentru celulele tumorale prezente intr-un camp de keratoza
actinica si, implicit, diferentierea perturbarilor patologice in etapele incipiente de malignizare.
Un alt avantaj al structurilor porfirinice este dat de versatilitatea lor si de posibilitatea
modelarii structurale prin atasare de substituenti cu diferite grade de polaritate, pentru
obtinerea unui raport hidrofil/llipofil optim, care poate imbunatiti semnificativ
internalizarea compusilor de catre celule.

Problema tehnica consta in obtinerea unor noi marcatori fluorescenti pentru celule,
utilizand metode de sinteza ecologice, cu randamente bune si costuri reduse.

Inventia are ca obiect elaborarea procedeului de obtinere a unui marcator de tip

porfirina asimetric substituita, cu aplicabilitate in dermato-oncologie.

O—CHa,

5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina
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5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina s-a obtinut printr-
un procedeu tehnic descris de urmatoarele etape:

1) reactia de condensare dintre 2-hidroxi-3-metoxi-benzaldehida, metil 4-formil benzoat
si pirol, pe suport de silicagel neutru. Interactia aldehidelor cu pirolul a fost initata prin
iradiere cu microunde.

2) dizolvarea produsului de condensare intr-un amestec clorura de metilen/eter etilic
(30v/1v), filtrare si concentrarea filtratului prin distilare.

3) separarea si purificarea compusului util.

Intr-o etapa ulterioard de realizare a inventiei, s-a realizat un studiu biologic in vitro
pentru evaluarea biocompatibilitatii noului compus porfirinic si a potentialului sau de
marcator celular fluorescent. Pentru experimentele in vitro s-au utilizat urmatoarele tipuri
de celule aderente specifice pentru piele: a) celule umane normale de piele, cum ar fi
fibroblaste dermice umane din linia celulara HS27 (ATCC® CRL-1634™) si keratinocite
umane normale din linia celulara HaCaT (Thermo Fisher Scientific); b) celule tumorale
de melanom de soarece din linia B16F10 (ATCC® CRL-6475™). Pentru mentinerea
liniilor celulare investigate si pentru multiplicarea lor, celulele au fost cultivate in mediu
de cultura DMEM-F12 (Gibco) suplimentat cu ser fetal bovin (SFB, Euroclone) si solutie
de antibiotic-antimicotic (Sigma), care va fi denumit in continuare mediu de cultura
complet. Au fost analizati urmatorii parametri celulari: biocompatibilitatea derivatului
porfirinic, incorporarea sa in celule si efectele celulare ale terapiei fotodinamice (PDT)
realizata cu derivatul porfirinic.

Avantajele aplicarii inventiei sunt:

- porfirina asimetricd se obtine printr-un procedeu eficient, netoxic, cu costuri mici si
randament optim.

- tehnica de purificare este simpla si permite o separare eficienta a compusului
porfirinic asimetric.

- a fost stabilit un protocol de testare in vitro pentru evaluarea biocompatibilitatii si a
potentialului de marcator fluorescent al noului compus.

- compusul porfirinic fluorescent este incorporat de celule normale sau tumorale
specifice pielii, este biocompatibil cu fibroblastele dermice umane si are tendinta de a

inhiba multiplicarea keratinocitelor umane.

2
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- compusul porfirinic induce fotosensibilizarea moderata a keratinocitelor, dar nu si a
celulelor tumorale de melanom.
5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina s-a obtinut prin
reactia de condensare in mediu neutru, a unui amestec de aldehide si pirol, reactie
initiata prin iradiere cu microunde intr-un sintetizator de tip Biotage Initiator+.

Tn etapa 1), conform unei variante preferate de realizare a inventiei, 2-hidroxi-3-metoxi-
benzaldehida, metil 4-formil benzoatul si pirolul se aduc in vasul de reactie pe suport de
silicagel neutru si se supun timp de 9 minute actiunii microundelor, prin 3 iradieri
succesive intre 600W si 300W.

Intr-o alt varianti de realizare a procedeului conform inventiei, n etapa 2) se réceste
produsul brut, apoi se dizolva intr-un amestec clorurd de metilen/eter etilic (30v/1v).
Solutia obtinuta se filtreaza, iar fractia lichidd se concentreaza prin distilare simpla.
Etapa 3) este descrisa de separarea si purificarea compusului util prin metode
cromatografice, respectiv cromatografia pe coloana (faza stationara silicagel 60H
Merck), urmata de cromatografie in strat subtire (placi PLC silica gel 60, 2mm,
20x20cm). Un amestec de clorura de metilen/eter etilic in raport volumetric 30v/1v, a
fost utilizat ca eluent.

Confirmarea structurii porfirinei asimetrice s-a realizat prin evaluare spectrala FT-IR,
RMN, UV-Vis si spectrometrie de fluorescenta. Spectrele FT-IR au fost inregistrate cu
spectrometru Bruker-Tensor 27, iar spectrele de rezonantd magnetica nucleara cu un
spectrometru Bruker Avance DRX 400, la frecventa de 400 MHz cu referintd semnalul
tetrametilsilanului. Solventul utilizat a fost cloformul deuterat. Spectrele de absorbtie si
cele de fluorescentd au fost inregistrate pentru solutii 2.5x10% M in polietilenglicol 200
ca solvent, cu spectrometrul UV-Vizibil Perkin-Elmer Lamda 35 si spectrofluorimetrul
JASCO FP 6500. Polietilenglicolul 200 este un solvent acceptat in formularea de
substante active [J.M. Harris, R.B. Chess, Nat. Rev. Drug Discov. 2003, 2, 214-221], si
de aceea s-a utilizat pentru prepararea solutiei porfirinice.

Bazat pe proprietétile fluorescente ale compusului porfirinic, incorporarea acestuia in
celule specifice pielii a fost evaluata prin citometrie in flux. Celulele (5 -10 x 104) au fost
plasate in placa de cultura cu 24 godeuri si au fost cultivate Tn mediu de cultura complet
timp de 24 h la 37°C, in atmosfera de 5% COz2, pentru a permite aderarea celulelor la

5F



RO 137442 AO

placa de culturd. Supernatantul de cultura a fost apoi indepartat si inlocuit cu diverse
dilutii ale compusului porfirinic (2.5-20 pM) realizate in mediu de cultura DMEM-F12
(Gibco) suplimentat cu 2% SFB (Euroclone) si solutie de antibiotic-antimicotic (Sigma).
S-a realizat de asemenea o proba control care nu contine compus profirinic. Celulele au
fost cultivate in aceste conditii timp de 24 h la 37°C, in atmosfera de 5% COz, pentru a
permite incorporarea compusului porfirinic in celule. La finalul cultivarii, supernatantul
de cultura a fost indepartat, iar celulele aderente au fost tripsinizate cu
0.25%/0.02%Trypsin/EDTA (Biochrom) pentru a le trece de la starea aderenta la o
suspensie celulara. Pentru indepartarea mediului de culturd si a compusului porfirinic,
celulele detasate au fost spalate de doua ori prin centrifugare in tampon fosfat salin cu
Ca?* si Mg?* (TFS, Gibco), tinut la rece in recipient plasat in gheata. Celulele au fost
apoi resuspendate in solutie Live Cell Imaging (Thermo Fisher Scientific) pentru
evaluarea incorporarii compusului profirinic fluorescent prin citometrie in flux. Citirea
probelor s-a realizat in interval de 1h la citometrul in flux BD FACS Canto (Becton
Dickinson), utilizdnd pentru excitare un laser de 488 nm, emisia fiind nregistrata in
canalul de fluorescentd FL3 (rosu). Datele au fost achizitionate si prelucrate cu
programul BD FACSDiva (Becton Dickinson) si au fost exprimate ca intensitate medie
de fluorescenta exprimata in unitati arbitrare de fluorescenta.

Pentru evaluarea biocompatibilitatii com’pusului porfirinic a fost utilizat testul reducerii
sarii de tetrazoliu ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, MTS) cu kitul CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega Corporation), conform protocolului furnizat de producator
(https.//www.promega.ro/resources/protocols/ftechnical-bulletins/O/celltiter-96-aqueous-

one-solution-cell-proliferation-assay-system-protocol/). Testul ofera informatii privind

numarul de celule metabolic active in cultura, fiind astfel o masura a viabilitatii celulare.
Celulele (5-10x103 celule) au fost pre-cultivate timp de 24 h la 37°C, in atmosfera de
5% CO:2 in placi de cultura cu 96 godeuri, in 100 pL de mediu de cultura complet,
pentru a permite aderarea celulelor la godeurile placii de cultura. Supernatantul de
cultura a fost apoi indepartat si inlocuit cu diverse dilutii ale compusului porfirinic Tn
mediu de cultura complet. S-au realizat de asemenea urmatoarele probe control: a) o

proba control celulara care contine celule si mediu de culturda complet; b) o proba
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control acelular, care contine doar mediu de cultura complet, fara celule. Toate probele
au fost realizate in triplicat. Probele au fost cultivate 24 h la 37°C, in atmosfera de 5%
CO2, pentru a permite interactia celulelor cu porfirina analizatd. Dupa incheierea
timpului de tratament al celulelor, in fiecare proba s-au adaugat 20 pL din reactivul
kitului. Celulele au fost incubate 2h la 37°C, in atmosfera de 5% CO2, pentru a permite
dezvoltarea reactiei de reducere a MTS de catre celulele metabolic active. Intensitatea
reactiei a fost masuratd cu un cititor ELISA Sunrise (Tecan) dotat cu programul de
control si analiza Magellan (Tecan), prin determinarea densitatii optice (DO) a probelor
si controalelor la lungimea de unda 490 nm fata de lungimea de unda de referinta (620
nm). DO a fost corectata in probele celulare prin scaderea valorii medii a DO din
probele acelulare. Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard a mediei
(SEM) pentru triplicate de proba.

Evaluarea potentialulului citotoxic al compusului porfirinic analizat s-a realizat cu testul
eliberarii lactat dehidrogenazei (LDH) ultilizdnd kitul colorimetric CytoTox 96® Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega Corporation) si protocolul furnizat de
producator  (https//www.promega.ro/resources/protocols/technical-bulletins/0/cytotox-
96-non-radioactive-cytotoxicity-assay-protocol). Au fost realizate probe identice cu cele
descrise la testul reducerii MTS, prezentat mai sus. La finalul cultivarii celulelor cu
compus porfirinic, s-au recoltat 50 pL supernatant de cultura care au fost plasati intr-o
placa de cultura cu 96 godeuri, peste care s-au adaugat 50 pL din reactivul de detectie
din kit. Probele au fost incubate 30 min la temperatura camerei si la intuneric pentru a
permite dezvoltarea reactiei enzimatice. Reactia LDH a fost stopata la final cu reactivul
de blocare din kit. Intensitatea reactiei a fost masurata cu un cititor ELISA Sunrise
(Tecan) dotat cu programul de control si analiza Magellan (Tecan), prin determinarea
densitatii optice (DO) a probelor si controalelor la lungimea de unda 490 nm. DO a fost
corectata in probele celulare prin scaderea valorii medii a DO din probele acelulare.
Rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard a mediei (SEM) pentru
triplicate de proba.

Terapia fotodinamica (PDT) in vitro a fost realizata in placi Petri cu diametrul de 35 mm
in care au fost plasate suspensiile celulare (0.5-0.75 celule/mL) care au fost incubate
timp de 24h la 37°C, in atmosfera de 5% CO:2 pentru a permite aderarea celulelor la
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placa. S-a indepartat apoi supernatantul de cultura care s-a inlocuit cu o solutie 10 uM
a porfirinei testate, solutie realizata in mediu de cultura DMEM-F12 (Gibco) suplimentat
cu 2% SFB (Euroclone) si cu solutie de antibiotic-antimicotic (Sigma). Probele au fost
incubate timp de 24h la 37°C, in atmosfera de 5% COz, pentru a permite incarcarea
celulelor cu compusul porfirinic. Pentru realizarea PDT, supernatantul de cultura a fost
indepartat din toate probele si a fost inlocuit cu tampon Hank’s necolorat (Sigma)
suplimentat cu 2% SFB (Euroclone) si cu solutie de antibiotic antimicotic (Sigma). S-au
realizat probe pereche, una dintre probe fiind expusa la PDT, in timp ce o altd proba
neexpusa la PDT a reprezentat controlul. PDT in vitro s-a realizat cu echipamentul
Modulight ML6600 (Modulight Inc) prevazut cu laser avand lungimea de unda de 635
nm, sistem computerizat de control al dozei si iradiantei, ca si al temperaturii laserului.
Pentru PDT s-au utilizat urmatorii parametri: doza de 10 J/cm? si iradianta de 50
mW/cm? [M. Dobre, R. Boscencu, |.V.Neagoe, M. Surcel, E. Milanesi, G. Manda,
Pharmaceutics 2021,13(7):1032]. Dupa PDT, din fiecare proba s-a eliminat
supernatantul si s-a inlocuit cu mediu de cultura complet, probele fiind apoi cultivate
timp de 24 h la 37°C, in atmosfera de 5% COz, pentru a investiga impactul PDT asupra
morfologiei si viabilitatii celulare. La 24 h dupa PDT, din placile Petri a fost recoltat
supernatant pentru a realiza testul eliber&rii LDH. Tn unele experimente, la 24 h dupa
PDT celulele au fost detasate din placile Petri prin tripsinizare cu
25%/0.02%Trypsin/EDTA (Biochrom), au fost centrifugate (1200 rpm, 5 min 4°C) si
reluate Tn mediu de culturda complet. Numararea celulelor in suspensie s-a realizat intr-
un hemocitometru Burker-Turk prin testul excluziunii albastrului de tripan [W. Strober,
Curr. Protoc. Immunol. 2015, 111: A3.B.1-A3.B.3]. Suspensiile celulare au fost apoi
transferate pentru realizarea testului de reducere a MTS cu celulele in suspensie, sau
pentru evaluarea apoptozei si necrozei celulare.

Evaluarea apoptozei si a necrozei celulare s-a realizat prin citometrie in flux cu anexina
V si iodura de propidiu, utilizand kitul FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI
(Biolegend). Celulele din fiecare proba (0.25 — 0.3 x 10°) au fost spalate de doua ori prin
centrifugare in TFS rece, dupa care au fost reluate in 100 pL din tamponul kitului,
special formulat pentru legarea anexinei V la celulele apoptotice. Celulele au fost

marcate apoi cu 5 pL anexina V-FITC si cu 10 uL iodura de propidiu. Marcarea celulelor

9%
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s-a realizat la temperatura camerei, la intuneric, timp de 15 min. In final, in fiecare
proba s-au adaugat 400 L din tamponul kitului pentru stoparea interactiei celulelor cu
marcatorii fluorescenti. In decurs de 1h, probele au fost citite la citometrul in flux BD
FACS Canto (Becton Dickinson), utilizdnd pentru excitare un laser de 488 nm, emisia
fiind Tnregistrata in canalul de fluorescentd FL1 (verde) pentru anexina V-FITC si in
canalul FL2 (oranj) pentru iodura de propidiu. Datele au fost achizitionate si prelucrate
cu programul BD FACSDiva (Becton Dickinson) si au fost exprimate ca intensitate
medie de fluorescenta (unitati arbitrare de fluorescenta). Rezultatele au fost exprimate
ca procent de celule in apoptoza timpurie (anexina V+ / iodura de propidiu-), apoptoza
tarzie (anexina V+ / iodura de propidiu+) sau necrotice (anexina V- / iodura de
propidiu+).

Descrierea desenelor:

- fig.1 prezintd eliberarea de LDH de catre celulele normale (HaCaT, HS27) sau
tumorale (B16F10) de piele, tratate timp de 24h cu derivatul porfirinic la concentratia de
10 pM. Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + deviatie standard a mediei SEM
a densitatii optice (DO) pentru triplicate de proba.

- fig. 2 prezinta efectul tratarii cu derivatul porfirinic (c=10 pM), timp de 24h, a celulelor
umane normale de piele (HaCaT, HS27). Efectul exercitat de derivatul porfirinic a fost
calculat ca raport dintre valorile eliberarii LDH in prezenta si in absenta porfirinei.
Rezultatele sunt prezentate ca valori medii + SEM ale eliberarii LDH, obtinute in doua
experimente independente. Diferentele dintre celule au fost considerate statistic
semnificative pentru valori p<0.05.

- fig. 3 prezinta reducerea MTS de catre celulele hormale dermice din linile HaCaT si
HS27 tratate timp de 24h cu derivatul porfirinic in intervalul de concentratii 2.5 - 20 pM.
Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + SEM a densitatii optice (DO) pentru
triplicate de proba.

- fig. 4 prezinta incorporarea derivatului porfirinic de catre celulele umane normale din
linile HaCaT si HS27 si de cétre celulele de melanom de soarece din linia B16F10.
Celulele au fost tratate 24h cu derivatul porfirinic la concentratia de 10 pM. Intensitatea
medie de fluorescenta intracelulara s-a determinat prin citometrie in flux cu programul

FACSDiva (Becton Dickinson). Rezultate sunt exprimate ca procent al intensitatii medii
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de fluorescenta in celule tratate cu derivat porfirinic din fluorescenta medie a celulelor
netratate.

- fig. 5 prezinta reducerea MTS si eliberarea LDH de catre keratinocitele umane din linia
HaCaT incarcate cu derivatul porfirinic (10 uM), expuse la PDT (10J/cm?, 50 mW/cm?) si
analizate la 24h dupa aceea. Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + SEM a
densitatii optice (DO) pentru triplicate de proba.

- fig. 6 prezintd apoptoza si necroza keratinocitelor umane normale din linia HaCaT
incarcate cu derivatul porfirinic (10 puM), expuse la PDT (10J/cm?2, 50 mW/cm?) si
analizate la 24h dupa aceea. Datele au fost achizitionate si procesate cu programul
FACSDiva (Becton Dickinson).

- fig. 7 prezinta imagini in microscopie optica ale keratinocitelor HaCaT tratate prin PDT
cu derivatul porfirinic si analizate la 24h dupa aceea comparativ cu controlul neexpus la
PDT.

- fig. 8 prezintd reducerea MTS si eliberarea LDH de catre celulele de melanom de
soarece din linia B16F10 incarcate cu derivatul porfirinic (10 yM), expuse la PDT
(10J/cm?, 50 mW/cm?) si analizate la 24h dupa accea. Rezultatele sunt prezentate ca
valoare medie + SEM a densitatii optice (DO) pentru triplicate de proba.

- fig. 9 prezinta imagini in microscopie optica ale celulelor de melanom de soarece din
linia B16F10 tratate prin PDT cu derivatul porfirinic si analizate la 24h dupa accea
comparativ cu controlul neexpus la PDT.

- fig. 10 prezinta apoptoza si necroza celulelor de melanom de soarece din linia B16F10
incarcate cu derivatul porfirinic (10 pM), expuse la PDT (10J/cm?, 50 mW/cm?) si
analizate la 24h dupa aceea. Datele au fost achizitionate si procesate cu programul
FACSDiva (Becton Dickinson).

Inventia este descrisa prin urmatoarele exemple nelimitative de realizare.

EXEMPLUL 1

Obtinerea compusului 5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10, 15, 20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina

Compusul porfirinic cu structurd asimetrica a fost obtinut printr-un procedeu tehnic
descris de interactia 2-hidroxi-3-metoxi-benzaldehida cu metil 4-formil benzoat si pirol in
raport molar 1:3:4, pe suport de silicagel neutru, sub iradiere cu microunde (3 iradieri
succesive 600W, 400W, 350W), timp de 9 minute.
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Monitorizarea reactiei de sinteza s-a realizat prin testarea UV-Vis a unor probe prelevate
din amestecul de reactie si dizolvate in diclormetan. Spectrul de absorbtie in domeniul
vizibil al porfirinelor este tipic si permite identificarea cu usurinta a acestui tip de
compusi. Pentru probele testate, prezenta izomerilor de tip porfirinic a fost confirmata de
existenta benzii Soret si a celor 4 benzi Q in spectrul de absorbtie.

Intr-o altd etapa de obtinere a compusului porfirinic asimetric, produsul brut de reactie a
fost dizolvat intr-un amestec diclormetan/dietileter (30v/1v), filtrat la presiune normala si
concentrat prin distilare simpls. Testarea solutiilor de produs brut prin cromatografie in
strat subtire a permis stabilirea numarului de izomeri porfirinici rezultati in sinteza.
Reactiile de sinteza au fumizat un amestec de 6 izomeri porfirinici (A4, AsB, A2B2(cis),
A2B2(trans), ABs, B4). Izomerul AsB a fost separat prin cromatografie pe coloana (faza
stationara Kieselgel 60 Merck si eluent diclormetan/eter etilic 30v/1v).

Pentru obtinerea unui grad de puritate avansata a compusului de interes, in etapa finala,
s-a realizat purificarea prin cromatografie in strat subtire, pe placi PLC silica gel 60, 2
mm, 20x20 cm si cu eluent amestecul celor doi solventi diclormetan si eter etilic.
5-(2-hydroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina a fost obtinuta cu
un randament de 38%.

EXEMPLUL 2
Evaluarea spectrala FT-IR, RMN, UV-Vis si de fluorescenta pentru noul compus
porfirinic 5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina a furnizat

urmatoarele caracteristici spectrale:

IR(cm™): 3424, 3316, 2924, 2853, 1722, 1606, 1558, 1468, 1434, 1402, 1276, 1179,
1100, 1020, 963, 867, 801, 760, 735.

1H-NMR, 51(400 MHz, CDCls), ppm: -2.80 (s, 2H), 4.07 (s, 3H), 4.16 (s, 9H), 5,83 (s,
1H), 7.24 (d, 1H), 7.34 (d, 1H), 7.63 (t, 1H), 8.31 (d, 6H), 8.46 (d, 6H), 8.82 (d, 6H); 8.91
d, 2H).

UV-Vis (solutie in PEG 200, c=2.5x10°M) Amax (nm): 402, 495, 528, 570, 630

Max. emisie (solutie in PEG 200, ¢=2.5x10°M) Amax (nm): 657 nm

10
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EXEMPLUL 3

Biocompatibilitatea compusului porfirinic

Biocompatibilitatea derivatului porfirinic a fost testatd pe linii celulare umane normale
(linia celulara de fibroblaste dermice HS27 si linia celularad de keratinocite HaCaT) si pe
linia celulara tumorald de melanom de soarece B16F10, Aceste linii celulare sunt
relevante pentru piele. Celulele testate au fost incarcate cu derivatul porfirinic (2.5—
20uM) timp de 24 h. Biocompatibilitatea derivatului porfirinic a fost evaluata relativ la
numarul de celule metabolic active (testul reducerii MTS), si relativ la integritatea
membranara (testul eliberarii LDH).

Datele experimentale evidentiaza faptul ca tratarea celulelor cu derivatul porfirinic la
concentratia de 10uM nu modificd statistic semnificativ eliberarea de LDH de catre
niciuna dintre liniile celulare investigate, normale sau tumorale (Figura 1). Aceste
rezultate aratd ca derivatul porfirinic nu este citotoxic, el neinducand perturbarea
integritatii membranare pe parcursul celor 24 h de cultura, astfel incat LDH, care este o
enzima cu localizare intracelulara, sa fie eliberata prin pori membranari ca urmare a
tratarii celulelor cu derivatul porfirinic. Remarcadm totusi ca existd o tendintd mai
accentuata de eliberare a LDH de catre fibroblastele dermice umane normale din linia
HS27 comparativ cu keratinocitele umane normale din linia HaCaT, conform datelor
statistice de eliberare a LDH, obtinute in doua experimente independente (Figura 2).
Intr-o alta etapa de realizare a inventiei, a fost investigat efectul exercitat in vifro de
derivatul porfirinic asupra numarului de celule metabolic active, ca masurd a
potentialelor efecte anti-proliferative a acestuia. Datele de reducere a MTS releva o
tendintd 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). Conform acestor rezultate, derivatul porfirinic poate inhiba
proliferarea keratinocitelor, dovedind astfel, pe langa proprietatile fluorescente, si
activitate anti-proliferativd moderata, posibil tranzitorie, la nivelul keratinocitelor.

Aceste proprietati ale derivatului porfirinic au relevantd in cazul keratozei actinice
caracterizata prin proliferarea aberantd a keratinocitelor de la nivelul epidermei [A.
Dodds, A. Chia, S. Shumack, Dermatol Ther (Heidelb). 2014, 4(1):11-31].
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EXEMPLUL 4

Capacitatea celulelor de a incorpora compusul porfirinic

Datorita proprietatilor fluorescente ale porfirinei nou sintetizate, incorporarea acesteia
in celule s-a determinat prin citometrie in flux ca fluorescenta medie intracelulara.
Celulele au fost incarcate timp de 24 h cu compus porfirinic la concentratia de 10 pM,
dupa care probele celulare au fost analizate prin citometrie in flux pentru a determina
intensitatea medie de fluorescentd intracelulara. Datele experimentale descrise in
Figura 4 arata ca toate celulele de piele analizate (keratinocite normale HaCaT,
fibroblasti normali HS27 si celulele de melanom de soarece B16F10) incorporeaza noul
compus porfirinic, prezentand o intensitate medie de fluorescenta intracelulara crescuta
n medie de (4,35 £ 0,64) ori fatd de celulele control netratate cu porfirina.

Rezultatele confirma utilitatea derivatului porfirinic de marcator fluorescent al celulelor

normale sau tumorale din piele.

EXEMPLUL 5

Capacitatea compusului porfirinic de a realiza terapie fotodinamica in vitro

S-a analizat potentialul terapeutic al noului compus porfirinic prin capacitatea acestuia
de a realiza terapie fotodinamica in vitro in keratinocite normale HaCaT si in celulele de
melanom de soarece B16F10. Celulele au fost incarcate timp de 24 h cu porfirina (10
pM), dupa care au fost expuse la terapie fotodinamica (PDT) utilizdnd lumina laser cu
lungimea de undad de 635 nm si parametrii de iluminare de 10 J/cm?/50mW/cm?.
Celulele au fost analizate la 24 h post-PDT relativ la viabilitatea/proliferarea celulara
masurata prin testul reducerii MTS, si relativ la moartea celulara detectata ca alterare a
membranei plasmatice prin testul eliberarii LDH.

Datele experimentale privitoare la linia celulara HaCaT (Figura 5) 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 4,5 ori. Aceste date sunt sustinute si de rezultatele privind apoptoza si
necroza keratinocitelor HaCaT (Figura 6) care arata o dublare a procentului de celule
apoptotice, fara ca procentul de celule necrotice sa fie semnificativ afectat la 24 h dupa

PDT. Analiza microscopica a keratinocitelor HaCaT la 24 h post-PDT (Figura 7) arata
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ca stratul de celule are doar zone mici de afectare, evidentiate prin celule rotunde,
neaderate la placa Petri, care sunt foarte posibil celule moarte.

Rezultatele indica capacitatea compusului porfirinic de a induce fotosensibilizarea
moderata a keratinocitelor umane normale, ceea ce sugereaza necesitatea de a proteja
de lumind zona tratatd cu compus porfirinic pentru a evita efectele nedorite ale
fotosensibilizarii la nivelul pielii normale.

in celulele de melanom de soarece B16F10, PDT nu afecteazi la 24 h intensitatea
reactiei de reducere a MTS, crescand usor eliberarea de LDH de catre aceste celule
(Figura 8), dar perturbarea integritatii membranare nu pare sa afecteze multiplicarea
celulelor tumorale de melanom (Figura 9). Rezultatele aratd ca derivatul porfirinic
investigat nu are potential fotosensibilizant in terapia fotodinamica a melanomului.
Datele de apoptoza si necroza a celulelor de melanom B16F10 (Figura 10) arata ca
PDT cu porfirina testata nu modifica semnificativ procentul de celule apoptotice sau
necrotice la 24 h dupa expunerea celulelor la PDT.

13
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I¥

REVENDICARI

1. Compus porfirinic cu urmatoarea structura chimica

O—CHs

0”7 No—CH,

5-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-carboximetilfenil)porfirina

2. Procedeul de obtinere pentru compusul porfirinic definit ca in revendicarea 1

3. Compusul porfirinic definit ca in revendicarea 1, evaluat in vitro pe celule specifice
pielii, a dovedit proprietati de marcator fluorescent pentru celule normale si tumorale.
Aceste proprietati califica compusul porfirinic drept candidat pentru imagistica de

fluorescenta in dermatologie, inclusiv in dermatologia oncologica.
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Figura 1. Eliberarea de LDH de catre celulele normale (HaCaT, HS27) sau tumorale
(B16F10) de piele, tratate timp de 24 h cu derivatul porfirinic la concentratia de 10 uM.
Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + SEM a densitatii optice (DO) pentru
triplicate de proba.
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Figura 2. Efectul tratarii cu derivatul porfirinic (c=10 uM), timp de 24h, a celulelor umane
normale de piele (HaCaT, HS27). Efectul exercitat de derivatul porfirinic a fost calculat
ca raport dintre valorile eliberarii LDH in prezenta si absenta porfirinei. Rezultatele sunt
prezentate ca valori medii + SEM ale eliberarii LDH, obtinute in doud experimente
independente. Diferentele dintre celule au fost considerate statistic semnificative pentru
valori p<0.05.
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Reducerea MTS
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Figura 3. Reducerea MTS de catre celulele normale dermice din liniile HaCaT si HS27
tratate timp de 24h cu derivatul porfirinic in intervalul de concentratii 2.5-20uM.
Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + SEM a densitatii optice (DO) pentru
triplicate de proba.
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Figura 4. Incorporarea derivatului porfirinic de catre celulele umane normale din liniile
HaCaT si HS27 si de catre celulele de melanom de soarece din linia B16F10. Celulele
au fost tratate 24 h cu derivatul porfirinic la concentratia de 10 pM. Intensitatea medie de
fluorescenta intracelulara s-a determinat prin citometrie in flux cu programul FACSDiva
(Becton Dickinson). Rezultate exprimate in procent al intensitatii medii de fluorescenta
in celule tratate cu derivat porfirinic din fluorescenta medie a celulelor netratate.
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Linia celulara HaCaT
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Figura 5. Reducerea MTS si eliberarea LDH de catre keratinocitele umane din linia
HaCaT incarcate cu derivatul porfirinic (10 uM), expuse la PDT (10J/cm?, 50 mW/cm?) si
analizate la 24h post-PDT. Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + SEM a
densitatii optice (DO) pentru triplicate de proba.
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Figura 6. Apoptoza si necroza keratinocitelor umane normale din linia HaCaT incarcate
cu derivatul porfirinic (10 uM), expuse la PDT (10J/cm?, 50 mW/cm?) si analizate la 24 h
post-PDT. Datele au fost achizitionate si procesate cu programul FACSDiva (Becton
Dickinson).
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Control PDT

Figura 7. Imagini in microscopie optica ale keratinocitelor HaCaT tratate prin PDT cu
derivatul porfirinic si analizate la 24 h dupa PDT comparativ cu controlul neexpus la PDT.
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Figura 8. Reducerea MTS si eliberarea LDH de catre celulele de melanom de soarece
din linia B16F10 incarcate cu derivatul porfirinic (10 uM), expuse la PDT (10J/cm?, 50
mW/cm?) si analizate la 24 h post-PDT. Rezultatele sunt prezentate ca valoare medie +
SEM a densitatii optice (DO) pentru triplicate de proba.
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Control PDT

Figura 9. Imagini in microscopie optica ale celulelor de melanom de soarece din linia
B16F10 tratate prin PDT cu derivatul porfirinic si analizate la 24 h dupa PDT comparativ
cu controlul neexpus la PDT.
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Figura 10. Apoptoza si necroza celulelor de melanom de soarece din linia B16F10
incarcate cu derivatul porfirinic (10 pM), expuse la PDT (10J/cm?, 50 mW/cm?) si
analizate la 24 h post-PDT. Datele au fost achizitionate si procesate cu programul
FACSDiva (Becton Dickinson).
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