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Etapa |V (2021)

(a) Rezumat
Tn cadrul etapei 2021 au fost definitivate cercetarile privind obtinerea unor platforme

teranostice avand atat actiune anti-tumorald céat si rol in diagnosticarea prin tehnici de
imagistici RMN. Astfel au fost efectuate studii in vitro teste comparative thimagistica prin
tehnica de rezonantd magneticd (MRI) a platformelor teranostice pe bazd de Carbon Dots
dopati cu Gd3+, Mn2+ si Fe3+ sintetizate Tn cadrul planului experimental aferent proiectului.
Studiile experimentale demonstreazd proprietati superioare ale Carbon Dots-Mn2+
comparativ cu Carbon Dots-Gd3+ si Carbon Dots-Fe3+ precum: toxicitatea scazuta la nivelul
celulelor normale, proprietati antitumorale, proprietdti superioare a contrastului obtinut Tn
investigarea RMN. Tn fapt, performantele obtinute cu Carbon Dots imidici dopati cu Mn2+
sintetizati Tn cadrul proiectului se situeaza sau depasesc chiar performantele unor agenti de
contrast utilizati Tn prezent pe scara larga precum Gadovit, avand si avantajul suplimentar a
micsorarii toxicitatii dublat de actiunea anti-tumorala specificd. Prin urmare, nanostructurile

de tip Carbon Dots obtinute din N-Hidroxiftalimidasi dopate cu Mn2+ pot fi utilizate ca

platforme teranostice eficientein tratamentul anti-tumoral si imagisticd medicala RMN. In

concluzie, datele experimentale demonstreaza proprietatile superioare ale CD-NHF-Mn2+
atat ca agent de contrast cat si ca efect antitumoral, obiectivul principal al proiectului fiind
astfel Tndeplinit.Alte activitati finalizate Tn aceastd etapa au fost stabilirea unor metode de
procesului de obtinere la scard pilot a nanostructurilor de tip Carbon Dots din precursori
imidici precum si stabilirea protocoalelor de analize fizico-chimice ale Carbon Dots
obtinute.Protocolul elaborat a permis obtinerea cu reproductibilitate Tnalta, la scarad pilot, a
CDs, randamentul mediu fiind cca. de 77% .1n cadrul etapei au fost publicate/ acceptate la
publicare/trimise pentru publicare 5 lucrari ISI si a fost Tnregistrata la OSIM o propunere de

brevet inventie.



(b) Descriere stiintifica si tehnica
Activitati 4.1-2.Investigarea in vivo a activitatii antitumorale a formularilor pe baza de

complecsi Carbon Dots - Gd3+ pe model animal cu tumori induse (finalizar ea studiului)
Evaluarea in vitro imagisticd prin tehnica de rezonangd magneticd (MRI) a platformelor teranostice

pe baza de complecsi Carbon Dots — Gd3+, Carbon Dots-NHF-Mn2+ si Carbon Dots-Fe3+.
Definirea unor recomandari preliminare de utilizare a formularilor propuse ca platforme
teranogtice Tn tratamentul tipurilor de tumori investigate (finalizare A.3.4)

Testarile in vitro au fost planificate pentru a evalua potentialul noilor CD-NHF dopati
cu Gd3+, Mn2+ si Fe3+ preparati ca agenti de contrast RMN, prin determinarea valorilor
relaxivitatilor longitudinale si transversale, rl si respectiv 12, calculate din timpii de relaxare
T1 si T2 corespunzatori. Din fiecare compus s-a preparat o solutie stoc de 5 mg / ml, prin
dizolvarea a 20 mg pulbere in 4 ml PBS 0,01M, la pH fiziologic (7,4). Probele pentru scanare
RMN au fost preparate prin dispersarea a 10 + 60 uL solutii stoc in 10 ml gel de agaroza 1%
proaspat preparat, la aproximativ 50° C pentru a obtine sase concentratii pentru fiecare
compus testat, dupa cum urmeaza: 0,005, 0,01, 0,015, 0,02 , 0,025 si 0,03 mg / ml.
Masuratorile T1 si T2 au fost efectuate folosind un instrument de 1 Tesla pentru animale mici
de (nanoScan PET-MRI, Mediso LTD), avand ndltimea campului magnetic BO si calibrarea
bobinei la o frecventa de protoni de apa. Flacoanele de sticla care cuprind probele care trebuie
analizate au fost pozitionate orizontal pe patul de achizitie a corpului sobolanului, in centrul
campului vizual al bobinei. Timpii de relaxare T1 au fost determinati printr-o metoda de
estimare Tn doua puncte, printr-o secventa de ecou gradient stricat 2D (T1 GRE), in timp ce
pentru masuratorile T2 am utilizat secventa de ecou de spin standard multiecho 2D (T2 SE).

Din datele obtinute se observa capacitatea compusului Mn2+ de a scurta atat T1 cat si T2, cu

cresterea concentratiilor de la C1 (0.005 mg/mL) la C6 (0,03 mg/mL). Compusul pe baza de

Gd3+ si Fe3+ au 0 actiune mai discreta si aceasta variaza mai putin cu concentratia, in
conditiile de lucru testate (Figura 1)

Tn 2021 s-a realizat in procent de 100% retestarea imagisticain vitro a Carbon Dots-NHF-
Gd3+, Carbon Dots-NHF-Mn2+, Carbon Dots-NH-Fe3+ si a capacitatii de folosire a acestora

ca agenti de contrast. Datele experimentale demonstreaza proprietdsi superioare ale Carbon

Dots-Mn2+ comparativ cu Carbon Dots-Gd3+ si Carbon Dots-Fe3+ cum ar fi:

Toxicitatea scazuta la nivelul celulelor normale;

Proprietati antitumorale;

Agent de contrast cu proprietati superioare compusilor Carbon Dots-Gd3+ si Carbon
Dots-Fe3+.
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Figura 1 Relaxivitatile r1 si r2 ale CD-NHF (control negativ), Gd-CD-NHF (control pozitiv),
Fe-CD-NHF si Mn-CDs-NHF



- Investigarea in vivo a activititiiantitumorale prin tehnica de rezonanta
magnetica (MRI) a platformelor teranostice pe baza de complecsi Carbon Dots-
NHF-Mn2+ pe model animal cu tumori induse
Tn acesta etapa din cadrul activitati am evaluat efectul CD-NHF-Mn2+ in vivo pe
model animal cu tumori mamare induse.Imagistica prin rezonanta magnetica (RMN) raméane
una dintre cele mai valoroase tehnici pentru investigatiile in vivo, datoritd proprietatilor sale
neinvazive, care pote furniza atat date anatomice, cat si functionale.

Tn prima etapd s-au testat Tn soareci nativi (fard tumori) calitatea imagistici a
compusului Carbon Dots-NHF-Mn2+ prin comparatie cu compusul comercial Gadovist.
Imaginile obtinute arata abilitatea ridicatd a compusului Mn-CDs-NHF ca agent de contrast

RMN comparativ cu Gadovist, (agent comercial de contrast RMN) (Figura 2). Imaginile au

fost obtinute folosind aceleasi secvente, efectuate la 2 ore dupd administrarea i.p.

Slidel Slide 2 Slide 3 Slide 4

Gadovist

Mn-CDs-NHF

Figura 2 Imagini comparative RMN ale soarecilor sanatosi Gadovist (randul de sus)
si Mn-CDs-NHF (randul de jos)
Tn a doua etapa doua grupuri de soareci purttori de tumori (femele din specia Balb/c),
cuprinzand 6 soareci per grup, au fost investigati o datd pe saptamana prin scanare RMN: un
grup numit ,,Tratat” care a primit Mn-CDs-NHF ca agent teranostic prin administre

intraperitoneald (i.p) si un alt grup numit ,,Control”, primind doar Gadovist, un agent de
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contrast comercial. Atdt Mn-CD-NHF, cét si Gadovist au fost administrate prin injectare i.p,
cu 2 ore Tnainte de examenul RMN.

Soarecii au fost anesteziati utilizand un sistem de administrare a sevofluranului
conectat la o camera transparenta la o concentratie de 3,5-4% amestec de aer si oxigen. Dupa
anestezie, soarecii au fost transferati pe patul scanerului nanoScan PET / MRI (Mediso®,
Budapesta, Ungaria) si anestezia de intretinere a fost ajustatd la 2%. Animalele au fost supuse
scanarii RMN folosind secventa TIGRE, planuri coronale si axiale. Aceasta secventd a fost
selectatd datoritd timpului scurt de investigatie, 22 de minute pentru ambele avioane.
Parametrii au fost dupa cum urmeaza: TR = 13,1; TE = 3,8 / 2,2; FA = 30 °; NSA = 4;
grosimea feliei = 1 mm. Datele brute de imagistica au fost procesate utilizand software-ul
Carimas (v. 2.10), care a permis calculul, inclusiv volumul tumorii, in afara de imagini 2D

pentru fiecare sectiune.
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Figura. 3 Imagini reprezentative RMN si scorizare a soarecilor purtatori de tumori tratati cu
Gadovist sau Mn-CDs-NHF. (A) Imagine RMN (B) Scorizarea volumului tumorii primare pentru
fiecare grup tratat. 1. Gadovist, Mn-CDs-NHF 2. * p <0,05.



Tn plus fata de capacitatile imbunatitite de contrast RMN ale Mn-CDs-NHF relativ la
agentul comercial Gadovist, este de asemenea esential sa observam ca, in comparatie cu
grupul de control (Figura 3_Gadovist), volumul tumorilor primare este redus in Mn -Grup
tratat cu CD-NHF (Figura 3_Mn-CD-uri-NHF) asa cum este rezumat in Figura 3B. Aceste

date demonstreaza ca agentul teranostic propus Mn-CDs-NHF indeplineste in acelasi timp

rolul de a creste contrastul RMN, precum si caracteristicile antitumorale.

Deoarece metastazele pulmonare sunt foarte frecvente in cazul modelului tumoral 4T1
s-a efectuat si 0 evaluare RMN n vederea observarii metastazelor pulmonare (Figura 4).

Imagistica RMN a cavitatii toracice in a treia saptimana aratd tesut nou format, sugerand

prezenta metastazelor pulmonare (cercurile galbene indica prezenta metastazelor).

2 e il
2 mm 2 2 mm 2 mm

Figura 4 Investigatia metastatica la nivelul plamanilor. (A). Imagini RMN, (B). Colorare HE.
Imagini achizitionate la 20x.

Conform datelor RMN, prevalenta metastazelor pulmonare a fost mai mare in grupul de
control (Figura 4Ab) relativ la grupul tratat cu Mn-CDs-NHF (Figura 4Ac). Aceste date se
coreleazd cu rezultatele colorarii hematoxilinei si eozinei (HE) a probelor Tncorporate in
parafind (Figura 4B). Datele HE ale grupului tratat cu Mn-CDs-NHF (Figura 4Bc) arata un
numar redus si dimensiunea metastazelor pulmonare si o arhitectura asemandtoare mai
normala a tesutului pulmonar, cu pereti alveolari mai putin ingrosati.

Datele noastre anterioare in vitro au aratat o activitate mitocondriald redusa la

tratamentul cu CD-NHF. Noile date in vivo (Figura 5) demonstreaza ca doparea CD-NHF cu

Mn2 + nu afecteazd capacitatea CD-NHF de a reduce numdrul de mitocondrii din celulele

canceroase.
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Figur6 5 Colorarea prin imunofluorescenta a mitocondriilor in specimene de plamani murine

incorporate n parafina. Imagini achizitionate la 20x

Apoptoza sau moartea celulard programata este un program biologic care are un rol

crucial in controlul proliferarii celulare, al homeostaziei tesuturilor si in eliminarea celulelor

care nu mai sunt necesare. Dereglarea mecanismelor de apoptozd contribuie la aparitia

diferitelor patologii, cum ar fi cancerul. Tn studiul actual, am desfisurat investigatia TUNEL

pentru a ardta celulele apoptotice/moarte (Figura 6). Datele obtinute aratd prezenta unui

numar redus de celule apoptotice la nivel pulmonar in grupul de soareci control (Figura 6,

panoul superior). Numarul de celule apoptotice este crescut masiv in metastazele pulmonare

ale grupului tratat cu Mn-CDs-NHF (Figura 6, panoul inferior).
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Figura 6 Colorarea prin imunofluorescenta a celulelor apoptotice in specimene pulmonare

murine Tncorporate in parafind. Imagini achizitionate la 20x.



Aceste date sustin datele de viabilitate celulard in vitro care au demonstrat reducerea

viabilitatii celulelor in grupul tratat cu Mn-CDs-NHF comparativ_cu grupul tratat cu

Gadovist.

Interleukin-6 (IL-6) este o citokina care joaca un rol crucial atat in fiziologia umana
normala, cét si in diferite patologii. Interleukina 6 (IL-6) mediaza semnale pro-supravietuire
in cancer si inflamatii. Investigatiile noastre in vitro arata ca nivelurile de ARNm IL-6 in
celulele canceroase tratate cu Mn-CDs-NHF sunt semnificativ reduse fata de celulele tratate
cu Gadovist (Figura 7A).
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Figura 7 Expresia mARN-ului IL-6 Tn cultura celulara (A) si probe de plamani murine (B). 1:
grup tratat cu Gadovist, 2. Grup tratat cu Mn-CDs-NHF.
Cu toate acestea, nu s-au observat aceste modificari la specimenele pulmonare murine
(Figura 7B) probabil datoritd diluarii mARN-ului exprimat de celulele canceroase din
metastaze comparative cu celulele normale.

Imagistica prin rezonantd magnetici (RMN) rdméne una dintre cele mai valoroase

tehnici pentru investigatiile in vivo, datoritd naturii sale neinvazive, care pote furniza atat date

anatomice, cit si functionale. Majoritatea substantelor de contrast RMN se bazeazd pe

gadoliniu (Gd3 +). Cu toate acestea, datoritd faptului cd Gd3 + este asociat cu diferite efecte

secundare a fost necesar sa se gdseasca alternative.

Nanoparticulele tip Carbon Dot dopate cu Mn2+ realizate in cadrul proiectului

reprezintd o alternativa promititoare datoritd toxicititii lor mai mici comparativ cu Gd3 +.

Datorita faptului cd nu exista date preclinice cu privire la toxicitatea in vitro si in vivo a NP-

urilor pe baza de Mn2+, acesti compusi reprezinta o varianta viabild la Gd3+.
Tn anul 2021 n cadrul lucrarii publicate (doi: 10.3390/ijms22083873) rezultatele

obtinute prin tehnicile de IF (imunofluorescenta) si/sau IHC (imunohistochimice) au fost
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validate si prin tehnica de western blot (Figura 8) folosind echipamente achizitionate in cadrul
acestui proiect. Moleculele investigate sunt membri cheie a unor cai metabolice cruciale Tn

evolutia glioblastomului.
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Figura 8 Evaluarea Western blot a moleculelor reprezentative in linia celulara U87

1n concluzie, datele experimentale demonstr eaza proprietitile superioar e

ale CD-NHE-Mn2+ atat ca agent de contr ast cat si ca efect antitumor al.

Activitate 4.3. Stabilirea unor metode de control a calitatii precursorilor, a Carbon Dots

obtinute si a reproductibilitatii procesului (finalizare); Protocoale de analize fizco-

chimice ale Carbon Dots obyinute |a scara pilot

Tn cadrul ultimei etape a proiectului nr. 37 PCCDI/2018 — Teradot, s-au desfasurat o serie de

activitati privind:

(if) evaluarea reproductibilitésii efectelor antitumorale ale acestui tip de compusi asupra
unei linii celulare tumorale,

(iii) elaborarea si inregistrarea unui brevet de inventie narional.

Tn cadrul activitatilor aferente s-a evaluat gradul de reproductibilitate al procesului de sinteza

a CDs pornind de la un derivat imidic, n-hidroxisuccinimida, si un antitumoral natural,

.....
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probe in conditii identice. Dupd tratamentele termice corespunzatoare aplicate precursorilor
de reactie, s-a procedat la efectuarea de:

(i) masuratori cantitative ale produsilor de reactie ale celor trei probe, inclusiv dupa

filtrarea mecanica a acestora,

(if) masuratori de fluorescensa,

(iif) masuratori dimensionale (DLS)si

(iv) masuratori de viabilitate celulara pe o linie tumorald umana.

Protocolul de lucru utilizat a permis obtinerea cu reproductibilitate Tnalta, la scara pilot, a
CDs, randamentul mediu al reactiei de transformare termica pentru cele trei probe fiind de
79% Tnainte de filtrarea produsilor de reactie si de 77% dupa filtrarea acestora. Din punct de
vedere cantitativ, valorile obtinute pentru cele trei probe au fost foarte apropiate intre ele,
diferenta procentuald masica maxima, dupa filtrare, fiind de 3,1% (intre probele P1 si P2), iar
cea minimade 0,7% (intre probele P2 si P3). Tn concluzie, din punct de vedere al maselor de
reactie obtinute prin ardere, procesul de sinteza a aratat o foarte buna reproductibilitate. De
asemenea, graficele spectrelor de fluorescentd ale probelor au prezentat pozitii foarte
apropiate ale varfurilor maximelor de intensitate. Masurdtorile DLS au aratat o deviatie
standard scazuta a valorilor dimensiunilor medii ale CDs, indicand o reproductibilitate Tnalta
a procesului de sinteza. Tn final, testele in vitro efectuate pe celule tumorale de osteosarcom
uman au aréatat ca efectele toxice ale celor trei probe au fost Tnalt reproductibile.De asemenea,
n cadrul acestei etape a proiectului, a fost redactat si inregistrat un brevet national.

Tn acord cu Planul de realizare al proiectului, aceastd activitate s-a desfasurat in
colaborare cu partenerul P2, Institutul de Chimie Macromoleculara "Petru Poni" din lasi,
INCDFT-IFT lasi focalizdndu-se in principal pe evaluarea:

(a) reproductibilitérii procesului fizic de obtinere a Carbon Dots (CDs) si, respectiv, asupra
(b) reproductibilitarsii efectelor antitumorale ale acestui tip de compusi asupra unei linii
celulare de osteosarcom uman.

Evaluarea reproductibilitasii procesului fizic de obfinere a CDs la scardpilot a presupus

utilizarea deN-hidroxisuccinimida, ca precursor imidic, si Paclitaxel, un antitumoral utilizat
n tratamentul cancerului.

Paclitaxelul, comercializat sub denumirea de Taxol, este un antitumoral natural cu
hidrofobicitate inaltd, fiind, prin urmare, greu solubil n medii apoase, inclusiv in mediul
sangvin. Prin tratarea termicd a acestuia Tmpreuna cu o moleculd suport (N-Hidroxi-
succinimida) s-a dorit transformarea in CDs hidrofili care sa pastreze caracteristicile
antitumorale initiale ale substantei antitumorale (Taxol). Tn urma tratamentelor termice

preliminare, efectuate separat pentru fiecare precursor, s-a observat cd N-hidroxisuccinimida
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se transforma cu usurintdin CDs, formand Tmpreuna cu mediul de dispersie o structura de tip
gel care se solidifica la temperatura camerei. Pe de altd parte, tratamentul termic separat al
Taxolului conduce la structuri cu dimensiuni foarte mari care nu pot fi utilizate in vivo.
Totusi, s-a observat cd CDs derivati din Taxol pot fi sintetizati si distribuiti omogen in
structura de tip gel a N-hidroxisuccinimidei daca tratamentul termic este aplicat simultan
celor doi precursori amestecati si dizolvati Tn prealabil in etanol. Practic, prin distribuirea
moleculelor de Taxol Tn matrice de n-hidroxisuccinimida, se Tmpiedica formarea de
conglomerate mari de CDs derivati, in principal, din Taxol in timpul procesului de

transformare termica a acestuia.

.....

urmatorul protocol: N-hidroxisuccinimida (cca. 900 mg) si Taxol (cca. 29 mg) au fost
dizolvate Tmpreunain 3 ml alcool etilic (98 %) si ultrasonate 3 min. Pentru asigurarea cele
mai bune calitati a precursorilor, proba ultrasonata a fost filtratd printr-un filtru cu
dimensiunea porilor de 220 nm, iar apoi a fost introdusain instalatia automatizata pentru
sinteza de nanostructuri de carbon la scara pilot, obtinutdin etapa anterioara a
proiectului. Tratatamentul termic a fost realizat la 200°C timp de 40 min. Imediat dupa oprirea
incalzirii proba a fost racita rapid cu apa ultrapurasi colectatd din reactorul de reactie.
Procedeul s-a repetat in mod identic pentru Tnca doua probe.

1. Masuratori cantitative

Probele au fost masurate cantitativ (Tabelul 1) pentru a evalua pierderile de masa rezultate in
urma procesului de ardere. S-a observat cd, in medie, pierderea de masa a fost de cca 21%.
Deviatia standard intre cele trei probe a fost de +12,48, ceea ce s-ar putea traduce, raportat la
valoarea masica medie (Tabelul 1), ca o variatie procentualda medie de cca 1,7% sau, daca
ludm Tn considerare deviatia medie, atunci variatia procentuald medie a masei obtinute ar fi de
cca. 1,25%.

Tabelul 1. Masele precursorilor si ale produsilor de reactie (inclusiv dupa filtrarea prin filtru

de 220 nm).
Probe stDaexldasﬂz Valoarea  Deviatia
Masainitiala a (mg) 928,2 928,4 9285  +0,15 928,36 10,11
Masa produsului dupa
L 723,6 730,8 747,9  +12,/48 734,10 19,20
transformare termica (mg)
Masaramasa dupa filtrare (mg) 698,4 720,9 715,5 +11,74 711,60 18,80
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Pentru a indepdrta produsii cu dimensiuni micrometrice rezultati in urma arderii, s-a procedat
la filtrarea celor trei probe prin filtre de 220 nm. Dupa uscarea si cantarirea filtrelor, s-a
determinat masa de substantd retinutdin filtre prin raportare la masa initiala a acestora. In
medie, pierderea medie de masa rezultata dupa filtrarea probelor a fost de 3%.Dupa filtrare,
deviatia standard intre cele trei probe a scazut la £11,74, variatia procentuald medie a
maselor celor trei probe fiind de cca. 1,6% sau, daca ludm in considerare deviatia medie
(£8,8), de cca. 1,2%.Prin urmare, din punct de vedere cantitativ, valorile obtinute pentru cele
trei probe au fost foarte apropiate intre ele, diferenfa procentualda masica maxima, dupa
filtrare, fiind de 3,1% (intre probele P1 si P2) ) si cea minima de 0,7% (intre probele P2 si
P3). In concluzie, din punct de vedere al maselor de reactie obtinute prin ardere, procesul de
sintezi a ar dtat o foarte buna reproductibilitate. Tn plus, randamentul reactiei (79%) a fost
unul bun.

2. Masuratori de fluorescensa

Tn Figura 9si Tabelul 2 sunt prezentate spectrele de emisie si respectiv varfurile de emisie ale
acestora nregistrate in intervalul de excitatie 350-390 nm (pas de 10 nm) pentru cele trei

probe tratate termic la 200°C. CDs prezinta o emisie dependenta de excitatia caracteristica.

1000000 —
Proba 1
750000 Excitatie (nm)
o 350
©
=2 360
@ — 370
@ 500000 —— 380
8 — 390
g
=
250000 H
0 <

350 400 450 500 550 600 650 700 750
Lungime de unda (nm)
Figura 9. Spectre de emisie inregistrate Tn domeniul de excitatie 350-390 nm pentru CDs

dispersate in apa ultrapura.

Dupa cum se poate remarca, varfurile de emisie se schimba pentru Proba 1 de la 443 la 484
nm, pentru Proba 2 de la 464 la 493 nm, iar pentru Proba 3 de la 465 la 495 nm, in intervalul

de excitatie utilizat. Intensitatea maxima de emisie este atinsa la 390 nm excitatie, varfule de
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emisie corespunzatoare fiind situate ntre 484 si 495 nm, n limita superioard a regiunii

albastre a spectrului vizibil. Deviatiile standard pentru varfurile de emisie (Tabelul 2) au

variat intre £2% pentru varful de emisie de la 474 nm (valoare medie) si £14,57 % pentru

varful de la 459 nm (valoare medie). Deviatiile medii au variat intre £1,33 si £10,89.

Tabel 2. Varfurile de emisie ale spectrelor de fluorescenta ale probelor P1, P2 si P3.

Probe Val oa.r ea Deviatia Devi qgi a Excitatie

medie standard medie ’

PL | P2 | P3 (nm) (SD) (AD) (nm)
Varfurile | 471 464 443 =459 +14,57 +10,89 350
deemise s | 470 | 455 ~463 7,63 +556 360
(nm) 476 474 472 474 2,00 +1,33 370
489 487 473 483 18,71 16,67 380
496 493 484 491 +6,24 1467 390

3. Masuratori dimensionale

Diametrul hidrodinamic mediu i distributia dupd dimensiuni ale celor trei probe de CD2

(Figural0) au fost masurate prin tehnica DLS (Dynamic light scattering) cu ajutorul unui

analizor de particule (Microtrac/Nanotrac252) dupa dispersia nanoparticulelor prin
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Figura 10. Masuratori DLS ale probelor sintetizate.

122 nm (Proba 2) si 125 nm (Proba 3)

Dimenisunile medii ale CDs au fost de 118 nm (Proba 1),
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Conform datelor rezultate din masuratorile DLS, procesul de sinteza al CDs a fost Tnalt
reproductibil din punct de vedere dimensional. Astfel, cele trei probe au aratat valori foarte
apropiate intre dimensiunile medii ale nanoparticulelor, deviatia standard fiind de £3,51. De
asemenea, distributiile dupa marimi au fost apropiate, domeniile de dimensiuni fiind cuprinse
intre 60+240 nm (Proba P1), 36+-290 nm (Proba P2) si 43+290 nm (Proba P3).

4. Masuratori de viabilitate celulara

utilizand o linie celulara de osteosarcom uman (OS). Influenta CDs asupra viabilitatii celulare
a fost cuantificata prin testul MTT (bromura 3-[4,5dimetiltiazol-2il] 2,5 difeniltetrazolium).
Pentru efectuarea testului de viabilitate, 3 placi de culturd (cu 96 de godeuri) au fost
insamantate cu OS la o densitate de 1 x 10° celule/godeu si incubate 24 de ore la 37°C (95%
umiditate, 5% CO,). Peste celule au fost adugate in mod separat, in triplicat, cele trei probe.
S-au folosit doud concentratii diferite (0,12 g/ml si 0,24 mg/ml) pentru fiecare proba. Placile
au fost incubate pentru 24 de ore, apoi au fost scoase din incubator si transferate in hota
sterild. Mediul de cultura din fiecare godeu a fost indepartat si Tnlocuit cu 200 pl de mediu de
cultura (DMEM) peste care s-au adaugat 20 pl solutie MTT (5 mg/ml in PBS). Pl&cile au fost
agitate usor pentru omogenizarea suspensiei si incubate timp de 3 ore la 37°C (95%
umiditate, 5% CO;). Apoi, supernatantul (DMEM + MTT) a fost aspirat din fiecare godeu si
nlocuit cu 200 yl DMSO/godeu pentru lizarea membranei celulare si dizolvarea cristalelor
albastre de formazan formate in prezenta MTT. Pldcile au fost agitate timp de 5 min. pe un
agitator orbital. Tn final, placile au fost citite cu un spectrofotometru (Synergy HTX multi-
mode reader Elta 90 MR), la lungimea de unda incidenta de 570 nm.

Rezultatele testelor de viabilitate (Figurall) au ardtat caefectele antitumorale ale CDs
produse de proba P1 (viabilitate 87,32%, conc. 0,12 mg/ml) au fost reproduse cu mare
acuratete de probele P2 (viabilitate 85,87%; conc. 0.,2 mg/ml) si P3 (viabilitate 88,18%;
conc. 0,12 mg/ml), deviatia standard, SD, fiind foarte scazuta (+1,17). Aceeasi
reproductibilitate foarte Thaltd s-a observat si pentru cea de a doua concentratie (0,24 mg/ml),
deviatia standard fiind, de asemenea, foarte scazutd (+1,37).In Figura 11 sunt prezentate
graficele de viabilitate ale celulelor tumorale pentru cele trei probe n functie de cele doua
concentratii de CDs testate.Se poate observa ca, odatd cu dublarea concentratiei de CDs,
viabilitatea celulard a scazut in medie cu 9%. Efectul anti-tumoral al CDs derivati din n-
hidroxisuccnimidasi Taxol este cel mai probabil rezultatul efectelor anti-proliferative ale
grupelor functionale ramase partial stabile dupa transformarea termica a precursorilor. Pe de
alta parte, CDs obtinuti sunt hidrofili, distribuindu-se foarte bine Tn solutii apoase, spre

deosebire de Taxol nemodificat care este puternic hidrofob. Prin urmare, compusii de tip CDs
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obtinuti se pot dispersa foarte bine Tn mediul sanguin, putand fi astfel transportati eficient in
toate zonele din organism afectate de tumori sau marcate de un potential tumorigen crescut.
Efectul antitumoral intrinsec al CDs sintetizati poate fi legat de cresterea speciilor reactive de
oxigen, urmatda de depletia glutationului intracelular, avand ca rezultat apoptoza celulara prin
activarea caspazei, dupa cum Melone si colab. au subliniat pentru un alt derivat imidic, si
anume n-hidroxiftalimida [L. Melone, P. Tarsini, G. Candiani and C. Punta, RSC Adv., 2016,
6, 21749].

Proba P1 Proba P2 Proba P3
|

—— |

®
B om s
AR

@Control @0.12 mg/m 024 mg/m
Figura 11. Viabilitatea celulelor tumorale in functie de cele doua concentratii
ale probelor testate.

Prin urmare, obtinerea de carbon dots s-a dovedit a fi Tnalt reproductibild, atat din punct de
vedere cantitativ, cat si calitativ, fapt dovedit inclusiv prin testele de viabilitate celulara
efectuate pe o linie tumorala umand. Sinteza efectuata la scard pilot are, de asemenea,
avantajul unui eficiente crescute, este simpld, controlabild prin ajustarea temperaturii de
lucru, fiind usor de realizat.Activitdtile desfasurate au condus la:

- stabilirea reproductibilitatii procesului de sintezd al CDs. Protocolul utilizat a
permis obtinerea cu reproductibilitate Tnalta, la scara pilot, a CDs cu un randament
de 79%, metoda fiind foarte versatilasi susceptibild la modificari in ceea ce priveste
compozitia finald a produsilor de reactie ca urmare a aplicarii de tratamente termice
unor amestecuri de medicamente antitumorale aflate sub forma de suspensii lichide.
De asemenea, efectele antitumor ale ale CDs sintetizati au fost Thalt reproductibile;

- stabilirea unei solutii tehnice de purificare a precursorilor reactiei, dizolvati in

solutii alcoolice, prin utilizarea de filtre cu dimensiuni nanometrice ale porilor.



Lucrari ISI publicate / acceptate / trimise spre publicare:
[1] Luta G, Butura M, Tiron A, Tiron CE. Enhancing Anti-Tumoral Potential of CD-NHFby

Modulating PI3K/Akt Axis in U87 Ex Vivo Glioma Model. Int J Mol Sci. 22(8): 3873, 2021,
doi: 10.3390/ijms22083873.

[2] Angela Danila, Emil loan Muresan, Sorin-Alexandru Ibanescu, Alina Popescu,Maricel
Danu*, Carmen Zaharia, Gizem Ceylan Tirkoglu, Gokhan Erkan,Adela-loana Staras,
Preparation, characterization, and application of polysaccharide-basedemulsions incorporated
with lavender essential oil for skin-friendlycellulosic support, International Journal of
Biological Macromolecules 191, pp.405-413, 2021.

[3] Diana-Andreea Blaj, Mihaela Balan-Porcarasu, Brindusa Alina Petre,Valeria Harabagiu,
Cristian Peptu, MALDI mass spectrometry monitoring of cyclodextrin-oligolactide
derivatives synthesis, Polymer 124186, 2021 (accepted).

[4] Adrian Tiron, Corneliu S. Stan, Gabriel Luta, Cristina Mariana Uritu, Irina-Cezara
Vacarean-Trandafir, Gabriela Dumitrita Stanciu, Adina Coroaba and Crina Elena Tiron.
Manganese doped N-Hydroxyphthalimide derived Carbon Dots — Theranostics applications in
experimental breast cancer models. Submisa in Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and
Medicine. (submitted NANOMED-S-21-00977)

[5] Corina-Lenuta Savin (Logigan), Corneliu S. Stanl, Bogdan Simionescu, Constanta
Ibanescu, CatalinaA. Peptu*, Adrian Tiron, Gabriel Luta, Mihail Butura, Crina Elena Tiron*,
Mariana Pinteala, DanielHerea, Carbon Dots/Doxorubicin Loaded Liposomes as
ComplexSynergetic Nano Delivery System for AntitumorApplications (submitted Elsevier -
Biomedical Journal)

[6] Tudor Vasiliu, Bogdan Florin Florin Craciun, Andrei Neamtu, Lilia Clima, Dragos Lucian
Isac, Stelian Maier, Mariana Pinteala, Francesca Mocci and Aatto Laaksonen, In silico study
of PEI-PEG-squalene-dsDNA polyplex formation: The delicate role of PEG length to the
binding of PEI to DNA, Biomater. Sci., Issue 19, 2021

Propuner e brevet inventie national inregistrat OSIM:

[1] Herea D.D., Mihai M.M., Loiso A.V., Gherca D., Borhan A.l. and Lupu N., Instalasie
automatizata pentru sinteza de nanostructuri de carbon din compusi imidici pentru aplicarii
biomedicale, nr. nregistrare OSIM a 2021 00309 / 03.06.2021.

30.09.2021 Director proiect
Academician Bogdan Simionescu

%
7

16



