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(a) Rezumat

Activitatile etapei 2019 specifice celor 3 proiecte componente, au fost indeplinite in totalitate.
Astfel, in cadrul P1 platformele teranostice pe baza de Carbon Dots imidici au fost investigate in
vitro pe liniile celulare selectate dar si in vivo pentru activitatea antitumorala pe model animal cu
tumori induse. De asemenea, au fost facut pasi importanti in elucidarea mecanismelor de actiune
anti-tumorala a Carbon Dots. Rezultatele obtinute indica faptul ca gelurile incarcate cu CD-NHF
(concepute si caracterizate fizico-chimic in etapa anterioara) prezinta activititi de modulare celulara
complexe si interesante, relevante pentru controlul tumoral cu potentiale aplicatii clinice. De
asemenea, lipozomi pe baza de fosfatidilcolina si colesterol incarcati cu CDs sau cu CDs precum si
formuléri complexe lipozomi incércati cu CDS si doxorubicin au fost testate din punctul de vedere
al actiunii lor antitumorale pe linii celulare canceroase mamare si pulmonare. Datele experimentale
din acest studiu demonstreaza ca incapsularea Carbon Dots in lipozomi a avut un efect pronuntat
antitumoral comparativ cu Carbon Dots simpli. Aceste rezultate indica faptul cd administrarea
potentiald a CDs impreund cu terapii deja consacrate poate diminua efectele secundare ale
chimioterapeuticelor prin reducerea concentratiilor si a fenomenelor de rezistentd la medicamente.
Pentru a evalua influenta CDs in evolutia tumorii si diseminarea metastazelor, celule canceroase
mamare murine s-au injectat ortotopic (in glanda mamari) in soareci din specia Balb/c. Tn cadrul
acestei activitati s-a demonstrat faptul cd prezenta CD-NHF diminueazd progresia cancerului
mamar si metastazarea, nanostructurile testate (CD-NHF) pot interactiona in diferite scenarii
moleculare cu diverse molecule cheie esentiale in reducerea fenomenelor de invazivitate si
metastazare. O activitate importanta din cadrul P1 a fost reprezentata de prepararea unor complecsi
RMN. Astfel, pentru prepararea nanostructurilor de tip Carbon Dots dopate cu Gd** s-a recurs la
obtinerea prealabili a unui complex N-Hidroxiftalimida cu Gd** care apoi a fost procesat pirolitic in
conditii controlate. Cercetarile privind obtinerea unor Carbon Dots pe baza de precursori imidici
care sd permita utilizarea acestora in imagistica RMN, obtinandu-se astfel o platforma teranostica,
au fost extinse prin investigarea unor Carbon Dots dopati cu Fe®* care prezinti o emisie
fotoluminescentd intensa dependenta de prezenta moleculelor de apa in mediul de dispersie.

Tn cadrul proiectului component P2 s-a efectuat un studiu privind influenta unor matrici
polimerice asupra platformei teranostice antitumorale si optimizarea biocompozitelor pentru
obtinerea eficacitatii maxime. S-a realizat si selectia materialelor polimerice muco-adezive si a
metodelor de preparare pentru obtinerea bio-compozitelor nanoparticulate ce includ Carbon Dots
imidici. Pentru acest an de derulare se raporteaza siunteza a trei sisteme diferite toate incarcate cu
CDs: nanocapsule pe baza de poli((e-caprolactona), nano/micro particule pe baza de hidroxizi dubli
lamelari (LDHs) intercalati cu CDs si lipozomi pe baza de fosfatidil colina si colesterol incércati cu
CDs. Toate aceste tipuri de formuldri au fost caraterizate din punct de vedere al proprietatilor fizico-
chimice si al abilitatilor lor ca potentiale platforme antitumorale.

In ceea ce priveste proiectul component P3 s-a dezvoltat o metoda de obtinere in stare uscata
a CDs printr-o metoda sol-gel modificata, avand la baza protocolul realizat in cadrul P2,
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nanostructurile de carbon fiind rezultatul unui proces pirolitic initiat la 250°C. CDs au fost testate
pentru evaluarea actiunii biologice antitumorale pe culturi celulare tumorale (osteosarcom uman) si
celule normale (fibroblasti derivati din piele umana), rezultatele aratind cd CDs derivati din n-
hidroxiftalimidd au activitate antitumorald cu cel putin un ordin de marime mai crescut decét n-
hidroxiftalimida nemodificati. In plus, structura carbonici a permis legarea eficientd pe suprafati a
unui antitumoral de uz clinic, mitoxantrona, amplificAndu-se semnificativ actiunea biologica
antitumorald a acestuia. In final, a fost proiectatd si realizati la scard micro-pilot o statie de
autoclavare pentru sinteza CDs imidici la presiuni si temperaturi inalte.

Toate activititile proiectului complex pentru etapa 2019 au fost indeplinite integral, iar
indicatorii propusi au fost respectati si depasiti.

(b) Descriere stiintifica si tehnica

Proiect component: 1 (P1)
Activitatea 2.1 - Evaluarea in vitro pe liniile celulare selectate a platformelor teranostice pe
baza de Carbon Dots imidici; Realizat : 100%

1. Efectul C-Dots incorporati Tn geluri

Pornind de la tendinta Carbon Dots de a face conglomerate, in lucrarea ,,Entrapment of N-
Hydroxyphthalimide Carbon Dots in Different Topical Gel Formulations: New Composites with
Anticancer Activity. Pharmaceutics, 2019, 11, 303; doi:10.3390/pharmaceutics11070303,, s-a
investigat in vitro posibilitatea administrarii lor prin incorporarea in diferite tipuri de geluri care ar
stabiliza Carbon Dots prevenind formarea aglomeratelor. CD-NHF (Carbon-Dots sintetizati prin
piroliza N-Hydroxyphthalimide) inclusi in 3 tipuri diferite de geluri, unul comercial si doua
dezvoltate de partenerii din proiect (P1- TUlasi).

Liniile celulare testate normale (HDMVECh - celule endoteliale microvasculare dermice
primare umane; Balb / ¢c-5064 - celule endoteliale microvasculare dermice de soarece) si tumorale
(4T1 - cancer mamar de soarece; MDA-MB-231 - cancer mamar uman; A375 - melanom malign
uman, B16F10 -melanom malign murin) au fost tratate cu Carbon Dots NHF (CD-NHF) inglobati
n geluri precum si cu geluri simple pentru a evalua impactul biologic/anticancerigen a prezentei
gelului n cultura. Testele au fost realizate atat pe sisteme 2D (celule cultivate in placi de plastic
normale) cat si 3D (Matrigel). Tn sistemul 2D s-a observat ci viabilitatea celulelor HDMVECn
tratate cu geluri simple (CARB-F2, AS-F5 si CMC-F3) precum si cu geluri incarcate cu CD-NHF
5% (CARB-F4, AS-F6 si CMC-F6) nu a fost afectata, exceptie facand gelul AS-F6 (Fig.1A).
Activitatea de proliferare a liniilor celulare tumorale de melanom uman si murin nu a fost afectata
de prezenta gelurilor simple (Fig.1Ba), in timp ce gelurile Tncarcate cu CD-NHF au redus
semnificativ viabilitatea celulara (Fig.1B b,c).
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Fig. 1. Viabilitatea celulelor normale dermale vs tumorale dermale. A. Viabilitatea celulelor
normale dermale cu geluri simple si incarcate cu CD-NHF .B. Melanom malign _murin si uman (a)
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geluri simple; (b,c) geluri incarcate cu CD-NHF (conc. 5%). (a) Melanom; (b) Melanom murin
(B16F10); (c) melanom uman (A375); Ctr (Control)*** p = 0.0003, **p = 0.01,*p = 0.04

Tn sistemul 3D s-a constatat ci gelurile incircate cu CD-NHF (CRB-F4, CMC-F6, AS-F6)
prezinta capacitatea de a reduce numarul, dimensiunea si organizarea celulara a sferoizilor, avand,
de asemenea, un impact semnificativ asupra capacitatii individuale a celulelor tumorale de a
prolifera si a forma sferoizi/tumosfere. Rezultatele obtinute indica faptul ca gelurile incarcate cu
CD-NHF prezinta activititi de modulare celulard complexe si interesante, relevante pentru controlul
tumoral cu potentiale aplicatii clinice.

2. Efectul C-Dots incapsulati in lipozomi (LPs)

Tn acest studiu biocompozitele (lipozomi, LPs) au fost sintetizate de Coordonator CO, iar
partenerul P2 a evaluat actiunea lor antitumorala pe linii celulare canceroase mamare si pulmonare.

In oncologie, nanostructurile aprobate clinic sunt vectori/purtatori de tratamente concepute
pentru a imbunatati administrarea de medicamente tumorale si includ lipozomi, nanoparticule
anorganice tesuturile normale etc. Marimea acestor nanostructuri le face incapabile sa patrunda in
tesutul normal, In timp ce in tumora pot iesi cu usurintd din circulatia sistemica si intrd in spatiul
extracelular.
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Fig. 2. Aspectul morfologic al sferoizilor sub influenta gelurilor simple sau incarcate cu CD-NHF

Nanomaterialele purtidtoare de medicamente sunt pastrate/absorbite in mod preferential in
tumori si excluse de tesuturile normale. Tipurile de lipozomii utilizati in testarile noastre s-au
diferentiat prin capacitatea acestora de a incapsula diferite principii active cum ar fi: a. LPs incarcati
cu Carbon Dots-NHF (Carbon dots preparati prin piroliza N-hydroxyphthalimidei (LPs-CD-NHF));
b. LPs incarcati cu Doxorubicina (LPs-DOX); c. LPs incarcati cu Carbon Dots si Doxorubicina
(LPs-CD-NHF-DOX) pentru a investiga in vitro imbunatatirea metodei de livrare si implicit
reducerea dozelor terapeutice utilizate. Datele experimentale din acest studiu demonstreaza ca
incapsularea Carbon Dots in lipozomi au avut un efect pronuntat antitumoral (Fig. 3A-B, coloanele
8-10) comparativ cu Carbon Dots simpli (Fig. 3 A-B, coloanele 5-7).
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Fig. 3. Efectul lipozomilor (LPs) incarcati cu CD-NHF. A. MDA-MDB231 (celule canceroase
mamare umane); B. A549 (celule canceroase pulmonare umane); 1. Celule netratate; 2-4 Celule
tratate cu lipozomi simpli; 5-7 Celule tratate cu CD-NHF simpli; 8-10 Celule tratate cu CD-NHF

Tncapsulati in lipozomi. **p<0.005; ***p<0.0005; ******p<0.00000005

Unul dintre cei mai populari agenti anticancerosi, Doxorubicina (DOX), este utilizata pentru
tratamentul diferitelor tipuri de cancer precum: de ovar, san, prostata sau plaman, insa efectele ei
adverse sunt greu tolerabile de catre pacient. Tn prezentul studiu am testat concentratii scazute de
doxorubicina comparativ cu dozele clasice utilizate in studiile clinice tocmai pentru a putea testa
eventuala potentare a efectului ei biologic prin co-administratrea de CD-NHF. Scaderea dozei de
doxorubicina s-ar reflecta prin scaderea efectelor adverse asupra pacientului si implicit o mai buna
tolerare a tratamentului de catre pacient.. Experimentele efectuate au demonstrat ca doxorubicina
incorporata in lipozomi (LPs-DOX, Fig.4 A-B, 5-7) prezinta un efect antitumoral mai ridicat in
comparatie cu doxorubicina neincapsulata in lipozomi (DOX, Fig.4 A-B, 2-4).

De asemenea, lipozomii incarcati atat cu Carbon Dots cit si cu Doxorubicina (LPs-CD-
NHF-DOX Fig. 4 A-B 8-10) au prezentat o activitate antitumorala similara cu cea a lipozomilor
incarcati doar cu Doxorubicina (LPs-DOX Fig. 4A-B, 5-7) ceea ce sugereaza ca administrarea lor
concomitenta in acelasi lipozom favorizeaza interactii fizice ce anuleaza efectul Carbon Dots.

A.MDA-MB231 B. A549

120004
10000

oo

LUMINISCENCE
LUMINISCENCE

60004

4000

*****

*********

20001

LR C-DOTSHDOKD

IF] 3

Fig. 4. Efectul lipozomilor (LPs) incarcati cu Doxorubicina. A. MDA-MDB231 (celule
canceroase mamare umane); B. A549 (celule canceroase pulmonare umane); 1. Celule netratate;
2-4 Celule tratate cu Doxorubicina solubila (DOX); 5-7 Celule tratate cu doxorubicina Tncapsulata
n lipozomi (LPs-DOX); 8-10 Celule tratate cu carbon dots si doxorubicina Tncapsulate in
lipozomi (CD-NHF-DOX); 11-13 Celule tratate cu carbon dots incapsulati in lipozomi (LPs-CD-
NHF) si doxorubicina solubila (LPs-CD-NHF-DOX)*p<0.05; ***p<0.0005;
FAxxHIX*p<0.00000005:; ********* 1n<().0000000005.



Administrarea acelorasi doze de Carbon Dots inclusi in lipozomi concomitent cu
administrarea dozei scazute de Dozorubicina neincapsulata in lipozomi a avut un efect dramatic
asupra viabilitatii celulelor tumorale (Fig. 4 A-B, 11-13).

Tn cadrul acestui plan experimental celulele au fost supuse tehnicii de imunofluorescenta
pentru a investiga caile metabolie implicate in medierea acestor efecte. Diverse cii de semnalizare,
cum ar fi PI3K/AKT/mTOR si EGF/RAS/RAF/MEK/ERK sunt pivotante in progresia cancerului
precum si rezistenta la medicamente in diferite tipuri de cancer uman. Astfel s-au investigat formele
active (fosforilate) ale celor 3 izoforme de Akt (Aktl, Akt2 si Akt3) forma activa (fosforilata) a
mTOR si forma fosforilata a Erk1/2. Aceste molecule reprezinta puncte cheie, esentiale in cele 2 cai
mari metabolice implicate Tn diferentierea celulara, supravietuire, proliferare, ciclu celular etc. Tn
linia celulara tripla negativa mamara (MDA-MB 231) precum si in carcinomul pulmonar cu celule
mici (A549) nivelul de pAkt (1,2,3) este ridicat (Fig.5Aa, Ba).

Prezenta de 5% CD-NHF in acele linii celulare foarte agresive reduce nivelul de expresie al
pAkt atat in cancerul mamar cat si in cel pulmonar (Fig.5 Ab, Bb). Pe de alta parte, tratamentul cu
doxorubicind a schimbat fenotipul ambelor tipuri de celule, facandu-le mai mari in special pe cele
canceroase pulmonare (Fig. 5 Bc). Lipozomii incarcati cu CD-NHF impreuna cu doxorubicina
solubila au redus si mai mult nivelurile pAkt. Similar cu nivelul pAkt, nivelul pmTOR a fost redus
prin prezenta CD-NHF (Fig. 6 Ab, Bb). Mai mult decét atat, lipozomii incarcati cu CD-NHF
impreuna cu doxorubicina solubila, au redus expresia pmTOR (Fig. 6 Ad, Bd).

Calea PI3K/Akt/mTOR este o cale intracelularda complicata si inhibitori ai acestei cdi la
diferite niveluri pot fi folositi in combinatie cu alti agenti farmacologici pentru a aborda
heterogenitatea tumorilor. Calea de semnalizare MAPK cunoscutd sub numele de RAS-RAF-MEK-
ERK reprezintd o tintd promitatoare in terapiile anticancerigene.
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Fig. 5. Nivelul de expresie a pAkt (1,2,3). A. MDA-MB231 cells; B. A549 cells; Aa-Ba Netratate;

Ab-Bb Tratate cu CD-NHF neincapsulati; Ac-Bc Tratate cu doxorubicina; Ad-Bd Tratate cu CD-
NHF 2.5% incapsulati si doxorubicina neincapsulata.
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Fig. 6. Nivelul de expresie apmTOR. A. MDA-MB231 cells; B. A549 cells; Aa-Ba Netratate; Ab-
Bb Tratate cu CD-NHF neincapsulati; Ac-Bc Tratate cu doxorubicina; Ad-Bd Tratate cu CD-
NHF 2.5% incapsulati si doxorubicina neincapsulata.
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Fig. 7 Nivelul de expresie a pPERK1/2. A. MDA-MB231 cells; B. A549 cells; Aa-Ba Netratate;
Ab-Bb Tratate cu CD-NHF neincapsulati; Ac-Bc Tratate cu doxorubicina; Ad-Bd Tratate cu CD-
NHF 2.5% incapsulati si doxorubicina neincapsulata.

Liniile de celule canceroase mamare si pulmonare utilizate Tn experimentele noastre au un
nivel ridicat de pERKZ1/2, iar prin aplicarea unui tratament cu CD-NHF a redus semnificativ
expresia pERK (Fig. 7 Ab, Bb). Important de mentionat este faptul ca, lipozomii incarcati CD-NHF
administrati concomitent cu doxorubicina solubila au redus si mai mult expresia de pERK1/2 (Fig.
7 Ad, Bd). Nanostructurile cresc absorbtia, eficienta terapiei si scad efectele adverse ale
medicamentelor. Lipozomii sunt folositi pe scard larga ca sisteme de administrare si reprezinta o
abordare importanta in tratamentul oncologic. Toate aceste rezultate indica faptul ca administrarea
potentiala a CD-NHF Tmpreuna cu terapii deja consacrate poate diminua efectele secundare ale
chimioterapeuticelor prin reducerea concentratiilor si a fenomenelor de rezistentd la medicamente.

Tn concluzie, prin rezultatele obtinute au fost indepliniti toti indicatorii acestei etape si
avem toate argumentele pentru a aprofunda acest plan de cercetare in configuratia propusi
initial.

Activitatea 2.2 - Investigarea in vivo a activitatii antitumorale a formularilor pe baza de
Carbon Dots pe model animal cu tumori induse; Realizat : 100%

Deoarece mortalitatea cauzata de cancer este data de complicatiile metastatice, am evaluat
mai ntéi in vitro daca prezenta CD-NHF afecteaza invazia si migratia diferitelor tipuri de celule
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canceroase mamare. Pentru a elucida deplin acest aspect s-au efectuat teste efective de masurare
directa a celor 2 procese. Acesta cuprinde: 1. linie tumorala mamara umana triplu pozitiva (MCF7);
2. linia umana triplu negativa (MDA-MB231); 3. linie triplu negativa omoloaga de soarece (4T1) si
4. linie mamara normala (HMEC). Migratia celulelor de la tumora primara la organele secundare
presupune modificari metabolice si structurale celulare ce permit delasarea celulelor catre o tinta (in
cazul testului efectuat de noi, celulele au trecut prin porii unei membrane de 8 micrometri).

Abilitatea de migrare a celulelor canceroase a fost scazuta de tratamentul cu Carbon Dots
comparativ cu grupele netratate (Fig 8a 3-8), in timp ce celulele normale nu au fost afectate (Fig. 8a
1-2).
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Fig. 8 Efectul Carbon Dots NHF in procesele de Migratie si Invazie. a. Migratie; b. Invazie. 1,2-

HMEC (1-netratat, 2-tratat cu Carbon Dots NHF 5%); 3,4-MDA-MB-231(3-netratat, 4-treatat cu

Carbon Dots NHF 5%); 5,6-4T1 (5-netratat, 6-tratat with Carbon Dots NHF 5%); 7,8-MCF7 (7-

netratat, 8-tratat cu Carbon Dots NHF 5%). N=4 migratie/invazie/experiment.**p< 0.005, ***p<
0.0005, ****p< 0.000005

Tn cazul invaziei, celulele trebuie si degradeze activ un matrix ce are proprietati similare
matricei extracelulare si abia apoi sa migreze pe cealalta fata a membranei. Procesul este activ si
mai complex decat migratia, iar prezenta Carbon Dots a redus semnificativ si acest proces. Analiza
invaziei celulelor de carcinom mamar prin matrixul extracelular (Matrigel) arata o reducere a
capacitatii celulelor canceroase de a invada in prezenta CD-NHF 5% (Fig. 8b 3-8).

Cancerul de san provine si este sustinut de o mica parte din celulele initiatoare de tumori,
numite celule stem canceroase (CSC) care sunt responsabile pentru progresia tumorii, metastazare,
rezistenta la terapie si recurenta. Formarea de mamosfere este un test frecvent utilizat pentru
propagarea CSC-urilor mamare in vitro. Tratamentul cu 5% Carbon Dots a redus dramatic numarul
si dimensiunea mamosferelor create de catre celulele tumorale fara a afecta mamosferele formate de
celulele normale, necanceroase (Fig. 9).
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Fig. 9. Efectul Carbon Dots NHF formarea mamosferelor. A. Aspect morfologic a,b-HMEC; c,d-
MDA-MB-231; e, f-4T1; g,h-MCF7. B. Numarul de mamosfere 1,2 Celule mamare normale
(HMEC, Mcf-10a) (1-netratate, 2-treatate cu Carbon Dots NHF 5%); 3,4 MDA-MB231 (3-

netratate, 4-tratate cu Carbon Dots NHF 5%); 5,6 4T1 (5-netratate, 6-tratate cu Carbon Dots NHF

5%); 7,8 MCF7 (7-netratate, 8-tratate with Carbon Dots NHF 5%).10X, N=3
mamosfere/experiment. **p< 0.005, ***p< 0.0005, ****p< 0.000005

Studiile in vitro (culturi celulare) nu pot Tnlocui complexitatea organismului si de aceea
evaluarile in vivo (model animal) au un rol major in testarile preclinice. Pentru a evalua influenta
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CD-NHF in evolutia tumorii si diseminarea metastazelor, celule canceroase mamare murine s-au
injectat ortotopic (in glanda mamara) in soareci din specia Balb/c. Modelul animal ales este frecvent
utilizat in studiul cancerului mamar deoarece reda complexitatea interactiilor tuturor sistemelor
(hormonal, imunitar, nervos etc). Tn acest studiu s-a indus modelul mamar tumoral prin injectarea
celulelor liniei murine triplu negative 4T1 in glanda mamara (1 milion celule/soarece). Linia de
celule de cancer mamar murin (4T1) este extrem de invaziva si metastazeaza la nivelul ganglionilor
limfatici, plamanilor, creierului, ficatului, osului, ovarului similar cancerului uman de san triplu
negativ in stadiul 1V. La 2 saptamani dupa injectare cand tumorile primare sunt vizibile s-a inceput
administrarea CD-NHF. Animalele au fost impartite in:

1. grupul cu model tumoral indus dar fara nici un tratament aditional in vederea evaluarii
dezvoltarii tumorale (tumora primara si metastaze)

2. grupul cu model tumoral indus si 10% Carbon Dots per volum sanguin (administrat prin
injectare intraperitoneald);

3. grupul cu model tumoral indus si 20% concentratie de Carbon Dots;

4. grupul fara model tumoral indus, dar cu administrare de Carbon Dots in vederea evaluarii
toxicitatii (N=9 soareci/grup). Prezenta metastazelor in organe este reflectata de cresterea greutatii
organelor comparativ cu lotul fara tumori induse. Tratamentul cu CD-NHF cu 10% si 20% a redus
rata de crestere a tumorii primare si diseminarea metastazelor (Fig. 10, 11).
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Fig. 10. Greutate organe/grame. A. Tumora primara. B. Plaman. C. Ficat D. Splina. 1. Soareci cu
tumori induse netratati cu CD-NHF; 2. Soareci cu tumori induse tratati cu 10% CD-NHF; 3.
Soareci cu tumori induse tratati cu 20% CD-NHF; 4. Organe de la soareci fara tumori.**p<0.005,
***p<0.0005,****p<0.000005

Dupa sacrificarea animalului, organele excizate au fost pregatite pentru analize
suplimentare. Pentru analiza histologicd ne-am concentrat asupra tumorilor primare si a plamanilor,
plamanul reprezentand tinta metastatica principala a liniei celulare 4T1, iar dezvoltarea metastazelor
n acest organ este dificil de abordat clinic. Analiza histologicad a aratat metastazarea excesiva la
nivelul pldmanilor de la soareci cu tumori netratate 4T1 (Fig. 11a), in timp ce soarecii tratati cu 10%
si 20% Carbon Dots NHF au aratat reducerea formarii metastazelor pulmonare (Figura 11b, c).

C

Fig. 11. Aspectul microscopic al metastazelor pulmonare. a. netratati b. tratati cu 10% Carbon
Dots NHF; c. tratati cu 20% Carbon Dots NHF.



De asemenea, am urmarit contributia tratamentelor CD-NHF 10%, respectiv 20% in ceea ce
priveste durata de supravietuire (Fig. 12).
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In general, profilul de supravietuire a fost semnificativ prelungit in ambele grupuri tratate cu
CD-NHF 10%, respectiv 20% (Fig. 12). Profilul de supravietuire se coreleaza cu reducerea tumorii
primare, reducerea numarului si a dimensiunilor metastazelor din organele colectate.

Demonstram aici ca prezenta CD-NHF diminueaza progresia cancerului mamar si
metastazarea. Rezultatele noastre demonstreaza ca nanostructura testata (CD-NHF) poate
interactiona in diferite scenarii moleculare cu diverse molecule cheie esentiale Tn reducerea
fenomenelor de invazivitate si metastazare. Datele experimentale obtinute Th aceastd etapa se
regasesc in manuscrisul ,, NHF-derived Carbon Dots — Prevalidation Approach in Breast Cancer
Treatment” submis la revista ,, Cancer Research and Treatment” avand ,, Manuscript ID : 19970

Indicatorii acestei etape au fost asadar indepliniti in conformitate cu cerintele etapei.

Activitatea 2.3 - Elucidarea mecanismelor de actiune anti-tumorald a Carbon Dots;
Realizat : 100%

S-a evaluat efectul C-Dots NHF in vitro (culturi celulare) si ex vivo (organe recoltate de la
soarecii Balb/c). Procesul prin care celulele canceroase invadeaza in tesuturile inconjuratoare si
migreazd catre organele indepartate, metastazarea, este responsabil pentru 90% din moartalitatea
cauzatd de cancer. Metastazarea este un proces complex caracterizat prin detasarea de celule
tumorale de stratul epitelial, intravasare, supravietuirea in fluxul sanguin, extravazare si cresterea
tumorii secundare la organul tintd. Multe molecule implicate in progresia tumorii sunt
supraexprimate n celulele canceroase ceea ce le face biomarkeri utili in diagnosticul cancerului.
Diverse cai de semnalizare, sunt esentiale in oncogeneza si sunt asociate cu progresia cancerului si
rezistenta la medicamente in diferite subtipuri de cancer uman.

In studiul cu privire la lipozomii incircati cu CD-NHF s-a investigat influenta
nanostructurilor pe baza de CD-NHF in doua cai metabolice:

1. PIBK/AKT/mTOR,;
2. EGF/RAS/RAF/MEK/ERK

Acestea sunt 2 caii foarte importante Tn progresia cancerului precum si rezistenta la
medicamente. Astfel s-au investigat formele active (fosforilate) ale celor 3 izoforme de Akt (Aktl,
Akt2 si Akt3) forma activa (fosforilata) a mTOR si forma fosforilata a Erk1/2 ih 2 modele tumorale
cu patologii distincte, mamar si pulmonar (Fig. 5-7 din Activitatea: Act 2.1 - Evaluarea in vitro pe
liniile celulare selectate a platformelor teranostice pe baza de Carbon Dots imidici).

In studiul ,,NHF-derived Carbon Dots — Prevalidation Approach in Breast Cancer
Treatment” submis la revista ,,Cancer Research and Treatment” avand ,,Manuscript ID : 19970 s-a
urmarit progresia tumorala sub influenta CD-NHF, iar ex vivo s-a investigat una dintre cele mai
fundamentale caracteristici ale celulelor canceroase replicarea care ofera o informatie importanta
despre prognosticul pacientului. Proliferarea necontrolata reprezintd o caracteristica importanta a
malignitdtii si activitatea proliferativa a tumorilor este utilizatd pentru a determina fractia de
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crestere a populatiilor de celule canceroase. Tumorile solide includ un subset de celule, celule stem
canceroase (CSCs), care se caracterizeazd prin potentialul lor de auto-reinnoire si capacitatea cea
mai mare de a creste in diferite modele tumorale. Reducerea numarului de celule care exprima
molecula Ki-67 indica o capacitate redusa de formare a tumorii, ceea ce sugereaza ca Ki-67 este
necesar pentru a mentine nisa celulelor stem canceroase. In studiul efectuat, expresia Ki-67 a fost
redusd semnificativ atat in tumorile primare, cat si in metastazele pulmonare la grupurile tratate cu
10% si 20% CD-NHF comparativ cu grupul control (Fig. 13).
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Fig. 13. Expresia de Ki67. A. Tumora primara ; B. Metastaze pulmonare ; C. Cuantificarea
expresiei de Ki67 in tumorile primare ; D. Quantificarea expresiei de Ki67 in metastazele
pulmonare. 1. netratat ; 2. tratat cu 10% CD-NHF ; 3. tratat cu 20% CD-NHF. Poze achizitionate
la 20x

In cancerul de san, proliferarea celulard a fost corelatd cu reglarea genelor HSPs legate de
stres. HSP90 joaca un rol important in procesele multiple care duc la progresia tumorii, invazia,
metastaza si raspunsul imunitar al tumorii. Rezultatele noastre arata cd nivelul de HSP90 a fost
afectat, similar cu Ki67, in prezenta nanostructurilor testate (Fig. 14). S-a demonstrat ca prezenta
CD-NHF diminueaza progresia tumorala si metastazarea.
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Fig. 14. Expresia de HSP90. A. Tumora primara; B. Metastaze pulmonare; C. Cuantificarea
expresiei de Ki67 in tumorile primare; D. Quantificarea expresiei de Ki67 in metastazele
pulmonare. 1. netratat ; 2. tratat cu 10% CD-NHF ; 3. tratat cu 20% CD-NHF. Poze achizitionate
la 20x.

Toate aceste date demonstreaza rolul terapeutic al CD-NHF atat in modelele in vitro cat si in
cele in vivo si indica caile moleculare prin care isi exercita actiunea antitumorala.

Activitatea 2.4 - Prepararea unor complecsi Carbon Dots — Gd3+ pentru extinderea

posibilitatilor de diagnostic prin utilizarea de tehnici RMN;, Realizat: 100%

Pentru prepararea nanostructurilor de tip Carbon Dots dopate cu Gd** s-a recurs la obtinerea
prealabila a unui complex N-Hidroxiftalimida cu Gd** care apoi este procesat pirolitic in conditii
controlate. Reactia de complexare decurge intr-un mediu format din 40% apa si 60% alcool etilic
apos sub agitare, la temperatura de 85-90° C, timp de 2-3 ore Intr-un balon de sticld dotat cu
refrigerent de reflux. Procesele de complexare decurg conform reactiei:

GdClsxH20 + 3(CgHsNO3) — [Gd(CgHaNO3)3(H20)3](H20)x + 3HCI?®

Tn urma reactiei de complexare rezulti complexul sub forma de precipitat. Purificarea
complexului se realizeaza prin adaugarea sub agitare magnetica de apa bi-distilata la temperatura de
cca. 3-4° C, urmata de centrifugare in vederea eliminarii supernatantului. Operatia de purificare se
repetd de cca. 2-3 ori pentru eliminarea completa a compusilor solubili (complex partial coordinat,
reactanti, HCI). Precipitatul umed rezultat dupa purificare este inghetat la -30 ° C + -40° C si apoi
liofilizat pentru obtinerea in stare uscata. Pentru utilizarea compusilor de coordinatie astfel preparati
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ca precursori de obtinere a nanostructurilor de tip ”Carbon Dots” printr-un procedeu pirolitic, este
necesara o etapa de pre-conditionare termica care implica eliminarea moleculelor de apa (H20)x
situate in sfera exterioari de coordinare a cationului Gd**. Pre-conditionarea termic trebuie si evite
destructurarea complecsilor si pierderea moleculelor de apa situate in prima sferd de coordinare a
cationului central. Ca urmare a evaluarii treptelor de descompunere termica rezultate Tn urma
invetigatiilor termogravimetrice, pre-conditionarea implica expunerea termica sub vacuum timp de
36-48 ore a complexului uscat prin liofilizare, la o0 temperatura de 105+110° C. Complexul pre-
conditionat termic astfel rezultat este in continuare procesat pirolitic in conditii asemanatoare celor
stabilite la prepararea nanostructurilor Carbon Dots din N-hidroxiftalimida, procedeu studiat si
detaliat n etapa precedenta de desfasurare a proiectului de cercetare.

Cercetarile privind obtinerea unor Carbon Dots pe baza de precursori imidici care sa permita
utilizarea acestora Tn imagistica RMN, obtindndu-se astfel o platforma teranostica, au fost extinse
prin investigarea unor Carbon Dots dopati cu Fe3*. Studiile efectuate in aceasti directie au condus la
rezultate foarte interesante in ceea ce priveste structura si proprietatile unice ale acestor noi tipuri de
nanostructuri. Au fost obtinuti Carbon Dots dopati cu Fe®* care prezinta o emisie fotoluminescentz
intensa dependenta de prezenta moleculelor de apa in mediul de dispersie.

©\C;O . ¥
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3x N-OH + FeCl3 %I—— »a\‘o\?/o\\ ——— :
b W se .
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N-Hydroxiftalimida complex Fe* Carbon Dots dopati cu Fe™ T30 min.

Fig. 15. Obtinerea Carbon Dots dopati cu Fe®* si emisia fluorescenta dupa dispersia initiala n
mediul apos (emisie Tn zona albastra) si dupa 30 min. de expunere la radiatie UV (emisie in zona
verde a spectrului vizibil)

In Figura 16 sunt prezentate spectrele de emisie ale Carbon Dots dopati cu Fe®* inregistrate
imediat dupa dispersia in apa (a), respectiv spectrele de emisie Tnregistrate dupa 30 min. de
expunere la UV (b).
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Fig 16. Spectrele de emisie fluorescenta ala Carbon Dots dopati cu Fe** nregistrate Tntr-un
interval de excitare 300-390 nm

Nanostructurile Carbon Dots dopate cu Fe®* au fost investigate morfo-structural prin XPS,
FT-IR, TG, HR-TEM, AFM, DLS, proprietitile de emisie fluorescentd fiind studiate prin
fluorescenta steady state, PLQY si timp de viata a starilor excitate. In Figura 17 este prezentata o
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microfotografie HR-TEM obtinuta la investigarea acestor noi tipuri de nanostructuri. Prepararea
Carbon Dots dopati cu Fe®* implici o etapa preliminari de obtinere a unui complex N-
Hidroxuftalimida cu Fe3* conform urmatoarei reactii:

30 = 40°C
(H,0, EtOH)

(1) FeClz + 3(CgHsNO3) [Fe(CgHaNO3)3(H20)] + 3HCI?T

20nm Signal A = HAADF HT is = 200,00 kV
SpotSze=03 nm STEM Mag = 3827 k

Fig 17. Imagine HR-TEM fnregistrati la investigarea nanostructurilor Carbon Dots dopate cu Fe3*

Complexul este preparat la un raport de combinare metal/ligand de 1/3 in urma reactiei dintre
clorura ferica (FeClz) si N-Hidroxiftalimida (CgHsNOg3) intr-un mediu de reactie format din 60%
apa - 40% alcool etilic. Procesul de complexare decurge conform reactiei (1) la temperatura de
30+40°C, sub agitare moderata timp de 24 ore. Precipitatul rezultat in urma reactiei de complexare
este separat de mediul de reactie prin centrifugare la 2000-3000 RPM timp de 10 min. Dupa
centrifugare, se elimind supernatantul, precipitatul umed fiind colectat intr-un vas de sticla.

Purificarea complexului se realizeaza prin adaugarea sub agitare magnetica de apa bi-distilata,
urmatd de centrifugare si re-colectarea precipitatului rezultat. Operatia de purificare se repetd de 3
ori pentru eliminarea completd a compusilor solubili (complecsi partial coordinati, reactanti, HCI).

Complexul purificat este uscat la vid si depozitat intr-un recipient etans pentru evitarea
retentiei de apa. Prepararea nanostructurilor de carbon dopate cu Fe** se realizeazi prin piroliza
partiala a complexului la o temperatura de 200+210°C, in atmosferd de azot. Procesul pirolitic se
desfasoara intr-un recipient de cuart, expunerea termicd la temperatura mentionata fiind de 7 min.

Produsul rezultat in urma procesului pirolitic prezintd o structurd compusa dintr-un miez
grafitic la care sunt atasate grupe chimice reziduale de tipul C=0, C-N-O-Fe, N-OH etc. Dopantul
(Fe®") se regiseste localizat atdt in miezul grafitic cat si legat la grupele functionale reziduale
atasate. Dupd terminarea procesului pirolitic, masa de reactie este inundatd brusc cu apa la
temperatura de 3+4°C rezultand o dispersie de nanostructuri de carbon dopate cu Fe**. Dispersia de
nanostructuri de carbon este centrifugata la 15000 RPM timp de 15 min. Supernatantul rezultat este
colectat si recentrifugat in aceleasi conditii, obtinandu-se o dispersie apoasa de nanostructuri de
carbon dopate cu Fe3*.
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Proiect component : 2 (P2)

Act 2.5 - Studiul influentei matricilor polimerice selectate asupra platformei teranostice
antitumorale si optimizarea biocompozitelor pentru obtinerea eficacitatii maxime. Realizat :
100% si Act 2.6 - Selectia materialelor polimerice muco-adezive (polizaharide si/sau polimeri
sintetici) si a metodelor de preparare pentru obtinerea bio-compozitelor nanoparticulate ce
includ Carbon Dots imidici (si/sau complecsi Carbon Dots - Gd®*). Realizat : 100%

In cadrul acestor activititi au fost realizate teste pe o serie de polimeri recunoscuti ca avand
proprietati de biocompatibilitate, biodegradabilitate si mucoadezivitate. Pentru o buna intelegere a
deciziilor ce au fost luate pentru derularea activitatilor din cadrul proiectului 2, sunt cateva aspecte
ce trebuie a fi mentionate. Este din punctul nostru de vedere esentiald obtinerea unor sisteme de tip
capsula, Tntrucat sistemele de tip sfera plind nu vor putea asigura doza necesara de CDs pentru
obtinerea unui efect optim. In consecinta, luand in considerare faptul ca CDs sunt suspendati in apa
si ca proprietdtile acestora se modifica dramatic daca ar fi suspendati in orice alt solvent, plaja de
sale s-a ales a testa posibilitatea utilizarii de poli((e-caprolactona) (PCL) in vederea obtinerii de
nanocapsule cu scopul Incapsularii de CDs in scop terapeutic si/sau de diagnostic.

De asemenea partenerul P2 a preparat cu succes noi biocompozite nano/micro particulate pe
baza de hidroxizi dubli lamelari (LDHs) intercalati cu Carbon Dots imidici (CDots), complecsi cu
actiune antitumorald, ce urmeaza a fi utilizate Tn scop terapeutic si/sau de diagnostic.

Poli(e-caprolactona) este un poliester alifatic semicristalin, ce prezintd un punct de topire
scazut (59-64° C), biodegradabil, biocompatibil, cu o excelenta solubilitate in diversi solventi,
stabilitate termica si proprietati reologice bune. Toate aceste avantaje ale PCL, combinate si cu un
pret relativ scazut au condus la diverse studii cu privire la utilizarea polimerului ca si biomaterial n
diverse aplicatii precum inginerie tisulara si sisteme de transport pentru diferite principii active.

Pentru activitatile In curs, s-au realizat un studiu preliminar in vederea obtinerii de
nanocapsule avand la baza polimerul PCL prin metoda nanoprecipitarii raportata de Khoobdel M. si
colaboratorii sai [1].

Pe scurt, metoda de obtinere a nanocapsulelor a presupus urmatoarele etape: a fost pregatita
faza organica formatd din PCL solubilizat in acetona, in care a fost adaugat un tensioactiv si anume
Span 20 (surfactant neionic). S-au dizolvat 120 mg de PCL si 88 mg Span 20 in 24 ml de acetona.
In continuare, s-a adaugat faza organica in picaturi cu ajutorul unei seringi, in faza apoasi (50 ml)
continand Tween 80 (tensioactiv hidrofil, 150 mg) sub agitare ultrarapida timp de 10 min. Ulterior,
suspensia de nanocapsulele obtinuta a fost mentinutd sub agitare magneticad moderata pentru cca. 24
h la temperatura camerei pentru a permite evaporarea completd a solventului (acetona). Dupa
evaporarea completd a acetonei, nanocapsulele obtinute au fost purificate prin spalare cu apa si
centrifugare la 7830 rpm la temperatura camerei. Dupd finalizarea etapei de purificare,
nanocapsulele au fost supuse etapei de uscare prin liofilizare. Nanocapsulele obtinute au fost
caracterizate din punct de vedere morfologic prin microscopie electronica de baleiaj (HITACHI SU
1510) figura 18. Din aceste rezultate preliminare se poate concluziona ca aceastd metoda de
obtinere a nanocapsulelor este promitatoare, iar pe viitor va fi supus studiului influenta a diferiti
parametri de sinteza asupra formei, dimensiunii, strucurii si a capacitatii de incapsulare a CDs-NHF.
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SU1510 30.0kV x3.00k SE

Fig. 18 Nanocapsule pe baza de PCL

Cea de-a doua directie selectatd cu scopul de a incapsula CD-NHF este cea a hidroxizilor
dubli lamelari. Acestia au fost selectati drept componenta gazda, anorganica, pentru noile platforme
teranostice datoritd numeroaselor avantaje pe care le prezinta precum: posibilitatea folosirii unor
materiale ieftine, cu proprietdti si proceduri de sintezd controlabile, biocompatibile si bine torelate
de organismul uman.

Carbon Dots imidici au fost sintetizati si furnizati de catre coordonatorul Universitatea
Tehnica ,,Gheorghe Asachi” din lasi, iar inainte de a fi folositi la prepararea biocompozitelor
teranostice antitumorale nano/micro particulate, au fost analizati cu ajutorul tehnicii XPS.

Importanta asigurarii transportului la nivel celular a numeroase medicamente si molecule
bioactive a determinat aparitia si dezvoltarea unui nou domeniu, care combina chimia, biologia si
stiinta materialelor. Astfel, investigarea LDHs in diverse aplicatii farmaceutice, biologice si
medicale, (tratamentul cancerului, traumatisme osoase si musculare, artrite, reducerea sau chiar
eliminarea infectiilor, tratarea ulceratiilor stomacale si chiar a unor alergii) este Tn plind ascensiune,
iar cercetarile in directia biocompozitelor nano/micro particulate cuprind o arie din ce in ce mai
mare [2].

LDHs reprezinta o clasda de materiale caracterizata printr-o structura lamelara stratificata, in
care lamelele sunt Tnaarcate pozitiv, iar stabilitatea impachetarii stratificate este asigurata de anionii
care leaga electrostatic strans lamelele adiacente.

Cele mai importante proprietati ale acestor materiale, Tn baza cérora s-au obtinut o gama
largd de materiale hibride cu aplicatii practice in diverse domenii sunt: suprafata specifica mare
(100 + 300 m?/g); proprietitile bazice; efectul de memorie, proprietate Tn baza careia, oxizii micsti
rezultati in urma calcinarii LDH-lor, pot reface structura lamelara prin simpla lor imersare in solutii
apoase ce contin anionul de compensatie; capacitatea de schimb anionic ridicata [3].

LDHs s-au dovedit a fi sisteme biocompatibile ceea ce a condus la utilizarea lor in diverse
tehnologii farmaceutice, precum si in medicind, Tn stocarea, transportul si eliberarea controlatd a
moleculelor active la locul de actiune.

Pentru ca un medicament sa aiba eficienta dorita, trebuie sd actioneze asupra ,target-ului”,
fara interactiuni nedorite cu alte centre celulare, fapt ce presupune adsorbtia cantitatii corecte de
medicament in corpul uman si transportul sdu controlat, prin organism, la locul de actiune [4].

Studiile efectuate, uneori chiar in vivo, au aratat ca medicamentele intercalate Tn structura
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lamelara a LDHs pot fi eliberate lent aceasta, printr-un simplu proces de de-intercalare, aspect ce
dovedeste eficienta LDHs in stocarea, transportul si eliberarea controlatd a molculelor active la
locul de actiune. Un alt aspect important obtinut prin intercalarea molculelor active Tn LDHSs este
imbunatatirea solubilitatii, solubilitatea jucdnd un rol cheie in eliberarea, adsorbtia si
biodisponibilitatea acestora [5]. Mai mult, s-a observat cresterea semnificativa a stabilitatii termice
a unor medicamente incorporate n structuri LDHs, comparativ cu analogii lor ne-intercalati.

Unii compusi folositi in terapia unor forme de cancer au un timp de viata scurt in plasma
sangvind, ceea ce determind administrarea de doze crescute, pentru a produce efectul terapeutic
dorit, fapt ce ar conduce, in timp la rezistenta celulelor la actiunea ulterioara a acestora, precum si la
madrirea efectelor adverse. S-a observat ca prin intercalarea in LDHs a unor compusi folositi in
terapia unor forme de cancer (de ex. acidul folinic si methotrexate) s-a reusit protejarea acestora
impotriva deteriorarii Tn timpul transportului prin plasma sangvind, si mai mult, obtinerea unei
eliberdri controlate si cresterea solubilitatii [6].

Tn vederea obtinerii de noi platforme teranostice pe baza de Carbon Dots imidici, s-au folosit
diferite matrici LDHSs, cu rolul de a proteja CDots Tmpotriva deteriorarii in timpul administrarii,
precum si cresterea solubilitatii si obtinerea eliberarii lor controlate. Carbon Dots imidici folositi Tn
acest scop, au fost preparati prin procesarea termica a precursorului N-Hidroxiftalimida (NHF) la
diferiti timpi de piroliza (5, 10, 20 si 40 minute) de catre partenerul Universitatea Tehnica
,Gheorghe Asachi” din Iasi.

Obtinerea si caracterizarea materialelor de tip LDHs

Principalele etape n obtinerea materialelor de tip LDHs sunt:
. Precipitarea cationilor metalici divalenti si trivalenti prin adaugarea unei solutii bazice
(NaOH) la solutia acida de saruri metalice Mg(NOz3)2, Zn(NO3)2 si AI(NO3)s, prin picurarea lenta a
reactivilor mentinuti sub atmosfera de azot si agitare puternica. S-a mentinut pH-ul constant in jurul
valorii de 9-10 pentru probele cu magneziu MgAILDHs si 7-8 pentru probele cu zinc LDHs. S-a
lucrat la o temperatura constanta care difera functie de precursorii folositi in sinteza.

. Imbatranirea precipitatului, prin termostatarea acestuia la cald (50°C) timp de 4 ore;
. Spalarea precipitatului cu apa decarbonatatd, de minim 3 ori;

. Separarea precipitatului prin centrifugare;

. Redispersarea precipitatului in mediul de reactie (H.O sau CH3OH);

. Maturarea precipitatului timp de 4-6 zile la temperatura camerei;

. Liofilizarea precipitatului timp de 24 ore.

Schema protocolului experimental pentru obtinerea LDHs prin metoda coprecipitarii directe
la pH constant este prezentata in Fig. 19.

Agitare puternica

Fig. 19. Schema protocolului experimental de obtinere a LDHs prin metoda coprecipitarii

In functie de tipul de LDHs preparat au fost mentinute anumite conditii de lucru: pH,
temperatura, viteza de agitare, atmosfera de azot, etc (Tabelul 1).
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Tabelul 1. Parametrii de sinteza a precursorilor de tip LDHs

| MGANSCHOH T °
3 } ) ) ) 4050 C

2 05 0.25 0.6 75 0
3 0.6 0.2 0.4 95 2 40-50 C
3 0.3 0.1 0.4 75 2 40-50 C

Caracterizarea structurald si morfologica a precursorilor LDHs a fost realizata folosind
urmatoarele tehnici: difractia cu raze X (XRD), spectroscopia infrarosu (FTIR), microscopia
electronica prin transmisie (TEM) si difuzia dinamicd a luminii (DLS).

Obtinerea si caracterizarea biocompozitelor pe baza de LDHs si NHF

In vederea preparirii biocompozitelor pe bazi de LDHs si NHF s-a folosit metoda
schimbului ionic. Pentru aceasta s-a folosit pentru fiecare biocompozit cate aproximativ 0,50 g de
pulbere LDH care a fost amestecat cu 12,5 ml apa ultrapurd continand o anumitd cantitate (0,01-
0,03g) de NHF5 si NHF10. Amestecul a fost agitat timp de 2 ore, separat prin centrifugare, spalat
cu apa ultrapura de minim trei ori si liofilizat timp de 24 de ore. Biocompozitele astfel obtinute au
fost caracterizate prin DRX si FTIR (Fig. 20 si 21) , urmand sé fi analizate prin XPS, TEM si DLS
si testate in vitro.

MgAILDH_CDots 2

MgAILDH_CDots 3

Vil d e

10 20 30 a0 50 &0 70
2 Theta (degree)
Fig. 20. Difractogramele DRX pentru doua biocompozite pe baza de MgAILDHs si NHF10

17



é

W PTRT_
G BGET—

|
k2
=)
%]
=)
oo

MgAlLDH_CDots 2

4
4
Z
Z

[ Eya
ZlF
AL
10288

GE
!

MgAILDH_CDots 3

] |
] [=2]
— e
=] =1
] E

ael

b

T T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1})

Fig. 21. Spectrele FTIR pentru doua biocompozite pe baza de MgAILDHs si NHF10
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Din aceste rezultate preliminare se poate concluziona ca structura de tip LDH se mentine
pentru toate biocompozitele pe baza de NHF10, dar modificarile aparute dupa intercalare nu sunt
foarte evidente. Pe viitor se vor realiza si alte sinteze n care cantitatea de NHF sa fie mai ridicata.

O a treia directie pe care o considerdm a fi cea mai buna a fost utilizarea lipozomilor ca si
sisteme biocompozite pentru ncapsularea de CDs cu proprietati antitumorale. Avantajele utilizarii
lipozomilor sunt pe langad biocompatibilitate si biodegradabilitate si capacitatea mare de includere a
principiilor active si mai ales posibilitatea obtinerii lor la dimensiunile impuse de aplicatie. Unii
cercetatori sustin faptul ca dimensiunea acestor nanostructuri le face incapabile sa patrunda in
tesutul normal, in timp ce in cazul tumorilor pot iesi cu usurintd in circulatia sistemica si intra In
spatiul extracelular, la nivelul vasculaturii dezorganizate a tumorii. Lipozomii (LPs) considerati in
studiul nostru, sunt vezicule mici sferice ce constau dintr-un dublu strat lipidic obtinut din colesterol
si / sau fosfolipide naturale netoxice care inconjoara un miez apos. S-a ardtat cd, in comparatie cu
alte sisteme de administrare, LPs-urile au proprietiti bune precum biocompatibilitatea,
biodegradabilitatea, toxicitatea scdzuta, caracterul hidrofob si hidrofil, care faciliteaza incorporarea
si eliberarea tintitd a moleculelor lipofile si/sau hidrofile. Tn acest studiu lipozomi (LPs-CD-NHF)
incdrcati cu CDs-NHF au redus viabilitatea celulelor canceroase mamare si pulmonare la doze mai
mici comparativ cu C-Ds singuri. Acest efect a fost potentat in continuare prin asocierea LPs-CD-
NHF cu doxorubicina. Lipozomii incdrcati cu NHF Dots influenteaza expresia moleculelor majore
implicate in oncogeneza precum AKT, mTOR si ERK. Diverse cai de semnalizare, cum ar fi PI3K /
AKT / mTOR si EGF / RAS / RAF / MEK / ERK sunt esentiale in oncogeneza, asociate cu
progresia cancerului si rezistenta la medicamente in diferite tipuri de cancer uman.

Pentru acest studiu au fost preparate patru tipuri de formulari si anume: lipozomi control
(LPs); lipozomi incarcati cu CDs (LPs-CDs-NHF), lipozomi incércati cu doxorubicind (LPs-DOX)
si lipozomi incarcati cu CDs si DOX (LPs-CDs-NHF-DOX). Pentru prepararea lipozomilor a fost
utilizata metoda de evaporare cu faza inversa conform unui protocolului modificat raportat de Xue
si colab. In principiu, fosfatidil colina (PC - phospholipon 90G) si colesterolul (CHOL) au fost
dizolvate n dietileter intr-un anumit raport intr-un balon cu fundul rotund. Prin adaugarea unei
anumite cantitdti de apa se formeazd o emulsie care este apoi ultrasonicatd si supusd evaporarii
dietileterului la 35°C. Suspensia de lipozomi obtinuta este apoi vortexata si lasatd pe baie de
ultrasunete pentru incd 30 de minute in scopul eliminarii defectelor structurale si a elimindrii
complete a urmelor de solvent. Pentru obtinerea unor lipozomi de dimensiuni in jurul valorii de 100
nm si cu indice de polidispersitate redus, suspensia este apoi extrudatd (Avanti Polar Lipids,
Alabaster, AL) in mod repetat si succesiv prin membrane de 400 nm, 200nm si 100 nm. in final,
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toate formularile au fost supuse unui proces de purificare prin dializa timp de 5 zile prin membrane

de dializa cu limita de 12400 Da.

Pentru a avea un control riguros asupra proprietatilor formularilor obtinute, dar si pentru
determinarea cantitativd a dozelor optime ce au fost utilizate pentru testarea in vitro a acestora a fost
necesara elaborarea unor curbe de calibrare dupa cum urmeaza:

- Pentru determinarea a concentratiei suspensiilor de lipozomi dupd purificare, dar si pentru
determinarea raportului de tip drug/lipid (DOX sau CDs raportat la cantitatea de lipida) s-a
utilizat metoda Stewart datoritd urmatoarelor avantaje: capacitatea fosfolipidelor de a forma un
complex de culoare rosie intre fosfolipide cu ferotiotocianatul de amoniu care poate fi
cuantificat utilizdnd spectrofotometria UV-VIS dupa extragerea acestora in solutie organica
(cloroform).

- Determinarea cantitatii de CDs incluse in lipozomi s-a realizat prin spectrometrie de
fluorescentd, dupa realizarea unei curbe de calibrare

- Determinarea cantitatii de DOX incluse in lipozomi (eficienta de incapsulare) s-a realizat prin
spectrometrie UV-VIS
Toate cele 3 curbe de calibrare sunt redate in figura 22 de mai jos:

400000
0.9 _ [
0.8 y = 15.08x . © Y= 2E+06x
g 07 R2=0.9846 .- 5300000 RZ=0.9972
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< 02 Pt ¢ 2
01 | @ £100000 o
0@ = .
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Figura 22. Curbele de calibrare utilizate pentru determinarea cantitativa a a) PC; b) CDs-NHF; c)
DOX

Sistemele obtinute au fost caracterizate din punct de vedere morfologic prin microscopie
electronica de baleiaj (HITACHI SU 1510 - utilizand sistem Peltier de inghetare a probelor intrucat
lipidele nu sunt stabile), microscopie electronica de transmisie (Philips CM200 LaB6 microscope
HR-TEM). Exemple de fotomicrografii de microscopie electronica sunt redate in figurile de mai
jos:
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LPs CDs-NHF

LPs-CDs-NHF

LPs-DOX “ LPs-CDs-NHF-DOX
Figura 23. Imagini HR-TEM pentru formulari pe baza de lipozomi

Aceste imagini de TEM confirma faptul ca CDs au fost inclusi in LPs care la randul lor desi
sunt elastici si au fost supusi unor procese de extrudere si-au pastrat forma sferica

SU1510 10.0kV x1.50k SE

SU1510 10.0kV x2.00k SE

Figura 24. Imagini de microscopie electronic de baleiaj pe probe de LPs inghetate

De asemenea, pentru determinarea dimensiunii lipozomilor din diferitele formulari au fost
realizate teste de difractometrie laser cu ajutorul echipamentelor Shimadzu SALD si Malvern
Zetasizer Nano ZS. In tabelul de mai jos si in imaginea aldturata sunt redate valorile dimetrelor
medii ale lipozomilor din diferitele formulari precum si curbele de distributie dimensionala.

Nr. crt. Sample ID Diameter (SALD % SD), nm
1. CDs-NHF 44

2 LPs 130 /155

3. LPs-CDs-NHF 115/112

4. LPs-DOX 55/79

5 LPs-CDs-NHF-DOX 77182
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SHIMADZU SALD-7001 (SALD-7001-WEA1:V1.10)
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Testele de fluorescentd realizate au evidentiat faptul ca lipozomii fard incarcaturd nu au
emisie fluorescentd in comparatie cu CDs-NHF si cu lipozomii incdrcati. In cazul CDs-NHF
intensitatea maxima a fost observatd la 447 nm in timp ce pentru LPs-CDs-NHF si LPs-CDs-NHF-
DOX intensitatea maxima a fost determinata la 408 nm, respectiv 405 nm (tabelul 2 si figura 25).
Aceste rezultate indica faptul ca emisia fluorescenta a lipozomilor incécati cu CDs-NHF scade cu
aproximativ 50%. Acest fenomen ar putea fi cauzat de membrana fosfolipidica care interfera si
blocheaza emisia luminii albastre.

1000000 - —— CDs-NHF
— LPs
800000 —— LPs-CDs-NHF
— — LPs-CDs-NHF-DOX
|2}
5 600000 4
[e]
e
2
@ 400000 -
C
Q°
<
200000
0
T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)
Emission peaks
Sample ID Excitation (hnm)  (nm) Intensity (Counts)
CDs-NHF 447 9.27641x10°
Blank LPs 0 0
LPs-CDs-NHF 408 4.55403 x10°
5.26137 x10° (CDs-
405 NHF)
LPs-CDs-NHF-
DOX
557 3.46898x 10° (DOX)
370 593 3.42876x 10° (DOX)

Figura 25. Spectrele de emisie ale
CDs-NHF, LPs, LPs-CDs-NHF si
LPs-CDs-NHF-DOX

Tabel 2 Fluorescence results
obtained forCDs-NHF, LPs, LPs-
CDs-NHF and LPs-CDs-NHF-DOX
formulations

Au fost realizate teste calitative de determinare a proprietatilor de fotoluminiscenta ale
formularilor realizate la lumina zilei si la lumina UV utilizand o lampa Philips UVA TL4AWBLB ce
prezintd o emisie maxima in intervalul 370-390 nm la 50mW. Rezultatele sunt prezentate in

imaginile de mai jos:
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Figura 26. Fotografii ale 1) CDs-NHF; 2) DOX; 3) LPs; 4) LPs-CDs-NHF; 5) LPs-DOX si 6)
LPs-CDs-NHF-DOX Ia a) lumina zilei si b) iluminare UV

Rezultatele obtinute au condus la concluzia ca s-au preparat cu succes diferite formulari
stabile de LPs incircate cu diferite principii active prin metoda de evaporirii in faza inversa. In
urma rezultatelor diferitelor tipuri de caracterizari formularile de lipozomii optimi au fost selectati
pentru evaluarea in vitro de catre partenerul P2. Rzultatele in vitro obtinute (activitatea 2.1, proiect
component 1) au evidentiat faptul ca sistemul LP-CDs-NHF poseda activitati de modulare celulare
complexe si interesante, relevante pentru controlul cancerului si, de asemenea, potential pentru
aplicarea clinica.

Proiect component: 3 (P3)

Tn cadrul celei de a doua etape a proiectului nr. 37 PCCDI/2018 — TERADOT, INCDFT-
IFT Iasi (P3) a fost implicat intr-o serie de activitati privind: (i) stabilirea unui protocol pentru
obtinerea de compozite pe baza de carbon dots (CDs) cu eficacitate maxima, (ii) evaluarea unor
solutii tehnice de separare, selectie dimensionald si obtinere in stare uscatd a CDs, (iii) evaluarea
unor solutii tehnice privind dispersia primarda a masei de reactie si a impactului asupra
caracteristicilor fizico-chimice ale CDs, precum si (iv) testarea si validarea metodei de preparare si
a solutiilor tehnice alese pentru obtinerea CDs imidici utilizabili ca platforme teranostice
antitumorale.

Toate activititile specifice etapei aferente anului 2019 au fost indeplinite cu succes.

Tn cadrul proiectului component P2 s-a elaborat si testat un protocol de obtinere a unui
compozit magnetic pe baza de CDs, derivati din n-hidroxiftalimida, si nanoparticule magnetice.

Protocolul permite obtinerea cu randament de aproape 100% a unei nanostructuri de carbon
magnetice.

Tn cadrul proiectului component P3 s-a dezvoltat o metoda de obtinere in stare uscati a CDs
printr-o metoda sol-gel modificata, avand la baza protocolul realizat in cadrul P2, nanostructurile de
carbon fiind rezultatul unui proces pirolitic initiat la 250°C. CDs au fost testate pentru evaluarea
actiunii biologice antitumorale pe culturi celulare tumorale (osteosarcom uman) si celule normale
(fibroblasti derivati din piele umana), rezultatele aratand ca CDs derivati din n-hidroxiftalimida au
activitate antitumorala cu cel putin un ordin de marime mai crescut decat n-hidroxiftalimida
nemodificata. In plus, structura carbonici a permis legarea eficientd pe suprafati a unui antitumoral
de uz clinic, mitoxantrona, amplificandu-se semnificativ actiunea biologica antitumorald a acestuia.
In final, a fost proiectati si realizati la scari micro-pilot o statie de autoclavare pentru sinteza CDs
imidici la presiuni si temperaturi Tnalte.
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Act 2.7 - Evaluarea unor solutii tehnice de dispersie primara a masei de reactie si a
impactului asupra caracteristicilor fizico-chimice ale Carbon Dots imidici dupa finalizarea
procesului pirolitic

Dispersia masei de reactie obtinutd in urma procesului de ardere violenta s-a realizat prin
mojarare, urmati de ultrasonare. Insd ultrasonarea, alituri de sterilizare, pot afecta diferite
caracteristici fizico-chimice ale Carbon Dots precum sarcina electricd, dimensiunile si, implicit,
stabilitatea coloidald a nanoparticulelor. Sterilizarea particulelor s-a realizat prin autoclavare la
120°C, 1,5 atm., timp de 20 min. Evaluarea potentialului zeta si a dimensiunilor s-a efectuat cu
ajutorul unui analizor de marime a particulelor Delsa™ Nano Zeta si a unui analizor al marimii
particulelor submicronice (Beckman Coulter).

Variatiile dimensiunii particulelor, potentialului zeta si a indicelui de polidispersitate a
particulelor de carbon au fost evaluate inainte si, respectiv, dupa ultrasonare si sterilizare.
Potentialul zeta a scazut de la -18,8 la -20, diametrul hidrodinamic a scazut de la 782 nm la 710 nm,
in timp ce indicele de polidispersitate a scazut de la 0,912 la 0,521 (variatie de 57%). Prin urmare,
scaderii aglomerarii si cresterii usoare a valorii absolute a potentialului zeta, ceea ce a dus 1n final la
o legatura ionicd imbunatatita a medicamentului antitumoral (mitoxantrona) incarcat pozitiv.

In etapa urmitoare a proiectului se va evalua si posibilitatea ca masa uscatd de reactie sa fie
dispersata prin intermediul unei mori cu bile, procesul de macinare urmand a fi optimizat in functie
de numarul de bile utilizate, timpul de macinare, intensitatea macinarii.

Act. 2.8 - Investigarea unor solutii tehnice de separare, selectie dimensionali si
obtinere in stare uscata a CDs

Deficientele actuale in terapia cancerului necesita un efort concertat pentru obtinerea de noi
tratamente bazate pe nanostructuri inovatoare si eficiente din punct de vedere chimioterapeutic, cu
caracteristici fizico-chimice si biologice imbunatatite, cu focalizare speciald pe capacitatea de
dispersie in apa, gradul de permeabilitate prin membrana celulard, caracteristicile de
biocompatibilitate si non-toxicitate. Aceste cerinte pot fi indeplinite de asa numitele ,,Carbon dots”
(CDs), nanostructuri fotoluminescente care pot fi folosite eficient in procesul de transport al
medicamentului, pentru a imbunatati solubilitatea acestuia, dar si pentru a-i creste timpul de
injumatatire si acumularea in tumora [7] Datoritd functionalizarii versatile si a suprafetei ultra-
crescute, heterostructurile pe baza de carbon si derivatii acestora sunt transportori de medicamente
foarte eficienti. Pe de alta parte, in ultimii 10-15 ani, nanoparticulele magnetice din oxizi de fier
(IONPs) au atras, de asemenea, atentia pentru aplicatiile iIn domeniul medical. Prin urmare,
combinatia dintre nanostructurile de carbon de tip CDs si IONPs nu numai ca impiedica oxidarea si
aglomerarea nanoparticulelor de oxid de fier, dar oferd si posibilitatea functionalizarii ulterioare a
C-dots precum si conferirea de proprietati magnetice compozitului astfel format.

Obtinerea_in_stare uscatd_a_Carbon Dots. Protocol pentru obtinerea compozitului cu
eficacitate maxima

Heterostructura CDs/GQDs@Fe20s a fost sintetizata intr-o singura etapa folosind o metoda
sol-gel modificata, denumita metoda sol-gel cu auto-aprindere si racire brusca (SG-AARB). Noua
metoda dezvoltata, care include o reactie de carbonizare si un proces de activare fizica, permite
controlul marimii particulelor si al chimiei suprafetei si, implicit (i) reglarea stabilitatii, (ii)
conferirea de diferite functionalitati suprafetei, (iii) activarea unor mecanisme specifice care permit
eliberarea medicamentului folosind inclusiv proprietatile magnetice ale oxidului de fier,
nanocompozitul putand fi folosit fie in scop teranostic pentru imagisticad (de exemplu, RMN), fie
pentru tratamentul cancerului.

Pentru sinteza compozitului magnetic, cantitatea necesara de sare metalica (Fe(NO3)3 ¢
9H.0) (Merck) a fost amestecatda in proportii stoechiometrice cu o solutie de glicina (C2HsNO3)
(Merck) ca agent de combustibie, si o solutie de N-hidroxiftalimida (NHPI) ca sursa de carbon, in
raport molar 1:3:3. pH-ul solutiei a fost ajustat alcalin pentru a evita precipitarea. Gelificarea s-a
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produs dupa 2 ore de incalzire la 75°C sub agitare magnetica. Auto-aprinderea violenta cu flacara a
gelului uscat a inceput la 250°C, dupa 3 h de tratament termic pe o baie de nisip. Paharul de reactie
cu produsul arzand a fost supus unui proces de racire prin accident, prin plasarea in apa rece (4°C).
Récirea brusca a avut ca scop activarea nanostructurilor de carbon din heterostructura. Separarea si
selectia dimensionalda a CDs/GQDs@Fe203 obtinuti s-a realizat prin centrifugarea produsului
pirolizat dupa mojarare si ultrasonare prealabila, utilizand o centrifuga Sigma 1-14K. Ultrasonarea
s-a realizat cu un omogenizator ultrasonic (Hielscher UP50H) la amplitudine de 90%.

Act. 2.9 - Testarea si validarea metodei de preparare si a solutiilor tehnice alese pentru
obtinerea Carbon Dots imidici utilizabili ca platforme teranostice antitumorale

Testarea si validarea metodei de preparare a CDs cu proprietati antitumorale s-a efectuat
prin utilizarea unei linii celulare tumorale de osteosarcom uman si a unei linii de celule normale de
fibroblasti umani. Influenta particulelor de CDs asupra viabilitatii celulare a fost cuantificatd prin
testul MTT, ca expresie a activitatii dehidrogenazei mitocondriale. Tn Figura 27 sunt prezentate
graficele de viabilitate ale celulelor tumorale si normale in functie de concentratia CDs.
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Control  0.01 mg/ml 0.02 mg/ml 0,04 mg/ml 0.08 mg/ml 0,16 mg/ml 0.32 mg/ml
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Figura 27. Viabilitatea celulelor tumorale si normale in functie de concentratie, incubate cu: (a)
particule de CDs derivate din n-hidroxiftalimida; (b) particule de CDs derivate din n-
hidroxiftalimida acoperite de MIT; (c) n-hidroxiftalimida pentru 24 de ore.

Fibroblast -C = fibroblasti incubati cu CDs; Fibroblasti-C-MIT = fibroblasti incubati cu CDs
si mitoxantrond; Osteosarcoma-C = celule tumorale de osteosarcom incubate cu CDs; Osteosarcom-
C-MIT = celule tumorale de osteosarcom incubate cu CDs si mitoxantrona.

La concentratii crescatoare de CDs, variind de la 0,01 mg/ml pana la 0,32 mg/ml, dupa 24 de ore
viabilitatea celulara a variat Intre 82% si 92% pentru fibroblastii incubati cu CDs functionalizati sau
nu cu mitoxantrona (MIT). Dimpotriva, celulele de osteosarcom au prezentat o scadere marcanta a
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interesant de observat cd pana si CDs fara MIT au reusit sa afecteze puternic celulele tumorale, cu
un efect toxic maxim la 0,04 mg/ml, cand 44% din celulele de osteosarcom au fost afectate
ireversibil.

Cu toate acestea, pentru concentratii mai mari, efectul a fost mai putin intens, cel mai
probabil datoritd unei incarcari reduse a particulelor de carbon de catre celule, dat fiind ca la o
concentratie mai mare particulele au tendinta de usoara aglomerare. Astfel de aglomerari ar fi avut
nevoie probabil de mai mult de 24 h pentru a fi incarcate cu celule si sa induca apoptoza acestora.
Pentru particulele acoperite cu MIT, efectul toxic celular a fost mai pronuntat, ceea ce a dus la
moartea a 64% din celulele de osteosarcom pentru cea mai mare concentratie a particulelor, adica
0,32 mg/ml. Prin comparatie, doar 15% din fibroblasti au fost afectati de particulele acoperite cu
MIT (Figura 27b).

Efectul anti-tumoral al CDs derivati din n-hidroxiftalimida este cel mai probabil rezultatul
efectelor anti-proliferative ale grupelor functionale N-OH ale NHPI, care au ramas partial stabile
dupd arderea NHPI. Caracterizarea FT-IR, atat a particulelor de carbon derivate NHPI cat si a
NHPI, a confirmat aceastd presupunere. Pe de altd parte, intrucdit CDs contin parti hidrofobe
rezultate n urma arderii glicinei-NHPI, proprietatile lipofile dobandite accelereaza procesul de
captare a acestora de catre celule, asa cum s-a raportat anterior pentru NHPI modificatd cu radicali
lipofili [8]. Practic, arderea glicinei-NHPI a dus la derivati de NHPI, unii dintre ei avand efect anti-
tumoral, asa cum a fost subliniat de Melone i colab. [8].

Pentru a compara efectul antitumoral al CDs derivati din NHPI cu efectul indus de NHPI
nemodificatd, a fost efectuatd o evaluare comparativd a citotoxicitatii. Testele au confirmat
rezultatele obtinute de Melone si colab. [8] referitor la efectul antitumoral al NHPI asupra celulelor
de osteosarcom numai in doze mari. Tn cadrul studiului nostru, s-au obtinut scaderi de viabilitate
identice cu cele obtinute de Melone, 1nsa la concentratii mai mici de NHPI, deoarece am folosit o
densitate mai mici de celule de osteosarcom, adici 10* pe godeu, in experimentul nostru, fati de 1,5
X 10% in experimentul lui Melone. La cea mai mica concentratie, adicd 0,01 mg/ml, NHPI nu are
efect citotoxic asupra celulelor de osteosarcom (Figura 27c). Cu toate acestea, pentru aceeasi
concentratie, in prezenta particulelor de carbon sau a particulelor acoperite cu MIT, celulele
tumorale au murit In proportie de 37% (fata de 18% celule normale) sau respectiv 47% (vs. 16%
celule normale). Aceasta este o indicatie clarad ca particulele de carbon in sine sunt selectiv toxice,
cu un impact mai mare asupra celulelor de osteosarcom, datorita lipofilicitdtii crescute si a
gruparilor active N-OH ramase. Mitoxantrona a sporit efectul anti-tumoral cu aproximativ 10%.

Efectul antitumoral intrinsec al CDs sintetizati poate fi cauzat de cresterea speciilor reactive
de oxigen, urmata de depletia glutationului intracelular care duce la apoptoza celulara prin activarea
caspazei, dupa cum Melone si colab. au subliniat pentru derivatii de NHPI modificati chimic cu
grupari lipofile [8]. Cu toate acestea, modificarile chimice asupra NHPI realizate de Melone si
colab. pentru a creste capacitatea moleculelor de NHPI de a fi mai usor preluate de celule, au la
baza un proces chimic complex si nu foarte accesibil. In cadrul proiectului, am dezvoltat o0 metodi
noua, mai convenabila si mai avantajoasa pentru a amplifica proprietitile anti-tumorale ale
NHPI prin utilizarea de NHPI ca precursor de CDs, glicina ca initiator de ardere si azotat de
fier ca precursor pentru nanoparticule magnetice dispersate in structura carbonica.

Importanta metodei dezvoltate constd in potentialul sau de a fi utilizatd in producerea de
compusi pentru aplicatii teranostice, datoritd (i) efectului anti-tumoral al CDs conjugat cu
capacitatea relativ crescutd de incarcare a acestora cu medicamente antitumorale, cat si (ii)
capacitatii de a Tmbunatati contrastul imaginii de rezonantd magnetica nucleara (RMN) prin
intermediul nanoparticulele magnetice incorporate. Mai mult, heterostructura sintetizatd ar putea
imbundtdti puternic efectul anti-proliferativ terapeutic impotriva celulelor tumorale daca este corelat
cu tratamentele de hipertermie magnetica. De asemenea, procesul de ardere elimind necesitatea
sterilizarii separate a compusului.

In concluzie, compozitul de carbon derivat din NHPI, ale carui proprietiti sunt puternic
dependente de regimul de temperaturd, poate indeplini cele mai bune conditii de activitate selectiva
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Tmpotriva celulelor tumorale comparativ cu cele normale Tn termeni de citotoxicitate, fie prin
conjugarea suplimentara cu medicamente anti-tumorale, fie ca atare, neconjugat.

Procedeu de obtinere la scara pilot a CDs si dispozitiv de producere a acestora

Date fiind unele limitari ale metodei de obtinere in stare uscata a CDs prin metode de
combustie/pirolitice, incluzind intregul lant de operatii prin care CDs uscati sunt dispersati in medii
apoase, selectionati in functie de marime prin metode de ultracentrifugare (rezultatul fiind ca doar o
fractie redusa de CDs poate fi colectatd in domeniul nanometric) si redispersati in mediile de cultura
celulare, in cadrul proiectului s-a dezvoltat si un procedeu de obtinere a CDs prin metode
hidrotermale la presiuni si temperaturi Tnalte (250-300°C), prin care CDs au fost obtinuti dispersati
direct in mediul apos, reducandu-se considerabil aglomerarea acestora in timpul procesului de
formare. Metoda are avantajul unui randament crescut, este simpld, controlabild in functie de
temperatura, usor de utilizat de orice operator/tehnician, putand fi utilizata cu succes la scard micro-
pilot.

Proiectarea, realizarea si testarea unui dispozitiv pentru prepararea hidrotermald a CDs

Pentru sinteza hidrotermald, in cadrul INCDFT-IFT lasi a fost proiectat si realizat un
autoclav, care permite sinteza CDs intr-un regim de temperaturi cuprins intre 180°C si 320°C, in
conditii de presiune de maxim 3 kbar, tindnd cont de diagrama presiune-temperatura si de gradul de
umplere a autoclavului (Figura 28).
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Figura 28. (a) Diagrama presiune-temperatura pentru apa pura, in functie de gradul de umplere al
autoclavului [3]. Factorul de umplere este de obicei intre 50 si 80% si presiunea intre 200 si 3000
bar. Linia punctata reprezinta linia de echilibru a vaporilor si lichidului, T¢r fiind temperatura
criticd; (b) Schema de ansamblu a autoclavului realizat la INCDFT-IFT Iasi.

Pentru sinteza hidrotermala, diagrama presiune-temperatura a apei [9] devine foarte
importantd. Presiunea rezultatd in timpului procesului hidrotemal este determinata de gradul de
umplere a autoclavului. La un grad de umplere de peste 32%, meniscul fluid-gaz este curbat n sus,
iar vasul de reactie este complet umplut cu lichid atunci cand temperatura se mentine sub cea critica
de 374°C (in cazul apei pure). De exemplu, acest lucru se intampla la un grad de umplere de 80% a
autoclavului la 245°C [9].

Pentru realizarea autoclavului (Figura 29), s-a utilizat otel inoxidabil. Cuva in care are loc
procesul de preparare hidrotermala a CDs a fost realizata din teflon (punct de topire 327°C), avand
un volum util de 17 ml. Autoclavul este prevazut si cu un arc de presiune, Insa, pentru regimul de
temperatura utilizat autoclavul poate fi utilizat n siguranta si fara arc.
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Figura 29. Autoclav realizat la INCDFT-IFT lasi. Imaginile prezinta componentele dispozitivului
si pasii (de la stanga la dreapta) de asamblare a acestuia. Imaginile au fost realizate dupa prepararea
hidrotermala a CDs, culoarea metalului schimbandu-se Tn galben-brun in urma tratamentelor
termice aplicate.

Pentru prepararea CDs prin aceasta metoda, s-a utilizat o concentratiec de NHPI de 10
mg/ml, gradul de umplere al cuvei de teflon fiind de 15%. Mediul de dispersie al NHPI a fost apa
deionizata. Suspensiile au fost supuse tratamentului hidrotermal la temperaturi de 200°C, 250°C,
280°C s1 300°C, timp de 17 ore. Dupa tratament, s-a observat ca, la temperaturi mai mari de 250°C,
o fractie importanta din NHPI s-a depus pe peretii cuvei de teflon, aceasta fiind o indicatie a
faptului ca mediul de dispersie s-a transformat integral in stare de vapori (conform diagramei din
Figura 30), iar CDs formati au aderat la peretii cuvei. Dupa ultrasonare, CDs au fost redispersati in
apa deionizata, iar proprietdtile lor de fluorescentda au fost evaluate cu ajutorul unui
spetrofluorometru Horiba Fluoromax 4P.
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Figura 30. Spectre de emisie inregistrate in domeniul de excitatie 320-420 nm pentru CDs
dispersate in apa deionizatd. Inset: CDs sub excitatie utravioleta.

In Figura 30 sunt prezentate spectrele de emisie inregistrate in intervalul de excitatie de
320+420 nm (pas de 10 nm) pentru proba obtinutd la 300°C (cu fluorescenta cea mai ridicata —
prima proba din stanga in inset-ul Figurii 30). CDs prezinta o emisie dependentd de excitatia
caracteristicd. Dupa cum se poate remarca, varfurile de emisie se schimba de la 428 la 437 nm in
intervalul de excitatie 350-420 nm. Intensitatea maximd de emisie este atinsd la 400 nm excitatie,
varful de emisie fiind situat la 437 nm in regiunea albastra a spectrului vizibil. Prin urmare, pentru
un tratament hidrotermal efectuat 17 ore la 300°C, am obtinut CDs cu cea mai ridicata fluorescenta.
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Concluzii

Toti partenerii au realizat cu succes toate activitatile in care au fost implicati in cadrul
acestei etape a proiectului. Activitatile desfasurate au condus la :

Rezultatele experimentale cu privire la evaluarea in vitro pe liniile celulare selectate a
platformelor teranostice pe baza de Carbon Dots imidici au evidentiat faptul ca liniile de celule
canceroase mamare si pulmonare utilizate au un nivel ridicat de pERK1/2, iar prin aplicarea unui
tratament cu CD-NHF a redus semnificativ expresia pERK. Important de mentionat este faptul ca,
lipozomii incarcati CD-NHF administrati concomitent cu doxorubicina solubild au redus si mai
mult expresia de pERK1/2.

Rezultatele investigarii in vivo a activitatii antitumorale a formularilor pe baza de Carbon
Dots pe model animal cu tumori induse au demonstrat ca prezenta CD-NHF diminueaza progresia
cancerului mamar si metastazarea. Rezultatele obtinute demonstreaza ca nanostructura testata (CD-
NHF) poate interactiona in diferite scenarii moleculare cu diverse molecule cheie esentiale in
reducerea fenomenelor de invazivitate si metastazare. Datele experimentale obtinute Tn aceasta
etapa se regasesc in manuscrisul ,, NHF-derived Carbon Dots — Prevalidation Approach in Breast
Cancer Treatment” submis la revista ,,Cancer Research and Treatment” avand ,, Manuscript ID :
19970

CO coordonator si partener P1 au realizat studii prelimnare cu privire la obtinerea de noi
biocompozite sub forma de nanocapsule pe baza de PCL, LDHs, respectiv lipozomi in care au fost
incorporati Carbon Dots imidici de tipul NHF. Precursorii NHF, PCL, Fosfolipon 90G, LDHs si
biocompozitele au fost caracterizate prin XRD, FTIR, TEM si DLS. Toate aceste tehnici au
demonstrat formarea compusilor de tip nanocapsule, LDH si lipozomi, cu dimensiuni variabile ntre
20 si 1000 nm. De asemenea, in urma rezultatelor diferitelor tipuri de caracterizdri formularile de
lipozomii optimi au fost selectati pentru evaluarea in vitro de catre partenerul P2.

CO si P3 au realizat cu succes Stabilirea unui protocol pentru obtinerea de compozite
magnetice pe baza de carbon dots (CDs), cu eficacitate maxima.

Astfel, protocolul a permis obtinerea CDs cu un randament de aproape 100% printr-0
metoda foarte flexibild, susceptibila la modificari in ceea ce priveste : (i) compozitia finald a
produsului prin arderea simultana a diferitelor cocktail-uri de medicamente antitumorale, (ii)
magnetizatia de saturatie a compusului final prin utilizarea de nanoparticule magnetice cu
magnetizatie de saturatie mare, (c¢) dimensiunea nanocompozitului printr-un proces optimizat de
macinare in moara cu bile, etc.

Stabilirea unor solutii tehnice de separare, selectie dimensionala si obtinere in stare uscata
de CDs. S-a observat ca centrifugarea este cea mai potrivita metodd de separare si selectie
dimensionald, iar prin utilizarea unei noi metode sol-gel modificata, denumita metoda sol-gel cu
autoaprindere si racire brusca, CDs au fost sintetizati in stare uscata intr-o singura etapa.

Stabilirea unor solutii tehnice privind dispersia primara a masei de reactie si a impactului asupra
caracteristicilor fizico-chimice ale CDs.

Rezultatele au aratat ca prin mojarare si ultrasonare, masa de reactie poate fi dispersata cu
succes, urmand ca in etapa urmatoare a proiectului sa se evalueze si posibilitatea ca masa uscata de
reactic sd fie dispersata prin intermediul unei mori cu bile, procesul de macinare urmand a fi
optimizat in functie de numarul de bile utilizate, timpul de macinare, intensitatea macinarii, etc. De
asemenea, in urma dispersiei, sterilizarii si ultrasonarii masei de reactie, caracteristicile fizico-
chimice ale CDs au fost usor imbunatatite in ceea ce priveste potentialul zeta, dimensiunile si
indicele de polidispersitate.

Proiectarea, realizarea si testarea unui dispozitiv/statii pentru prepararea hidrotermald a CDs
imidici fluorescenti, utilizabili ca si platforme teranostice antitumorale.

Astfel, s-a proiectat si realizat un autoclav care a permis sinteza CDs intr-un regim de
temperaturi cuprins intre 180°C si 320°C, in conditii de presiune de maxim 3 kbar. CDs obtinuti au
fost testati din punct de vedere al proprietdtilor de fluorescentd de catre coordonatorul proiectului.
Cele mai bune caracteristici s-au obtinut pentru CDs sintetizati la 300°C.
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Diseminarea rezultatelor

Rezultatele obtinute in cadrul Etapei Il a proiectului au fost valorificate prin redactarea si

trimiterea spre publicare a 5 lucrari, nregistrarea la O.S.I.M. a doua propuneri de brevet de
inventie, respectiv prezentarea unor comunicari la manifestari stiintifice.
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Corneliu S. Stan, Adina Coroaba, Laura Ursu, Marius S. Secula, Bogdan Simionescu, Fe(lll)
doped Carbon Dots with intense green photoluminescence and dispersion medium dependent
emission, Nature-Scientific Reports, accepted, in press, dec. 2019.

Sorin Alexandru Ibanescu, Maricel Danu, Bogdana Simionescu, Constanta Ibanescu, Dynamic
rheological behavior of chitosan/collagen mixtures, Revista de Chimie, 2019
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Adrian Borhan, Dumitru Daniel Herea, Daniel Gherca, Cristina Stavila, Anca Emanuela Minuti,
Marian Grigoras, Camelia Mihaela Danceanu, Luminita Labusca, George Stoian, Gabriel
Ababei, Cornel Stan, Nicoleta Lupu, Horia Chiriac, Sol-gel synthesis of magnetic carbon
composite with antitumor properties, Angewandte Chemie, 2019.

Crina E. Tiron, Gabriel Luta, Mihail Butura, Florin Zugun-Eloae, Corneliu S. Stan, Adina
Coroaba, Elena L. Ursu, Gabriela D. Stanciu, Adrian Tiron, NHF-derived Carbon Dots —
Prevalidation Approach in Breast Cancer Treatment, Cancer Research and Treatment
Manuscript ID: 19970, 2019.

Maricel Danu, Angela Danila; Sorin-Alexandru Ibanescu; Carmen Zaharia; Emil loan Muresan;
Alina Popescu; Vlad Rotaru, Stability study and rheological behavior of oil/water lavender
emulsions with potential application in skin care products, Industrial Crops and Products

Propuneri brevet inventie inregistrate O.S.1.M.

A00747/15.11.2019. Corneliu S. Stan, Marius Secula, Adina Coroaba, Bogdan Simionescu,
Aerogel Fotoluminescent Higrosensibil pe Baza de Nanostructuri de Carbon

A00751/15.11.2019. Corneliu S. Stan, Marius Secula, Bogdan Simionescu, Hidrogel
Fluorescent pe Baza de Nanostructuri de Carbon pentru Protectia la Radiatii UV Solare
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Lucrari comunicate la manifestari stiintifice
Postere

The 2nd International Conference on Composite Materials Science and Technology

(ICCMST 2019)

1. Photoemissive Cryogels with Tunnable Porosity Obtained Through Embedding Carbon Dots in
Poly(2-hydroxyethylmethacrylate). Autori: Cornel S. Stan, lolanda Fustes-Damoc, Constanta
Ibanescu, Bogdan C. Simionescu

2. Photonic Conversion Mediums Based on Imide Derived Carbon Dots in Polymer Matrices.
Autori: lolanda Fustes-Damoc, Corneliu S. Stan, Bogdan C. Simionescu

3. Carbon dots in Liposomes New Approach in Cancer Therapy. Autori: Corina L. Savin,
Corneliu S. Stan, Crina E. Tiron, Dumitru-Daniel Herea, Bogdan C. Simionescu, Catalina A.
Peptu

4. Carbon Dots Embedded in A Carbomer Gel: A Novel Composite with Antitumoral Activity.
Autori: Corina Lenuta Savin, Catalina Anisoara Peptu, Corneliu Sergiu Stan, Constanta -
Ibanescu, Bogdan - Simionescu, Crina Elena Tiron

Conferinta Internagionaléd Anuala a Societ@sii Romane de Biochimie si Biologie

Moleculara (25-27 Septembrie lasi 2019)

1. Imide derived Carbon Dots — a new Promising Approch in Cancer Treatment. Autori: Gabriel
Luta, Crina Tiron, Corneliu S. Stan, Adrian Tiron, Catalina A. Peptu, Florin E. Zugun, Bogdan
C. Simionescu. Acest poster a obtinut diploma pentru cel mai bun poster.

2. Entrapment of N-Hydroxyphthalimide Carbon Dots in Different Topical Gel Formulations: New
Composites with Anticancer Activity. Autori: Mihail Butura, Corina-Lenuta Savin, Crina Tiron,
Eugen Carasevici, Corneliu S. Stan, Sorin Alexandru Ibanescu, Bogdan C. Simionescu, Adrian
Tiron, Catalina A. Peptu

Conferinta Internationald CONFER, organizata de Institutul Regional de Oncologie lasi

desfasurata la lagsi in perioada 21-23 Noiembrie 2019

1. Carbon Dots derivati din N-hidroxifalimida — studiu preclinic in cancerul mamar. Autori:
Gabriel Luta, Mihail Butura, Adrian Tiron, Florin E. Zugun, Corneliu S. Stan, Crina E.Tiron
(22.11.2019 Sesiune postere 1, Nr.21)

2. Tmbundatdrirea efectului antitumoral al nanostructurilor de carbon NHF (CD-NHF) incdrcate in
lipozomi. Autori: Mihail Butura,Catalina A. Peptu, Corina Savin, Corneliu S. Stan, Adrian
Tiron, Florin E. Zugun, Crina E.Tiron (22.11.2019 Sesiune postere 1, Nr. 5).

Prezentarea valorificarii/ imbunatatirii competentelor/ resurselor existente la nivelul
consortului (cecuri)

Partenerii P1, P2 si P3 au avut prevdzute sume pentru valorificarea competentelor in
domeniul lor de competenta. In acest sens, sumele au fost utilizate prin cecuri de tip A1, tindnd cont
de faptul ca toate institutiile din consortiu sunt din lasi. Au fost astfel realizate o serie de analize in
conformitate cu obiectivele proiectului si cu contractele incheiate intre institutiile implicate.
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