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(a) Rezumat

Activitatile specifice etapei 2018 specifice celor 3 proiecte componente, au fost Indeplinite in
totalitate. Astfel, In cadrul Pl au fost efectuate studii privind adaptarea experimentald a
precursorilor de sintezd Carbon Dots imidici, fiind testate proceduri de pre-conditionare (purificare
si recristalizare pentru asigurarea granulatiilor compatibile cu sistemul automat de dozare solide
utilizat in proces). Studiile privind activitatea antitumorald a Carbon Dots imidici s-au concentrat in
aceastd etapa pe tipurile provenite din procesarea termicd a precursorilor N-Hidroxiftalimida, N-
Hidroxisuccinimida. Studiile efectuate cu ajutorul unei noi configuratii experimentale au permis
decelarea fazelor de proces, optimizarea acestora cat si stabilirea parametrilor pentru fiecare etapa
in parte. In cadrul P2 experimentele efectuate pentru obtinerea unor geluri cu actiune anti-tumorald
pe baza de Carbon Dots imidici au condus la selectia urmatorilor polimeri: alginat de sodiu,
carboximetil celulozd, guanozind si acid poliacrilic reticulat. Proprietdtile biocompatibile,
mucoadezive si biodegradabile ale polimerilor selectati permit utilizarea in domeniul biomedical. in
cadrul ambelor proiecte au fost evaluate actiunile biologice pentru formulérile de Carbon Dots
imidici (P1) in culturi celulare 2D si 3D si respectiv a versiunii inclusd in gel (P2). A fost evaluat
domeniul de concentratii, intre efect toxic si respectiv impact minimum detectabil in mai multe linii
de celule umane nontumorale stabilindu-se o valoare de 50 ug/ml (5%) este corespunzatoare
interesului farmacologic, pentru Carbon Dots din NHF si NHS. A fost evaluat impactul asupra unor
linii de cancer cu caracteristici diverse biochimice lezionale si histologice (reprezentative pentru
neoplasme umane tinta extensiva de interes clinic si de cercetare : san, pulmonare, glioblastom,
colon etc). S-a constatat o afectare diferentiata, atat citotoxica cat si de profil de dezvoltare a
diverselor tumori in vitro. Gradul de proliferare, fractia de suicid apoptotic, cat si activitatea
metabolica (parametri importanti de agresivitate a cancerului) au fost modulate in proportii diferite,
aparent in legaturd cu profilul celular al cancerului. in cadrul proiectului P2 au fost concepute
sistemele de culturi celulare critice pentru evaluarea nanoformulatelor gelificate. in cadrul P3 s-au
stabilit in detaliu toate fazele de proces precum si cele suplimentare (pregatirea reactorului de
sintezd, evacuarea dispersiei de Carbon Dots, eliminarea inter-sarje a reziduurilor rezultate din
procesul pirolitic etc). A fost proiectatd instalatia la scard micro-pilot de obtinere Carbon Dots

imidici, a elementelor de automatizare si interfatare.



(b) Descriere stiintifica si tehnica

Proiect component: 1 (P1)

Activitate 1.1 - Studii privind adaptarea experimentald a precursorilor de sinteza la cerintele
specifice utilizarii in domeniul biomedical (purificare avansata, sterilizare etc.)

Procesul de obtinere a nanostructurilor de tip Carbon Dots imidici utilizabile ca platforme
teranostice anti-tumorale implicd utilizarea unor compusi organici imidici ( N-Hidroxiftalimida
NHF, N-Hidroxisuccinimida NHS, Succinimida SI, Maleimida MI, N-Hidroxinaftalimida NHN)
disponibili comercial. Pentru utilizarea acestora ca precursori de sinteza a Carbon Dots destinati
aplicatiilor biomedicale sunt necesare o serie de pre-conditionari (purificare si recristalizare pentru
asigurarea granulatiilor compatibile cu sistemul automat de dozare solide utilizat in proces. Toti
compusii imidici mentionati mai sus sunt disponibil comercial la un nivel de puritate de 98-99%.
NHF si NHN prezinta o solubilitate redusa in apa si se prezinta sub forma unor pulberi cu granulatie
uniformd. NHS, SI si MI sunt higroscopice si prin urmare au tendinta de aglomerare datorita
retentiei de apa, ceea ce creaza dificultdti la dozarea automata a precursorilor in micro-reactorul de
procesare pirolitica.

Activitate 1.2 - Prepararea Carbon Dots din precursori imidici (NHS, NHF, SI); caracterizare
fizico-chimica, optimizare structurald si optimizare parametri de sintezd;

Studiile privind activitatea antitumorald a Carbon Dots imidici s-au concentrat in aceasta
etapa pe tipurile provenite din procesarea termicd a precursorilor N-Hidroxiftalimida (NHF), N-
Hidroxisuccinimida (NHS) si Succinimida (SI). Utilizarea Carbon Dots imidici ca platforme
teranostice de investigare si tratament antitumoral implicd obtinerea acestora in conditii de
reproductibilitate ridicatd a procesului pirolitic, capabil sa produca nanostructuri de tip Carbon Dots
cu caracteristici fizico-chimice identice de la o sarja la alta. Procesul de descompunere termica a
precursorilor este discontinuu, fiind necesara conceperea unei configuratii experimentale care sa
permitd o buna reproductibilitate a proceselor implicate n obtinerea Carbon Dots imidici. Studiile
anterioare efectuate de catre membri ai colectivului de cercetare [1,2,3] au evidentiat atat
caracteristicile morfo-structurale pentru nanostructurile de tip Carbon Dots imidici proveniti din
procesarea pirolitica a precursorilor mentionati anterior cit si o abordare experimentala initiala
pentru prepararea acestora. Pentru utilizarea acestora in domeniul medical ca platforme teranostice
antitumorale este necesard utilizarea unei configuratii experimentale care sd permitd atat
reproductibilitatea ridicatd a caracterisiticilor morfo-structurale ale Carbon Dots de la o sarja la alta
cat si automatizarea procesului si asigurarea cerintelor de continut microbiologic specifice. Studiile
efectuate cu ajutorul acestei noi configuratii experimentale au permis decelarea fazelor de proces,

optimizarea acestora cat si stabilirea parametrilor pentru fiecare etapa in parte. Au fost evidentiate o
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serie de aspecte interesante privind stabilirea parametrilor de lucru. Configuratia experimentald
rezultatd Tn urma studiilor efectuate permite obtinerea de Carbon Dots imidici cu o
reproductibilitate ridicata de la o sarja la alta.

In Figura 1 este prezentati o imagine SEM a pulberii de
Carbon Dots obtinute dupa liofilizare, fiind confirmate
observatiile anterioare privind tendinta de aglomerare a
acestora. Dupa redispersarea acestora in apa, in vederea

utilizérii, se observa desfacerea agregatelor, obtinandu-se

o buna dispersie a acestora, solutia obtinutd avand un

aspect limpede. Pentru evitarea aglomerarii Carbon Dots o (
Fig. 1. Imagine SEM Carbon Dots

in solutia utilizata pentru investigare/tratament pregitite pentru redispersie si utilizare
antitumoral, concentratia trebuie pastrati in limitele 1-1,5 mg/mL H,O. in Figura 2 (a,b) sunt
prezentate spectrele de emisie fluorescentd inregistrate pentru Carbon Dots preparate din NHS,
respectiv NHF. Spectrele inregistrate evidentiaza dependenta peak-urilor de emisie de lungimea de
undd a radiatiei de excitare, aceasta fiind o caracteristicd tipicd a Carbon Dots. Proprietatile de
luminescentd ale Carbon Dots sunt in principal bazate pe relaxarile radiative ale stérilor excitate

aparute in/intre gruparile functionale localizate la suprafata acestora, caracteristicile dimensionale

avand o influentd limitatd sau un rol indirect n obtinerea proprietatilor de luminescenta.
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Fig. 2. Spectrele de emisie fluorescenta inregistrate pentru Carbon Dots preparate
din (a) NHS, (b) NHF
Pentru aplicatia vizatd sunt de interes valorile inregistrate pentru dispersiile in H,O. Studiile

experimentale preliminare au condus la obtinerea unei valori de 14,22% in cazul Carbon Dots
preparate din NHS, respectiv 27,8% pentru cele preparate din NHF. Studiile experimentale
efectuate 1n aceastd etapa au permis cresterea acestora la 20,06% 1n cazul Carbon Dots preparate din
NHS, respectiv 34,2% 1in cazul celor preparate din NHF. Cresterea randamentelor cuantice de

emisie a fost posibild atat prin optimizarea parametrilor procesului pirolitic cét si prin introducerea



in procesul de obtinere, a etapei de racire brusca a masei de reactie la sfarsitul etapei de piroliza. Cu
instalatia realizatd la scard de laborator a fost urmata procedura de preparare a Carbon Dots imidici
utilizati in activitatile de testare anti-tumorale, precursorii de sintezd purificati si conditionati
conform Activitdtii 1 au fost procesati pirolitic in instalatia de preparare Carbon Dots imidici.
Pentru fiecare testare au fost preparate cate 10 sarje, obtindndu-se in final cca. 10 g Carbon Dots
uscate, sarjele fiind amestecate pe loturi de cate 10. Fiecare lot de Carbon Dots preparate din NHS
sau NHF a fost analizat fizico-chimic cu ajutorul urméatoarelor tehnici de investigare: EDX, FT-IR,
SEM, Spectroscopie de Fluorescentd (steady state si PLQY absolut). Suplimentar au fost efectuate
analize XPS, Spectroscopie Raman si HR-TEM penntru obtinerea unor informatii aprofundate
legate de configuratia morfo-structurald necesare pentru desprinderea unor concluzii legate de
mecanismul de actiune anti-tumorald diferentiat in functie de tipul de Carbon Dots utilizate
(preparate din NHS si NHF).
Activitate 1.3 — Evaluarea in vitro pe liniile celulare selectate a emisiei fotoluminescente a
platformelor teranostice pe baza de Carbon Dots imidici in vederea stabilirii protocolului de
diagnostic

In prima etapa din cadrul acestei activitati de evaluare in vitro a emisiei fotoluminescente am
demarat seria de validari ale proprietitilor fotoluminiscente (activitate fluorocromica) — in paralel
cu madsurarea comportamentului principal vizat de grant, si anume, a actiunii citolitice. Am
constatat o importantd activitate citolitica (citoinhibitorie/citomodulatoare) diferentiatd pentru
formuldrile chimice ale acestei etape, si existenta unui potential de reporter molecular de tip
fluorocromic promitdtor (Figura 3). Pentru ambele nanoconjugate (NHF si rspectiv NHS) am
identificat performante utile, chiar daca la limita de detectie prin metodologii standard (microscopie
de fluorescentd conventionala — platforma microscopica Zeiss Observer Z1), si in raport cu dozele
citoinhibitorii utile biologic. Avem convingerea cd, in aceste conditii ar merita evaluatd proprietatea
de fotoactivare (intrinseca multor fluorocromi) ca obiectiv suplimentar (neprevazut) in propunerea
de grant. Putem sa formulam pentru partenerul coordonator sugestia de a optimiza sintezele pentru
variante derivate cu activitate fluorocromicd (fotoluminiscenta) de 3-5x mai intensd. Aditional
credem cd, in conditiile cuplajului la un vector molecular relevant (capabil sa asigure concentratie
spatiala locald mare) chiar si speciile moleculare testate in aceastd etapd ar putea practic fi
exploatate ca marcaj de fluorescentd. Detectarea CDots prin emisia nativa a fotoluminiscentei nu
este o caracteristica esentiald a efectelor biologice ale CDots intrucat ca orice substanta nu poate fi
introdusd in clinica in cantitate arbitrar si fara efecte adverse. De aceea, am considerat ca este mai
important sd ne axdm 1n aceastd faza (2018) pe investigarea efectelor antitumorale ale acestor tipuri

de nanostructuri in doze care sa aiba efecte adverse minime.
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Fig. 3. Efectul de fluorocrom intrinsec al nanconjugatului NHF in fasii spectrale distincte
(stanga: albastra-coresponenda fluorocromului standard DAPI; mijloc: verde — culoare tipic
alocata pentru FITC, si respectiv dreapta rosu — tipic pentru fluorocromii inruditi cu compusul
TexasRED) este proportional cu cresterea concentratiei de nanoconjugat in supernatantul de
culturd, pe termen scurt (20-minute incubare). Fotogafii preluate dupa spéalarea
supernantantului in microscopie de fluorescentd; x10, Zeiss Observer Z1.

Evidentierea prezentei CDots in vivo in diferite organe va fi posbila si prin complexarea CDots cu

diferiti compusi cu Gadoliniu. Parametrul biologic in vederea stabilirii protocolului de diagnostic
masurat ca indicator de efect biologic al CDots (NHF si NHS) a fost viabilitatea celulara pe
multiple linii reprezentative umane normale si tumorale precum si o linie murind mamara
corespondentd cu linie mamara tumorald umand, in vederea perspectivei de testare a efectelor
antitumorale pe model animal (Tabel 1). Viabilitatea celulara a fost masurata prin 2 metode: MTT
(masurare prin absorbantd) si Promega (masurare prin fluorescentd). MTT este un indicator de

nivel de activitate metabolica celulard; cel de-al doilea test evalueaza capacitatea celulelor vii de a



converti de la forma nefluorescenta (resazurin) la forma fluorescenta (resorufin) un indicator redox,

capacitate care este pierdutd in cazul celulelor moarte.

Tabel 1.Efectul C-Dots cu NHF si NHF in diferite tipuri celulare

Tip de celule Tip de C-Dots
NHF NHS

MDA-MB231 (Human breast adenocarcinoma) ++ +
A549 (Lung carcinoma) Ep= +
A375 (Human malignant melanoma) i -
RPMI8226 (Plasmacytoma; Myeloma) ++ -
HT29 (Colorectal adenocarcinoma) - ++
4T1 (Mouse breast cancer) - ++
L363 (Human malignant melanoma) - ++
U87 (Glioblastoma astrocytoma - human brain) - -
HMLE (Human mammary epithelial cells) - -

Scorizarea cu ++, + si - reprezinta: ++p < 0.005, +p < 0.05, - fara efect

Conditiile de testare au respectat protocolul standard - culturi celulare aderente si in suspensie, in
faza de proliferare logaritmica initiate la 2000 celule per godeu in placi de 96 godeuri utilizdnd
medii de cultura specifice fiecarei linii celulare; au fost coincubate pentru 72 ore cu doze diferite de
CDots in spectrul biologic relevant de concentratii. Observatiile microscopice intercurente pe
culturile testate au sugerat ca impactul maxim de eficientd nu este in primele ore de coincubare, ci
devine vizibil citologic dupa 48 ore de la administrarea CDots. Avand in vedere atat selectia curenta
de linii celulare reprezentative dar si utilizarea a doud metode complementare de viabilitate in
evaluarea noastra prezentam datele de masurare scorizate (Tabel 1). Parcurgerea tabelului ne indica
in primul rand diferente de sensibilitate intre diversele tipuri de linii celulare sub actiunea celor
doud tipuri de CDots (NHF si NHS), ceea ce sugereazd structuralitate de interactie biologica
distincta (realitate foarte promititoare pentru dezvoltarea cercetarii acestor structuri). In al doilea
rand constatdm diferente de impact intre cele 2 formulari chimice de CDots. in ansamblu,
consideram ca efectele CDots sunt realizate prin mecanisme biochimice multiple si diferite
reprezentate in mod diferentiat in variate tipuri diagnostice de malignitate. Astfel, pentru fiecare
linie celulard in parte am madsurat si comparat semnalele de absorbantd/ fluorescentd pentru
metaboliti standardizati ca indicator bona fide a viabilitdtii la cele doud conditii: populatia de celule
supuse doar solventului (PBS) versus expuse concentratiei nominale de nano compus CDot. in
concluzie, prin rezultatele obtinute am indeplinit toti indicatorii acestei etape si avem toate
argumentele pentru a aprofunda acest plan de cercetare in configuratia propusa initial, trecand la

urmadtoarele faze de investigare a potentialului de interactiuni biologice ale CDots.



Proiect component: 2 (P2)

Activitate 1.4 - Selectia materialelor polimerice mucoadezive (polizaharide si/sau polimeri
sintetici) si a metodelor de preparare pentru obtinerea de bio-compozite de tip gel ce includ
Carbon Dots imidici

Hidrogelurile bazate pe polimerii naturali si sintetici reprezintd un domeniu de mare interes
pentru o gama largd de aplicatii biomedicale, de la livrarea de medicamente pand la ingineria
tisulard, datoritd proprietatilor hidrofile si potentialul acestora de a fi biocompatibile. Cu toate
acestea, astfel de geluri sunt adesea fragile, opace si lipsite de capacitatea de auto-vindecare,
limitandu-se astfel foarte mult aplicarea lor in diverse domenii biomedicale. In cadrul acestei
activitati s-a urmarit tatonarea unei game variate de polimeri naturali (polizaharide) in vederea
obtinerii de bio-compozite de tip gel. Lucrand cu organismul uman, selectia polimerilor s-a realizat
avand 1n vedere necesitatea de fi indeplinite anumite constrangeri, printre care biocompatibilitatea,
lipsa de toxicitate, biodegradabilitatea acestea fiind esentiale. Acesta este motivul pentru care s-a
optat pentru urmatoarele tipuri de polimeri naturali : chitosan, alginat de sodiu, carboximetil
celuloza, xantan, gelan, caragenan, guanozina. Pentru a Tmbunatiti biocompatibilitatea cat si
proprietatile gelurilor si capacitatea sa de retinere a apei, o parte dintre acestea au fost realizate prin
combinarea polimerilor naturali cu un polimer sintetic biocompatibil, respectiv un acid poliacrilic
reticulat (numit si Carbomer Ultrez 10) utilizat frecvent ca si agent de stabilizare in diverse aplicatii
precum industria farmaceutica si cea cosmetica. De asemenea, hidrogelurile supramoleculare sunt o
clasd noud de materiale reticulate necovalent, reprezentand o imbinare perfecta a avantajelor date de
hidrogelurile sintetice si polimerii supramoleculari. in continuare in urma experimentelor
preliminare de obtinere a gelurilor au fost selectati urmdtorii polimeri: alginat de sodiu,
carboximetil celuloza, guanozina §i acid poliacrilic reticulat. Proprietatile biocompatibile,
mucoadezive si biodegradabile ale polimerilor enumerati anterior recomanda materialele bazate pe
acestea pentru utilizarea in domeniul biomedical, in special in domeniul furnizarii intracelulare a
unor molecule de medicament.

Activitate 1.5 - Obtinerea de biocompozite sub forma de geluri, caracterizarea morfo-structurald,
emisie luminescentd si optimizarea parametrilor de preparare

Au fost preparate o serie de geluri cu diferite concentratii avind la baza alginat de sodiu (AS)
sau carboximetil celuloza (CMC) si Carbomer Ultrez 10. Toate gelurile preparate au prezentat
proprietati de gel, fiind foarte vascoase, respectiv acestea prezentdnd o culoare opalescentd in cazul
utilizarii Carbomer, galbuie in cazul utilizarii AS si transparente in cazul gelurilor CMC, BDBA-
K, BDBA-Ba, BDBA-Mg (Figura 4). in urma testirii proprietitilor reologice ale materialelor
obtinute cele mai bune formulari au rezultat a fi Carb-F2, AS-F5, CMC-F3 si BDBA-Mg, acestea
fiind luate in considerare pentru incarcarea cu Carbon Dots preparate din N-Hidroxiftalimida
obtinuti conform protocolului raportat de Stan si colab. Structura chimicd a gelurilor a fost

evidentiata prin metoda spectrald, respectiv prin spectroscopie Raman.



Fig. 4. Probe geluri Carb-F2, AS-F5, CMC-
F3, BDBA-K, BDBA-Ba, BDBA-Mg
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In spectre au fost regasite benzile de absorbtie specifice polimerilor Carb, AS, CMC, BDBA-

Mg precum si benzi noi atribuite prezentei CDots si a noilor legaturi formate cu polimerii
constituenti ai gelurilor. Compozitia chimica a gelurilor a fost analizata si prin intermediul analizei
EDX (Tabelul 3). in cazul formularii AS-F6 sunt de remarcat diferentele dintre raportul atomilor de
carbon si cei de oxigen, azot respectiv sodiu comparativ cu CMC-F6. Acest fapt se datoreaza
diferentelor structurale ale polimerilor utilizati pentru prepararea gelurilor.

Tab. 3. Concentratiile C, N, O inregistrate pentru probele AS-F6 si CMC-F6

Element AS-Fé6 CMC-F6
Wt% At% Wt% At%
CK 51,27 58,98 55,81 62,94
NK 01,60 01,58 01,66 01,61
OK 42,33 36,56 40,37 34,18
NaK 04,79 02,88 02,16 01,27

Proprietatile viscoelastice ale gelurilor preparate au fost evaluate in triplicat. Comportamentul
mecanic al gelurilor a fost studiat utilizand masuratori oscilante (amplitudinea, respectiv frecventa).
Temperatura a fost stabilita la 25° C in toate cazurile. Toate formulirile analizate au prezentat
caracteristici reologice de gel. Rezultatele obtinute au evidentiat faptul cd ambele module dinamice
sunt constante cu un G’ (modul de stocare) mai mare decidt G” (modul de pierdere) pe intregul
domeniu de deformatie de 0,01 ~ 100% (figura 5), asadar putem concluziona céa gelurile prezinta

un comportament de tip solid.
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Fig. 5. Baleiaj de amplitudine pentru (a) AS-F5 ; AS-F6 si (b) CMC-F3 ; CMC-F6
De asemenea, rezultatele inregistrate au evidentiat faptul cd CDots au o influentd

semnificativa asupra parametrilor reologici indicand valori mai mici ale modulului dinamic (figura
5 a si b) si ale limitelor domeniului viscoelastic liniar. in cazul gelurilor AS-F6, prezenta CDots
induce o usoard crestere a modulelor dinamice care indicd o rigiditate a structurii gelului,
comparativ cu gelurile Carb-F4 si CMC-F6, unde efectul CDots a rezultat a fi exact opus. Testele de
baleaj de frecventa accentueaza raspunsul elastic al hidrogelurilor BDBA, care este usor dependent
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de frecventa pe intreg domeniul 0,05 + 500 1/s. S-a constatat ca hidrogelurile BDBA-Mg sunt mai
rigide decat BDBA-K, deoarece Mg" * este un reticulant eficient care imbunititeste in mod
semnificativ structura hidrogelului. Caracterul Mg+2 ca si reticulant este evidentiat prin valorile
ridicate ale modulelor (G'si G") pentru hidrogelurile BDBA-Mg. Testele de baleiaj de amplitudine
au permis determinarea limitelor domeniului vascoelastic liniar pentru geluri. Putem afirma ca
aceste valori nu sunt afectate de prezenta CDots respectiv formularile pe baza de Carb si CMC
poseda o structurd mai flexibild comparativ cu cele pe baza de AS (YLVE (CMC)> yLVE(Carb) >
YyLVE (AS)). Figura 6 prezintd testele de baleiaj de frecventa, aceasta permite evidentierea
comportamentului elastic al gelurilor. Prezenta legaturii de hidrogen este clar evidentiata de

dependenta de frecventa a modulelor pe intreaga gama de 0,05 + 500 1/s (figura 6).
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Fig. 6. Baleiaj de frecventa pentru (a) AS-F5 ; AS-F6 si (b) CMC-F3 ; CMC-F6

Figura 7 prezinta fotografiile in ceea ce priveste formularile incarcate cu CDots si anume Carb-
F4, AS-F6, respectiv CMC-F6 excitate in UV la lungimea de unda 365 nm. In urma acestor imagini
s-a observat vizual faptul cd formularea CMC-F4 a prezentate o emisie mult mai puternica

comparativ cu formularile Carb-F4 si AS-F6.

Fig. 7. Imagini cu privire la gelurile pe
baza de Carb, AS, respectiv CMC, (a)
fara si (b) cu Carbon Dots excitate in

uv

(b)

Detaliile furnizate de spectroscopia de fluorescentd completeaza si valideaza rezultatele obtinute la

investigarile morfo-structurale prezentate anterior. Pentru obtinerea spectrelor de emisie, probele de
bio-compozite polimerice preparate sub formd de geluri incarcate cu CDots, au fost analizate
utilizdndu-se adaptorul de analizd in fazd solida a spectrofluorometrului Horiba Fluoromax 4P.
Figurile 8, 9 prezinta spectrele de emisie Inregistrate la diferite lungimi de unda de excitatie pentru
Carb-F4, AS-F6, respectiv CMC-F6. Peak-urile de emisie se situeaza in intervalul 438 — 371 nm
(Carb-F4), cel mai intens fiind localizat la 371 nm; 430 — 390 nm (AS-F6) cel mai intens fiind

localizat la 390 nm, respectiv 385 — 422 nm (CMC-F6), cel mai intens fiind localizat la 385 nm
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(excitare 330 nm). Deviatia Stockes este de aproximativ 75 nm. In cazul gelurilor incarcate cu
CDots s-a constatat o usoard sciddere a emisiei fotoluminescente comparativ cu suspensia

neincarcata.

Excitation  Emission
(nm) peak(nm) 800000 Excitation Emission
(m)  peak(nm)
~———330 390
340 419
——350 421
——360 424
—370

600000 —330 371

340 433 4
——350 438

——360 439 4
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(nm;

400000 o

ity

400000
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Fig. 8. Spectrele de emisie Inregistrate in intervalul de excitare 350-450 nm
R pentru probele (a) Carb-F4 si (b) AS-F6
In concluzie, s-au preparat geluri bazate pe
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100000 -

diferitilor cationi, in care au fost Incorporate

[

460 560 660
carbon dots-uri. Biocompozitele preparate sub ) favelengnom). ) R
Fig. 9. Spectrele de emisie inregistrate n

forma de geluri au fost caracterizate prin diferite  intervalul de excitare 350450 nm pentru

tehnici de analiza precum spectroscopie Raman, proba CMC-F6

spectroscopie de fluorescentd, analiza EDX, teste reologice. Gelurile analizate au prezentat
proprietati si stabilitati diferite in timp, dintre care Carb-F4, AS-F6, CMC-F6, respectiv BDBA-K-
CDSNHEF s-au dovedit a fi cele mai durabile din acest punct de vedere. Rezultatele obtinute pentru
testele de baleiaj de amplitudine permit afirmatia ca valorile domeniului vascoelastic liniar nu au
fost afectate de prezenta CDots, respectiv formularile Carb-F4 si CMC-F6 poseda o structurd mai
flexibila comparativ cu cele AS-F6. De asemenea, in cazul hidrogelurilor BDBA in urma testelor
reologice s-a determinat influenta cationilor K, Mg" : si a CDots asupra comportamentului reologic
al acestora. S-a observat ca hidrogelurile BDBA-Mg sunt mai rigide decat BDBA-K, care prezinta o
structurd mult mai flexibila si stabili. in urma analizei de spectroscopie de fluorescenti realizata
pentru gelurilor incarcate cu CDots s-a constatat o usoara scadere a emisiei de luminad albastra
comparativ cu suspensia de carbon dots.

Activitate 1.6 - Evaluarea in vitro pe linii celulare selectate a emisiei luminescente a platformelor
teranostice pe bazd de C. Dots imidici in vederea stabilirii protocolului de diagnostic
Comportamentul in gel al acestor nanoparticule ar putea sa fie interesant pentru aplicatii topice
umane. Din gama de geluri chimiocompatibile am testat formularile bazate pe geluri de K

(cunoscute cu o toxicitate usor mai ridicatd) si acelea cu Mg, furnizate de partenerul Institutul de
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Chimie MacroMoleculara Petru Poni, aditional fatd de o formulare de gel comercial, deja
optimizata pentru alte aplicatii. Am testat gelurile in procotolul de sinteza curent al partenerului
mentionat (Figura 10) pe 2 linii agresive murine de cancer mamar (4T1, diagrama din stanga) si
respectiv. melanom murin (B16, diagrama din dreapta) in culturi 2D. Evaluarea viabilitatii a fost
facuti la 72 de ore. In raport cu viabiliatea culturii de control (coloanele negre de lingi axe)
constatdm ca gelul in sine produce efecte toxice, cu mult mai semnificative in cazul formularii pe
bazd de K, toxicitate care augmenteaza contributia creata de particulele de tip NHF (5% pentru
fiecare dintre situatii). Prin urmare concluzia noastra la aceasta etapa ar fi aceea ca atat structura cat
si alte aspecte tinand de formularea ambelor categorii de geluri necesitd optimizare semnificativa
pentru o eventuala utilizare n sens oncologic. Imaginile din figura 10 cuprind masuratorile in
fluorescenta a viabilitatii (Cell Titer-Blue Cell Viability Assay, Promega) care indica afectare

semnificativa a liniei de melanom uman A375 (rezultat concordant cu evaluarea in 2D).

A. B.
4T1 - Cancer mamar murin B16F10 - Melanom murin
Viabilitate Viabilitate
20000000 80000000
18000000 - 70000000
16000000 - = 0000000
14000000
50000000
12000000 -{
10000000 40000000
8000000 30000000
6000000 -{ 20000000
4000000
2000000 - 10000000
T K KNHF Mg Mg-NHF o K KNHF Mg Mg-NHF

Fig. 10. Efectele gelurilor K si Mg asupra viabilitatii celulare in cancerul mamar murin
(4T1 — fig. A.) si iIn melanomul murin (B16F10 — fig. B. cancer de picle)

Figura 11 indica imaginile morfologice de culturd 3D corespondente care releva un impact
detrimental semnificativ in conditiile culturii in gel in urmatorul construct experimental. Imaginea
11a reprezinta cultura 3D de control in matrigel, figura 11b - cultura 3D in matrigel cu administrare
de NHF 5% 1in supernatantul de cultura, iar figura 11c - 3D in matrigel cu administrare 5% NHF
inglobat in gel comercial. Linia celulara a acestei evaluari a fost A375 (melanom uman).

Impactul includerii in gel (comercial) a nanoparticulelor de tip NHF ne relevd o potentare a

activitatilor toxice peste nivelul asigurat in cazul administrarii in solutie.

A373 Control 3 T TUT AST3NHFS%insuspendon e A373_NHF5%in gel : }
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Fig. 11. Efectele gelurilor cu NHF 5% 1n melanomul uman (A375),
conditii de cultura diferite
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Astfel atat viabilitatea (Cell Titer-Blue Cell Viability Assay, Promega) cat si activitatea
mitocondriala (evaluare in fluorescenta folosind MitoTracker Red, Molecular Probe) sunt diminuate

mult mai intens — diagramele descriind liniile MDA-MB231 si 4T1.

Viabilitate Activivitate mitocondriala

45000000 45000000

40000000 40000000

& 350000004 35000000
3 g

8 30000000 c 30000000
g g

S 25000000 $ 25000000
9 o

T 200000001 S 20000000
[

150000004 @ 15000000

r
100000004 10000000
50000001 5000000 Gel_NHF
0 0
MDA-MB231 4mn MDA-MB231 4m

Fig. 12. Efectul NHF 5% inclus in gel comercial asupra liniillor MDA-MB231 si 4T1 in
evaluare de viabilitate (stdnga) si de activitate mitocondriala (dreapta).

Magnitudinea de semnal de fluorescentd in cultura in acest gel comercial (cu NHF) este diferita
intre cele 2 linii, chiar la cultura de control, deoarece aceste linii chiar au caracteristici biologice
diferite. Explorarea in fluorescenta a indicat rezultate similare.

In concluzie constatim ci identitatea tipului de gel folosit este intr-adevar importanta in ceea
ce priveste caracteristicile de culturd sub influenta carbondots-urilor si protocolul de evaluare folosit
de noi asigurd sensibilitate de detectie a contributiei fiecarui ingredient implicat.

Proiect component: 3 (P3)

Activitate 1.7 - Identificarea etapelor de sinteza a CDots imidici si stabilirea parametrilor de lucru
Conceptul instalatiei realizat experimental la scard de laborator in cadrul Proiectului I a constuit
baza de studiu pentru proiectul 3 si ulterior realizarea la nivel de micropilot a sistemului de obtinere
a Carbon Dots imidici utilizabili in aplicatii medicale. Procesul de obtinere Carbon Dots fiind unul
discontinuu, a necesitat decelarea tuturor fazelor de lucru, a parametrilor specifici fiecarei etape in
parte si optimizarea acestora. De asemenea studiile au vizat, alegerea unor variante care sd poata
oferi baza automatizarii procesului. Este de mentionat faptul ca datoritd domeniului tintd de aplicatii
este necesara mentinerea in limite stranse a configuratiei fizico-chimice a Carbon Dots produsi la
fiecare sarjd in parte. Aceste cerinte pot fi satisfacute prin stabilirea detaliatd a tututor fazelor
procesului pirolitic, a celor suplimentare (pregitirea reactorului de sinteza, evacuarea dispersiei de
Carbon Dots dupa finalizarea procesului, eliminarea inter-sarje a reziduurilor rezultate din procesul
pirolitic etc). Configuratia experimentala presupune pe langd micro-reactorul de sinteza, sisteme de
control temperatura, debit, dozare lichide si pulberi, sisteme de centrifugare si uscare la vid.
Activitate 1.8 - Configurarea unui minireactor de procesare pirolitica a precursorilor imidici,
identificarea solutiilor tehnice de control a parametrilor de process

Solutia tehnica la care s-a ajuns in urma evaluarilor experimentale presupune utilizarea unui cuve de

reactie confectionatd din cuartz sau material ceramic datoritd atat temperaturilor ridicate la care se
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desfasoara secventa principald a procesului pirolitic cat si etapei de racire brusca a masei de reactie
care presupune rezistenta cuvei la socuri termice repetate. Cuva de reactie este dotatd cu o serie de
elemente de injectie/evacuare lichide. Mantaua micro-reactorului permite obtinerea temperaturilor
necesare fiecarei etape. Eliminarea reziduurilor dupa fiecare sarja/curatarea minireactorului se
realizeazd atit prin introducerea/evacuarea unor solventi, procesul fiind asistat ultrasonic.
Evacuarea dispersiei de Carbon Dots, eliminarea reziduurilor se realizeazd cu micropompe
controlate digital. Introducerea/dozarea diverselor lichide pe parcursul procesului este realizata cu
ajutorul unor micro-electrovalve controlate digital. Toate sistemele si dispozitivele vor fi controlate
si interfatate cu un calculator dotat cu un software particularizat.

(c) Diseminarea rezultatelor

Rezultatele obtinute in cadrul Etapei I a proiectului au fost valorificate prin redactarea si trimiterea
spre publicare a doud lucrari, inregistrarea la O.S.I.LM. a unui propuneri de brevet de inventie,
respectiv prezentarea unei comunicari orale la manifestari stiintifice.

Lucrari ISI trimise spre publicare

1. Corina Savin, Catalina A. Peptu*, Corneliu S. Stan, Crina Tiron, Bogdan C. Simionescu, Maricel Danu, Carbon dots
in carbomer gel - New composite with antitumoral activity, Pharmacological Reports.

2. Crina Tiron, Corneliu S. Stan*, Adrian Tiron*, Catalina A. Peptu, Florin E. Zugun, Bogdan C. Simionescu, Imide
derived Carbon Dots — A New Promissing Approach in Cancer Treatment, Journal of Pharmaceutical Sciences.
Propuneri brevet inventie inregistrate O.S.1.M.

Corneliu S. Stan, Petronela Horlescu, Bogdan C. Simionescu, Catélina A. Peptu, Sorin Ibanescu,

Compusi Coordinativi ai GA(IIT) si Mn(II) Utilizabili ca Precursori de Obtinere a Nanostructurilor de Tip ,,Carbon
Dots”, A/00704/21.09.2018.

Lucrari comunicate la manifestari stiintifice

Adina Coroaba, Gabriela Pricope, Bogdan Craciun, Anca E. Chiriac, Mariana Pinteald, "Non-invasive techniques for
the investigation of dermatological diseases", First Balkan Conference on Medical Mycology and Mycotoxicology, -

Balkan Fungus 2018, September 13-15, 2018, Timisoara, Romania
(d) Prezentarea structurii ofertei de servicii de cercetare si tehnologice cu indicarea link-ului
din platforma Erris

Unul din obiectivele proiectului a fost diversificarea ofertei de servicii specializate de CDI
oferite atat universititilor si institutelor de cercetare cat si industriei si mediului economic. In acest
sens, luand in calcul bugetul alocat pentru prima etapa de derulare a proiectului, toti partenerii din
consortiu au achizitionat echipamente necesare derularii in bune conditii a activitatilor proiectului.
Astfel, institutia coordonatoare a achizitionat o centrifuga de laborator cu turatie ridicata (15000
rpm) Hermle Labortechnick Z446 precum si o sferd de integrare tip Quanta FI necesara determinarii

randamentelor cuantice de emisie absolute si a parametrilor cromatici, un accesoriu important al
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spectrometrului de fluorescentd Horiba Jobin Yvon Fluoromax 4P existent in dotarea colectivului.
Partenerul Pl a imbunatatit infrastructura colectivului prin achizitia unor calculatoare, a unei
balante analitice si a unui agitator mecanic. Partenerul P2 a achizitionat un modul de pretratare a
probelor biologice, iar Partenerul P3 a achizitionat un incubator cu CO,. Toate aceste echipamente

au fost introduse in platforma ERRIS pe paginile corespunzatoare fiecarei institutii :

https://erris.gov.ro/Centrul-de-Cercetare-POLIMER
https://erris.gov.ro/ICMPP
https://erris.gov.ro/INSTITUTUL-REGIONAL-DE-ONCOL
https://erris.gov.ro/INSTITUTUL-NATIONAL-DE-CERCE-31

(e) Locuri de munca sustinute prin program, inclusiv resursa umana nou angajata

Derularea proiectului a permis angajarea cu norma intreagad a unui numar de 9 noi cercetatori care
lucreaza cu norma intreagd in cadrul proiectului dintre care 3 cercetatori au fost nominalizati in
echipa proiectului din faza de propunere, iar 6 cercetdtori au ocupat pozitiile vacante prevazute in
contractul de cercetare. Alti 2 cercetdtori vor ocupa pozitiile vacante prevazute de partenerul P1
incepand cu luna ianuarie 2019.

(f) Prezentarea valorificirii/ imbunéatatirii competentelor/ resurselor existente la nivelul
consortului (cecuri)

Partenerii P1, P2 si P3 au avut prevazute sume pentru valorificarea competentelor in domeniul lor
de activitate. In acest sens, sumele au fost utilizate prin cecuri de tip Al, tinand 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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