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Rezumat

In cadrul proiectului au fost preparate nanostructuri miez-invelis de tip Fe3Os@SiO2@Au si
respectiv. CoFe:04@SiO.@Au. Au fost analizate structurile cristaline, forma si distributia
dimensiunilor nanoparticulelor precum si proprietatile magnetice si optice ale acestora. Ca urmare a
acoperirii miezurile magnetice cu un invelis de SiO. si apoi aur s-au diminuat interactiunile
magnetice/dipolare dintre nanoparticule si astfel a rezultat o ,,ecranare” magnetica. Au fost evaluate
capacitatile de amplificare a spectrelor Raman ale nanostructurilor, folosind drept analit molecule de
Rodamina. Gradul de amplificare a fost de 40-50. Nanostructurile elaborate au fost functionalizate cu
aptameri anti-CD117 conjugati cu fluoforul Cy3, pentru a investiga capacitatea acestora de a se lega
de celulele care exprima proteinele, pe suprafata lor. Folosind metoda SERS au fost analizati
exozomii obtinuti din diferite fluide in vederea dezvoltarii unei metode rapide de diagnosticare a
cancerului. Folosind tehnica de analiza SERS s-a studiat gradul de metilare al ADN-ului provenit de
la celulele unor pacienti cu leucemie acuta si respectiv tranzitorie, precum si pacienti cu recidiva SNC
si respectiv in remisie. Rezultatele cercetarilor stiintifice efectuate in cadrul proiectului au fost
publicate (sau acceptate spre publicare) in 19 lucriri in reviste cotate international (IST) cu factori de
impact importanti, 6 lucrari au fost prezentate la conferinte internationale iar alte doua la conferinte
nationale.

Plan de realizare pentru anul 2021, etapa a 4-a:

Izolarea magnetica a Tex, detectia i cuantificarea conginutului de exozomi in

probele de ser. Activitati prevazute:

Act. 4.1 Achizitionarea dispozitivelor, chimicalelor si a altor obiecte de laborator incluzind
consumabile.

Act. 4.2 Sinteza nanoparticulelor multifunctionale hibride avand proprietiti dorite in vederea
testarii lor in practica clinica.

Act. 4.3 Prepararea probelor de ser pentru izolarea si detectia Tex.

Act. 4.4 Incubarea nanoparticulelor multifuntionale cu amestecuri de exozoni CD117 pozitiv
si CD117 negativ si cuantificarea capabilitatii senzoristice.

Act. 4.5 Incubarea nanoparticulelor multifunctionale cu probe de ser de la pacientii AML si
validarea conceptului in context clinic.

Act. 4.6 Metode statistice multivariate

Act. 4.7 Activitati pentru obtinere, validare si protejarea drepturilor de proprietate
intelectuala si industriala.

Act. 4.8 Diseminarea si alte activititi privind vizibilitateaAct.

Act. 4.9 Achizitia serviciilor de auditAct.

Act. 4.10 Raportarea



Act. 4.1 Achizitionarea dispozitivelor, chimicalelor si a altor obiecte de laborator
incluzind consumabile

Pe parcursul anului 2021 au fost achizitionate chimicalele, obiectele de laborator precum si
consumabilele necesare realizarii fazei a 4-a a proiectului.

Act. 4.2 Sinteza nanoparticulelor multifunctionale hibride avand proprietati dorite in
vederea testarii lor in practica clinica.

In cadrul acestei faze au fost sintetizate si caracterizate proprietatile fizice a doua serii de
nanostructuri  magneto-plasmonice de tip core-shell, Fe3:0s@SiO2@Au si  respectiv
CoFe,04@SiO@Au, formate din nanoparticule magnetice (core), acoperite la suprafata cu un strat
de oxid de siliciu (strat intermediar) si respectiv nanoparticule de aur (shell). Nanostructurile au fost
analizate prin microscopie electronica in transmisie (TEM), masuratori magnetice, difractie de raze
X si analiza vibrationala Raman. Un obiectiv important |-a constituit obtinerea unor sisteme ,,izolate”
magnetic in care interactiunile magnetice/dipolare dintre particulele constituente sa fie diminuate
considerabil.

4.2.1 Nanostructuri de tip FesO4s@SiO2@Au si CoFe204@SiO2@Au

Nanoparticulele (NPs) magnetice de Fe3O4, CoFe20s au fost obtinute prin procedeul
hidrotermal, prezentat in fazele anterioare ale proiectului. La suprafata nanoparticulelor de FezOa si
respectiv CoFe204 s-a depus un strat de SiO> iar ulterior au fost crescute nanoparticule de aur pe
suprafata oxidului de siliciu. Figura 4.2.1 prezinta imaginile TEM a nanostructurilor astfel obtinute,
evidentiind omogenitatea decorarii cu aur atat a nanostructurilor de tip Fe3O4s@SiO>@Au precum si
CoFe0,@SiO,@Awu.

Figura 4.2.1: Nanostructuri magnetice avand un miez magnetic de Fe304(a) si CoFe;Oua(b) cu invelis de oxid de
siliciu, decorate cu aur

Nanoparticule au o forma cvasi-sferica, o polidispersivitate scazutd, avand diametre medii
cuprinse intre 10 si 35 nm in cazul sistemului pe baza de Fe3Os si ceva mai mari in cazul
nanostructurilor de tip CoFe20:@SiO2@Au- Figura 4.2.1.

Spectrele de difractie de raze X evidentiaza prezenta unei singure faze. In prima serie,
parametrii de retea determinati sunt aproape identici cu cei ai magnetitei-Fig.4.2.2a. Structura
cristalind a fost confirmata si prin masuratori vibrationale Raman-Fig4.4.2b. Prezenta benzilor
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vibrationale, caracteristice FesOs, sunt o confirmare suplimentara a faptului ca metodele de sinteza
dezvoltate in cadrul proiectului permit obtinerea unor nanostructuri de dimensiuni si forme

controlabile.
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Figura 4.2.2 : Difractogramele de
raze X obtinute pe nanoparticulele de
Fes04 sintetizate, pecum si spectrul
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Spectrele de raze X ale nanocompozitelor CoFe,0.@SiO.@Au. evidentiazd prezenta
nanoparticulelor de CoFe204 precum si ale celor de aur. Dimensiunile cristalitelor sunt in jur de 20
nm pentru CoFe>04 si respectiv 15-19 nm pentru cele din aur. Miezul magnetic are o structura
cristalina cubica, de tip Fd3m. Constantele de retea (a=0.8374-0.8379 nm) sunt apropiate de cele ale
feritei de cobalt, in stare masiva si depind putin de compozitia nanostructurii. Aurul cristalizeaza intr-
o retea cubici avand grupul spatial Fm3m, parametrul de retea fiind a=0.4074(1) nm. SiO- se afl in
stare amorfa. Prezenta acestuia poate fi evidentiatd prin linia largd de la unghiuri de difractii mici, 26,
situate intre 15°gi 28°.

Masuratorile magnetice au fost efectuate la 4K si respectiv 300K, in campuri externe de pana
la 7 T- Fig. 4.2.3. Magnetizarile la saturatie ale nanocompozitelor FesO4@SiO2@Au. corespund cu
cele ale continutului de magnetita din proba. Campurile coercitive ale nanoparticulelor, la
temperatura mediului ambiant, sunt in jur de uoH=0.013 T- Fig. 4.2.3b.

Analiza comportarii magnetice

A ( N B e a nanostructurilor de tip
; i § ol ] Fes0,@SiO.@Au si respectiv
] /‘ | L CoFe,04@Si0.@Au  a  permis
ol SRRV 54 [ PSP () | determinarea interactiunilor  dintre

A particule si astfel a gradului de

“izolare” magnetica a acestora, rezultat
al formarii structurilor de tip core-shell.
Referindu-ne la izotermele de
magnetizare ale nanostructurilor de tip
CoFe204@SiO2@AuU, magnetizarea
CoFe>O4 creste wusor cu campul
magnetic, comportare caracteristica atat
Figura 4.2.3: Curbele de magnetizare la 4 K si respectiv 300 K ale  apropierii de saturatie sau determinata
unor nanoparticule magnetice de FesOs (a,b) si respectiv  de prezenta unei componente
nanocompozite CoFe,0,@SiO.@Au (c,d). magnetice de tip sticla de spin, generata




de atomii de Fe aflati la suprafata nanoparticulelor, suprapusa peste o ordonare de tip ferimagnetic.
Magnetizarile nanostructurilor CoFe204@SiO.@Au descresc odata cu cresterea campului extern.
Aceast tip de comportare este o0 consecintd a prezentei SiO2 si Au. Ambele componente prezinta o
comportare de tip diamagnetic. Plecand de la compozitiile nanostructurilor, XCoFe2O4ySiO2zAu,
dependentele de compozitie si camp ale magnetizarilor pot fi descrise prin relatia:
Myyz= XMcore204- (Yysioz+Zyau)H (1)
Am notat prin Mcore2o4 magnetizarea la saturatie a feritei CoFe2QOg iar prin ysio2 Si xau valorile

T

magnetizarilor la saturatie XMcoreco4 precum si dependentele de camp ale acestora. Scaderea cu
campul magnetic a magnetizarilor este mai mare decat cea asteptata daca plecam de la

T

magnetica nu este afectata de dimensiunea particulei. Prezenta unui diamagnetism gigant in
nanoparticulele de aur, este o consecinta a curentilor indusi de camp si a interactiunilor cu electronii
aflati la suprafata nanoparticulelor.

Campul coercitiv al nanostructurilor CoFe20,@SiO@Au scade pronuntat comparativ cu cel
determinat in nanoparticulele de CoFe2Os, evidentiind efectul SiOz si respectiv al aurului in
“izolarea” magnetica-Fig.4.2.3d. Valorile campurilor coercitive, in nanostrucurile investigate, au fost
analizate pe baza diagramele FORC. Datele obtinute in cazul probelor de CoFe;Os4 si
CoFe204@SiO.@Au2 sunt redate in spatiul hy-he-Fig.4.2.4. Valorile hy descriu distributia
interactiunilor (campurile de inversare) iar he distributia campurilor coercitive (campurile de
revenire), in coordonate reduse. Probele neacoperite prezinta doua centre de distributie ale
corcivitatilor, la campuri aplicate reduse de 0.04 si 0.06. Adaugarea invelisului de SiO> si Au a redus
considerabil distributia campurilor coercitive, maximul distributiei scazand sub 0.02, contribuind
astfel la “izolarea” magnetica a nanostructurilor.

S-au studiat totodata si
proprietatile fizice ale unor
nanocompozite pe baza de ferite,
cu finvelis de SiO2, precum

MnxCo1.xFe20.@SiO-,

Zno.sMno.4Fe20.@SiO-, si

respectiv SroFe1xNixMoOs.

Figura.4.2.4. Diagramele FORC pentru CoFe;Os (a) si respectiv. Rezultatele — obtinute  sugereaza
CoFe;0,@Si0@Au2 (b) posibilitatea acestor nanostructuri de

a fi utilizate in cercetarea stiintifica
din domeniul medical.
Act.4.3 Prepararea probelor de ser pentru izolarea si detectia Tex.
Act. 4.4 Incubarea nanoparticulelor multifunctionale cu amestecuri de exozoni CD117 pozitiv
si CD117 negativ si cuantificarea capabilititii senzoristice.

4.3.1 Evaluarea capacitatii de amplificare a semnalului Raman de catre nanostructurile
magneto-plasmonice folosind un analit test (R6G)

In vederea utilizarii ca substrate plasmonice, nanostructurile multifunctionale de tip
Fe304@SiO2@AuU si respectiv CoFe.04@SiO>@Au au fost analizate cu ajutorul tehnicii SERS
pentru a evalua capacitatea lor de a amplifica semnalul Raman al unor analiti ,,standard” si anume
molecula de Rodamina 6G (R6G), cu o concentratie de 1 mM. Acest analit test are o sectiune de
imprastiere Raman mare si este utilizat frecvent pentru testarea diferitelor substrate plasmonice. Intr-
0 prima etapa a fost inregistrat spectrul Raman al analitului de interes (R6G). In Figura 4.3.1
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prezentam spectrul Raman al R6G iar in Figura 4.3.2 sunt redate spectrele SERS ale R6G, folosind
ca substrate plasmonice diferite clase de nanostructuri magnetoplasmonice pe baza de Fe3Oa,
sintetizate in cadrul proiectului. Gradul de amplificare EF a acestor sisteme a fost intre 40 si 50.

™ Evaluarea proprietatilor
plasmonice ale nanostructurilor
Figura 4.3.1: Spectrul Raman al CoFe:0s@SiO2@AuU s-a facut
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Figura 4.3.3. Spectrele SERS pentru nanostructurile CoFe,0.@SiO,@Aul si respectiv CoFe,0.@SiO,@Au2.

Spectrele SERS ale nanostructurilor de tip CoFe20:@SiO.@Au reprezintd mediile obtinute
pentru 15 achizitii spectrale. Spectrele SERS pentru probele CoFe.04@SiO2@Aul si respectiv
CoFe;04@Si0@AuU2 sunt redate Fig.4.3.3 iar pentru proba CoFe:0:s@SiO-@Au4) in Fig.4.3.4.

Spectrele SERS ale nanostructurilor magnetoplasmonice CoFe;Os@SiO.@Aul si respectiv
CoFe204@SiO.@Au2 sunt similare cu spectrul Raman al R6G, fiind dominate de benzile
vibrationale mentionate anterior. Factorul de amplificare calculat pentru aceste doua clase de
nanostructuri, EF este in jur de 40. Reproductibilitatea foarte ridicata a spectrelor constitue 0 dovada
a potentialului aplicativ al acestor nanostructuri hib

Rezultatele prezentate mai sus, evidentiaza  capacitatea nanostructurilor de tip
Fe304@SiO2@AU si CoFe20:@SiO@Au de a amplifica semnalul Raman al unor analiti ,,standard”
si anume molecula de Rodamina 6G (R6G).

4.3.2 Utilizarea citometriei de flux pentru determinarea markerilor de suprafata CD117
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In aceastd etapd a proiectului s-a evaluat capacitatea celulelor de leucemie acuti mieloida
DAMI (megacarioblasti) de a exprima pe suprafata membranara, anticorpi anti-human CD117-APC.
In acest scop, intr-o prima etapa s-au cultivat celule DAMI (megacarioblasti umani) CRL-9792™™,
ATCC, in mediu de cultura RPMI 1640 Medium (Thermo Fischer) folosind urmatorii suplimenti:
Penycilin-Streptomicin si Glutamin (Thermo Fischer). Concomitent s-au cultivat si celule LX-2,
celule hepatice stelate (SCC064 de la Sigma-Aldrich) si LnCap, carcinom de prostata, (CRL-1740™,
ATCC), dupa aceeasi reteta de cultivare ca si a celulelor DAMI, pentru 2 sdptamani, timp in care s-
au efectuat patru pasaje. Liniile celulare LX-2 si LnCap au fost folosite ulterior ca si control negativ,
rezultatele urmand sa fie validate la Citometrul de flux.

Citometria de flux reprezintd o metoda versatila in cercetarea din domeniul hematologiei si
imunologiei, prin posibilitatea diagnosticarii eficiente si ultra-rapide a cazuisticii clinice. Aceasta
tehnica relativ noua (ultimul deceniu) consta in bombardarea particulelor de interes (celulele in cazul
nostru) cu o radiatie laser excitatoare urmatd de inregistrarea radiatiei electromagnetice emise de
aceste particule corespunzatoare floroforului cu care au fost initial marcate (dupd cum se poate
observa si pe siteul life-sciences/flow-cytometry).

Pentru analiza probelor s-a utilizat citometrul de flux de tip BD FACS Canto Il (Becton
Dickinson, USA), cu o configuratie de 3 lasere: 20 mW argon in stare solida, la 488 nm (blue), 17
mW neon-helium (NeHe), la 633 nm (red) si laserul violet la 405 nm (Figura 4.3.6).

In vederea obtinerii unor rezultate calitative am
% R verificat sensibilitatea citometrului folosind calibrari
' 77 | specifice si am utilizat un protocol dedicat metodei de

. R 7 colorare cu anticorpi monoclonali conjugati cu diferiti
' 7®|  florocromi ai celulelor,
N Pregatirea celulelor in vederea analizei cu
'/ S Citometrul de flux a urmat etapele:
\ 1. Dupa cultivarea celulelor in flask-uri, acestea
:\ [ . | au fost spalate si centrifugate. Aproximativ 100.000
i T A/l celule au fost marcate cu anticorpul anti CD117-APC.
La un volum de 50 pL de suspensie celulard s-au
Figura 4.3.6. Dispunerea laserelor la citometru addugat 3uL de anticorp anti CD117-APC si au fost
de flux BD FACS Canto Il lasate la incubat la intuneric timp de 15 min.

2. Celulele marcate au fost spalate cu 1 mL de PBS 1X si s-au resuspendat in 400 uL de PBS
1X cu PI (iodura de propidiu (colorant care indica viabilitatea celulard)).

3. Suspensia rezultata a fost analizatd la Citometrul in flux BD FACS Canto Il. Citometrul a
fost setat sa capteze radiatia emisd de floroforul APC (FL-5) in urma excitarii acestuia cu radiatia de
633 nm provenita de la un laser monocrom. in aceasti faza au fost examinate 10.000 celule din fiecare
linie (DAMI , LX2 si LNCAP).

In urma masuritorilor a rezultat ca linia celulara DAMI este pozitiva la CD117-APC iar

celelalte 2 linii celulare nu au prezentat acest marker de suprafatd. Rezultatele analizelor noastre au
fost ulterior procesate cu ajutorul unei platforme software dedicate BD FACSDiva 8.0, care permite
vizualizarea intensitatii fluorescentelor. Vom prezenta in cele ce urmeaza rezultatele obtinute in
urma achizitiilor efectuate cu ajutorul BD FACS Canto 11, in cadrul Laboratorului de Medicina
Translationald, MedFuture, UMF Cluj-Napoca.



g of 1 Dupa cum se observa in Figura 4.3.7,
: populatiile P1, care corespund celulelor
ﬁﬂ- " megacrioblastice Dami, sunt pozitive, n
: proportie de 82,8% la CD 117, un marker
specific pentru progenitori limfoizi
“e:|| timpurii precum si celule non-

LRI hematopoietice.
Figura 4.3.7. Rezultatele analizei prin citometrie de Din cele 10.000 de evenimente (celule)
flux a liniei celulare DAML. inregistrate de Citometrul de flux, din

linia LX-2 (Fig.4.3.8), se observa cu certitudine de 100%, ca acestea sunt negative la anticorpul anti
CD 117, putand fi folosite In experimentele viitoare ca si control negativ.

LX2-CD117 ; aconr B LNCAP-COVT
g g ]

00 1%
FSC-A 0 1.000)

o §.300)

Figura 4.3.8. Rezultatele analizei prin Figura 4.3.9. Rezultatele analizei prin citometrie
citometrie de flux a liniei celulare LX2. de flux a liniei celulare LnCap.

Linia LnCap se poate folosi de asemenea in experimente ca fiind negativa la marcarea cu CD
117, celulele neprezentand markeri membranari de suprafata pentru anticorpul amintit mai sus. Din
10.000 de evenimente inregistrate, toate s-au dovedit negative la colorarea cu CD117-Fig. 4.3.9.

4.3.3 Functionalizarea nanoparticulelor magnetice cu aptameri capabili sa recunoasca
proteinele CD117 in vederea utilizarii lor pentru separare magnetica.

Nanostructurile magnetice au fost functionalizate cu apatameri anti-CD117 conjugati cu
fluoroforul Cy3 pentru a investiga capacitatea acestora de a se lega de celulele care exprima proteinele
CD117 pe suprafata lor. Ca un prim pas, a fost stabilirea concentratiei optime de aptamer anti-CD117
conjugat cu Cy3 pentru marcarea celulelor astfel incat fluorescenta acestuia sa fie detectabila. Aceste
experimente s-au realizat prin studii in vitro pe liniile celulare de leucemie cu ajutorul microscopiei
confocale de fluorescenta. Avand in vedere ca dintre liniile celulare investigate, doar linia celulara
DAMI exprima CD117, majoritatea acestor determinari s-au realizat folosind aceasta linie celulara.

Pentru a evalua concentratia potrivitd de molecule de aptamer anti-CD117 pentru marcarea
fluorescentd a liniei celulare DAMI, un numar de 10* celule/godeu au fost insimantate pe un
chamberslide. Astfel, dupa 24 h de la insamantare, mediul celular s-a indepartat si peste celule s-au
adaugat diferite solutii de mediu cu urmatoare concentratii de aptamer anti-CD117 conjugat cu Cya3:
10°, 10%, 10% si 10 molecule/ul. Dupi o perioadi de incubare de aproximativ 4h, celulele au fost
fixate cu PFA 4% si apoi lama a fost montata pentru analiza fluorescentei la microscopul confocal
Olympus FLUOVIEW FV1200. Achizitia imaginilor (Fig. 4.3.10) s-a realizat cu ajutorul obiectivului
UPLSAPO40 x 2 (0.95 NA) si prin intermediul software-ului FV10-ASW 4.2, iar apoi procesate cu
ajutorul software-ului ImagelJ.

La concentratii mai mici, respectiv de 10° si 10! molecule, nu s-a putut detecta fluorescenta.
Mai mult, intensitatea fluorescentei la o concentratie de 10*3 molecule aptamer a fost de aproximativ
jumitate fatd de concentratia de 10 molecule, care s-a dovedit a fi cea optima pentru studiile
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ulterioare. Aceste concentratii de aptamer au fost mai apoi utilizate pentru functionalizarea

nanoparticulelor magnetice utilizate in separarea exozomilor proveniti de la celulele de leucemie.

Figura 4.3.10. Linia celulard DAMI incubatd 10* molecule de aptamerul anti-CD117 - Cy3

Act. 4.4 Incubarea nanoparticulelor multifunctionale cu amestecuri de exozoni CD117
pozitiv si CD117 negativ si cuantificarea capabilititii senzoristice.

4.4.1 Analiza SERS a exozomilor

Unul dintre cele mai importante obiective ale proiectului il reprezinta analiza prin metoda
SERS a exozomilor obtinuti din diferite biofluide in vederea dezvoltarii unei metode rapide de
diagnostic a cancerului. Mai precis dorim sa utilizam analiza multivariata a spectrelor SERS colectate
pe exozomi extrasi din biofluide provenite de la pacienti cu cancer, respectiv de la donatori sanatosi
in vederea diagnosticarii timpurii a cancerului.

Exozomii sunt vezicule de dimensiuni nanometrice secretate de diferite tipuri de celule. Ele
inglobeaza, la suprafata si in interiorul lor, diferite biomolecule specifice tipului de celule care i-a
produs si care contin atat informatii biologice (proteine — integrine, imunoglobuline, factori de
crestere, etc) cat si genetice (acizi nucleici — mMRNA, miRNA, tRNA, etc). Exozomii au dimensiuni
cuprinse intre 30 si 150 nm si sunt inveliti intr-o membrana bi-lipidica reflectand astfel originea lor
din compartimentele endocitare intracelulare. Exozomii sunt secretati prin exocitozd de o mare
varietate de celule, inclusiv celulele canceroase. Ulterior ei sunt capabili sa comunice cu celulele tinta
prin intermediul proteinelor de semnalizare de la suprafata, sau prin transferul de lipide, acizi nucleici
sau alte biomolecule. Aceastd comunicare intercelulara mediatd de exozomi joaca un rol extrem de
important in reglarea proceselor celulare si fiziologice. Activititile exozomilor influenteaza
raspunsurile imune, proliferarea celulara si semnalizarea neuronald. Exozomii influenteaza si ARN-
ul din celulele tinta datoritd transferului de biomolecule care sunt capabile sa moduleze activ aceste
ARN-uri.
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Figura 4.4.1. Spectrele SERS ale probelor exozomale provenite de la donatori sandtosi respectiv de la pacienti cu
cancer, folosind laserul excitator de 785 nm
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Figura 4.4.2. Media spectrelor SERS ale probelor
exozomale provenite de donatori sandtosi (verde)
respectiv de la pacienti cu cancer (rosu), folosind linia
laser de 785 nm
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In cadrul proiectului am analizat prin SERS un numar de 20 de probe de exozomi extrasi din
biofluide provenite de la pacienti diagnosticati cu cancer. Pentru o interpretare corecta a rezultatelor
obtinute au fost colectati exozomi si din biofluide prelevate de la donatorii sanatosi. in Figura 4.4.1
redam spectrele brute ale celor 2 categorii de exozomi (control respectiv cancer). Pentru a pune in
evidenta posibilele diferente spectrale care pot sa apara intre cele 2 categorii de probe am suprapus
in acelasi tablou spectral doar mediile spectrale ale spectrelor individuale (Fig. 4.4.2). Mediile
probelor de cancer sunt reprezentate in rosu respectiv ale celor de control in verde.

Pentru a putea intelege diferentele spectrale care au fost identificate in spectrele SERS ale
exozomilor colectati de la pacientii cu cancer respectiv de la donatorii sanatosi si tinand cont de faptul
ca literatura de specialitate indica faptul ca exozomii contin in interiorul lor o mare cantitate de acizi
nucleici, am inclus in cadrul acestui proiect un studiu care a vizat analiza SERS a probelor de ADN
colectate de la 3 linii celulare distincte.

4.4.2 Investigarea la scara nanometrica a demetilarii ADN-ului in celulele leucemice
folosind spectroscopia vibrationala ultrasensibila

In cadrul acestui studiu am analizat prin tehnica Raman/SERS probe de ADN colectate de la
3 linii celulare (DAMI Luc2, MEG 01 si LX2) in vederea evaluarii gradului de demetilare a probelor
de ADN colectate. Liniile celulare DAMI si MEG 01 au fost izolate de la pacienti diagnosticati cu
leucemie in timp ce linia LX2 este o linie celulara normala. Folosind un protocol de extractie a ADN-
ului genomic, au fost izolate si purificate probe de ADN avand concentratii de aproximativ 100 ng/puL.
Puritatea acestora a fost evaluata cu ajutorul tehnicii NanoDrop folosind un sistem NanoDrop 2000c.
Totodata a fost investigat si efectul pe care tratamentul cu un agent farmaceutic demetilant (5-
Azacitidina — 5-AzaC), utilizat frecvent in tratamentul pacientilor diagnosticati cu leucemie, il are
asupra modificarilor epigenetice ale ADN-ului. Acest agent terapeutic a fost testat in-vitro pe cele
doua linii celulare leucemice.
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DAMI — albastre, MEG - rosu) folosind o radiatie spectroscopic mai bogat in comparatie cu
excitatoare de 532 nm spectrul Raman al ADN-ului normal. Benzile
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Figura 4.4.4 Spectrele SERS ale probelor de ADN demetilare a ADN-ului genomic au fost
genomic izolate de la cele 3 linii celulare (LX2 — verde, . e,
DAMI — albastru si MEG - rosu). S-a utilizat un laser de  ¢fectuate masuratori SERS pe probe de ADN
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785nm tratate termic intr-o maniera similara cu cea
utilizata pentru denaturarea ADN-ului in analiza Real Time PCR (RT-PCR). Astfel, probele de ADN
genomic au fost incalzite la o temperaturd de 94°C timp de 4 minute, impreuna cu solutia coloidali
de Ag. In acest fel ADN-ul dublucatenar a devenit monocatenar, atasandu-se de suprafata NP de Ag.
In figura 4.4.4 sunt prezentate spectrele SERS ale celor 3 probe de ADN. Datorita tratamentului
termic la care ADN-ul genomic a fost supus, spectrele sunt dominate de peak-ul de la 1008 cm™ care
poate fi atribuit 5 metil citozinei.
Act. 4.5 Incubarea nanoparticulelor multifunctionale cu probe de ser de la
pacientii AML si validarea conceptului in context clinic.
Act. 4.6 Metode statistice multivariate
Acest studiu porneste de la ipoteza conform careia existd un grad de hipometilare al ADN-ului
in afectiunile maligne. Prin tehnica de analiza SERS am studiat gradul de metilare al ADN-ului
provenit din celulele apartinand probelor de aspirat medular ale pacientilor cu leucemie acuta asociata
cu trisomia 21 (sindrom Down — SD) (LA-SD) si cu leucemie tranzitorie asociata SD (TL-DS) si am
evaluat dacd exista diferente semnificative intre acestea cu scopul de a identifica modificéri ce stau
la baza progresiei pas cu pas din faza de leucemie tranzitorie spre leucemie acuta din SD.
Faptul ca ADN-ul din celulele AL-DS este hipometilat in comparatie cu ADN-ul din celulele
TL-DS reprezinta o oportunitate pentru a demonstra potentialul SERS in evaluarea peisajului global
de metilare. In urma acestui studiu s-a evidentiat un grad redus de metilare al ADN-ului celulelor din
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aspiratul medular apartinand pacientilor cu LA-SD fata de cei cu TL-DS, sugerand existenta unui
proces de reducere a gradului de metilare al ADN-ului pe masura ce celulele progreseaza dintr-o faza
preleucemica spre leucemie acutd. Acest aspect a fost observat si in cazul pacientiilor cu leucemie
acutd mieloida si neoplazie mieloproliferativa, consideratd o faza preleucemica si care nu asociaza
SD.

In acest studiu evidentiem faptul ca analiza imprastierii Raman SERS surprinde hipometilarea
relativd a ADN-ului de la pacientii cu leucemie acuta asociata cu sindromul Down (AL-DS), in
comparatie cu pacientii diagnosticati cu leucemie tranzitorie asociata cu sindromul Down (TL-DS),
o informatie dedusi din spectre SERS pe baza benzii de la 1005 cm™ atribuita 5-metilcitozinei.
Analiza ROC (Receiver Operating Characteristics) a ariei benzii SERS de la 1005 cm™ prezinti o
valoare a ariei de sub curba (AUC) de 0.77 la diferentierea intre grupurile AL-DS si TL-DS. in plus,
ADN-ul de la pacientii cu neoplasm mieloproliferativ non-DS (non-DS-MPN) este hipometilat in
comparatie cu hon-DS-AL, aria de sub banda SERS la 1005 cm™ prezentand o valoare AUC de 0.78
in discriminarea dintre non-DS-MPN si non-DS-AL. in general, aria benzii marker SERS ADN de
1005 cm™ indici o scidere treptatd a metilirii globale a ADN-ului pe misuri ce celulele progreseazi
de la o pre-leucemie la o leucemie acuta, evidentiind astfel potentialul metodei SERS ca un metoda
emergenta de analizd a gradului de metilare a ADN-ului in contextul genezei si progresiei leucemiei.

Metilarea ADN-ului (impreund cu alte modificari epigenetice) este un factor cheie care
contribuie la rezistenta celulelor canceroase la orice forma de tratament. Intr-adevir, dovezi tot mai
mari sugereaza ca schimbarile epigenetice orchestreaza plasticitatea fenotipica care permite celulelor
canceroase sa scape practic de orice formd de tratament, fie cd este vorba de chimioterapie,
radioterapie, chirurgie sau imunoterapie. Astfel, se crede cd o mai buna intelegere a mecanismelor
epigenetice din spatele debutului si progresiei cancerului este esentiald pentru dezvoltarea de noi
strategii de tratament a cancerului. Cu toate acestea, inca lipsesc modalitati eficiente de a studia acest
peisaj de metilare aberant.

Imprastirea Raman SERS este o tehnicd de spectroscopie moleculard care utilizeaza
nanosubstrate metalice pentru amplificarea semnalului Raman al moleculelor. Un proces cheie in
amplificarea semnalului Raman este adsorbtia (fizica sau chimica) a moleculei pe suprafata metalului.
Avand in vedere ca peisajul unic de metilare al ADN-ului cancerului a fost descris recent, pentru a
determina auto-asamblarea preferentiala pe suprafete metalice, ne-am gandit ca acest fenomen poate
fi exploatat pentru analiza peisajului de metilare ADN asociat cancerului pe baza SERS. Pornind de
la aceasta ipoteza, am demonstrat recent cd spectrele SERS ale ADN-ului de la pacientii cu leucemie
acutd (AL) prezintd o intensitate scizutd in banda SERS la 1005 cm™ atribuitd 5-metilcitozinei in
comparatie cu ADN-ul subiectilor de control, permitand o diferentiere rapida si eficienta intre cele
doud grupuri. Rezultatele au sugerat ca analiza SERS surprinde hipometilarea globala a ADN-ului
canceros, una dintre primele schimbari epigenetice specifice cancerului descrise inca din 1983.

Din cate se cunoaste, in cazul ADN-ului genomic, metilarea este singura modificare
epigeneticd care poate fi detectata prin SERS. Alte modificari epigenetice ale bazelor ADN descrise
anterior in cancer (acetilare, hidroximetilare etc.) au fost raportate numai pentru bazele ADN
sintetice. Pe baza acestor rezultate, ne-am concentrat in acest studiu pe pacientii cu sindrom Down
(DS) diagnosticati cu leucemie acuta [denumita leucemie acuta asociata cu SD (AL-DS)]. Am ales
aceastd patologie deoarece s-a demonstrat ci ADN-ul pacientilor cu AL-DS prezintd o hipometilare
globala caracteristicd, fiind astfel ideal pentru a pune in evidentd potentialul metodei SERS in
evaluarea peisajului de metilare ADN. Pentru comparatie, am analizat pacientii cu DS care au
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dezvoltat o forma de pre-leucemie numita leucemie tranzitorie asociata cu DS (TL-DS), o entitate
despre care s-a demonstrat anterior ca prezinta ADN hipermetilat. Faptul ca ADN-ul din celulele AL-
DS este hipometilat in comparatie cu ADN-ul din celulele TL-DS reprezinta o oportunitate excelenta
pentru a demonstra potentialul SERS 1n evaluarea peisajului global de metilare.

In plus, am fost, de asemenea, interesati de diferentele spectrale SERS intre conditiile pre-
leucemice si leucemice in afara cadrului DS. In acest scop, am inclus in analiza noastra pacienti cu
neoplasme mieloproliferative (MPN), care este o forma bine caracterizata de pre-leucemie, precum
si pacienti cu AL. Pentru a le distinge de pacientii cu DS, am numit aceste grupuri ca non-DS-MPN
si, respectiv, non-DS-AL.

In prezentarea activitatilor prevazute in Act.5, includem si metodele statistice multivariante
folosite in analiza datelor, in planul de realizare aceasta actiune fiind inclusa la pozitia Act.6.

4.5.2 Materiale si metode

4.5.2.1 Extractia ADN.

In acest studiu au fost inclusi 8 pacienti cu LA-SD, 8 pacienti cu TL-DS, 9 pacienti cu MPN-
nonSD (neoplazie mieloproliferativa) si 5 pacienti cu LA-nonSD. Studiul a fost aprobat de Comisia
pentru Studii Clinice din cadrul Institutului Oncologic “Prof. Dr. Ion Chiricuta”, Cluj-Napoca,
Romania. Lamele colorate contindnd ADN din aspiratul medular al pacientilor inclusi in studiu, au
fost tratate cu 10 pl solutie salind tamponata cu fosfat (PBS) si s-au raclat. Materialul obtinut de pe
fiecare lama a fost transferat intr-un tub cu 190 pl PBS si s-a folosit pentru extractia ADN-ului kitul
Qiagen DNA Blood Mini Kit, respectand protocolul prevazut de producator cu cateva mici
modificari. Initial s-a adaugat 20 pl de RNase R (Purelink, ThermoScientific), apoi proba a fost
incubata la 56°C pentru 30 de minute (in loc de 10 minute), iar la final ADN-ul a fost separat in 40
ul solutie AE tampon. Probele ADN au fost cuantificate utilizind NanoDrop (ThermoScientific),
proba avand o concentratie de 1.4 ng/ul si 16.8ng/pl, cu raport 260/280 intre 1.99-6.61.

4.5.2.2 Analiza SERS.

Pentru analiza SERS a ADN-ului, s-au folosit nanoparticule de argint sintetizate prin reductie
cu clorhidrat de hidroxilamina, procedeu descris anterior (Leopold and Lendl 2003). Astfel, 17 mg
de AgNO:s au fost dizolvati in 90 de ml de apa ultrapura (Millipore) sub agitare. Separat, 17 mg de
clorhidrat de hidroxilamind au fost dizolvati in 8.8 ml de apa ultrapura urmat de addugarea a 1.2 mL
de NaOH 1%, la solutia de hidroxilamina. In final, acest amestec a fost adaugat rapid, sub agitare in
solutia de AgNOg, sinteza de AgNPs fiind indicatd prin modificarea imediata a culorii in galben-brun.
Solutia coloidald de argint a fost stocatd la temperatura mediului ambiant. Toate materialele au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich.

Pentru prepararea probelor, 2 ml de AgNPs au fost spalati prin centrifugare timp de 15 min la
7300g si resuspendati in 2ml apa ultrapura. 8 pL. de AgNPs au fost amestecati cu 2 pL din ADN-ul
extras si 0.5 uL de Ca(NOs)2 (concentratie finald 5x10™* M). Amestecul a fost omogenizat pentru 30
s pentru a asigura adsorbtia ADN-ului pe suprafata AgNPs si apoi 5 pl din acest amestec au fost
plasati pe o folie de aluminiu acoperind o lama de microscop pentru analiza SERS.

Toate masuratorile SERS au fost facute cu probe sub forma de picaturi lichide, cu acelasi lot
de nanoparticule. Pentru achizitia spectrului SERS al ADN-ului a fost folosit spectrometrul InVia
Raman (Renishaw) si un laser Nd:YAG cu dubla frecventa si emisie la 532 nm si care a fost focalizat
la picaturile lichide printr-un obiectiv 5X(Leica, NA 0.12). Puterea fasciculului laser, la nivelul probei
a fost de aprox. 25 mW. Pentru fiecare masuratoare s-a calculat media analizelor, fiecare analiza
avand o durata de 40 s.
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Act. 4.6 si 4.5.2.3 Analiza statistica.

PCA (principal component analysis) constitue o tehnica multivariata, care reduce
dimensiunea setului de date, prevenind in acelasi timp pierderea informatiilor. PCA furnizeaza un set
de scoruri (reprezentare grafica) si vectorii componentelor principale corespunzatoare (grafice de
incarcare). Graficele de incdrcare evidentiaza benzile SERS care au o variatie semnificativa in setul
de date. PCA a fost efectuat utilizand The Unscrambler X (Camo Software).

Pentru analiza univariati, zona situatd sub benzile SERS de la 1005 cm™ a fost evaluata
folosind software-ul MATLAB R2019. Sowtware-ul D'Agostino & Pearson a fost utilizat pentru
efectuarea testului de normalitate a datelor. Diferenta dintre medii a fost analizata prin testul T student
(pentru distributia parametrica) si Mann-Whitney U test (pentru distributia non-parametrica), urmat
de analiza ROC (receiver operating characteristic). Pentru toate analizele statistice, datele din fundal
au fost eliminate din spectrale neprelucrate SERS prin aplicarea unei transformari lineare urmata de
normalizarea n zona unitara.
4.5.2.4 Rezultate
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Figura 4.5.1. A) Media spectrelor SERS al ADN-ului de la  Micd in cazul pacientilor cu LA-SD

pacienti cu LA-SD si TL-DS. B) Aria medie sub banda SERS ~ comparativ cu pacientii cu TL-DS (one tailed

1005 cm? atribuita 5-metilcitozinei. C) Curba ROC de AN hi - =
diferentiere intre LA-SD si TL-DS, cu AUC 0.77 (p=0.07). Mann-Whitney U test, p=0.04)-Fig.4.5.1.

D) Reprezentare grafici a PCI si PC2 rezultate din analiza ~ FACESte date sugereazd ca ADN-ul pacientilor
PCA a spectrelor SERS rezultate din ADN-ului de la ¢y LA-SD apare relativ hipometilat

]ZZ;ZZZ nzcgt oﬁfe%}?;l%c?s E) Graficele tip loadings comparativ cu ADN-ul pacientilor cu TL-DS.
Pentru a cuantifica aceasta diferentd s-a

calculat ROC, rezultand AUC (area under the curve) de 0.77 (p=0.07), Figura 4.5.1C.
Analiza PCA a spectrelor SERS evidentiaza o distributie sub forma de clustere nesupervizate,
a celor doua grupuri de pacienti LA-SD respectiv TL-DS. Cea mai buna separare intre cele doua
grupuri a fost realizata pe baza PC1 si PC2 (Fig.4.5.1D). Analiza vizuala in detaliu al graficului de
incdrcare PC1 evidentiaza faptul ca banda de la 1005 cm™ este intens pozitiva (Figura 4.5.1E) ceea
ce inseamnd cd aceastd banda contribuie semnificativ la separarea celor doua grupuri de pacienti.
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Astfel, PCA sugereaza ca spectrul SERS al ADN-ului pacientilor cu LA-SD poate fi diferentiat de
cel al pacientilor cu TL-DS ca urmare a diminuarii intensitatii benzii SERS situate la 1005 cm™.

025

" %, B S-a comparat ADN-ul pacientilor cu
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Figura 4.5.2. A) Media spectrelor SERS al ADN-ului de la

pacienti cu LA-nonSD si MPN-nonSD. B) Aria medie sub Analiza ROC a evidentiat AUC de 0.78,

Do ‘ ' R y ’
banda SERS 1005 cm™ atribuita 5-metilcitozinei.C) Curba pentru diferentierea intre cele doud grupuri
ROC de diferentiere intre LA-nonSD si MPN-nonSD, cu

AUC 0.78 (p=0.09). D) Reprezentare grafica a PCI1 si PC2 (p:0.09) (Flgura 4'5'2C)' A'na|IZ?. ECA a
rezultate din analiza PCA a spectrelor SERS rezultate din ~ SPectrelor SERS ale ADN-ului pacientilor cu
ADN-ului de la pacienti cu LA-nonSD si MPN-nonSD. E)  LA-nonSD si MPN-nonSD a ardtat o tendinta

Graficele de incarcare corespunzatoare PCI si P de distribuire sub forma de cluster
nesupervizata a datelor de la grupul LA-nonSD in cadranul inferior drept (Figura 4.5.2D)
corespunzator capdtului terminal pozitiv al axei PC2 si valori negative pe axa PC3. Corelat cu
intensitatea benzii 1005 cm™ in graficul de incircare pentru PC3 (Figura 4.5.2E), distributia cluster a
grupului LA-nonSD la valorile negative ale axei PC3, sugereaza ca intensitatea redusa a beznii SERS
1005 cm™ este un factor cheie ce contribuie la aceasti distributie.

Metilarea ADN dobadeste modificari in celulele maligne fata de celulele normale. ADN-ul
celulelor maligne se caracterizeaza printr-o hipometilare globala, iar din punct de vedere calitativ
exista o alternanta intre regiunile hipermetilate si regiunile lipsite de 5-metilcitozin.

In acest studiu am inclus 30 de probe de aspirat medular ale unor pacienti diagnosticati cu
leucemie acutd asociata DS, leucemie tranzitorie a SD si leucemie sau MPN non-DS pentru detectarea
diferentelor in gradul de metilare al ADN-ului. Am aplicat metoda descrisa anterior pentru
promovarea chemisorptiei ADN-ului pe nanoparticulele de Ag si am evaluat prin SERS starea de
metilare a ADN-ului genomic extras din probe de maduva osoasa.

Rezultatele prezente arata ca spectrul SERS al ADN-ului de la pacientii cu LA-SD sau TL-
DS, dar si de la pacientii cu LA-nonSD sau MPN-nonSD este dominat de banda SERS de la 1005 cm’
! atribuita 5-metilcitozinei. ADN-ul de la pacienti cu LA-SD apare relativ hipometilat comparativ cu
ADN-ul de la pacienti cu TL-DS (AUC 0.77). Spectrul SERS al ADN-ului de la pacientii cu LA
prezinti in medie 0 intensitate scizutd in banda SERS la 1005 cm™, in linie cu rezultatele obtinute la
pacientii cu SD (AUC 0.78). Aceste rezultate sunt in consens cu cercetdrile anterioare care au aratat
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ca ADN-ul extras dintr-o linie celulara de leucemie mieloida acuta a prezentat o intensitate in scadere
a benzii 1005 cm™ atribuitd 5-metilcitozinei, comparativ cu ADN-ul normal.

Spectroscopia SERS poate detecta patternul unic de metilare al ADN-ului in cancer, o
strategie care ar putea fi folositd nu doar pentru screening, dar si pentru urmarirea pacientilor cu
leucemie mieloida acutd. Pe langd leucemia acutd, tehnica SERS aplicatd probelor de sange,
reprezintd o metoda promitatoare in diagnosticul tumorilor solide fiind capabila sd diferentieze intre
martori si diferite tipuri de cancer. Rezultatele acestui studiu evidentiaza un grad redus de metilare al
ADN-ului celulelor din aspiratul medular apartindnd pacientilor cu LA-SD fatd de cei cu TL-DS,
sugerand existenta unui proces de reducere a gradului de metilare al ADN-ului pe masura ce celulele
progreseaza dintr-o faza preleucemica spre leucemie acutd. Acest aspect a fost observat si in cazul
pacientilor cu leucemie acutd mieloidd si neoplazie mieloproliferativd, consideratd o faza
preleucemica si care nu asociaza SD.

4.6.1 Rolul SERS in diagnosticul infiltrarii SNC
Afectarea secundara a cancerului sinusoidal, SNC, este neobisnuitd In majoritatea
limfoamelor sistemice care apar la mai putin de 1% din limfoamele indolente si mai putin de 5% din
limfoamele agresive; totusi, apare pana la 50% dintre pacientii cu Burkitt limfoblastic limfom cand
nu se administreaza profilaxia a SNC
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Manifestarea clinicd a afectarii SNC poate firapid devastatoare si ireversibild, multi pacienti
sunt tratati doar pe baza unui diagnostic prezumtiv fara confirmare histologica sau citologica.

Folosind procedeul prezentat in acest raport, s-a studiat posibilitatea de diagnosticare prin
SERS a infiltrarii SNC. In studiul prezent am inclus 7 pacienti cu recidivda SNC si 15 pacienti in
remisie. Spectrele SERS medii pentru grupurile de recidiva si remisiune sunt prezentate in Figura
4.5.3. Cele mai importante diferente spectrale au fost observate in banda SERS la 1130 cm™ atribuita
carotenoizilor, care a fost mai intensa in cazul pacientilor recidivati, si in banda SERS de la 730 cm"
!, atribuitd acidului uric, care a fost mai intensa in cazul pacientilor in remisie. Am efectuat in
continuare PCA utilizind valorile Raman Shift / cm™ care au prezentat diferente semnificative
statistic in analiza anterioard-Fig. 4.5.4. In plus, am aplicat un clasificator random forrest folosind
aceleasi valori ca in PCA si am observat o rata de eroare out of the bag de 36,36% si urmatorul tabel
de contingenta (Tabelul 4.5.1).
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Dupa cum se poate observa, algoritmul nu a fost capabil sa prezica in mod fiabil recidiva,
dar a fost capabil sa prezica remisiunea cu o eroare de clasa oarecum scazutd. Acest lucru este in
conformitate cu PCA (Fig.4.5.4) in care, in unele cazuri, s-a putut observa o suprapunere intre
esantioanele de recidiva si remisiune.

Tabelul 4.5.1 Rata de contingenta

Recidiva Remisie Clasa de eroare
Recidiva 2 5 71.42%
Remisie 3 12 20.00%

Datele prezentate au o mare utilitate potentiala pentru pacientii cu infiltrare a sistemului
nervos central. In prezent, evaluarea creierului pacientilor cu infiltrare a SNC este monitorizati prin
punctie lombara sau citometrie n flux. Complexitatea enorma genomica si fenotipica a infiltratiei
SNC face monitorizarea deosebit de dificila. Astfel, daca strategia SERS este validata, aceasta ar oferi
medicilor un instrument valoros pentru urmarirea pacientilor cu infiltrare a SNC. Prin urmare, studiul
nostru preliminar extinde rapoartele anterioare privind detectarea directda a ADN-ului malign bazat
pe SERS si deschide noi cai pentru integrarea clinicd a tehnologiei SERS.

Studiile preliminare, efectuate in cadrul proiectului au evidentiat utilitatea metodei
SERS in detectarea ADN-ului malign, pe baza arhitecturii sale caracteristice de metilare, fara
amplificarea prealabild a ADN-ului. Pe baza benzii de 1005 cm™ atribuiti reziduurilor de citozina
metilate, ADN-ul genomic extras din LCR de la pacientii cu infiltrate in SNC a fost discriminat de
cel extras de la subiectii de control. Spectrele SERS ale cancerului si ADN-ului normal extras din
liniile celulare au aratat cd ADN-ul malign prezintd doud comportamente de absorbtie diferite, in
functie de concentratie. Astfel, comportamentul de absorbtie al ADN-ului malign este determinat de
modelul de metilare caracteristic, care implicda o distributie neomogend a resturilor de 5-
metilcistozind, precum si hipometilarea globala. Ca atare, banda de 1005 cm™, atribuiti resturilor de
Citozina metilate este mult mai putin intensa in cazul ADN-ului malign si devine evidentd doar la
concentratii mai mari.

Analiza comparativa a semnalului SERS al ADN-ului dobandit, folosind cit-AgNP fara Cl si
substraturi SERS care contin Cl, sugereaza ca anionii precum Cl” mediaza absorbtia ADN-ului pe
nanoparticulele de argint, conform mecanismului chimic al SERS. Detectarea directa de citre SERS
a ADN-ului malign, fara a reveni la nicio etapa de amplificare a ADN-ului, este o strategie
promitatoare care ar putea fi implementatd in practica clinicd pentru screening-ul si urmadrirea
pacientilor cu determinari cerebrale
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Act. 4.7 Activititi_pentru obtinere, validare si protejarea drepturilor de proprietate
intelectuali si industriala.

Prin publicarea rezultatelor cercetarilor efectuate in cadrul acestui proiect s-a asigurat dreptul
de propietate conform standardelor internationale.
Act. 4.8 Diseminarea si alte activitati privind vizibiltatea.

Rezultatele stiintifice obtinute in tematica proiectului, au fost valorificate prin publicarea
acestora/acceptarea publicarii, in reviste de larga circulatie internationala, cu factor de impact ridicat.
Acest fapt confirma originalitatea datelor cuprinse in cele 19 lucrari aparute sau care urmeaza sa apara
in anul 2021.Totodata, au fost prezentate 6 lucrari la conferinte internationale, alte 2 in cadrul unor
conferinte organizate in tara. Redam in continuare lista cu lucrarile aparute si respectiv prezentate la
conferinte stiintifice.

1. Fermi Level Equilibration at the Metal-Molecule Interface in Plasmonic Systems.

Stefancu, A.; Lee, S.; Zhu, L.; Liu, M.; Lucacel, R. C.; Cortés, E.; Leopold, N.,

Nano Letters 2021, 21 (15), 6592-6599, IF: 11.189
2. SERS-Based Evaluation of the DNA Methylation Pattern Associated With Progression in Clonal

Leukemogenesis of Down Syndrome.

Moisoiu, V.; Sas, V.; Stefancu, A.; lancu, S. D.; Jurj, A.; Pasca, S.; lluta, S.; Zimta, A. A.; Tigu,

A. B.; Teodorescu, P.; Turcas, C.; Blag, C.; Dima, D.; Popa, G.; Arghirescu, S.; Man, S.; Colita,
A.; Leopold, N.; Tomuleasa, Frontiers in Bioengineering and Biotechnology 2021, 9, IF: 5.89
3. SERS Liquid Biopsy: An Emerging Tool for Medical Diagnosis.
Moisoiu, V.; lancu, S. D.; Stefancu, A.; Moisoiu, T.; Pardini, B.; Dragomir, M. P.; Crisan, N.;
Avram, L.; Crisan, D.; Andras, I.; Fodor, D.; Leopold, L. F.; Socaciu, C.; Balint, Z.; Tomuleasa,
C.; Elec, F.; Leopold, N., Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 2021, 208.
4. Unexplained Hemorrhagic Syndrome? Consider Acquired Hemophilia A or B.

C. Constantinescu, C.Jitaru, S. Pasca, D. Dima, N. Dirzu, D. Coriu, J. Zdziarska, G. Ghiaur, J.

Mahlangu, C. Tomuleasa. Blood Reviews, 2021, in press. IF: 8.25.

5. The Predictive Role of Modified Early Warning Scores in 174 Hematological Patients at Risk
for Transfer to the Intensive Care Unit.

C. Constantinescu, S. Pasca, S. lluta, G. Gafencu, M. Santa, C. Jitaru, P. Teodorescu, D. Dima,

M. Zdrenghea, C. Tomuleasa. Journal of Clinical Medicine, 2021, in press, IF: 4.241.

6. Coagulopathy in Acute Promyelocytic Leukemia: Can We Go Beyond Supportive Care?

B. C. Hambley, C. Tomuleasa, G. Ghiaur, Frontiers in Medicine, 2021, in press IF: 5.091.
7. Mobile Health Technology for the Personalized Therapy of Hemophilia.

N.Dirzu, I.Hotea, M.Brinza, M.C.Peters, K.Gal, L.Popescu, C.Blag, M.Marian, E.Pal, M.

Stanescu, D. Cenariu, C. Tarniceriu, M. Serban, D. Dima, D. Coriu, C. Tomuleasa, Frontiers in

Medicine, 2021, in press, IF: 5.091.

8. Azacytidine Plus Olaparib for Relapsed Acute Myeloid Leukemia, Ineligible for Intensive

Chemotherapy, Diagnosed with a Synchronous Malignancy.

S. lluta, A. Jurj, G. Gafencu, S. Pasca, A. Terec, P. Teodorescu, C. Selicean, C. Jitaru, M.

lordache, C. Constantinescu, R. Feder, R. Munteanu, D. Dima, D. Gulei, T. Ciuleanu,

C.Tomuleasa. Journal of Cellular and Molecular Medicine, 2021, in press. IF: 4.486.

9. The Possible Non-Mutational Causes of FVIII Deficiency: Non-Coding RNAs and Acquired
Hemophilia A
A.A.Zimta, |. Hotea, M. Brinza, C. Blag, S. lluta, C. Constantinescu, A. Bashimov, E.A.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Marchis-Hund, A. Coudsy, L. Muller-Mohnssen, N. Dirzu, D. Gulei, D. Dima, M. Serban,
D.Coriu, C. Tomuleasa, Frontiers in medicine, 8 (2021) 654197.

Quantifying Cytosolic Cytochrome ¢ Concentration Using Carbon Quantum Dots as a Powerful
Method for Apoptosis Detection

C. S. Moldovan, A. Onaciu, V. Toma, R. Marginean, A. Moldovan, A. B. Tigu, G. F. Stiufiuc,
C. M. Lucaciu, R. I. Stiufiuc, Pharmaceutics (MDPI), 13(10), 1556, IF = 6.321

Proving Nanoscale Chiral Interactions of Cyclodextrins and Propranolol Enantiomers by Means
of SERS Measurements Performed on a Solid Plasmonic Substrate

G.F.Stiufiuc,V.Toma, A. Onaciu, V. Chis, C. M, Lucaciu, R. I. Stiufiuc, Pharmaceutics (MDPI),
13(10), 1594, Q1, IF = 6.3211

Magnetic properties of SroFe1.xNixMoOe perovskites,

E.Burzo,G. Souca,Journal of Materials Science: Mater. Electron. 32, 2200 (2021) IF=2.6
Magnetic nanoparticles in nanomedicine in Magnetic Nanoparticles in Human Health and
Medicine; Current Medical Applications and Alternative Therapy of Cancer,

G. F. Stiufiuc, C. lacovita, V. Toma, R. I. Stiufiuc, R. Tetean, C. M. Lucaciu, Editors: Caizer,
Costica / Rai, Mahendra 1. Edition November 2021, p 37-58, Wiley & Sons Ltd , ISBN: 978-1-
119-75467-1, John Wiley & Sons

The effect of cation distribution and heat treatment temperature on the structural, surface,
morphological and magnetic properties of MnxCo1-xFe204@SiO2 nanocomposites,

T. Dippong, M. D. Lazar, I. G. Deac, P. Palade, I. Petean,G. Borodi, O. Cadar, Journal of Alloys
and Compounds, in press (2021), 1IF=5,316

Effect of Silica Embedding on the Structure, Morphology and Magnetic Behavior of
(Zn0.6Mn0.4Fe204) 6/(Si02)(100—5) Nanoparticles

T.Dippong, I. G. Deac, O. Cadar, E. A. Levei, Nanomaterials, 11 (2021) 2232, IF=5,076
Effect of heat-treatment temperature and zinc addition on magnetostructural and surface
properties of manganese nanoferrite prepared by an ecofriendly sol-gel synthesis

T.Dippong, I. G.Deac, M. D. Lazar, I. Petean, E. A. Levei, Gh. Borodi, O. Cadar, Journal of
Materials Research and Technology, 15 (2021) 6528-6540, IF=5,039

A narrative review of central nervous system involvement in acute leukemias

D. Deak, N. Gorcea-Andronic, V.Sas, P.Teodorescu, C.Constantinescu,S.Iluta,S. Pasca, I. Hotea,
C. Turcas,V. Moisoiu, A.A. Zimta, S. Galdean, J. Steinheber, I. Rus, S.Rauch, C. Richlitzki,
R.Munteanu, A. Jurj, B. Petrushev, C. Selicean, M. Marian, O. Soritau, A. Andries, A. Roman,
D. Dima, A. Tanase, O. Sigurjonsson, C. Tomuleasa, Ann. Transl. Med. 9, 1 (2021)68, 1F=3,932
Current therapeutic approaches in the management of hemophilia—a consensus view by the
Romanian Society of Hematology

I. Hotea, M. Brinza, C. Blag, A.A. Zimta, N. Dirzu, C. Burzo, I. Rus, D. Apostu, H. Benea, M.
Marian, A. Mester, S. Pasca, S. lluta, P. Teodorescu, C. Jitaru, M. Zdrenghea, A. Bojan, T. Torok-
Vistai, R. Niculescu, C. Tarniceriu, D. Dima, C. Truica, M. Serban, C, Tomuleasa, D. Coriu,
Annals of Translational Medicine, 9, 13 (2021) 1091, IF= 3,932

The Potential Equivalents of TET2 Mutations

S. Pasca, A. Jurj, M. Zdrenghea, C. Tomuleasa, Cancers, 13, 7 (2021) 1499 IF=6,639

Lucrari prezentate la conferinte internationale si nationale, in anul 2021
1. The role of adsorbed ions (adions) at metal molecule interface in plasmonic nanoparticles,
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A. Stefancu, S.D. lancu, N. Leopold, T6-1 13th International Conference on Physics of Advanced
Materials, September 24-30, 2021, Sant Feliu de Guixols, Spain, Book of Abstracts p.282-283,
invited presentation.
Proving nanoscale chiral interactions between cyclodextrins and propranolol enantiomers by
means of SERS. Highlighting the key role played by the plasmonic substrate,
G. F. Stiufiuc, V. Toma, A. Onaciu, C. Moldovan, V. Chis, C. M. Lucaciu, R. I. Stiufiuc T8-I,
13th International Conference on Physics of Advanced Materials (ICPAM-13) and the 4th
Autumn School on Physics of Advanced Materials (PAMS 4), 24-30 septembrie, 2021, Sant Feliu
de Guixols, Spain, Book of Abstracts p.137-138, invited presentation.
Synthesis and characterization of magneto/plasmonic CoFe204@SiO2@Au with biomedical
applications in biosensing and bioseparation
R.-A. Bortnic, A. Szatmari, R. Hirian, G. Souca, R. Dudric, V. Vinteler, V. Toma, R. Stiufiuc, E.
Burzo, R. Tetean , — T10-O, ICPAM-13, 13" International Conference on Physics of Advanced
Materials , September 24-30, 2021, Sant Feliu de Guixols, Spain, Book of Abstracts p.102-103,
oral presentation.
. Magnetic Properties of CoFe20O4 Nanoparticles

R. Bortnic, A. Szatmari, G. Souca, R. Dudric, R. Stiufiuc, A. Moldovan, 1. Deac, E. Burzo, R.
Tetean , — T4-O, ICPAM-13, 13" International Conference on Physics of Advanced Materials ,
September 24-30, 2021, Sant Feliu de Guixols, Spain - Book of Abstracts p.131, oral
presentation.
Magnetic properties of (Zn;Ni(Co))Fe204/SiO> nanocomposites,
T. Dippong, R. Tetean, |.G. Deac, T6-1, ICPAM-13, 13" International Conference on Physics of
Advanced Materials, September 24-30, 2021, Sant Feliu de Guixols, Spain, Book of Abstracts
p.143-144, invited presentation.
Structural and morphological properties of core-shell CoFe,04@SiO.@Au nanoparticles, A.
Szatmari, R. Bortnic, R. Hirian, G. Souca, R. Dudric, V. Vinterel, V.Toma, R.Stiufiuc, E.Burzo,
R.Tetean, PAMS-4, 4th Autumn School on Physics of Advanced Materials September 24-30,
2021, Sant Feliu de Guixols, Book of Abstracts p.90-91, poster presentation
. Noi metode de sinteza a lipozomilor plasmonici si magnetoplasmonici pentru aplicatii de tip drug

delivery, A.Ghent, C.Moldovan, V.Toma, G.Stiufiuc, R.Hirian, C.M.Lucaciu, R.l.Stiufiuc
Conferinta Stiintifica Centenarul Insitutului National Cantacuzino, aprilie,2021.prezentare orala
. Nanostructuri lipidice multifunctionale cu aplicatii in domeniul biomedical

V.Toma, G.Stiufiuc, C.Moldovan, A.Ghent, R.Hirian, C.M.Lucaciu, R.Stiufiuc, Conferinta
Stiintifica Centenarul Insitutului National Cantacuzino, 1-3 aprilie,2021, prezentare orala

Publicatiile aparute asigura o larga diseminare, pe plan international, a rezultatelor stiintifice

obtinute in cadrul proiectului. Originalitatea si importanta rezultatelor rezulta si din modul in care
acestea sunt preluate in literatura de specialitate, prin citare. Astfel, lucrarile stiintifice publicate de
cercetatorii implicati in proiect, axate pe tematica acestuia, numara peste 350 citari. Lucrarile listate
in prezentul raport de faza, aparute in 2021, sunt deja preluate in literatura de specialitate, insumand
12 citari.

Studentii doctoranzi au contribuit la realizarea proiectului prin urmatoarele activitati

desfasurate in anul 2021:

Student doctorand Adam Szatmari: sinteza nanoparticulelor de CoFe,Os prin metoda

hidrotermala; separarea nanoparticulelor din solutie si spalarea acestora in vederea pregatirii pentru
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acoperire; caracterizarea structurala si morfologica a nanoparticulelor de CoFe,QO4; prezentarea unei
lucrari la scoala de vara “Physics of Advanced Materials School” (PAMS) 2021.

Student doctorand Bortnic Rares-Adrian: asamblarea invelisului de SiO., precum si a celui
de aur prin metode de depunere chimicd; Spalarea particulelor miez-invelis si pregatirea acestora
pentru analize; caracterizarea structurala si  morfologica a particulelor miez-invelis
CoFe204@SiO.@AuU; prezentarea unei lucrari la conferinta “International Conference on Physics of
Advanced Materials” (ICPAM), 2021

Student doctorand Gabriela Souca: caracterizarea structurala si morfologica a particulelor
core-shell CoFe.O4@SiO.@Au; pregatirea nanostructurilor de tip miez si miez-invelis, pentru
efectuarea de masuratori magnetice; Caracterizarea proprietatilor magnetice ale nanostructurilor.

Student doctorand Minodora Desmirean a pregatit probele de ADN extrase de la pacientii
inclusi 1n studiu pentru analiza ADN, atat de la subiectii de control cat si de la pacienti cu BCL
(limfoame cu celule B), TCL (limfoame cu celule T) si Met (metastaze ganglionare de cancer
epithelial) pentru analiza SERS. Pentru analiza SERS a ADN-ului, a preparat nanoparticule de argint
sintetizate prin reducere cu clorhidrat de hidroxilamina. A participat la masuratorile SERS, la
prelucrarea si la analiza rezultatelor.

Director Proiect,

Acad. PTEA[;.&?\H Burzo
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