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Proiectul a fost axat pe doud directii majore de cercetare: (i) imitarea morfologiei si
functionalitatii unor structuri apartinand sistemelor vii, pentru a elucida si a exploata relatia
dintre structurile biologice si functiile lor si pentru a stabili interactiunile specifice dintre
acestea; (ii) angrenarea in studii de inginerie biomoleculard si de auto-organizare la scard
nanometricd, in vederea reproducerii mecanismelor ,,viului” printr-o abordare chimica. S-a
vizat proiectarea $i ,,construirea” unor entitdti structurale si functionale, capabile sa imite
componentele extra- si intra-celulare implicate In mecanismele traficului de gene si 1n cel al
modelarii matricelor extracelulare. Studiile se adreseazd medicinei individualizate /
personalizate, dar si ingineriei si reprogramarii genetice. "Filosofia" proiectului constd in
aplicarea metodelor avansate de conjugare chimicad pentru obtinerea de noi (macro)sisteme
biomimetice capabile sd inlocuiascd sau sd completeze arhitecturi functionale specifice
materiei vii.

Au fost avute 1n vedere patru obiective majore:

1. Proiectarea si realizarea unor sisteme care sa mimeze histona ca unitate a
"nucleozomului artificial", trasabile fluorimetric, capabile sd actioneze ca un
sistem non-viral de livrare a genelor, cu o capacitate de impachetare de
aproximativ 2 + 5 kb.

2. Proiectarea si realizarea unor purtitori non-virali biomimetici pe baza de
polimeri si aducti polimerici, destinati eliberarii controlate, inclusiv
intracelular, a unor specii cu actiune farmacologica.

3. Proiectarea si realizarea unui sistem de mineralizare biomimetic tip calus osos,
cu capacitate de transfectie, imuno-evaziv si capabil s stocheze si sa transfere
specii biochimice sau farmaceutice, bazat de biomacromolecule si polimeri de
sintezd, cu capacitate de recunoastere celulard, activ ca un substrat pentru



cultura de celule ex-vivo si potential injectabile In site-uri osoase, cu scopul de
a ghida restaurarea tesutului in prezenta celulelor adecvate. Acest obiectiv
reprezinta o aplicare imediata a primelor doud, mai sus enuntate.

4. Dezvoltarea unor metode de investigare aplicabile in terapia genica si pentru
caracterizarea sistemelor de eliberare controlata.

Primul si cel de-a treilea obiectiv implica abordari noi si inovatoare in Tmpachetarea si
vehicularea unuia sau a mai multor segmente de acizi nucleici, suficient de mari pentru a
transfera informatia necesard induceri, Tnlocuirii, extinderii sau secondarii unei functii
celulare aflatd sub control genetic, ori implicatd in mecanismele functionale ce implica acizi
nucleici. Cel de-al doilea obiectiv a vizat abordari noi si inovatoare in Incédrcarea, vehicularea
si eliberarea de specii farmacologic active, iar cel de-al patrulea s-a axat pe extinderea
cadrului experimental al caracterizarii analitice a entitatilor dezvoltate In cadrul proiectului.

Proiectul a avut un ridicat grad de multidisciplinaritate, implicand expertiza in sinteza
chimica si modelarea moleculara, biochimie, fizica si biologie celulara, expertiza asigurata de
partenerii implicati Tn implementarea proiectului.

Obiectivul 1. MIMAREA FUNCTIONALITATII HISTONELOR, CU SCOPUL
DEZVOLTARII UNUI “NUCLEOZOM ARTIFICIAL”

In contextul acestui obiectiv, proiectul s-a axat pe bio-mimarea la nivel molecular a
functiilor de impachetare si de vehiculare a acizilor nucleici, functii specifice histonelor, prin
intermediul unor entitati (macro)moleculare din clasa bio-nano-conjugatelor, generate pe
calea sintezei chimice atent proiectate si sever controlate, pentru a li se asigura o
functionalitate strictd si reproductibild in mediul biologic. Reactiile de conjugare sunt
instrumente moderne, esentiale pentru modificarea, Imbunatatirea si controlul proprietatilor
fizico-chimice ale speciilor (macro)moleculare de interes biochimic.

Esentialmente, entitdtile dezvoltate 1n cadrul proiectului sunt structuri
(macro)moleculare cu incarcare cationicd 1n conditiile mediului fiziologic ori patologic, cu
structurda, compozitie si spatialitate bine definite, capabile sa functioneze drept parteneri de
complexare reversibila si de transportori ai acizilor nucleici. In urma interactiunii ionice intre
respectivele entitdti si acizii nucleici rezultd asa-numitii poliplecsi, iar prin ,,colaborarea” mai
multor ,.transportori”, complexarea genereaza ,,cargo-complecsi” cu functionalitate similard
nucleozomului. Acestia Tmpacheteaza, protejeazd, transportd si elibereazd acizii nucleici,
actionénd ca veritabile ,,unelte” destinate protocoalelor specifice ingineriei genice si genetice.

Pentru a livra segmente de ADN intacte, poliplecsii trebuie sa fie in masura sa strabata
nealterati cinci bariere, din afara si din interiorul celulelor tintd, si anume: (i) ,,capcanele”
biochimice ale mediul tisular / unoral / extracelular, (ii) membrana celulara, (iii) periferia si
interiorul sistemului endocitotic si lizozomal, (iv) membrana nucleului si (v) mediul
aglomerat al cromatinei (Schema 1). Mai mult, ei trebuie sa elibereze ADN-ul transportat in
interiorul nucleului celulei, ori cel pufin In compartimente non-agresive enzimatic din
volumul citosolului.
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Schema 1. Cerinte impuse vectorilor ce transporta si elibereazd gene.

O1.1. Vectori genetici non-virali obtinuti prin ,,chimie dinamica constitutionala”

Conform ideilor lui J.M. Lehn, laureat al premiului Nobel in 1987, idei rezumate 1n
cartea “Constitutional Dynamic Chemistry” (Topics Curr. Chem, 322, Ed. M. Barboiu, 2012,
p1-32), chimia dinamica constitutionala reprezintd puntea intre chimia supramoleculara si
chimia adaptiva, abordand nivelurile moleculare si supramoleculare ale sintezei dinamice a
unor entitati cu structuri complexe si functionalitate posibil de proiectat. In aceastd paradigma
chimicd, entitatile (macro)moleculare se formeazd, se destructureaza si se (re)organizeaza
continuu, dinamic si reversibil, pornind de la unimeri (,,blocuri” sau ”piese” de constructie)
capabili sd formeze legdturi controlat labile, dar suficient de ferme pentru a le oferi o existenta
spatio-temporald sesizabila.

Studii complexe, conduse la granita dintre sinteza chimica, stiinta biomaterialelor,
eliberarea controlata si terapia genica, au identificat o serie de parametri definitorii pentru
proiectarea vectorilor non-virali, capabili sa livrareze ,,material” biologic in celule vii.

Datd fiind larga varietate a componentelor genic- si genetic-active, proiectarea
rationald a structurilor chimice dinamice este supusd unor limitdri in ceea ce priveste numarul
(finit) de componente, pozitionarea relativd a acestora, amplasarea gruparilor functionale 1n
pozitii bine precizate pe scheletul molecular al unimerilor. Abordarea dinamicd a generarii de
entitdti functionale este sustinutd de bibliotecile de compusi cu rol de unimer (biblioteci
moleculare), ori de subansamble structurale generice (biblioteci supramoleculare). Utilizind
astfel de biblioteci se poate genera o largd varietate de entitdti dinamice, cu functii stabile ori
variabile 1n timp, inclusiv din clasa transportorilor de acizi nucleici si specii farmacologic
active.



Avand in vedere aspectele mai sus mentionate, dr. M. Barboiu a propus utilizarea
strategiei dinamice constitutionale (Dynamic Constitutional Strategy; DCS) pentru obtinerea
unei biblioteci de compusi (Dynamic Combinatorial Framework; DCF) destinati recunoasterii
ADN-ului. Elementele de asamblare utilizeaza chimia reversibild amino-carbonil / imina si au
la bazd 1,3,5-benzentrialdehida, poli-(ethilenglicol)-bis(3-amino-propil) (PEG, Mn 1,5 kDa),
si reactivul Girard T, N,N-dimetil-etilenamina, sau clorhidratul de aminoguanidina (Figura
1).12
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Figura 1. Calea generica de sinteza a compusilor bibliotecii DCF, cu formarea compusului
DCFI1:DCF2, 1:1, mol : mol. Reactia ulterioard cu compusi cu terminatie cationica
genereaza retelele DCF3 - DCFS.

Studiul nostru a ardtat ca asocierea prin complexare cu ADN-ul este favorizatd de
compactitatea reticularii a retelei DCFS5, in timp ce retelelele liniare DCF3 si DCF4 nu sunt
apte a complexa. Acesta constatare elucideazd preferinta ADN-ului de a complexa cu sisteme
tridimensional-incolacite, Tn defavoare celor liniare, similar mecanismului de impachetare a
ADN-ului de catre agregatul molecular al histonelor. Una dintre cerintele esentiale pentru o
transfectie de succes este capacitatea vectorilor / poliplecsilor de a evita sistemul imunitar si a
fi internalizati in endozom. Poliplexul trebuie sa fie apoi eliberat din endozom inainte de
degradarea sa ca urmare a transformarii endozomului in lizozom. Prin urmare, vectorii trebuie
proiectati astfel Tncét sa contind grupari chimice care sa faciliteze evadarea din endozom, sau
componente moleculare degradabile in acesta, pentru a facilita largarea acidului nucleic din
cargo-complexul administrat. In acest context, polietilenimina (PEI) si derivatii sii sunt
printre cele mai studiate macromolecule in vederea transportului si eliberdrii de gene. Este
cunoscutd capacitatea acestor macromolecule de a creste eficacitatea transfectarii, TAT in
vitro, cat si in vivo. Raportul teoretic al gruparilor amino primare, secundare si tertiare in PEI
ramificatd (branched PEI; bPEI) a fost calculat ca fiind de 1: 2: 1, existand o relatie directd
intre pH-ul mediului si densitatea Tncarcarii pozitive a PEL. In acest context, am efectuat studii
pentru a modela si optimiza procesul de complexare, in functie de pH-ul solutiei si de raportul
bPEI/oligonucleotida.’ Pentru a stabili mecanismul de formare a poliplecsilor, a fost efectuati
o simulare de dinamica moleculard la scard atomicd. Pornind de la o separare initiald intre
macromolecule de circa 40 A, dSADN si bPEI se apropie rapid si formeaza un complex stabil
dupa 12 ns (Figura 2). Lucrand n conditiile optime stabilite in silico, s-a obtinut experimental
o valoare maxima a eficientei de impachetare de 99,96%.
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Figura 2. Simularea interactiunii dintre macromoleculele de dsADN si bPEI intr-o celuld de

simulare (avdand molecule de apa drept solvent): (A) structura de echilibru initiala; (B) si (C)

imagini ce prezinta evolutia complexarii dsADN cu bPEI si formarea poliplexului, la pH 5,8
si timpii de simulare de 2 ns (B) si respectiv 20 ns (C) (moleculele de apa au fost omise).

Utilizarea PEI pentru livrarea de gene in vivo si in vitro este limitatd insd din cauza
stabilitatii sale coloidale scdzute si a citotoxicitatii mari. Pentru a creste stabilitatea si a
imbunatati biocompatibilitatea poliplecsilor ce contin PEI, acestia pot include polietilenglicol
(PEG), dar acesta ecraneazad sarcinile pozitive ale PEI, fapt ce diminueaza eficienta
transfectiei.

Intr-un al doilea studiu s-au utilizat drept unimeri 1,3,5-benzentrialdehida, poli-(etilen
glicol)-bis(3-aminopropilul) (PEG; Mn 1,4kDa) si bPEI (800 Da) (Figura ?)A).4 Poliplecsii
formati cu structuri din biblioteca DCF s-au dovedit stabili si capabili de a functiona ca
nanovectori pentru transportul de gene. Functie de tipul si cantitatea de ADN complexat, dar
si de raportul molar dintre bPEI si PEG, poliplecsii dobandesc dimensiuni cuprinse intre 40 si
125 nm (Figura 3A). Toti vectorii testati au prezentat capacitate de transfectie a ADN-ului Tn
celule HeLa, precum si citotoxicitate redusd. Chiar si la un raport N/P = 200 viabilitatea
celulard post-transfectie este de peste 90% fatd de celulele de control, netratate (Figura 3B,
C). Asadar, prezenta componentei PEG si a unei cantitati moderate de bPEI in DCF sunt
detreminante pentru generarea de poliplecsi biocompatibili, eficienti in transfectie.

Simplitatea strategiei de sintezd o recomanda si pentru auto-generarea de structuri
DCF sinergetice cu doi parteneri, respectiv ADN si membrana celulard. Aceastd strategie
permite sistemelor de transport sd auto-selecteze si sa auto-genereze vehiculul cel mai adecvat
in conditiile concrete ale transfectiei. in baza acestei idei a fost propusi o a doua generatie de
structuri DCF, care contin, pe langd miez si ramificatii purtatoare de sarcini pozitive, unitati
hidrofobe suplimentare, pentru a facilita auto-asamblarea si adaptabilitatea DCF-urilor.
Strategia propusd are la baza un screening al DCF-urilor construite din PEG, squalena si bPEI
pe centrele de bazd trialdehidice (Figura 4A).” Aceste componente genereazi DCF-uri
polivalente cu dimensiuni variabile, ce sunt capabile sa interactioneze cu ADN-ul la diferite
rapoarte N/P, forménd poliplecsi (Figura 4B). Prezenta squalenei Tn DCF-ul nou preparat a
sporit atat eficacitatea transfectiei, cat si biocompatibilitatea cargo-complecsilor.
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Figura 3. (A) Reprezentarea schematica a sintezei DCF-urilor. (B) Eficienta transfectiei la
diferite rapoarte N/P, masurata dupa 48 ore. (C) Profilul citotoxicitatii DCFurilor (a) si
respectiv a poliplecsilor DCF/PEl/pCS2+MT-Luc (b), evidentiat prin teste MTS.
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Figura 4. (A) Reprezentarea schematica a sintezei DCF-urilor. (B) Eficienta transfectiei
asupra celulor HeLa, determinata prin citometrie in flux. (C) Profilul citotoxicitatii

poliplecsilor, evidentiat prin teste MTS.

Vectorii dinamici testati prezintd o buna transfectie asupra celulelor HeLa (la raporate
N/P de 50 si 200) si au o citotoxicitate redusd. Dimensiunea poliplecsilor generati se modifica
functie de raportul de complexare intre ADN-ul transfectat si vector. Aceste constatari ofera
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perspective in dezvoltarea de biblioteci de unimeri auto-asamblabili adaptivi multivalenti, ca
grupdri functionale specifice atdt complexdrii cu ADN, cét si penetrarii membranei celulare,
cu un ecou pozitiv in Tmbunatatirea randamentelor transfectiei.

Sintetizand rezultatele noastre legate de proiectarea si prepararea vectorilor non-
virali destinati terapiei genice, avem convingerea ci strategiile care implica generarea de
vectori cu miez flexibil, alituri de abordarea dinamica constitutionald, prezinti un
important potential in cresterea eficientei si selectivititii vectorilor genici non-virali.
Aceste directii de studiu vor fi continuate, pentru a oferi alternative cu costuri rentabile
si cu 0o mai buna reproductibilitate comparativ cu variantele existente deja. Sistemele
generate confera certe avantaje, prin capacitatea lor de adaptare si de evolutie sub
influente externe de factura biochimicd (modificari ale parametrilor compozitionali ai
solutiilor) sau fizica (variatii ale marimilor termodinamice) si contribuie la facilitarea

e

controlului spatio-temporal al transfectarii celulelor.

O alta directie investigata in cadrul proiectului a fost aceea a obtinerii de vectori non-
virali cu formi geometrici asemanatoare dendrimerilor, dar a céror sinteza sa se efectueze intr-
0 manierd mai simpla si cu randamente de reactie mari. Pentru aceasta au fost proiectate
sisteme hidrofob-hidrofile ale caror blocuri structurale au fost conectate prin intermediul
legaturilor imind (Figura 5). Drept blocuri structurale hidrofobe au fost utilizati oligomeri pe
baza de poli-izopropilenoxid si siloxan, iar drept blocuri structurale hidrofile polietilenimina,
spermina si polietilenoxidul. Analizele morfologice au confirmat spatialitatea, iar compusii au
dovedit eficientd de transfectie asemandtoare cu a martorilor comerciali (Figura 5).°

a JD1-bPEIROOO/pEYFP bPEI2000/pEYFP

N/P=50 N/P=100 N/P=200 Cneg SuperFect N/P=50 N/P=100 N/P=200

Figura 5. Imagini TEM si AFM ale vectorilor non-virali cu spatialitate de dendrimer si
eficienta lor de transfectie, la diverse rapoarte N/P de complexare cu ADN.

01.2. Vectori non-virali cu structuri polirotaxanice si cu mare capacitate de transfectie

Din momentul in care J.M. Lehn a definit principiile chimiei supramoleculare, aceasta
a devenit o temd centrala 1n aplicatii ale chimiei si biologiei. Chimia supramoleculard este o
prin forte intermoleculare necovalente, care permite generarea de ansambluri moleculare cu
proprietati mult diferite de cele ale compusilor de start.

Terapia prin transfectie consta in inserarea unei secvente de ADN Tn genomul celulei

gazda, in vederea exprimarii produsului codat de gena nou introdusa, sau pentru inhibarea
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exprimdrii unei gene responsabile de afectiunea ce se doreste a fi tratatd. Miménd rolul
histonelor in Tmpachetarea ADN-ului, au fost dezvoltati vectori non-virali cationici.

Candidati notabili pentru terapia genicd sunt gi structurile supramoleculare de tip
polirotaxanic, alcatuite din molecule de ciclodextrina insirate de-a lungul unui polimer liniar,
cu rol de ax. Polirotaxanii au drept forte constitutive legaturile fizice (de hidrogen, interactiile
hidrofil/hidrofob, fortele van der Waals etc.) si prezintd proprietdti fascinante, date mai ales
de compozitia si structra reproductibild, dar si mobilitatea moleculelor de ciclodextrina in
lungul lantului polimeric central. De asemenea, prezenta moleculelor de ciclodextrind permite
obtinerea de structuri functionale in conditiile unei citotoxicitati neglijabile.

In acest context, in cadrul proiectuluia fost dezvoltat un vector non-viral de tip
polirotaxanic, bazat pe B-cyclodextrind modificata cu dendroni de polietilenimina (PEI 2 kDa)
si un ,,ax” polimeric de poli(etilen glicol) (PEG 1 kDa) (Figura 6).
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Structura polirotaxanului a fost construita initial pornind de la datele experimentale,
iar apoi a fost modelatd prin metodata dinamicii moleculare, utilizind un mediu de simulare
Maestro ce consta dintr-un spatiu paralelipipedic cu 49582 molecule de apa, 786 ioni de clor
si 138 ioni de sodiu care asigurd neutralitatea sistemului la o concentratie de 150 mM NaCl.
Structura echilibrata obtinutd prin aceastd metoda are o forma alungitd, cu lungimea de circa
13,5 nm (Figura 28) si un diametru transversal de aproximatic 6,7 nm (Figura 7).

Positively charged
PEl leryper

Figura 7. Structura polirotaxanului sintetizat, modelatd IN SILICO.

Analiza hartilor bidimensionale ale densitdtii diferitelor componente ale sistemului
reflecta structura internd a agregatului: ionii de Cl” sunt internalizati ca urmare a prezentei
dendronilor de PEI, in timp ce ionii de Na* sunt expulzati citre exterior.

Diametrul transversal al polirotaxanului, de 6,7 nm, este foarte apropiat de
dimensiunea agregatelor histonice (Figura 8) ale nucleozomilor (6.5 nm).



Rezultatele simularii prin dinamicad moleculard a interactiei dintre ADN-ul dublu
catenar si PEI releva mentinerea nemodificatd a celor doud concavititi ale acidului nucleic
(Figura 9). Acest fapt a fost confirmat de analiza prin dicroism circular (Figura 9).

Citotoxicitatea conjugatelor sintetizate si a poliplecsilor transportori de ADN
plasmidic a fost investigatd pe culturi celulare HEK 293T, utiliznd testul MTT. Viabilitatea
celulara, atat Tn cazul ROT-PEI, cét si 1n cel al poliplecsilor cu pCS2+MT-Luc, a fost de peste
95% (Figura 10).

Eficienta in transfectie a poliplecsilor cu polirotaxani a fost determinatd prin doud
tehnici complementare: microscopia de fluorescenta (pentru evaluarea calitativd a abundentei
celulelor transfectate, Figura 11) si respectiv cuantificarea abilitdtii de transfectie a
poliplecsilor (Figura 12). Pentru aceste evaluari vectorii testati au fost Tncarcati cu gena ce
determind exprimarea luciferazei (pCS2+MT-Luc), care codificd o proteind fluorescentd
verde (9eGFP). Celulele HeLa au fost transfectate cu poliplecsi formati prin complexarea
plasmidului pCS2+MT-Luc cu vectorul polirotaxanic.

Dupa cum se observa in Figurile 11 si 12, pentru toate rapoartele N/P testate
poliplecsii ROT-PEI prezinta cea mai mare eficienta de transfectie.

Polirotaxan Nucleu histonic al nucleozomului
ROT-PEI Lys, Arg, His

ROT-PEI/AND Histona/ADN

Figura 8. Reprezentarea comparativa a cu polirotaxanului si a cu agregatului histonic, si

respectiv a poliprecsilor polirotaxan/ADN ssi histona/ADN.



— SIMULATION

12R

24

dsDNA initial
conformer (B-form)

minor
groove

major
groove

2 minor
127A groove

dsDNA final
conformer (B-form)
slight condensed helix

—EXPERIMENTAL

Circular Dichroism Analysis confirmed B-form of DNA helix
for both initial and final dsDNA conformers

1.59
1.04
0.54

0.0

Ch . (1) dsDNA
o = (2) dsDNAJDPEI
(4) bPEI

-2.5
220

260 280 360 320

Wavelength (nm)
Fig. S6. Circular Dichroism analysis of samples with D/P ratio of 1.144 at pH=5.8.
1. dsDNA: 1.51 uM ds DNA, 10.8 mM TRIS, 5.4mM acetic acid, 270 uM EDTA, 7.5uM NaCl;
2. dsDNA-B-PEI: 1.51 uM ds DNA, 1.324 uM B-PEI, 10.8 mM TRIS, 5.4 mM acetic acid, 270
uM EDTA, 7.5uM NaCl;

3. Buffer: 10.8 mM TRIS, 5.4mM acetic acid, 270 uM EDTA;

T
240

4. B-PEI: 1.324 uM B-PEI, 10.8 mM TRIS, 5.4mM acetic acid, 270 uM EDTA.

Figura 9. Rezultatele simularii prin dinamica moleculara a ADN,, (stanga) si rezultate
experimentale obtinute prin dicroism circular inainte §i dupd interactia ADN,. cu PEI
(dreapta).
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Figura 10. Testarea citocompatibilitatii vectorilor polirotaxanici.
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Figura 11. Imagini de microscopie de fluorescenta a celulelor Figura 12. Cuantificarea
HelLa transfectate cu gena reporter eGFP utilizand poliplexul abilitatii de transfectie a
vector non-viral ROT-PEl/pCS2+MT-Luc si conjugatul p-CD- poliplecsilor trasportori de
PEI-PEG). gena Luciferaza (rezultate

raportate ca unitati de

RLUs / 10 000 seeded cells

lumina relative RLU per
10° celule transfectate).

01.3. Vectori non-virali cu legituri covalente, cu bune eficiente in transfectie

Vectori non-virali cu structura policationica, pe bazia de PEI ramificata

Au fost sintetizati o serie de vectori pentru transfectie prin cuplarea covalentd a unui
numadr de catene de PEI ramificatd (Mw 2 kDa) cu molecule centrale avand grade diferite de
hidrofobicitate (Figura 13). In compusii conjugati obtinuti lanturile policationice de PEI se
dispun la exterior, 1n jurul moleculei cu rol de miez hidrofob, adoptind o structurd de tip
dendrimer. Ca si molecule centrale au fost utilizate: fulerena C60, 2,4,6,8-tetrametil-2,4,6,8-
tetrakis ciclotetrasiloxan (cD4H) si B-ciclodextrina (B-CD). De asemenea, s-a studiat si
influenta PEG-ilarii asupra eficacitatii transfectiei.

Compusii sintetizati sunt urmatorii:

1) C60-PEIL Sinteza s-a realizat prin aminarea directd a moleculei de C60, printr-un
mecanism de aditie nucleofila. Reactia a avut loc 1n cloroform, in atmosfera de azot, la
temperatura ambianta si Tn prezenta luminii, timp de 5 zile. Raportul molar C60 : PEI
a fost de 1 : 10, iar dupa indepartarea solventului si purificare prin dializd raportul
dintre cele doud componente 1n produsul final s-a determinat a fi 1 : 3,5 (din date TGA
si XPS). Progresul reactiei s-a urmarit prin spectroscopie UV-Vis, supraveghind
disparitia picului de la 330 nm. Legarea covalenta a PEI de C60 a fost dovedita prin
spectroscopie BC-RMN si FTIR, ambele evidentiind modificari ale spectrelor aferente
catenelor de PEI, atribuite 1n special conversiei aminelor primare Tnh amine secundare.®

2) C60-PEG-PEL Sinteza a decurs in doud etape. Mai intdi s-a realizat conjugarea
mPEG-NH,-HCI cu fulerena, apoi grefarea PEI, ambele prin reactii de hidroaminare.
Reactia s-a desfasurat intr-un amestec 3 : 1 toluen : cloroform, in aceleasi conditii ca si
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in cazul sintezei conjugatului C60-PEI. Raportul molar dintre reactantii C60 : PEG :

PEI a fost de 1 : 2 : 10. Fiecare etapa a durat cate 5 zile, dupd care s-a ndepartat

solventul si s-a efectuat o purificare prin dializa, urmata de liofilizare.

3) ¢D4"-AGE-PEL In prima etapa s-a sintetizat intermediarul cD,”"-AGE cu 4 grupiri
oxiranice reactive, prin reactia de hidrosililare dintre cD,! si alilglicidil eter (AGE), In
toluen, in atmosferd de azot, in prezenta catalizatorului Karstedt’s, la 40 °C, timp de
72 de ore. Produsul final s-a obtinut prin reactia dintre cD4"-AGE si PEI, desfasurati
la 80 °C, in DMSO, in prezenta alcoolului isopropilic, timp de 40 de ore. Produsul de
reactie s-a purificat prin dializd, urmati de liofilizare.”

4) B-CD-PEG-PEIL B-CD a fost supusa initial reactiei cu clorura de acriloil, in DMF
anhidru si atmosferd inertd, pe baie de gheata, timp de 2 h, dupa care s-a continuat la
temperatura ambiantd Tncd 5 zile. Pentru a asigura un grad de substitutie maximal,
raportul molar B-CD : clorura de acriloil s-a stabilit la 1 : 7 (cu un exces de 1,5% ).
Produsul acrilat, recuperat prin precipitare in solutie tampon (pH 7) si uscare sub vid,
a fost supus in continuare functionalizarii cu mPEG-NH,-HCI si PEI prin intermediul
unor reactii de aditie Michael a aminelor la dublele legaturi din gruparea acriloil.
Reactia a decurs in metanol, la 65 °C, timp de 72h. Purificarea s-a efectuat prin dializa
in apd ultrapura, urmatd de liofilizare. Structura a fost doveditd prin spectroscopie 'H-
RMN, PC-RMN si FTIR.

Modelarea moleculara a fost realizatd prin calcule de orbitali moleculari, prin
metoda semi-empiricd de calcul cuantic, PM3 in scopul optimizarii geometriri conjugatelor.
in Figura 14a este ilustratd conformatia vectorului cD4H-AGE-PEI, care evidentiazd o
structurd asimetricd, cu tendinfa de a expune separat domeniul cu sarcini pozitive
(policationul) fatd de regiunea neutra electric (siloxanul Tmpreund cu secventa de legaturad
AGE), apartinand grupului de simetrie C1. Conform calculelor la nivel PM3 s-a obtinut un
moment de dipol apreciabil, de 8,3 Debyes. Figura 14b reprezintd modelarea moleculara a
vectorului B-CD-PEG-PEI ce include catene oligomere de PEI si PEG, cu o masa moleculara
de 4,68 kDa. Structura a fost optimizatd prin minimizarea energiei potentiale utilizand mediul
YASARA.

C60-PEI C60-PEG-PEI
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Figura. 13. Reprezentarea comparativa a structurilor chimice ale vectorilor C60-PEI,
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Figura 14. Structura moleculard a conjugatelor cD,"~AGE-PEI (a) si f-CD-PEG-PEI (b).

Vectorii obtinuti au fost supusi, in vitro, testelor de eficienta a transfectiei pe culturi
de celule HEK 293T. Celulele au fost puse in contact cu solutii de poliplecsi obtinute prin
complexarea moleculelor policationice cu ADN plasmidic (pEYFP). Celulele transfectate
exprimd proteina fluorescentd codificatd de plasmid. Rezultatele transfectiei au fost evaluate
atat cantitativ, prin microscopie de fluorescentd (Figura 15), cat si cantitativ, prin citometrie Tn
flux. Pentru fiecare dintre cei patru vectori s-a determinat un raport N/P la care transfectia este
maximad, exprimata in procente de celule transfectate, raport care variaza intre 6% pentru C60-
PEG-PEI si 38% pentru cD,"-AGE-PEL

Agentul de L. . . . Randamentul
. Imagini de microscopie de fluorescenta . .
transfectie transfectiei
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C60-PEI 25% (N/P 30)

C60-PEG-PEI 6% (N/P 200)

¢D/M-AGE-PEI 38% (N/P 200)

B-CD-PEI-PEG 14% (N/P 160)

PEI (2 kDa) ~4% (N/P 160)

Figura 15. Rezultatele transfectarii celulelor HEK 293T cu complecsi C60-PEI/pEYFP, C60-
PEI-PEG/pEYFP, cD4H-AGE-PEI/pE YFP si f-CD-PEI-PEG/pEYFP, comparativ cu PEI (2
kDa). Coloana din dreapta indica procentul maxim de celule transfectate, obtinut prin
citometrie in flux si respectiv raportul N/P aferent.

Testele de citotoxicitate, efectuate prin metoda MTT, indica viabilitatea celulelor
HEK 293T dupa incubarea cu mediu de cultura continand solutiile de poliplecsi, preparate la
aceleasi rapoarte N/P ca si in cazul experimentelor de eficacitate in transfectie. Conform
rezultatelor de viabilitate celulara (Figura 16), se poate observa ca toti vectorii ADN au
manifestat o inalta citocompatibilitate. Procentul de celule viabile obtinut pentru raportul N/P
maxim al fiecarui vector a fost de aproximativ 90% la C60-PEI si cD4H—AGE—PEI, iar pentru
B-CD-PEI-PEG de 160-180%.

Concluzii

Dintre vectorii sintetizati, cel mai eficacient in transfectie s-a dovedit a fi cD4H-
AGE-PEI, care, la un raport N/P de 200, a asigurat randamente de 38 %, estimate prin
exprimarea genei transfectate. Asa cum rezulta si din modelarea moleculara, vectorul
adoptd o conformatie asimetricii, in care domeniul hidrofob se dispune separat de
secventa policationica, facilitand astfel penetrarea membranelor celulare. Compusii
PEG-ilati C60-PEG-PEI si B-CD-PEI-PEG asigura eficacititi de transfectie mai reduse,
de numai 6% respectiv 14% celule transfectate, in special deoarece lanturile de PEG
acopera suprafata particulelor, impiedicand impachetarea plasmidului. Aceesti vectori
au Insa avantajul unei citotoxicititi mai reduse. Cresterea raportului N/P determini o

14



proliferare celularia semnificativa, astfel incat la valori peste 100 numirul de celule
transfectate practic se dubleaza. Utilizand vectorul C60-PEI s-a obtinut o eficacitate de
transfectie de 25% la rapoarte N/P mici, de 20 — 30, pentru care viabilitatea celulara se
mentine ridicata (la circa 90%).
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Figura 16. Rezultatele testelor de viabilitate a celulelor HEK 293 T in prezenta C60-PEI,
C60-PEI-PEG, cD/"-AGE-PEI, -CD-PEI-PEG si a poliplecsilor acestora cu pEYFP, pentru
diferite rapoarte N/P.

0O1.4. Proiectarea, sinteza, caracterizarea si testarea in vitro a unui vector genic cu
squalena si bPEI (Sq-bPEI), obtinut prin tehnici combinate de sinteza

Strategiile de imbunatitire a transfectiei utilizdnd vectori non-virali vizeaza
complexarea acizilor nucleici cu policationi ori cu lipide cationice. Lipozomii cationici,
lipidele cationice si emulsiile cationice sunt printre cele mai utilizate. Caracteristicile care
recomanda includerea lipidelor 1n acesti purtatori sunt:

- abilitatea de auto-asamblare in mediu apos, prin organizarea supramoleculara si/sau
autoansamblarea aggregatelor lipidice;

- protejarea ADN-ului fata de atacul enzimatic, 1n torentul sanguin;

- capacitatea de a interactiona cu membrana celulara Incércata negativ, pentru a facilita
internalizarea celulara;

- citotoxicitate redusa 1n aplicatiile ce utilizeaza doze medii;

- abilitatea de a condensa ADN-ul sub formd de particule coloidale nanometrice,
capabile sa penetreze celule mamiferelor, in vitro;

- imunogenicitate redusa.
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Lipidele aduc si o serie de dezavantaje, cum ar fi: toxicitatea la concentratii mari,

prepararea dificila si eficienta scazuta de transfectare.
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Transfection of Hela cells with reporter gene e GFP
Sq-bPEI -G

N/P 3 N/P NiP 7

Transfection of Hela cells with reporter gene e GFP
Sq-bPEI-NH »
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‘ --

Figura 17. Investigarea eficacitatii de transfectare a celulelor HeLa cu complectii bazati pe
Sq-bPEI-G si Sq-bPEI. Micrografii de microscopie de fluorescentd la valori diferite ale
raportului N/P. Transfectarea s-a realizat pentru gena eGFP (t=48h).

In studiul nostru a fost dezvoltat si caracterizat un compus amfifil bazat pe squaleni si
bPEI (Sq-bPEI), cu potentiale aplicatii in transfectie. Pentru a asigura invingerea barierelor ce
apar 1n procesul de transfectie, prin proiectare, in structura conjugatului au fost introduse
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grupdri functionale recomandate de literatura de specialitate. Sinteza s-a realizat Tn conditii
blande (temperatura camerei, solventi uzuali, mediu de reactie apos), conform schemei 2."
Obtinerea compusilor intermediari si finali a fost confirmati prin spectroscopie 'H-RMN, *C-
RMN, FT-IR.
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Figura 18. Reprezentare comparativa a exprimarii genei Luciferaza pentru bPEI §i
complectii cu Sq-bPEI si Sq-bPEI-G.

Transfectarea celulelor HeLa cu gena eGFP in prezenta bPEI (1.8kDa) si a purtatorilor
sintetizati (Sq-bPEI/5a si Sq-bPEI-G/5b) a decurs optim la un raport N/P de 15 pentru 5b si de
20 pentru 5a (Figurile 17 si 18). La un raport N/P de 15, Sq-bPEI-G asigura o eficientd de 6.2
ori mai mare, iar la raportul 20 de 8.33 ori mai mare compartativ cu bPEI administrata
individual.

S-a constatat asadar ca agregatele lipidice asigura o crestere a acumularii locale a
bPEI, efect ce duce la cresterea eficientei transfectiei. Asa cum era de asteptat inca din
etapa de proiectare, guanidilarea vectorului favorizeazd complexarea cu ADN-ul si
maéreste abilitatea complexului de a penetra membranele celulare.

O1.5. Nanoparticule magnetice dispersate prin actiunea unor surfactanti siloxanici, cu
potentiale aplicatii in terapia genica

In cadrul proiectului s-au realizat si o serie de studii preliminare privind includerea
poliplecsilor magnetici in vezicule formate de catre agenti activi de suprafatd (de tip
polisiloxan), pentru a spori stabilitatea acestora si pentru a Tmbunatati capacitatea de control si
livrare.- Au fost utilizate nanoparticule de magnetitd dispersate in solutii de
surfactant polisiloxanic. In general, sinteza propriu-zisd duce la particule de tip SPION, cu
invelis organic, hidrofob, care pot fi dispersate doar in solventi nepolari ori cu polaritate
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moderatd. Pentru aplicatii medicale este necesar un invelis hidrofil, pentru asigurarea
ceea ce presupune folosirea unor polimeri biocompatibili sau naturali, ori apelul la materiale
anorganice, precum silicea sau aurul. Pentru dispersarea Tn apd a unor nanoparticule
superparamagnetice de Fe;O4 (magnetita) si de FeCr,O4 (cromita) au fost utilizati surfactanti
ce au 1n structurd unitéti siloxanice. Biocompatibilitatea nanoparticulelor fost validatd prin
teste MTT. In Figura 19 se observi ci viabilitatea celulard s-a mentinut la peste 90% la
concentratii mai mici decat 1 g/L (concentratia limitd folositd in mod curent pentru
incapsulare), dar rezultate satisfacatoare au fost obtinute si la concentratii mai mari.
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Figura 19. Viabilitatea celulara in prezenta surfactantilor siloxanici (test MTT).

Rezultatele studiului indicad faptul ci nistatina a fost Tncapsulatd fizic in agregatele
surfactantului, nefiind legatd chimic. Mecanismul solubilizérii a fost sugerat de observatiile
TEM si implicd inserarea moleculelor de nistatind 1n regiunea hidrofobd a veziculelor de
surfactant. Studiul a demonstrat: (a) posibilitatea obtinerii eficiente a nanoparticulelor pe baza
de PDMS si a agregatelor de tip vezicular pe bazd de surfactanti polisiloxanici, printr-un
procedeu simplu, reproductibil; (b) abilitatea entitatilor anterior citate de a incarca sau de a
include principii active, fard dezvoltarea de interactiuni puternice, care sd afecteze structura
sau functia terapeutica a acestora.

Datele preliminare dovedesc abilitatea compusilor siloxanici de a functiona drept
polipecsi cu potential rol in transfectia non-virala. Respectivii compusi au fost testati, drept
componente ale unor sisteme de includere in matrice polimerice sau in scaffold-uri ternare
((atelo)colagen / dimetilsilandiolhialuronat / poli(e- caprolactond)), ca atare, sau dupa
asocierea cu nanoparticule de hidroxiapatitd. S-au obtinut micro-structuri sferice, cu interior
poros cu AteCol situat 1n interiorul porilor sau 1n perete, prin combinarea metodelor de
emulsionare clasica si a tehnicii LBL.
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01.6. Biosinteza exopolizaharidelor utile drept precursori pentru prepararea sistemelor
utilizate in terapia genica

Bacteriile lactice sunt capabile sd biosintetizeze extracelular biopolimeri cu diferite
structuri chimice, in functie de compozitia mediului de culturd utilizat. Astfel, s-a realizat un
mediu nou de culturd, a carui compozitie este capabild sa induca biosinteza unor cantitati
ridicate de exopolizaharide (EPZ) (26,6 g exopolizaharide liofilizate/ L mediu de culturd). S-a
utilizat o tulpina de bacterii lactice izolatd din fidina de porumb originara in Polonia, tulpina
care a fost identificata prin secventiere 16S ADNr drept Weissella confusa. Biopolimerul
extras si purificat a fost caracterizat prin FTIR, 1H—RMN, 13C—RMN, 2D-RMN (HSQO),
HPLC, GPC si TGA. Analizele HPLC demonstreaza ca in structura exopolizaharidului sunt
prezente doar molecule de glucoza. De asemenea, prin analizele RMN si FTIR se confirma
structura de dextran cu 96,8 % legaturi a-(1—6) si 3,2 % legéaturi a-(1—3). Prin analiza GPC
a exopolizaharidului purificat se identifici doua fractii cu masa moleculard mare (3,3 x 10’ si
1,6 x 10’ g mol/L) si doua fractii cu masd moleculard micd (4,4 x 107 si 1,6 x 10> g mol/L).
Analiza termogravimetrica evidentiaza doua trepte de degradare termica, cea mai importanta
fiind la 288°C, cu o pierdere de masa de 65.9%. Luandu-se in considerare cantitatea mare de
EPZ obtinutd prin fermentare si compozitia naturald a mediului de cultura, consideram ca
acest biopolimer se obtine cu costuri mici, intr-un timp scurt si poate avea aplicatii medicale,
farmaceutice si alimentare. EPZ obtinut poate fi functionalizat in scopul realizarii unor noi
clase de compusi utili in tlransfec‘gie.14

De asemenea, au fost izolate si identificate 52 de tulpini de drojdii cultivate pe doud
medii de culturd numite mediu de drojdie peptond-glucozd si mediu de cultura diacetil-
acetaldehida, in scopul obtinerii unor cantitati ridicate de diacetil si acetaldehida. Aceste
arome se pot folosi 1n industria alimentara drept substitut pentru compusii de sinteza chimica.
Selectia initiald a tulpinilor de drojdii s-a realizat folosind reactii calitative pentru detectarea
acetaldehidei cu reactiv Schiff (culoare violet), respectiv a diacetilului cu reactiv Brady
(precipitat galben). Mediul de cultura rezultat in urma fermentarii a 10 tulpini de drojdie a fost
analizat prin gaz cromatografie, cuantificindu-se acetaldehida si diacetilul. Valoarea aciditatii
total titrabile indicd faptul ca un coeficient de 5,5 °SH a fost favorabil pentru biosinteza de
acetaldehida de citre tulpina D15 (Candida lipolytica; 96,05 mg L™ 'acetaldehida), in timp ce
un coeficient de 7 °SH faciliteaza biosinteza de diacetil de catre tulpina D38 (Candida
globosa; 3,58 mg L™'diacetil).’58161

Obiectivul 2. PROIECTAREA SI REALIZAREA UNOR VEHICULE NON-VIRALE
BIOMIMETICE PENTRU ELIBERAREA SI DOZAREA CONTROLATA A
MEDICAMENTELOR SPECIALE N CELULE, PE BAZA DE POLIMERI SI ADUCTI
POLIMERICI

0O2.1. Polimeri inteligenti utilizati pentru eliberarea controlatid a moleculelor biologic-
active
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Polimerii sensibili la stimuli externi sau polimerii “inteligenti” sunt materiale deosebit
de attractive, capabile s raspunda la modificari ale parametrilor externi prin modificari ale
proprietatilor lor. Abilitatea de a raspunde la stimuli externi este de fapt una dintre
caracteristicile cele mai importante ale organismelor vii. Ca urmare si deloc surprinzator, cele
mai frecvente aplicatii ale acestor materiale sunt in medicina si farmacie, ca sisteme pentru
eliberarea controlatd a medicamentelor, ADN-ului si radionuclizilor. Aceste sisteme au o
arhitectura speciala, adaptata pentru trimiterea la tinta si eliberarea compusilor biologic-activi,
sub actiunea unor factori de declansare specifici.

Dintre polimerii sensibili la stimuli externi, in acest proiect au fost utilizati cei
sensibili la pH si temperaturd, deoarece in corpul uman acesti parametri fizico-chimici difera
intre diversele compartimente ale organelor, iar conditiile patologice pot actiona ca agenti de
declansare.12,27,28,41.3

Poli(N-isopropilacrilamida) (poli(NIPAAm)) este un polimer termosensibil care, in
solutie apoasd, prezintd o temperaturd critici de solubilizare (lower critical solution
temperature, LCST) in jurul valorii de 32 °C. Cu scopul de a creste LCST-ul cétre valoarea
temperaturii corpului uman, polidNIPAAm) a fost copolimerizatd cu monomeri hidrofili cu
diferite grupari functionale, cum ar fi hidroxietil acrilamida (HEAAm), acidul metacrilic
(MA), acidul maleic (MAc), B-ciclodextrina functionalizata (B—CD).I&zo Apoi, polimerii
“inteligenti”’au fost transformati prin asociere sau auto-asociere 1n hidrogeluri macroscopice
sau asocieri micrometrice ori nanometrice, cu proprietiti controlabile cum ar fi: temperatura
de tranzitie de faza, distributia marimii, viteza de umflare / colapsare, balanta hidrofil /
hidrofob a suprafetelor, densitatea de sarcind, cu scopul final de a realiza un sistem de
eliberare eficient.

Au fost sintetizate si hidrogeluri poroase cu o dubla sensibilitate la stimuli, respectiv la
pH si temperaturd, prin copolimerizarea NIPAAm-ului cu acidul metacrilic sau cu acidul
maleic, in prezenta unui agent de reticulare (N,N’-metilenbisacrilamida), sau prin crearea de
retele semi-interpenetrate.”’ In fluidele fiziologice (PBS, pH = 7.4), grupirile carboxilice ale
MA sunt ionizate si hidrogelul isi pierde termosensibilitatea. In mod remarcabil, cind
grupdrile carboxilice ionizate interactioneaza -electrostatic cu compusi biologic-activi,
hidrogelul 1isi recapatd termosensibilitatea, colapseazd si elibereazd anumite cantititi de
medicament (Figura 22). In acest caz, co-monomerul sensibil la pH (MA) actioneaza ca
biosensor, iar co-monomerul sensibil la temperatura (NIPAAm) actioneaza drept componentd
de livrare a medicamentului. Acest sistem dual ar putea reprezenta baza de pornire in
obtinerea wunei noi generatii de dispozitive pentru eliberarea controlati a
medicamentelor.
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Figura 22. Reprezentarea schematica a
modului de operare a microgelurilor de
D . A .
7 wesss  poli(NIPAAm-co-MA) in prezenta unui
yﬁw agent de declansare, in conditii
(D . . . .
Drug MW k Partially “activated” fiziologice simulate.
release w% Hydrogel
(partially collapsed hydrogel)

Fully “activated”
Hydrogel
(fully collapsed hydrogel)

“Inert” pH/thermosensitive
hydrogel

Intr-o altd abordare a acestui subiect, NIPAAm a fost copolimerizati cu B-CD
functionalizatd cu grupari vinilice, cu scopul de a obtine materiale sensibile la temperatura
(microgeluri) capabile sa retind Tn mod selectiv compusi biologic-activi. Aceste microgeluri
sunt biodegradabile deoarece CD a fost functionalizata astfel Tncét sd posede mai mult de o
grupare polimerizabili per moleculd. Datoritd dimensiunii micrometrice si porozitatii ridicate,
aceste microgeluri prezintd o tranzitie de fazd abrupta la temperatura si pH-ul fiziologic. Ca
urmare, viteza de rdspuns la schimbari mici ale parametrilor fiziologici este foarte mare.
Aceste hidrogeluri sunt capabile sa elibereze medicamentele incluse 1n cavitatea hidrofoba a
CD 1in regim pulsatoriu, printr-un mecanism de tip “ON-OFF” (Figura 23).
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Pentru aplicatii biomedicale care necesitd particule cu dimensiuni submicronice au
fost sintetizate, prin metoda polimerizarii precipitative, nanoparticule sensibile la temperatura,
pe bazid de NIPAAm si HEAAm,” sau pe baza de poli(NIPAAm) grefat pe pululan.23
Tranzitia de faza a fost determinatd prin DLS, spectroscopie UV-VIS si 'H-RMN. S-a
demonstrat ca nanoparticulele prezintd tranzitie de volum (VPTT) la o temperatura apropiata
de cea a corpului uman, ele putind fi deci folosite in scopuri biomedicale. Nanoparticulele
sunt sferice si monodisperse. Viteza de eliberare a propranololului a fost semnificativ
influentatd de temperaturd. Sub VPTT microgelurile se afla in stare umflatd si medicamentul

22



este rapid eliberat, iIn timp ce la valori peste VPTT, microgelurile sunt colapsate si
medicamentul este eliberat lent.

Ciclodextrinele sunt frecvent utilizate pentru eliberarea controlatd a medicamentelor.
In cadrul acestui proiect, CD a fost utilizata drept agent de protejare,”* sau a fost imobilizati
in microsfere din dextran, care au fost introduse intr-o coloand cromatografica din sticla.
Timpii de retentie au fost determinati pentru diferite medicamente si compusi model.** S-au
determinat profilurile curbelor de eliberare a respectivelor specii moleculare (indol, 3-
nitrofenol, acid p-hidroxibenzoic, diclofenac). S-au obtinut viteze de eliberare neasteptat de
mari chiar pentru compusi cu valori ridicate ale timpilor de retentie (constante de asociere
mari). Mai mult, volumul fluidului in care se realizeazd eliberarea influenteaza semnificativ
viteza de eliberare. De aceea, volumul fluidului receptor (“sink conditions”) trebuie mentinut
pe toatd durata experimentului, deoarece la fiecare concentratie a medicamentului in mediul
de eliberare se stabileste un echilibru intre medicamentul liber si cel inclus in CD.

02.2. Complecsi de incluziune ai nitratului de propiconazol cu B-cyclodextrine diferit
substituite. Sinteza si caracterizare.

Ca parte a primului studiu roménesc cu privire la distributia speciilor si profilul
sensibilitatii la agenti antifungici al izolatelor clinice de fungi,zs’26 proprietatile antifungice ale
complexului de incluziune dintre propicaonazolul nitrat si B-ciclodextrind (B-CD/PCZH-NO3)
a fost testat pe o colectie de 551 izolate clinice de levuri, primite de la spitale din diverse
regiuni ale tdrii, alaturi de doi triazoli, fluconazol (FLC) si voriconazol (VOR), si trei
echinocandine, caspofungind (CAS), micafunginda (MCA) si anidulafungina (ANI), agenti
antifungici cu larga utilizare clinica. In cazul VOR a fost folosita formularea comerciala in
care acesta este complexat cu o ciclodextrind Tmbunatatita, sulfobutileter-B-CD (SBE7-f-
CD/VOR).

Testarea antifungica si interpretarea concentratiilor minime inhibitorii (CMI) au fost
Antimicrobiene (EUCAST). Activitatea antifungicd a complexului experimental a fost 1n
general comparabild cu cea a voriconazolului complexat (Figura 24A) si cu a
echinocandinelor (Figura 24B).
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Figura 24. B-CD/PCZH-NO; comparativ cu agenti antifungici utilizati clinic — mediile
geometrice ale valorilor CMI, cu intervale de confidenta 95%: [A] f-CD/PCZH-NOj3
comparativ cu triazoli clinici; [B] f-CD/PCZH-NO; comparativ cu echinocandine clinice.

Compusul experimental a fost activ si superior complexului cu VOR, impotriva
izolatelor de C. glabrata (Figura 25A), care sunt cunoscute ca avind adesea sensibilitate
redusa la azoli, si impotriva multor izolate cu rezistenta la fluconazol (Figura 25B).
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Figura 25. B-CD/PCZH-NO; comparativ cu SBE7--CD/VOR — valorile absolute ale
diferentelor p-CD/PCZH-NO; minus SBE7--CD/VOR (mg/L): [A] activitatea antifungica
impotriva C. glabrata; [B] activitatea antifungica impotriva izolatelor non-krusei din genul
Candida, rezistente la FLC.

Urmatoarea etapd in studiul vectorilor pentru imbunatitirea eficientei PCZH-NO; a
fost prepararea a trei noi complecsi de incluziune 1n care B-CD parentala a fost inlocuitd cu
trei derivati ai sai, si anume sulfobutileter-B-CD (SBE7-B-CD), sarea de sodiu a sulfatului de
B-CD (B-CD-SNa) si sarea de sodiu a monoclortriazinil-3-CD  (MCT-f-
CD).”'22,25,48,53,67,68

Au fost efectuate simuldri de andocare si dinamicd moleculard (cu apa ca solvent
explicit) ale complecsilor de incluziune ale PCZH-NO;s cu B-CD si SBE-B-CD. Studiile
computationale au sugerat coexistenta a mai multor tipuri diferite de complecsi de incluziune,
in functie de gruparea functionala a PCZH-NOj care intra in cavitatea ciclodextrinei. Cea mai
favorabild conformatie din punct de vedere energetic este cu inelul aromatic al grupdrii
diclorfenil inclus in cavitate la nivelul inelului glucidic.

Complecsii de incluziune au fost apoi preparati prin liofilizare. Complexarea si
informatiile oferite de studiile computationale au fost confirmate prin spectroscopie de
rezonantd magnetica nucleard ("H-RMN), spectroscopie de rezonantd magnetici 2D (ROESY)
si calorimetrie dinamica diferentiald (DSC). Titrarea RMN a permis masurarea constantei de
asociere, evidentiind faptul cd PCZH-NO; formeaza cel mai stabil complex de incluziune cu
SBE7-B-CD, probabil datoritd interactiunilor ciclurilor organice de dioxanil si triazolic cu
atomii de oxigen glicozidici sau cu grupele —SOs". Experimentele de titrare au furnizat de
asemenea valorile raportului de complexare intre cei doi componenti ai complecsilor de
incluziune ca fiind de 1:1.

Testarea proprietitilor antifungice ale noilor comple0§i,28 urmand aceleasi
recomandari EUCAST, a aratat cd, in majoritatea cazurilor, valorile CMI au fost in

24



concordantd, diferentele fiind in limitele intervalului acceptat, de + o dilutie log2 (Figura
26A). Aceastd similaritate sugereazd cad natura ciclodextrinei nu influenteazd Tn mod
semnificativ comportamentul in vitro al PCZH-NOj fatd de celulele fungice.
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Figura 26. Activitatea biologica a complecsilor de incluziune.

[A]: Concordanta valorilor CMI ale celor patru complecsi de incluziune ai PCZH-NOj; cu f-
CD s5i derivatii ei testati pe izolate de C. albicans; [B]: Citotoxicitatea celor patru complecsi
de incluziune ai PCZH-NOj; cu -CD si derivatii ei — fitare neliniara a curbelor doza-

raspuns. Liniile punctate indica valorile ICs.

A fost de asemenea evaluatd citotoxicitatea pe fibroblasti umani dermici normali —
NDHF (PromoCell) utilizAndu-se testul comercial CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega). Curbele de regresie neliniara au ardtat complexul PCZH-NOs3
cu B-CD parentald a fi mai toxic decat complecsii cu cei trei derivati de B-CD (Figura 26B).
Concentratiile inhibitorii mediane (ICsp) au fost cu 2-3 ordine de marime mai ridicate fata de
concentratiile necesare pentru activitate antifungica.

Lipsa diferentelor semnificative in testele de sensibilitate antifungica si diferentele de
citotoxicitate Intre complexul cu B-CD parentald si complecsii cu derivati ai acesteia
sugereaza ca tipul de ciclodextrind ar fi mai important pentru interactiunea azolului cu gazda
infectatd decat pentru activitatea antifungica propriu-zisa.

02.3. Noi materiale hibride pe baza de hidroxizi dublu lamelari (LDHs) folosite ca
sisteme de eliberare controlatia a medicamentelor.

Hidroxizii dublu lamelari (LDHs) reprezintd o clasd de materiale cu structura
stratificata, in care straturile sunt incarcate pozitiv, iar stabilitatea structurii este asiguratd de
cétre anioni, care leaga electrostatic straturile adiacente. LDHs sunt materiale biocompatibile
utilizabile ca matrice pentru stocarea de biomolecule ori medicamente, dar si ca sisteme
pentru eliberarea controlatd a acestora. Avand 1n vedere acest fapt, au fost obtinute noi
materiale hibride pe bazd LDHs, capabile sd intercaleze medicamente si sd actioneze ca
sisteme eficiente de eliberare a acestora.”’ Clorhidratul de tramadol (TrH) a fost ales ca
medicament model si a fost intercalat intr-o matrice de ZnAl LDH sub forma nitrat folosind
metoda schimbului ionic. TrH a fost utilizat in cantitati de cate 0.1, 0.4 si 0.8 g pentru fiecare
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2 g de ZnAILDH. Precursorii i materialele hibride au fost caracterizate prin XRD, FT-IR,
RAMAN, EDX si SEM.

Rezultatele obtinute indica faptul ca TrH este prezent 1n spatiul interlamelar in cazul
ZnAILDH_TrH 0.4 si ZnAILDH_TrH 0.8, atunci cind se utilizeazad cantitati mari de TrH
pentru schimbul ionic. In spectrele FT-IR si RAMAN se observa absenta benzilor de vibratie
caracteristice ionilor nitrat, ceea ce confirma inlocuirea acestora cu anioni de medicament. In
celelalte cazuri a fost observatd o intercalarea partiald a TrH intre straturi si o absorbtie
semnificativa pe suprafata ZnAILDH. Acest studiu sugereazd ca TrH poate fi intercalat 1n
straturile de ZnAILDH, iar noile materiale hibride ar putea deschide perspective interesante
pentru obtinerea de rezervoare pentru medicamente si de sisteme pentru eliberare controlata.

02.4. Efectul citotoxic al particulelor magnetice

Scopul acestor studii a fost de a proiecta, sintetiza si caracteriza un purtitor complex
nanoparticulat, constand dintr-un miez de magnetitd acoperit cu polisiloxan sau heparina,
capabil sa fie incircat cu lipazi (pentru aplicatii catalitice)’® sau cu Rhein31. (un medicament
antitumoral) (Figura 27). Rezultate notabile s-au obtinut pentru nanoparticulele magnetice
incarcate cu Rhein. Testele folosind 10, 20 si 30 pM echivalent Rhein liber, precum si a celor
care folosesc nanoparticule Rhein-incércate, a aratat ca viabilitatea hepatocitelor tumorale este
semnificativ redusa (pana la circa 10%) pentru 30 pM Rhein incarcat pe nanoparticulele
magnetice, ceea ce reprezintd o activitate antitumorald mai buna in comparatie cu aceeasi
concentratie de Rhein liber.
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Figura 27. Prepararea nanoparticulelor magnetice incarcate cu Rhein.
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02.5. Sinteza si caracterizarea derivatilor de pirolo[1,2-a]benzimidazol cu actiune anti-
tumorala

Studiile efectuate reprezintd o contributie originala privind sinteza multicomponent
,»one pot” a pirolochinoxalinelor §i pirolobenzimidazolilor. Cele doua clase de compusi sunt
studiate datoritd interesului pentru proprietatile lor biologice. Derivatii de pirolo[1,2-
albenzimidazol sunt agenti anti-tumorali si sunt de asemenea folositi 1n tratamentul
afectiunilor sistemului nervos central. Scheletul pirolo[1,2-a]chinoxalinei se regaseste n
numerosi compusi cu activitati biologice diverse. Structurile compusilor sintetizati au fost
amanuntit studiate prin tehnici instrumentale, n special spectroscopie RMN 1H, 13C, si 15N,
folosind tehnici bidimensionale putin uzuale, dar si prin cristalografie de raze X.
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Reactiile multicomponent reprezinta o abordare moderna si rapida pentru sinteza mai
multor clase de compusi organici. Au fost investigate mecanismele de reactie si au fost
propuse conditii de sinteza care sa favorizeze formarea preponderenta a unuia sau altuia dintre
reprezentantii celor doud clase de heterociclii mentionate mai sus. Pentru caracterizarea cat
mai bund a acestor reactii au fost sintetizati pe alte cdi si intermediarii sintezelor
multicomponent (sarurile de benzimidazoliu), pentru unele dintre acestea in afara
caracterizdrilor structurare fiind studiate si proprietdtile de incluziune in ciclodextrine.
Rezultatele au fost publicate partial intr-o serie de articole,”>’ jar alte manuscrise fiind in
pregatire.

Obiectivul 3. PROIECTAREA SI REALIZAREA UNUI SISTEM DE MINERALIZARE
BIOMIMETIC DE TIP CALUS OSOS CU CAPACITATE DE TRANSFECTIE SI
IMUNO-EVAZIVA, PE BAZA DE COMPUSI MACROMOLECULARI NATURALI SI
SINTETICI, CU CAPACITATE DE RECUNOASTERE CELULARA, ACTIV CA
SUBSTRAT PENTRU CULTURA DE CELULE EX-VIVO SI POTENTIAL INJECTABIL iN
SITE-URI OSOASE, CU SCOPUL DE A GHIDA RESTAURAREA TESUTULUI
iIN PREZENTA CELULELOR ADECVATE.

03.1. Obtinerea si caracterizarea unor compozite biomimetice injectabile
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In cadrul proiectului am stabilit un procedeu simplu de preparare al hidrogelurilor
bazate pe formarea arhitecturii G4, utilizand guanaozina (G) grefata pe complexul preformat
alcool polivinilic-acid boricin prezenta de Li'"OH (PVAB) (Figura 26). Prin adaugarea p-
ciclodextrinei (BCD) in diverse rapoarte molare G/BCD, conduce la schimbarea proprietatilor
hidrogelului format, actionand ca un adjuvant datorita formarii complecsilor de incluziune
BCD-guanozina (Figura 28).%

K- HYDROGEL

= Ga
arhitecture

Concentration of BCD increases

Figura 28. Reprezentarea schematica a formarii hidrogelurilor.

Spectroscopia "B-RMN a fost utilizata pentru a caracteriza formarea borat-esterilor
intre PVAB si guanozina (PVAB-G), iar prin 'H-RMN s-a demonstrat formarea complecsilor
de incluziune guanozina-pCD.

Trebuie mentionat faptul ca PVAB-G formeaza arhitecturi supramoleculare ierarhice
ordonate dirijate de prezenta cationulor K*, Na* sau Ba®*. Pentru a identifica structurile G4 si,
in special, pentru a distinge toate structurile paralele din cadrul structurilor antiparalele este
adesea utilizat dicroismul circular. Cu ajutorul curbelor obtinute, prin dicroism circular, se pot
pune in evidenta structurile G-quadruplex paralele. Astfel, acizii nucleici in prezenta de
guanosina, prezinta o banda pozitiva la ~260 nm si o banda negativa la ~240 nm, indicand
prezenta unei structuri G-quadruplex paralele. In cazul nostru, prin inregistrarea spectrelor
prin dicroism circular (Figura 29), s-a observat formarea structurilor G-quadruplex
(cvartetului G) (G4) pentru PVAB-G-K si PVAB-G-BCD-K si nu s-a observat pentru PVAB-
G. Prezenta benzilor pozitive in regiunea 290 nm, ar putea indica prezenta formarii G-
quadruplex (G-cvartetelor) in structura hidrogelului.
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Figura 29. a) Circular dichroism data. b) X-Ray Diffraction spectrum of PVAB-G-K.

Tehnica de difractie cu raze X (XRD) a fost folosita pentru obtinerea dovezilor
suplimentare de formare a G-cvartetului/cvadruplexului. Din datele XRD (Figura 27b) ale
PVAB-G-K a fost identificat un pic la 20 = 26.5° (d = 3.3 A), care corespunde cu distanta de
conjugare m- intre doua plane G4-cvartete. Un semnal la 260 = 4.01° corespunde cu o distanta
de 21,97 A, caracteristica lungimii unui singur G4-cvartet (Figura 27b).

Din analizele SEM (Figura 28) se poate observa ca materialele obtinute prezinta o
morfologie caracteristica unui hidrogel. Prezenta ionului de K in structurile PVAB-G-K si
PVAB-G-BCD-K conduce la obtinerea de geluri cu o structura mai densa si compacta in
comparatie cu structurile PVAB-Li".

Figura 30. Imaginile SEM pentru PVAB-Li*, PVAB-G-K*, PVAB-G-BCD-K" (scala 20 um).

Testarea oscilatorie dinamica este o modalitate recunoscuta de a obtine informatii
esentiale despre microstructura materialelor care pot genera informatii despre comportamentul
macroscopic. Astfel, determinarea parametrilor G*, G' si G", factorului de pierdere (6 = G
tan" / G'), viscozitatii complexe (n*) sau unghiului (8), duce la obtinerea unei imagini
complete despre structura interna a esantionului in limitele domeniului vascoelastic liniar
(Figura 29).
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Figura 31. Variatia parametrilor G' si G" in functie de timp pentru probele PVAB-G-BCD-K*

la diverse rapoarte molare G/SCD.

In cazul nostru, pentru toate probele supuse analizei (Figura 29) s-a observat o crestere
rapida a modulului G' si atingerea rapida a platoului (in mai putin de 700 s), ceea ce indica
finalizarea gelifierii. Din analiza graficelor se mai poate observa faptul ca raportul molar G :
BCD are o influenta considerabila considerabila asupra rigiditatii si stabilitatea hidrogelurilor:
gelul mai ,,moale” este obtinut pentru PVAB-G-BCD-K Ia un raport molar G : CD = 0.5 : 0.5,
iar cel mai rigid si mai stabil structural este PVAB-G-K (concentratia CD = 0).

Concluzii:

a fost stabilit un procedeu simplu pentru prepararea hidrogelurilor pe baza de
asamblare G-quadruplex (G-cvartet), prin formarea esterilor borici prin "B-RMN;
s-a demonstrat structurilor G-quadruplex (G-cvartet) (asamblare cvadruplex) prin
inregistrarea spectrelor prin dicroism circular si raze-X;

a fost stabilit modului de interactiune fCD-componente hidrogel, prin formarea
complecsilor de incluziune BCD:guanozina prin 'H-RMN;

au fost studiate proprietatile hidrogelurilor obtinute prin reologie si SEM si se
poate concluziona ca gelurile sintetizate sunt suficient de flexibile astfel incat
sa paota fi considerate geluri injectabile pentru rapoarte molare
pCD:guanozina mari.

03.2. Hidrogeluri pe baza de chitozan si cinamaldehida

O alta realizare importanta a acestei directii de cercetare o constituie obtinerea de
hidrogeluri pe baza de chitosan si cinamaldehida, pe calea unei reticulari duale atribuita
concurentei dintre grefarea aldehidei pe lantul de chitosan si auto-organizarea unitatilor imina
nou formate, soldatd cu formarea de clusteri hidrofobi cu rol de noduri de reticulare (Figura
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32a). Hidrogelurile prezinta o morfologie poroasa, iar diametrul porilor poate fi controlat prin
varierea raportului gruparilor functionale (Figura 32b,c). Investigari reologice au relevat
proprietati inalt elastice si un grad de umflare ridicat.”® Determinari preliminarii au
demonstrat ca hidrogelurile favorizeaza proliferarea celulelor osoase, avand potential de
aplicare ca scafolduri pentru regenerarea osoasa.
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Figura 32. Obtinerea hidrogelurilor demonstrata prin analiza RMN si imagini SEM a doua

xerogeluri cu grad de reticulare diferit.

Capacitatea de auto-ordonare a unitatilor imina a fost demonstrata pe o serie de
compusi model mic moleculari prin difractie de raze X pe monocristal (Figura 33a,b).*’
Studiile au fost extinse si spre sinteza de noi agenti antimicrobieni de tip benzoat cu capacitate
de organizare in mezofaze lichid cristaline, proprietati ce pot fi exploatate in obtinerea de

materiale compozite de tip PDLC pentru aplicatii biomedicale ca fabricarea irisilor artificiali
4

(Figura 33 c,d).40
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Figura 33. a,b) Impachetarea supramoleculara compacta a compusilor model imina

demonstrata prin difractie de raze X pe monocristal; si c) textura evantai si d) proprietatile
antimicrobiene ale unui compus benzoat reprezentativ

03.3. Dezvoltarea unui substitut al matricei calusului osos, util drept substrat in
sustinerea transfectiei ex vivo

Caracteristicile calusului osos pote fi mimate de catre matrice colagenice dopate cu
cristale de hidroxiapatitd biomimetica. Obtinerea unor astfel de matrice s-a realizat prin
sinteza hidroxiapatitei Tn prezenta atelocolagenului, prin controlul nucleerii si cresterii
cistalelor utilizdnd campuri electrice aplicate in regim capacitiv.

In cadrul proiectului s-au brevetat tehnica de sintezi (cererea de brevet OSIM A00710
din 27.09.2013) si instalatia pentru controlul sintezei hidroxiapatitei biomimetice calciu-
deficiente (cererea de brevet OSIM A00615 din 07.09. 2016).

In principiu, procedeul pentru controlul caracteristicilor hidroxiapatitei sintetizate in
prezenta biomacromoleculelor implica parcurgerea urmatoarelor etape si subetape:
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i. — obtinerea sarii de calciu a biomacromoleculei / biomacromoleculelor in prezenta
careia / cdrora se va sintetiza hidroxiapatita;

il. — reglarea parametrilor mediului de reactie si controlul compozitiei chimice a
acestuia (conditionarea chimicd a mediului de reactie), prin eliminarea panad la o
valoare controlatd a excesului de ioni de calciu nelegati si prin adaosul de specii
chimice cu rol de modulator al proceselor de crestere a cristalelor de hidroxiapatita;
ili. — inducerea unei difuzii activate masive a celorlal{i ioni implicati in sinteza
hidroxiapatitei (fosfat si cei de substituire: CO3”™", F~, Na*, K*, Mg®* etc.), iar ulterior
a unui surplus de ioni de Ca**, difuzie acceleratd prin intermediul unui cAmp electric
generat din exteriorul mediului de reactie;

iv. — separarea produselor de reactie, realizata diferentiat functie de forma utila,
respectiv a fractiei anorganice, sau a amestecurilor intime ale acesteia cu
biomacromoleculele in prezenta carora hidroxiapatita a fost sintetizata;

Instalatia pentru sinteza particulelor de hidroxiapatitd permite controlul gradului de
cristalinitate, dimensiunilor, morfologiei si distributiei fazelor cristaline si amorfe 1n cazul
particulelor de hidroxiapatitd sintetizate in mediu lichid si in camp electric de nalta
intensitate, inclusiv in prezenta compusilor (bio)macromoleculari susceptibili denaturarii (in
particular a proteinelor si in spetd a atelocolagenului), compusi utilizati ca matritd pentru
nucleerea si cresterea cristalelor ori particulelor cristalin-amorfe. Solutia inventiva consta 1n:

- separarea printr-o barierd impermeabila si dielectrica a electrozilor de volumul solutiei
apoase ori a emulsiei Tn care are lor sinteza;

- numarul, forma si geometria amplasarii electrozilor care alcétuiesc sistemul capacitiv
de aplicare a potentialelor de control al proceselor;

- modalitatea de conectare a electrozilor la sursele de 1naltd tensiune, In vederea
elimindrii efectelor ripplului respectivelor surse, ripplu care conduce la disiparea
suplimentard de energie intre electrozii cuplati capacitiv, disipare soldata cu Incélzirea
inutila a mediului lichid;

- modul de control al evolutiei in timp a potentialului aplicat electrozilor, prin
polaritatea, forma si frecventa curentilor electrici debitati de citre surse;

- modul de distribuire a valorilor potentialelor de lucru in raport cu masa generald si
respectiv cu masa blocurilor electronice, in vederea protejarii sistemelor de control
impotriva scurgerilor accidentale dinspre sursele de inaltd tensiune, dar si pentru
garantarea sigurantei in functionare.

In principiu, instalatia pentru controlul sintezei particulelor de hidroxiapatitd prin
intermediul cAmpului electric aplicat in regim capacitiv, instalatie care face obiectul cererii de
inventie, se compune din:

- reactorul chimic propriu-zis;

- partea electrica a sistemului de control al sintezei, inclusiv electrozii;

- sursele de inalta si joasa tensiune;

- circuitul pentru ridicarea potentialului masei circuitelor de joasa tensiune in
raport cu masa surselor de inalta tensiune si cu electrozii de lucru;

- sistemul digital pentru controlul evolutiei in timp a potentialelor de lucru;

- sistemele de deservire a reactorului.
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Figura 20 prezintd schema bloc a instalatiei pentru controlul sintezei particulelor de

hidroxiapatita prin intermediul cAmpului electric aplicat In regim capacitiv, conform inventiei,
iar Figura 21 schema functionald a instalatiei.

controlul / conaucerea
H +
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Figura 20. Schema bloc a instalatiei brevetate.
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Figura 21. Schema functionala a instalatiei brevetate.

Utilizadnd aceasta instalatie se obtin compozite anorganic — organice, in care cristalele
de hidroxiapatitd calciu-deficientd sunt nucleate si crescute In matricea unui compus
biomacromolecular (atelocolagen sau polizaharid). Compozitul poate avea caracteristicile
unui hidrogel si proprietati tipice scaffold-urilor destinate cultivarii ex vivo a celulelor. in
plus, scaffold-urile astfel generate pot sustine procesele de transfectare a celulelor fie
utilizdndu-se acizi nucleici ,,nuzi”’, fie cargocomplecsi ai acizilor nucelici cu carrier-ii
dezvoltati n cadrul proiectului. Astfel de scaffold-uri sunt aplicabile in transfectarea celulelor
specifice osului.

03.4. Stabilirea modalititilor de realizare a unui susbstrat cu abilitati de transfectie, din
clasa substitutelor matricei extracelulare a tesutului osos

Studiile s-au derulat pe urmatoarele directii:

A. Realizarea unui substitut al matricei extracelulare pe baza de atelocolagen, respectiv:
- selectia componentelor pentru un scaffold organic;
- sinteza si caracterizarea unor precursori pentru scaffold organic;
- selectia alternativei de preparare;
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- studiul interactiunilor specifice intre componente si efectul acestora asupra
proprietatilor sistemului multicomponent;

- selectia compozitiei matricei organice luind in considerare relatia structura- mod de
preparare- proprietati in concordanta cu domeniul de aplicare propus si cerintele
acestuia (caracteristici fizico-mecanice, chimice, biologice).

B. Selectia componentei anorganice si a modului de preparare/includere in formularea
matricei hibride, cuprinzand.:

- realizarea de precursori/sinteza prin co-precipitare asistata de camp electric;

- realizarea de nano-hidroxiapatita functionalizata;

- selectia variantei optime prin studiu comparativ.

C. Realizarea unui sistem complex de transfectie prin inglobarea unui vector genic non-viral
in matricea biomimetica realizata, incluzand:
- studii privind selectia vectorilor genici non-virali cu biocompatibilitate si eficienta

adecvata de transfectie, sintetizati de grupul de lucru (Figura 34);

- includerea vectorului/poliplexului in scaffold;

- caracterizarea sistemului combinat realizat.

Astfel pentru matricea organica a compozitului destinat realizarii substitutelor matricei
extracelulare s-au selectat, sintetizat si purificat urmatoarele componente:

a) componenta proteica: atelocolagen (obtinut si purificat conform unui procedeu

brevetat anterior atelocolagen sau colagen tiolat (pentru formulari injectabile);*!

b) polizaharide: hialuronan sau derivatul sdu dimetilsilandiol hialuronat, gelan nativ;

c) polimer sintetic biocompatibil: derivat bifunctional reactiv de poli(e-caprolactona)

(PCL) (diizocianat sau dimetacrilat).

S-a recurs la combinarea de polimeri naturali si sintetici pentru a asigura rezistenta
mecanica si prelucrabilitate ameliorata, dar si control al cineticii procesului de biodegradare
prin utilizarea PCL, cu mentinerea performantelor biologice caracteristice componentelor
naturale (proteina, polizaharida). Pentru asigurarea stabilitatii si reproductibilitatii
formularilor s-au efectuat studii privind interactiunile specifice intre componente®” si
comportarea la formarea gelului (reticulare),*** care au permis selectarea conditiilor optime
de pH, temperatura, concentratie totala, raport al componentelor etc.

Aplicand criogelarea unui amestec de atelocolagen/dimetilsilandiol hialuronat/poli(e-
caprolacton) diizocianat (AteCol/DMSHA/PCL-DI) s-au realizat matrici 3D macroporoase,p3
cu pori interconectati, bio-/hemocompatibile, cu o comportare la umflare si viteza de
degradare controlate de compozitie, gradul de reticulare si conditii de prepaurare.45
Compararea caracteristicilor obtinute in cazul criogelurilor ternare cu cele realizate in cazul
structurilor poroase sau dense a evidentiat superioritatea acestei alternative in obtinerea de
materiale cu arhitectura, porozitate, rezistenta mecanica, puritate adecvata utilizarii ca
scaffold.***’
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Figura 34. Vectorii non-virali selectati pentru a fi inglobati in matricea extracelulara in
forma de poliplex.

Din studiile efectuate rezulta ca o formulare optima, de echilibru, pentru o eventuala
utilizare pentru realizarea unui substitut de tesut dur presupune un raport gravimetric
procentual AteCol:DMSHA:PCL-DI de minim 100:10:10. Luand in considerare date de
literatura privind avantajele criogelurilor tip biocompozit colagen-hidroxiapatita in raport cu
cele doua componente in aplicarea in ingineria tesuturilor dure, cat si posibilitatea de control a
caracteristicilor biocompozitelor AteCol-DMSHA/PCL din conditii de preparare, s-a optat
pentru realizarea unei matrici hibride organic/anorganic de tip criogel, prin includerea in
formularea selectata a hidroxiapatitei (25% fata de componenta proteica) — cod
CH10P10/HAp25-15. Pentru comparare s-au realizat compozitii similare fara HAp
(CH10P10-15) si compozitii la care s-a adaugat si 15% B-TCP (fosfat de calciu comercial -
Aldrich Sigma), respectiv CH10P10/HAp25; TCP15-15 (Figura 35). Pentru a asigura o buna
dispersare a componentei ceramice in matrice in vederea asigurarii proprietatilor mecanice
adecvate, s-a optat pentru nano-hidroxiapatita. S-au elaborat doua modalitati de obtinere in
vederea asigurarii morfologiei, compozitiei si cristalinitatii adecvate: a) sinteza prin co-
precipitare asistata de camp,48’49 si b) prepararea de nHAp functionalizata superficial.SO’51
Avand in vedere utilizarea intr-un sistem complex de transfectie scaffold/vector genic, pentru
a asigura si functionalitatea necesara atasarii vectorului si controlului vitezei de eliberare a
ADN/pADN din sistem, s-a apelat la sintetiza nHAp prin metoda precipitarii umede in
prezenta unor aditivi cationici, capabili de complexare cu ADN. In urma analizei comparative
a rezultatelor s-a ales nHAp functionalizata cu polietilenimina limiara (LPEI), polimer capabil
sa actioneze ca agent de compatibilizare in sisteme multicomponente, dar si recunoscut pentru
eficienta in compactarea ADN si transfectie.

36



Figura 35. Structura si

o 6h, -12°C, hV .
\/\/\/'40/\/0 ———~[Hybrid Cryogels caracterizarea SEM a
n

? HAp e, TCP v matricei 3D.

. 10%m
/ 4 b=z CH10P10/HAp25-TCP15
CH10P10HAP25

DMSHA MO Sisch,
OH,

Pentru realizarea sistemului combinat s-au utilizat poliplecsi formati de ADN de

somon sau plasmide cu vectori non-virali pe baza de polietilenimina ramificata si scualena,

fulerena C60 sau ciclu siloxanic sintetizati in cursul derularii proiectului (Figura 32).
Evaluarea citotoxicitatii matricii libere sau incarcate cu plasmid / poliplex in prezenta

celulelor HEK 293T si a potentialului de transfectie al matricelor macromoleculare si al

vectorilor asociati a condus la urmatoarele concluzii:**63

1) Datorita functionalitatii ridicate matricele hibride sintetizate pot fi incarcate eficient
prin incubare cu dispersiile apoase ale poliplecsilor formati intre conjugatii polimerici
cu PEI si ADN plasmidic. Aceste sisteme complexe pot furniza pe o durata mare de
timp material genetic ce poate determina expresia sustinuta a unei anumite proteine in
celulele din vecinatate pana la o luna. Inglobarea sistemului control/martor PEI (25
kDa)/pDNA in matrice determina reducerea toxicitatii acestuia, eficienta transfectiei
mentinandu-se la un nivel ridicat.
2) Nici in cazul inglobarii unor vectori marcati cu fluoresceina (scualena-PEI-FITC, C60-

PEI —FITC) prin incubare sau includere in peretii/formularea matricei nu s-a constatat
un efect citotoxic drastic fata de celulele HEK 293T. Studiile cinetice au evidentiat o
eliberare prelungita a materialului genic, cu mentinerea neschimbata a structurii
ADN/pADN. Eficienta transfectiei scade in timp, dar pentru o perioada indelungata
este la un nivel acceptabil, evidentiindu-se exprimarea proteinei codificate de plasmid
in aproximativ 40% din celulele peste care au fost adaugate matricele, la 3 zile de
incubare pentru sistemul matrice/poliplex(C60-PEI-FITC inglobat in matrice/
pEYFP)-celule .

03.5. Arhitecturi supramoleculare complexe pe baza de chitosan cu activitate
antimicotica

Derivati de chitosan prin grefarea de aldehide terapeutice au fost obtinuti prin
exploatarea principiilor chimiei covalente dinamice pentru a obtine arhitecturi
supramoleculare complexe. O prima realizare a acestui demers stiintific a fost obtinerea de
filme nanostructurate cu proprietati de autoaparare impotriva microorganismelor si fungilor si
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hidrofilicitate moderata, fapt ce le recomanda pentru aplicatii biomedicale incluzand
implanturile. Dintre aceste filme, cele care incorporeaza vanilina au dovedit activitate
fungicida impotriva tulpinilor de Candida Albicans si o eliberare lenta a vanilinei antifungice
datorita unei impachetari compacte la nivel nanometric, motiv pentru care au fost propuse ca
acoperiri ale instrumentarului medical, in special a celui utilizat in tratarea pacientilor cu
imunitate scazuta pentru care infectiile cu tulpini Candida au un procent de mortalitate ridicat

(Figura 36).” 11134

Figura 36. Imagini reprezentative ale unui film de vanilina: a) film de sine stator; b)

suprafata nanostructurata a filmului vazuta la AFM; c) impachetarea compacta evidentiata
prin difractie de raze X; d) activitatea antifungica a filmului impotriva C. albicans.

03.5. Structuri poroase pentru aplicatii biomedicale

Aerogelurile pe baza de argild prezinta interes datoritd structurii interne foarte poroase
materialelor naturale foarte poroase am analizat design-ul experimentelor utilizate pentru
obtinerea de compozite polimer-aerogel pe bazda de argilil.56 Astfel, pentru sistemele
experimentale propuse au fost selectate trei variabile: cantititile de montmorilonit (MMT),
alcool polivinilic (PVA) si dodecilsulfatul de sodiu (SDS). Obiectivul principal al optimizarii
a fost de a creste la maxim porozitatea, precum si capacitatea de sorbtie a materialelor.
Conform rapoartelor de reactivi calculate, aerogelul final preparat in conditiile optim de
2.109% w/v PVA, 2.678% w/v MMT si 0.210% w/v SDS a prezentat cea mai bund capacitate
de sorbtie. Suplimentar au fost studiate metode de sintezd variate cu scopul de a ajusta
hidrofobicitatea materialelor foarte poroase obtinute pentru a largi domeniul de aplicatii.
Toate compozitele polimer-aerogel pe baza de argila au fost caracterizate prin microscopie
electronica de baleiaj (SEM), spectroscopie 1n infrarosu cu transformatd Fourier (FTIR) si
difractie de radiatie X (XRD).

Obiectivul 4. DEZVOLTAREA UNOR METODE DE INVESTIGARE PENTRU
TERAPIA GENICA SI ASISTEMELOR CU ELIBERARE CONTROLATA A
MEDICAMENTELOR

04.1. Studiul fulerenolului Cg4(OH),4 prin spectrometrie de masa cu electro-ionizare

S-a demonstrat ca spectrometria de masa cu ionizare prin electrospray (ESI-MS) este o
metoda potrivita pentru studiul fullerenolului Ceo(OH),4 in apa si in prezenta de solutii apoase
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de amoniac, atat in modul de ionizare negativ cat si pozitiv.57 Voltajele capilarei si al
fragmentorului au fost optimizate astfel incat sa se obtina un semnal stabil si cea mai buna
intensitate pentru picurile atribuite fullerenolului Cep(OH),4. In timp ce in modul de ionizare
negativ picul de baza pentru Cgo(OH),4 notat [M—H]™ a fost observat la m/z 1127, in modul
pozitiv au putut fi observate specii incarcate multiplu cum ar fi: [M-H,0+4H]" 1a m/z 279 si
[M—12H20+2NH3+6H]6+ la m/z 158. In modul de ionizare negativ, fullerenolul pierde cu
usurinta atat molecule de H,O cat si radicali OHe si He care dau nastere la numeroase specii
de ioni care contin radicali fullerenoxil foarte stabili si/sau radicali fullerenil mai putin stabili.

04.2. Arhitecturi multistrat lectina-gliconanoparticule utile pentru o detectie
imbunatatita prin QCM a interactiunii zahar-proteina

Membranele biologice contin zone dense de carbohidrati care joaca un rol
fundamental in procesele de recunoastere celulara prin legarea multivalenta a lectinelor.
Plecand de la premisa ca o crestere a densitatii locale de carbohidrati conduce la o
imbunatatire a activitatii, au fost raportate numeroase sisteme artificiale multivalente
continand diferite nanosisteme (fullerena, nanotuburi de carbon, nanoparticule si
nanovesicule) generatoare de nanoplatforme multivalente de carbohidrati.

In acest scop, au fost preparate compozite multistrat pe baza de gliconanoparticule si
lectina organizate printr-o recunoastere specifica multivalenta carbohidrat-lectina. 13,37
Strategia noastra se bazeaza pe interactiunile specifice foarte slabe dintre glucid si lectina.
Interactiunile multivalente dintre gliconanoparticulele de aur si Con A pot fi utilizate eficient
atat pentru construirea de compozite cu arhitecturi multistrat cat si pentru imbunatatirea
detectiei QCM in cuantificarea interactiunilor dintre carbohidrati si lectina.

De asemenea, tot in acest scop au mai fost create si alte arhitecturi multistrat prin
depunerea succesiva strat cu strat a gliconanohibridelor pe baza de oxid de molibden
{Mo132}/manozida ((NHa)4,- n2,1a) sau glicozida (NHg)s- m3mla si ConA.” Aceste
arhitecturi pot fi preparate cu usurinta si cuantificate folosind microgravimetria cu cristale de
cuart (QCM), care detecteaza adsorbtia de masa la suprafata senzorilor pe baza efectului
piezoelectric reciproc. Gliconanocapsulele obtinute interactioneaza specific cu lectinele si se
auto-asambleaza intr-o arhitectura hibrida multistrat doar in cazul in care carbohidratul
multivalent prezent la exterior si situsurile de recunoastere a lectinei sunt
compatibile."Multistraturile hibride biomimetice" sunt stabile sub un debit de apa continuu si
pot servi drept retele artificiale pentru o mai buna intelegere a diferitelor mecanisme
biologice, de care pot beneficia in mod direct domeniul separarilor chimice, senzorilor sau
dispozitivelor de stocare-livrare.

04.3. Sensori pentru imbunatatirea spectroscopiei Raman de suprafata

Materialele hibride din nanotuburi de carbon cu un singur perete (SWNTs) si
nanoparticule, Tn care SWNTs sunt utilizate ca platforme de asamblare pentru nanoparticule,
prezintd importanta datoritd multiplelor aplicatii (senzori, suporturi catalitice, Tn spectroscopia
Raman amplificata de suprafatd, imagistica celulelor canceroase si terapia termica). Pentru a
dezvolta o metodad noua si simpld pentru pozitionarea nanoparticulelor pe SWNTs am utilizat
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ADN-ul sintetic cu un anumit design cu rol de agent de dispersare pentru nanotuburi cét si de
suport pentru sinteza particulelor metalice (Figura 37).%

Figure 37. Dispersia
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Secventa de ADN utilizatd contine un domeniu monocatenar care va determina
dispersia nanotuburilor de carbon si domenii dublu-catenare pentru cresterea selectivd a
nanoparticulelor de Cu. Sistemele hibride SWCNT/CuNP rezultate au fost caracterizate prin
spectroscopie de fluorescenta si microscopie electronica de transmisie. Astfel de materiale se
preteaza la aplicatii biomedicale care includ transfectia si imagistica celulelor.

04.4. Obtinerea de filme de inalta calitate prin tehnica laser secventiala in impulsuri

Filme de ZnO si ZnO dopat cu impuritati au fost studiate intens datorita potentialelor
aplicatii pentru diode organice emititoare de lumind, celule solare, dispozitive cu suprafata cu
unde acustice, traductoare piezoelectrice si dispozitive de detectare a gazelor. Pentru unele
aplicatii, filmele subtiri de oxid de zinc nepolar sunt mai potrivite.

In acest context, propunem utilizarea tehnicii de depunere secventiald cu laser pulsat
pentru obtinerea filmelor cu calitate superioard de ZnO Al-dopat (AZO) cu orientarea (110)
pe substrat amorf. Aceasta tehnica consta in ablatia laser alternativa a doua tinte metalice (de
exemplu, zinc si aluminiu), la temperatura camerei, in diferite conditii experimentale (pentru
diferite concentratii de dopant si presiuni de oxigen la depunere). Dependenta proprietatilor
structurale, optice si electrice de concentratia de dopant si presiunea de oxigen la depunere a
fost investigata sistematic. S-a observat o tranzitie de la orientarea (002) preferentiald a
cristalitelor la orientare (110) mai putin frecventd datoratd efectului combinat al concentratiei
dopantului si scaderea presiunii de depunere. Pentru o presiune de depunere constantd de 5 Pa
cristalinitatea filmului se modifica de la orientarea preferentiala (002) pana la policristalin cu
cregterea concentratiei de dopant.

Pentru concentratia maxima de dopant (4,4% at.) proprietéitile structurale ale filmelor
AZO se modificd de la o faza policristalin la orientarea preferentiald (110) cu scdderea
presiunii de depunere. Acest mod de crestere mai putin frecventd este insotitd de o schimbare
a morfologiei dintr-o structurd granulard densi la una mai rara (Figura 38). In plus, diferenta
de banda se largeste pana la 3,88 eV si rezistivitatea electricd scade la 5,4 x 107 Qcm.
Modificarile structurale au fost atribuite urméatoarelor doud mecanisme: primul, responsabil
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pentru suprimarea fazei (002) ca urmare a bombardamentului cu ioni de aluminiu Tn timpul
procesului de dopare si, cel de-al doilea, crestere fazei (110) pe masurd ce vitezele de
difuziune a atomilor de zinc si oxigen sunt afectate de Tncorporarea dopantului si scidderea
presiunii de depunere.®!
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04.5. Utilizarea metodelor neinvazive (FTIR, XPS, ADX, SEM) pentru investigarea
mecanismelor de degradare in tesuturile vii

Prin utilizarea metodelor FTIR, XPS, ADX, SEM ce furnizeaza informatii
suplimentare s-a stability mecanismul de degradare al biopolimerilor keratina si cistina din
unghiile psoriatice.*®

04.5. Elaborarea unor protocoale de testare electrochimica a sistemelor la nanoscara
utile in transfectie

In contextul elaborat al proiectarii si obtinerii de vectori non-virali, tehnicile
electrochimice au fost folosite n caracterizarea secventiala a compusilor sintetizati si/sau
pentru a evalua formarea unor anumite structuri, punand in evidenta disparitia picurilor redox
atribuite anumitor grupe functionale din precursori sau aparitia unor picuri redox noi specifice
complexului nou format.

O directie de cercetare in cadrul acestui obiectiv a fost de a evalua formarea legéturii
iminice, in scopul de a obtine arhitecturi supramoleculare cu aplicatii biomedicale.
Capacitatea de auto-ordonare a unitatilor iminice a fost investigata electrochimic pentru o
serie de compusi cu masa moleculara mica (baze Schiff avand grupe brom terminale) (03.2.).

O alta abordare importanta a fost de a evalua formarea efectiva a complecsilor de
incluziune intre ciclodextrine si diferiti compusi, cu scopuri biomedicale sau farmacologice.
Interesul principal 1n studiul ciclodextrinelor rezida din capacitatea acestora de a forma
complecsi de incluziune cu o larga varietate de molecule cu caracter hidrofob. Aplicarea
tehnicilor electrochimice in caracterizarea/detectia complecsilor de incluziune este posibila
numai atunci cand molecula de incluziune este electroactiva, si evidentiaza fie o deplasare a
potentialului redox caracteristic moleculei de incluziune, fie o diminuare a curentilor de pic
datorita modificarii esentiale a coeficientului de difuzie. Utilizand arhitecturi chimice
adecvate, s-a demonstrat ca toxicitatea viologenilor (1,1-di (hidroxicarbil) -4,4'-bipiridiniu)
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poate fi redusa semnificativ prin interactii gazda-oaspete implicate in formarea complecsilor
de incluziune, transformandu-le astfel in candidati de interes farmaceutic.” Alaturi de alte
tehnici, validarea complexului de incluziune a fost facuta si prin voltametrie ciclica, aratand
ca interactiunea fragmentului dipiridil din molecula oaspete de viologen cu B-ciclodextrina
gazda determina modificari pronuntate Tn comportamentul redox (Figura 39).
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Figura 39. Comportamentul electrochimic al bPy2+PDMS (linii punctate) si p-
CD/bPy2+PMDS (linii continue), pentru primul ciclu voltametric (a), si dupa 10 cicluri

succesive (b).

In formarea complecsilor de incluziune, un rol determinant il au diametrul interior al
cavitatii ciclodextrinei si dimensiunea moleculei oaspete. Influenta acestor factori a fost
studiata prin tehnici de voltametrie ciclica Tn contextul complecsilor de incluziune ai
thiotriazinonei (TTZ) cu a-ciclodextrina si [3—ciclodextrina.64 Derivatii cu inel 1,2,4-triazinona
au atras atentia in mod deosebit datorita structurii lor si diverselor aplicatii in obtinerea de
medicamente antibacteriene, antidepresive, antivirale, pesticide si erbicide. In Fig. 2 se
observa doar o usoard alterare a picurilor redox caracteristice TTZ dupa reactionarea acesteia
a-CD (Figura 40a), indicand o includere partiala a moleculei TTZ in cavitatea a-CD. In
schimb, asocierea B-CD cu TTZ a produs modificari remarcabile ale semnalelor
electrochimice caracteristice TTZ (Figura 40b), indicand faptul ca interactiunea -CD si TTZ
a fost bine stabilita, centrul redox al TTZ este situat in interiorul cavitatii moleculei gazda,
impiedicand transferul electronic cu electrodul.
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Figura 40. Activitatea electrochimica 20 mM TTZ dizolvat liber in solutie (linii punctate) si
in complexul de incluziune (linii continue) cu o-CD (a) si f-CD (b) in 0.1 M NaClOy
supporting electrolyte.

Selectivitatea procesului de complexare a mai fost studiata in cadrul acestui proiect,
atunci cand s-a evaluat capacitatea structurilor pe baza de eter coroand de a lega cationi
metalici si organici din solutie apoasa.65 Studiile electrochimice au demonstrat ca un
copolimer grefat de tipul p(HPMA-NAS-18C6) obtinut prin reactia dintre N-(2-
hidroxipropil)-metacrilamida-co-N-acryloxysuccinimida copolimerului p(HPMA-NAS) cu 2-
aminometil-18-coroana-6 (18C6), este capabil de a lega cationi de plumb (Pb**) din solute
apoasa si poate fi aplicat in mod eficient ca material de electrod in dezvoltarea unui senzor

electrochimic sensibil pentru Pb** (Figura 41).
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Figura 42. Nanoparticule Ni—Co depuse pe electrozi modificati cu grafen, fulerene si CNT:
morfologie si raspunsul electrocatalitic fata de glucoza.

In contextul sintezei controlate a diferitelor nanoparticule metalice pentru aplicatii
medicale, depunerea electrochimica s-a dovedit a fi o metoda eficienta pentru fabricarea de
nanoparticule aliaj de tip nichel-cobalt pe materiale carbonice.”® S-a studiat depunerea
electrochimica a nanoparticulelor de Ni-Co cu diferite marimi si morfologii pe trei tipuri de
materiale canbonice folosite ca suport (grafen, fullerene si nanotuburi de carbon). S-a aratat
cum modificarea conditiilor si parametrilor de operare influenteaza morfologia si compozitia
nanoparticulelor Ni-Co, care mai departe se reflecta si in activitatea electrochimica si
electrocatalitica fata de oxidarea glucozei (Figura 42)

O alta directie de cercetare importanta n contextul obiectivului stabilit al proiectului
este evaluarea atasarii acizilor nucleici pe sistemele utilizate in transfectie. Cea mai utilizata
tehnica electrochimica, voltametria ciclica, permite investigarea prezentei ADN-ului la
suprafata structurilor micelare evidentiind fie disparitia picurilor caracteristice structurilor
micelare, fie aparitia altora noi specifice complexului nou format. Capacitatea structurilor
micelare auto-asamblate de a atasa ADN a fost evaluata studiind comparativ comportamentul
electrochimic inainte si dupa interactiunea cu ADN, luand in considerare faptul ca guanina si
adenina sunt singurele baze nucleice care pot fi oxidate, iar detectia electrochimica a ADN-
ului din probe biologice se bazeazd pe oxidarea guaninei si/sau adeninei. In acest stadiu al
studiului experimental, sensibilitatea determinarilor este foarte scazuta, intrucat si
concentratia de ADN, respectiv guanina, este scazuta. Studiile sunt in curs de desfasurare, n
scopul de a imbunatati sensibilitatea si reproductibilitatea procesului de oxidare a guaninei,
implicand introducerea de compusi electroactivi care amplifica transferul electronic (datele nu
sunt Tnca publicate).67
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Breviarul proiectului

- Interdisciplinaritatea

Proiectul a prezentat un caracter interdisciplinar, derulindu-se cu contributia a sapte
grupuri de lucru cu expertiza complementara. Tabelul 1 enumera respectivele grupuri de lucru
si prezintd domeniile lor de activitate.

Tabelul 1. Echipele stiintifice care au concurat la derularea proiectului.

Echipa Afilierea Coordonatorul Domeniul de expertiza
. . - sinteza organica;
Institutul de Chimie . . g . . .
- Dr. Mariana - sinteza, functionalizarea si
Macromoleculara “Petru ) . ) ) .
CO o .. | Pinteala, conjugarea polimerilor,
Poni” — Grupul de studii . ) ) . )
g . Director de proiect | - functionalizarea fullerenei;
in bio-nano-conjugate . e ..
- investigatii fizico-chimice;
) . - proiectare moleculara in silico;
Institutul de Chimie Acad. Bogdan C. P . . .
- .. - proiectarea arhitecturilor supra-
Macromoleculara “Petru | Simionescu
P1 . o om moleculare;
Poni” — Grupul de Scientific ) ..
. . - modelarea sistemelor chimice;
proiectare moleculara Manager . . .
- validarea structurilor chimice;
. .. - sinteza avansata a structurilor
Institutul de Chimie .
- (macro)moleculare si a agregatelor
Macromoleculara “Petru o .
. .. | Dr. Mihail supramoleculare cu structuri
P2 Poni” — Grupul de studii . .
R Barboiu proiectate;
in asamblarea supra- . . . .
. - functionalizarea arhitecturilor
moleculara
(supra)moleculare;
Institutul de Chimie - fizico-chimia biomoleculelor;
Macromoleculara “Petru - interactiile biomoleculelor cu
P3 Poni” — Grupul de studii | Dr. Adrian Salic sisteme macromoleculare naturale
in fizico-chimia ori de sinteza;
biosistemelor - functionalizarea biomoleculelor;
Institutul de Biologie si - testarea in vitro, ex-vivo si in-vivo
P4 Patologie Celulara Acad. Maya a complexelor intermoleculare ale
“Nicolae Simionescu”, Simionescu acizilor nucleici;
Bucuresti - studii de cito- si bio-toxicitate;
- functionlizarea polimerilor;
Universitataea Tehnica - realizarea stbstraturilor destinate
@ vy 1 Prof. dr. Geta o )
P5 Gheorghe Asachi” din . culturii celulare si testelor de
i David .
Tasi transfectie;
- inginerie tisulara;
Centrul de Chimie - investigatii biochimice avansate;
Organica al Academiei Dr. Florina - sinteza organica;
P6 . . . . . .
Romane “Costin D. Dumitru - studiul arhitecturilor (supra)mole-

Nenitescu”, Bucuresti

culare.
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» 2. - Resursele materiale si bugetul

Proiectul a beneficiat de infrastructura de cercetare experimentala si teoretica a celor
patru institutii partenere, pentru realizarea studiilor de: (i) chimie computationala, modelare si
proiectare a structurilor chimice, (ii) sinteza chimica, functionalizare si conjugare intre
compusi biologic-activi, (iii) investigare instrumentala si imagistica stiintifica in domeniul
chimiei, biochimiei si biomaterialelor, (iv) cultura celulara si biologie moleculara.

Bugetul total al proiectului: 6 999 150 lei
Distribuirea bugetului pe categorii de cheltuieli:
- Cheltuieli de personal: 59.02%
- Cheltuieli de logistica: 21.46%
- Mobilitati: 9.15%
- Regie: 10.37%
In principal, cheltuielile de logistica au vizat: reactivii, consumabilele asociate echipamentelor
de investigare instrumentala, o serie de kit-uri pentru tehnicile de cultivare a celulelor,
sticlarie sofisticata si adaptata experimentelor chimice, componente destinate tehnicii de
calcul.

Calitatea resursei umane: 52 de persoane:
- Cercetatori (inclusiv cercetatori experimentati): 17 persoane
- Studenti masteranzi si doctoranzi: 15 persoane
- Post-doctoranzi: 17 persoane
- Personal administrativ: 3 peroane
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