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Obiectivele generale urmarite:

Obiectivul proiectului "Platforme Dinamice Constitutionale pentru Livrare Tintita de
Principii Active" este formarea si consolidarea unei echipe tinere de cercetatori din ICMPP
cu domenii de expertiza complementare, in vederea:

-credrii unui efect sinergetic in domeniul de cercetare propus si al cresterii contributiei
nanomedicinei aplicate in cercetarea translational;

- pregdtirii unor experti competitivi la nivel national si international capabili sd aducad un
aport substantial in domeniul academic, economic si al sanatatii;

- cresterii abilitdtilor tinerilor cercetatori de a dezvolta si implementa un domeniu de
cercetare independent;

- cresterii vizibilitatii stiintifice prin diseminarea rezultatelor in reviste ISI cu factor de
impact si depunerea de proiecte nationale si europene (H2020, Era-Net, Euronanomed,
etc.).

Obiectivele fazelor de executie:

Etapal Studii preliminare, de documentare si sintezd in vederea proiectirii compozitiei

Etapa 2

Etapa 3

platformelor dinamice constitutionale si stabilirii procedeelor de sinteza a
precursorilor pentru obtinerea librariilor de platforme dinamice constitutionale.
Obtinerea platformelor dinamice constitutionale, studiu de complexare a
platformelor dinamice constitutionale cu acizii nucleici de interes, formarea de
poliplecsi, testare in vitro.

Optimizarea compozitiei platformelor dinamice constitutionale. Obtinerea
platformelor dinamice constitutionale, studiu de complexare a platformelor

dinamice constitutionale cu acizii nucleici de interes, formarea de poliplecsi.



Marcarea platformelor dinamice constitutionale cu molecule de tintire, testarea

acestora in vitro.

1. Introducere

Terapia genica consta in modificarea intentionatd a expresiei genei in celule specifice pentru a trata
afectiunile patologice[1]. Aceasta intdmpina numeroase provocdri asociate cu tintirea specifica a
celulelor, eficienta transferului de gene, reglarea/controlul expresiei genelor si siguranta
vectorului. Un rol important revine vectorilor non-virali, micro- si nano-sistemelor
multifunctionale inteligente, capabile sa elibereze principii active la tintd, sau sa asigure medierea
transferului genic.

Proprietatile ce stau la baza sintezei vectorilor non-virali de orice natura sunt: capacitatea de a
neutraliza sarcina negativd a ADN-ului pentru a preveni repulsia fatd de suprafata anionica a
celulei; capacitatea de condensare a ADN-ului la o scara potrivita care sa permita internalizarea
celulara (patrunderea 1n celula prin endocitoza, macropinocitoza sau fagocitoza); capacitatea de a
proteja ADN-ul de degradarea extra sau intracelulara. Pentru ca un sistem sa poata indeplini toate
aceste caracteristici este necesara utilizarea strategiilor de condensare a ADN-ului precum
interactiuni electrostatice, incapsulare sau adsorbtie [1, 2].

Dintre strategiile de proiectare a vectorilor non-virali, chimia dinamica constitutionala (CDC)
reprezintd o abordare evolutiva [3-5], care permite obtinerea diversitatii chimice, deosebit de
importanta in dezvoltarea unor noi materiale "usor de sintetizat” pentru livrarea de principii active
[6-8]. Strategia dinamica constitutionala a fost propusa pentru construirea unor biblioteci (librarii)
de compusi constitutionali dinamici (platforme dinamice constitutionale, PDC) destinati

recunoasterii si transfectiei biopolimerilor incaracati negativ precum acizii nucleici. (figura 1).
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Figura 1. Principiul formarii PDC-urilor cu rol de vector non-viral si principiul formarii poliplecsilor pe baza

acestora. Reprezentarea schematicd a mecanismului de penetrare a polyplexului prin endocitoza.

Aceste PDC-uri sunt capabile sa genereze spontan arhitecturi supramoleculare organizate, bine

definite prin auto-asamblarea componentelor lor, cu capacitate ridicata de complexare a ADN-

ului, eficienta in transfectie si citotoxicitate bund. Utilizarea interactiunilor reversibile, ca interfete



dinamice Tntre componentele PDC, permite auto-reglarea geometriei tridimensionale a sistemului
si a proprietatilor functionale.

Potentialii candidati identificati ca si precursorii cu functionalitati active sunt prezentati in figura
2. Dintre acestia, un rol important revine nucleului conector, care poate fi di-/tri-/tetra- sau
polialdehida. Tindnd cont de faptul ca aldehidele pot manifesta o toxicitate sporita in mediul
celular [9, 10], se va opta pentru acele aldehide ce nu vor modifica solubilitatea in apa si nu vor

diminua viabilitatea celulara a sistemelor obtinute.
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Figura 2. Candidati fezabili ca si precursori cu functionalitati active.

2. Obtinerea si studiul proprietatilor precursorilor

2.1 Functionalizarea scualenei cu o grupare carbonil si carboxil
Intrucat structura chimica de terpenoid a scualenei nu permite utilizarea acesteia in obtinerea
derivatilor de interes, a fost necesara functionalizarea acesteia la un capat cu o grupare carbonil de
tip aldehida si mai departe cu o grupare carboxil. Gruparea carbonil a fost aleasa sa poata reactiona
cu amine primare prin formarea unor legaturi covalente reversibile de tip imina care ulterior sunt
esentiale pentru obtinerea dinamerilor. Acesti dinameri le oferd sistemelor de interes un caracter
dinamic. Functionalizarea scualenei a fost realizatd utilizdnd o forma modificatd si optimizata a

protocoalelor deja existente in literaturd [11, 12]. Gruparea carboxil poate fi reactionatd cu aminele



primare prin formarea unor legaturi covalente peptidice care au un caracter ireversibil si prezinta
stabilitate mai ridicata pentru anumite aplicatii in domeniul biologic [12-14].
Functionalizarea scualenei cu o grupare aldehidica (SQ-CHO) si mai apoi cu o grupare

carboxil (SQ-COOH) are loc printr-o succesiune de etape conform schemei 1.

1 Scualena 2 2-hidroxi-3-bromoscunlenas 3 2,3-oxidoscualena 4 SQ-CHO 5 5Q-CcoOH

Schema 1. Schema de obtinere a derivatilor SQ-CHO (4) si SQ-COOH (5). Conditii de reactie: a) NBS,
THF, 0 °C, 1.5h; b) K2COs, MeOH, 25 °C, 2h; ¢) HIO4 x 2H,0, H,0 si 1,4-dioxan, 25 °C, 2h; d) H2Cr,07, H20 si
Et,0, 0 °C, 2h.

S-au obtinut 2 compusi esentiali 4 si 5, functionalizati cu gruparea carbonil si carboxil ce ofera

e,

2.2 Obtinerea si caracterizarea scualenei PEGilate

PEG-ul este un polimer ce are ca unitate repetitiva oxidul de etilend cu o conformatie
dinamica si dispune de proprietiti superioare in ceea ce priveste solubilitatea in apa,
biocompatibilitatea si biodegradabilitatea [15]. Utilizarea acestuia in combinatie cu o lipida, nu
numai ca 1i conferd lipidei o solubilitate ridicatd in solutii apoase, ci ajutd si la stabilizarea
sistemului prin formarea de nano-sfere micelare care au caracter amfifilic (PEG este partea
hidrofila si formeaza invelisul acestor nano-sfere, iar scualena reprezinta partea hidrofoba ce
alcdtuieste nucleul). De asemenea, utilizarea PEG in formarea conjugatelor pentru transportul si
eliberarea de gene si medicamente ajuta la cresterea timpului de circulatie n fluxul sanguin prin
faptul ca protejeaza conjugatul si incdrcatura de posibile interactiuni cu anumiti factori biologici
[16].

Compusul SQ-CHO obtinut anterior a fost pus in reactie cu poli- (etilenglicol) -bis (3-
aminopropil) (Mn ~ 1500 g/mol) (H.N-PEG-NH.) in raport molar de 1:1 utilizdnd protocoalele deja

existente in literatura (schema 2).
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Schema 2. Schema de sinteza a scualenei PEGilate.

Structura chimica a SQ-PEG-NH: a fost confirmatd prin spectroscopia RMN de proton si
carbon. Solubilitatea si stabilitatea scualenei PEGilate au fost investigate in solutii apoase. De
asemenea, a fost determinata concentratia critica micelara, precum si abilitatea acestui compus de
a forma micele in medii apoase la valoarea CCM de 8.75 x 10 = mM. Tn urma acestor studii a fost
determinati obtinerea unor micele cu dimensiuni medii de 40 A. Cu ajutorul testului MTS de
citotoxicitate in vitro pe linia celulara NHDF a fost confirmat faptul ca prin PEGilare, scualena
poseda un caracter biocompatibil. Rezultatele detaliate au fost descrise in raportul stiintific aferent
etapei 1.

Astfel, utilizarea scualenei PEGilate poate fi propusa pentru obtinerea de sisteme cu

potentiale aplicatii in transportul de gene si medicamente in diferite tipuri de celule.
2.3 Utilizarea acidului scualenic la obtinerea unor inhibitori ai anhidrazei

carbonice

Datorita proprietatilor sale remarcabile de biocompatibilite, viabilitate sporita precum si
proprietatilor sale de auto-asamblare, ne-am propus sa utilizam scualena functionalizata in vederea
obtinerii unor inhibitori ai anhidrazei carbonice (CAI). Anhidrazele carbonice (CA) sunt
metaloenzime omniprezente care au proprietatea de a cataliza hidratarea reversibilad a dioxidului
de carbon pentru a genera anionul HCOs" si cationul H- [17, 18]. Aceste proteine se regasesc in
toate organismele vii si sunt codificate de opt familii de gene nerelationate: a-, B-, y-, 8-, -, n-, 6-
si -CA [19-23]. Anhidrazele carbonice umane (hCA) apartin familiei a-CA si cuprinde un numar
de 15 izoforme, care difera intre ele in functie de distribuirea in tesuturi, localizarea in celule, cat
si prin proprietdtile cinetice [24, 25]. Reactiile catalizate de cétre aceste enzime contribuie la o
gama diversificata de functii fiziologice ce sunt implicate in diferite mecanisme biologice, printre

care amintim de homeostazia acido-bazica din fluxul sanguin, respiratia, metabolismul osos si



tumorigeneza [26-28]. Mai mult, deseori prezenta unor activitati sau niveluri anormale ale acestora
a fost asociata cu existenta unor diferite boli. Inhibitorii anhidrazei carbonice au fost utilizati clinic
ca: diuretici [29], antiglaucomatoase [30], anticonvulsive [31] sau agenti impotriva obezitatii [32],
insd, 1n ultima perioada a fost raportata utilizarea acestora pentru tratarea durerilor neuropatice si
a tumorilor hipoxice [33-35]. Datorita numarului mare de izoforme ale hCA este nevoie de o
imbunatatire a profilului de inhibare si de selectivitate a CAl existenti, cu scopul limitarii efectelor
adverse aparute in urma inhibarii izoformelor care nu sunt implicate intr-o anumiti patologie. In
acest studiu a fost urmaritd obtinerea unor hibrizi pe baza de scualenda ce contin grupari
sulfonamida sau derivati de cumarina. Utilizarea derivatilor cu grupari sulfonamida a fost pusa pe
seama faptului ca aceastd grupare functionalda imbunatateste profilul de inhibare selectiva
impotriva izoformei hCA II care este implicatd in diferite patologii, de exemplu glaucomul si
epilepsia. In acelasi timp, derivatii cu substrat de cumarini prezinti eficientd impotriva
izoformelor hCA IX si hCA XII care sunt asociate cu tumorile.
2.3.1 Sinteza hibrizilor de scualend cu sulfonamide si cumarine
Sinteza compusilor hibrizi 13a-d a fost realizata conform schemelor 3 si 4 descrise detaliat

n raportul aferent etapei 2. Aici ne vom axa mai mult pe testele in vitro si in silico.
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2.3.2 Testele in vitro de inhibare a anhidrazei carbonice
Compusii 13a-d obtinuti au fost testati in vitro pentru determinarea activitatii de inhibare
impotriva izoformelor hCA 1, II, IX si XII care au relevanta fiziologica prin utilizarea testului de
hidratare a dioxidului de carbon folosind tehnica prin flux oprit ”stopped-flow” [36]. Activitatea

compusilor a fost comparata cu standardul acetazolamida (AAZ) (tabelul 1).
Tabel 1. Rezultatele obtinute in urma testelor de inhibare a izoformelor hCA I, hCA II, hCA IX si hCA XII de
cétre compusii hibrizi 13a-d si AAZ prin utilizarea testului de hidratare a CO, folosind tehnica prin flux oprit
[37].

K. (NM)[38]

Compus | hCA1 | hCA 1l | hCAIX | hCA XII

13a 3516 62.3 1887 844
13b 6842 5.0 3559 >10000
13c >10000 | >10000 | 7215 >10000
13d >10000 | >10000 | 8817 >10000
AAZ 250 12.1 25.8 5.7

Rezultatele sunt exprimate ca medie a trei determinari diferite utilizdnd tehnica prin flux oprit,
erorile valorilor raportate au fost situate in intervalul £ 5 — 10 %.

Rezultatele prezentate Tn tabelul 1 arata faptul ca izoforma citosolicd hCA I a fost inhibata
foarte slab de derivatii cu sulfonamida 13a si 13b in domeniul de concentratie micromolar (3.5
UM si respectiv 6.8 uM). Pe de alta parte, compusii 13c si 13d nu au inhibat cele doua izoforme
citosolice ale anhidrazei carbonice, aceastd proprietate fiind specifica la compusii care au afinitate
pentru enzimele asociate cu tumorile. Sulfonamidele derivate cu scualena 13a si 13b au prezentat
eficientd ridicata impotriva hCA II avand constantele de inhibitie K; de 62.3 nM si respectiv 5 nM
cu un raport de selectivitate ridicat pentru aceastd izoforma (0.033 si respectiv 0.0014). Izoforma
hCA XII care este asociatad cu tumorile a fost inhibata cel mai eficient de catre compusul 13a avand
constanta K; de 844 nM. De asemenea, izoforma hCA IX a fost inhibatd in domeniul micromolar
de catre toti compusii testati, insd, o inhibare selectiva pentru aceasta forma au prezentat-0 doar
compusii 13c si 13d. Analizdnd rapoartele de selectivitate prezentate Tn tabelul 1, putem

concluziona faptul ca prin utilizarea scualenei la obtinerea compusilor hibrizi se obtine cea mai



mare selectivitate pentru izoforma hCA Il avand rapoartele 11/1X de 0.033 pentru compusul 13a si
respectiv 0.0014 pentru compusul 13b.

Avand in vedere datele obtinute cu privire la activitatea inhibitorie a aminelor pe baza de
sulfonamida (11a-b), Ki = 160 nM, respectiv 170 nM, valori raportate in literatura pe izoforma
hCA II [39] putem spune ca derivatii 13a-b au prezentat o inhibitie mult mai buna cu valori ale K,
= 62.3 nM, respectiv 5 nM.

2.3.3 Studiile in silico prin modelare moleculara

Pentru a corela structurile chimice cu profilul de inhibare a compusilor 13a si 13b, au fost
efectuate studii de andocare si optimiziri cu centrele active ale CA II (PDB 5LIT) [40]. In toate
solutiile utilizate pentru andocare, derivatii cu benzensulfonamidd s-au pozitionat profund in
regiunea centrelor active, coordinadnd atomul metalic cu atomul de azot incarcat negativ de la
gruparea (SO.NH) care se leaga de atomul de zinc (figura 3). De asemenea, au fost observate si
legaturi de hidrogen intre gruparile care apartin sulfonamidei NH- si S=O cu gruparile OH si NH
ale T199, iar inelul fenil s-a pozitionat in zona definita de V121, V143 si L198 (figura 3). Lanturile
alifatice ale compusilor 13a (figura 3a) si 13b (figura 3b) sunt dispersate in enzima unde
formeaza interactiuni de stabilizare de tipul Van der Waals cu reziduurile din jumatatea lipofila a
centrelor active: 122, F131, V135, P202 si L204. In cazul compusului 13a, lantul scualenic ajunge
in zona care este expusa la solvent si interactioneaza cu reziduurile de suprafata R27, P138 si E205,
n timp ce compusul 13b are capacitatea sa interactioneze foarte pronuntat si cu zona hidrofoba
care este definita de reziduurile F20, P21, 191 s1 G132. Mai mult, lungimea mai micd a conectorului
metilamido (13b) fata de etilamido (13a) duce la formarea unor legaturi de hidrogen distantate
intre amida C=0 din compusul 13a si gruparile NH, din lantul lateral al Q92. Este posibil ca
lungimea mai micd a conectorului metilamido impreuna cu reteaua extinsd formata din contacte
hidrofobe sa explice un profil mai bun de inhibare a derivatului cu metilamido fatd de cel cu

etilamido.
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Figura 3. Modul de legare a compusilor 13a (a) si 13b (b) in centrele active ale CA 11 utilizAnd modelarea

moleculara in silico. Legaturile de hidrogen sunt reprezentate ca linii intrerupte de culoare neagra [37].

Astfel, Tn cadrul acestui studiu a fost sintetizata si caracterizata o serie de derivati pe baza
de scualenad in vederea evaluarii capacitatii de inhibare a anhidrazei carbonice. Derivatii propusi
au fost obtinuti prin reactii de cuplare plecand de la acidul scualenic si diferiti derivati de
cumarina si fenil-sulfonamide. Caracterizarea acestora a fost realizata prin RMN, MS si analizd
elementalda confirmdand obtinerea compusilor propusi. Evaluarea in vitro pentru determinarea
profilului de inhibare a izoformelor hCA I, 11, IX si XII, a fost realizata utilizand tehnica in flux
oprit in prezenta derivatilor 13a-d. Hibrizii ce contin restul fenil-sulfonamida (13a si 13b) au
prezentat o selectivitate ridicata si un profil de inhibare excelent impotriva izoformei hCA 11 fata
de celelalte izoforme tumorale hCA IX si hCA XII. De asemenea, acestia au prezentat valori ale
Ki mult mai bune decdt ale compusilor de plecare (11a-b). Actiunea inhibitorie excelentd a acestor
compusi (13a si 13b) impotriva izoformei citosolice hCA II ii recomanda ca potentiali candidati

n studiile preclinice ale glaucomului sau ale afectiunilor conexe in care hCA Il este implicata.

3. Obtinerea si studiul librariilor de platforme dinamice

constitutionale (PDC)

Aspecte generale. Obtinerea PDC-urilor are la baza principiile chimiei dinamice (figura 1), avand
astfel in compozitia sa: (i) un nucleu conector ce indeplineste functia unui centru multifunctional
capabil de legarea covalenta a functionalitatilor prin chimia legaturilor covalente reversibile; (ii)
triger de auto-asamblare, (iii) molecule sau polimeri ce sporesc biocompatibilitatea si capacitatea
de penetrare a membranei celulare; (iv) molecule sau polimeri capabili sa complexeze ADN-ul [6,
41, 42], (v) entitati de tintire ce vor facilita fie penetrarea celulard sau nucleara, fie selectivitatea

pentru anumite linii celulare transfectate. Aceste componente sunt combinate in rapoarte molare
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diferite, obtinandu-se structuri moleculare (unimeri), ce au capacitate de auto-asamblare, formand
astfel PDC-uri. Varietatea larga de precursori (figura 2) si posibilitatea de fi combinati in diverse
rapoarte, aplicind abordarea combinatorie ca o metoda rapida de screening, ofera posibilitatea
credrii unor librarii mari de compusi cu proprietati variate.

Tn formarea PDC-urilor, un rol important revine polietileniminei (figura 2). Polietilenimina, in
forma ramificata (bPEI) sau liniard (IPEI) [43] este polimerul cationic cel mai utilizat in transfectie
si unul dintre putinii polimeri sintetici care intrd in componenta unui produs (vaccin pentru
eliberarea ADN-ului) aflat in testare la nivel clinic. Utilizarea sa in transfectie este argumentata
de: capacitatea ridicata de compactare a ADN-ului, capacitate endozomala intrinseca, abilitatea de
a penetra membrana celulara (endocitoza), efect de compus-tampon (efect de burete de protoni,
care faciliteaza traficul prin citoplasmd si eliberarea materialului genic) [44]. Eficienta in
transfectie creste in general cu raportul de N/P (excesul de PEI contribuind la evitarea capturii
endozomale) si cu cresterea masei moleculare, dar in acelasi timp acestea duc la cresterea efectului
toxic (citotoxicitate ridicatd si hemocompatibilitate scazutd) [45]. Lipsa biodegradabilitatii este
insa un dezavantaj major. Tn timp s-au dezvoltat diverse strategii pentru diminuarea deficientelor,
combinarea cu biopolimeri si PEG fiind printre alternativele des adoptate. Combinarea cu alti
polimeri (PEG, peptide, proteine etc) sau compusi biocompatibili precum lipidele, se impune ca o
alternativa de ameliorare a unor astfel de deficiente [46]. Considerand datele de literatura, s-a
preferat utilizarea PEI-ului ramificat cu dimensiuni cumprinse Tntre 800 si 25000 Da. Formarea
PDC-urilor vizeaza legarea unui terpenoid (squalena) de nucleul conector, in scopul de a crea un
bioconjugat cu abilitati de auto-agregare, ce poate genera particule auto-asamblate, in mediu apos
[47].

Pe baza precursorilor reprezentati in figura 2 au fost obtinute, caracterizate si testate in vitro 5

librarii de platforme dinamice constitutionale.

3.1 Libraria F
Studiul influientei cantitatii de PEI in compozitia platformelor dinamice

constitutionale
Printre cele mai explorate entitati ce stau la baza sistemelor de livrare de gene de tip non-viral
fac parte compusii cationici, polimeri Tn cea mai mare parte, printre care PEI, care au facut in

ultimele decenii subiectul numeroaselor studii ce privesc furnizarea de acizi nucleici.
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O strategie studiata de diminuare a toxicitatii PEI-ului este ecranarea poliplecsilor de catre polimeri
hidrofili, precum polietilenglicolii, albumina serica umana si dextranul. S-a demonstrat ca PEG-
ilarea PEI-ului duce la cresterea solubilitatii complesilor, precum si la reducerea incarcaturii
suprafetelor acestora. Cu toate acestea, procesul de PEG-ilare asigurd protectia si ecranarea
poliplecsilor PEI/ADN si, in unele cazuri, reduce interactiunile ionice nespecifice dintre celulele
tinta si complecsi, scdzand astfel eficienta de tranfectie.

Am investigat problemele mentionate mai sus urmarind abordarea dinamica combinatoriala
dezvoltata in cadrul grupului nostru pentru a forma o librarie de platforme dinamice constitutionale
(PDC) care contin scualena PEG-ilata (SQ-PEG-NH.), poli- (etilenglicol) -bis (3-aminopropil)
(Mn ~ 1500 g/mol) (NH.-PEG-HN.), si polietilenimina ramificata cu masa moleculara de 2000 Da
(bPEI-2kDa), conectate reversibil intr-o structura hiper-ramificata.

Astfel a fost sintetizata libraria de PDC (F1 — F7, tabelul 2.) pe baza conceptului descris de
noi anterior, folosind interactiuni reversibile pentru a conecta fragmentele functionale (i) SQ-PEG-
NH., (ii) NH.-PEG-NH. si (iii) bPEI-2kDa la 1,3,5-benzenetrialdehida (TA) care serveste drept
conector trifunctional.

Tabel 2. Compozitia chimicd a PDC-urilor obtinute.’
SOPEGNH, TA PEG(NH;); bPEI-2kDa

F1 1 1 0 15
F2 1 1 0 2
F3 1 1 0 25
F4 1 1 0 3
F5 1 1 0 35
F6 1 1 1 15
F7 1 1 1 2

E de menentionat ca raportul dintre bPEI-2kDa si celelalte componente a fost modificat treptat
din 1,5 echiv. la 3,5 echiv. in compozitia F1-F5, un usor exces de PEI fiind necesar pentru a stabili
limita toxicitatii acestuia. Aditional, compusii F6 si F7 au inclus 1 echiv. de NH2-PEG-NH> in
compozitia lor. Formarea PVC-urilor si caracterizarea acestora a fot descrisa detaliat in raportul
aferent etapei 2. Procesul de auto-asamblare a PDC-urilor F1-F7 a fost studiat si evaluat prin TEM
st AFM. Analiza morfologiei particulelor (TEM si AFM) au aratat o tendinta similard a procesului

de auto-asamblare a acestora in ceea ce priveste dimensiunea si forma particulelor formate. Pe
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baza acestor studii morfologice, s-au gasit diferente de dimensiuni care apar din cauza formarii
PDC-urilor in doua situatii diferite: a) in prezenta NH2-PEG-NH2 in compozitia lor; b) in absenta
NH2-PEG-NH2 in compozitia lor. NH2-PEG-NH3, fiind un polimer liniar, va declansa formarea
unor PDC-uri mai voluminoase, in timp ce, in absenta NH>-PEG-NH2, bPEI-2kDa, care este un
polimer ramificat, va conduce la formarea unor PDC-uri ramificate de dimensiuni mai mici. A fost
studiatd formarea poliplecsilor prin complexarea platformelor dinamice constitutionale cu acizi
nucleici prin metoda de gel electroforeza pe agaroza si metoda de excludere a colorantului (dye
exclusion assay) cu Gel-Red.

Ambele metode au relevat faptul ca toate PDC-urile (F1-F7) manifesta o interactiune sporita cu
ADN-ul investigat. Mai mult decét atat PDC-urile au putut sa lege complet ADN-ul incepand cu
un raport N/P de 10, in timp ce un raport N/P mai mare de 15 a fost necesar pentru bPEI-2kDa,
utilizat ca referinta pentru a obtine legarea completa a ADN-ului.

Eficienta transfectiei (figura 4) depinde in principal de caracteristicile structurale ale vectorului si
de raportul N/P dat de cantitatea de ADN legat de acesta si transportat in celule. Dintre compusii
studiati, F1/pDNA-F5/pDNA au prezentat eficientd de transfectie semnificativ mai mare in
comparatie cu bPEI-2kDa la raportul de N/P 50, indiferent de raportul de bPEI-2kDa din

compozitia lor diferentele de eficientd a transfectiei dintre acestia fiind nesemnificativa.
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Figura 4. Graficul reprezinta viabilitatea celulard relativa si eficienta transfectiei (unitati de lumina relative
(RLU)/10 000 celule insdmantate) a celulelor Hela tratate cu poliplecsi la rapoarte N/P de 50 si 100
(*PEI2000=bPEI-2kDa). Rezultatele sunt prezentate ca o valoare medie + deviatie standard (S.D.), n=5-7. * p

<0,05, ** p <0,01 si *** p <0,001 conform testului student t.%”
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Odata cu cresterea raportului N/P la 100 eficienta de transfectie a scazut considerabil.
Rezultatele obtinute sugereaza ca raportul optim de PEI in compozitia PDC-urilor este de 1,5
echiv. iar cel mai eficient raport N/P este 50. Astfel, studiile de citotoxicitate si transfectie pentru
compusii F6/pDNA si F7/pDNA au fost efectuate tinand cont de conditiile optime.

In general, s-a constatat ci PDC-urile studiate au prezentat eficientd de transfectie semnificativ
mai mare in comparatie cu bPEI-2kDa de referinta la raportul N/P de 50, indiferent de raportul
de PEI din compozitia PDC-urilor, in timp ce eficienta de transfectie scade considerabil odata cu
cresterea raportului N/P la 100. NH2-PEG-NH: induce o diferenta subtila, imbundtatind eficienta
de transfectie la raportul N/P 30 si 50. Astfel, rezultatele obtinute sugereaza ca raportul optim de
PEI din compozitia PDC-urilor Tn acest scenariu particular este de 1,5 echivalenti, raportul cel
mai eficient de N/P este 50, in timp ce prezenta a 1 echiv. NH2-PEG-NH2 este necesara pentru a
obtine cea mai bund eficienta in transfectia ADN-ului pDNA in celulele HelLa.

3.2 Libraria NV
Efectul generat de lungimea PEG-ului in compozitia PDC asupra eficientei de
transfectie si citotoxicitatii
Un stiudiu important realizat in cadrul proiectului a fost axat pe libraria NV de PDC care contine
fragmentele functionale (i) SQ-PEG-NH>, (ii) NH>-PEG-NH; si (iii) bPEI-0.8kDa la 1,3,5-
benzenetrialdehida (TA) care serveste drept conector trifunctional. A fost studiatd influenta
sinergetica a lungimii PEG din compozitia PDC asupra efectului de transfectie si toxicitatii.
3.2.1 Sinteza si caracterizarea PDC urilor

Libraria NV (NV1 — NV30, tabelul 3) este formata din scualena PEGilata, HoN-PEG-NH: cu
trei mase moleculare diferite (1.5, 2, si 3 kDa) si polietilenimina ramificatd cu masa moleculara
mica (0.8 kDa), aceste componente fiind conectate prin legaturi covalente reversibile de tip imina
la un nucleu de TA. Ideea studiului a fost de a obtine o librarie ce contine vectori in compozitia
carora sa fie variat raportul molar de HoN-PEG-NH; utilizat (de la 0.1 echivalenti la 1 echivalent)

precum si masa moleculara a acestui polimer de la 1.5 kDa la 3 kDa.

Tabel 3. Compozitia chimica a PDC-urilor NV1-NV30 obtinute.

Etapa | Etapaa ll-a Etapaalll-a
Vector* SQ-PEG-NH.-TA H.N-PEG-NH.* bPEI-0.8kDa
M Raport molar M Raport molar M Raport molar
(kDa) (ech) (kDa) (ech) (kDa) (ech)
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NVO01 -
2 1 15 01-1 0.8 15
NV10
NV11 -
2 1 2 01-1 0.8 15
NV20
NV21 -
2 1 3 01-1 0.8 15
NV30

*denumirea vectorilor a fost ficutd tindnd cont de lungimea lantului de PEG si in functie de raportul molar de

PEG(NH,), utilizat in etapa a doua. Spre exemplu NVO1 contine 0.1 echivalenti de PEG(NH>), cu masa moleculara
de 1.5 kDa, iar NV10 contine 1 echivalent din acelasi PEG. (tabelul complet se regéseste in subcapitolul

experimental).

Deoarece PDC-urile din libraria NV sunt predispusi la formarea sistemelor de auto-asamblare
in apd, un obiectiv importat a fost punerea in evidenta a influentei lungimii moleculeor de PEG in
pocesul de auto-asamblare. Astfel au fost investigate PDC urile ce contin moleculele de H2N-
PEG-NH: de 1500, 2000 si 3000 Da.

Astfel au fost studiate NV10, NV20 si NV30 prin tehnicile TEM si DLS. Analizand imaginile
TEM, s-a putut observa formarea de particule sferice pentru toate PDC-urile investigate. Interesant
este ca schimbarea HoN-PEG-NH> de la 1500 Da (NV10) la 2000 Da (NV20) si la 3000 Da
(NV30), a dus la scaderea dimensiunii particulelor, aratand influenta clara a lungimii unitatii PEG
asupra formarii PDCurilor. S-a observat, de asemenea, ca n cazul NV20 si NV30, care contin
unitatile mai lungi de PEG, a avut loc o aglomerare partiala de particule. Datele TEM au fost bine
sustinute de analiza DLS. In cazul NV 10, la diferite concentratii analizate, s-a observat o scidere
puternica a marimii hidrodinamice a particulelor odatd cu cresterea concentratiei, prezentand un
comportament similar cu cel micelar.

Abilitatile de interactiune ale compusilor NV1-NV30 cu pDNA au fost studiate cu ajutorul

electroforezei in gel de agaroza, utilizand bPEI-0.8kDa drept compus de referinta.
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Figura 5. Studiu de electroforeza pe gel de agaroza pentru procesul de complexare dintre pDNA si NV10,
NV20, NV30 rapoarte N/P corespunzatoare (a) NV10/pDNA, (b) NV20/pDNA, (c) NV30/pDNA and (d)
bPEI-0.8kDa/pDNA.
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S-a observant ca cresterea lungimii HoN-PEG-NH: de la 1500 Da la 3000 Da in compozitia
NV-urilor se traduce prin slabirea capacitatii de legare a pDNA (figura 5). Dependenta observata
ar putea fi atribuitd unui grad de impiedicare sterica a unitatilor bPEI-0.8 kDa de lungimea
unitatilor PEG utilizate in PDCuri.

Au fost inregistrate imagini AFM (figura 6) pentru NV10/pDNA, NV20/pDNA, NV30/pDNA

pentru a pune in evidentd formarea poliplecsilor.

Figura 6. Imagini AFM Tinregistrate pentru: (a) poliplexul NV10/pDNA, (b) poliplexul NV20/pDNA si (c)
poliplexul NV30/pDNA.

Pentru poliplecsii NV10/pDNA la raportul N/P 50, imaginile AFM au evidentiat particule bine
definite de forma sferica (figura 6a) cu distributia dimensiunilor de ~ 130 nm (figura 6a *), avand
0 dimensiune potrivita pentru inglobarea in celuld. Poliplecsii NV20/pDNA si NV30/pDNA
(figura 6b, c) au aratat formarea de particule mai mari cu dimensiuni cuprinse intre 460 si respectiv
560 nm (figura 6b *, c'), indicand o influenta clara a lungimii unitatii PEG in mecanismul de
formare a poliplecsilor.
3.2.2. Testari biologice in vitro

Polipecsii NV1-NV30/pDNA au fost formati la raportul N/P 50 si 100 si s-au testat pe linia celulara
HeLa folosind ca referinta bPEI-0.8kDa, acesta fiind utilizata in compozitia vectorilor. Pentru
aceste probe analizate, eficienta transfectiei a fost mai semnificativa la raportul N/P 100

comparativ cu raportul N/P 50.
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Evaluarea toxicitatii polipecsilor NV/pDNA, s-a efectuat cu ajutorul testului MTS si rezultatele
obtinute sunt reprezentate grafic in figura 7b, viabilitatea celulelor fiind calculata si exprimata in

procente in raport cu viabilitatea celulelor netratate (viabilitate 100%).
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Figura 7. Testari in vitro ale poliplecsilor NV10, NV20, NV30 pe celule HeLa: (a) eficienta de transfectie, (b)

toxicitatea celulara.

Astfel, s-a constatat ca utilizarea HoN-PEG-NH2 cu mase moleculare mai mari in compozitia PDC
a marit biocompatibilitatea vectorului, dar, cu toate acestea, a dus la scaderea eficientei de
transfectie (figura 7a). Rezultatele obtinute in urma testarilor biologice in vitro pe celule HelLa, a
fost observat faptul ca prin cresterea raportului molar de H2N-PEG-NH: de la 0.1 echivalenti pana
la I echivalent a rezultat o imbunatitire semnificativa a eficientei de transfectie. In general, probele
analizate la rapoarte N/P de 100, au prezentat eficienta de transfectie superioara comparativ cu
raportul N/P de 50. Mai mult, masa moleculara a HoN-PEG-NH2 a prezentat o influenta
semnificativa atat in cazul eficientei de transfectie cdt si in cazul viabilitatii celulare. Astfel, prin
utilizarea lanturilor de PEG cu mase moleculare de 2 kDa si 3 kDa la obtinerea vectorilor non-
de transfectie pe linia celulara Hela.
1. Studii in vitro de tintire specifica celularda a vectorului NV10

Tratamentele actuale pentru diferite forme de cancer sunt deseori ineficiente datorita
absorbtiei nespecifice a agentilor terapeutici de catre tesuturile periferice. Pentru eliminarea
acestor probleme, au fost utilizate o serie de abordari cu scopul de a imbunatati absorbtia agentului
chimioterapeutic de catre celulele tumorale fard a altera celulele si tesuturile sandtoase. Una dintre
aceste abordari implica utilizarea liganzilor pentru tintire, de tipul anticorpilor modificati precum

si peptidele cu afinitate tumorald, acestia au primit o atentie considerabila intrucét au capacitatea
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de a tinti receptorii specifici din celulele canceroase [48-51]. Liganzii de tipul celor mentionati
anterior sunt conjugati la agentii chimioterapeutici obtinandu-se conjugate anticorp-medicament
sau conjugate peptidd-medicament (CPM) care livreaza specific agentii chimioterapeutici la
celulele tumorale [52-55]. Proiectarea CPM din punct de vedere structural implica o selectare
adecvata a peptidei, a conectorului care asigura un timp suficient pentru a tranzita prin sistemul
circulator pana la tesutul tumoral unde este scindat si nu in ultimul rdnd a medicamentului
chimioterapeutic.

Cancerul de san triplu negativ este o forma foarte agresiva a cancerului de san care prezinta
o dificultate ridicata de a fi tintita in mod specific. Aceasta dificultate de tintire se datoreaza lipsei
de expresie a receptorilor hormonali (estrogen si progesteron) precum si a receptorului HER2 [56,
57]. Principalul tratament pentru combaterea acestei forme de cancer este chimioterapia [56], insa
in ultima perioada au fost propuse cateva peptide pentru tintirea receptorilor existenti in celulele
responsabile pentru cancerul de sén [53, 58-61]. Spre exemplu peptida WXEAAYQRFL, denumita
in continuare DP18, se leaga de cheratina 1 (KRT1) care joacd un rol important in cancerul de san
triplu negativ [62, 63].

3.2.1.1 Sinteza vectorului NV10 conjugat cu peptida DP18

Conjugarea vectorului non-viral NV10, a fost facuta in doua etape (schema 5) conform

protocolului descris in literaturd [64] si utilizand componentele in cantitatile prezentate in tabelul

4.

Tabel 4. Cantititile componentelor utilizate la conjugarea NV10 cu peptida DP18.

DP18 Mal-PEG.-NHS | NV10
M (Da) | 1399.64 | 513.50 ~4325.00
m(mg) | 6.50 2.37 10.00
n (nmol) | 4.60 4.60 2.30

In prima etapa, peptida DP18 a fost functionalizati cu conectorul Mal-PEG-NHS in mediu
de dimetilformamida si trietil amina la 30°C pentru 12 ore. Amestecul de reactie a fost concentrat
la sec, folosind instalatia de vid 1naintat, iar reziduul ramas a fost purificat prin cromatografia pe
coloana cu silica gel ducand la obtinerea DP18-PEG4-Mal sub forma unei pulbere albe.

In a doua etapa, compusul DP18-PEG4-Mal obtinut anterior a fost solubilizat in apa
ultrapura, iar peste solutia obtinuta a fost adaugat vectorul NV10 sub forma de solutie apoasa in

raportul molar de 2 la 1. Amestecul de reactie a fost ldsat la agitare magnetica, in conditii
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ambientale pentru 12 ore dupa care a fost filtrat rezultdnd compusul DP18-PEG4-NV 10 in solutie

apoasa.
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Schema 5. Etapele de obtinere a vectorului NV10 conjugat cu peptide DP18.
Vectorul functionalizat a fost utilizat fara purificare ulterioara in determinarea specificitatii
acestuia cu privire la eficienta de transfectie pentru linia celulara MCF7.
3.2.1.2 Evaluarea capacitatii de complexare a plasmidului pCS2

Capacitatea conjugatului DP18-PEG4-NV10 de a impacheta plasmidul pCS2 a fost evaluata
utilizand electroforeza in gel orizontal de agaroza (figura 8). Mobilitatea electroforetica a
poliplexului DP18-PEG4-NV10/pCS2 a fost determinata la diferite rapoarte N/P si a fost
comparatd cu cea a plasmidului liber (figura 8a). De asemenea, rezultatele obtinute au fost
comparate si cu cele obtinute In cazul poliplexului NV10/pCS2.
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Figura 8. Mobilitatea electroforetica a poliplexului DP18-PEG4-NV10/pCS2 (a) si a poliplexului NV10/pCS2 (b).

Rezultatele obtinute in urma determindrii capacitatii de complexare a plasmidului pCS2 de
catre DP18-PEG4-NV10, atesta faptul ca acesta impacheteaza complet plasmidul intre raportul

N/P de 10 si raportul N/P de 50. De asemenea, prin compararea rezultatelor obtinute in cazul
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poliplexului DP18-PEG4-NV10 (figura 8a) cu cele obtinute pentru poliplexul fara peptida
NV10/pCS2 (figura 8b), a fost observata o diminuare a capacitatii de complexare a plasmidului
pCS2 dupa conjugare a vectorului NV10 cu peptida DP18. Astfel capacitatea de complexare a
scazut, conjugatul DP18-PEG4-NV10 necesitand un raport N/P mai mare pentru formarea
completa a poliplexului.
3.2.1.3 Testele in vitro de evaluare a eficientei de transfectie

Intrucét peptida DP18 prezinti afinitate pentru linia celulara MCF?7, testele de evaluare in
vitro a eficientei de transfectie au fost facute comparativ pe doua linii celulare canceroase, HelLa
si respectiv MCF7. Pentru a putea observa mai bine specificitatea peptidei pentru linia MCF7, in
acest studiu a fost folosit atat poliplexul DP18-PEG4-NV10/pCS2 cit si poliplexul NV10/pCS2 la
diferite rapoarte N/P, iar rezultatele obtinute in urma testarii sunt reprezentate grafic ca valori

medii + deviatia standard (S.D.) (figura 9).
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Figura 9. Eficienta de transfectie a poliplecsilor DP18-PEG4-NV10/pCS2 si NV10/pCS2 pe liniile celulare HeLa si

MCF7. Rezultatele sunt exprimate ca unitati relative de luminescentd (RLU) pe 10000 de celule insdmantate.

Analiz&nd rezultatele reprezentate in figura 9, se poate observa o diferentd considerabila a
eficientei de transfectie pe liniile HeLa si MCF7 intre poliplexul NV10/pCS2 si poliplexul DP18-
PEG4-NV10/pCS2. Astfel, poliplexul NV10/pCS2 prezinta o eficienta superioara pe ambele linii
celulare la toate rapoartele N/P studiate in comparatie cu poliplexul DP18-PEG.-NV10/pCS2,
manifestand o oarecare specificitate pentru linia celulara HeLa, in acest caz obtinandu-se valori
mai ridicate ale eficientei de transfectie. In acelasi timp, rezultatele obtinute in cazul poliplexului
DP18-PEG4-NV10/pCS2, desi sunt considerabil mai mici, atestd faptul ca acesta are afinitate

pentru linia celulara MCF7, asa cum era de asteptat.
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Rezultatele obtinute in urma acestui studiu demonstreaza faptul ca prin conjugarea vectorilor
non-virali cu peptida DP18 se obtine o transfectie specifica pentru linia MCF7. De asemenea,
inevitabil au aparut si o serie de necunoscute in ceea ce priveste diminuarea eficientei de transfectie
in urma procesului de conjugare a vectorului cu peptida DP18. Aceste necunoscute reprezinta
scopul continudrii acestui studiu prin investigarea tuturor factorilor care declanseazd diminuarea
eficientei de transfectie.

Tn urma acestui studiu a fost realizatd conjugarea vectorului NV10 cu peptida D18 in raport
de 1 la 2, folosind protocoalele existente in literatura si modificate pentru sistemul nostru,
obtindnd conjugatul DP18-PEG4-NV10. In urma testului pentru determinarea capacitdtii de
complexare a plasmidului pCS?2 de catre vectorul DP18-PEG4-NV10 a fost observata o scadere a
capacitatii de complexare in comparatie cu vectorul de plecare NV10. Rezultatele obtinute in urma
determinarii eficientei de transfectie au ardatat faptul ca prin conjugarea vectorilor cu peptida
DPI8 se obtine o specificitate pentru linia celulara tumorala MCF7 dupa cum era de asteptat.
Insa, eficienta de transfectie in cazul conjugatului studiat a suferit o diminuare pe ambele linii
celulare studiate, fapt care duce la concluzia ca sistemul are nevoie de optimizare in ceea ce
priveste compozitia cdt si puritatea vectorului, caracterizarea completa a derivatilor din punct de
vedere structural si morfologic, cdt si testarea in vitro a mai multor vectori.

Scopul acestui studiu a fost Tndeplinit cu succes, iar studiile ulterioare se vor axa pe partea
de sinteza si izolare a conjugatului de interes precum si pe posibilitatea de a utiliza diferite

rapoarte intre vector si peptida.

3.3. Libraria BF
Studiul influentei moleculelor de PEI cu masa moleculara de 25 kDa

asupra proprietatilor vectorilor non-virali pe baza de scualena

In urma studiului prezentat, au fost obtinute o serie de rezultate in ceea ce priveste obtinerea
si testarea biologica a unor sisteme de vectori non-virali dinamici pe baza de scualend PEGilata,
glutaraldehida si polietilenimina ramificatd cu masa moleculara de 25 kDa. Astfel, a fost obtinuta
0 serie de 5 vectori non-virali a caror compozitie difera prin raportul molar de bPEI-25kDa utilizat.
In urma studiilor de morfologie a fost observat faptul ci vectorii prezinti in medii apoase o
structura sferica de tip nucleu-invelis, care este datoratad caracterului amfifilic care contine o parte
hidrofoba (scualena) si o parte hidrofila (polietilenimina). Dimensiunile particulelor masurate pe

baza imaginilor TEM prezinta dispersie neuniforma, cu valori cuprinse intre 269 nm si 1632 nm
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avand o valoare medie de 680 nm. Prin electroforeza in gel de agaroza a fost determinata abilitatea
vectorilor BF1-BF5 de a complexa plasmidul pCS2, rezultatele acestui studiu atesta faptul ca
vectorii non-virali obtinuti au capacitatea de a impacheta complet plasmidul incepand cu valori ale
raportului N/P de 5. Testarile in vitro de determinare a citotoxicitatii si a eficientei de transfectie
pe celule HelLa, au generat o serie de rezultate interesante care au demonstrat faptul ca prin
utilizarea bPEI-25kDa 1in diferite rapoarte molare in compozitia vectorilor de acest tip duc la
rezultate diferite In ceea ce priveste eficienta de transfectie care este strans legata de compozitia si
de raportul acestora in moleculd. Din punct de vedere al toxicitatii, nivelul citotoxic nu a suferit
schimbari substantiale in aceste cazuri, viabilitatea celulara in cazul poliplecsilor BF1-BF5/pCS2
prezentand valori similare cu martorul bPEI-25kDa la rapoartele N/P de 5 si 7. In schimb, la
raportul N/P de 10, poliplecsii obtinuti au prezentat o toxicitate mai mare decat in cazul martorului
ce poate fi explicatd de concentratia marita a glutaraldehidei, cunoscuta in literatura ca induce
toxicitate la testarile in vitro pe celule.

Concluzia globala a acestui studiu este ca sistemele pe baza de scualena PEGilata,
glutaraldehida si bPEI-25kDa pot fi utilizate cu succes la rapoartele N/P 5 avind compozitia
vectorului BF4 si N/P 7 avind compozitia vectorului BF'5. Astfel, bPEI-25 kDa poate fi integrat
cu succes in sistemele constitutionale dinamice pentru a fi utilizate ca vectori non-virali pentru

transportul si transfectia acizilor nucleici.

3. Libraria DA

Studiul de marcare celulara utilizand vectori non-virali fluorescenti

Imagistica prin fluorescenta este o tehnica utilizatd des in ultima perioada pentru vizualizarea
si supravegherea anumitor tesuturi sau procese biologice in vitro si in vivo [65, 66]. Aceasta tehnica
este deosebit de importanta datoritd cererii continue de compusi fluorescenti fotostabili, Tn special
pentru microscopie in vivo, pentru a obtine imagini de inalta calitate si pentru a permite
monitorizarea prelungitda a celulelor in timp, toate acestea folosind metoda de biomarcare
fluorescenta [67, 68].

Pentru marcare intracelulara, moleculele sau biomoleculele fluorescente trebuie sd penetreze
membrana plasmatica celulara. Deseori, aceasta proprietate este asiguratd prin conjugarea acestora
cu diferite molecule polimerice cationice, cunoscute pentru cresterea eficientei de penetrare a

membranei celulare, spre exemplu PEI, care datoritd gruparilor aminice usor protonabile, pot
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facilita interactiunea cu proteoglicanii de pe suprafata celulelor precum si cu sindecanii proteici
transmembranari usurand astfel penetrarea celulara [69, 70].

Avand in vedere cele prezentate anterior, ne-am propus obtinerea si caracterizarea unor
vectori non-virali pe baza de scualena PEGilata si polietilenimina ramificata cu masa moleculara
mica (0.8, 2 kDa), acestea fiind conectate prin legaturi covalente reversibile de tip imind pe un
substrat fluorescent derivat de la fenoli p-substituiti cu diferite grupari functionale. Vectorii non-
virali obtinuti au fost caracterizati fizico-chimic utilizand tehnici uzuale si care au aplicabilitate in
cazul acestor sisteme. De asemenea, acestia au fost studiati din punct de vedere al
comportamentului biologic in vitro pe linia celulara HeLa concomitent cu vizualizarea acestui
comportament prin microscopia optica de fluorescenta.

3.3.1 Sinteza vectorilor non-virali fluorescenti

Sinteza librariei de vectori non-virali fluorescenti DA a fost realizata in trei etape succesive
conform schemei 6 prin utilizarea protocoalelor raportate in literatura [71-74]. In prima etapa (i)
au fost obtinuti compusii diformilati fluorescenti (2a-d) derivati de la fenolii p-substituiti
disponibili comercial (1a-d) prin utilizarea reactiei Duff [75] conform procedeelor de sinteza
raportate de Lindoy [76]. In prima etapi a sintezei, fenolii p-substituiti (1a-d) au fost tratati cu
urotropind in mediu de acid trifluoroacetic sub agitare magnetica, la reflux pentru 48 - 90 de ore.
Parcursul reactiei a fost monitorizat prin TLC si obtinerea compusilor diformilati (2a-d) a fost
confirmati prin spectroscopia RMN si FTIR. In a doua etap (ii), derivatii diformilati de fenol p-
substituit (2a-d) au fost solubilizati intr-un volum minim de clorurd de metilen, iar peste solutiile
obtinute a fost adaugata o solutie de SQ-PEG-NH: (obtinutad anterior — capitolul 1) [71, 77] n
acetonitril Tn raport molar 1:1. Amestecurile de reactie au fost agitate magnetic pentru 48 ore la
temperaturd ambientald (23 °C) sub atmosfera de azot, obtinandu-se in randamente cantitative
derivatii intermediari (3) denumiti DA_UI1 — DA_UI4. In ultima etapa (iii), compusii intermediari
(3) au fost functionalizati prin legaturi covalente reversibile de tip imina cu bPEI-0.8kDa si bPEI-
2kDa (in raport molar 1:1) in solutii apoase sub agitare magneticd pentru 48 de ore la temperatura
ambientala (23 °C), obtinandu-se vectorii non-virali fluorescenti (4) denumiti DA1.1 — DA4.2
conform tabelului 5.
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Schema 6. Etapele de obtinere a vectorilor non-virali fluorescenti DA. Conditii de reactie: i) urotropina, TFA,
reflux, 48 — 90 h; ii) Acetonitril / DCM, 24 °C, 48 h; iii) apa ultrapura, 24 °C, 48 h.
Denumirea vectorilor a fost data in functie de tipul substituentului existent in pozitia para la
substratul fenolic precum si in functie de masa moleculara a PEI folosita, conform tabelului 5.

Tabel 5. Denumirea vectorilor conform componentelor utilizate la sinteze.

Denumire p-R-2,6-diformilfenol SQ-PEG-NH. bPEI-MDa
R Raport molar (echiv.) | Raport molar (echiv.) | M (kDa) | Raport molar (echiv.)
DAl.1 -tBu 1 1 0.8 1
DAl.2 -tBu 1 1 2 1
DA2.1 -CH. 1 1 0.8 1
DA2.2 -CH. 1 1 2 1
DA3.1 -OCH. 1 1 0.8 1
DA3.2 -OCH, 1 1 2 1
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DA4.1 -Br 1 1 0.8 1
DA4.2 -Br 1 1 2

1

Vectorii non-virali fluorescenti au fost stocati pentru studiile ulterioare in solutii apoase la
temperatura de 4 °C.

3.3.2 Determinarea morfologiei si a dimensiunii vectorilor prin SEM si DLS
Vectorii librariei DA, contindnd SQ-PEG-NH se supun procesului de auto-asamblare n

solutii apoase sub forma unor particule sferice de tipul nucleu-invelis.

C

Frecventa
W »

30 40 50 60 70 80
Dimensiune (nm)

Figura 10. Microimaginile SEM pentru vectorul non-viral DA2.1 la scala de 1 um () si la scala de 500 nm (b),
precum si distributia dimensiunilor ale acestuia (C). La determinarea distributiei dimensiunilor a fost folosit

programul ImageJ si au fost masurate 230 de particule.

Studii de morfologie prin microscopia electronica de baleiaj (SEM) pe exemplul vectorului
DA2.1 (figura 10) au ardtat ca vectorul DA2.1 la concentratia de 0.41 mM (figura 10a-b),
formeaza particule sferice de tipul nucleu-invelis a caror dimensiune este uniforma si care au o
valoare medie a distributiei dimensiunilor de aproximativ 38 nm (figura 10c).

Pentru a determina dimensiunile vectorilor in medii apoase, solutiile au fost analizate prin
tehnica DLS, ce implica determinarea diametrului hidrodinamic al acestora. Tn acest scop, probele

au fost analizate la trei concentratii diferite (0.18 mM, 0.41 mM si 0.81 mM), iar rezultatele

obtinute sunt reprezentate grafic in figura 11.
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Figura 11. Diametrele hidrodinamice medii ale particulelor determinate prin analiza DLS.

Rezultatele obtinute In urma masuratorilor DLS a solutiilor apoase ce contin vectorii non-
virali DALl — DAA4.2, la trei concentratii diferite, demonstreaza faptul ca diametrele
hidrodinamice sunt influentate atdt de compozitia vectorilor cat si de concentratia utilizata la
efectuarea determinarilor. Astfel, vectorii ce au in compozitie bPEI-0.8kDa au prezentat valori mai
mari ale diametrului hidrodinamic (45 — 60 nm) decat in cazul vectorilor ce au in compozitie bPEI-
2kDa (25 — 45 nm), la concentratia de 0.18 mM. Aceasta observatie poate fi pusa pe seama
fenomenului de auto-asamblare a vectorilor, dimensiunile mai mici obtinute in cazul vectorilor cu
bPEI-2kDa apar datorita unor interactiuni intramoleculare mai puternice care duc la o impachetare
mai stransd a componentelor din componenta vectorilor [78]. De asemenea, este clar faptul ca
dimensiunile diametrului hidrodinamic sunt dependente de concentratia solutiilor utilizate. Astfel,
odata cu cresterea concentratiei, valorile diametrelor hidrodinamice scad, acest lucru fiind observat
si in cadrul altor studii raportate in literaturd [73, 79-81]. Acest comportament este atribuit
fenomenului de auto-aranjare micelara [82]. De asemenea, rezultatele obtinute in urma analizei
DLS a solutiei ce contine vectorul DA2.1 la concentratia de 0.41 mM confirmd dimensiunile
obtinute in urma analizei SEM. Astfel putem concluziona ca dimensiunile vectorilor sunt cuprinse
intre 20-60 nm si variazd dependent de natura nucleului fluorescent, a lantului de PEI integrat in
structurd precum si de concentratia vectorilor in solutiile apoase.

3.3.3 Studiul de fluorescentd in solutie

Scopul acestui studiu a fost obtinerea unor vectori non-virali cu proprietati de emisie in

solutii apoase pentru a fi utilizati in studierea unor mecanisme de internalizare in structurile

celulare folosind imagistica prin fluorescenta. In vederea realizarii acestui obiectiv, primul pas a
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fost studierea compusilor de plecare si vectorii obtinuti pe baza acestora din punct de vedere al
capacitatii de absorbtie si de emisie folosind spectrofotometrul UV-Vis, respectiv de fluorescenta.

Spectrele de absorbtie si de emisie ale compusilor mai sus mentionati, au fost inregistrate in
solutii apoase, avand concentratia de 1 X 10 M, prin utilizarea unor cuve de cuart cu drumul optic

de 10 mm, iar spectrele obtinute sunt prezentate in figura 12 si 13.
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Figura 12. Spectrele UV-Vis ale vectorilor non-virali DA si a derivatilor intermediari in solutii apoase la

concentratia de 1 x 104 M.

Tn spectrele UV-Vis a compusilor de plecare 2a-d dizolvati intr-un amestec etanol/apa
(figura 12a-d) se poate observa aparitia a doua benzi de absorbtie. Cea mai intensa banda prezinta
maximul la aproximativ 355 nm, iar cea de-a doua banda, de intensitate redusa, la aproximativ 450
nm (linia neagra continud). Pe baza datelor din literatura cele doua benzi au fost atribuite
tranzitiilor electronice in doi conformeri ce contin (i) OH-ul fenolic nemodificat sau (ii) OH-ul
fenolic deprotonat (O') [83, 84]. Este cunoscut faptul ca acesti doi conformeri prezinta benzi de
intensitati diferite, raportul dintre acestea variind in functie de polaritatea solventului utilizat [84].
Astfel, putem spune ca in cazul compusilor 2a-d avem majoritar conformerul nemodificat datorita

intensitatii ridicate a benzii cu maximul la 355 nm.
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Derivatii intermediari DA _UI1-4 prezinta aceleasi benzi de absorbtie in spectrele UV-Vis
(figura 12a-d), insa intensitatea acestora este modificata (linie rosie continua). Intensitatea benzii
de la 355 nm este diminuata, in timp ce banda de la 450 nm se intensifica, acest lucru fiind in acord
cu formarea majoritara a conformerului ce contine O, probabil favorizata de formarea de legaturi
de hidrogen in prezenta de SQ-PEG-NH.. Exceptie de la aceasta regula face compusul 2c (figura
12¢) care prezinta benzile celor doi conformeri in rapoarte aproape egale.

Pentru vectorii DA1.1-DA4.2 care contin in plus bPEI-0.8kDa sau bPEI-2kDa, profilul
spectrelor de absorbtie se mentine (/inie albastra intreruptd si linie roz intrerupta), insa benzile
prezintd o intensitate mai redusd, in acord cu ecranarea moleculelor fluorescente indusa de
prezenta macromoleculelor de PEI cu grad de ramificare mare [78].

In urma rezultatelor obtinute, a fost realizat un studiu de fluorescentd in solutie a compusilor
anterior mentionati prin excitarea solutiilor cu lungimea de unda caracteristica benzii de la

aproximativ 355 nm, rezultatele fiind prezentate grafic in figura 13.
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Figura 13. Spectrele de emisie ale vectorilor non-virali DA si a derivatilor intermediari in solutii apoase la

concentratia de 1 x 104 M.
Compusii de plecare 2a-d prezintd o banda de emisie larga de intensitate mica (figura 13a-
d) cu un maxim la 510 nm in cazul compusilor 2a si 2b si doud maxime in cazul compusilor 2c

(450 si 570 nm) si 2d (420 si 510 nm). Interesant este faptul ca in urma iradierii probelor cu o
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lampa UV (excitare cu lungimea de unda = 365 nm), culoarea luminii emise observata cu ochiul
liber in cazul compusilor 2a-b (figura 13a-b, insert 1) este galben-verde, a compusului 2c este
portocalie (figura 13c, insert 1) si in cazul probei 2d este albastra (figura 13d, insert 1).

Compusii intermediari DA_UI1, DA UI2 si DA Ul4 prezintd un maxim de emisie intens la
515 nm, in timp ce compusul DA UI3 prezintd un maxim de emisie de intensitate asemanatoare
compusului de plecare 2c, la o lungime de unda de 540 nm. Intensitatea fluorescentei compusilor
intermediari a fost observata si in urma iradierii probelor cu o lampa UV cu A=365 nm, unde s-a
observat o fluorescentd mai pronuntatd in cazul compusilor DA_UIl, DA UI2 si DA Ul4 fatd de
cea a compusului DA UI3. De asemenea, culoarea luminii emise in cazul celor trei compusi cu
fluorescenta pronuntata este galben-verzuie, iar a compusului DA_UI3 este galben-portocaliu,
conform cu deplasarea observata in spectrul de emisie (figura 13, insert 2).

Spectrele de fluorescentd ale vectorilor DA1.1-DA4.2 prezintd benzi de emisie intense in
domeniul spectral 420 — 600 nm cu un maxim observat la 460 nm in cazul compusilor DA1.1,
DA1.2, DA4.1 si DA4.2. In cazul compusilor DA2.1 si DA2.2, se observi o banda de emisie larga
deplasata spre albastru, fatd de compusul intermediar, cu un maxim la 475 nm. De asemenea, o
deplasare mai pronuntata spre albastru a benzii de emisie, de intensitate superioard compusilor
intermediari corespunzatori, a fost observatd in cazul compusilor DA3.1 si DA3.2, prezentand un
maxim la 495 nm. Culoarea luminii emise sub lampa UV a vectorilor DA1.1, DA2.1 si DA4.1 este
galben-portocalie, Tn timp ce in cazul vectorului DA3.1 este albastru-verde (figura 13, insert 3).
In cazul spectrelor de emisie ale acestor compusi, se remarci o deplasare spre albastru a culorii
luminii emise fatd de compusii de plecare, fenomen posibil asociat cu formarea de agregate,
demonstratd de masuratorile DLS prezentate anterior [85, 86].

3.3.4 Capacitatea vectorilor de a complexa plasmidul

Pentru a determina capacitatea vectorilor DA1.1 — DA4.2 de a complexa plasmidul pCS2 a
fost utilizata electroforeza in gel de agaroza, iar mobilitatea electroforetica a poliplecsilor obtinuti
a fost evaluata la diferite rapoarte N/P (figura 14). Rezultatele obtinute in cazul poliplecsilor au
fost raportate la mobilitatea electroforeticd a plasmidului necomplexat si au fost comparate cu
capacitatea de complexare a polimerului policationic utilizat la formarea acestor sisteme, bPEI-
0.8kDa respectiv bPEI-2kDa.
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Figura 14. Mobilitatea electroforetica a poliplecsilor obtinuti prin complexarea plasmidului pCS2 de catre
vectorii non-virali fluorescenti DA1.1 (c), DA1.2 (d), DA2.1 (e), DA2.2 (f), DA3.1 (g), DA3.2 (h), DA4.1 (i),
DAA4.2 (j) la diferite rapoarte N/P comparate la mobilitatea electroforetica a poliplecsilor obtinuti cu bPEI-0.8kDa
(a) si bPEI-2kDa (b) folosite drept control.

Rezultatele obtinute in urma acestui studiu si prezentate in figura 14a-j, atesta faptul ca
vectorii non-virali fluorescenti DA1.1, DA2.1, DA3.1 si DA4.1 care au in compozitie bPEI-0.8kDa
au capacitatea de a complexa complet plasmidul pCS2 incepand cu rapoartele N/P de 50 (figura
14c,e,g,i), aceasta capacitate fiind mai scazuta decat in cazul martorului utilizat (bPEI-0.8kDa)
care impacheteaza complet plasmidul la raportul N/P de 10 (figura 14a). In cazul vectorilor non-
virali DA1.2, DA2.2, DA3.2 si DA4.2 care au in compozitie bPEI-2kDa, se poate observa o
Tmpachetare completa a plasmidului pCS2 de catre acestia incepand cu rapoartele N/P de 20
(figura 14d,f,h,j) in timp ce martorul utilizat (bPEI-2kDa) impacheteaza complet plasmidul
incepand cu raportul N/P de 10 (figura 14b). Acest fenomen de diminuare a capacitatii de
complexare a plasmidului este pus pe seama interactiunilor intermoleculare dintre PEG si PEI care

duc la o ecranare a sarcinilor pozitive prezente la suprafata moleculelor de PEI [79].
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3.3.5 Testele in vitro de evaluare a citotoxicitatii si a eficientei de transfectie pe celule HeLa

Testarea biologica in vitro a poliplecsilor DA1.1-DA4.2/pCS2 in vederea determinarii
citotoxicitatii si eficientei de transfectie a fost realizata in triplicat, iar rezultatele prezentate in
figura 15 reprezinta media rezultatelor din cele trei experimente.

Eficienta de transfectie in vitro a poliplecsilor DA1.1-DA4.2/pCS2 la rapoartele N/P 50 si
100 (figura 15a) a fost evaluati pe linia celulard HeLa folosind reactivul Bright-Glo™ Luciferase
de la Promega, iar rezultatele obtinute au fost comparate cu martorii bPEI-0.8kDa/pCS2 si bPEI-
2kDa/pCS2 intrucat acestia se regasesc in compozitia vectorilor non-virali obtinuti si este cunoscut
in literatura faptul ca acesti polimeri policationici au capacitatea de a complexa si de a transfecta

plasmidul fara a fi functionalizati cu alti compusi.
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Figura 15. Eficienta de transfectie in vitro a poliplecsilor DA1.1/pCS2-DA4.2/pCS2 (a). Rezultatele sunt
exprimate ca unitati relative de luminescentd (RLU) pe 10000 de celule insamantate. Citotoxicitatea poliplecsilor
DAL.1/pCS2-DA4.2/pCS2 determinata in vitro prin MTS pe celule HeLa (b). Rezultatele sunt prezentate ca

valori medii + deviatia standard (S.D.); n=18.

Rezultatele obtinute in urma acestei testari (figura 15a) ne arata ca poliplecsii investigati
prezintd eficienta de transfectie mai redusa comparativ cu martorii utilizati la ambele rapoarte N/P,
exceptie o fac poliplecsii DA2.1/pCS2 si DA2.2/pCS2 care prezintd o eficientd de transfectie
aseminitoare cu cea a martorilor utilizati. In acelasi timp, poliplecsii DA1.1/pCS2, DA2.1/pCS2,
DA3.1/pCS2 si DA4.1/pCS2 care au in compozitie bPEI-0.8kDa prezinta eficientd de transfectie
mai redusa decét poliplecsii DA1.2/pCS2, DA2.2/pCS2, DA3.2/pCS2 si DA4.2/pCS2 care au in
compozitie bPEI-2kDa, acest lucru fiind normal intrucat bPEI-2kDa dispune de un grad mai mare
de ramificarea care ajuta la complexarea unei cantitati mai ridicate de plasmid [78]. De asemenea,

comparand rezultatele obtinute la cele doua rapoarte N/P, se poate spune ca nu exista diferente
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semnificative intre eficientele de transfectie obtinute la raportul N/P de 50 fata de cele obtinute la
raportul N/P de 100, acest lucru fiind anormal, intrucét in studii precedente [71-74], poliplecsii au
prezentat eficiente de transfectie superioare la rapoartele N/P de 100 fatd de rapoartele N/P de 50.

Determinarea in vitro a citotoxicicitatii poliplecsilor DA1.1-DA4.2/pCS2 pe linia celulard
HeLa a fost realizata prin utilizarea tehnicii de determinare a activitatii metabolice celulare (MTS)
[87, 88]. Rezultatele obtinute in urma acestei determinari sunt reprezentate grafic in figura 15b si
sunt exprimate sub forma de viabilitatea celulara relativa (%) care a fost calculata in functie de
viabilitatea celulard a celulelor netratate (viabilitatea celulara de 100%). Prin analiza rezultatelor
obtinute in cazul poliplecsilor DA1.1-DA4.2/pCS2 la raportul N/P de 50 se poate observa faptul
cd acestia prezinta o viabilitate celulard mai ridicata decat martorii utilizati (bPEI-0.8kDa/pCS?2 si
bPEI-2kDa/pCS2), acest lucru putind fi pus pe seama scualenei PEGilate care prezinta
biocompatibilitate ridicata [77] si care ajuta la diminuarea efectului citotoxic a moleculelor de PEI
utilizate. In acelasi timp, rezultatele obtinute la raportul N/P de 100 arati faptul ci poliplecsii
DAI1.1/pCS2, DA2.1/pCS2, DA3.1/pCS2 si DA4.1/pCS2 manifestd o viabilitate celulard
nesemnificativ redusa fatd de martorul bPEI-0.8kDa/pCS2 in timp ce poliplecsii DA1.2/pCS2,
DA2.2/pCS2, DA3.2/pCS2 si DA4.2/pCS2 prezinta viabilitate celulara mai ridicatd comparativ cu
martorul bPEI-2kDa/pCS2, aceste observatii nu au fost puse pe seama unui anumit fenomen, avand
nevoie de studii complementare de determinare a relatiei dintre structurd - auto-asamblare -
cititoxicitate — transfectie.

Rezultatele obtinute in urma acestor testdri demonstreaza faptul ca desi existd variatii ale
viabilitatii celulare obtinute in cazul poliplecsilor DA1.1-DA4.2/pCS2 la ambele rapoarte N/P,
aceste variatii sunt nesemnificative si manifestd o dependentd moderatd de compozitia
poliplecsilor studiati. In acest caz, putem spune ca poliplecsii obtinuti prezinti citotoxicitatea
redusa la rapoartele N/P de 50 si 100, iar utilizarea acestora in studii ulterioare poate fi facutd fara
a afecta tesuturile biologice de interes. In ceea ce priveste eficienta de transfectie, poliplecsii care
au in componentd vectorii non-virali fluorescenti DA2.1 si DA2.2 au prezentat cele mai bune
rezultate dintre toti poliplecsii studiati, fiind folositi in continuare la studiul de imagistica celulara

prin fluorescenta.
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3.3.6 Studiul in vitro de imagistica celulard prin fluorescenta
Capacitatea de internalizare a vectorilor non-virali fluorescenti DA2.1 si DA2.2 in celulele
HeLa, a fost examinata utilizdnd microscopia prin fluorescentd sub excitare cu lumind UV a

celulelor HeLa incubate cu vectorii mentionati anterior (figura 16).

a b c

Figura 16. Imagini obtinute cu microscopia prin fluorescentd pentru celulele HeLa tratate cu vectorul DA2.1 (a),
cu vectorul DA2.2 (b) si netratate (c) dupa 30 minute de incubare. Imagini obtinute cu microscopia in cimp

luminat pentru celulele HeLa tratate cu vectorul DA2.1 (a°), cu vectorul DA2.2 (b") si netratate (C’).

Imaginile obtinute prin microscopia de fluorescentd pentru vectorii DA2.1 (figura 16a) si
DA2.2 (figura 16b), dupa 30 de minute de incubare la concentratia de 1 mM, atesta faptul ca
acestia au fost internalizati cu succes de cétre celulele HeLa si se regdsesc atat in citoplasma cat si
in nucleul celulelor. Pentru a exclude interferenta posibila de auto-fluorescenta data de celulele
HelLa, a fost utilizat un control care reprezinta celule netratate (figura 16c), iar imaginea obtinuta
in acest caz demonstreazi faptul ci celulele HeLa netratate nu prezinti fluorescenti. in urma
acestui studiu se poate spune ca vectorii non-virali DA2.1 si DA2.2 prezinta proprietati de emisie
satisfacdtoare ce nu sunt restrictionate de anumiti factori biologici, iar internalizarea acestora in
structurile celulare poate fi vizualizata cu succes fard a provoca leziuni materialului biologic
studiat.

3.3.7 Testele in vitro de evaluare a citotoxicititii vectorilor DA2.1 si DA2.2 prin MTS

Intrucét biocompatibilitatea acestor vectori este esentiald pentru a putea fi utilizati in anumite
studii de imagistica celulara, a fost efectuat un studiu de viabilitate celulara realizat prin utilizarea

tehnicii de determinare a activitatii metabolice celulare (MTS) pe celule HeLa [87, 88]. in acest
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scop, vectorii non-virali fluorescenti DA2.1 si DA2.2 au fost testati la trei concentratii diferite.
Rezultatele obtinute si reprezentate grafic in figura 17 sunt exprimate sub forma de viabilitatea
celulara relativa (%) care a fost calculata in functie de viabilitatea celulard a celulelor netratate

(viabilitatea celulara de 100%).
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Figura 17. Citotoxicitatea vectorilor DA2.1 si DA2.2 determinata in vitro prin MTS pe celule HeLa. Rezultatele

sunt prezentate ca valori medii + deviatia standard (S.D.); n=6.

Examinand rezultatele obtinute Tn urma acestui studiu, se poate observa faptul ca vectorul
DAZ2.1 prezinta biocompatibilitate ridicatd, viabilitatea celulard la cele trei concentratii studiate
prezintd valori de aproximativ 95%, cu diferente nesemnificative la cresterea concentratiei de la 1
mM la 3 mM. in cazul vectorului DA2.2, viabilitatea celulara este mai redusa, aceasta avand valori
de aproximativ 65%. Aceasta scddere a viabilitatii celulare in cazul vectorului DA2.2 este pusa pe
seama prezentei moleculelor de bPEI-2kDa, care este cunoscut ca induce o citotoxicitate mai
ridicata decat omologul sau bPEI-0.8kDa [78]. In urma acestui studiu, putem evidentia potentialul
vectorului DA2.1 de a fi utilizat cu succes in studii ulterioare de imagistica celulara.

In cadrul studiului prezentat a fost obtinutd o librarie ce contine 8 vectori non-virali (DA1.1
— DA4.2) cu proprietati emisive in solutii apoase. Compozitia vectorilor difera atat prin nucleul
fluorescent utilizat cdt si prin masa moleculara a policationului folosit (0PEI de 0.8 kDa sau 2
kDa). Morfologia acestora a fost determinata prin SEM, iar rezultatele obtinute atesta faptul ca
vectorii prezintd structuri sferice auto-asamblate de tipul nucleu-invelis, a caror dimensiune este
dispersa si variaza intre 10 si 70 nm avdnd o valoare medie a distributiei dimensiunilor de 38.6
nm. Aceste observatii au fost confirmate si de analiza DLS a solutiilor apoase cu vectorii DAI. 1
— DA 4.2, rezultatele obtinute in acest caz demonstrand faptul ca dimensiunile vectorilor sunt

influentate atat de natura nucleului fluorescent utilizat cdt si de concentratia solutiei analizate,
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aceste rezultate fiind Tn acord cu literatura de specialitate. Studiul pentru evaluarea capacitatii
de emisie a compusilor studiati in solutie a fost realizat prin inregistrarea si prelucrarea
spectrelor de absorbtie si de emisie la concentratia de 1 X 107 M. Rezultatele obtinute au ardtat
faptul ca toti compusii obtinuti inclusiv cei intermediari prezinta proprietati fluorescente in solutii
apoase la concentratia studiata, iar emisia lor la 365 nm sub lampa UV difera in functie de gradul
de substitutie si de substituentul din pozitia para a nucleului fenolic.

De asemenea, pe baza spectrelor de fluorescenta a fost observat faptul ca intensitatea de
emisie este mai accentuatd in cazul vectorilor non-virali DAL.1 — DA4.2 comparativ cu derivatii
fenolici de plecare. Rezultatele obtinute prin electroforeza atesta complexarea eficienta a
vectorilor cu plasmid Thcepand cu rapoartele N/P de 50 in cazul vectorilor ce au in compozitie
bPEI-0.8kDa, pe cdnd vectorii ce contin bPEI-2kDa formeaza poliplecsii la rapoarte N/P de 20.
Aceste observatii fiind foarte bine corelate cu literatura. In ceea ce priveste studiile in vitro de
evaluare a viabilitatii celulare precum si a eficientei de transfectie, a fost observat faptul ca
poliplecsii obtinuti prin complexarea plasmidului pCS2 de catre vectorii DAI.1 — DA4.2 prezinta
o citotoxicitate satisfacatoare la ambele rapoarte N/P studiate (50 si 100), dintre acestia
remarcandu-se poliplecsii obtinuti cu vectorii DA2.1 si DA2.2 care au prezentat eficiente de
transfectie comparabile cu cele ale martorilor utilizati.

Avand in vedere cele mentionate anterior, acesti vectori au fost alesi pentru a fi studiati prin
imagistica celulard in vitro. In urma tratdrii celulelor HeLa cu vectorii DA2.1 si DA2.2 la
concentratiile de 1 mM, 2 mM si 3 mM, a fost observata o internalizare imediata a vectorilor in
celule (dupa doar 30 de minute), cele mai bune rezultate fiind obtinute in cazul concentratiei de 1
mM. Imaginile obtinute in acest caz la utilizarea microscopiei optice prin fluorescentd, prezinta
internalizarea cu succes a vectorilor in structurile celulare, acestia regasindu-se atat in
citoplasma cdt si in nucleul celulelor. De asemenea, citotoxicitatea acestora determinata prin MTS
pe celule HeLa este nesemnificativa la concentratiile studiate. Toate aceste rezultate recomanda
vectorii DA2.1 si DA2.2 ca potentiali candidati pentru studii ulterioare de imagistica celulara, in
special vectorul DA2.1 care a manifestat o citotoxicitate mai redusa decdt omologul sau DA2.2.
Astfel, conceptul de platforma dinamica functionald poate capdta notiunea de TERANOSTIC
fiind un vector pentru transportul acizilor nucleici, totodata fiind fluorescent si potrivit studiilor

de imagistica fluorescenta.
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4, Studiu in silico §i in vitro ale unor ansambluri host-guest (oaspete-
gazda) supramoleculare sensibile la pH, pentru marcarea organitelor

celulare acide
Au fost studiate in silico si in vitro trei siteme cu caracter supramolecular dinamic de tip host-
guest (oaspete-gazda) a sarurilor fluorescente de indolizinium si S-ciclodextrina (5-CD). Pentru
a demonstra posibilitatea formarii ambelor specii supramoleculare de incluziune cu ciclodextrina
(raport 1:1 si 1:2) observate in experimentele ESI-MS, s-au efectuat studii de modelare moleculara.
Calculele au fost efectuate prin metoda AutoDock Vina, implementatd in pachetul software
YASARA Structure [6]. Astfel, 5-CD si complecsii de incluziune investigati au fost construiti si
optimizati pentru prima data la nivel teoretic PM3, folosind software-ul Hyperchem [89] si ulterior
exportati in programul YASARA. Dupa optimizare, simuldrile de modelare moleculara au indicat
(figura 18) posibilitatea formarii ambilor complecsi in raport molar 1:1 si 1:2 corespunzatori
compusilor cu f-CD. In cazul complecsilor in raport molar 1:1, toti compusii cercetati au fost
inclusi in cavitatea ciclodextrinei, adoptand o conformatie semipliata, molecula de ciclodextrind

acoperind cea mai mare regiune a partii interioare de 4,4'-bipiridil a compusilor.

Figura 18. Exemplu de modele moleculare de simulare a unui
reprezentant supramolecular dynamic in raport de 1:1 (sus) si 1:2
(jos).

Evaluarea citotoxicitatii compusilor de incluziune n
comparatic cu cea a compusilor initiali, s-a realizat
folosind metoda MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu.

Testul a fost realizat utilizand linia de celule canceroase

Hel a, apartinand cancerului cervical (figura 19, stanga).
S-a observat faptul cd viabilitatea celulara a fost
semnificativ imbunatatita prin formarea complecsilor de
incluziune. Compusii initiali au prezentat o toxicitate
puternica la toate concentratiile investigate, valorile

viabilitatii celulare nu au depasit 10%.
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Figura 19. Rezultatele testului MTS de viabilitate celulard (stanga) in vitro pentru compusii de plecare (rosu),
respectiv compusii de incluziune (albastru) la concentratii diferite; exemplu de imagine pentru complexul de

incluziune acumulat in liniile de celule HeLa dupa 15 minute (mijloc), respectiv 24h de incubare (dreapta).

Compusii de incluziune investigati au fost evaluati pentru capacitatea lor de a penetra
membrana celulara, si de a patrunde in interiorul celulei, dar si cea de marcare a componentelor
celulare 1n celulele vii in microscopia de fluorescenta. Astfel, celulele HeLa au fost incubate cu o
solutie apoasa de complecsi de incluziune, apoi s-au comparat imaginile (dupa 15 minute, respectiv
24h) inregistrate cu un microscop Leica DMI 300 B inversat cu filtru GFP fluorescent (figura 19).
Dupa 15 minute de incubare a celulelor HeLa cu solutiile investigate, a fost observata o localizare
intracelulard, extranucleara, clar vizibila pentru toate esantioanele (figura 19, stanga). Incubarea
celulelor tratate pana la 24h, a evidentiat o crestere puternicd a semnalului fluorescent, insotita de
aglomeratii localizate particular in citoplasma (figura 19, dreapta). Aceste localizari specifice a
complecsilor de incluziune au fost examinate in continuare folosind markeri specifici ai organitelor

celulare (figura 20).

Figura 20. Exemple de imagini pentru distributia in celule a complecsilor de incluziune, suprapuse cu imagini de

co-localizare cu LysoTracker red (stanga) si MitoTracker red (dreapta).
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Astfel, pentru a verifica specificitatea complecsilor de incluziune de a marca selectiv
organitele celulare, s-au efectuat experimente de co-colorare (co-developare) paralele in celulele
HeLa cu LysoTracker (figura 20, stanga) si MitoTracker (figura 20, dreapta). Suprapunerea
imaginilor rezultate a sugerat localizarea perfecta a complecsilor de incluziune in lizozomi.
Experimentul de co-developare efectuat ih mod similar cu MitoTrackerRed pe celulele HeLa
incubate 24h cu solutiiile compusilor de incluziune, a condus la rezultate diferite, complecsii

prezentand o distributie si o localizare partial in afara mitocondriilor.
5. Libraria Vector
Studiul combinat in silico §i experimental al formarii poliplexului dintre

dsADN si vectorii non-virali tip squalena-PEG-PEI

Mai multe studii experimentale au aratat ca lungimea lanfului macromolecular de PEG din
structura unui vector non-viral influenteaza eficienta impachetarii ADN-ului sau ARN-ului [90-
92]. Cu toate acestea, nu sunt cunoscute studii sistematice privind influenta masei moleculare de
PEG din structura vectorului non-viral asupra eficientei de impachetare a materialului genetic pe
de o parte si pe de altd parte asupra eficientei poliplexului format in transfectie. Aceste studii
lipsesc deoarece obtinerea unor date structurale prin metode experimentale este foarte
dificil. Astfel, utilizarea metodelor de chimie computationald pentru a simula in silico sistemele
auto-asamblate de tip poliplex este o strategie ideald pentru a obtine informatiile moleculare
necesare intelegerii mecanismelor de auto-asamblare.

Studiul de fatd descrie o procedura paralela (i) de modelare si simulare si (i1) de sinteza
experimentald si investigatie instrumentald, in mdsurd sa dovedeascd efectul caracteristicilor
moleculare si a cantitatii locale a agentului ,,stealth” (in cazul de fatd PEG) utilizat pentru
protejarea segmentului policationic al vectorilor fata de eficienta lor de legare si transport ale
ADN-ului. Principalul scop a fost acela de a identifica in silico mecanismul prin care lungimea
lantului PEG interactioneazd cu catenele PEI ramificat, impiedicand formarea poliplexului, in
contextul celei mai bune simulari posibile a conditiilor experimentale.

A fost sintetizata o librarie de 3 compusi (vector 500, vector 1500 si vector 3000). In prima
etapa (figura 21), gruparea aldehidica din derivatul a-carbonil-squalena a fost reactionata cu o
grupare aminica a a,w-bis(2-aminoetil)polietilen glicolului (PEG) de diferite mase moleculare
(500, 1500, 3000 Da), rezultand intermediarii de reactie squalena-PEG cu diferite mase moleculare

ale PEG si functionalizati cu grupari aminice primare terminale (Sq-PEG-NH). Tn etapa

38



urmatoare de reactie, cuplarea derivatului SQ-PEG-NH2 cu bPEI-0.8kDa s-a realizat prin
intermediul agentului de cuplare 2,6-diformil-4-metilfenol (FDAZ2). FDA2 este un compus reactiv

difunctionalizat cu grupari aldehidice, acestea rectioneaza rapid si in conditii blande de rectie cu

gruparile aminice primare, rezultand legaturile iminice (-CH=N-) dinamice (figura 21) [93].
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Figura 21. Procedeul de obtinere a conjugatului Sq-PEG-PEI. Squalena este afisatd in verde, in timp ce PEG

bPEISO0 =

cun=11, 31 si 61 de unitati repetate, sunt afisate in rosu. Dialdehida a fost descrisa in albastru, in timp ce bPEI-

0.8kDa ramificatd in negru.
3.5.1 Simulare in silico pentru obtinerea structurilor micelizate a vectorilor SQ-PEG-PEI
si a interactiei acestora cu dsADN
Au fost simulate structurile vectorilor non-virali (Sq-PEG-PEI) prezentate in figura 21 si au
VECTOR 500 (Sqg-
PEG-PEI in care masa moleculara a PEG-ului este de 500 Da), VECTOR 1500 (Sg-PEG-PEI in
care masa moleculard a PEG-ului este de 1500 Da) si VECTOR 3000 (Sq-PEG-PEI in care masa

primit coduri in functie de masa moleculara a PEG-ului, dupd cum urmeza:

moleculard a PEG-ului este de 3000 Da), iar numarul corespunzator de unititi PEG repetate (n)
este de 11, 31, respectiv 62. Structurile de pornire si configuratiile vectorilor au fost construite
folosind software-ul Avogadro [87]. Pe baza valorilor pKa [94], la pH = 7.4 gradul de pronotare
al PEI este de 50% (10 grupari aminice din totalul de 20 sunt protonate), oferind o incarcare neta
de +10. Fragmentul de dsADN simulat cuprinde 25 de perechi de baze, cu secventa 5-
CAAGCCCTTAACGAACTTCAACGTA-3 si a fost creat folosind software-ul Ambertools18
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[95]. Sarcina totala a moleculei de dSADN este de -48 (numarul de grupari fosfat). Parametrizarea
vectorului a fost realizatd prin aplicarea metodologiei campului de fortda GAFF2 [96]. Sarcinile
atomice partiale ale vectorului au fost calculate utilizand metodologia RESP [96] ce a fost adaptata
si perfectionata in lucrarea L. Epure si colab. [97]. Campul de forta Amber FF14SB DNA.bscl
[98] a fost utilizat in parametrizarea dSADN-ului, iar pentru descrierea ionului s-au utilizat
parametrii ionsjc_tip3p [99].

Pentru a simula mai bine conditiile ,,reale” ale complexarii vectorilor cu dSADN, a fost
implementat un protocol de simulare in doud etape: ,,agregarea” urmatd de ,,complexare”
Agregarea se refera la procesul de micelizare a vectorilor, iar complexarea la formarea polipecsilor
dintre vectori si ADN.

A fost urmarit procesul de agregare (micelizare) al vectorilor in solutie apoasa (figura 22).

A)

Figura 22. Conformatiile de pornire ale celor trei vectori folositi pentru simularile de agregare. A)
conformatia extinsd a VECTOR 500. B) si C) conformatiile pre-colapsate ale VECTOR 1500, respectiv VECTOR
3000. Codificarea coloristica a atomilor de polimer este urmatoarea: azuriu pentru C; rosu pentru O; albastru pentru

N; alb pentru H.
Rezultatele de simulare arata, ca lanturile PEG interactioneaza cu atomii N protonati ai

catenelor de PEI, formand legaturi de hidrogen. Aceste interactiuni sunt atat de puternice incat,
odatd formate, structura colapsatd ramane stabild pe intreaga simulare, iar numarul legaturilor de
hidrogen este invers proportional cu numarul de atomi liberi de N.

Rezultatele metodelor computationale sunt in concordanta cu datele experimentale astfel, valorile
masurate ale potentialului Zeta al vectorilor in solutie (tabelul 6) indica faptul ca incarcarea
electrostaticd a suprafetei scade odatd cu cresterea lungimii lantului de PEG. Acest fenomen este
in buna corelatie cu observatiile obtinute pe baza simuldrilor MD si care arata ca in cazul sistemelor

VECTOR 1500 si VECTOR 3000 lantul de PEG acopera lanturile PEIL, protejand atomii de azot
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din structura PEI, in timp ce sistemul VECTOR 500 are cea mai mare parte a catenelor de PEI
neprotejate de PEG si care sunt orientate spre suprafata agregatului.

Tabel 6. Valori experimentale ale potentialului Zeta pentru fiecare vector testat.
Vector  Potentialul Zeta masurat (mV) Valoarea medie (mV) Deviatia standard

14.49
Vector 500 13.82 14.07 +0,3007
13.89
6.1
Vector 1500 6.5 6.67 +0,5436
7.4
4.32
Vector 3000 5.73 5.17 +0,611
5.46

3.5.2 Simularea formarii poliplexului.

Pentru a imita experimentul, simularea MD a implicat generarea solutiilor echilibrate de
vectori pand la micelizare. Acest lucru este de o importanta cruciald pentru urmatoarea etapa, cand
are loc interactiunea vectorilor Sq-PEG-PEI (cu diferite mase moleculare ale PEG) cu dsADN,
pentru a forma structuri supramoleculare de tip poliplex. Simularile MD s-au realizat pe scale de
timp de lungimi suficiente pentru a permite identificarea mecanismelor cheie prin care lanturile de
PEG interactioneaza cu cele de PEI ramificat si, de asemenea, sd explicam de ce lungimea lantului
de PEG afecteaza procesul de auto-asamblare intre vectorul non-viral si dsSADN. Trebuie subliniat
faptul ca, dimensiunile mari ale sistemelor si simuldrile desfasurate pe intervale de timp lungi au
prezentat o importantd fundamentald in explicarea mecanismului de formare al poliplexului.
figurile 23, 24 si 25 prezintd instantanee reprezentative ale configuratiilor initiale si finale ale
fiecarui sistem vector si ADN, impreund cu insertii care detaliaza interactiunile dintre PEI si ADN.
In modelul experimental precum si cel in silico s-a folosit dSADN scurt, cu 25 de perechi de baze
cu secventa sens 5'-CAAGCCCTTAACGAACTTCAACGTA-3" si secventa anti-sens 5'-
TACGTTGAAGTTCGTTAAGGGCTTG-3' complementara.

41



Figura 23. Interactiunea VECTOR 500 cu ADN-ul 25 ba. Atomii de carbon sunt colorati in azuriu in cazul

vectorului, iar in galben pentru molecula de ADN. Pentru toate moleculele, atomii de azot sunt in albastru, atomii de

oxigen sunt in rosu, iar atomii de hidrogen in alb.

Pe baza analizei vizuale a traiectoriei VECTOR 500 (figura 23), este evident ca PEI
ramificat interactioneaza puternic cu dsADN-ul. Micelele se ,,lipesc” de ADN, cand catenele de
PEI interactioneaza atat cu canelurile majore, cat si cu cele minore ale ADN-ului.

In cazul VECTOR 1500, observam aproape aceleasi interactiuni ca si in cazul VECTOR 500
(figura 24).

42



Figura 24. Interactiunea VECTOR 15000 cu ADN-ul. Atomii de carbon sunt colorati in azuriu in cazul

vectorului si In galben pentru molecula de ADN. Pentru toate moleculele, atomii de azot sunt albastri, atomii de

oxigen sunt rosii, iar atomii de hidrogen albi.

Tn schimb, analiza vizuala pentru sistemul VECTOR 3000 (figura 25) aratd ca numarul
interactiunilor dintre catenele PEI si dSADN este mai mic In comparatie cu ceilalti vectori, fapt
argumentat de faptul ca lungimea lanfului de PEG fiind mare a condus la diminuarea drasticd a
cantitatii de PEI liber si care sa fie capabil sa interactioneze cu lanturile de dsADN.

De remarcat faptul ca micelele preformate ale tuturor celor trei vectori sunt capabile sa
interactioneze cu cele 3 molecule de dSADN adaugate initial in celula de simulare, iar procesul de

complexare este mediat de numarul atomilor de azot liberi necomplexati de lanturile PEG.
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Figura 25. VECTOR 3000 care interactioneaza cu ADN-ul. Atomii de carbon sunt colorati in azuriu in cazul
vectorului, iar Th galben pentru molecula de ADN. Pentru toate moleculele, atomii de azot sunt albastri, atomii de

oxigen sunt rosii, iar atomii de hidrogen albi.

Experimental, interactiunea vectorilor sintetizati cu dsADN-ul a fost investigatd prin
electroforeza pe gel de agaroza. Prin aceastd metoda s-au pus in evidenta proprietdtile de auto-
asamblare dintre vectorii SQ-PEG-PEI si dsADN in functie de lungimea lantului de PEG, fapt
observat simultan in simularile efectuate

Tendinta electroforetica observata in figura 26 indica faptul ca odata cu cresterea masei
moleculare a lantului de PEG din structura vectorului, conduce la cresterea raportului N/P necesar
pentru a lega complet aceeasi cantitate de dsADN. Aceastd observatie este in concordantd cu
masuratorile de potential Zeta, precum si cu simularile MD, si, totodatd, confirmand faptul ca odata
cu cresterea numdrului de sarcini pozitive neprotejate de pe suprafata agregatului de vector
conduce la formarea poliplecsilor in prezenta dSADN la rapoarte N/P mai mici ( 1,5 pentru PEG

500; 2,5 pentru PEG 1500; 3,0 pentru PEG 3000).
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Figura 26. Mobilitatea electroforetica a polipecsilor formata prin complexarea dsADN cu VECTOR 500,
1500 si 3000, la diferite rapoarte N/P.

Rezultatele simuldrilor pe care le-am efectuat sunt confirmate si validate prin acordul
excelent cu rezultatele experimentelor de laborator. Detaliile si interactiunile atomiste pe care le-
am observat in MD explica foarte bine diferentele in comportamentul vectorilor. Intr-adevar,
incdrcarea mai mare a suprafetei VECTOR 500 in comparatie cu VECTORII 1500 si 3000, asa
cum au fost relevate de datele potentialului Zeta din tabelul 6, poate fi explicata prin localizarea
lantului de PEG in agregate, observate in simulirile MD. In cazul VECTOR 500, PEG formeazi
un strat intermediar Intre miezul de squalena si PEI, plasat la exteriorul ansamblului. Pentru ceilalti
doi vectori, lantul PEG de dimensiuni mai mari este capabil sd se infadsoare in jurul unei portiuni
mai mari de PEI, generand astfel un strat exterior mixt, care include atat PEG, cat si PEI, scazand
practic sarcina de pe suprafata agreagatului. Un astfel de efect este predominant in cazul VECTOR
3000.

Simularea polipecsilor studiati ne permite sa explicam rezultatele analizelor de
electroforeza pe gel de aragoza, care indica faptul ca lungimea fragmentului PEG joaca un rol
crucial in capacitatea sistemelor de a lega dsADN. De fapt, experimentele aratd ca atunci cand
este implicat un segment PEG mai scurt, legarea dsADN-ului are loc la rapoarte N/P foarte mici.
Conform simularilor noastre, VECTOR 500 este capabil sa interactioneze mai puternic cu ADN-
ul in comparatie cu vectorii mai mari, in principal datorita prezentei PEI in stratul exterior in
cantitate mai mare. Acest lucru ii permite sa formeze mai multe legaturi de hidrogen cu dsADN-
ul si, prin urmare, sa-l lege la un raport N/P foarte scazut. Pentru vectorii mai mari, legarea

completa are loc la un raport N/P mai mare, fapt care este bine explicat prin simulari §i care
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indica modul in care PEG protejeaza sarcinile de pe lantul PEI actiondand, de asemenea, ca o
bariera de distantare fizica intre PEI si ADN.

fn,telegerea fenomenului de ecranare este importantd pentru proiectarea rationala a
sistemelor de vectori pentru impachetarea si transportul acizilor nucleici, care necesitd un
echilibru adecvat intre raportul rezonabil N/P si solubilitatea in apd. Intr-adevir, un lant PEG
mai lung imbunatateste solubilitatea in apd, dar duce si la o crestere a raportulul N/P, ceea ce, la
randul sau, duce la cresterea toxicitatii vectorului.

Studiul nostru evidentiaza faptul cd, in cazul vectorilor complecsi, care includ blocuri
componente multiple si chimic distincte, procesul de formare al polipecsilor nu poate fi studiat
prin modelarea separata a interactiunilor dintre componete din cauza interactiunilor inerente

ntre toate blocurile componente, determinand Tn final mecanismul particular de legare.

Realizari semnificative pe etapele proiectului

Realizari ale I etape ale proiectului

e A fost propusa o serie de compusi cu grupari functionale de interes, precursori cu rol de
nucleu multifunctional ce servesc la sinteza librariilor de PDC.

e Au fost stabilite procedee de sinteza a precursorilor.

o A fost stabilit un plan de activitate pentru membrii echipei.

o A fost stabilit si optimizat protocolul pentru obtinerea derivatului de scualena PEG-ilata
(Sg-PEG) care constituie o entitate de baza in sinteza librariilor de PDC.

o A fost sintetizata o librarie de PDC pe baza formarii legaturilor cu caracter dinamic stabilite
ntre constituienti pe baza nucleului de glutaraldehida, a derivatului PEG-ilat de scualena
si a polietileniminei (PEI).

e S-astudiat morfologia Sg-PEG si PDC-urilor pe baza Sq-PEG din libraria BF prin TEM.

Realizari ale etapei 11 ale proiectului

« 1n cadrul etapei 1l de implementare a proiecrului au fost abordate trei directii esentiale in
dezvoltarea domeniului stiintific propus, indeplinind activitatile urmarite.
e Obtinerea precursorilor cu grupari functionale (nuclei multifunctionali,

entitati moleculare, conectori
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e Obtinerea librariilor de platforme dinamice constitutionale. Caracterizarea
fizico-chimica si morfologica (dupa caz) a platformelor dinamice
constitutionale si testarea lor in vitro

o Dezvoltarea unor strategii de livrare a medicamentului la tinta

Au fost publicate 4 articole stiintifice (ISI), din care 2 In zona rosie si 3 Tn zona galbena
Rezultatele au fost disseminate cu 5 participari la conferinte nationale si internationale cu
prezentari orale si postere

Au fost efectuate 2 stagii de cercetare (prevazute in propunerea de proiect) la Universitatea
din Florenta in grupul Prof. Supuran pentru stabilirea unei directii complemenare si de
interes in dezvoltarea inhibitorilor pentru anhidraza carbonica

Au fost desfasurate intalniri de grup si prezentari de date in cadrul grupului format

Saitul proiectului (http://www.intelcentru.ro/DynaCoPlat/about-us) a fost actualizat

cu progresul echipei pe plan stiintific.

Realizari ale etapei 111 ale proiectului

Optimizarea compozitiei platformelor dinamice constitutionale

A fost extins conceptul de platforma dinamicd functionala prin introducerea unei
componente fluorescente in comzitie, concepand functiunalitatea de teranostic

Au fost abordate domenii complementare studiilor initiate in etapele precedente ale
proiectului

S-au efectuat studii in vitro de tintire specifica celulara a vectorului NV10

S-a efectuat studiul combinat in silico si experimental al formarii poliplexului dintre
dsADN si vectorii non-virali tip squalena-PEG-PEI pentu a pune in evidentd mecanisme
de interactiune a componentelor in sistemele dinamice constitutionale

Au fost publicate 3 articole stiintifice (ISI), din care 1 in zona rosie si 2 in zona galbena si
1 trimis spre publicatie

Rezultatele au fost disseminate cu 3 participari la conferinte internationale cu postere in
regim online

Au fost desfasurate intalniri de grup si prezentari de date in cadrul grupului format

Saitul proiectului (http://www.intelcentru.ro/DynaCoPlat/about-us) a fost actualizat odata

cu progresul echipei pe plan stiintific.
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CONCLUZII GENERALE
Prin implementarea proiectului DynaCoPlat s-au atins toate obiectivele urmarite. Au fost realizate
toate actividtile propuse, mai mult, au fost extinse unele domenii si propuse metode alternative de
solutionare a provocarilor aparute. Au fost proiectati, sintetizati, caracterizati structural si
morfologic, testati in vitro si in silico o serie de precursori pentru platformele dinamice
constitutionale. Au fost proiectate, sintetizate, caracterizate structural si morfologic precum si
testate in vitro si in silico, cinci libarii de platforme dinamice constitutinale, urarind aspecte de
interactiuni sinergetice ale componentelor, pentru a intelege mecanismele de functionare ale
acestor sisteme. Au fost abordate strategii moderne de actualitate de marcare a platformelor
dinamice constitutionale cu agenti specifici de tintire, demonstrand astfel conceptul propus. Au
fost gasite strategii de a introduce marcheri fluorescenti in platformele dinamice constitutionale,
asfel propulséand materialele dezvoltate in cadrul proiectului in domeniul de teranostici. S-a creat

pagina proiectului DynaCoPlat si a fost actualizatd odatd cu evolutia proiectului

(https://www.intelcentru.ro/DynaCoPlat/home). Tn cadrul proiectului echipa de implementare si-a
indeplinit sarcinile si rezultatele obtinute au fost diseminate prin 8 articole stiintifice ISI cu factor
de impact, din zona rosie si galbend, conform scorului de influientd

(https://uefiscdi.gov.ro/scientometrie-reviste). Membrii echipei au participat la 8 conferinte

nationale si internationale cu prezentari orale si postere. S-au efectuat doua stagii de cercetare la
Universitatea din Florenta in grupul Prof. Supuran si in urma colaborarii a fost publicat un aricol
(Clima L. Etal, ChemMedChem, 2020, DOI: 10.1002/cmdc.202000500). Au fost depuse 2 proiecte
n cadrul competitiilor nationale pe domenii complementare.

Clima Lilia, Modular multifunctional carriers for drug and nucleic acids targeted delivery,
competitia PCE 2020

Cojocaru Corneliu, Polymeric/Hybrid Materials and Advanced Methods for Investigation of
Chemical Pollutants Removal from Contaminated Waters, competitia PCE 2020

Astfel, echipa de implementare a ramas ca si nucleu functional in cadrul Institutui de Chimie
Macromolecara P. Poni, lasi avand competente in domeniul materialelor avansate pentru aplicatii

biomedicale.
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