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Studii preliminare, de documentare si experimentale, privind proiectarea si obtinerea vectorilor
nonvirali cu miez de aur, de generatie 1.

REZUMAT:
Etapa 2021 a proiectului TM-vector a fost dedicata rafinarii si diversificarii proiectarii, sintezei

si caracterizarii componentelor aplicabile pentru generarea nanoplatformelor cu miez de aur:
(i) nanoparticule cu miez de aur decorat cu PEI cu mase moleculare de 10 si respectiv 25 KDa,
functionalizate cu B-ciclodextrind si peptid de targetare;
(ii) combinatii complexe cu metale rare, ca potentiali fluorofori pentru obtinerea unor complecsi de
incluziune cu B-ciclodextrin;
(iii) testarea in vitro pe liniile celulare HeLa si MCF-7 a poliplecsilor pe baza de pCS2+MT-Luc si
nanoparticule cu miez de aur functionalizate cu bPEI25kDa si B-ciclodextrina, ori cu bPEI25kDa, (-
ciclodextrind si peptid de targetare la diferite rapoarte N/P;
(iv) cuantificarea comportamentului hemolitic pe eritrocite animale, colectate de la soareci BALB/C.
Informatiile obtinute in urma testarilor in vivo au aratat ca poliplecsii studiati au capacitatea de
a transfecta celulele canceroase HeLa si MCF-7 si ca, in plus, conjugatele decorate cu peptid de
targetare prezinta capacitate de transfectie marita pentru linia celulara MCF-7. Conjugatele testate pe
sange animal au prezentat un grad de hemoliza mai mic de 3%, fapt care le recomanda pentru testarea
in vivo, conform 1SO 10993-4:2017.
Rezultatele obtinute au asigurat diseminarea pe calea a doud conferinte plenare, trei comunicari
la manifestari nationale si internationale si prin publicarea a doua lucrari stiintifice in jurnale cotate ISI
privind sinteza si caracterizarea intermediarilor de reactie.


https://www.intelcentru.ro/tm-vector/index.php

Detaliile activitatii derulate Tn cadrul etapei 2021 sunt rezumate n tabelul de mai jos.

Planul de realizare al proiectului TM-vector. Etapa 2021.
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A.1.1. Proiectarea si prepararea vectorilor nonvirali de generatie I
- Sinteza nanoparticulelor de aur (AuNPs) cu dimensiuni controlate si cu stabilitate crescuta in

medii apoase.

- Conjugarea AuNPs cu un polimer cationic (CP) functionalizat cu ciclodextrina (CD).
Principiul de formare al particulelor de Au functionalizate cu polietilenimina ramificata (bPEI)
este prezentat Tn Figura 1.

Complexarea PEl si HAuCl,

Nucleatia Formarea nanporticulelor de Au

PEl ramificat
10kDa sau 25kDa

O HAUC,

Figura 1. Principiul de
formare al particulelor cu
miez de aur, functionalizate
cu bPEI.

Prima generatie de vectori non-virali este reprezentatd de nanoparticulele de aur functionalizate

cu bPEI (Figura 1), iar nanoplatformele obtinute au fost ulterior modificate cu ciclodextrine. Un astfel
de invelis favorizeaza formarea poliplecsilor cu ADN, prin interactiunea PEI-ADN, iar ciclodextrina
favorizeaza formarea complecsilor de incluziune cu derivati ai adamantanului functionalizati specific.

S-a demonstrat cd AuNP obtinute in situ cu PEI sunt stabile chimic si fizic in conditii fiziologice
si reprezintd candidati ideali pentru aplicatiile bio-medicale, in special in transfectia ADN-ului. Mai
mult decét atat, AUNP incarcate pozitiv reprezinta materiale promitatoare pentru aplicatii terapeutice,
datoritd suprafetelor lor cationice care favorizeaza adsorbtia celulard.! Pe de altd parte, PEI prezintd
stabilitate chimica buna si poate functiona, concomitent, drept agent reducétor si stabilizator al ionilor
de aur.?®



AuNP functionalizate cu PEI (Au-PEI) pot fi preparate prin doud metode generice: (i) strategia
de modificare, schimb sau co-atasare a ligandului la suprafata AuNP *® i (ii) reducerea ionilor Au (l11)
in prezenta PEL "® Tn general, metoda de modificare a ligandului este utilizat in procesele de asamblare
strat cu strat (layer by layer, LbL) pentru a prepara intermediari Au-PEI cu miez de aur incarcat negativ
(de exemplu, AuNP-uri stabilizate cu citrat), pentru stratificarea ARN/ADN pe vectorul Au-PEI.*®

Metoda reducerii se aplica pentru prepararea nanoparticulelor Au-PEI cu dimensiuni variabile,
furnizdnd AuNP multifunctionale. Desi exista multe referinte bibliografice ce descriu proprietatile
fizico-chimice ce coreleazd dimensiunea si proprietatile biologice ale Au-PEI, inclusiv toxicitatea,
bioabsorbtia si transfectia genelor, precum si asamblarea LbLY " *! rezultatele prezentate in literatura
sunt contradictorii, asigurand, Tn plus, o reproductibilitate redusi. Sun si colab.? au raportat (in 2005)
prepararea Au-PEI prin dispersarea HAuCls in mediul de reactie ce contine PEI ramificat de 25 kDa
(bPEI25kDa), in diferite rapoarte molare, la temperatura camerei, remarcand o crestere a dimensiunilor
nanoparticulelor proportionald cu raportul concentratiilor [PEI]/[Au]. Mai tarziu, Kim si colab.® (2008)
au raportat o scadere a dimensiunii Au-PEI odata cu cresterea raportului [PEI]/[Au], acest efect fiind
mentionat si de Song si colab.'?, care au utilizat pentru reducerea aurului la temperatura camerei
bPEI25kDa, obtinand, prin modularea rapoartelor molare ale amestecurilor de reactie, nanoparticule cu
dimensiunea hidrodinamica de circa 15 nm si indice de polidispersitate (DPI) 0,2. Recent, Cho si
colab.>*? au publicat studii in care au evaluat critic metodologiile, proprietatile si stabilitatea AuNP.

In acest context, dupa evaluarea procedeelor de sinteza prezentate in literatura de specialitate, am
optat ca, pentru formarea conjugatelor Au-PEI, sa efectuam o serie de experimente folosind bPEI de 10
kDa (bPEI1OkDa) si respectiv de 25 kDa (bPEI25kDa), la diferite rapoarte ale precursorilor
([PEI)/[Au]). Tabelul 1 mentioneaza detaliile sintezelor derulate in cadrul etapei 2021 a proiectului
TM-Vector.

Tabelul 1. Optimizarea metodei de obtinere a AuNP cu invelis de PEI (Au-PEl).

bPEI10kDa 4% A
NF. HAUCI, (14 mM) (4 mM Ve If];a_([))l(;:t AubNSp
Bxp |V m n Vo m n ML) | yaucieer | UV
(L) | (mg) | (umol) | (uL) | (mg) | (nmol) Vis)
3 1000 4.7 14 28.8 | 1.152 | 115.2 1028.8 120:1 -
4 1000 4.7 14 60 2.4 240 1060 58:1 -
5 1000 4.7 14 65 2.6 260 1065 53:1 -
6 1000 4.7 14 70 2.8 280 1070 49:1 -
7 1000 47 14 80 3.2 320 1080 43:1 -
8 1000 47 14 90 3.6 360 1090 38:1 -
9 1000 47 14 100 4 0.4 1100 35:1 525
bPEI10kDa 1%
(1 mM
10 1000 4.7 14 375 | 357 357 1375 39:1 535
11 1000 4.7 14 500 5 500 1500 28:1 535
12 | 2500 11.8 35 625 | 6.25 625 3125 56:1 535
13 2500 11.8 35 750 7.5 750 3250 46:1 535
14 2500 11.8 35 1250 | 12.5 1250 3750 28:1 535
15 2500 11.8 35 2500 25 2500 5000 14:1 535
21 1000 4.7 14 100 4 400 1100 35:1 525
bPEI25kDa 1%
(0.4 mM)
22 | 1000 4.7 14 100 1 40 1100 350:1 -
23 1000 4.7 14 57 0.57 22.8 1057 614:1 -
24 1000 4.7 14 20 0.2 8 1020 1750:1 -
25 1000 4.7 14 120 1.2 48 1120 292:1 -




26 11000 | 47 | 14 | 80 | 08 | 32 1080 4331 i
27 | 1000 | 47 | 14 | 200 | 2 80 1200 1751 i
28 | 1000 | 47 | 14 | 250 | 25 | 100 1250 140°1 i
20 | 1000 | 47 | 14 | 300 | 3 | 120 1300 1171 i
30 | 1000 | 47 | 14 | 350 | 35 | 140 1350 100:1 i
31 | 1000 | 47 | 14 | 400 | 4 | 160 1400 881 525
32 | 1000 | 47 | 14 | 450 | 45 | 180 1450 781 525
33 | 1000 | 47 | 14 | 500 | 5 | 200 1500 701 525
bPE125kDa 4%
(1.6 mM)
34 | 1000 | 47 | 14 | 100 | 4 | 160 11(8;&1)000 88:1 525
35 | 1000 | 47 | 14 | 100 | 4 | 160 110(2;;)500 88:1 525
36 | 1000 | 47 | 14 | 100 | 4 | 160 110(2;2)000 88:1 525

Culoarea rosie a solutiilor (Figura 2), indica formarea nanoparticulelor Au-PEI. Aceste solutii au
fost ulterior analizate prin UV-Vis, DLS, STEM si TEM pentru a confirma formarea particulelor si a
determina dimensiunea si morfologia acestora.

. . . "7» . Figura2. Imagini cu solutiile
s 34k Lag ce contin nanoparticulele de
Au-PEI.

A.1.2.1. Caracterizarea nanoparticulelor de aur prin tehnicile UV-VIS si DLS

Spectroscopia UV-Vis (Figura 3) permite determinarea dimensiunii nanoparticulelor, precum si
a concentratiei acestora Tn suspensie prin aplicarea legii Bouguer-Lambert Beer. Valorile
coeficientului de extinctie si ale absorbantei particulelor de diferite dimensiuni sunt tabelate, permitand
astfel determinarea concentratiei in functie de valoarea absorbantei.

Au-PEI-Np

Figura 3. Spectrele UV-Vis ale compusilor 9,
13, 14, 21, 32 5i 33.

Analiz&nd datele obtinute (Figura 3), se pot identifica compusii cu absorbanta maxima (AbSmax)
n intervalul 500-600 nm, caracteristic AUNP. Compusii 10, 13, 21, 33-36 au fost analizati si prin tehnica
DLS, pentru a determina diametrul hidrodinamic (dh) al particulelor de aur (Tabel 2).



Tabelul 2. Datele obtinute prin analiza DLS aplicata compusilor 10, 13, 21, 33-36.

Proba 10 13 21 32 33 34 35 36

dh (nm) 63.3 46.7 26.8 | 21.6 25.8 19.7 | 175 | 16.9

Indice de polidispersitate 0.353 | 0.280 | 0.318 | 0.134 | 0.266 | 0.176 | 0.10 | 0.14

Din datele UV-Vis si DLS, s-a observat ca in cazul formarii nanoparticulelor de Au-PEI cu
bPEI10kDa, raportul molar optim dintre concentratiile precursorilor [Au]/[PEI] este de 35:1,
corespunzand amestecului 21 din Tabelul 1. Tn general, pentru formarea Au-PEI NP cu bPEI25kDa,
raportul molar Au/PEI poate fi cuprins intre (70-88):1 (variantele 33-36), astfel de rapoarte asigurand
si 0 stabilitate crescuta comparativ cu particulele cu bPEI10Kda in aceleasi conditii experimentale.
Compusii 21 (Au-bPEI10kDa) si 33 (Au-bPEI25kDa) au fost considerati referinte de sinteza.

A.1.2.2. Caracterizare morfologica a nanoparticulelor prin tehnicile prin STEM si TEM

Tehnica STEM ofera informatii despre morfologia suprafetei si despre compozitia probei, iar
tehnica TEM ofera informatii valoroase despre structura interioara a acesteia (structura cristalina,
morfologia) si despre starea de stres (Figura 4).

TEM

Figura 4. Imagini
STEM si TEM ale
AuNP functionalizate
cu bPEI10kDa (21) si
bPEI25kDa (33),
precum si distributiile
dimensionale ale
acestora

A.l.1. si A.1.2. Sinteza si caracterizarea AuNP decorate cu polimer cationic functionalizat cu
ciclodextrina

a. Sinteza mono(6-O-(p-tolilsulfonil)-#-ciclodextrinei (f-CD-m-6Ts)
Procedura experimentala pentru sinteza derivatului f-CD-m-6Ts (Schema 1) reprezinta o forma
modificatd a protocolului publicat citre Ritter si Trellenkamp.*

CHy

TsCl l::(?’ -
/m o, 04w /m o Schema 1. Reactia de sintezd a
0“;; “ N P AN derivatului f-CD-m-6Ts

B- clclurlextrma Mono(6-0-(p- lull]sulfoml]) ,ﬁ -ciclodextrina

Sinteza: 5g, 4.4 mmol g-ciclodextrina (3-CD) a fost solubilizata in 50 mL solutie apoasa 0.4M NaOH,
sub agitare magneticd, la temperaturd camerei (23 °C). Peste solutia bazica (pH = 13) a fost adaugata
clorura de tosil (5g, 26.6 mmol), lucrand pe baie de gheata (0+4 °C). Amestecul de reactie s-a supus
agitarii timp de 30 min. la 0-4 °C, apoi a fost filtrat sub vid pentru a inlatura clorura de tosil
nereactionata. Solutia colectata a fost neutralizata cu acid clorhidric concentrat pana la o valoare a pH-
ului cuprinsa intre 5 si 6, iar precipitatul fin, de culoare alba, a fost separat prin centrifugare la 7000 g,
timp de 10 minute, apoi spalat cu apa bidistilata si uscat sub vid, in etuva termostatata la 50 °C. Izolarea
compusului f-CD-m-6Ts s-a realizat prin recristalizare din apa bidistilata, acesta fiind obtinut sub
forma unor fulgi cristalini de culoare alba (1.4 g, 25 %), cu punct de topire de 178 °C (179 °C in
literaturd).*® Spectrele *H-RMN, *C-RMN si ATR FT-IR au confirmat formarea compusului g-CD-
m-6Ts.




b. Functionalizarea bPEI25kDa cu unititi de #-ciclodextrini. Obtinerea bPEI25-4-CD.
Procedura experimentala de obtinere a bPEI25-4-CD (Schema 2) reprezinta o forma modificata
a protocoalelor descrise Tn literatura de specialitate. 6’

Schema 2. Obtinerea

i tan e bPEI25-4-CD prin
SO NS functionalizarea
bPEI25kDa cu unitati de
p-CD
$-CD-m-6Ts bPEI25kDA bPEI25-,BECD

Sinteza: bPEI25kDa (0.13 g, 0.0052 mmol) a fost solubilizata in 20 mL DMSO anhidru si adaugata, in
picaturi, sub agitare energica, peste o solutie de f-CD-m-6Ts (1 g, 0.8 mmol) in 55 mL DMSO anhidru.
Amestecul de reactie a fost agitat magnetic sub atmosfera inerta (azot) timp de 72 de ore, la temperatura
de 70 °C. Finalizarea reactiei a fost observata prin virajul culorii solutiei, de la galben pal la portocaliu
intens. Dupa incheierea reactiei, solutia a fost lasata sa ajunga la temperatura camerei (23 °C), apoi i s-
au adaugat 1.2 L de acetond. Dupa 10 minute de agitare magnetica, a fost observatd aparitia unui
precipitat pufos, de culoare galben pal, care a fost separat prin centrifugare la 7000 g, timp de 10 minute,
spalat de trei ori cu acetona si uscat peste noapte sub vid, in etuva termostatata la 37 °C. Precipitatul
obtinut a fost purificat prin solubilizare intr-un volum minim de apa ultrapura si filtrat prin centrifugare
la 5000 g, timp de 30 de minute, folosind un filtru Amicon Ultra 15 cu MWCO 10000 Da. Solutia
concentrata de culoare galbena, recuperata din filtru, a fost liofilizata. Produsul final, bPEI25-8-CD, a
rezultat sub forma unui solid pufos, de culoare galben pal (0.25 g). Raportul intre #-CD si bPEI25kDa
a fost dedus prin integrarea protonilor din spectrul *H-RMN si a fost calculat ca fiind de aproximativ
26 unitati de #-CD pentru o moleculd de bPEI25kDa.

c. Sinteza nanoparticulelor de aur functionalizate cu bPEI25kDa si bPEI25-4-CD (AuPEI-CD
NP)

Procedura experimentald de obtinere a AUPEI-CD NP (Schema 3) porneste de la protocolul
publicat de M. Ortega-Mufioz 8, caruia i-au fost aduse modificari.

Schema 3.
Sinteza
"~ nanoparticulelo
L rdeaur
T functionalizate
cu bPEI25-4-
CD.
(Nanoparticulel
b e se aur
; decorate cu

%wﬁ bPEI25kDa au

HPEI25-5-CD AuPEI-CD NP fost obtinute n
mod
asemandator.)

Sinteza: Pentru a obtine proba 1 (AUPEI-CD NP P1), clorura auricd trihidratata (HAuCls x 3H20)
(0.005 g) a fost solubilizata in 5 mL apa ultrapurd, iar solutia obtinuta a fost addugata peste o solutie de
bPEI25-4-CD (0.02 g) in 10 mL apa ultrapura, sub agitare magnetica la temperatura ambientala (23
°C). Pentru produsul AuPEI-CD NP P1 raportul intre bPEI25-45-CD si HAuCl, a fost de 4/1 (w/w).
Dupa adaugarea solutiei de HAuCls peste solutia de bPEI25-4-CD a fost observat un viraj de culoare
de la galben pal la portocaliu. Amestecul de reactie obtinut a fost supus iradierii cu microunde (300 W)
timp de 2.5 minute, fara a depasi temperatura de fierbere. Formarea nanoparticulelor de aur a fost pusa

oS a H,0

o ¢ > + o a T Microunde
":17;."/2\ ,, ey II N l!l - icrounde

300W, 2.5 min.




in evidenta prin virajul culorii suspensiei de la portocaliu la rosu intens. Dupa iradierea cu microunde,
solutia a fost lasata in repaos, la Intuneric, pentru a ajunge la temperatura ambientala, iar apoi a fost
purificata prin centrifugare la 5000 g, timp de 15 minute, folosind un filtru Amicon Ultral5 cu MWCO
50000 Da. Reziduul ramas in filtrul Amicon, sub forma unei solutii vscoase de culoare inchisa, a fost
spalat de trei ori cu apa ultrapura. in final, AUPEI-CD NP au fost obtinute sub forma unui lichid vascos,
de culoare rosu inchis (0.012 g in 0.655 mL).

Proba 2 (AUPEI-CD NP P2) a fost obtinuta in mod similar, prin schimbarea raportului intre
bPEI25-5-CD si HAuCls la 8/1 (w/w), iar proba martor fara ciclodextrina (AuPEI NP) prin utilizarea
bPEI25kDa si HAuCl, in raporul masic de 4/1. Cantitatile luate in lucru sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Cantitatile de precursori utilizate pentru obtinerea AuNP functionalizate.

Produsul AUPEI-CD AuPEI-CD AuPElI
NP P1 NP P2 NP
bPEI25kDa (g) - - 0.010
bPEI25-4-CD () 0.020 0.010 -
HAuCl. x 3H,0 (g) 0.005 0.00125 0.0025
Raportul bPEI/HAUCI, (w/w) 4/1 8/1 4/1

A.1.2. Studiul stabilitatii termice a precursorilor, prin analiza termogravimetrici (TGA)

Stabilitatea termica a precursorilor utilizati pentru obtinerea nanoparticulelor de aur
functionalizate cu bPEI25-CD a fost evaluata prin TGA si derivata termogravimetrica (DTG), n
conditii dinamice de temperatura. Datele extrase din curbele TGA sunt prezentate in Tabelul 4.
Gruparea tosil introdusa in structura chimica a f-CD duce la o diminuare a stabilitatii termice a acesteia
prin scaderea temperaturii de degradare de la 322 °C la 182 °C, observatie ce este corelatd cu datele din
literaturd.'® Aceeasi situatie poate fi observatd si in cazul bPEI25kDa, pentru care, urmare grefarii
unitatilor de f-CD, se inregistreaza o destabilizare termicd tradusa prin scaderea temperaturii de
degradare de la 323 °C la 219 °C.

Tabelul 4. Rezultatele studiului de degradare termogravimetrica.

Regiunea Pierderea Tso Maximul DTGA o
Proba (T °C) de masd (%) °C) °C) Atribuirea
30-125 12.4 Solvent (apd)
p-CD 125 - 700 716 319 322 A-CD
30 - 139 6.5 Solvent (apad)
B-CD-m-6Ts 139 - 200 26.5 182 182 tosil
200 - 700 36 B-CD
bPEI25kDa 290 - 430 96 323 379 bPEI25kDa
30-116 5 Solvent (apd)
116 - 220 5 tosil incluziune
bPEIZ5-4-CD 570338 32 219 415 bPEI125kDa
338 -700 31 B-CD

A.1.2. Caracterizarea prin UV-Vis a AuNP sintetizate in solutii apoase

Analiza UV-Vis este una dintre metodele de caracterizare capabile sa ateste formarea AUNP sub
influenta derivatilor policationici pe bazi de bPEI25kDa.??* In acest sens, AuNP obtinute conform
protocolului descris anterior, au fost diluate pana la o concentratie de aproximativ 5 mg/mL si au fost
investigate prin spectroscopie UV-Vis, folosind spectrofotometrul Lambda 35 de la Perkin Elmer.
Spectrele de absorbtie a celor trei probe analizate (Figura 5) atesta formarea AuNP decorate cu
bPEI25kDa si bPEI-CD (P1 si P2), prin aparitia unui maxim de absorbtie la 525 nm. Spectrele UV-Vis
ale nanoparticulele de Au ce au in compozitie si ciclodextrind prezind un umar cu maximul de absorbtie
la 300 nm, acest umar nefiind prezent in spectrul de absorbtie al AuNP decorate doar cu bPEI25kDa,
ceea ce duce la concluzia ca nanoparticulele de aur AUPEI-CD NP P1 si P2 sunt decorate cu unitati de
S-CD.
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Figura 5. Spectrele UV-Vis ale
nanoparticulelor de Au sintetizate.
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A.1.2. Evaluarea stabilitatii coloidale si a dimensiunilor AUPEI NP, prin tehnica DLS

Studiile de dimensiune si stabilitate coloidala in solutii apoase au fost efectuate folosind tehnica
DLS. Nanoparticulele de aur obtinute au fost dispersate in apa ultrapurd, la o concentratie la care
aparatul (DelsaNano, de la Beckman Coulter) a prezentat intensitatea optima pentru a realiza
masurdatorile.

Diametrele hidrodinamice medii ale nanoparticulelor de aur studiate au fost determinate folosind
modulul ,, Size Cell” si cuva de unica folosinta cu volumul de 3.5 mL. Masuratorile au fost realizate in
triplicat, iar distributia dupa intensitate reprezentata grafic in Figura 6.a, ca medie a trei masurétori.
Valorile potentialului Zeta au fost obtinute folosind modulul ,, Flow Cell” iar mediile celor trei
masuratori sunt reprezentate grafic in Figura 6.b.
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Rezultatele obtinute in urma inregistrarii potentialelor Zeta (Figura 6.b) atesta faptul ca
stabilitatea coloidala a nanoparticulelor de aur sintetizate este influentatd de prezenta gruparilor
functionale de pe suprafata lor si de modul de sinteza (clasic sau Tn cdmp de microunde) al acestora.
Nanoparticulele care au valori mari ale potentialului Zeta (> £ 30 mV) poseda o stabilitate coloidala
mare si dispersitate crescutd, iar nanoparticulele cu valori mici au tendinta sa formeze agregate intr-un
timp foarte scurt. Nanoparticulele care au valori ale potentialului Zeta cuprinse intre + 10 mV si — 10
mV sunt considerate neutre din punct de vedere electrostatic. AuPEI NP sintetizate prin metoda clasica
poseda o stabilitate coloidala imbunatatita (+ 18.5 mV), dar au inca tendinta de agregare.

In cazul celor doud probe de AuNP functionalizate cu bPEI-CD (P1 si P2) se poate observa o
stabilitate coloidald net superioard, cu valori ale potentialului Zeta de + 46.7 mV si respectiv + 43.9
mV. Aceasta indica faptul ca prezenta unitatilor de f-CD din compozitia nanoparticulelor de aur ajuta
la stabilizarea coloidala si implicit la o buna dispersie a acestora in solutii apoase.

A.1.2. Determinarea cantitatii de bPPEI25kDa din probele de AuNP prin spectroscopie UV-Vis
Intrucat nanoparticulele de aur obtinute vor fi folosite pentru transportul si eliberarea de gene
si/sau medicamente (vectori non-virali), cantitatea de polication prezenta in alcatuirea acestora
reprezintd o informatie importantd pentru calculele necesare realizarii dilutiilor pana la concentratii
exacte, impuse de aplicatiile biomedicale. In acest scop, a fost realizat un studiu de determinare a



cantitatii de bPEI25kDa din probele obtinute anterior, folosind metoda complexarii cu CuCly si
cuantificarea complexului format prin spectroscopie UV-Vis (Tabelul 5), conform protocoalelor din
literatura®.

Prima etapa a acestui studiu a constat in obtinerea unei solutii standard de bPEI25kDa, cu o
concentratie exacta. In acest scop, bPEI25kDa (0.1117 g) a fost solubilizata in apa ultrapura, iar volumul
final a fost ajustat la 100 mL folosind un flacon cotat, obtindndu-se o solutie stoc de concentratie
teoretica 1.117 mg/mL. Concentratia experimentala exacta a solutiei stoc a fost determinata prin metoda
gravimetrica. Astfel, 10 esantioane a cite SmL din solutia stoc au fost evaporate sub vid, in etuva
termostatata la 55 °C. Cele 10 recipiente au fost cantarite Tnainte si dupa evaporarea completa a solutiei,
iar prin diferenta s-au calculat masele de bPEI25kDa din cei 5 mL de solutie. Concentratia medie a
celor 10 esantioane a fost de 1.954 + 0.0498 mg/mL (0.07816 + 0.001994 mM).

In urmitoarea etapa, s-a stabilit curba de calibrare a solutiei de bPEI25kDa, utilizand 10
concentratii cuprinse intre 0.404 si 8.08 uM (Tabelul 5). Solutiile de bPEI25kDa obtinute (2 mL) au
fost tratate cu 20 pL dintr-o solutie de CuClz x 2H20 (0.5 M), iar spectrele UV-Vis au fost inregistrate
dupa 10 minute de la tratare, timp in care probele au fost lasate in repaos pentru stabilizarea complexului
de cupru format.

Tabelul 5. Prepararea si caracterizarea solutiilor cu bPEI25kDa necesare stabilirii curbei de

calibrare.
- PEIZ%kDa CPEI2SDa  Vsolstoc Vol 00 Vsod':toc Vapi
crt. | din 2 mL sol din sol finala CuCly- PEI25kDa (mL) PE|25kDa ultrapurd
() (MM) 05M (mL)  (mL) ) (L)
1 0.0004000 0.0004040 0.02 2 2.02 10.34 1989.66
2 0.0012444 0.0012569 0.02 2 2.02 32.16 1967.84
3 0.0020889 0.0021098 0.02 2 2.02 53.99 1946.01
4 0.0029333 0.0029627 0.02 2 2.02 75.81 1924.19
5 0.0037778 0.0038156 0.02 2 2.02 97.63 1902.37
6 0.0046222 0.0046684 0.02 2 2.02 119.46 1880.54
7 0.0054667 0.0055213 0.02 2 2.02 141.28 1858.72
8 0.0063111 0.0063742 0.02 2 2.02 163.11 1836.89
9 0.0071556 0.0072271 0.02 2 2.02 184.93 1815.07
10 0.0080000 0.0080800 0.02 2 2.02 206.76 1793.24

Spectrele UV-Vis ale solutiilor de bPEI25kDa, la diferite concentratii, ce au fost tratate cu solutie
0.5 M CuCly, precum si curba de calibrare rezultata sunt prezentate in Figura 7.

Figura 7. Spectrele UV-Vis ale
o= 20 v solutiilor de bPEI25kDa la diferite
i ey concentratii, tratate cu solutie
0.5M CuCl; si curba de calibrare
e a solutiilor de bPEI25kDa tratate
) d cu solugie 0.5M CuCl; obtinute
S e prin fitarea absorbantelor
mdsurate la 279 nm ca functie de
concentratia solutiilor analizate.
Nota. Martorul utilizat este solutia
5 mM CuCly, iar controlul este
solutia 0.01 mM.

Spectrele UV-Vis ale solutiilor apoase ce contin bPEI25kDa in diferite concentratii inregistrate
la 10 minute dupa tratarea cu solutiei apoase de CuCl, (0.5 M), prezentate in Figura 7, confirma
formarea complexului de Cu cu aminele primare din polietilenimind, prin aparitia unei benzi cu
maximul de absorbtie la lungimea de unda de 279 nm. Conform datelor din literatura de specialitate,

lllll

2.963 uM
——— 3816 M
— 648 u M
—— 5521 uM
—— 6374 M
—7227uM
——— B.O80 uV

-+ Martor

Control

Absorbanti (u.a.)

Absorbantd la 279 nm (u.a.)
Y

\\

2 ] 3 [
Concentratie bPEIZ5kDa (uM)

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Lungime de undi (nm)




maximul de absorbtie la aproximativ 279 nm este caracteristic complexului de Cu format si este
dependent de concentratia policationului utilizat, respectiv de procentul de grupari amino primare din
compozitia acestuia.?®

Folosind ecuatia algebrica a curbei de calibrare au fost calculate concentratiile experimentale ale
solutiilor de bPEI25kDa analizate prin UV-Vis, aceste date fiind prezentate in Tabelul 6.

Tabelul 6. Concentratiile solutiilor de bPEI25kDa stabilite utilizind ecuatia curbei de calibrare.

y=ax+h

Nr. Al{sorba{z't a X (UM) Conc. y Eroare Eroare

ort. mdsuratd la a b (conc. calculatd (M) %)
279 nm (u.a.) determinatd) (M)

1 0.1197 0.4166 0.404 0.0126 3.13
2 0.3661 1.2672 1.257 0.0102 0.81
3 0.6091 2.1060 2.110 0.0040 0.19
4 0.8546 2.9534 2.963 0.0096 0.32
5 1.1013 3.8050 3.816 0.0110 0.29
6 1.3346 0.2897 | 0.0010 4.6103 4.648 0.0377 0.81
7 1.6376 5.6562 5.521 0.1352 2.45
8 1.8457 6.3745 6.374 0.0005 0.01
9 2.0862 7.2047 7.227 0.0223 0.31
10 2.3361 8.0673 8.080 0.0127 0.16
Media 0.0256 0.85

Valorile concentratiilor determinate folosind ecuatia dreptei, prezentate in Tabelul 6, atesta faptul
ca aceastd tehnica de determinare a concentratiei de bPEI25kDa din probe este suficient de sensibila,
iar eroarea medie determinatd prin compararea concentratiilor obtinute cu valorile calculate este de
ordinul nanomolilor.

Pentru a determina concentratia de bPEI25kDa din probele obtinute in cadrul prezentului studiu
(bPEI25-CD si AuPEI-CD NP P1) a fost pregatita cate o proba dispersatd in apa ultrapura, la o
concentratie cunoscutad (obtinutad prin metoda gravimetrica - un volum exact de proba a fost liofilizat si
reziduul rdmas reprezintd cantitatea de compus din volumul respectiv) (Tabelul 7). Solutiile obtinute au
fost tratate cu 20 puL solutie 0.5 M CuCly, lasate in repaos 10 minute, apoi au fost Tnregistrate spectrele
lor UV-Vis.

Concentratiile de bPEI25kDa din probele analizate (Tabelul 7) au fost obtinute folosind
absorbantele citite la 279 nm din spectrele UV-Vis inregistrate pentru probele de interes si ecuatia
dreptei.

Tabelul 7. Concentratiile de bPEI25kDa din probele sintetizate cu nanoparticule de aur.

Absorbantdi Conc. Conc. Masa de Masa de Procentul
Proba la 279 nm probd bPEI25kD probd PEI din de PEIl din
(u.a.) (mg/mL) a (UM) (mg) probd (mg) | probi (%)
bPEI25-CD 0.2433 0.05525 0.84 0.1105 0.0422 38.22
AUPEI-CD NP 0.2524 0.138 0.87 0.2760 0.0438 15.86

Datele obtinute in urma acestui studiu, privind cantitatea de bPEI25kDa din probe, vor fi utilizate
pentru calcularea raportului N/P dintre vectori si plasmidul ADN, in etapa de generare a poliplecsilor
ce vor fi utilizati pentru studiile biologice in vitro (raportul N/P reprezentand numarul de atomi de azot
din compozitia conjugatului raportat la numarul de atomi de fosfor din compozitia plasmidului) (A.1.3)
si respectiv pentru comportamentului hemolitic pe eritrocite animale (A.1.4).

A.1.2. Investigarea morfologiei nanoparticulelor AuPEI utilizand tehnicile STEM si TEM
Morfologia nanoparticulelor de aur functionalizate cu bPEI25kDa si B-CD a fost studiatd prin
microscopie electronica de baleiaj si de transmisie. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 8.
Ambele tehnici de microscopie electronica (Figurile 8.a si 8.c) atesta faptul ca nanoparticulele de aur
functionalizate cu bPEI25kDa si f-CD au morfologie sferica, dimensiuni de ordin nanometric si
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tendintd mica de agregare. De asemenea, in aceste imagini este evident faptul ca nanoparticulele sunt
dispersate uniform pe grilele din cupru.

Dimensiune medie: 5.73 nir

Frecventa

8 10

Dimensiune (nm)

e’ ‘ : - ’ Dimensiune (nm)
| () © o)
Figura8. Imaginile obtinute prin analiza STEM () si TEM (C), precum si distributiile
dimensiunilor nanoparticulelor investigate, (b) si resprectiv (d).

Distributiile dimensiunilor stabilite utilizand aplicatia software ImageJ (Figurile 8.b si 8.d), prin
masurarea unui numar de 100 de particule din fiecare imagine, indica diametre cuprinse intre 2 si 13
nm pentru imaginea STEM, cu o valoare medie de 5.73 nm, in timp ce particulele masurate in imaginea
TEM au valori aseméandtoare ale diametrelor, cuprinse intre 2 si 11 nm si o valoare medie de 5.305 nm.
Rezultatele obtinute prin microscopia electronica pentru nanoparticulele de AuPEI-CD prezinta toate
particularititile specifice nanoparticulelor de aur raportate n literatura de specialitate ?* 2 si confirma
rezultatele masuratorilor realizate prin tehnica DLS.

A.1.1 si A.1.2. Sinteza si caracterizarea unor combinatii complexe cu metale rare, ca potentiali
fluorofori pentru obtinerea unor complecsi de incluziune n p-ciclodextrina

Deseori, in studiul sistemelor biologice, se recurge la markeri fluorescenti pentru a urmari
mecanismele de interactiune, complexare, eliberare etc. Insa, fluorescenta este frecvent stinsa Tn mediul
biologic, sau interfera cu fuorescenta de fundal a acestuia. Moleculele luminiscente au proprietati
superioare celor fluorescente, deoarece poseda sisteme electronice rigide, plane si conjugari extinse ale
electronilor 7. Astfel de structuri duc in general la o colorare puternica si o fotoluminiscenta eficienta.
Tn acest context, complecsii liganzilor n-conjugati cu ioni metalici sunt adesea utilizati pentru a inlocui
compusi fluorescenti clasici.

Combinatiile complexe ale metalelor din blocul d (metale rare) cu diversi liganzi sunt utilizate
pe scard largd in procesele catalitice %', pentru stocarea si separarea gazelor %, Tn magnetism 2°, senzori
%0 imagistica medicala etc.3 Tn studiul nostru ne-am propus si obtinem o serie de complesi avand drept
ion metalic un lantanid [Ln(HL)2(NO3)s] [Ln = La (1), Ce (2), Nd (3), Eu (4), Gd (5), Dy (6), Ho (7)]
si drept ligand rigid bidentat acidul (4’—(1H-imidazol—1-il)difenil-4—carboxilic) (HL). Compusii
obtinuti au fost caracterizati prin analiza elementald, spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier
(FT-IR), analiza termogravimetricd (TGA), difractie de raze X pe cristal si pe pulbere (PXRD).
Luminiscenta complecsilor a fost investigatd, de asemenea. Complecsii cu Eu** prezinta o luminiscenta
intensa, care ar putea fi exploatata In imagistica biomedicald, prin inglobarea acestora in cavitatea [3-
ciclodextrinei si formarea unor complecsi de incluziune.

In vederea obtinerii de combinatii complexe cu ligandul HL au fost explorate mai multe
strategii de complexare, doua dintre ele fiind prezentate Tn cele ce urmeaza. Strategia A, care recurge la
reactii solvotermale in EtOH/H>O, a oferit cristale bine definite, care au putut fi analizate prin difractia
de raze X. Respectivele cristale contin insd si complecsi neidentificati si ligand nereactionat. Prin
strategia B (reactii solvotermale in CH3CN/H;O, variatie de temperaturd) s-au obtinut produsii cu
randament bun si puritate ridicata. Toti complecsii [Ln(HL)2(NOs3)s] [Ln = La (1), Ce (2), Nd (3), Eu
(4), Gd (5), Dy (6), Ho (7) ] astfel obtinuti sunt izostructurali si cristalizeaza in grupul spatial P2/n al
sistemului monoclinic. Partea asimetricd a celulei unitare cuprinde un cation Eu®, un zwitterion
imidazol-bifenil-carboxilat (HL) si un anion si jumatate (1,5 ioni) de NO*". Echilibrul de sarcind este
realizat cu formarea speciilor [Eu(HL)2(NOs)s], reprezentate in Figura 9.
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Figura 9. Partea asimetrica a celulei unitare
din cristalul [Eu(HL)2(NOs3)3] (4), la nivel de
50% din unitate. Reprezentarea modului de
cooordinare a atomului Eu.

O proprietate importanta a combinatiilor complexe cu lantanide este emisia spectrald ingusta,
obtinuta din tranzitiile intra-atomice Ln3" 4f — 4f si durata lunga de viata radioactiva.* Spectrele de
luminescenta ale ligandului sintetizat si ale complecsilor cu Ln®" au fost Tnregistrate la temperatura
camerei, in faza solida si, dupa cum se poate observa in Figura 10.a, la excitarea la o lungime de unda
de 315 nm, ligandul HL afiseaza o banda larga de emisie de fluorescenta, Intre 356 nm si 556 nm, cu
un maxim la 413 nm si o coadd mai lungéd dupa valoarea mai mare a lungimii de unda. Complexul de
Eu®* prezintd emisii ascutite caracteristice la A = 593 nm (slab, 5D° — 7F%), A = 597 nm (slab, 5D°
—7FY), A = 615 nm (foarte puternic, SD° — 7F?), A = 651 nm (foarte slab, 5D° — 7F%) si A = 686 nm
(foarte slab, 5D° — 7F*). O hipersensibilitate ridicata a tranzitiei SD° — 7F? la 615 nm (lumina rosie),
urmati de tranzitia SD° — 7F° la 593 nm, este remarcati prin excitarea la 315 nm. Tn acest studiu am
dovedit ca atét ligandul cét si complecsii prezintd emisii intense si inguste la temperatura camerei, ceea
ce-i face candidati buni in calitate de materiale cu luminiscenta. Tn Figura 10.b, se observa emisia
complexului [Eu(HL)2(NOs)s], sub excitare UV (A =254 nm).

Figura 10. Spectrele de
emisie a ligadului si a cinci
complecsi excitari la 315
nm (a) si imaginea
obtinutd prin excitarea CU
lampa UV (A = 254 nm) a
cinci complecsi sintetizayi

(@) (b) (b).

/ gwnd
vy w051
ARaNeyiN0y)y)
/oyigoyy
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 otit1Noy)y)
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Wavelangth (om)

A.1.1. si A.1.2. Studii preliminare referitoare la acoperirea particulelor de aur cu invelis de retele
supramoleculare de ciclodextrine

Particulele de Au au deseori tendinta de a se aglomera in timp si sub actiunea substraturilor
biologice. Functionalizarea lor cu retele de ciclodextrine reprezintd o potentialda metoda de stabilizare.
Astfel, au fost studiate sisteme supramoleculare pe baza de guanozind, pentru a crea o clasd noua de
retele modificate cu ciclodextrind, cu caracteristici controlabile si ajustabile.®® Au fost generate sapte
sisteme supramoleculare, prin legarea S-ciclodextrinei de fragmente de guanozina, in diferite proportii,
prin intermediul acidului 1,4-benzen diboronic (cu rol de liant), in prezentd de hidroxid de potasiu
(Schema 4).

Pavad

KOH

e (bn "), [b.;j;

Schema 4. Procesele de formare a retelei supramoleculare G4-CD.
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Pentru a obtine detalii asupra mecanismelor de formare a structurii interne a sistemelor G4—
CD_1-7, pentru fiecare proba au fost Tnregistrate spectrele de dicroism circular. Toate probele au
prezentat caracteristici comune, desi fiecare dintre modelele studiate a demonstrat un comportament
unic, in functie de numarul de unitati de guanozind atasate la molecula de f-CD (Figura 11).

Figura 11. Spectrele de dicroism circular a
sistemului G4-CD_1, in intervalul 220-340
nm, inregistrate la fiecare cinci minute (0-55
min), de la 60 la 25 °C.

Sistemele obtinute reprezintd retele ce contin cavititi de ciclodextrind disponibile pentru
incarcarea componentelor activet Astfel de sisteme sunt candidati exceptionali pentru aplicatii
biomedicale si farmaceutice si pot servi drept invelis pentru particulele de Au.

A.1.3. Evaluarea preliminara in vitro a vectorilor nonvirali

Testarea capacitatii de legare la ADN
Capacitatea vectorilor de a se lega la acizii nucleici a fost testatd prin doua metode:
electroforeza pe gel de agaroza si testul de excludere a colorantului GelRed.

a. Testarea capacitatii de legare la ADN prin electoforeza in gel de agaroza

A fost studiata capacitatea conjugatelor bPEI25kDa, bPEI25-CD si AuPEI-CD NP de a
impacheta plasmidul ADN (pCS2+MT-Luc). conjugatele obtinute au fost tratate cu pCS2+MT-Luc
(500 ng/uL) in diferite rapoarte N/P (1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 50 si 100). Solutiile apoase ce contin
poliplecsii in diferite rapoarte N/P au fost tratate cu solutie tampon TAE10x (6.67%) pentru a regla pH-
ul la valoarea fiziologica de 7.4 si cu solutie 25% Sucroza pentru a favoriza depunerea poliplecsilor in
godeurile din gel.

Probele ce contin poliplecsii, impreuna cu martorul reprezentat de plasmid necomplexat au fost
pipetate cate 15 pL/godeu, iar gelul de agaroza, imersat in solutie TAE1x cu pH=7.4 a fost supus unui
camp electric la 90V, pentru 90 de minute. La sfarsitul procesului de migrare electroforetica, gelul a
fost imersat Tntr-o baie de apa bidistilata suplimentata cu bromura de etidiu (compus fluorescent care
complexeaza plasmidul si permite vizualizarea acestuia sub radiatia UV). Dupa incubare, gelul a fost
vizualizat folosind sistemul GelCapture, care permite achizitionarea imaginilor cu gelul sub radiatie
UV. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 12.

5 10 15 20 50 100

a

50 100

Figura 12. Mobilitatea electroforeticd a poliplecsilor
obtinuti prin complexarea pCS2+MT-Luc de catre ()
bPEI25kDa, (b) bPEI25-CD si (c) AUPEI-CD NP, la
diferite rapoarte N/P.

50 100

AuPEI-CD NP/pCS2

Studiul de Tmpachetare a pCS2+MT-Luc demonstreaza abilitatea de complexare a plasmidului
de catre toate cele trei nanoconjugate, la valori diferite ale raportului N/P. Astfel, policationul
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bPEI25kDa nefunctionalizat formeaza poliplecsi prin impachetarea completa a plasmidului incepand
cu raportul N/P de 2 (Figura 12.a), valoare de la care nu se mai poate observa migrarea plasmidului
liber. Tn cazul conjugatului bPEI25-CD, formarea poliplecsilor prin impachetarea completid a
plasmidului are loc Thcepand cu valori ale raportului N/P de 15 (Figura 12.b), ceea ce indica o diminuare
a numadrului de grupari aminice primare responsabile de complexarea electrostatica a gruparilor fosfat
ale plasmidei.

Interesant este faptul cd nanoparticulele de AuPEI-CD prezinta o eficientd imbunatatitd de
Tmpachetare a ADN-ului plasmidic comparativ cu conjugatul bPEI25-CD, complexarea fiind completa
incepand cu raportul N/P de 5 (Figura 12.c). Desi procentul de bPEI25kDa din compozitia
nanoparticulelor de AUPEI-CD este mai mic (15.86 %) decét in cazul conjugatului bPEI-CD (38.22 %),
AuNP prezinta o eficienta superioara de impachetare a plasmidului, ceea ce duce la concluzia ca atomul
de aur din compozitia acestora contribuie la impachetarea mai eficienta a ADN-ului plasmidic.

b. Testul de excludere al colorantului

O a doua metoda aplicatd pentru evaluarea interactiunii dintre vectori si ADN a fost testul de
excludere a colorantului GelRed. Moleculele GelRed au proprietatea de a se atasa de ADN-ul dublu
catenar si de a prezenta fluorescenta puternica atunci cand sunt legate de acesta. Moleculele GelRed
libere au o fluorescentd mult mai slaba.

Metoda mentionata se bazeaza pe faptul ca vectorii care se leaga de ADN impiedica accesul
moleculelor GelRed la ADN, acest efect fiind cu atat mai puternic cu cat interactiunea dintre vectori si
acizii nucleici este mai intensa. Practic, pentru un amestec de ADN, vectori si GelRed, este de asteptat
sa se observe o scadere a fluorescentei pe masura ce concentratia de vectori creste.

Testul cu GelRed s-a aplicat poliplecsilor formati intre plasmidului pcs2+Luc si vectorii
AUPEI-CD, AUPEI-CD-peptid si bPEI25kDa, la diverse rapoarte azot/fosfor (N/P). Amestecurile au
fost realizate in microplaci opace negre, cu 96 de godeuri, incubate la temperatura camerei timp de 30
minute. La final, fluorescenta a fost masurata folosind cititorul de placi FLUOstar® Omega, (BMG-
Labtech), cu excitare la 300 nm si masurarea emisiei la 620 nm. Rezultatele (Figura 13) confirma faptul
ca toti cei trei vectori testati se leaga de ADN. Mai mult decat atat, se observa diferente Tntre capacitatile
de legare, ordinea crescitoare fiind bPEI25kDa, AUPEI-CD, respectiv AUPEI-CD-peptid.
Experimentele au fost efectuate Tn duplicat si analiza datelor s-a efectuat utilizand aplicatia software
GraphPad Prism, versiunea 8.00 pentru Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

100
] —a— PEI 25k

—=— Au-PEI-CD
] —=e— Au-PEI-CD-peptid
507 Figura 13. Testul de excludere a colorantului
GelRed.

fluorescenta relativa (%)

raport N/P

C. Testarea eficientei in transfectie Bright-Glo

Eficienta si selectivitatea in transfectie vectorilor au fost testate asupra a doua linii celulare
(Figura 14): MCF-7, care este o linie tumorald de cancer mamar si respectiv Hela, care este o linie
tumorald de cancer de col uterin. Inaintea testului de transfectie, celulele au fost insimantate pe plici
albe opace cu 96 de godeuri, la o concentratie de 10x10° celule/ godeu, pentru linia HeLa si de 7x10°
celule/ godeu pentru linia MCF-7, dupa care au fost incubate timp de 24 de ore in atmosfera umidificata,
cu 5% COg,la 37 °C. Mediul utilizat pentru cultivarea celulelor a fost alfa-MEM suplimentat cu 10%
ser fetal bovin si cu 1% amestec de penicilind-streptomicina-amfotericind B (10 K/10 K/25 pg in 100
ml). A doua zi, mediul a fost inlocuit cu solutiile de poliplecsi. Poliplecsii au fost obtinuti prin
amestecarea a 500 ng plasmid pCS2+Luc/godeu cu vectori, la diverse rapoarte N/P, urmata de incubare
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la temperatura camerei, timp de 30 minute. Placile cu celule au fost incubate in prezenta poliplecsilor
timp de 48 de ore n incubator cu 5% CO; , la 37 °C, pentru a astepta exprimarea genei pentru luciferaza.
La sfarsitul celor 48 de ore, in godeurile placilor s-au adaugat 100 uL / godeu reactiv Bright-Glo
(Promega), iar dupa 4 minute placile au fost introduse 1n cititorul de placi (FLUOstar® Omega, BMG-
Labtech), masurandu-se intensitatea luminii emise. Aceasta este proportionala cu cantitatea de
luciferaza exprimata, fiind o masuré a eficientei transfectiei.

Au-PEI-Peptide

& —_—

HelLa Figura 14. Transfectia celulelor HelLa i
MCF-7 cu gena pentru luciferazd. Evaluare
dupa 48 ore. Datele prezentate ca medie +
eroarea standard a mediei (S.E.M).

Cea mai intensa transfectie s-a Tnregistrat pentru vectorul AuPEI-CD-peptid asupra liniei MCF-
7, la raportul N/P 40. Valoarea astfel determinatd depaseste intensitatea transfectiei aceluiasi vector
asupra liniei HeLa. Nu acelasi fapt s-a inregistrat pentru transfectia celor doua linii celulare cu vectorul
fara peptid, caz in care, cel putin la raportul N/P 40, linia MCF-7 este transfectatd mai slab decat linia
HelLa. Aceste rezultate indica faptul ca prezenta peptidului de recunoastere celulara confera selectivitate
vectorului AUPEI-CD-peptid pentru linia MCF-7. Experimentele au fost efectuate cu patru replicate, iar
analiza datelor s-a realizat utilizdind aplicatia software GraphPad Prism v8.00 pentru Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA).

A.1.4. Evaluarea hemocompatibilitatii conjugatelor AUPEI-CD NP n raport cu eritrocitele
animale

In aceasta etapa, poliplecsii AUPEI-CD/pCS2+MT-Luc au fost testati asupra eritrocitelor
colectate de la soareci BALB/C. Comportamentul hemolitic s-a cuantificat prin determinarea
hemoglobinei eliberate din eritrocite sub actiunea poliplecsilor (Figura 15.A), masurand absorbanta cu
un cititor de placi, la 540 nm (Figura 15.B). S-a determinat un grad de hemoliza mai mic de 3% pentru
diverse concentratii ale poliplecsii AUPEI-CD/ pCS2+MT-Luc, in solutii de eritrocite cu aceeasi
densitate de masa eritrocitara, ceea ce recomanda utilizarea respectivilor poliplecsi in testarile in vivo
efectuate conform 1SO 10993-4:2017, standard care recomandad ca, pentru aplicatii biomedicale,
biomaterialele sa nu inducd hemoliza la valori mai mari decét 5 %.

Modelul animal. Soarecii BALB/C, n varsta de 10 saptamani, femele cu o greutate medie de
20 + 0,45 g, au fost achizitionati de la Institutul Cantacuzino, Bucuresti. Aclimatizarea soarecilor s-a
efectuat in conditii identice de temperatura (22 + 0,7 °C) si umiditate (50 £ 10%), la alternanta
lumind/intuneric de 12 ore. Animalele au avut acces nelimitat la hrana si apa timp de 7 zile, in laborator
pentru cazare si au fost monitorizate zilnic pentru a Inregistra eventuale stiri patologice ori
comportamente anormale. Animalele care nu indeplineau criteriile de sanatate cerute au fost scoase din
experiment. Experimentele au fost aprobate de Comisia de Etica a Universitatii de Stiintele Vietii ,,Ion
lonescu de la Brad”, lasi si au fost realizate conform directivelor 2010/63/EU privind protectia
animalelor folosite 1n scop stiintific.

Testul de hemocompatibilitate ex-vivo. Singele recoltat de la soareci a fost centrifugat timp de
15 min., la 1000 rot/min. si 4 °C, pentru a separa plasma de eritrocite. Masa de eritrocite a fost diluata 1:
10 cu PBS si s-au preparat solutii cu diverse concentratii de poliplex (Figura 15.A). Dupa incubarea
probelor timp de o ord la 37 °C, acestea au fost centrifugate pentru separarea eritrocitelor intacte.
Supernatantul a fost analizat utilizand cititorul de placi FLUOstar® Omega (BMG-Labtech), iar
hemoglobina eliberata de din eritocitele afectate de interactiunea cu AUPEI-CD a fost cuantificata la 540
nm. Pentru controlul negativ s-au utilizat eritrocite incubate cu PBS, iar pentru controlul pozitiv s-au
utilizat eritrocite incubate cu 0.5% Triton X-100 (TX-100).3
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Figura 15. Evaluarea
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DISEMINAREA REZULTATELOR STIINTIFICE OBTINUTE
Tn etapa 2021 a proiectului TM-Vector au fost publicate doui lucriri ISI, care au tratat
sinteza si caracterizarea intermediarilor de reactie cu proprietati fluorescente si a celor pe baza
de ciclodextrine. O lucrare aflata in curs de redactare include sinteza si caracterizarea AUNP de
generatie |. De asemenea, au fost prezentate doua conferinte si trei comunicari orale, la
manifestari stiintifice nationale si internationale.

Lucrari ISI

1. M.C. Sardaru, I. Rosca, S. Morariu, E.L. Ursu, R. Ghiarasim, A. Rotaru. Injectable Thixotropic p—
Cyclodextrin—Functionalized Hydrogels Based on Guanosine Quartet Assembly. Int. J. Mol. Sci.
2021, 22(17), 9179; https://doi.org/10.3390/ijms22179179

2. M.C. Sardaru, N.L. Marangoci, S. Shova, D. Bejan. Novel Lanthanide (111) Complexes Derived
from an Imidazole-Biphenyl-Carboxylate Ligand: Synthesis, Structure and Luminescence Properties.
Molecules, 2021, 26(22), 6942; https://doi.org/10.3390/molecules26226942

Participari la simpozioane / conferinte

1. M. Pinteala. Biomedical applications of polymer-coated metallic nanoparticles. Polymer Science and
Composite Materials, prerioada 5-7 lulie, 2021, Barcelona, Spania; key note presentation:

2. Dragos Peptanariu. Vectori non-virali de tip stea pentru transfectie. Conferinta Cercetarii Stiintifice
din Academia Romana (CCSAR-2021), Bucuresti, 22-23 noiembrie 2021, conferinta plenara.

3. A Fifere, I.-A. Turin-Moleavin, A.-L. Lungoci, I. Rosca, A. lacobescu, A.R. Petrovici, A. Coroaba,
M. Pinteala. Hybrid nanostructured systems based on metal oxides with magnetic and antioxidant
properties for biomedical applications. Polymer Science and Composite Materials, prerioada 5-7 lulie,
2021. Barcelona, Spania; prezentare orala.

4. 0. E. Carp, M. Pinteala, A. Arvinte. Evaluation of antioxidant properties using electrochemistry
combined with in vitro peroxidation and reducing assays. 6th International Congress on Biomaterials
and Biosensors (BIOMATSEN), Oludeniz, Turkey, 17-23 October 2021; prezentare orala.

5. L. Clima, B. Craciun, D. Peptanariu, M. Pinteala. Supramolecular squalene based self-assembled
entities as promising non-viral vectors for gene delivery. International Conference of Polymer Science
and Composite Materials “Polymer Connect”, Barcelona, Spania, 05-07 iulie. 2021; comunicare orala.

Director proiect,

Dr. Mariana Pinteala
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