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Etapa II (ianuarie 2022 — decembrie 2022)

Obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a unei biblioteci de vectori nonvirali de generatie I1
pentru testarea in vitro/in vivo.

Livrabile: Raport de cercetare. Protocoale de sinteza si caracterizare. Doua lucrari stiintifice.
Participari la conferinte si simpozioane.Actualizare pagina web.

REZUMAT:
Etapa 2022 a proiectului TM-vector a fost dedicata rafinarii si diversificarii proiectarii, sintezei si
caracterizarii componentelor aplicabile pentru generarea nanoplatformelor cu miez de aur:

@) Nanoparticule cu miez de aur decorat cu PEG, PEI si functionalizate cu grupari
glucozaminice de generatie II;
(ii) Evaluarea preliminara in vitro a vectorilor nonvirali de generatie Il (Da: AuNPs-PEG-NH-

PEG-epoxy-PEI-GA si Db: AuNPs-PEG-epoxy-PEI-GA);

(iii) Proiectarea unei terapii pentru tratarea cancerului cu pro-medicament Incarcat in vectorii
nonvirali de generatie 11 sintetizati;

(iv) Confirmarea in vivo a functionalitatii vectorilor nonvirali de generatie I (sintetizati in etapa
2021, AuPEI-CD) si de generatie II (sintetizati in etapa 2022);

) Testarea in vitro a unor compusi terurici ce mimenza, in conditii specifice in vivo si in vitro,
activitatea unor antioxidanti endogeni. Se are in vedere, intr-o alta etapa a proiectului, ca
acestia sd stea la baza asamblarilor de nanoplatforme functionale cu activitate sinergica: de
inhibare a anhidrazei carbonice si de generatori de radicalilor liberi activi in apoptoza
celulelor tumorale.



Informatiile obtinute in urma testarilor in vivo pe soareci BALB/c de 12 saptamani au aratat ca
vectorii nonvirali de generatie I (AuPEI-CD, sintetizati in etapa 2021) sunt nontoxici, nu inducc
modificari ale parametrilor evaluati la doza repetatd de 500 mg/kg, dovedindu-se a fi foarte sigur pentru
sandtatea animalelor utilizate n studiu, oferind un motiv intemeiat pentru o abordare clinic-terapeutica

ulterioara.

Din studiile in vivo pe soareci BALB/c de 12 sdptamani a rezultat ca vectorii de generatie II (Da
si Db, sintetizati in etapa 2022) au indus modificari patologice, de stadiu incipient, la nivelul ficatului si

rinichiului. Toate animalele au supravietuit experimentului, iar recuperarea lor s-a realizat Intr-un timp

foarte scurt. Din aceste motive sunt inca necesare studii pentru a elucida profilul toxicologic al vectorilor
nonvirali din generatia II.

Rezultatele obtinute au asigurat diseminarea pe calea a doua conferinte plenare, sase comunicari
la manifestari nationale si internationale si prin publicarea a 4 lucrari stiintifice in jurnale cotate ISI.

Detaliile activitatii derulate in cadrul etapei 2022 sunt rezumate in tabelul de mai jos.

Planul de realizare al proiectului TM-vector. Etapa 2022
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A.2.1. Proiectarea si prepararea vectorilor nonvirali de generatie 11

4.2.1.1. Conjugarea NPs de aur cu PEG adecvat functionalizat de diferite
imase moleculare (Au-S-PEGi-X, ex. X: -COOH);

4.2.1.2. Conjugarea Au-S-PEGi-X cu polimer cationic (CP) functionalizat cu
glucoxamind (GA)(Au-S-PEGi-CP-GP);

14.2.1.3. Incdrcarea conjugatelor Au-S-PEGi-CP-GP cu un plasmid sau alte
molecule active biologic (poliplecsii Au-PEGi-CP-GP-Plasmid/GP).

A.2.2. Caracterizarea fizico-chimica a NPs de aur de generatie 11
A.2.2.1. Caracterizarea fizico-chimica a monomerilor, si intermediarilor de
reactie prin metode avansate: NMR, ATR-FT-IR, Raman, ESI-MS, MALDI-
Tof/MS.

A.2.2.2. Caracterizarea vectorilor nonvirali in stare uscata: ATR-FTIR, NIR,
Raman, XPS, XRD, SEM/EDX, micro-ATR-FTIR, TG/DSC, SEM, TEM,
AFM, fluorescence

A.2.2.3. Caracterizarea vectorilor nonvirali in stare umeda: UV-vis, DLS,
fluorimetry, micro-ATR-FTIR, Cryo-TEM, Raman-AFM.

A.2.2.4. Investigarea la scara nanometrica a vectorilor nonvirali in vitro in
fluide biologice simulate

A.2.2.5. Investigarea capacitatii de a genera radicali liberi in conditii in vitro
a compusilor unimerici pe baza de telur (Te-AC)

A.2.3. Evaluarea preliminara in vitro a vectorilor nonvirali

A.2.3.1. Evaluarea capacitatii de transfectie a poliplecsilor de tip Au-PEGi-
CP-Plasmid/molecula de targetare

A.2.3.2. Proiectarea unei terapii pentru tratarea cancerului cu pro-
medicament incarcat in vectorul nonviral sintetizat

A.2.4. Confirmarea functionalitatii vectorilor nonvirali sintetizati prin teste
in vivo

A.2.4.1. Testarea in vivo a functionalitatii sistemelor complexe ce au
demonstrat proprietati promitatoare dupa testarile in vitro.

A.2.5.Managementul administrativ si administrarea resurselor alocate.
- Monitorizarea progresului stiintific, tehnic si preclinic; actiuni corective
atunci cand este necesar. Raspunsuri rapide si adecvate la risc prin
implementarea, monitorizarea si ajustarea periodica a planului de urgenta al
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proiectului.

- Protectia datelor si aplicarea principiilor RRI (responsable research and
innovation).

- Activitati de exploatare a rezultatelor (publicare lucrari stiintifice,
participare la conferinte nationale si internationale, actualizarea continua a
web site —ului dedidat proiectului TM-vectors).

A.2.1.1.-4A2.1.3 $i A.2.2.1.-A.2.2.2.3 Proiectarea, prepararea si caracterizarea vectorilor nonvirali de
generatie 11

Abrevieri: polimer cationic (CP), ciclodextrina (CD), polietilenimina ramificata (PEI), glocozamina
(GA), nanoparticule de aur (AuNPs), nanoparticule de aur functionalizate cu PEI si ciclodextrine
(AuPEI-CD, compusul A in testele in vivo); nanoparticulele de aur functionalizate cu PEG, PEI si GA
(Da: AuNPs-PEG-NH-PEG-epoxy-PEI-GA si Db: AuNPs-PEG-epoxy-PEI-GA)

in etapa 2021 a proiectului s-au optimizat conditiile de sintezi pentru prepararea sistemelor Au-
PEI-CD de generatie I, demonstrandu-se cd AuNP obtinute in situ cu bPEI sunt stabile chimic si fizic in
conditii fiziologice si reprezinta candidati ideali pentru aplicatiile bio-medicale, in special in transfectia
ADN-ului. AuNP incércate pozitiv reprezintd materiale promitatoare pentru aplicatii terapeutice, datorita
suprafetelor lor cationice care favorizeazi adsorbtia celulard.' Pe de altd parte, bPEI prezinta stabilitate
chimica buni si poate functiona, concomitent, drept agent reducitor si stabilizator al ionilor de aur.'?
Distributia dimensiunilor a fost intre 2 si 13 nm in imagini STEM, cu o valoare medie de 5.73 nm,
respectiv intre 2 si 11 nm si o valoare medie de 5.305 nm, prin imagisticdi TEM. Nanoparticulele astfel
obtinute au prezentat toate caracteristicile specifice nanoparticulelor de aur raportate in literatura de
specialitate ** si confirma rezultatele masuritorilor realizate prin tehnica DLS.

in etapa 2022 a proiectului au fost sintetizati vectori nonvirali de generatie II, pe bazi de
nanoparticule de aur decorate cu PEG si PEI si functionalizate cu unitati glucozaminice pentru a fi testate
in terapia genica. Nanoparticulele de aur au fost sintetizate prin metoda Turkevich® modificata. Pe scurt,
la 100 mL H,O mQ se adauga clorura aurica trihidratata (HAuCl, - 3H,0) (12,5 mg, 0,0313 mmol) intr-un
balon de 250 mL plasat pe baie de ulei preincalzita la 85 © C, sub agitare viguroasa (700 rpm). Dupa 30
min. a fost adugata o solutie apoasa de citrat de sodiu (C¢HsNa;O5 - 2H,0, 50 mg in 50 mL H,O mQ), iar
amestecul de reactie a fost mentinut la aceeasi temperatura, sub agitare viguroasd, inca 30 min. La final,
amestecul de reactie a fost agitat timp de 12 ore, la temperatura camerei, ferit de lumind. A rezultat o
solutie de culoare rosu rubiniu, care s-a purificat prin centrifugare si filtrare pe filtru Amicon de 10000
kDa, iar apoi s-a dispersat in apd ultrapura, sterila.

Decorarea AuNPs cu PEG, PEI si GA s-a realizat prin doua protocoale de sintezd diferite,
rezultdnd doi vectori nonvirali cu miez de aur decorati cu segmente polimerice pe baza de de PEG si PEI,
dupa cum urmeaza(Schema 1): (i) PEG de masd moleculard 1000 Da (PEGyy), PEI ramificat de masa
moleculard de 2000 Da (PELy), PEG de masa moleculara 1000 Da functionalizat cu unititi glucozaminice
(PEG-GA) (Schema 1.A.); (ii) PEG de masa moleculard 2000 Da (PEG,,), PEG de masd moleculara
1000 Da (PEGyy), PEI ramificat de masa moleculard de 2000 Da (PEI,), PEG de masa moleculara 1000
Da functionalizat cu unitati glucozaminice (PEGx-GA) (Schema 1.B.).

A doua varianta (Schema 1.B.) a implicat reactia grupdrilor sulfhidril (SH) ale polietilenoxidului
cu masa moleculara de aproximativ 2000 Da, functionalizat in pozitia a cu grupare —SH si 1n pozitia ® cu
grupare aminicd (-NH,) (HS-PEG,-NH,). Reactia a avut loc la temperatura camerei, prin agitare timp de
24 ore a 4 mL dispersie apoasd de AuNPs cu HS-PEG,,-NH, (MW:2000, 6,4-10'6 mmol, 12,8 puL). Dupa
24 de ore, se adaugi polietilenglicol (0,143-10° mmol, 63 pL) a,o-functionalizat cu grupari glicidileter
(PEG-epoxy_GA ), in prezentd de alcool etilic, iar reactia decurge in aceleasi conditii pentru inca 24 de
ore. Peste acest amestec a fost adagat PEI;, pentru a se realiza cuplarea prin reactia gruparilor epoxidice
nereactionate cu gruparile aminice din PEL In ultima etapi s-a adaugat PEG, functionalizat in pozitia o




cu grupari glicidileter si in pozitia @ cu grupari glucozaminice. Reactia a decurs in aceleasi conditii de
rectie timp de 72 ore. Amestecul de reactie a fost filtrat prin filtre AMICON 10000 Da.

Prima varianti (Schema 1.A.) a rezultat in acelasi mod. HS-PEG-epoxi (MW:1000, 4,8:10°
mmol, 4,8 pL) a fost addugatd in 3 mL dispersie nanoparticule de aur sub agitare, timp de 24h. Peste
acest amestec de reactie a fost adaugat PEL (0,156 mg, 312 pL) pentru a se realiza cuplarea prin rectia
grupdrilor aminice cu grupdrile epoxidice, in prezenta de etanol drept catalizator, iar functionalizarea cu
grupari glucozaminice s-a realizat prin adaugarea peste amestecul de reactie a PEG functionalizat cu
grpari glicidileterice si glucozaminice.
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Schema 1. Prepararea vectorilor nonvirali de generatie I1.

Structura chimica a fost demonstrata prin spectroscopie FTIR, prezentand picurile caracteristice
fiecarui vector studiat. In vederea analizei UV-VIS, toate probele au fost diluate de 20 de ori. Efectul
legérii polimerilor a fost monitorizat cantitativ prin spectroscopie UV-VIS (Figurile 1 si 2). Spectrele au
pastrat rezonanta plasmonului de suprafata intre 520 si 528 nm 1n toate etapele de reactie, in cazul ambilor
vectori, deoarece acest domeniu este specific nanoparticulelor de aur. Adaugarea succesiva a straturilor

polimerice induce o deplasare batocroma. Culoarea rosu-rubiniu s-a pastrat in toate etapele de reactie
(Figura 3).

0.10 0.20
522nm

—— AuNPS PEG-EP

0.18+ 522 nm—+w AuNPs-PEG-PE!

0.08-| 524nm S24NM  — AuNPsPEGAH? 523nm AuNPs-PEG-PEI-GA

Ty — AUNPs.PEG-NH-PEG-epoxy N

— AuNPS-PEG-NH-PEG-epoxy-PEI 0.16
—— AUNPs-PEG-NH-PEG-epoxy-PELGA g
0.14+

Absorbance (a.u.)
Absorbance (a.u)
°
N

T T 1
T T 1
400 500 600 700 400 500 600 700

Wavelenght (nm) Waelenght (nm)
Figura 1. Spectrele UV-VIS Figura 2. Spectrele UV-VIS Figura 3. Apectul
corespunzatoare AuNPs-PEG-NH2, AuNPs- corespunzatoare AuNPs-PEG-epoxy, dispersiilor apoase
PEG-NH-PEG-epoxy, AuNPs-PEG-NH- AuNPs-PEG-PEI, AuNPs-PEG-PEI-GA ce contin vectorii
PEG-epoxy-PEI-GA (Schema 1.B.) (Schema 1.4.). nonvirali.

Histogramele DLS au evidentiat ansambluri uniforme cu o tendinta clard de crestere a diametrului
hidrodinamic odati cu cresterea lungimii lantului lateral atasat nanoparticulelor de aur. In cazul vectorului
Da: AuNPs-PEG-NH-PEG-epoxy-PEI-GA, diametrul hidrodinamic in prima etapa a fost de 324 nm, cu
un potential zeta de 19,2 mV, confirmand stabilitatea nanoparticulelor. In ultima etapa valoarea a crescut
la 707 nm, iar potentialul zeta a scazut pana la 2,69 mV. Vectorul Db: AuNPs-PEG-epoxy-PEI-GA a avut
initial dimensiunea de 242 nm, cu un potential zeta de -21,5 mV, iar in ultima etapa, vectorul ajunge la o
dimensiune hidrodinamica de 801 nm, cu un potential de 2,12 mV.
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Figure 4. Imagini STEM: (A) Da (AuNPs-PEG-NH-PEG-  nm).
epoxy-PEI-GA) (Schema 1.B.); (B) Db (AuNPs-PEG-PEI-
GA) (Schema 1.4.).

A.2.2.4. si A.2.3.1. Evaluarea preliminara in vitro a vectorilor nonvirali de generatie II din Schema 1
(Da: AuNPs-PEG-NH-PEG-epoxy-PEI-GA si Db: AuNPs-PEG-epoxy-PEI-GA)

1 e 12 Selsne  ° Capacitatea vectorilor de a se lega la acizii nucleici
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a fost testata prin electroforezd pe gel de agaroza in solutii
de fluid biologic simulat de diferite concentratii. Asa cum
rezultd din Figura 5, cei doi vectori formeaza poliplecsi cu
plasmidul pCS2+MT-Luc (5991 bp) prin complexarea

A B plasmidului la valori diferite ale concentratiei vectorilor.
Figura 5. Mobilitatea electroforeticd a Vectorul Da: AuNPs-PEG-NH-PEG-PEI-PEG-GA
poliplecsilor obfinuti prin complexarea complexeaza total plasmidul la o concentratie a vectorului

pCS2+MT-Luc de catre: (A) AuNPs-PEG- e 8-10° M, in timp ce vectorul Db: AuNPs-PEG-epoxy-
NH-PEG-PEI-PEG-GA; (B) AuNPs-P EG." PEI-PEG-GA, asigura o impachetare totala a plasmidului
epoxy-PEI-PEG-GA, la diferite concentrafii.  |g concentratia de 8-10"' M (concentratia plasmidului:

Ipg/ul).
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A.2.3.2. Proiectarea unei terapii pentru tratarea cancerului cu pro-medicament incéircat in vectorii
nonvirali de generatie 11

Vectorii nonvirali Da (AuNPs-PEG-NH-PEG-epoxy-PEI-GA) si Db (AuNPs-PEG-epoxy-PEI-
GA) detin pe suprafata nanoparticulelor grupari aminice capabile sd interactioneze cu grupdrile
carboxilice din structura metotrexatului (MTX). Peste dispersiile apoase ale vectorilor s-a adagat o solutie
de MTX activata cu EDC, DIEA, DMSO si MTX, iar suspensia rezultatd a fost mentinuta sub agitare, la
temperatura camerei, timp de 24 ore, in intuneric. Dispersia rezultatd a fost filtratd pe filtru centrifugal
Amicon Ultra (0,5 mL;100k KDa). Sistemele rezultate au fost notate cu Da-MTX si Db-MTX. Acestea au



fost caracterizate structural prin FTIR, morphologic prin DLS si STEM, iar concentratia de MTX a fost
determinata prin spectroscopie UV-VIS, in baza unei curbe de calibrare pentru MTX.

Vectorii nonvirali Da-MTX si Db-MTX pot condensa plasmid, prin prezenta lanturilor de PEI iar
prin atasarea MTX la suprafata lor prin legaturi esterice se elibereazd principiul activ cu refacerea
structurii initiale sub actiunea enzimatica, obtindndu-se un dublu effect therapeutic: livrarea de gene si de
principii active catre celulele tintite, prin intermediul grupérilor glucozaminice.

Evaluarea preliminara in vitro a biocompatibilitatii si citotoxicitatii celor doua sisteme
asupra fibroblastelor gingivale umane (HGF), a aratat faptul cd nanosistemele sunt biocompatibile,
deoarece nu afecteaza viabilitatea fibroblastelor la concentratiile testate (Figura 8). Testarea s-a realizat in
acelasi mod si pe linia celulard de cancer mamar MCF-7 (Figura 9), observindu-se o tendinta
descrescdtoare n ceea ce priveste viabilitatea celulelor canceroase pentru Da-MTX si Db-MTX, in timp
ce MTX liber la aceleasi concentratii, nu a prezentat o eficienta similara celor doua sisteme.
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Figura 8. Citotoxicitatea nanoparticulelor Figura 9. Citotoxicitatea nanoparticulelor
asupra fibroblastelor gingivale umane. asupra liniei celulare maligne MCF-7.

A.2.4.1. Confirmarea in vivo a functionalititii vectorilor nonvirali de generatie I (sintetizati in etapa
2021, AuPEI-CD, notati in continuare A) si de generatie II (sintetizati in etapa 2022, notati cu Da si
Db) s-a realizat asupra unor soareci BALB/c (femele in varstd de 12 sdaptamani), achizitionati de la
Institutul National de Cercetare Medico-Militara Cantacuzino - Bucuresti, biobaza Pantelimon. Pentru a
limita numdrul de animale utilizate in experiment a fost adoptati metoda lui Dixon si Mood®, care a
urmdrit administrarea secventiala de doze unice la cate un soarece pana cand au supravietuit dozei 50%
dintre soareci. Fiecare animal a fost monitorizat continuu, timp de 4 ore, pentru a inregistra modificérile
de comportament, toxicitatea si mortalitatea, apoi intermitent pe o perioada de 48 de ore si cu intermitente
mai mari pentru urmatoarele 7 zile. Toxicitatea la doza repetata a fost efectuatd pe un numar de 30 de
soareci, grupati In 3 loturi, corespunzator fiecarei sistem testat. Administrarea solutiilor a fost efectuata
intravenos, in venele caudale, intr-un volum final de 0,2 mL solutie tampon (PBS - phosphate-buffered
saline), pH ~ 7.4. Dozele testate au fost de 500 mg/kg corp pentru AuPEI-CD, 200 mg/kg corp pentru
Db, respectiv 100 mg/kg corp pentru Db. Soarecii au fost monitorizati pe tot parcursul experimentului,
inregistrandu-se modificarile comportamentale, greutatea corporald, observatii zilnice detaliate ce vizeaza
potentiale semne de toxicitate. La final soarecilor li s-a efectuat examenul necropsic si examenul
histopatologic.

Examenul hematologic / analizele hematologice. Determinarile parametrilor hematologici s-a
efectuat cu analizatorul automat ABAXIS USA vetscan HM2. Parametrii analizati au fost: globulele albe
(WBC), limfocitele (LYM), monocitele (MON), neutrofilele (NEU), eozinofilele (EOS), bazofilele
(BAS), globulele rosii (RBC), hemoglobina (HGB), hematocritul (HCT), volumul corpuscular mediu
(MCV), hemoglobina corpusculara medie (MCH), concentratia medie a hemoglobinei corpusculare
(MCHQ), distributia celulelor rosii (RDW), numarul de trombocite (PLT), valoarea critica a trombocitelor
(PCT), volumul mediu al trombocitelor (MPV), trombocitul de distributie (PDW).



Examenul biochimic. Parametrii analizati au fost: fosfataza alcalina (ALP), alanin
aminotransferaza (ALT), azotul ureic din sdnge (BUN), creatinina (CREA), glucoza (GLU), proteinele
totale (T-PRO) si colesterolul (CHOL).

Examenul imunologic. Pentru determinarea citokinelor IL-6, TNFa si INFy, sangele a
fost recoltat in vacutainere fara anticoagulant, cu gel separator (Vacutest Kima, clot activator). Dupa 60
de minute de repaus la temperatura camerei, proba a fost centrifugata la 5000 de rotatii timp de 5 minute,
separand serul. Citokinele au fost detectate prin tehnica multiplex ELISA (Bio-Rad, Hercule, CA, USA)
iar interpretarea datelor a fost efectuatd cu ajutorul sistemului de achizitie Bio-Plex Manager™ MP
Software —Bio-Plex Data Pro™ Software 1.2.

Examenul necropsic si histopatologic. La examenul necropsic s-au urmarit, comparativ cu
grupul de control, aspectul macroscopic al tesuturilor si organelor, apreciindu-se: volumul, culoarea,
forma, consistenta, suprafata si aspectul suprafetei sectiuni. Probele de tesut recoltate au fost fixate in
formaldehida 8 %, incluse la parafind, sectionate apoi la 5 microni, colorate tricromic Masson §i
examinate la microscop (Leica DM 750). Imaginile au fost preluate cu o camera Leica Smpx HD,
utilizand softul Leica Application Suite (LAS) versiunea 2019. Examenul histopatologic a fost efectuat pe
probe de tesut recoltate din ficat, rinichi, pulmoni si splina.

Etica. Studiul s-a realizat conform directivei UE 63/2010 si cu acordul Comitetului de Etica din
cadrul institutiei.

Statistica. Datele sunt prezentate ca Media = DS urmate de Tukey's multiple comparisons test. O
probabilitate de 95% (p < 0,05) a fost consideratd semnificativa.

Toxicitate. Evaluarea toxicitdtii acute (DLsy) pentru cei trei compusi, dupda administrarea
secventiala de doze unice, 50% dintre animale au supravietuit la dozele de 2050 mg/kg la AuPEI-CD, 300
mg/kg pentru sistemul Db si 95 mg/soarece pentru sistemul Da. Pe perioada de monitorizare (7 zile),
animalele care au supravietuit din gupurile Db (B) si Da (C) au fost inregistrate simptome ale toxicitatii,
respectiv eritrodistezie, piloerectie, oboseala, depresie, apetit inconstant si suferintad caracterizatd prin
ataxie, deplasare greoaie si tremor. La soarecii din gupul AuPEI-CD nu au fost inregistrate modificari de
comportament sau alte semne clinice de toxicitate. La determinarea toxicitatii la doze repetate pe cale
intravenoasa (500 mg/kg) pentru vectorul AuPEI-CD nu au fost observate modificari comportamentale,
diferente in greutatea corporald a soarecilor sau alte semne de toxicitate Intarziata. Soarecii si-au pastrat
interesul pentru hrand si apa pe parcursul celor 7 zile de monitorizare. Nu au fost inregistrate cazuri de
mortalitate, dar au fost prezente unele semne clinice anormale (anxietate, oboseald accentuata, reactii
intarziate si tremor) la animalele din grupurile B si C. Datele sunt prezentate in Tabelul 1.

Analizele hematologice. Sunt prezentate in Tabelele 2 si 3. Evolutia parametrilor hematologici
este prezentatd Tn Tabelele 2 si 3. Parametrii evaluati nu au prezentat modificari semnificative care sa
atribuie acestor complecsi un efect inductor inflamator. Mai mult, valorile medii ale indicilor
hematologici si cei ai plachetogramei ne indica faptul ca desi au fost inregistrate diferente minore faté de
debutul experimentului, aceste valori s-au incadrat in intervalul fiziologic al acestei linii de soareci
(BALB/c).

Tabelele 4 si 5 reunesc analizele biochimice si respectiv imunologice (determinarea citokinelor)
efectuate asupra sangelui soarecilor inclusi In experiment.

Examenul histopatologic. Pentru nanoparticulele Db (grupul de soareci B) si Da (grupul de
soareci C), examenul histopatologic pune in evidentd modificari de toxicitate cu evolutie subacutd, dar cu
modificari morfologice reversibile, manifestate prin degenerare hepatica moderatd si degenerarea
epiteliului urinar cu prezenta unui infiltrat inflamator monocitar in interstitiul renal. Nu exista dovezi de
atrofie, congestie sau alte modificari de forma, volum si culoare.



Tabelul 1. Evaluarea comparativa a AUGNPs a toxicitatii clinice la soareci in fiecare zi de evaluare
(respectiv zilele 1, 3, 7) si rezultatele examenului histopatologic
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Tabelul 2. Evolutia indicilor hematologici si ai plachetogramei.

RBC MC | MCH PLT
HGB | HCT | MCV RDW MPV
LOT | (10%1211 H C (10%9/ PDW (Fl)
(g/d) | (%) (1)) (%) (1)
) (pg) | (g/dD) D
865 | 1383 | 4257 | 48.63+ | 1375 | 3243 | 1432+ | sg300 501 | 633+13
DI 011 | 2076 | 238 | 221 |+1.77 | 2063 | 045 | L917| 021 2
A
1457 597.0
827 | 1456 | 4432 | 4761 | 3| 163 . 5.38 6.01
+ 1.
S| 016 | 037 | £129 | 1.9 1156 | +0.23 £0.66 122
2 £0.45
688.0
| o1k | 1518 | 4143 | 4901 | 1349 | 3300 | 1954 ) 5.41 6.07
B 34 | 4024 | 4376 | +128 | +1.88 | +048 | +0.72 10,18 £0.14
+0.72
o | B8 1B T3 [ 4T3 [ 1508|3187 [ 1003 | 58 5.03 643
£0.13 | £0.59 | +2.34 | 218 | 063 | £1.59 | +0.63 | =032 | 0.15 +0.91
o227 [TTem | asse | a8l 1433 [ 3128 [ 1941 | 693 6.00 6.4
1016 | £047 | £1.86 | 234 | 141 | +146 | +023 | 2032 | +0.08 +1.15
C
o | 910 [ 1786 [ 4667 | 4836 | 1473 [ 3031 | 1874 | 793 567 631
55 | £0.78 | £1.15 | +145 | 176 | +2.14 | £0.18 | £0.19 | +0.6 1128
Tabelul 3. Evolutia indicilor leucogramei.
MON
Lor | WBC 1:11;:)5 alé‘f;/ 0 1(21(())5 g‘zfg NEU | LIMF | MONO | EOS | BASO
10+9/1) (10%9/1 (%) (%) (%) (%) (%)
9/1) )] ) 9
628< | 106 | 717+ | 138 | 048 | 0.06= | 1282 | 8486 | 351 138+ | 008<
D| 238 + |oo2s 038 + | 001 | 138 | w214 | 2226 0.48 0.02
A 0.62 0.18
138 031
7436 | 0% L ae | 1se | 02 Tooas | 1134 8673 | 278 | 146+ | 0.06<+
s| 18t [ G, oss | o2t | | 000 | 232 | 137 | +le4 032 0.01
p| 745+ 2'34 638+ | 0.87+ 055 008+ | 1602 | 7136 | 242 119+ | 005+
5 L4 | 5, | 067 | 061 | 1, | 003 | £187 | 4239 | 192 0.87 0.02
| 783% 2i0 788+ | 126+ Of 006+ | 1552 | 79.18 | 395 | 139+ | 004+
245 | 1o | 067 | 032 | D) | 002 | 2231 | 2242 | 171 0.43 0.00
p| 659+ 2'56 778+ | 1.16+ Ofg 005+ | 1388 | 7056 | 475 126+ | 006+
254 045 | 018 003 | 238 | £1.97 | +1.44 0.58 0.03
c 023 0.11
g | 823+ 218 759+ | 132+ 3?& 005+ | 1576 | 8943 | 475 187+ | 007+
217 | e | 11U | 0es | 0| 000 | 2215 | 4237 | <183 0.61 0.02




Tabelul 4. Evolutia parametrilor biochimici la soareci BALBc.

CLU CREA
Lot | BUN | (0¥ | ALK | TPRO | ALT T CHL
(mg/dI) dl% (UL) | @d) | (UL) | (mgdl | mga
)
b | 4374 }g‘g }i’fg 5.64+0. | 3950+ | 0.46£0. | 87.74+
132 ol 81 120 07 30.33
A
g | 4038% ii‘l‘g ;‘33 5.88+0. | 48.46+1. | 0.5240. | 8832+
1.72 el R 36 68 04 25.17
b | 4921 ;ﬂzj;‘ ;‘ji 5.6240. | 4637+ | 0.55£0. | 90.15+
1.54 ol s 76 151 15 17.66
B
g | 47142 iig‘z‘ ;ﬁi 6.1320. | 12734+ | 0.7120. | 97.13+
212 el 45 126 08 1333
135.6
b | 4465 | 12011815 | 58740, | 4986+ | 05150, | 8114+
1.58 2P 237 | s 1.83 06 26.34
C
g | 4881% gi‘l‘% 26182'5 6.1840. | 18234+ | 0.77+0. | 87.53+
1.24 : ~ | 59 112 16 20.93
6 0
Tabelul 5. Evolutia IL6, TNFa si IFNy la soarecii C57BL6.
L6 TNFa TFNy
LOT
(pg/n) (pg/n) (pg/n
N 3.4620.98 36085245 1030156
S 3794112 38.5201.77* 11262118
D 3.2620.88 31474318 11.14=139
S 4102016 3814231% 13282117+
D 2.9120.85 30725147 8.58:1.84
S 4.6022.15 34.1505.04% 12725165
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LOT B. Rinichi - Degenerarea epiteliului urinar. LOT C. Rinichi - Degenerarea epiteliului urinar.
Infiltrat inflamator monocitar in interstitiul renal.  Infiltrat inflamator monocitar in interstitul renal.
Nefrita interstitiala limfo-plasmocitara. Nefrita interstitiala limfo-plasmocitara

_ AL [

LOT C. Ficat - Degenerare hepatic severd

LOT C. Ficat - Degenerare hepatica severa focalizatd centrolobular

In acest studiu, a fost demonstatd nontoxicitatea vectorului A (AuPEI-CD), dar si toxicitatea de
stadiu incipient a vectorilor B (Db) si C (Da) la soarecii BALB/c de 12 sdptamani. Vectorul nonviral A
(AuPEI-CD) nu induce modificari ale parametrilor evaluati la doza repetatd de 500 mg/kg, dovedindu-se
a fi foarte sigur pentru sanitatea animalelor utilizate in studiu. Vectorii B (Db) si C (Da) au indus
modificari patologice, de stadiu incipient, la nivelul ficatului si rinichiului. Toate animalele au
supravietuit experimentului, iar recuperarea lor s-a realizat intr-un timp foarte scurt.
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Datele obtinute pentru complexul A (AuPEI-CD) oferd un motiv intemeiat pentru o abordare clinic-
terapeutica, dar pentru vectorii B si C sunt inca necesare studii pentru a elucida profilul lor toxicologic.

Dk

ba A3

LOT B. Ficat - Degenerare hepatica moderata. LOT B. Ficat - Degenerare epti 3 difuzd
Activarea celulelor Kupffer moderata

A.2.2.5. Caracterizarea unor combinatii complexe pe baza de telur, ca potentiali furnizori de
radicali liberi in tesutul tumoral

Se are in vedere ca intr-o etapa ulterioard a proiectului (2023) compusii unimerici pe bazd de telur
sa stea la baza asamblarii de nanoplatforme functionale cu activitate sinergica, de inhibare a anhidrazelor
carbonice si de generatori de radicalilor liberi, apoptotic-activi asupra celulelor tumorale.

In anumite conditii, compusii organotelurici pot avea o activitate oxidanta, putind contribui la
generarea de specii de oxigen reactive (reactive oxygen species, ROS). Conform Fuqiang Fan et al. telurul
sub forma de nanoparticule induce apoptoza, la concentratii suficient de ridicare.” Mecanismul activitatii
oxidante este corelat cu terapia prin iradiere cu radiatii gamma. In acest context, ne propunem si punem
in evidenta faptul ca speciile organotelurice promoveaza formarea radicalilor liberi, recurgand la
spectroscopia de rezonanta electronica de spin (RES), prin care se pot analiza radicalii liberi in mod
direct, sau prin intermediul unor captatori de radicali.

In prezentul studiu compusii organotelurici (OTe) sunt considerati promotori de radicali liberi, ce
pot fi identificati in solutii de dimetil sulfoxid (DMSO), prin spectroscopie RES. Spectrul RES al
radicalilor liberi stabili generati de OTe poate fi inregistrat in mod direct. De cele mai multe ori nsa,
radicalii liberi au o viatd mai scurta decat timpul de inregistrare. In astfel de cazuri se inregistreaza
spectrul radicalilor de tipul aductilor formati in urma reactiei radicalilor liberi cu molecule capcana

(SpinTrap).
Reactiile de formare a radicalilor liberi generati de compusii OTe se pot scrie astfel:
OTe + DMSO - R’ + OTe + Produsi (de degradare) (D).
R’ + SpinTrap = R-SpinTrap (specie detectabild prin spectrometric RES) 2).

Drept agenti SpinTrap vor fi utilizati 5,5-dimethyl-pyrroline N-oxide (DMPO) si alpha-phenyl N-
tertiary-butyl nitrone (PBN). Vor fi analizate patru situatii, dupa cum urmeaza:

I. Compusii OTe in DMSO.

II. Compusii OTe in DMSO in prezenta radiatiilor electromagnetice din domeniul UV-Vis.

1. Compusii OTe in DMSO in prezenta apei oxigenate.

IV. Compusii OTe in DMSO in prezenta radiatiilor UV-Vis si a apei oxigenate.

A fost preparatd o solutie in DMSO amestecand a 40 pL solutie OTe (10 mM), 30 pL spin trap
(1.66 M) si 20 uL DMSO. Atunci cénd s-a studiat influenta apei oxigenate, ultima portie de 20 pL. DMSO
a fost substituitd cu un volum identic de apa oxigenata (30%). Solutia astfel preparata a fost injectata Intr-
un tub capilar de cuart cu volumul de 50 pL, diametrul intern de 1 mm si lungimea de 125 mm. Proba a
fost introdusa in cavitatea de rezonantd a spectrometrului RES (EMXplus X-band EPR spectrometer -
Bruker, Germany) care opereaza la 9.8 GHz. Cei patru compusi cu telur utilizati sunt reuniti in Tabelul 6.
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Intensitatea semnalului RES a fost masuratd ca Indltimea de la varf la varf a liniei adecvate a spectrului
RES a aductilor cu spin ai radicalilor liberi cu DMPO si PBN (R-DMPO’, R-PBN’). Pentru studiul
generdrii radicalilor prin iradiere UV-Vis a fost utilizatd o lampa cu puterea de 100 W, care emite In

intrevalul larg 200 — 2000 nm.

Tabelul 6. Structura si abrevierile compusilor organotelurici studiati.

Compound Structure

Name M.W.

Te258 508,06
Te261 536,12
Te264 552,12

Generarea radicalilor liberi in DMSO si in prezenta apei oxigenate.

Compusii OTe dizolvati in DMSO produc cantitati mici de radicali liberi in prezenta unui oxidant
ca apa oxigenatd, asa cum se observa in Figura 10. In acest tip de experiment, disocierea homolitica a apei
oxigenate ar putea face ca reactia de substitutie sa aibd o influentd majord in stabilirea raportului final

dintre radicalii liberi.

1
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Figura 10. Spectrele ESR ale radicalilor generati de compusii OTe in sistemul DMSO/H,0,
in prezenta DMPO (a) si respectiv PBN (b).

Ordinea valorilor intensititii semnalelor din spectrele inregistrare In prezenta apei oxigenate
(Figurile 10a, 10b) in sistemul DMPO/H,0, este Te261~Te264>>Te258, in timp ce in sistemul

PBN/H,0, este Te261>>Te258>T264.
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Generarea radicalilor liberi ai compusilor OTe in prezenta apei oxigenate si sub influenta

radiatiilor UV-Vis

Spectrele radicalilor formati prin iradiere UV-Vis in prezenta apei oxigenate (Figura 11le) sunt
complet diferite de spectrele inregistrate In absenta apei oxigenate, ceea ce Inseamna ca natura radicalilor
este diferitd. Probabil cad in prezenta apei oxigenate apar fenomene de oxidare a DMSO, dar si a unor
compusi OTe care conduc la formarea unor radicali noi. Abundenta radicalilor formati in prezenta apei
oxigenate este net superioara celei din esantioanele iradiate fara apa oxigenata.
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Figura 11. Spectrele ESR ale radicalilor formati de DMPO in prezenta compusilor Te261 (a),
Te264 (b), Te258 (c) si in absenta compusilor OTe (d) in DMSO in timpul iradierii cu radiatie
electromanetica din domeniul UV-Vis in prezenta apei oxigenate. Spetrele ESR ale compusilor OTe
dupa 40 minute de iradiere cu radiatii UV-Vis (e).
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In concluzie, radicalii liberi produsi cu contributia compusilor organotelurici au fost pusi in
evidenta cu ajutorul spectroscopiei de rezonanta electronicé de spin (RES), recurgand la doi captatori de
radicali, numite molecule ,,spin trap”, DMPO si PBN, capabili sa se transforme in radicali metastabili prin
reactie cu radicalii instabili. Profilul spectrelor RES ale radicalilor formati este particular speciei de
radical liber necunoscut care reactioneazia cu moleculele spin trap, astfel incat nu este posbild doar
semnalarea prezentei radicalilor liberi, ca in cazul spectroscopiei optice, ci si identificarea variatiei
compozitiei de radicali liberi in timp sau in functie de alte substante adaugate in sistem. in studiul de fata
a fost pusa in evidentd generarea de radicali liberi, fard identificarea speciilor radicalice prin simularea
spectrelor, subiect care va fi dezvoltat in etapa 2023 a proiectului.

DISEMINAREA REZULTATELOR STIINTIFICE OBTINUTE
in etapa 2022 a proiectului TM-Vector au fost publicate in 4 lucriri ISI, care au tratat
sinteza si caracterizarea intermediarilor de reactie si a AuNPs de generatie 1 (AuPEI-CD) si
caracterizarea compusilor mic moleculari pe baza de telur. De asemenea, au fost prezentate doua
conferinte si sase comunicari orale/postere la manifestari stiintifice nationale si internationale.

Lucrari ISI

1. Petreni A, lacobescu A, Simionescu N, Petrovici AR, Angeli A, Fifere A, Pinteala M, Supuran
CT. Carbonic Anhydrase inhibitors bearing organotelluride moieties as novel agents for
antitumor  therapy. Eur J Med Chem. 2022 Oct 3;244:114811.  doi:
10.1016/j.ejmech.2022.114811.

2. Dimofte A, Simionescu N, Petrovici A-R, Spiridon I. Probiotic Properties of Weissella confusa PP29
on Hibiscus sabdariffa L. Media. Fermentation. 2022; 8(10):553.
https://doi.org/10.3390/fermentation8100553.

3. Condurache M-I, Petrovici A-R, Simionescu N, Profire B-S, Confederat L-G, Bujor A, Miron A,
Profire L. Simultaneous Determination of Glibenclamide and Silymarin Released from Chitosan
Microparticles by HPLC-ESI-MS Technique: Method Development and Validation. Pharmaceutics. 2022;
14(10):2164. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14102164.

Participari la simpozioane / conferinte

1. Keynote speaker: Mariana Pinteala, Non-Viral Vectors-Based Polycations as Polyplexes for Gene
Therapy. Design and Characterization. International Chemistry Conference, June 27-29, 2022,
CEST.

2. Keynote speaker: Lilia Clima, Cationic Polymers Enclosed in Supramolecular Architectures
Aimed for Nucleic Acid Delivery International Chemistry Conference, June 27-29, 2022, CEST.

3. Adina Arvinte, Multimetallic Nanostructures for Electrochemical Sensing Applications, 19"
International Conference on Nanosciences and Nanotechnologies (NANOTEXNOLOGY 2022),
Thessaloniki, Grecia, 5 — 8 iulie 2022

4. B.F. Craciun, D. Peptanariu, M. Pinteala. Novel PEI-B-CD functionalized gold nanoparticles as
non-viral vectors for in vitro targeting of MCF-7 tumoral cells. XXXVIth National Chemistry
Conference (CNCHIM-2022), Calimanesti — Caciulata, Valcea, Romania, 04-07 October 2022;
Oral presentation

5. D. L. Bostiog, N. Simionescu, M. Pinteala. Multi-shell gold nanoparticles functionalized with
methotrexate for targeted therapy of breast cancer; 14™ International Conference on Physics of
Advanced Material (IPCAM-14), Dubrovnik, Croatia; 8-15 September 2022. Oral presentation.
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6. D. I Bostiog, B. F. Craciun, E. L. Ursu, D. Peptanariu, M. Pinteala. Investigations on the layer by
layer multi-shell gold nanoparticles functionalization for the development of effective non-viral
gene vectors; 7" International Congress on Biomaterials and Biosensors (BIOMATSEN), Mugla,
Turcia; 22-28 April 2022. Poster

7. D. L. Bostiog, C.M. Al-Matarneh, D. Peptanariu, M. Pinteala. Investigations on the layer by layer
multi-shell gold nanoparticles functionalization for the development of effective non-viral gene
vectors; Editia a XXXVI-a a Conferintei Nationale de Chimie, CNChim-2022, Calimanesti-
Caciulata, Romania; 4-8 October 2022. Poster

8. D. Bejan, S. Shova, 1. Rosca, A.I. Sandu, N.L. Marangoci; “Synthesis, structures and
characterization of novel N-hetrerocyclic ligands”; Editia a XXXVI-a a Conferintei Nationale de
Chimie, CNChim-2022, Calimanesti-Caciulata, Romania, 4-8 October 2022. Poster

Director proiect,
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