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Proiectul TM-Vector si-a propus proiectarea, dezvoltarea si evaluarea functionala a unui nou tip
de instrument (macro)molecular nanoparticulat, de tip miez-manta, cu miez din aur, numit in continuare
vector nonviral sau conjugat, care combina abilitatile de transport, eliberare si actiune farmacodinamica
pentru a oferi un sistem versatil de transport pentru acizi nucleici, medicamente ori radionuclizi, dotat
cu eficacitate, selectivitate si capacitate iTmbunatatita de eliberare sau marcare la tinta.

n cadrul acestui proiect au fost desfisurate, in principal, activitati pentru proiectarea, sinteza si
caracterizarea fizico-chimica si biologica a doua biblioteci de vectori nonvirali (I, Il), inclusiv testarea
acestora pentru aplicatii in terapia genica, eliberarea de medicamente la tinta si imagistica medicala. Au
fost avute in vedere si activitati support (lll), pentru elaborarea unor planuri experimentale adecvate.

I. Vectori nonvirali cu miez de aur functionalizati cu polietilen glicol (PEG) de diferite mase moleculare si
apoi post-functionalizati cu polietilenimina (PEl), aceasta din urma functionalizata cu grupari
glicozaminice (GA). Vectorii au fost (a) post functionalizati cu medicamente pentru transportul si livrarea
acestora la tinta; (b) complexati cu un plasmid pentru a demonstra capacitatea lor de a functiona drept
vectori destinati terapiei genice; (c) radiomarcati pentru a demonstra aplicabilitatea lor Tn imagistica
medicala.

Il. Vectori nonvirali cu miez de aur functionalizati cu PEI pre-functionalizatad cu ciclodextrina in vererea
atasarii la peptide de targetare specifice liniei celulare MCF7, considerata model pentru cancerul de san.
Dupa formarea poliplexului cu un plasmid specific, sistemul a fost testat in vitro si in vivo pentru a
demonstra eficacitatea acestuia in aplicatii de terapie genica.

I1l. Activitati suport, in vederea proiectarii adecvate a experimentelor cu vectori genici nonvirali.
Rezultatele obtinute au asigurat indeplinirea indicatorilor de rezultat, prezentati in tabelul de mai jos.


https://intelcentru.ro/tm-vector/

Indicatori propusi

Indicatori realizati

2021: O lucrare stiintifica. Participarea la minimum o
conferinta. WEB site TM-vectors. Raport de cercetare.
Protocoale de sinteza si caracterizare.

2021: Doua lucrari ISI. Doua conferinte key note speaker
si trei comunicari orale. Pagina WEB. Raport de cercetarg
ce include si protocoale de lucru.

2022: Doua lucrari stiintifice. Participari la conferinte si
simpozioane. Actualizarea paginii WEB. Raport de
cercetare. Protocoale de sinteza si caracterizare.

2022: Trei lucrari ISI. Doua conferinte key note speaker
sase comunicari orale si postere. Pagina WEB. Raport dg
cercetare ce include si protocoale de lucru.

2023: Trei lucrari stiintifice. Participari la conferinte si
simpozioane. Actualizarea paginii WEB. Raport de
cercetare. Protocoale de sinteza si caracterizare.

2023: Doua lucrari ISI publicate. 4 lucrari ISl in etapa
de evaluare (1/RSC, 1/CellPress, 1/Taylor & Francis,
1/Elsevier). O cerere de brevet. Cinci comunicari si

postere. Pagina WEB. Raport de cercetare care include
protocoale de lucru.

Raportul stiintific, prezentat in continuare, cuprinde pe scurt activitatile desfasurate conform Planului
propus de realizare al proiectului:

Planul de realizare al proiectului TM-vector. Etapa 2021.

Etapal

Activitatile incluse

Studii

preliminare, de
documentare si
experimentale,

A.1.1. Proiectarea si prepararea vectorilor nonvirali

A.1.1.1. Sinteza nanoparticulelor din aur (AuNPs) cu dimensiuni controlate si cu stabilitate
crescuta in medii apoase.

A.1.1.2. Conjugarea AuNPs cu un polimer cationic (CP) functionalizat cu ciclodextrind (CD).
A.1.1.3. Sinteza unor combinatii complexe ca potentiali fluorofori pentru obtinerea unor

prlv'lnd . complecsi de incluziune cu B-ciclodextrina.
proiectarea si - — . - -
) A.1.2. Caracterizarea fizico-chimica a intermediarilor de reactie si a AuUNPs
obtinerea .. - -
. A.1.3. Evaluarea preliminara in vitro a vectorilor nonvirali
vectorilor . . - . -
nonvirali cu miez A.1.3.1. Evaluarea in vitro a citotoxicitatii vectorilor nonvirali.
de aur de A.1.3.2. Evaluarea capacitatii de transfectie a poliplecsilor de tip Au-CP-CD-Plasmid/Peptid.
. A.1.4. Evaluarea functionalitatii vectorilor pe probe de sange animal
generatie I. - —— -
A.1.5. Managementul proiectului si diseminarea rezultatelor.
Planul de realizare al proiectului TM-vector. Etapa 2022.
Etapalll Activitatile incluse
A.2.1. Proiectarea si prepararea vectorilor nonvirali de generatie Il
A.2.1.1. Conjugarea NPs de aur cu PEG adecvat functionalizat de diferite mase moleculare (Au-
S-PEGi-X, ex. X: -COOH);
A.2.1.2. Conjugarea Au-S-PEGi-X cu polimer cationic (CP) functionalizat cu glucoxamina
(GA)(Au-S-PEGI-CP-GP);
Obtinerea si A.2.1.3. Incdrcarea conjugatelor Au-S-PEGi-CP-GP cu un plasmid sau alte molecule active

caracterizarea
fizico-chimica a
unei biblioteci de
vectori nonvirali
de generatie Il,
pentru testarea in
vitro/in vivo.

biologic (poliplecsii Au-PEGi-CP-GP-Plasmid/GP).

A.2.2. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor de aur de generatie Il

A.2.2.1. Caracterizarea fizico-chimica a precursorilor, si intermediarilor de reactie prin
metode avansate: NMR, ATR-FTIR, Raman, ESI-MS, MALDI-Tof/MS.

A.2.2.2. Caracterizarea vectorilor nonvirali in stare uscata, prin ATR-FTIR, NIR, Raman, XPS,
XRD, SEM/EDX, micro-ATR-FTIR, TG/DSC, SEM, TEM, AFM, spectroscopie de fluorescenta.
A.2.2.3. Caracterizarea vectorilor nonvirali in stare umeda: UV-Vis, DLS, fluorimetrie, micro-
ATR-FTIR, Cryo-TEM, Raman-AFM.

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

A.2.2.5. Investigarea capacitatii compusilor unimerici pe baza de telur (Te-AC) de a genera

radicali liberi, in vitro.




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 care au demonstrat proprietati
promitatoare dupa testarea lor in vitro.

A.2.5. Managementul administrativ al proiectului si diseminarea rezultatelor

Planul de realizare al proiectului TM-vector. Etapa 2023.

Etapa lll Activitatile incluse
A.3.1. Proiectarea si prepararea vectorilor nonvirali
A.3.1.1. Inc3rcarea conjugatelor AuPEI-CD cu un plasmid sau cu molecule biologic-active si
peptide functionale. Poliplecsi AuPEI-CD-peptid/Plasmid pentru terapia genica.
A.3.1.2. Incarcarea conjugatelor Au-PEG-PEI-GA cu un plasmid pentru transfectia celulelor
Obtinerea si tumorale de san.

caracterizarea
fizico-chimica a
unei biblioteci
de vectori
nonvirali.
Testarea
functionalitatii
vectorilor
nonvirali de
generatie | prin
teste in vivo.

A.3.1.3. Incarcarea conjugatelor Au-PEG-PEI-GA cu metotrexat cu proprietati antitumorale.
A.3.1.4. Radiomarcarea conjugatelor Au-PEG-PEI-GA pentru diagnostic.

A.3.1.5. Studii de formare a complecsilor de incluziune ciclodextrind/medicament.

A.3.1.6. Studii electrochimice a nanoparticulelor de Au electrodepuse pe diferite materiale 2D

A.3.2. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor de aur, a conjugatelor Au-S-PEGi-CP-
CD si a poliplecsilor Au-PEGi-CP-CD-Plasmid/Peptide

A.3.2.1. Investigarea la scara nanometrica a vectorilor nonvirali in vitro, in fluide biologice
simulate.

A.3.3. Evaluarea preliminara in vitro a vectorilor nonvirali
A.3.3.1. Proiectarea unei terapii pentru tratarea cancerului cu pro-medicament incarcat in
vectorul nonviral sintetizat.

A.3.4. Confirmarea functionalitatii vectorilor nonvirali sintetizati, prin teste in vivo
A.3.4.1. Testarea in vivo a functionalitatii sistemelor complexe care au demonstrat proprietati
promitatoare dupa testarile in vitro.

A.5. Managementul administrativ al proiectului si diseminarea rezultatelor

Prezentarea rezultatelor proiectului

I. Vectori nonvirali cu miez de aur functionalizati cu polietilen glicol (PEG) de diferite mase
moleculare si apoi post-functionalizati cu polietilenimina (PEI, polimer cationic) pre-functionalizata cu
grupari glucozaminice (GA) (vectorii Da si Db, conform Schemei 1). Stabilirea protocolului de lucru s-a
realizat pe parcursul Etapei 11/2022, prin sinteza unor biblioteci de compusi pentru a elabora metoda de
sinteza care asigura reproductibilitatea produsilor de reactie. Structura chimica a fost demonstrata prin
spectroscopia FTIR, care a evidentiat picurile caracteristice fiecarui vector studiat. Spectrele UV-Vis au
pastrat rezonanta plasmonului de suprafata intre 520 si 528 nm (domeniu specific nanoparticulelor din
aur) Tn toate etapele de reactie. Adaugarea succesivd a straturilor polimerice induce o deplasare
batocroma. Culoarea rosu-rubiniu s-a pastrat in toate etapele de reactie. Histogramele DLS au evidentiat
ansambluri uniforme, cu o tendinta clard de crestere a diametrului hidrodinamic odata cu cresterea
lungimii lantului lateral atasat nanoparticulelor de aur. Tn cazul vectorului Da, diametrul hidrodinamic
madsurat prin tehnica DLS a fost de 324 nm, cu un potential zeta de 19,2 mV. Pentru vectorul Db (cu lant
PEG mai scurt in comparatie cu lantul PEG din Da) diametrul hidrodinamic este de circa 242 nm, iar
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potentialul zeta de 21,5 mV. Valorile potentialului zeta atesta faptul ca sistemele prezinta stabilitate

coloidala.
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Evaluarea in vitro a biocompatibilitatii si citotoxicitatii celor doua sisteme (Da si Db) asupra
fibroblastelor gingivale umane (HGF) a aratat faptul ca nanosistemele sunt biocompatibile, neafectand
viabilitatea celulelor la concentratiile testate.

Testele in vivo pe soareci BALB/c au permis determinarea dozelor toxicitatii acute (DLsg ), care au
fost de 1,9 mg/soarece pentru Da, respectiv de 6 mg/soarece pentru Db. Pe parcursul perioadei de
monitorizare, animalele supravietuitoare din ambele loturi nu au prezentat modificari comportamentale
sau semne de toxicitate. Dupa determinarea toxicitatii la doze repetate ale celor doi vectori, nu s-au
observat modificari de comportament, diferente de greutate corporald sau alte semne de toxicitate
clinicd tarzie. Soarecii si-au pastrat interesul pentru hranda si apa pe parcursul celor 7 zile de
monitorizare, iar examenul histopatologic pe ficat si rinichi a relevat faptul ca administrarea acestora a
indus modificari patologice de stadiu incipient.

(Detalii asupra conditiilor de reactie pentru prepararea vectorilor, precum si detalii legate de
caracteristicile lor fizico-chimice si biologice au fost prezentate in Etapa 2022).

Sistemele Da, Db si Dc (Schema 1) au fost post-functionalizate adecvat in functie de aplicatia
dorita:

I.1. Tn terapia genica (Etapa 1/2022 si Etapa 11l/2023): sistemele AuNP-PEG-PEI-GA au fost complexate
cu plasmidul pCS2+MT-Luc (5991 bp), formand poliplecsii corespunzatori.

Capacitatea vectorilor de a complexa acizii nucleici a fost testata prin electroforeza pe gel de
agaroza, in solutii de fluid biologic simulat cu diferite concentratii. Din studiile electroforetice, cei doi
vectori formeaza poliplecsi prin complexarea plasmidului la valori diferite ale concentratiei vectorilor.
Vectorul Da complexeaz total plasmidul la o concentratie de 8-10° M, in timp ce vectorul Db asigurd o
impachetare total3 a plasmidului la concentratia de 810" M (concentratia plasmidului: 1pg/pL).

Testele de Citotoxicitate (testul CellTiter-Glo) si transfectie (testul Bright Glo Luciferase) aplicate
vectorilor Da si Db la 48 ore pe linia celulara Hela, au aratat ca acestia nu prezinta citotoxicitate pentru
concentratii mai mici de 1200 pM aur si ca asigura o transfectie eficienta la concentratii mai mici de 800
UM aur pentru Da si respectiv de circa 2000 uM aur pentru Db. Tn etapa 2023 s-a demonstrat (prin teste
de protectie la degradarea enzimatica in prezenta deoxiribonucleazei, care catalizeaza scindarea
hidrolitica a legaturilor fosfodiesterice din compozitia ADN) faptul ca plasmidului inglobat in vectorii
nonvirali nu este expus degradarii.



in concluzie, studiul derulat in perioada 2022-2023 a concluzionat faptul ¢ sinteza sistemelor
Dasi Db (Schema 1) este reproductibild, respectivele sisteme putand fi utilizate in terapia genica tintitd a
celulelor tumorale consumatoare de zaharuri. Metoda de sinteza a vectorilor Da si Db este original3,
produsele asigurand o eficientd ridicatd in impacheta AND-ului plasmidic. Tnvelisul lor polimeric confer
o buna protectie genelor transferate. Sistemele prezinta o buna biocompatibilitate, toxicitate in vitro
scazuta pe linia celulara HGF (non-tumorald) si toxicitate in vivo scazuta dupa administrarea
intravenoasa la soareci. Vectorii propusi pot reprezenta o alternativa pentru transportul si livrarea
materialului genetic in celulele canceroase, cu efecte negative minime asupra celulelor sanatoase, la un
raport N/P mic (concentratia azot in vector/ concentratia fosfor in ADN), fapt care ii recomanda pentru a
fi studiati in continuare in scopuri clinico-terapeutice.

I.2. Proiectarea unei terapii pentru tratarea cancerului cu pro-medicament incarcat in vectorii
nonvirali Db si Dc (prezentati in Schema 1) (Etapa 11/2022 si Etapa 111/2023)

fn acest studiu s-a ales drept pro-medicament metotrexatul (MTX), un antagonist al acidului
folic, utilizat Tn terapia cancerului. Metotrexatul are o solubilitate scazuta in medii apoase si prezinta o
permebilitate scazuta in piele. Aceste deficiente pot fi atenuate prin utilizarea sistemelor de livrare a
medicamentelor, inclusiv a nanoparticulele de aur adecvat functionalizate. Din aceste considerente,
conjugatele Db care au dovedit citotoxicitate scazuta asupra fibroblastelor non-tumorale au fost
functionalizate prin legarea covalentd cu metotrexat (Db-MTX; Schema 1). Pentru a pune in evidenta
influenta prezentei/absentei polietileniminei (PEI) asupra proprietatilor biologice au fost sintetizate si
conjugate cu miez din aur functionalizate doar cu PEG si PEG-GA (produsul Dc; Schema 1), care au fost
apoi functionalizate covalent cu MTX (Dc-MTX; Schema 1). Vectorii nonvirali Db si Dc expun pe suprafata
nanoparticulelor grupari aminice capabile sa interactioneze cu gruparile carboxilice din structura
metotrexatului. Confirmarea structurii chimice si a morfologiei s-au realizat prin spectroscopie UV-Vis,
spectroscopie FTIR, DLS si STEM. Imaginile STEM au relevat faptul ca sistemele investigate prezinta o
morfologie sferica si au diametre de circa 16 nm. Analiza DLS indica valori ale potentialului zeta de 39
mV pentru Dc si de 15 mV pentru Db, confirmand faptul ca nanoparticulele prezinta o buna stabilitate
coloidala si atunci cand poseda pe suprafata grupari aminice.

Urmare prezentei lanturilor de PEl pe suprafata lor, vectorii nonvirali Db-MTX (Schema 1) pot
condensa un plasmid, iar urmare atasarii prin legaturi esterice a MTX la suprafata acestora, compusul
farmacologic-activ poate fi eliberat, cu refacerea structurii initiale a vectorului, sub actiunea enzimelor
esterazice. Se asigurd asadar un dublu effect therapeutic: livrarea concomitenta de gene si de principii
farmacologic-active catre celulele tintite (prin doua mecanisme distincte, respectiv condensarea
electrostatica de ADN si legarea covalenta a medicamentelor si a glucozaminei).

Evaluarea in vitro a citotoxicitatii (testul MTT) si a actiunii antioxidante (testul DPPH) in cazul
conjugatelor Db (AuNP-PEG-PEI-MTX) si Dc (AuNP-PEG-MTX) (Schema 1) (Etapa 11/2022 si Etapa
111/2023)

Testele de citotoxicitate (MTT) asupra fibroblastelor gingivale umane (HGF), indica faptul ca
vectorii Db (AuNP-PEG-PEI-MTX) si Dc (AuNP-PEG-MTX) nu afecteaza viabilitatea celulelor Ia
concentratiile testate (Figura 6). Asupra liniei celulare MCF7 (de cancer mamar) vectorii in cauza induc
efecte citotoxice cu eficacitate mai ridicata decat MTX liber, la aceleasi concentratii ale MTX. Testului
DPPH a demonstrat faptul ca sistemele studiate prezinta o activitate antioxidanta marita comparativ cu
MTX liber, in ordinea: Dc > Db >> MTX.



In concluzie, coroborand rezultatele obtinute, s-a evidentiat faptul c3 sistemul care are in
compozitie numai lanturi de PEG functionalizate cu MTX si unitati de glucozamina prezinta activitati
antitumorale si antioxidante marite atat fata de sistemul cu PEl, cat si fata de MTX liber. Activitatea
antitumorald globald a conjugatului Db (AuNP-PEG-PEI-MTX) este sporita de abilitatea de transfectare a
plasmidelor vehiculate. Acest fapt a fost pus in evidenta prin testele de transfectie pe linia celulara Hela,
utilizand un plasmid ce produce o proteina fluorescenta (pCS2+NLS+eGFP).

1.3. Proiectarea vectorilor nonvirali pentru imagistica medicala PET si SPECT (Etapa 11//2023)

Cererea de produse radiofarmaceutice usor accesibile si adecvate bolilor particular vizate este
una dintre cele mai persistente preocupari in medicina de precizie ce face apel la imagistica nucleara.
Vectorii nonvirali AUPEG-PEI si AUNP-PEG-PEI-GA includ in compozitia lor componente versatile, ce pot fi
functionalizate Tn mod nuantat, cum sunt (i) miezul biocompatibil nanoparticulat din aur, (ii) prezenta
PEl la periferia nanoparticulei (asigurdnd captarea radioizotopilor), (iii) prezenta secventelor de
glucozamina (care asigura acumularea vectorilor in zonele cu consum mare de glucoza) si (iv) prezenta
PEG Tn manta (fapt care sporeste biocompatibilitatea si stabilitatea coloidala a vectorilor in fluidele
biologice). in virtutea acestor particularititi compozitionale si functionale considerdm c& vectorii
dezvoltati sunt apti testarii pentru aplicatii in imagistica SPECT si PET.

Conjugatele AuPEG-PEI si AuNP-PEG-PEI-GA obtinute au fost radiomarcate cu ~"'Tc (pentru
SPECT) sau ®®Ga (pentru PET). Biocompatibilitatea conjugatelor nemarcate si marcate a fost evaluat
asupra fibroblastelor non-tumorale, iar randamentul de radiomarcare al vectorilor s-a determinat prin
tehnica cromatografiei instantanee in strat subtire.

Materialele multimodale nou dezvoltate au prezentat o biocompatibilitate buna si o capacitate
excelenta de radiomarcare, oferind perspective remarcabile pentru utilizarea ca radiotrasori in
imagistica SPECT si PET. Potentialul promitator al utilizarii acestor agenti ca instrumente de diagnostic in
evaluarile in vivo ulterioare a fost demonstrat prin biocompatibilitatea in vitro pe fibroblaste normale.

99m:

Il. Vectori nonvirali cu miez de aur functionalizati cu polietilenimina ramificata, pre-functionalizata cu
unitati de B-ciclodextrina (AuPEI-CD; Schema 2) (Etapa I/2021 si Etapa 11/2023).

Urmare studiilor efectuate Tn etapa 2021, in care s-au evaluat procedeele de sinteza regasite in
literatura de specialitate (detalii furnizate in raportul stiintific din Etapa 1/2021), in etapa 2023 am optat
ca, pentru obtinerea conjugatelor AuPEIl functionalizate cu B-ciclodextrind (B-CD), sa aplicam o metoda
de sintezd modificatd propusa de Forrest® si Pun® in care masa moleculard a polietileniminei ramificate
(bPEl) a fost de 25kDA. Prima etapa a sintezei a constat in functionalizarea bPEl cu unitati de
ciclodextrina, prin reactia dintre mono-6-O-(p-toluensulfonil)-B-ciclodextrinei (sintetizatd in prealabil,
raport Etapa 1/2021) cu bPEI in DMSO. Amestecul de reactie a fost agitat sub atmosfera inerta timp de
72 ore la 70°C iar produsul de reactie a fost separat prin centrifugare, spilare cu aceton3, resolubizare in
apa, urmata de filltrare pe filtru Amicon Ultra-15, cu MWCO 10.000 Da. Din spectrele *H-RMN s-a
determinat un raport molar B-CD/bPEI=26.



AuPEI-5-CD NPs

AUPEI-j-CD-Pep NPs / ADN

AuPEI--CD-Pep NPs
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Schema 2. Sumarul grafic al prepardrii nanoparticulelor AuPEI-CD-Pep si a poliplecsilor derivati.

A doua etapa de sinteza a constat in prepararea conjugatelor AuPEI-B-CD. Peste o solutie apoasa
a acidului cloroauric (HAuCl, - 3H,0) s-a adagat, prin picurare si agitare la temperatura camerei, o
solutie apoasa a bPEI-B-CD, pentru a se obtine un raport masic HAuCl,/ bPEI-B-CD de 1:4 g/g. Amestecul
rezultat a fost iradiat 2,5 minute intr-un cuptor cu microunde, pana la virajul culorii spre rosu. Produsul
solid a fost recuperat prin filtrare pe un filtru Amicon Ultra-15 cu MWCO 50.000 Da, rezultand o masa
vascoasa, de culoare rosie. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor a fost realizata prin UV-Vis,
FTIR, TGA SEM, TEM, DLS. Conform aceluiasi protocol s-au obtinut si nanoparticule de aur cu manta din
bPEI nemodificat (AuPEI-PEI).

A treia etapa de sinteza a constat in functionalizarea peptidului WXEAAYQRFL (Chempeptide
Ltd., Shanghai, China), specific pentru tintirea celulelor MCF7 (de cancer mamar), prin cuplarea acestuia
in solutie apoasa cu 1-adamantilamina (Ad), in raport molar 1:1, prin intermediului ligantului 3-(2-
piridilditio)propionat de polietilenglicol-succinimidil (PEG12 SPDP). Amestecul de reactie a fost mentinut
sub agitare timp de 24 h la temperatura camerei, apoi a fost centrifugat, iar supernatantul (ce contine
produsul de rectie) s-a utilizat Tn continuare ca atare. Structura chimica a produsului de reactie a fost
pusd in evidenta prin MALDI-Tof (matrice DHB), rezultdnd un raport m/z de 2705, corespunzator
compusului vizat.

Imaginile TEM au indicat o morfologie sferica a conjugatelor, cu diametrul mediu de circa 10 nm.
Se remarca si prezenta unui numar redus de nanoparticule cu dimensiuni mai mari, rezultate in urma
agregarii, fapt care conduce cresterea polidispersitatii sistemului. Totusi, valorile de circa 53 mV
determinate pentru potentialului zeta al nanoparticulelor indica o buna stabilitatea a acestora in fluidele
biologice, neafectata de formarea agregatelor.

Tn ultima etapd a testdrilor, nanoparticulele AuPEI-B-CD au fost incubate timp de 24 ore cu
peptidul functionalizat cu adamantil, dupa care a fost adagat plasmidul pCS2+MT-Luc, in raport N (azot
din conjugat) : P (din plasmid) de 1 : 50 (determinat din studiile de electroforeza), iar amestecul rezultat
a fost incubat la temperature de 25°C, timp de 30 min (Schema 2). in urma efectudrii testului de
protectie la degradarea enzimatica cu deoxiribonucleaza s-a constatat faptul ca plasmidul pCS2+MT-Luc,
inglobat in vectorii nonvirali, nu este supus degradarii enzimatice (Figura 17).

Testele MTT pentru evaluarea citoxicitatii vectorilor AuPEI-f-CD, AuPEI-f-CD-pep si complexului
AUPEI-f3-CD-pep [/ pCS2+MT-Luc (numit in continuare poliplex) pe celule Hela si pe ceulele de interes
MCF7 (cancer de san) au aratat ca citoxicitatea este buna si acceptabila (>70%) pentru poliplecsii
formati, in timp ce vectorii necomplexati cu plasmid prezinta o citotoxicitate mai mare fata de celulele
testate. Valorile relativ mari ale citotoxicitatii pe celulele HelLa si MCF7 sunt contrazise de testele in vivo
(prezentate in cele ce urmeaza) deoarece administrarea acestora pe soareci nu a produs efecte negative
asupra organelor investigate. Testele privind capacitatea de transfectie indica faptul ca poliplexul AuPEI-



P-CD-pep/pCS2+MT-Luc prezinta o capacitate de transfectie mult mai mare fata de celulele MCF7,
putandu-se concluziona ca acesta asigura specificitatea necesara in pransfectarea celulelor MCF7.

Testarea in vivo a fost efectuata de catre un colectiv din cadrul Univeristatii de Stiintele Vietii,
“lon lonescu de la Brad” din lasi, in conformitate cu directiva UE 63/2010, iar toate procedurile
experimentale au fost aprobate de Comitetul de Etica al Universitatii (aviz nr. 404/18.07.2023). Testele
in vivo au facut obiectul Contractului de prestdri servicii pentru proiecte de cercetare, nr.
1333/3.04.2023, incheiat intre Institutul de Chimie Macromoleculard “Petru Poni” si Univeristatea de
Stiintele Vietii “lon lonescu de la Brad”.

Testarea in vivo a poliplexului AUPEI-CD-Pep/pCS2+NLS-eGFP

Animalele utilizate in studiu au fost soareci CD1, achizitionati de la Institutul Cantacuzino
Bucuresti, statiunea Baneasa — femele in varsta de 8 saptamani. Aclimatizarea animalelor s-a facut in
conditii identice de temperatura (25°C) si umiditate (60 %), cu acces permanent la apa (ad libitum) si
hrana, iar ciclul lumina/intuneric asigurat a fost de 12 ore. Cazarea animalelor s-a facut in custi de
policarbonat autoclavabile de 1500 cm?, aproximativ 300 cm?/soarece. Animalele au dispus de hrani
standardizata — Institutul Cantacuzino.

Pentru experiment s-au utilizat plasmidul pCS2+NLS-eGFP , vectorul de transfectie AUPEI-CD-Pep
si celulele MCF7. Plasmidele mentionate contin genele reporter pentru green fluorescent protein, iar
concentratia Tn ADN si gradul de puritate au fost determinate spectrofotometric cu ajutorul unui
spectrofotometru de microvolum (Denovix), prin masurarea absorbtiei la 260 nm si prin calcularea
raportului absorbtiilor la 260 si 280 nm.

Rezultatele testarii vectorului nonviral AuUPEI-CD pe soareci BALB/c au aratat cd acesta este non-
toxic si nu induce modificari ale parametrilor evaluati la doza repetatd de 500 mg/kg. Asadar, vectorul
AUPEI-CD nu a afectat sanatatea animalelor utilizate in studiu. Acest rezultat ne-a permis sa continuam
studiul prin administrarea de poliplecsi AuPEI-CD-Pep/pCS2+NLS-eGFP (Pep: peptid specific pentru
targetarea celulelor tumorale MCF7; plasmida utilizata: pCS2+NLS-eGFP capabila sa induca exprimarea
proteinei fluorescente) soarecilor carora li s-au administrat in prealbil cellule tumorale MCF7. Studiile de
bioluminiscenta au aratat ca poliplecsii transfecteza celulele MCF7, fapt care recomanda vectorul AuPEl-
CD pentru aplicatii in terapia genica. Studiile se afla momentan in curs de derulare, vectorii testandu-se
pe animale cu tumori induse.

lll. Activitati support:

l1.1. Sinteza si caracterizarea unor combinatii complexe cu metale rare, ca potentiali fluorofori pentru
obtinerea unor complecsi de incluziune ai B-ciclodextrinei (detaliile sunt prezentate in raportul Etapei
1/2021).

ll.2. Studii preliminare referitoare la acoperirea particulelor de aur cu invelis de retele
supramoleculare de ciclodextrine (detaliile sunt prezentate in raportul Etapei 1/2021).

111.3. Caracterizarea unor combinatii complexe pe baza de telur, ca potentiali furnizori de radicali liberi
in tesutul tumoral (detalii sunt prezentate in raportul Etapei 11/2022).

lll. 4. Sinteza si caracterizarea compusilor de incluziune ibuprofen/B-ciclodextrina. Caracterizare fizico-
chimica si evaluarea profilului de eliberare in vivo a medicamentului (Etapa 2023).



l11.5. Obtinerea agregatelor supramoleculare de nanoparticule din aur compacte, cu spectru larg de
absorbtie in domeniul vizibil, destinate aplicatiilor de fototermie (Etapa 111/2023).

I1l.6. Electrodepunerea de nanoparticule de aur si aplicarea electrozilor modificati in detectia
electrochimica a nitritului din ape (Etapa 111/2023).

DISEMINAREA REZULTATELOR STIINTIFICE

Rezultatele derularii proiectului TM-Vector au fost publicate in reviste cotate ISI, astfel: sapte
articole publicate, patru articole in evaluare (trimise spre publicare la editurile RSC, CellPress si Taylor &
Francis, Elsevier) si o cerere de brevet. De asemenea, au fost prezentate: in Etapa 1/2021 doud
conferinte si trei comunicari orale; in Etapa 11/2022 doua conferinte si sase comunicari orale/postere, iar
in Etapa 111/2023 4 conferinte si 1 poster la manifestari stiintifice nationale si internationale. Conferintele
/ comunicarile / posterele pentru etapele 1/2021 si 11/2022 se regasesc in rapoartele Etapelor 1/2021 si
11/2022, iar pentru Etapa 111/2023 sunt prezentate mai jos. in etapa 2023 s-a realizat si un stagiu de
cercetare de scurta durata, la Institutul Ilie Murgulescu, Bucuresti, pentru training in problematica
rezonantei electronice de spin.
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Participari la conferinte nationale si internationale in Etapa 111/2023

1. loan-Andrei Dascalu, Manuela Calin, Cristina Mariana Uritu, Mariana Pinteala. Design and
Characterization of Nanocarriers for Gene Therapy based on Polycations as Polyplexes. The 12th
World Gene Convention-2023 (WGC-2023), 9-11 lanuarie 2023, Sapporo, Japonia — prezentare orala.
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Role of Nanoparticles and Radiotracers. STEPI12 - Polyimides & High Performance Polymers, 4-
7.06.2023, Montpellier, France — prezentare orala.
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Stagiu de cercetare:
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Director proiect,

Dr. Mariana Pinteala
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