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INTRODUCERE

inca din anul 1944, an in care Avery si colaboratorii au demonstrat faptul ca acidul
dezoxiribonucleic (ADN-ul) codifica informatii genetice umane?!, au fost publicate numeroase
informatii genetice pretioase, dar o adevarata revolutie geneticd a fost produsa in anul 1953, cand
Watson si Crick?, au publicat structura dublu-elicoidald a ADN-ului, elucidand totodatd si
mecanismul prin care ADN-ul isi atinge tinta din interiorul nucleului celular fara a fi degradat de
ADN-aza. Aceste informatii pretioase au condus la intelegerea unor mecanisme de aparitie ale
tulburarilor umane, precum si la dezvoltarea unor noi metode de tratament, inclusiv terapia
genica.? Totusi, in epoca post-genomicd existd provocdri majore, in special acelea de a intelege
functiile moleculelor biologice importante.

Terapia genica poate fi definitd ca o tehnica care se ocupd cu tratarea unor boli grave
(dobandite sau ereditare) prin rectificarea cauzelor genetice, fie prin inlocuirea genelor defecte cu
gene sinitoase, fie prin completarea genelor lipsd.* Notiunea de terapie genicd provine de la
termenul de ,,inginerie genetica” care a fost postulat in 1932 in Ithaca in cadrul celui de ”al VI-lea
Congres International de Genetica”.5 Tn terapia genica sunt folosite mai multe tipuri de material
genetic, cum ar fi ADN dublu-catenar, ADN mono-catenar sau ADN plasmidic.® Succesul terapiei
genice depinde 1n cea mai mare parte de certitudinea ca gena terapeutica este internalizata in celula
fard a fi biodegradata. Insa, este cunoscut faptul ci ADN-ul este sensibil la nucleaza din mediul
biologic, iar natura polianionica hidrofild a macromoleculei de ADN si dimensiunea mare a
acestuia mpiedicd penetrarea pasivi a membranei celulare.> Din acest motiv ADN-ul trebuie
asociat cu sistemul de livrare sau cu vectorul ce transporta gena terapeutica in celula tinta,
protejand gena de degradarea provocatd de nucleaze si sa existe certitudinea cd aceasta
transfecteaza in interiorul celulei.”

Contributiile semnificative din cercetare aduse in domeniul terapiei genice au ajutat la
elucidarea avantajelor si dezavantajelor in utilizarea sistemelor de vectori pentru livrarea si
eliberarea materialului genetic. Astfel, au fost puse in evidentd componentele esentiale din
componenta unui vector optim, care si prezinte eficientd de transfectie ridicata, citotoxicitate
redusa si o buna capacitate de internalizare celulara.

Avéand la bazd aceste considerente, in cadrul prezentei teze de doctorat intitulatd
»Conjugate pentru transport si eliberare de gene si medicamente”, a fost urmarita obtinerea
si optimizarea unor sisteme de vectori non-virali dinamici pentru transportul si eliberarea de gene

si medicamente, tintire celulara specifica si imagistica celulara prin fluorescenta.



Tn prima parte a tezei de doctorat, Capitolul I, este prezentat un studiu de literaturd ce
are la baza atat principiul fundamental al terapiei genice, cat si studiile actuale privind sistemele
de vectori si aplicabilitatea acestora in domeniul biomedical. De asemenea, sunt prezentate Tn
detaliu mecanismele de internalizare celulara ale materialului genetic livrat de vector.

Partea a doua a tezei de doctorat este structuratd pe doua capitole (Capitolele 11 si 111) si
prezintd contributiile personale cu privire la obtinerea, optimizarea si caracterizarea fizico-chimica
a sistemelor de vectori non-virali, cat si rezultatele biologice obtinute in urma testarior in vitro.
Astfel, vor fi prezentate Tn detaliu: (a) sinteza derivatilor de scualena in vederea determinarii
proprietatilor biologice cu privire la utilizarea acestora in proiectarea si optimizarea unor sisteme
de vectori non-virali, precum si evaluarea capacitatii de inhibitie a unor derivati asupra unor
izoforme de anhidraza carbonicd umana (Capitolul 11); (b) proiectarea, obtinerea, optimizarea si
caracterizarea fizico-chimica a unor librarii de vectori non-virali pe baza de scualend PEG-ilata
(Mpec=1.5 kDa). In functie de aplicabilitatea acestora, utilizand ca structurd de bazi scualena
PEG-ilata, au fost obtinute 3 librarii de vectori ce contin: (i) 1,3,5-triformilbenzen, PEG diaminat
de diferite mase moleculare (1.5, 2 si 3 kDa) si bPEI cu masa moleculara de 0.8 kDa (livrare de
material genetic). De asemenea, vectorul non-viral cu cele mai bune proprietati biologice a fost
functionalizarea cu un peptid adecvat pentru livrare si tintire celulard specificd; (ii) aldehida
glutarica si bPEI cu masa moleculard de 25 kDa (livrare de material genetic); (iii) derivati de p-
fenol dicarbonilici si bPEI cu mase moleculare de 0.8 si 2 kDa (livrare si imagistica celulard prin
fluorescentd) (Capitolul I11). in componenta fiecirui subcapitol din partea de rezultate proprii se
regasesc obiectivele studiului, justificarea importantei abordarii temei ce este propusad spre
dezvoltare, descrierea experimentului (inclusiv a metodelor de sintezd), caracterizarea fizico-
chimica, rezultatele obtinute in urma testarilor biologice in vitro. De asemenea, fiecare subcapitol
are in incheiere concluziile aferente fiecarui studiu si partea experimentala.

Capitolul 11 prezinta o metoda eficientd de obtinere a derivatilor de scualena ce contin
grupari aldehidice, carboxilice sau unitati de PEG (-PEG-NH2). Acestia au fost caracterizati
structural utilizand spectroscopia RMN (*H si 13C). Tn cazul derivatului cu unititi de PEG a fost
determinata stabilitatea hidrolitica, concentratia criticd micelard, precum si abilitatea de a forma
micele in medii apoase. Concentratia criticd micelarda a fost determinatd prin inregistrarea
spectrelor de fluorescenta ale solutiilor apoase ce contin piren, utilizat drept fluorofor. Morfologia,
dimensiunea si polidispersitatea micelelor au fost determinate prin TEM. De asemenea, utilizand
testul MTS de citotoxicitate in vitro pe linia celularda NHDF a fost determinata biocompatibilitatea

scualenei PEG-ilate. in urma acestor experimente a fost confirmati obtinerea unui derivat de
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scualend ce poate fi propus pentru obtinerea de sisteme cu potentiale aplicatii in transportul de
gene si medicamente in diferite tipuri de celule.

Tntr-un alt studiu al Capitolului Il este prezentati sinteza si caracterizarea seriei de derivati
pe baza de scualend ce au fost obtinuti prin formarea legaturilor amidice intre componentele
sistemului final, plecdnd de la acidul scualenic si diferiti derivati de cumarina sau
benzensulfonamide. Caracterizarea compusilor rezultati a fost realizatd prin intermediul
spectroscopiei RMN, spectrometriei de masa si analiza elementala. De asemenea, sunt prezentate
rezultatele obtinute dupa evaluarea in vitro a derivatilor de scualena obtinuti pentru determinarea
profilului de inhibare a unor izoforme de anhidrazd carbonica umana, utilizand tehnica in flux
oprit. Derivatii de scualena au prezentat o selectivitate ridicata si un profil de inhibare excelent
Tmpotriva izoformei hCA 1II fata de celelalte izoforme utilizate, cat si valori ale constantei de
inhibitie mult mai bune decat ale compusilor de plecare. Rezultatele obtinute sunt promitatoare,
recomandand derivati sintetizati ca potentiali candidati in studiile preclinice ale glaucomului sau
ale afectiunilor conexe in care hCA II este implicata.

Capitolul 11, asa cum a fost mentionat anterior, cuprinde 4 studii individuale. Primul
dintre acestea descrie proiectarea si sinteza unei librarii de vectori non-virali dinamici ce poseda
compozitie variabila, formata din scualena PEG-ilata, nucleul de 1,3,5-triformilbenzen, H2N-PEG-
NH2 cu trei mase moleculare diferite (1.5, 2, si 3 kDa) si polietilenimina ramificatd cu masa
molecularda mica (0.8 kDa). Caracterizarea morfologicd a vectorilor obtinuti a demonstrat
obtinerea unor particule cu dimensini mici datorita aparitiei interactiunilor sterice intre moleculele
din componenta sistemelor finale. In urma testarilor biologice in vitro pe celule Hela, a fost

observatd o crestere a eficientei de transfectie odatd cu cresterea continutului de PEG, cét si o

Cel de-al doilea studiu, prezentat in Capitolul 111, a avut la baza investigarea proprietatilor
biologice a unor sisteme de vectori non-virali dinamici pe bazd de scualena PEG-ilata, aldehida
glutaricd si polietilenimina ramificatd cu masa moleculard de 25 kDa. Vectorii non-virali au fost
caracterizati din punct de vedere morfologic prin TEM, iar in urma acestui studiu a fost observata
capacitatea compusilor sintetizati de a forma structuri sferice de tip ,,nucleu-invelis”. De
asemenea, a fost determinata abilitatea vectorilor de a complexa pCS2 prin electroforeza pe gel de
agarozd. Au fost realizate testari in vitro de determinare a citotoxicitatii si a eficientei de transfectie
pe celule HeLa, in urma carora a fost demonstrat faptul cd acestea sunt dependente de cantitatea

de bPEI-25kDa, cat si de raportul N/P utilizat. Acest studiu a determinat recomandarea utilizarii



cu succes a bPEI-25kDa in obtinerea sistemelor constitutionale dinamice ce pot fi utilizati ca
vectori non-virali pentru transportul si transfectia acizilor nucleici.

Cel de-al treilea studiu prezentat in Capitolul Il are ca obiectiv conjugarea cu peptida
DP18 a vectorului pe baza de scualena PEG-ilata, nucleul de 1,3,5-triformilbenzen, H2N-PEG-
NH2 cu masa moleculard de 1.5 kDa si polietilenimina ramificatd cu masa moleculard mica (0.8
kDa), fiind sistemul cu cele mai promitatoare proprietati biologice, din cadrul primului studiu din
acest capitol, in vederea tintirii celulare specifice. in urma acestui studiu a fost observat faptul ci
prin conjugarea sistemului cu peptida DP18 se imprima o specificitate in tintirea liniei celulare
tumorale MCF?7.

Tn ultimul studiu al Capitolului 111 a fost obtinuti o librarie de vectori non-virali cu
proprietati emisive in solutii apoase. Compozitia librariei de vectori este diferita atat prin
substituentii de la nivelul nucleului fluorescent, cat si prin masa moleculara a policationului bPEI
(0.8 kDa sau 2 kDa). in urma caracterizirii morfologice prin SEM a rezultat faptul ca vectorii se
autoasambleaza in structuri de tip ,,nucleu-invelis”, observatii ce au fost confirmate si de analiza
DLS. De asemenea, au fost realizate studii de absorbtie si de fluorescenta in urma carora au fost
observate proprietatile emisive ale vectorilor, confirmate si vizual la 365 nm sub lampa UV.
Formarea poliplecsilor a fost determinata prin electroforeza in gel de agaroza, iar studiile in vitro
de evaluare a viabilitatii celulare precum si a eficientei de transfectie au fost realizate pe celule
tumorale HeLa. Studiile de imagisticd celulara in vitro prin fluorescentd au demonstrat
internalizarea cu succes a vectorilor atat in citoplasma, cat si in nucleul celular.

Teza de doctorat se incheie cu prezentarea concluziilor generale rezultate din fiecare studiu
intreprins, diseminarea rezultatelor obtinute in perioada studiilor de doctorat si bibliografia
aferenta.

Rezultatele obtinute si prezentate in cadrul tezei de doctorat ,,Conjugate pentru transport
si eliberare de gene si medicamente”, au ficut pana in prezent subiectul a 4 lucrdri stiintifice
publicate in jurnale cotate ISI si a 7 comunicari (orale sau poster) la manifestari stiintifice
internationale si nationale. De asemenea, au fost publicate sau sunt in curs de publicare si 2 lucrari

n jurnale cotate ISI pe subiecte conexe temei abordate in prezenta lucrare.



CAPITOL Il — Vectori non-virali pe baza de derivati ai scualenei

I11.2. Sinteza si caracterizarea chimici a aldehidei scualenice si a acidului
scualenic (Functionalizarea scualenei cu o grupare carbonilica sau carboxilica)

Functionalizarea scualenei cu o grupare aldehidica (SQ-CHO) are loc printr-o
succesiune de etape conform schemei I11.1. (1+4), iar gruparea carboxilica a fost obtinuta
prin reactia de oxidare a gruparii carbonilice atagata anterior la lantul scualenic (SQ-

COOH, schema 11.1. (5)).

1 Scualena 2 2-hidroxi-3-bromoscualena 3 2,3-oxidoscualena

5 SQ-COOH 4 SQ-CHO

Schema I1.1. Schema de obtinere a derivatilor SQ-CHO (4) si SQ-COOH (5). Conditii de
reactie: @) NBS, THF, 0 °C, 1.5h; b) K2COs, MeOH, 25 °C, 2h; ¢) HIO4 x 2H20, H20 si 1,4-
dioxan, 25 °C, 2h; d) HzCr207, H20 si Et20, 0 °C, 2h.
Confirmarea obtinerii intermediarilor de reactie si a compusilor de interes (SQ-

CHO si SQ-COOH) fost confirmata cu ajutorul spectroscopiei de rezonantid magnetica

de proton (*H-RMN) si de carbon (*3C-RMN).
11.3. Sinteza si caracterizarea scualenei PEG-ilate

11.3.2. Sinteza, caracterizarea chimica si stabilitatea hidrolitica

PEG-ilarea scualenei (schema 11.2.) a fost realizata prin aplicarea protocoalelor
deja existente in literaturd.®® Pe scurt, grupirile aldehidice din compusul SQ-CHO (5)
au fost reactionate cu grupdrile aminice primare din  o,0-bis(3-
aminopropil)polietilenglicol (H2N-PEG-NH — 1.5 kDa) Tn raport molar CHO:NH»=1:1.

Reactia a avut loc in acetonitril, la temperatura camerei, timp de 48 de ore, sub agitare



continud si sub atmosfera de azot, obtindndu-se compusul de interes scualena PEG-ilata
(SQ-PEG-NH; (6), schema 11.2.).

ncetumlrll
N
+ WN © o Tacan

H,N-PEG-NH,
(1500 Da)

i
[

6 SQ-PEG-NH,

45Q-CHO

Schema 11.2. Schema de sinteza a scualenei PEG-ilate.

Structura chimica a SQ-PEG-NH, (6) a fost confirmata prin spectroscopia RMN
de proton si carbon.

In vederea realizarii unui studiu de stabilitate in solutii apoase, SQ-PEG-NH, a fost
solubilizatd in apa deuteratd, iar monitorizarea pe parcursul a 10 zile s-a realizat prin
intermediul spectrelor *H-RMN. In urma acestui studiu a fost observata o hidroliza a

produsului de doar 0.2 %, demonstrand o stabilitate ridicatd a scualenei PEG-ilate.

11.3.4. Caracterizarea morfologica prin Microscopia Electronica de Transmisie

Pentru a observa caracteristicile morfologice si dimensionale ale scualenei PEG-
ilate in apa a fost utilizatd microscopia electronicé de transmisie (TEM). Imaginile TEM
(figura I1.6a si 6b) ale conjugatelor SQ-PEG-NH; depuse pe grila TEM din solutii
apoase pun in evidenta formarea unor micele cu forma sferica si cu valori ale diametrelor

cuprinse intre 20 si 55 nm (figura 11.6c).

c [ 5Q-PEG-NH:

*2022 24 26 28 30 52 34 36 58 40 42 44 46 48 50 52 54

Dimensiune (nm)

Flgura 11.6. Imaginile TEM la diferite magnitudini ale SQ-PEG-NH2 depusa pe grila TEM
din solutii apoase: a) scald de 200 nm; b) scald de 500 nm; c) distributia dimensionala.’°

11.3.5. Determinarea concentratiei critice micelare prin fluorescenti
Tn aceasta lucrare concentratia critica micelara (CCM) a fost determinata prin

inregistrarea spectrelor de fluorescentd ale solutiilor apoase (21 de probe) de diverse



concentratii in SQ-PEG-NH; (5.13 x 10° M + 3.24 x 10® M) si un fluorofor la
concentratie constantd, in cazul nostru piren 5 x 107 M (figura 11.7.).

Spectrul de fluorescenta al pirenului (figura 11.7.) oferd informatii despre
polaritatea locala din vecindtatea imediata a acestuia bazdndu-se pe raportul intensitatilor

dintre primul si al treilea maxim de emisie (I1/13) (figura 11.7. insert).
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Figura I1.7. Spectrele de emisie normalizate ale solutiilor apoase de piren (5 x 1077 M) Tn
prezentd de SQ-PEG-NH: la diferite concentratii (de la 3.24 x 108 M + 5.13 x 10 M); Iy, I3,

Ie — intensitatile normalizate ale picurilor 1 si 3, respectiv a excimerului; Aex = 334 nm.1°
Valoarea CCM caracteristica solutiei apoase de scualend PEG-ilatd a fost
determinata prin constructia graficelor (figura 11.8.) pe baza valorile rapoartelor 11/l sau
Ie/l5 in functie de concentratia (C) SQ-PEG-NH: la concentratie constanta a pirenului (5
X 107 M). Intersectia tangentelor in punctele de inflexiune ale celor doud grafice la
concentratia de 0.1620 mg/mL (8.75 x 102 mM) SQ-PEG-NHj; reprezinti valoarea
CCM, sugerand faptul ca scualena PEG-ilata existd sub forma de micele la concentratii

> de 0.1620 mg/mL. De asemenea, se poate trage concluzia ca odatd cu cresterea

concentratiei peste limita de CCM, dimensiunea agregatelor creste.

174 ' 1.8
151 /
159
141

1n,

/

0ad Log CCM= -0.7908 06]
P

0.3 o. T T T T T T T T T T T 1
45 40 35 390 25 20 4.5 4.0 05 00 05 10 4.5 -4.0 3.5 3.0 2.5 -2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Log C (mg/ml) Log C (mg/mi)

Figura 11.8. Determinarea CCM 1in solutii apoase a SQ-PEG-NH2 (mg/mL) prin fitarea
sigmoidald Boltzmann a raportului Ie/ls (stdnga) sau l1/1s (dreapta) in functie de Log C (C:
concentratia SQ-PEG-NHz, mg/mL); concentratia pirenului 5 x 10 7 M si Aex = 334 nm.10
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11.3.6. Determinarea viabilititii celulare in vitro

Citotoxicitatea scualenei PEG-ilate a fost testatd prin determinarea activitatii
metabolice celulare (testul MTS).!! Viabilitatea celulard a fost calculata si exprimati ca
procente relative fatd de viabilitatea celulelor netratate, acestea din urma fiind

considerate ca avand viabilitate de 100 % (figura 11.9.).

-
=]
-]

Viabilitate Celulara Relativa (%)

Concentratie x 10 (mM)

Figura 11.9. Viabilitatea celulara relativd a SQ-PEG-NH: la diferite concentratii pe linia
celulara NHDF.10

Tn figura 11.9. se poate observa faptul ci la concentratii care se situeaza in
intervalul 0.003 + 12.957 x 102 mM, solutiile de scualeni PEG-ilatd au viabilitate
celulard bund, in timp ce la concentratii mai ridicate (26.993 + 80.98 x 102 mM)
viabilitatea celulara scade pana la o valoare de aproximativ 40 %.

in concluzie, solutiile de SQ-PEG-NH, ce prezintd viabilitate pe fibroblasti
prezinta o limitare a utilizarii acestora ca vectori non-virali in intervalul de concentratie

0.003 - 13 x 102 mM.

II.4. Sinteza si caracterizarea  scualenei functionalizati cu
benzensulfonamide sau cumarine, ca inhibitori ai anhidrazei carbonice

I1.4.2. Sinteza hibrizilor de scualend cu benzensulfonamide sau cumarine

Etapele de sinteza ale derivatilor de cumarind (10a si 10b) sunt prezentate n
Schema 11.3. Pe scurt, prima etapa de sinteza debuteaza prin protejarea grupérii aminice
primare din structura 1-bromoetilamina (7), iar produsul de reactie a fost reactionat cu
6-hidroxicumarini si 7-hidroxicumarina (8a si 8b) prin reactia de O-alchilare. Tn ultima
etapa, derivatii intermediari 9a si 9b au fost deprotejati cu acid trifluoroacetic, obtindndu-

se compusii de interes 10a si 10b.



A~ Br ) Br 4+ HO- N
H,N T BocHN" 0o

7 8a: 6-OH
8b: 7-OH

b)l
o N o N %
HNTN- < BocHN 7\~
0o 0o

10a-b 9a-b
Schema 11.3. Etapele de sinteza ale derivatilor de cumarina 10a si 10b. Conditii de reactie: a)
(Boc)20, EtsN, DCM; b) K2COs, DMF, 60°C, 12 h; c) TFA, DCM.
Sinteza compusilor hibrizi 13a+d (schema 11.4.) a fost realizata prin aplicarea

unor protocoale existente in literaturd?? si care au suferit modificari specifice. Protocolul

de obtinere a hibrizilor 13a+d, prezentat in schema 11.4.

5 $Q-COOH

N
o~
() 0

13c¢: 7-O cumarina
13d: 6-O cumarina

H,N-R:

TFA

+ 0. TFA

HINTS m Y m _/—Q—SOZI\'HZ /—Q—SOzN“z
0 0 o 070 H,N H,N

10a 10b 11a 11b
Schema 11.4. Reprezentarea etapelor de sinteza a inhibitorilor impotriva CA pe baza de
scualend functionalizata cu grupari sulfonamidice 13a si 13b si a celor pe baza de scualena
functionalizatd cu cumarine 13c si 13d. Conditii de reactie: @) EDC-CI, NHS, DMF anhidru,
23°C, 24 h; b) EtsN, DMF anhidru, 23 °C, 12 — 24 h.
11.4.3. Teste in vitro de inhibare a anhidrazei carbonice
Compusii 13a-d obtinuti au fost testati in vitro pentru determinarea activitatii de
inhibare a izoformelor hCA 1, II, IX si XII prin tehnica in flux oprit “stopped-flow”.2 Tn
urma testdrii au fost determinate doud caracteristici ale compusilor: activitatea

inhibitorie si selectivitatea compusilor pe izoforma hCA 1I.
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Rezultatele experimentale obtinute sunt prezentate n tabelul 11.1.

Tabel I1.1. Activitatea inhibitorie si raportul de selectivitate pentru compusii 13a-d si AAZ pe
izoformele hCA I, hCA II, hCA IX si hCA XII, obtinute prin utilizarea testului de hidratare a
CO: folosind tehnica prin flux oprit.!*

) Raport de
Ki ("M)[*] selectivitate

Compus  hCA hCA 11 hCAIX  hCA XII (CA 11/1X)
13a 3516 62.3 1887 844 0.0330

13b 6842 5.0 3559 >10000 0.0014

13c >10000 >10000 7215 >10000 >1.386

13d >10000 >10000 8817 >10000 >1.134

AAZ 250 12.1 25.8 5.7 0.468

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

Rezultatele prezentate arata faptul ca izoforma citosolica hCA 1 a fost inhibata
foarte slab de derivatii cu sulfonamida 13a si 13b in domeniul de concentratie nanomolar
(3516 nM si respectiv 6842 nM). Insa, tot in cazul compusilor 13a si 13b a fost obtinuta
o eficienta ridicatd impotriva hCA II, prezentand constante de inhibitie K; de 62.3 nM si

respectiv 5 nM.
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CAPITOLUL Il - Librarii de vectori non-virali dinamici pe baza de scualena

II1.1. Justificarea sintezei libririilor de vectori non-virali prin utilizarea
principiilor chimiei dinamice constitutionale cu aplicatii in terapia genica

Deficientele majore din terapia genica sunt asociate cu dezvoltarea unor micro-
si nanosisteme multifunctionale de transport, cunoscute sub numele de vectori, ce sunt
capabile sa transporte si sa elibereze in mod specific cantitdti impresionante de material
genetic sau sad asigure medierea transferului genic. Bazandu-se pe arhitectura si
proprietatile intrinseci, vectorii virali incd prezintd cele mai bune rezultate in terapia
genici.’>?0 Ca o alternativi, celelalte abordiri se bazeaza pe utilizarea sistemelor non-
virale de transport si eliberare a genelor, iar prin imbunatatirea continua a acestor sisteme
se incearcd mimarea eficientei vectorilor virali pe cale sintetica.?!24

II1.3. Sinteza si evaluarea proprietitilor fizico-chimice si biologice ale
librariilor de vectori non-virali pe bazi de scualend PEG-ilati, polietilenglicol
diaminat de diferite mase moleculare si bPEI cu masa moleculara mica (0.8 kDa)
conectate prin intermediul legaturilor covalente reversibile de tip imina la un

nucleu de 1,3,5-triformilbenzen

II1.3.1. Sinteza librariei de vectori non-virali
Protocolul de sinteza utilizat se bazeaza pe conectarea componentelor de interes
la un nucleu multifunctional prin legaturi covalente reversibile de tip imind, cu scopul
obtinerii unor structuri supramoleculare ramificate. Astfel, la nucleul de 1,3,5-TFB au
fost conectate in rapoarte molare diferite urmatoarele componente:
» SQ-PEG-NH; — ca unitate amfifild intrucat este cunoscuta in literaturd pentru
abilitatea de a se autoasambla in solutii apoase;025-28
> segmente de H:N-PEG-NH: cu trei lungimi diferite ale lantului
macromolecular (M = ~ 1.5, 2 si 3 kDa) — au capacitatea de a imbunatati
solubilitatea in apa si de a reduce imunogenitatea sistemului;

» bPEI-0.8kDa - prezinta un caracter cationic capabil sd impacheteze acizii

nucleici prin interactiuni electrostatice.
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Complexarea plasmidului, precum si transportul si eliberarea acestuia in celulele
umane de catre vectorii obtinuti, au fost puse in evidentd prin electroforeza in gel de
agaroza, AFM si prin determinarea eficientei de transfectie in vitro pe linia celulara
Hela.

Procedeul de obtinere a vectorilor non-virali are loc in trei etape (schema 111.1.).

AUTO-ASAMBLARE
Solutii apoase

v & d 574
J{“l j}( P v
A SN R 0@ } A
PEIN I, plasmid P
X i > b
> /// | R .’\?) COMPLEXARE >
1) v mwww SRR <R
o 2 f-q D SRAvE )
2 b A B A F
o. = ) W N <
\ > VECTOR (SISTEM LINIAR) POLIPLEX
. NVO01-NV30 NV01/pADN-NV30/pADN
,
3) /\C)i,)/\ N i ps /4
Oﬁplnmid N Y7oy £
—_— Ny Ned
COMPLEXARE LIS |
/ .
B N
-, y
b 0 R e 4
i | A {
VECTOR (SISTEM RAMIFICAT) POLIPLEX
NV01-NV30 NVO01/pADN-NV30/pADN
1,3,5-TFB SQ-PEG-NH:2

=0 =0 0. N
Q _q oo
= A = MWW
) >
o

H:N-PEG-NH:

HoN. 0.
bPEI-0.8kDa = - . 4 \/\'{' \/‘l‘"o’\/\nnz =  Mmwww
+ +,

pentru NVO1-NV10, n = 31, M= 1.5 kDa
pentru NV11-NV20, n = 42, M = 2 kDa
pentru NV21-NV30, n = 64, M = 3 kDa

Schema 111.1. Etapele de sintezi ale vectorilor non-virali si a poliplecsilor aferenti acestora.?’

Vectorii non-virali obtinuti au fost notati cu NVO1 — NV30. O scurta prezentare
a componentei acestora este reprezentatd de pastrarea raportului molar SQ-PEG-
NH2:1,3,5-TFB:bPEI-0.8kDa de 1:1:1.5, iar raportul molar de H,N-PEG-NH; a fost
schimbat progresiv de la 0.1 pana la 1 echivalenti. O alta caracteristica a vectorilor este
reprezentatd de utilizarea HoN-PEG-NH; cu diferite mase moleculare: 1.5 kDa (NVO01-
NV10), 2 kDa (NV11-NV20) si 3 kDa (NV21-NV30).

111.3.2. Studii de morfologie si stabilitate coloidala
Intrucat vectorii ce apartin librariei de vectori non-virali (NV) sunt susceptibili

autoasamblarii in solutii apoase datoritd caracterului hidrofob/hidrofil®?530 scopul
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acestui studiu a fost de a compara influenta lungimii lantului macromolecular de PEG in
procesul de formare al agregatelor si asupra proprietatilor biologice.

Dupa o analiza atentd a imaginilor TEM corespunzatoare vectorilor analizati, a
fost observatd formarea unor particule cu morfologie sferica (figura 111.3.). Foarte
interesant este faptul ca prin cresterea masei moleculare a precursorului HoN-PEG-NH;
de la 1.5 kDa pana la 3 kDa (1.5 kDa: NV10, figura 111.3a,b; 2 kDa: NV20, figura
111.3d,e; 3 kDa: NV30, figura 111.3g,h) se observad o diminuare a diametrului
particulelor, ceea ce confirmi observatiile din literaturd®® si anume ci lungimea lantului

macromolecular de PEG influenteazd dimensiunea finald a conjugatului (figura
11.3c,f,i).

1 200
Dimensiune (nm)

NV30, NP 50
Dimensiune medie: 129.4 nm
S0:52.44

250

Dimensiune (nm)

Figura 111.3. Microimaginile TEM pentru vectorii (a,b) NV10; (d,e) NV20; (g.h) NV30;
distributiile dimensionale medii ale particulelor formate in apa a vectorilor: (¢) NV10, (f)
NV20 si (i) NV30. Pentru determinarea distributiilor au fost masurate 90 de particule pentru
fiecare proba.?®

Rezultatele obtinute prin tehnica TEM sunt confirmate in totalitate si prin
investigarea solutiilor apoase ale vectorilor NV20 si NV30 prin tehnica DLS.

111.3.3. Formarea poliplecsilor vectori non-virali/pCS2

Urmatorul pas 1n acest studiu a fost de a determina abilitatea vectorilor non-virali

de a complexa pCS2+MT-Luc (pCS2) cu ajutorul electroforezei in gel de agaroza.

13



Mobilitatea electroforetica a pCS2 a fost determinata in prezenta fiecarui vector
non-viral si a bPEI-0.8kDa la diferite rapoarte N/P, unde N este continutul de azot din
structura vectorului non-viral, iar P este continutul de fosfor din structura plasmidului.
Ca probd martor a fost folosit plasmidul liber, iar ca probd de control mobilitatea

electroforeticd a pCS2 in prezenta vectorului bPEI-0.8kDa la diferite rapoarte N/P.

a b

pCS2N/P: 1 2 3 4 5 10 15 20 50 100 150 200 pCS2N/P:1 2 3 4 5 10 15 20 50 100 150 200

NV10 / pCS2 NV20 / pCs2

d

pCS2N/P:1 2 3 4 5 10 15 20 50 100 150 200 pCcs2 N/P: 1 2 3 4 5 10 15 20 50 100 150 200

T | sl T

NV30 / pCS2 bPEI-0.8kDa / pCS2

Figura I11.5. Mobilitatea electroforeticd a pCS2+MT-Luc in prezenta vectorilor non-virali la
diferite rapoarte N/P: (a) NV10; (b) NV20; (c) NV30; (d) bPEI-0.8kDa.?®

Analizand imaginile de electroforezd ale pCS2 in prezenta sau absenta unui
vector non-viral propus de noi sau a bPEI-0.8kDa, ca vector model, la diferite rapoarte
N/P (figurile 111.5. si 111.6.), se poate observa ca vectorul NV10 prezintd o capacitate
de complexare a plasmidului aseméanitoare cu cea a compusului model bPEI-0.8kDa
(figura 111.5d), iar odata cu cresterea masei moleculare a PEG din structura vectorului
non-viral scade capacitatea de complexare a plasmidului de catre vectorii NV20 si
NV30.

De asemenea, interactiunea dintre sistemele non-virale si plasmid, care conduce
la obtinerea poliplecsilor corespunzitori, a fost studiatd prin microscopia de forta
atomicad (AFM). Astfel, prin AFM au fost studiate probele ce contin poliplecsii
NV10/pCS2, NV20/pCS2 si NV30/pCS2 (figura 111.7.), in scopul de a observa influenta

lungimii lantului de PEG asupra morfologiei si dimensiunii poliplecsilor studiati.
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Figura I11.7. Imaginile AFM si distributia dimensionald corespunzitoare poliplecsilor: (a, a*)
NV10/pCS2; (b, b") NV20/pCS2; (¢, ') NV30/pCS2 la rapoarte N/P de 50. Pentru realizarea
distributiilor dimensionale au fost masurate in medie un numar de 80 de particule utilizand
programul ImageJ 1.48r.2°

Pentru a furniza un transport extins prin fluxul sanguin, dimensiunea poliplecsilor
trebuie sa fie cuprinsa intre 10 si 200 nm. in caz contrar, nanoparticulele cu dimensiuni
sub 10 nm sunt eliminate rapid de catre rinichi, iar particulele cu dimensiuni mai mari
de 200 nm sunt eliminate de catre sistemul reticuloendotelial (RES)®*3*. Tn cazul
complexului NV10/pCS2 la un raport N/P de 50, analiza AFM (figura 111.7a) a aritat
prezenta unor particule sferice, cu forme bine definite si o valoare medie a diametrului
de aproximativ 130 nm (figura I11.7a"). Pe de alta parte, poliplecsii NV20/pCS2 si
NV30/pCS2 (figura I11.7b,c) au prezentat obtinerea unor agregate mai mari, cu
dimensiuni cuprinse intre 460 si 560 nm (figurile I11.7b° si 111.7¢"), ceea ce
demonstreaza o influentd clara a lungimii moleculelor de PEG asupra mecanismului de

formare a poliplecsilor.
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I11.3.4. Teste in vitro de evaluare a citotoxicitatii si a eficientei de transfectie

Pentru a putea fi comparata eficienta de transfectie si citotoxicitatea pe celule
HeLa a poliplecsilor NV10/pCS2, NV20/pCS2 si NV30/pCS2, la rapoarte N/P de 50 si
100, a fost realizat un studiu care a avut ca scop determinarea influentelor aparute in

urma utilizarii unor lungimi diferite ale lanturilor de PEG (figura 111.9.).

10,
a b .
8 ~ 110 ot M NV10/pCS2
E 44105 2 100 '—| B NV20/pCS2
- T e . B NV30/pCS2
i ko [ bPEI-0.8kDa
S 3108 3 & pCs2
2 w 70
S S 60
g 2x10° s
g x 8 50
= 2 40
2
hy S 30
. p—
3 110 g 2
x K]
5 10
0 [ L L
< K < &
Raport N/P Raport N/P

Figura I11.9. Testarile biologice in vitro a poliplecsilor NV10/pCS2, NV20/pCS2 si
NV30/pCS2, cu rapoarte N/P de 50 si 100, pe celule HeLa: (@) eficienta de transfectie; (b)
viabilitatea celulara. Rezultatele sunt prezentate ca valori medii + deviatia standard (SD); n =
6-8. *p < 0.05, ** p < 0.01 si *** p <0.001 prin utilizarea testului t-student.

In urma acestui studiu se poate observa ca poliplexul NV10/pCS2 prezinti o
eficientd de transfectie mai mare decat omologii sai la ambele rapoarte N/P studiate
(figura 111.9a). De asemenea, eficienta de transfectie obtinuta la raportul N/P de 100
este mai mare fati de cea obtinuta in cazul raportului N/P de 50. In ceea ce priveste
citotoxicitatea complecsilor studiati, se poate observa o biocompatibilitate mai
pronuntatd in cazul poliplecsilor NV20/pCS2 si NV30/pCS2 fata de omologul lor
NV10/pCS2 (figura 111.9b). Aceastd observatie fiind explicatd de lungimea lantului de

PEG utilizat in constructia vectorilor.
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II1.4. Sinteza si evaluarea proprietitilor fizico-chimice si biologice ale
librariilor de vectori non-virali pe baza de scualend PEG-ilata si bPEI cu masa
moleculard 25 kDa conectate prin intermediul legaturilor covalente reversibile de

tip imina la un linker difunctional de aldehida glutarica

1I1.4.1. Justificarea alegerii componentelor constituiente si a protoculului de
lucru pentru obtinerea librariei de vectori non-virali

In literatura este cunoscut faptul ci polietilenimina este un polimer biocompatibil
ce poate fi utilizat 1n terapia genica, ca agent folosit in procesele de transfectie genica.
Scopul prezentului studiu a fost de a obtine un sistem dinamic pe baza de bPEI-25kDa
care sa posede eficientd superioard de transfectie a pCS2, dar care sd manifeste o
citotoxicitate moderata, datoritd componentelor sale biocompatibile cum sunt scualena

si PEG-ul.

111.4.2. Sinteza vectorilor non-virali

Sinteza vectorilor non-virali care fac obiectul acestui studiu a fost realizata in
dous etape (schema 111.2.). in prima etapa, derivatul polimeric pe bazi de SQ-PEG-NH,
a fost functionalizat cu GA printr-o cuplare covalenta reversibilad de tip imina obtindndu-
se compusul intermediar SQ-PEG-GA. in a doua etapa a procedurii de sinteza, compusul
intermediar SQ-PEG-GA a fost functionalizat cu bPEI-25kDa, obtindndu-se sistemele
denumite BF1-BF5.
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N
Unitate unimoleculari Vector non-viral
® =Grupari amina @ =Functiuni de tip aldehida @ = Legaturi reversibile imina
o — e o <&
2 [T e
. i B
'wl HJ'L/\)LH /
A
L&/‘n{’\,‘]l-;\;""z oa . Is
SQ-PEG-NH, BPEL25KDa

Schema 111.2. Etapele de sinteza a vectorilor non-virali dinamici BF1-BF5. Conditiile de
reactie utilizate sunt: 1) H20, 23 °C, 24 ore, agitare magnetica; 2) H20, 23 °C, 24 ore, agitare
magnetica.
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Acest studiu vine ca o continuare la studiul precedent (subcapitolul 111.3.),
urmarind simplificarea sistemelor obtinute precum si limitarea obtinerii unor retele

ramificate care conduc la cresterea in dimensiune a vectorilor non-virali doriti.?°

111.4.3. Caracterizarea morfologica a vectorilor non-virali
Microimaginile TEM obtinute in cazul SQ-PEG-NH, (figura I11.10a) indica

obtinerea unei morfologii globulare, cu dimensiuni cuprinse intre 30-40 nm.

BFS
Dimensiune medie: 680.73 nm
SD: 268.96

Frecventa

8
7
6
5
4
3
2
1
0
2

00 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
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Figura 111.10. Microimaginile TEM si distributia dimensionala corespunzitoare compusilor:
(a) SQ-PEG-NHz; (b) BF5; (c) Distributia dimensiunilor a vectorului BF5/20 particule.

De asemenea, rezultatele TEM obtinute in cazul vectorului dinamic BF5 (figura
111.10b) ne confirma faptul ca sistemele obtinute posedd o morfologie sferica de tip
,nucleu-invelis”, unde partea hidrofoba a sistemelor (scualena) este miezul intunecat a
particulelor, iar partea hidrofila (polietilenimina) este situatd la exterior, fiind mai
deschisa la culoare. Dimensiunea particulelor sferice este dispersa, aceasta variind de la

269 nm la 1632 nm, cu o valoare medie de 680 nm (S.D. 269 nm) (figura 111.10c).

111.4.4. Determinarea capacititii de complexare a vectorilor non-virali cu pCS2
Abilitatea de impachetare a pCS2 de citre vectorii dinamici BF, a fost evaluata
prin intermediul electroforezei in gel de agaroza la diferite rapoarte N/P (raportul dintre
numarul de atomi de azot din componenta polimerului cationic si numarul de atomi de

fosfor din plasmid) (figura 111.12.).
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Figura I11.12. Mobilitatea electroforetica a pCS2 in prezenta vectorilor (a) BF1, (b) BF2, (c)
BF3, (d) BF4 si (e) BF5, in diferite rapoarte N/P.

Rezultatele obtinute in urma studiului de complexare a pCS2 de cétre vectorii BF
demonstreaza faptul ca prin modificarea raportului molar bPEI-25kDa/SQ-PEG-GA, nu
apar modificari semnificative in capacitatea vectorilor de a complexa plasmidul. Acesta
este Tmpachetat complet incepand cu rapoarte N/P de 5 (figura I11.12a-€), ceea ce indica

o capacitate ridicata a vectorilor de a forma poliplecsi la concentratii foarte mici.

1I1.4.5. Testele in vitro pentru evaluarea citotoxicitatii si a eficientei de
transfectie ale poliplecsilor vector non-viral/pCS2
BF5/pCS2 a fost realizatd pe linia celulard HeLa la trei rapoarte N/P diferite (5, 7 si 10)
(figura 111.13).

2.5x105 [ bPEI-25kDalpCS2
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3 - W BF3/pCS2
2 5.0:10° 8 . W BF4/pCS2
S 2 W BFs/pCS2
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3 =
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Figura 111.13. (a) Eficienta de transfectie si (b) citotoxicitatea in vitro ale poliplecsilor BF1-
BF5/pCS2 pe celule HeLa. Rezultatele pentru eficienta de transfectie sunt exprimate ca
unitati relative de luminescentd (RLU) pe 10000 de celule insdmantate. Testarea
citotoxicitatii in vitro a fost realizata prin aplicarea testului MTS pe celule HeLa. Rezultatele
sunt prezentate ca valori medii = deviatia standard (S.D.); n = 6. * p < 0.05, ** p <0.01 si
*** n < 0.001 prin utilizarea testului t-student.
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Eficienta de transfectie a poliplecsilor BF1-BF5/pCS2 in vitro a fost realizata
folosind reactivul BrightGlo™ Luciferase pe celule canceroase Hela, iar rezultatele
obtinute au fost comparate cu cele obtinute pe poliplexul martor bPEI-25kDa/pCS2
(figura 111.13a). Astfel, la raportul N/P de 5, poliplecsii BF2-BF5/pCS2 au prezentat o
eficienta de transfectie superioara fata de cea a martorului bPEI-25kDa/pCS2 la acelasi
raport N/P.

Toti poliplecsii studiati au fost analizati in vitro pe linia celulard HeLa pentru a
determina nivelul citotoxic (figura 111.13b). Din rezultatele obtinute in urma testarii, a
fost demonstrat ca poliplecsii poseda un caracter citotoxic moderat la toate rapoartele
N/P studiate. La raportul N/P de 5, poliplecsii posedd o viabilitate celulara de
aproximativ 100 %, fiind similard cu cea a martorului bPEI-25kDa/pCS2, aceste

rezultate sustin rezultatele obtinute in testele de determinare a eficientei de transfectie.
I11.5. Modificarea vectorilor non-virali pentru aplicatii tintite

111.5.1. Vectori non-virali pentru terapia genicda a cancerului de sin
I11.5.1.2. Sinteza vectorului non-viral conjugat cu peptida DP18
Conjugarea vectorului NV10 (descris in subcapitolul I11.3) a fost realizata in doua

etape (schema 111.3.) prin aplicarea unui protocol descris in literatura.®®

0 0,
o
DP18(WXEAAYQRFL) + ¢ P
( ) gouo\/i\j%

NHS-PEG,-Mal

DMF, TEA \‘W °C,12h

o o A ;‘ \\i ///,V{
-
2 DF1B(WXEAAYQRFL}\uMO\/~).\,N + O s
o X
L N A
DP18-PEG,-Mal ~.{/:f .ﬁ/f«
H,0 ||2 ore NV10

4 X
o h a e\ St 4 o
DF"(WXEMYQRFLNW\,%VQ\ B /%jvf\,n”u,wmwxsmvovu
H Y Sl H
LS i

D18-PEG,-NV10

Schema 111.3. Etapele de obtinere a vectorului NV10 conjugat cu peptide DP18.
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Astfel, in prima etapa, peptida DP18 a fost functionalizatd cu Mal-PEG4-NHS in
raport molar DP18/Mal-PEG4-NHS de 1:1. Reactia a fost realizatd in mediu de
dimetilformamida si trietilamina la 30 °C pentru 12 ore sub agitare continui. Tn a doua
etapa, compusul DP18-PEG4-Mal a fost solubilizat in apa ultrapurd, iar peste solutia
obtinutd a fost addugat, sub forma de solutie apoasa, vectorul NV10 in raport molar
DP18-PEG4-Mal/NV10 de 2:1. Amestecul de reactie a fost lasat la agitare magnetica, in

conditii ambientale pentru 12 ore.

I11.5.1.3. Evaluarea capacitatii de complexare a vectorilor non-virali cu pCS2

Capacitatea conjugatului DP18-PEG4-NV 10 de a impacheta pCS2 a fost evaluata
prin intermediul electroforezei in gel de agarozd (figura 111.16.). Mobilitatea
electroforeticd a pCS2 in prezenta vectorului non-viral DP18-PEG4-NV10 a fost
determinata la diferite rapoarte N/P si a fost comparatd cu cea a plasmidului liber. De
asemenea, rezultatele obtinute au fost comparate si cu cele obtinute in cazul poliplexului

NV/10/pCS2.

DP18-PEG4-NV10 / pCS2 NV10 / pCS2

Figura 111.16. Mobilitatea electroforetica a pCS2 in prezenta de (a) DP18-PEG4-NV10 si (b)
NV10.

Rezultatele obtinute in urma determindrii capacitatii de complexare a pCS2 de
catre DP18-PEG4-NV10, atestd faptul cd acesta impacheteazd complet plasmidul
incepand cu raportul N/P de 10, iar la raportul N/P de 50 plasmidul este complet
Tmpachetat (figura 111.16a), in timp ce in cazul vectorului NV10 plasmidul este complet

Tmpachetat la raportul N/P de 10.

I11.5.1.4. Testele in vitro de evaluare a eficientei de transfectie
Intrucat peptida DP18 prezinti afinitate pentru linia celulara MCF7, testarea de
evaluare in vitro a eficientei de transfectie a fost realizata atét pe linia celulara specificad

MCF7 cat si pe linia celulard nespecifica HeLa. Pentru a determina specificitatea
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peptidei DP18 atasata vectorului NV10 au fost efectuate studii atat pe poliplexul DP18-
PEG4-NV10/pCS2 cat si pe NV10/pCS2 la diferite rapoarte N/P, iar rezultatele obtinute
in urma testdrii sunt reprezentate grafic ca valori medii + deviatia standard (S.D.) (figura
11.17.).
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Figura I11.17. Eficienta de transfectie a poliplecsilor DP18-PEG4-NV10/pCS2 si
NV10/pCS2 pe liniile celulare HeLa si MCF7. Rezultatele sunt exprimate ca unitati relative
de luminescenta (RLU) pe 10000 de celule Insamantate.

Poliplexul NV10/pCS2 prezintd o eficienta superioard de transfectie pe ambele
linii celulare la toate rapoartele N/P studiate, Tn timp ce poliplexul DP18-PEG4-
NV10/pCS2 manifestd o usoarad specificitate pentru linia celulard HeLa. De remarcat
este faptul cd, desi aparent eficienta de trasnsfectie a poliplexului DP18-PEGs-
NV10/pCS2 este mai mica pe ambele linii celare, se poate observa totusi ca vectorul
non-viral modificat DP18-PEG4-NV 10 prezinta o afinitate mai mare pentru linia celulara
MCF?7.

I11.5.2. Studiul de marcare celulara utilizind vectori non-virali fluorescenti

[11.5.2.1. Justificarea modificarii vectorului non-viral cu marker fluorescent

Imagistica prin fluorescenta este o tehnica utilizata des 1n ultima perioada pentru
vizualizarea si supravegherea anumitor tesuturi sau procese biologice in vitro si in
vivo*®37. Imagistica prin fluorescentd prin intermediul compusilor fluorescenti de

marcare celulard este deosebit de importantda in special pentru microscopia in vivo,
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oferind imagini de 1nalta calitate si, de asemenea, permitadnd monitorizarea prelungita in
timp a celulelor.382°

111.5.2.2. Sinteza vectorilor non-virali fluorescenti
Sinteza librariei de vectori non-virali fluorescenti, notata cu DA, a fost realizata

n trei etape succesive conform schemei 111.4. prin utilizarea protocoalelor raportate n

literatura. 25294041
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Schema 111.4. Etapele de obtinere a vectorilor non-virali fluorescenti DA. Conditii de reactie:

i) urotropina, TFA, reflux, 48 — 90 h; ii) Acetonitril / DCM, 24 °C, 48 h; iii) apa ultrapura, 24
°C, 48 h.

I11.5.2.3. Determinarea morfologiei si a dimensiunii vectorilor non-virali prin
SEM si DLS
in studii anterioare a fost demonstrat ¢ vectorii ce contin SQ-PEG-NH; pot

forma structuri supramoleculare de tip hidrofob/hidrofil in solutii apoase.’® Astfel,
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pentru a confirma aceasta ipoteza, au fost realizate studii de morfologie prin microscopia

electronica de baleiaj (SEM) pe exemplul vectorului DA2.1 (figura 111.18.).

b c
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Figul 1 .oimaginile SEM si dia dimensionala pentru vectorul non-viral

DA2.1: (a) la scala de 1 pm; (b) la scala de 500 nm si (c) distributia dimensionala. Pentru

determinarea distributiei dimensiunilor particulelor au fost masurate 230 de particule, iar
pentru prelucrarea datelor a fost folosit programul ImageJ.

Microimaginile obtinute in urma analizei SEM pentru compusul DA2.1 la
concentratia de 0.41 mM (figura 111.18a-b), atestd formarea particulelor sferice de tip
»hucleu-invelis” a caror dimensiune este uniformd si care au o valoare medie a
diametrului de aproximativ 38 nm (figura 111.18c). Acest aspect atestd ca dimensiunea
vectorului DA2.1 este apropiati de cea a scualenei PEG-ilate'®, prezentand o structurd
compacta §i organizatd, cu miezul format din sculena si fluorofor, iar invelisul este
format de bPEI-0.8kDa.

Pentru a determina dimensiunile vectorilor in medii apoase, solutiile au fost

analizate prin tehnica DLS. In acest scop, probele au fost analizate la trei concentratii

diferite, iar rezultatele obtinute sunt reprezentate grafic in figura I11.19.
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Figura 111.19. Diametrele hidrodinamice medii ale particulelor DA Tn medii apoase,
determinate prin analiza DLS.
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Rezultatele obtinute aratd faptul ca vectorii ce au in compozitie bPEI-0.8kDa au
prezentat valori mai mari ale diametrului hidrodinamic (45 — 60 nm) in comparatie cu
cele ale vectorilor ce au in compozitie bPEI-2kDa (25 — 45 nm), la concentratia de 0.18

mM.

I11.5.2.4. Studiul de fluorescenta in solutie

Spectrele de absorbtie si de emisie ale compusilor mai sus mentionati, au fost
inregistrate in solutii apoase, avind concentratia de 1 x 10 M, prin utilizarea unor cuve
de cuart cu drumul optic de 10 mm. Spectrele obtinute in urma excitarii solutiilor cu
lungimea de unda corespunzatoare din spectrele de absorbtie sunt prezentate in figura
11.21.

a b

|——2a——DA_UH— — DA11- — DA12

/\\\\ 19 |29 43

2.5x10° 20x10° 1 2p— DA _UI2— — DA21
1.8x10°
1.6x10°
1.4x10°
1.2x10"
1.0x10°
8.0x10°
6.0x10°
4.0x10"
2.0x10°

2.0x10°{

1.5x10°4

1.0x10°

Intensitate de emisie (CPS)

5.0x10°

Intensitatea de emisie (CPS)

390 420 450 480 510 540 570 600 630 660 " 7390 420 450 480 510 540 570 600 630 660
¢ Lungimea de unda (nm) d Lungimea de unda (nm)
2c DA_UI3— — DA3.1— — DA3.2 8 10,:—26—7DA‘UM— ~ DA4.1~ —~ DA42
7 ext0f = 7 "7 "
3 ’ 1 2 3 g EeT A 1121 |3
5 5x10° 5 ) ° o y
2 NN - -y 2 6x10° b yx
E O " A X E ] i \
E ax0 M AR £ 5,10? //l
° ® i
a0t / ¥ X 8 ax10’] "
3 / Ay H .1 G
= 2a0 f N R G
H ' W 3 2a0] v
g \ g 10
E o] 4 N 2 4
£ 0y, N g .
£ / ¥ £ a0’ 2
Z \ =
0 )
420 450 480 510 540 570 600 630 660 360 390 420 450 480 510 540 570 600 630 660
Lungimea de unda (nm) Lungimea de unda (nm)

Figura 111.21. Spectrele de emisie ale vectorilor non-virali DA si a derivatilor intermediari in
solutii apoase la concentratia de 1 x 107 M.

Compusii de plecare 2a-d prezintd o banda de emisie largd de intensitate mica
(figura 111.21a-d) cu un maxim la 510 nm in cazul compusilor 2a si 2b si doud maxime
in cazul compusilor 2¢ (450 si 570 nm) si 2d (420 si 510 nm).

Compusii intermediari DA _UIl, DA UI2 si DA Ul4 prezintd un maxim de
emisie intens la 515 nm, in timp ce compusul DA_UI3 prezintd un maxim de emisie de
intensitate asemanatoare compusului de plecare 2c, la o lungime de unda de 540 nm. De

asemenea, culoarea luminii emise in cazul celor trei compusi cu fluorescenta pronuntata
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este galben-verzuie, iar a compusului DA_UI3 este galben-portocaliu, conform cu
deplasarea observata in spectrul de emisie (figura 111.21, insert 2).

Spectrele de fluorescenta ale vectorilor DA1.1-DA4.2 prezintd benzi de emisie
intense Tn domeniul spectral 420 — 600 nm cu un maxim observat la 460 nm in cazul
compusilor DA1.1, DA1.2, DA4.1 si DA4.2. in cazul compusilor DA2.1 si DA2.2, se
observa o banda de emisie larga deplasata spre albastru, fata de compusul intermediar,
cu un maxim la 475 nm, iar in cazul compusilor DA3.1 si DA3.2, se observa un maxim
la 495 nm.

in cazul spectrelor de emisie ale acestor compusi, se remarci o deplasare spre
albastru a culorii luminii emise fatd de compusii de plecare, fenomen posibil asociat cu

formarea de agregate, demonstrati de misuritorile DLS prezentate anterior.*?43

I11.5.2.5. Capacitatea vectorilor non-virali de a complexa pCS2
Pentru a determina capacitatea vectorilor DA1.1 — DA4.2 de a complexa pCS2 a
fost utilizata electroforeza in gel de agaroza, iar mobilitatea electroforetica a pCS2 in

prezentd de DA1.1 — DA4.2 la diferite rapoarte N/P este prezentata in figura 111.22.
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Figura I11.22. Mobilitatea electroforetica a pCS2 in prezenta (a) bPEI-0.8kDa si (b) bPEI-
2kDa, folosite drept control, si in prezenta vectorilor fluorescenti (c) DAL.1, (d) DA1.2, (e)
DA2.1, (f) DA2.2, (g) DA3.1, (h) DA3.2, (i) DA4.1, (j) DA4.2, in diferite rapoarte N/P.
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Rezultatele obtinute in urma acestui studiu si prezentate in figura 111.22, atesta
faptul ca vectorii non-virali fluorescenti DA1.1, DA2.1, DA3.1 si DA4.1 care au in
compozitie bPEI-0.8kDa au capacitatea de a complexa complet pCS2 incepand cu
rapoartele N/P de 50 (figura I111.22c,e,9,i). Tn cazul vectorilor non-virali DA1.2, DA2.2,
DA3.2 si DA4.2 pe baza de bPEI-2kDa se poate observa o impachetare completa a
plasmidului incepand cu rapoartele N/P de 20 (figura 111.22d,f,h,j). Capacitatea
vectorilor non-virali studiati fiind mai scazuta decat in cazul martorilor utilizati (bPEI-
0.8kDa figura 111.22a) si (bPEI-2kDa figura 111.22b).

Acest fenomen de diminuare a capacitatii de complexare a plasmidului este pus
pe seama interactiunilor intermoleculare dintre PEG si PEI care conduc la o ecranare a

sarcinilor pozitive prezente la suprafata moleculelor de PEI.#

[11.5.2.6. Testele in vitro de evaluare a citotoxicitatii si a eficientei de transfectie
pe celule HelLa

Eficienta de transfectie in vitro a poliplecsilor DA1.1-DA4.2/pCS2 la rapoartele
N/P de 50 si de 100 (figura 111.23a) a fost evaluata pe linia celulard HeLa folosind
reactivul Bright-Glo™ Luciferase de la Promega, iar rezultatele obtinute au fost
comparate cu martorii bPEI-0.8kDa/pCS2 si bPEI-2kDa/pCS2.
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Figura 111.23. (a) Eficienta de transfectie si (b) viabilitatea celulara in vitro a poliplecsilor
DA1.1/pCS2-DA4.2/pCS2. Rezultatele pentru eficienta de transfectie sunt exprimate ca
unitati relative de luminescenta (RLU) pe 10000 de celule insamantate. Citotoxicitatea a fost
determinata prin testul MTS pe celule HeLa. Rezultatele sunt prezentate ca valori medii &

deviatia standard (S.D.); n = 18.
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Rezultatele prezentate in figura 111.23a ne arata faptul ca poliplecsii investigati
prezinta eficientd de transfectie mai redusd comparativ cu martorii utilizati la ambele
rapoarte N/P, exceptie o fac poliplecsii DA2.1/pCS2 si DA2.2/pCS2 care prezintd o
eficienta de transfectie asemanatoare cu cea a martorilor utilizati.

Rezultatele de citotoxicitate obtinute pe celule HelLa sunt reprezentate grafic in
figura 111.23b. Astfel, se poate observa faptul ca poliplecsii prezintd o viabilitate
celulara mai ridicata decat martorii utilizati, acest lucru putand fi pus pe seama scualenei
PEG-ilate care prezinti biocompatibilitate ridicati'® si care ajuti la diminuarea efectului
citotoxic a moleculelor de PEI utilizate.

111.5.2.7. Studiul in vitro de imagistica celulara prin fluorescenta

Capacitatea de internalizare a vectorilor non-virali fluorescenti DA2.1 si DA2.2
in celulele HeLa, a fost examinata utilizind microscopia prin fluorescentd sub excitare
cu lumind UV (Aex=470 nm) a celulelor HeLa incubate in prezenta vectorilor mentionati

anterior (figura 111.24.).

Figura 111.24. Imagini obtinute cu microscopia prin fluorescenta pentru celulele HeLa tratate
cu: (a) vectorul DA2.1, (b) vectorul DA2.2 si (C) celule netratate dupa 30 minute de incubare.
Imagini obtinute cu microscopia in cAmp luminat pentru celulele HeLa tratate cu: (a°)
vectorul DA2.1, (b") vectorul DA2.2 si (c’) celule netratate.

Imaginile obtinute prin microscopia de fluorescentd pentru vectorii DA2.1
(figura 111.24a) si DA2.2 (figura 111.24b) la concentratia de 1 mM, dupa 30 de minute
de incubare, atesta faptul ca acestia au fost internalizati cu succes de citre celulele HeLa

si se regasesc atat in citoplasma cat si in nucleul celulelor. Pentru a exclude aparitia unei

posibile interferente data de auto-fluorescenta celulelor HeLa, a fost utilizat un control
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care reprezintd celule netratate (figura 111.24c), iar imaginea obtinutd in acest caz

demonstreaza faptul ca celulele HeLa netratate nu prezinta fluorescenta.

111.5.2.8. Testele in vitro de evaluare a citotoxicitatii vectorilor non-virali prin
testul MTS

A fost efectuat un studiu de viabilitate celulara, Tn cazul vectorii non-virali
fluorescenti DA2.1 si DA2.2 au fost testati la trei concentratii diferite, utilizand testul
MTS pe celule HeLa. Rezultatele obtinute si reprezentate grafic in figura 111.25. sunt
exprimate sub forma de viabilitatea celulara relativa (%) care a fost calculata in functie

de viabilitatea celulara a celulelor netratate (viabilitatea celulara de 100 %).
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Figura 111.25. Citotoxicitatea vectorilor DA2.1 si DA2.2 determinata in vitro prin testul MTS
pe celule HeLa. Rezultatele sunt prezentate ca valori medii + deviatia standard (S.D.); n = 6.

Examinand rezultatele obtinute in urma acestui studiu, se poate observa faptul ca
vectorul DA2.1 prezintd biocompatibilitate ridicata, viabilitatea celulard la cele trei
concentratii studiate avand valori de aproximativ 95 %, cu diferente nesemnificative la
cresterea concentratiei de la 1 mM la 3 mM. Tn cazul vectorului DA2.2, viabilitatea
celulara este mai redusa, aceasta avand valori de aproximativ 65 %. Aceasta scadere a
viabilitatii celulare in cazul vectorului DA2.2 este pusa pe seama prezentei moleculelor
de bPEI-2kDa, fiind cunoscut faptul cd induce o citotoxicitate mai ridicatd decét

omologul siu bPEI-0.8kDa.?
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CONCLUZII GENERALE

Rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctorat ,,Conjugate pentru transport
si eliberare de gene si medicamente” conduc la o serie de concluzii generale, ingloband
fiecare capitol din partea de contributii personale, dupa cum urmeza:

Capitolul 11.

» S-a realizat sinteza si caracterizarea scualenei cu grupari aldehidice,
carboxilice si cu unitdti PEG (-PEG-NH>). Obtinerea acestora a fost demonstrata prin
spectroscopia RMN de proton si carbon.

> In cazul derivatului cu unitati PEG a fost determinati stabilitatea hidrolitica
pe parcursul a 10 zile prin spectroscopia RMN, observandu-se o stabilitate ridicatd in
solutiile apoase.

> Procesul de autoasamblare al scualenei PEG-ilate sub forma de micele a fost
demonstrat atét prin simulare dinamicd moleculara, cat si prin TEM. Prin TEM a fost
determinata distributia dimensionald a micelelor, fiind cuprinse intre 20 si 55 nm.

» A fost realizat un studiu prin fluorescenta pentru determinarea concentratiei
critice micelare (8.75 x 102 mM) a scualenei PEG-ilate in solutii apoase, utilizind
pirenul ca fluorofor.

> In urma studiului de citotoxicitate au fost obtinute cele mai bune rezultate
pentru scualena PEG-ilata in intervalul de concentratii 0.003-12.957 x 102 mM, cand
viabilitatea celulara a fost peste 95 %.

Avand la baza concluziile mentionate anterior, putem trage concluzia ca
scualena PEG-ilatd poate fi utilizatd in obtinerea vectorilor non-virali la concentratii
cuprinse intre 8.75 x 102 — 13 x 102 mM, cand scualena PEG-ilatd prezintd o bund
citotoxicitate si o capacitate excelenta de a forma micele.

» Au fost prezentate etapele de sinteza a derivatilor pe baza de scualena si
cumarine sau benzensulfonamide, plecand de la acidul scualenic, prin legaturi amidice.
Compusii obtinuti au fost caracterizati structural prin spectroscopia RMN, spectrometria
de masa si analiza elementala, confirménd obtinerea acestora.

> A fost realizat un experiment in vitro utilizand tehnica n flux oprit pentru a

determina capacitatea inhibitorie a derivatilor pe baza de scualena si cumarine sau
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benzensulfonamide impotriva unor izoforme ale anhidrazei carbonice umane.
Rezultatele obtinute au demonstrat o selectivitate ridicatd pentru izoforma hCA II in
cazul derivatului pe bazd de SQ si benzensulfonamida, ce prezinta o singurd unitate
metilenica intre cele doud structuri de bazad. Acest aspect se bazeaza pe rezultatele
obtinute 1n cazul constantei de inhibitie a carei valoare indica o inhibare mai pronuntata
decat cea a standardului comercial utilizat, acetazolamida.

» Au fost realizate studii de modelare moleculari in silico asupra modului de
actiune a derivatilor de scualena si cumarine sau benzensulfonamide pe izoformele de
anhidraza carbonica de interes. Acestea au evidentiat un profil de inhibare mai pronuntat
a derivatului de scualend modificata cu benzensulfonamida ce poseda in structurd numai
o unitate metilenica (cel mai scurt conector).

Toate rezultatele prezentate in cadrul acestui studiu, recomanda derivatii pe baza
de scualena si benzensulfonamidd ca potentiali candidati in studiile preclinice ale
glaucomului sau ale afectiunilor conexe in care hCA Il este implicatd.

Capitolul I11.

» A fost realizata obtinerea si caracterizarea a 3 librarii de vectori non-virali.

a) Prima librarie are in componenta vectori non-virali pe baza de scualena
PEG-ilata, 1,3,5-triformilbenzen, PEG diaminat de diferite mase moleculare (1.5, 2 si 3
kDa) si PEI (0.8 kDa). Autoasamblarea vectorilor non-virali componenti ai primei
librarii a fost demonstrata prin TEM, fiind observata prezenta unor particule sferice cu
dimensiuni medii descrescatoare odata cu cresterea masei moleculare a PEG-ului. Acest
aspect, a fost confirmat si prin analiza DLS. De asemenea, in vederea determinarii
stabilitatii coloidale a fost evaluat potentialul Zeta al solutiilor apoase, unde a fost
observata o diminuare a potentialului Zeta odata cu cresterea lungimii lantului de PEG,
conducand astfel la o stabilitate coloidala scazuta a vectorilor in solutiile apoase.

Abilitatea vectorilor de a complexa pCS2 a fost determinata prin electroforeza in
gel de agaroza, iar rezultatele obtinute au demonstrat faptul ca aceasta abilitate este
influentatd intr-un mod clar de lungimea lantului de PEG din componenta vectorilor.
Astfel, odata cu cresterea lungimii lantului de PEG, aceastd abilitate scade, ducand la

formarea poliplecsilor la rapoarte N/P mai mari. De asemenea, prin tehnica AFM, a fost
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pus in evidenta faptul ca utilizarea unui lant mai lung de PEG, conduce la cresterea
dimensiunilor poliplecsilor obtinuti.

Tn vederea atingerii scopului acestui studiu, au fost realizate studii de determinare
a citotoxicitatii si a eficientei de transfectie in vitro pe linia celulara tumorala HeLa.
Astfel, rezultatele obtinute au demonstrat o eficientd de transfectie promitatoare in cazul
poliplecsilor ce contin PEG cu masa moleculara de 1.5 kDa, in timp ce o viabilitate
celulara ridicata a fost obtinuta pentru poliplecsii cu PEG de masd moleculara de 2 si 3
kDa.

In urma rezultatelor obtinute prin DLS, TEM, cdt si valorile obtinute pentru
potentialul Zeta (> 10 mV) recomanda solutiile de vectori pentru aplicatii biomedicale.
Mai mult, in urma complexarii acestora cu pCS2 au fost obtinute rezultate promitatoare
cu privire la livrarea materialului genetic.

b) Alta librarie de vectori non-virali, prezentata in cadrul acestui capitol, a
fost constituitd pe bazd de SQ-PEG-NH,, aldehida glutarica si bPEI cu masa moleculara
de 25 kDa. Obtinerea vectorilor a fost confirmatd prin spectroscopia RMN.
Caracterizarea morfologici a fost realizatd prin TEM, unde a fost observatd
autoasamblarea vectorilor sub forma de particule sferice a caror distributie a
dimensiunilor prezintd o valoare medie de 680 nm. Complexarea pCS2 de catre vectorii
mentionati anterior are loc la rapoarte N/P de 5, aceastd valoare nu este influentata de
raportul molar SQ-PEG-NHy/bPEI utilizat Tn componenta vectorilor. Testele biologice
in vitro pe linia celulard HeLa ale poliplecsilor derivati au demonstrat o eficienta de
transfectie superioara fatd de martorul bPEI, la rapoarte N/P de 5. La rapoarte N/P mai
mari a fost evidentiata o eficienta de transfectie scazuta bazata pe citotoxicitatea ridicata
a bPEI de 25 kDa la concentratii crescute. Rezultatele de citotoxicitate obtinute in cazul
poliplecsilor la raportul N/P de 5 au fost promitatoare, prezentand o viabilitate celulara
de aproximativ 100 %.

Tn urma studiului efectuat putem trage concluzia cd vectorii pe bazd de scualend
PEG-ilata, aldehida glutarica si PEG cu masa moleculara de 25 kDa pot fi utilizati cu

succes n livrarea materialului genetic la rapoarte N/P de 5.
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c) A fost realizat un studiu de tintire celulara specifica pe linia celulara
MCF7 (cancer de san), utilizdnd vectorul NV10, componenta a librariei de la punctul
(a), functionalizat cu peptida DP18 (capabili sa identifice suprafata celulelor MCF7). In
acest context, a fost evaluatd capacitatea de complexare a pCS2 de catre conjugatul
NV10-DP18, observadndu-se o impachetare completd a plasmidului la un raport N/P
>10. De asemenea, 1n urma testelor de eficientd in transfectie pe liniile celulare HeLa si
MCF7 s-a obtinut specificitate pentru linia celulara MCF7.

Aceste rezultate recomanda utilizarea peptidei DP18 in obtinerea vectorilor non-
virali cu un grad mare de specificitae pentru linia celulara MCF7.

d) Cea de-a treia librarie contine vectori non-virali fluorescenti pe baza de
SQ-PEG-NHy, derivati de p-fenol diformilati si bPEI cu mase moleculare diferite (0.8
sau 2 kDa). Obtinerea acestora a avut la baza sinteza derivatilor de p-fenol, prin grefarea
grupdrilor aldehidice pe nucleul fenilic, care au fost capabile sé reactioneze cu gruparile
aminice primare din structura conjugatului SQ-PEG-NH; si a celor din de bPEI,
rezultand grupari iminice. Caracterizarea structurald a derivatilor obtinuti a fost realizata
prin spectroscopia RMN si FTIR. Studiile efectuate prin tehnica SEM au demonstrat
autoasamblarea vectorilor sub forma unor particule sferice de tip ,,nucleu-invelis”, cu
distributie dimensionala uniforma si cu valori medii de aproximativ 38 nm. In urma
masuratorilor DLS au fost obtinute diametre hidrodinamice cuprinse intre 45-60 nm, n
cazul vectorilor ce contin bPEI-0.8kDa si 25-45 nm n cazul vectorilor ce au in
compozitie bPEI-2kDa. Aceste rezultate au la baza interactiunea intramoleculard dintre
lanturile de PEI si PEG, conducind la o impachetare mai stransd a ghemului
macromolecular. Studiile de fluorescentd au avut la baza inregistrarea spectrelor de
absorbtie a vectorilor in solutii apoase, punand in evidentd un maxim de absorbtie la
aproximativ 355 nm. Utilizdnd aceastd informatie, spectrele de fluorescentd au fost
nregistrate Tn urma excitarii solutiilor cu o lungime de unda de 355 nm, obtindndu-se
maxime de emisie de intensitate marita fatd de compusii individuali, constituenti ai
vectorilor non-virali (derivatii diformilati de p-fenol).

Tn urma studiilor in vitro privind evaluarea capacitatii de complexare a pCS2 de

catre vectorii fluorescenti a fost observata o diminuare a acesteia odata cu sciderea masei
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moleculare de bPEI din structura vectorului non-viral. Citotoxicitatea si eficienta de
transfectie in vitro a poliplecsilor a fost evaluatd pe linia celulara HeLa, iar rezultatele
au evidentiat o eficientd de transfectie asemanatoare cu cea a martorului utilizat (bPEI)
in cazul poliplecsilor ce au in componentd derivatul de p-metil-2,6-diformilfenol. Mai
mult, In cazul viabilitatii celulare, toti poliplecsii investigati au prezentat valori
asemanatoare cu cele obtinute in cazul martorilor (bPEI).

Vectorii fluorescenti cu cele mai promititoare proprietati biologice au fost testati
in vitro prin imagistica de fluorescenta in vederea evidentierii internalizarii in celulele
HeLa. in urma acestor studii au fost obtinute rezultate promititoare cu privire la
internalizarea vectorilor fluorescenti atat in citoplasma, cat si in nucleul celular.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui subcapitol, recomanda utilizarea vectorilor
pe baza de SQ-PEG-NHy, derivati de p-metil-2,6-diformilfenol si bPEI cu mase
moleculare diferite (0.8 sau 2 kDa) in livrarea de material genetic, cdt si in imagistica
celulara.
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3. Synergistic effect of low molecular weight polyethylenimine and
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transfection efficiency; Craciun, B.F.; Gavril, G.; Peptanariu, D.; Ursu, L.E.; Clima, L.
and Pinteala M.; Molecules, (2019) 24, 1460 (IF: 3.267);
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