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INTRODUCERE

Nanoparticulele de aur (AuNPs) s-au remarcat prin proprietatile lor fizico-chimice unice,
dimensiune si forma controlabila, suprafata usor functionalizabila, stabilitate coloidala ridicata si
comportament optic specific (efect plasmonic) (Medici et al., 2021). Aceste caracteristici le
transforma in candidati ideali pentru livrarea directionatd a medicamentelor si genelor, precum si
pentru aplicatii de imagistica (Chen et al., 2016; Niu ef al., 2017; Ferreira et al., 2020).

Alegerea temei prezentei lucrari de doctorat este motivata de nevoia stringenta de a dezvolta
sisteme multifunctionale, eficiente si sigure pentru terapii personalizate antitumorale, capabile sa
combine capacitatea de detectie si localizare tumorald cu livrarea tintitd a incarcaturilor
terapeutice. In mod special, interesul se concentreaza asupra functionalizirii AuNPs cu molecule
biologic active (peptide, polimeri cationici, liganzi specifici), care confera selectivitate si
directionare catre celulele tumorale, crescand astfel eficienta terapeutica si reducand toxicitatea
sistemica.

In cadrul prezentei teze de doctorat intitulata ,.Sisteme multicomponente pe bazd de polimeri
naturali si sintetici. Sintezd, caracterizare, aplicatii’, a fost urmarita obtinerea si optimizarea unor
sisteme de vectori non-virali pentru transportul si eliberarea de gene si medicamente, tintire
celulara specifica si imagistica SPECT/PET.

In prima parte a tezei de doctorat, Capitolul I, este prezentat un studiu de literatura ce are
la baza descrierea nanoparticulelor de aur (AuNPs), ce sunt considerate pe scard larga ca fiind
sisteme de livrare superioare in medicind datoritd usurintei de sintezd, de functionalizare a

Partea a doua a tezei de doctorat este structuratd pe patru capitole (Capitolele I1, ITI, I'V si
V) ce prezintd contributiile personale cu privire la obtinerea, optimizarea si caracterizarea fizico-
chimicd a sistemelor de vectori non-virali pe baza de nanoparticule de aur, cat si rezultatele
biologice obtinute in urma testarior in vitro, in vivo corelate cu rezultatele obtinute in silico.

In cadrul fiecdrui capitol al sectiunii privind rezultatele proprii, se includ obiectivele
investigatiei, argumentarea relevantei abordarii temei propuse pentru dezvoltare, descrierea
detaliata a experimentului, analizele fizico-chimice, precum si prezentarea rezultatelor obtinute in
urma evaluirilor biologice realizate atat in vitro, in vivo cét si in silico. In aditie, fiecare subcapitol

se finalizeaza cu concluziile specifice fiecarui studiu.



Capitolul I1.1 prezintd metoda de sinteza si evaluarea in vitro, in vivo si in silico a doi vectori
non-virali bazati pe nanoparticule de aur (AuNPs) functionalizate cu polietilenglicol (PEG) de
douad lungimi moleculare diferite care delimiteaza fragmentele de polietilenimina (PEI), cu scopul
de a controla mai bine capacitatea de incarcare a ADN-ului si de a reduce drastic toxicitatea.
Functionalizarea periferica cu resturi de glucozamina permite directionarea nanoparticulelor cétre
medii biologice cu consum ridicat de glucoza. Vectorii au fost caracterizati din punct de vedere
fizico-chimic utilizand UV-Vis, DLS, STEM, FTIR. Pentru studiul cantitativ al celor doi vectori
s-a testat transfectiei pe celulele HeLa, toxicitatea celulard si biocompatibilitatea au fost
determinate cantitativ prin testul CellTiter-Glo atat pe liniille HeLa, cat si pe liniile HGF.
Toxicitatea acuta (DLso) a fost evaluata prin administrarea intravenoasa a vectorilor AuNPs-PEG-
PEG-PEI-PEG-GA si AuNPs-PEG-PEI-PEG-GA. De asemenea s-au realizat examenul
hematologic, profilul biochimic, necropsia si examen histopatologic. Testele in silico au fost
realizate pentru a Intelege si prezice comportamentul structural al vectorilor non-virali la nivel
molecular, oferind informatii suplimentare privind stabilitatea, dimensiunea si organizarea
acestora in functie de compozitia polimerica.

Pe baza rezultatelor obtinute in Capitolul II.1, s-a evidentiat un vector non-viral cu
performante superioare (AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA) in ceea ce priveste eficienta de
complexare, stabilitatea coloidald si capacitatea de transfectie. Avand in vedere aceste
caracteristici favorabile, AUNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA si AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG au fost
selectati pentru explorarea unor aplicatii avansate in domeniul imagisticii moleculare dezvoltate
in Capitolul IL.2. Astfel, au fost supusi procesului de radiomarcare cu tehnici specifice utilizdnd
radionuclizii technetiu-99m (**mTc) si galiu-68 (®*Ga), in vederea evaludrii potentialului sdu in
cadrul investigatiilor de tip SPECT si PET. Cromatografia instanta in strat subtire a fost utilizata
pentru a evalua randamentul de radiomarcare. Rezultatele obtinute in experimentele de
radiomarcare au fost evidentiate in vivo pe un model animal. In acest sens, studiile de biodistributie
in vivo reprezintd o prima incercare, care demonstreaza, pe de o parte, stabilitatea complexelor
radiomarcate in mediul biologic si oferda, de asemenea, un mijloc de monitorizare a parcursului
acestora, de la administrare pana la eliminare.

In Capitolul IIT s-au dezvoltat AuNPs cu mai multe invelisuri functionalizate cu metotrexat
(MTX) pentru Tmbunatdtirea caracteristicilor antitumorale, antioxidante si de biocompatibilitate.

AuNPs stabile acoperite cu fosfina au fost sintetizate si functionalizate cu polietilenglicol (PEG)



si polietilenimind ramificatd cu MW mica (PElgo), urmate de legarea covalentda a MTX.
Caracterizarea fizico-chimica a fost realizata prin spectroscopie UV-Vis, FTIR, DLS, STEM si
XPS. Activitatea antioxidanta a AuNPs functionalizate a fost determinata folosind testul de captare
a radicalilor DPPH, testele FRAP si CUPRAC. Biocompatibilitatea si citotoxicitatea au fost
evaluate folosind teste MTT si LDH pe keratinocite umane HaCaT si celule canceroase non-
melanom CAL27.

Capitolului IV prezintd dezvoltarea unor vectori bazati pe AuNPs functionalizate cu
polietilenimind (PEI) si B-ciclodextrind mono-tosilatd (CD), avand ca scop livrarea tintitd de
material genetic. Strategia sinteticd a inclus conjugarea -ciclodextrinei cu PEI ramificat de diverse
mase moleculare (800 Da, 2000 Da si 25000 Da), urmata de sinteza nanoparticulelor AuPEInCD
prin reducerea ionilor de aur sub actiunea radiatiei cu microunde. in paralel, a fost obtinut
conjugatul Ad-PEG-Pep, prin reactia 1-adamantilaminei cu linkerul PEG2-SPDP si ulterior
cuplarea cu o peptida (Pep) specifica pentru celulele MCF-7. Acest compus a fost utilizat pentru
formarea unui complex de incluziune cu unitatile de [-ciclodextrind de pe suprafata
nanoparticulelor, rezultand vectorul final supramolecular AuPEInCD-Pep.

Pentru confirmarea structurii intermediarelor si produsului final, au fost utilizate mai multe
tehnici de caracterizare. Spectroscopia RMN a fost aplicatd pentru CD tosilatd si pentru produsul
CD-PE], in timp ce spectrometria de masa (MS) a confirmat masele moleculare ale conjugatului
Ad-PEG si Ad-PEG-Pep. Spectroscopia FTIR a evidentiat grupdrile functionale caracteristice
pentru PEInCD si1 AuPEInCD. De asemenea, spectroscopia UV-Vis si TEM au fost utilizate pentru
caracterizarea optica si morfologica a nanoparticulelor AuPEIg00CD, AuPELxCD si AuPELskCD,
precum si a variantelor lor functionalizate cu peptida. Ulterior, vectorii sintetizati au fost evaluati
din punct de vedere biologic prin teste de transfectie si citotoxicitate in vitro pe celule MCF-7,
HGF s1 HOS. Doud abordari au fost comparate pentru functionalizarea cu peptida: inainte sau dupa
formarea poliplexului cu plasmida pCS2+MT-Luc.

Capitolului V prezintd in detaliu materialele si metodele utilizate pe parcursul intregii
lucrari, incluzand procedurile de sinteza, tehnicile de caracterizare fizico-chimica, precum si

strategiile de testare in vitro, in vivo $i in silico.



CAPITOL II.1. Nanoparticule de aur functionalizate cu polimer
biocompatibili si molecula de tintire

Succesul terapiei genice depinde in mare masura de eficienta si fiabilitatea instrumentelor
moleculare implicate in manipularea si livrarea acizilor nucleici. In cercetarea de fati sunt
investigate metoda de sinteza si caracterizare, aldturi de evaluarea in vitro, in vivo si in silico a doi
vectori non-virali cu scopul de a imbunatati eficienta livrarii materialului genetic si de a reduce
potetialele efecte adverse. Fiecare sistem se bazeazd pe nanoparticule de aur (AuNPs)
functionalizate cu fragmente de PEG cu lungimi diferite si PEI cu scopul de a controla mai eficient
capacitatea de incarcare a ADN-ului, pentru a reduce toxicitatea sistemica a vectorilor, iar
functionalizarea periferica cu glucozamina permite directionarea nanoparticulelor catre medii

biologice cu consum mare de glucoza (tumorile).

I1.1.2.2. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor de aur functionalizate

Pentru ambele structuri investigate, AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA si AuNPs-PEG-PEI-
PEG-GA, spectrele suprapuse sunt prezentate 1n figura II.1.3.a. Regiunile spectrale
corespunzitoare grupdrilor hidroxil si amind sunt evidentiate in jurul valorii de 3500 cm™ vO-H si
vN-H, impreuni cu vC-H prezent in jurul valorii de 2800-3000 cm™. Legitura de intindere a

carbonilului fiind observati la aproximativ 1700 cm™ si C-O prezenti la 750-1300 cm’'.
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Figura I1.1.3. (a) Spectrele IR suprapuse ale AuNPs (A), AuNPs-PEG-PEI-PEG-GA (B) si AuNPs-PEG-
PEG-PEI-PEG-GA (C); unde: 1 —vO-H si vN-H; 2 — vO-H (carboxil); 3 — vC-H ; 4 — vC=0 (carboxil) si vC=0
(carbonil); 5§ —vC-C si vN-H ; 6 —vC-O si vC-N; 7 —vC-H si vN-H. (b) Spectrele UV suprapuse ale AuNPs (A),
AuNPs-PEG-PEI-PEG-GA (B) si AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA (C)



Toate nanoparticulele investigate au prezentat o banda distinctiva de rezonanta plasmonica
de suprafatd (SPR), la aproximativ 520 nm (Figura II.1.3.b), ceea ce indicd prezenta
nanoparticulelor sferice.

Caracteristicile morfologice ale nanoparticulelor au fost evaluate cu ajutorul microscopiei
electronice STEM (Figura 11.1.6).
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Figura I1.1.6. Imagini de microscopie electronica cu transmisie prin scanare si distributia diametrelor
medii ale nanoparticulelor pe parcursul etapelor de functionalizare: (a) AuNPs; (b) AuNPs-PEG-epoxi; (¢) AuNPs-
PEG-PEI; (d) AuNP-PEG-PEI-PEG-GA; (e) AuNPs-PEG-NH;; (f) AuNPs-PEG-PEG-epoxi; (g) AuNPs-PEG-
PEG-PEI; (h) proba AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA

I1.1.2.3. Interactiune vectorilor cu ADN

Simularile de modelare moleculard (MD) (Figura I1.1.7.b si e) demonstreaza ca, in absenta
ADN-ului, lanturile de PEI raman complet extinse, formand o "coroand" flexibild in jurul nucleului
de aur. Aceastd extensie este determinatd de repulsia electrostatica intre gruparile cationice
incarcate pozitiv (-NH2"/-NHs") de pe lanturile polimerice. Odata cu introducerea ADN-ului
(Figura II.1.7.c si f), se observda o restructurare dramatica: lanturile de PEI se colapseaza,
infasurand firul de ADN prin atractii electrostatice intre grupurile pozitive ale PEI-ului si grupurile
fosfat negative ale ADN-ului. Aceasta tranzitie structurald nu numai ca evidentiaza rolul cheie al
interactiunilor electrostatice in formarea complexelor ADN-vector, dar si sugereazd un mecanism

de optimizare a condensdrii ADN-ului, esential pentru eficienta transfectiei.
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Figura I1.1.7. Instantanee ale modelului AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA (a) dupa constructie, (b) dupa echilibrare
de 500 ns 1n apa si (c) dupa simulare de 300 ns in prezenta unui fragment ADN; Instantanee ale modelului AuNPs-
PEG-PEI-PEG-GA (d) dupa constructie, (e) dupa echilibrare de 500 ns in apa si (f) dupa simulare de 300 ns in

prezenta unui fragment ADN

I1.1.3.1. Condensarea si protectia ADN-ului plasmidic

Testul de electroforeza pe gel de agaroza a fost realizat pentru a evalua capacitatea vectorilor
AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA si AuNPs-PEG-PEI-PEG-GA de a complexa ADN-ul plasmidic
pCS2+MT-Luc, determinand eficienta de legare la diferite rapoarte N/P (azot/fosfor). Disparitia
benzilor de ADN liber si retinerea completa a acestuia in complex indicd o complexare eficienta,
in timp ce prezenta benzilor migratoare semnaleaza ADN necomplexat.

Testul de digestie enzimatica utilizdnd DNaza I (deoxiribonucleaza I) a fost realizat pentru
a evalua stabilitatea complexelor ADN-vector si gradul de protectie oferit de nanoparticule

impotriva degradarii enzimatice.



Figura 11.1.7 Mobilitatea electroforetica

a)
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Dupa incubarea poliplecsilor tratati cu DNA-aza I cu SDS (Figura I1.1.6.d), PEI, AuNPs-
PEG-PEI-PEI-PEG-GA si AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA au eliberat 20,76%, 37,94% si,
respectiv, 55,82% din ADN-ul plasmidic incubat. Cu toate acestea, vectorul AuNPs-PEG-PEG-
PEI-PEG-GA a pastrat cea mai mare cantitate de ADN, urmat de vectorul cu lungimea lantului de
PEG mai mica, iar in cele din urma, cea mai mica capacitate de protectie a ADN-ului a fost obtinuta

in cazul PEIL

11.1.3.2 Eficienta transfectiei in vitro

Pentru evaluarea calitativd, s-au obtinut poliplecsi prin interactiunea moleculelor de PEI
cu plasmidul pCS2+NLS-eGFP care contine gena pentru producerea unei proteine fluorescente
verzi imbunatatite (Figura I1.1.8). Se poate aprecia faptul ca, la 48 de ore dupa tratarea celulelor
HeLa cu poliplecsi vector/ADN, transfectia realizata cu sistemul AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA
(Figura II.1.8.a) este mai puternicd decat cea indusd de vectorul AuNPs-PEG-PEI-PEG-GA
(Figura I1.1.8.b). De asemenea, ambii vectori reusesc sa transfecteze mai eficient decat PEI liber

(Figura I1.1.8.c).



Figura 11.1.8. Microscopie
de fluorescent a celulelor
HeLa transfectate.
Raportul PEI/ADN a fost
(a) AuNPs-PEG-PEG-
PEI-PEG-GA, (b) AuNPs-
PEG-PEI-PEG-GA, (¢)
PEI Celulele au fost

Camp luminos

H

vizualizate la microscop cu

ajutorul filtrului GFP, la 48

Fluorescenta

de ore dupa transfectie.

Scara: 200 um.

Acest lucru indica faptul ca lungimea lantului de PEG joaca un rol esential pentru obtinerea

unei performante superioare de transfectie.

I1.1.4.5. Examen histopatologic

Examinarile histopatologice au fost realizate pentru a investiga posibilele leziuni tisulare
induse de administrarea vectorilor (AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA si AuNPs-PEG-PEI-PEG-
GA). Scopul principal al acestor analize a fost de a evalua impactul nanoparticulelor asupra
structurii si morfologiei organelor vizate, in special asupra ficatului, splinei, rinichilor si
plamanilor.

Prezenta celulelor bi-nucleate indica existenta unui proces de regenerare in curs de
desfasurare (Figura I1.1.13). Nu au fost observate alte modificari, cum ar fi atrofia, congestia,
modificari de formd, volum si culoare. Alte organe, cum ar fi plamanii, rinichii si splina, nu au fost

afectate si au prezentat un aspect normal pe sectiunile histologice.
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Figura I1.1.13. Modificari histologice in ficatul soarecilor BALB/c dupa administrarea de vectori AuNPs-
PEG-PEG-PEI-PEG-GA si AuNPs-PEG-PEI-PEG-GA

Din punct de vedere histologic, nu au fost observate modificari de naturd inflamatorie n

splind, plamani si rinichi. O usoard degenerare hepatica, cu activarea celulelor Kupffer, a fost

inregistratd pentru ambii vectori, dar prezenta celulelor bi-nucleate indicd un proces tranzitoriu,

reversibil, care nu influenteaza starea de sanatate a animalelor de laborator. Activarea celulelor

Kupffer este responsabila pentru leziunile din stadiul initial ale ficatului, care este principalul

organ implicat n biotransformarea nanoparticulelor de aur (Balasubramanian et al., 2010).



CAPITOLUL I1.2 Nanoparticule de aur functionalizate,
radiomarcate, ca potentiali agenti biocompatibili pentru tehnicile

PET/SPECT

Avand in vedere incidenta tot mai ridicatd a cancerului (Singh et al., 2024), devine esentiala
dezvoltarea unor tratamente eficiente, precum si a unor metode accesibile si rentabile pentru
depistarea precoce a acestei maladii, factor crucial in imbunatatirea prognosticului si a ratelor de
supravietuire. In acest sens, medicina nucleara poate stabili un diagnostic rapid si precis. O conditie
esentiald 1n aplicarea tehnicii este oferta de substante radiomarcate adecvate pentru tesutul tinta.

Prezentul studiu exploreaza sinteza si caracterizarea unor vectori functionalizati, conceputi
pentru imagistica SPECT si PET. Structura acestora include un nucleu de aur, un strat destinat
captarii radioizotopilor, un ligand pentru recunoastere moleculard si o matrice polimerica menita
sd optimizeze interactiunile biologice. De asemenea, o atentie deosebitd este acordatd decorarii
invelisului cu unitati de GA situate in medii moleculare Tmpiedicate steric, deoarece se asigura

acumularea selectiva a nanoparticulelor In zonele cu un consum mare de glucoza.

I1.2.2.3. Sinteza si caracterizarea AuPEG-PEI si AuPEG-PEI-GA radiomarcate cu *™Tc si
8Ga

Pentru a obtine cel mai mare randament de radiomarcare, procedura cu **™Tc a fost efectuata
cu variatia activititii Na"**™TcO4 (185 MBgq/5 mCi), impreund cu natura si concentratiile de agenti
reducatori NaBH4 sau SnClo. Complexul rezultat dintre [TcO47] si PEI incarcat foarte pozitiv a fost
confirmat prin scdderea valorilor potentialului zeta masurate la 6 ore dupa procesul de
radiomarcare. Valorile au scizut de la +38 (valoarea initiald) la —38 mV pentru AuPEG-PEI/**™Tc,
de la +3 pani la —60 mV pentru AuPEG-PEI-GA/**™Tc, asa cum este prezentat in figura I1.2.10.
Totodata, s-a observat o crestere a potentialului zeta dupa 22 de ore indicand valorea +12,2 mV

pentru AuPEG-PEI si +0,6 mV pentru AuPEG-PEI-GA.
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Figura 11.2.10. Valorile
diametrului si potentialului zeta pentru
(a) AuPEG-PEI si (b) AuPEG-PEI-GA
dupa radiomarcare cu nanoparticule cu
9mT¢, folosind o solutie de 0,14 mg/mL

SnCl; ca agent reducator. Valorile
potentialului zeta (§) sunt prezentate in

insertii (Uritu et al., 2024)
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Eficienta de radiomarcare a AuPEG-PEI si AuPEG-PEI-GA atinge valori de pana la 99%,

in principal in perioada initiald de 6 ore, cu variatii minore bazate pe tipul si concentratia agentului

reducator utilizat. Datele prezentate in figura I1.2.12.¢ indica faptul ca stabilitatea sistemului este

afectatd semnificativ de prezenta agentului reducator dupd o duratd de 6 ore. Eficienta de

radiomarcare a complexului AuPEG-PEI-GA-""Tc s-a dovedit a fi de 91% dupi 22 de ore de

incubare cu SnCl; (0,14 mg/mL).

Figura 11.2.12. Randamentul de
radiomarcare al nanoparticulelor (a)
AuPEG-PEI si (b) AuPEG-PEI-GA cu
9mT¢, efectuatd cu pertechnetat de sodiu cu
radioactivitate de 185 MBq (5 mCi),
corespunzand unui raport N/**"Tc de
aproximativ 100/1; (¢) Diagrama cu bare
evidentiaza conditiile optime pentru
radiomarcarea AuPEG-PEI-GA; (d)
Randamentele de radiomarcare ale AuPEG-
PEI si AuPEG-PEI-GA cu %Ga in functie
de raportul dintre azot si galiu (N / Ga)
(Uritu et al., 2024)
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Protocolul aplicat pentru procesul de radiomarcare cu ®Ga a presupus utilizarea unei

cantititi constante de ®3GaCls si a trei concentratii distincte de nanoparticule de aur, care au fost

combinate pentru a obtine rapoarte N/Ga de 50, 100 si 150. Coordonarea ®Ga’" cu azotul prezent

in invelisul PEI a dus la incorporarea celor dintai in lanturile PEI. Spre deosebire de complecsii

formati cu [*™TcO4], *Ga’" manifestdi o preferintd pentru formarea de entititi mai mici.

Histogramele generate din imaginile STEM au demonstrat ca diametrele nanoparticulelor se
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incadreazd intr-un interval ingust de 22,12 pana la 23,6 nm, cu variatii neglijabile observate la

diferite concentratii.

Figura I1.2.13. Imaginile
STEM ale (a,c si e) AuPEG-
PEI/%¥Ga si (b,d si f) AuPEG-
PEI-GA/%®Ga la rapoartele
N/Ga selectate: (a,b), 50/1,
(c,d) 100/ 1 si (e,f) 150/ 1.
Histogramele indica distributia
dimensionald prin masurarea a
aproximativ 100 de particule
din mai multe imagini STEM

(Uritu et al., 2024)
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11.2.2.3 Teste in vitro - efectul nanoconjugatelor AuPEG-PEI si AuPEG-PEI-GA inainte si

dupa radiomarcare asupra fibroblastilor gingivali umani normali

Testele in vitro pe fibroblasti (Figura 11.2.20.a) au demonstrat biocompatibilitatea AuNPs,

AuPEG-PEI si AuPEG-PEI-GA la concentratiile testate, mentindnd o viabilitate celulara de peste

70%. Cu toate acestea, s-a observat o sensibilitate la doza semnificativd pentru AuPEG-PEI si

AuPEG-PEI-GA, indicand necesitatea unei monitorizari atente a concentratiilor utilizate.

Figura I1.2.20. Evaluarea citotoxicitatii
nanoparticulelor nemarcate si radiomarcate
pe fibroblasti normali la incubare timp de 24
de ore: (a) nanoparticule AuNPs, AuPEG-
PEI siAuPEG-PEI-Ga; (b) AuPEG-PEI si
AuPEG-PEI-GA marcate cu %Ga; (c)
AuPEG-PEI si AuUPEG-PEI-GA marcate cu
mTe (Uritu et al., 2024)
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Radiomarcarea cu ®Ga a crescut citotoxicitatea chiar si la concentratii scizute, sugerand
ca doza optima este de 1 pg/mL pentru a evita impactul negativ asupra viabilitatii fibroblastilor.
In contrast, etichetarea cu *™Tc a afectat viabilitatea doar la concentratii ridicate, subliniind

variabilitatea efectelor in functie de tipul de marcaj si concentratie.

11.2.2.4 Biodistributia in vivo a nanoparticulelor AuPEG-PEI si AuPEG-PEI-GA

radiomarcate

Figura I1.2.21. ilustreaza biodistributia in vivo a sistemelor AuPEG-PEI si AuPEG-PEI-
GA, radiomarcate cu Ga si **™Tc. A fost testatd si demonstrati stabilitatea celor doui sisteme
radiomarcate pana la 7 ore, ambele sisteme au prezentat caracteristici favorabile atunci cand sunt

utilizate ca sisteme radiomarcate. Captarea fiziologica a tiroidei prin symporter NIS (Franken et

al.) a fost prezentd in cazul *™Tc, dar absenta in cazul AuPEG-PEI si AuPEG-PEI-GA.
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woTe
AUPEG-PEI-GA
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Figura I1.2.21. Absorbtia tisulard a nanoparticulelor radiomarcate cu **™Tc investigatd in comparatie cu absorbtia

pertechnetatul de sodiu. T = tiroida, St = stomac, B = vezica urinara, L = ficat, Sp = splind, LK = rinichi stang

(Uritu et al., 2024)



Analizand figura I1.2.22. se poate observa ci radionuclidul liber (°®Ga) are o biodistributie
relativ nespecificd, cu o acumulare vizibild in mai multe tesuturi precum inima, creier, ficat, stomac
si intestin. In cazul AUPEG-PEI/**Ga, captarea este destul de slaba in majoritatea tesuturilor, fiind

mai vizibila 1n vezica si rinichi, deci cu predispozitie la eliminare rapida pe cale renala.

%Ga %Ga-AuPEG-PEI %8Ga-AuPEG-PEI-GA

Figura I1.2.22. Absorbtia tisulard a nanoparticulelor radiomarcate cu *Ga in comparatie cu ®*GaCls liber evidentiata

de imaginile PET-RMN fuzionate (Uritu et al., 2024)

Prezenta GA in AuPEG-PEI-GA/®*®Ga asiguri o biodistributie ce evidentiazi compusul fara
GA, care aratd o captare mult mai buna in sistemul nervos (in creier si maduva spinarii), fiind, de
asemenea, prezent in rinichi si vezicd urinard. Fixarea preferentiald in tesutul nervos confirma
ipoteza conform careia un astfel de compus ar putea fi util pentru vizualizarea imagistica a
tesuturilor mari consumatoare de glucoza. Aceastd constatare a fost confirmatd doar pentru
radiomarcarea cu °*Ga (PET), dar nu si in cazul *™Tc (SPECT), ceea ce reflectd faptul ci
radiomarcarea are loc prin mecanisme diferite pentru cei doi radionuclizi, fiind posibil la

modificari conformationale care au dat ca rezultat biodistributii diferite.
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CAPITOLUL III - Nanoparticule de aur functionalizate cu
metotrexat: 0 noua abordare nanoterapeutica pentru o activitate

antitumorala, antioxidanta si biocompatibilitate imbunatatita

eqe v,

medicamentelor prin cresterea livrarii catre tesutul tintd, precum si raportul dintre tesutul tinta si
tesutul non-tinta (Qiu and DelVecchio Good, 2021). Acest lucru va conduce, la randul sau, la
reducerea dozei minime eficiente a medicamentului si a toxicitatii medicamentoase asociate,
precum si la o imbunatatire a eficacitatii terapeutice la concentratii plasmatice echivalente
(Sudimack and Lee, 2000).

In acest studiu, s-a propus o noud metodd pentru a imbunatiti eficacitatea (proprietati
antitumorale si antioxidante) si siguranta metotrexatului prin utilizarea a doua sisteme distincte ca
nanopurtatori pe baza de nanoparticule de aur (AuNPs) functionlizate cu PEG, PEL

Prin legarea MTX la AuNPs functionalizate cu polimeri, acesta se pot acumula mai bine in
celulele tumorale pentru o duratd mai lungd, ceea ce duce la un comportament farmacocinetic

imbunatatit si la un efect terapeutic mai puternic.

II1.2.1. Sinteza a doua sisteme pe baza de nanoparticulelor de aur functionalizate cu

metotrexat (AuNPs-PEG-NH2-MTX si AuNPs-PEG-PEI-MTX)

Procesul de sinteza (Schema III.1) a constat in grefarea SH-PEG-COOH pe suprafata
nanoparticulelor de aur acoperite cu fosfina, iar al doilea invelis a fost creat prin cuplarea unor
fractiuni de PEI cu ramificatii scurte, urmatd de legarea covalentd a MTX, rezultand sistemul
AuNPs-PEG-PEI-MTX. Al doilea sistem (AuNPs-PEG-MTX) a rezultat in urma functionalizarii

nanoparticulelor de aur cu SH-PEG-NH>, urmata de legarea covalenta a metotrexatului.
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Schema III.1. Calea de sinteza pentru dezvoltarea nanoparticulelor de aur functionalizate (Bostiog ef al., 2024)

II1.2.2. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor de aur functionalizate (AuNPs-

PEG-NH2-MTX si AuNPs-PEG-PEI-MTX)

MTX liber a prezentat trei maxime caracteristice de absorbtie UV-Vis la 258 nm, 303 nm

si 374 nm (Figura III.1.a). Prezenta maximelor caracteristice pentru MTX la 303 nm si 259 nm

in spectrele AuNPs functionalizate (Figura IIl.1.c) confirma legarea MTX pe suprafata

polimerilor, asa cum s-a raportat anterior (Tran ef al., 2013). Utilizand curba de calibrare a MTX

in apd (Figura II1.1.b), concentratiile calculate de MTX in AuNPs au fost de 0,67 mg MTX / mL
in AuNPs-PEG-MTX si de 0,385 mg MTX / mL in AuNPs-PEG-PEI-MTX.

Figura IIIL.1. Spectrul UV-Vis ale (a)
MTX in apa la diferite concentratii , (b)
curba de calibrare a MTX, (c) spectrele
UV-Vis ale MTX, AuNPs-PEG-MTX si

AuNPs-PEG-PEI-MTX, (d)
nanoparticulele de aur functionalizate cu
polimeri dupa fiecare etapa (Bostiog et

al., 2024)
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nefunctionalizate este sustinutd in continuare de tehnica STEM (Figura 111.4).
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Figura III.4. Imagini de microscopie electronica cu transmisie prin scanare si histograme ale distributiei
dimensionale a nanoparticulelor investigate: (a) AuNPs-p, (b) AuNPs-PEG-NH,,
(¢) AuNPs-PEG-MTX, (d) AuNPs-PEG-COOH, (e) AuNPs-PEG-PEI, (f) AuNPs-PEG-PEI-MTX (Bostiog
et al.,2024)

Nanoparticulele prezinta o polidispersitate scdzuta si au diametre medii de 13 = 1,711 nm
(AuNPs-p), 14 + 1,677 nm (AuNPs-PEG-NH>), 15 £+ 1,712 nm (AuNPs-PEG-MTX), 14 + 1,791
nm (AuNPs-PEG-). COOH), 15 £ 1,856 nm (AuNPs-PEG-PEI) si 16 + 1,736 nm (AuNPs-PEG-
PEI-MTX). Dupa cum era anticipat, dupd functionalizarea suprafetei, dimensiunile

nanoparticulelor cresc progresiv la fiecare pas al functionalizarii.

II1.2.3. Activitate antioxidanta

Activitatea antioxidantd a fost determinata atat pentru AuNPs functionalizate cu MTX, cat
si pentru produsii intermediari AuNPs-p, AuNPs-PEG-NH>, AuNPs-PEG-PEI, utilizind metodele
DPPH, FRAP si CUPRAC.

AuNPs-PEG-MTX prezintd activitate antioxidanta semnificativ mai mare in comparatie cu
AuNPs-PEG-PEI-NH;, p<0,0001, pentru testele DPPH, CUPRAC si MTX liber la aceeasi
concentratie ca cea gasita in nanoparticule, p<0,0001, pentru toate cele trei teste. Aceste observatii
subliniazad potentialul antioxidant imbunatatit obtinut prin incdrcarea cu MTX ale conjugatelor
AuNPs-PEG-NH>, depasind atat nanoparticulele nefunctionalizate, cat si MTX liber. In schimb,
AuNPs-PEG-PEI-MTX are o activitate antioxidantad semnificativ mai micd in comparatie cu
precursorul sdu, asa cum evidentiaza testele DPPH (p<0,001), FRAP (p<0,0001) si CUPRAC
(p<0,0001).
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Figura II1.7. Activitatea antioxidantd a produsilor intermediari si a nanoparticulelor functionalizate: (a) Test DPPH,

(b) Test FRAP, (c¢) Test CUPRAC (Bostiog et al., 2024)

Metoda DPPH a aratat cd AuNPs-p (p<0,01), AuNPs-PEG-MTX (p<0,0001), AuNPs-
PEG-PEI (p<0,0001) si AuNPs-PEG-PEI-MTX (p<0,0001) au avut o activitate antioxidantd
semnificativ mai mare decét standardul NaLS (Figura IIL.7.a). in metoda FRAP, numai variantele
AuNPs-PEG-MTX (p<0,01) si AuNPs-PEG-PEI (p<0,0001) au prezentat o activitate antioxidanta
semnificativ mai mare in comparatie cu standardul NaLS (Figura IIL.7.b). in metoda CUPRAC,

numai AuNPs-PEG-PEI (p<0,0001) a avut o activitate mai mare in comparatie cu NaLS (Figura
I11.7.¢).

I11.2.4. Citocompatibilitatea nanoparticulelor pe linii celulare dermale, normale si tumorale

Figura II1.8 prezintd rezultatele testului MTT privind viabilitatea celulard a liniei celulare
de keratinocite umane imortalizate (HaCaT) si a liniei celulare de carcinom scuamos CAL27.
Rezultatele indica faptul cd viabilitatea celulara HaCaT a fost comparabild cu cea a grupului de
control sugerdnd o absentd a citotoxicitdtii. Diferentele de viabilitate observate nu au fost
semnificative statistic, atdt pentru compusii intermediari si MTX, cat si pentru nanoparticulele

functionalizate cu MTX in comparatie cu controlul.
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Figura I11.8. Evaluarea biocompatibilitatii nanoparticulelor de aur functionalizate cu MTX prin testul MTT in
conditii standard de cultivare a liniei celulare de keratinocite umane HaCaT (stdnga) si a liniei de celule canceroase

non-melanom CAL27 (dreapta) (Bostiog et al., 2024)

In cazul testelor efectuate pe linia celulard tumorala CAL27, s-au obtinut rezultate diferite,
evidentiindu-se o reducere a viabilitdti celulare care indica potentialul terapeutic al compusilor
studiati. AuNPs-PEG-PEI-MTX a dovedit cea mai bund capacitate de a scadea viabilitatea
celulelor tumorale, urmat de MTX liber si AuNPs-PEG-PEL

Rezultatele testului Live/Dead realizat pe fiecare componenta a sistemelor (Figura I11.10)
coroboreazd rezultatele testelor biochimice. Mai exact, celulele HaCat au prezentat un raport
semnificativ mai mare de celule vii (colorate in verde) si celule moarte (colorate in rosu) in figura
I11.10.a, ceea ce indicd o viabilitate generala a celulelor HaCat in prezenta conditiilor testate
(Bhamidipati and Fabris, 2017).

Pe de altd parte, celulele tumorale au prezentat o viabilitate redusa In prezenta
nanoparticulelor de aur, conform figurii IT1.10.b, rezultdnd ca tratamentul cu nanoparticule de aur

are efect antitumoral (Uboldi et al., 2009).
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Control AuNPs-PEG-NH, AuNPs-PEG-MTX

AuNPs-PEG-PEI AuNPs-PEG-PEI-MTX

AuNPs-PEG-NH, AuNPs-PEG-MTX

AuNPs-PEG-PEI . AuNPs-PEG-PEI-MTX

Figura I11.10. Viabilitatea celulara masurata prin test Live/Dead. (a) celule HaCat (normale) cultivate timp
de 24 de ore in prezenta AuNPs functionalizate; (b) Celule tumorale (CAL27) cultivate timp de 24 de ore in

prezenta AuNPs functionalizate; scard — 100 um (Bostiog et al., 2024)

Testele de viabilitate celulard au aratat ca nanoparticulele de aur functionalizate cu MTX
nu au afectat negativ celulele sandtoase, demonstrand potentialul acestora ca agenti terapeutici
selectivi pentru celulele canceroase. Nanoparticulele s-au dovedit a fi biocompatibile si au
prezentat citotoxicitate scazutd asupra keratinocitelor umane HaCaT si asupra celulelor canceroase
non-melanom CAL27. Aceste descoperiri sugereaza ca AuNPs functionalizate cu MTX sunt
promititoare pentru diverse aplicatii biomedicale, cum ar fi terapia tintitd a cancerului si

tratamentele pe baza de antioxidanti.
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CAPITOLUL IV- Vectori non-virali de livrare tintita a materialului
genetic

Sistemul modular investigat in acest studiu abordeaza mai multe provocari in livrarea
genelor, inclusiv specificitatea tintirii, eficienta transfectiei si citotoxicitatea minima. Designul
vectorial utilizeazd chimia supramoleculard gazda-oaspete intre P-ciclodextrind si molecule
functionalizate cu adamantan pentru a crea o arhitecturd de suprafata dinamica si interschimbabila
pe suprafata nanoparticulelor de aur (AuNPs). In constructia vectorilor, au fost testate trei tipuri
de bPEI (800 Da, 2.000 Da si 25.000 Da) pentru a evalua modul in care lungimea masa moleculara
a bPEI influenteazd dimensiunea particulelor, sarcina de suprafata, capacitatea de legare a ADN-
ului si eficienta transfectiei. Ulterior, pentru a investiga influenta peptidei asupra performantei in
vitro, au fost analizate doua strategii: functionalizarea AuPEInCD urmata de marcarea cu peptid
fie Tnainte de formarea poliplecsilor cu pCS2+MT-Luc (ADN), fie dupa acest proces, in vederea
determindrii momentului optim de introducere a peptidei pentru maximizarea eficientei

transfectiei.

IV.2.1. Sinteza vectorilor non-virali de livrare tintita a materialului genetic

Procedura experimentala pentru obtinerea vectorilor pe baza nanoparticulelor de aur a fost
realizatd conform schemei IV.1, urmand o cale de sintezd care implicd doud etape principale:
formarea nanoparticulelor de aur (AuNPs) functionalizate cu un conjugat de polietilenimina si -
ciclodextrina (PEInCD), si prepararea unui derivat de peptida-PEG2-SPDP-adamantan (Ad-PEG-
Pep) care este capabil sa formeze un complex de incluziune cu unitatile de f-CD de pe suprafata
nanoparticulelor ducand astfel, in etapa finald, la obtinerea de nanoparticule supramoleculare de

AUuPEInCD decorate cu peptida pentru tintire celulara specifica (Craciun et al., 2023).
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Schema IV.1. Cale experimentala pentru obtinerea vectorilor non-virali AuPEInCD-Pep

(PEIn MW: 800 Da, 2.000 Da si 25.000 Da)

IV.2.2. Caracterizarea vectorilor non-virali de livrare tintita a materialului genetic

Pentru a confirma modificarile chimice suferite de B-CD in urma reactiillor de
functionalizare, a fost utilizata spectroscopia de rezonantd magnetica nucleard (RMN).

Comparativ cu bine cunoscutul spectru protonic al B-CD (Figura IV.1.a), introducerea
grupdrii p-toluensulfonil pe o subunitate de glucoza induce unele modificari in modelul RMN al
beta-ciclodextrinei (Figura IV.1.b). Restul protonilor beta-ciclodextrinei prezintd semnale de
rezonantd suprapuse in intervalul 3,0-4,0 ppm, in timp ce protonii de la gruparea hidroxil au fost
atribuiti celor doud semnale de la 4,50 (OH-6) si 5,73 ppm (OH-2 si OH-3). Prezenta gruparii p-
toluensulfonil este usor de recunoscut dupa singletul de la 2,44 ppm (CH3) precum si cele doud
dublete localizate in regiunea campului magnetic scazut, caracteristice protonilor din nucleul

aromatic, confirmand astfel prezenta gruparii p-toluensulfonil.
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Figura IV.1. Spectre 'H RMN corespunzitoare a) B-CD si b) B-CD-Ts. Ambele spectre au fost inregistrate in
DMSO deuterat 1a 400 MHz.

Spectrometria de masa cu ionizare prin electrospray (ESI-MS) a fost utilizata pentru a

confirma structura compusului Ad-PEG-Pep sintetizat.
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IV.2.3. Caracterizarea vectorilor AuPEInCD in ineractiunea cu pCS2+MT-Luc

In vederea evaluirii influentei peptidei asupra performantei in vitro, au fost investigate
doua strategii: functionalizarea AuPEInCD urmatd de marcarea cu peptid fie inainte de formarea

poliplecsilor cu pCS2+MT-Luc (ADN), fie ulterior acestui proces (Schema IV.2).

" )
4 pCS2
- @ ncubare 23°C, 1h

AuPEInCD/ pCS2-Pep

Schema IV.2. Reprezentarea schematica a procesului de obtinere pentru vectorii non-virali AuPEIn-CD marcati cu

peptida inainte si dupa formarea poliplecsilor cu plasmid

Pentru a obtine informatii detaliate privind morfologia si dimensiune nanoparticulelor
rezultate In urma formarii poliplecsilor AuPEInCD/pCS2 a fost utilizatd microscopia electronica
de transmisie (TEM).

In cazul nanoparticulelor de aur, studiile au aratat ci particulele cu un diametru mai mare
pot transporta mai mult plasmid datoritd suprafetei, dar densitatea ADN-ului pe suprafata scade pe
masura ce dimensiunea particulei creste (Vasiliu et al., 2021). Atunci cand PEI este utilizat pentru
a forma complecsi cu plasmid, masa molecularad a PEI (25000 Da) poate conduce la complecsi mai
substantiali in comparatie cu moleculele mai mici de PEI. Acest efect este in concordantd cu

observatiile in care diametrul scade cu 1 sau 2 nanometri in urma impachetarii plasmidului (Figura

IvV.9).
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Figura IV.9. Microimaginile TEM si distributiile dimensiunilor aferente acestora pentru:

(a) AuPEI30CD-Pep-ADN, (b) AuPELCD-Pep-ADN, (¢) AuPELs,CD-Pep-ADN

Testul de digestie enzimatica utilizdnd DNaza I (deoxiribonucleaza I) a fost realizat pentru
a evalua stabilitatea poliplecsilor vector non-vira/ADN si gradul de protectie oferit de vectori
impotriva degradarii enzimatice a ADN-ului. S-au utilizat doud abordari diferite in formarea
poliplecsilor: in prima abordare, nanoparticulele marcate cu Pep au fost complexate cu ADN
plasmidic (AuPEIn-CD-Pep/pCS2), in a doua abordare, nanoparticulele nemarcate (AuPEIn-CD)
au fost complexate cu ADN plasmidic, urmat de marcare cu peptid (AuPEIn-CD/pCS2+Pep).
Compararea acestor doua tipuri de complexe a permis evaluarea eficientei vectorilor in protejarea
pCS2, un aspect esential pentru mentinerea integritatii genetice in conditii biologice si pentru

asigurarea succesului transfectiei.
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Configuratia structurald a vectorilor non-virali joacd un rol critic in protejarea
componentelor terapeutice (ADN, peptide) fatd de degradarea enzimatica. Studiul a evidentiat ca
sistemul AuPEInCD/pCS2/Pep protejeaza pCS2 in proportie de 25,66%, 23,94%, 25,5% 1n ordinea
cresterii masei moleculare, oferind o protectie enzimatica superioara fatd de AuPEInCD-Pep/pCS2
(2,68%,2,82%, 6,93% in ordinea cresterii masei moleculare), datorita diferentelor in mecanismele

de asamblare si organizare molecularad (Figura IV.12).
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1V.2.4. Eficienta in vitro a vectorilor non-virali

Eficienta transfectiei a fost determinatd pe liniile celulare HOS si MCF-7, utilizand
pCS2+MT-Luc ca gena reporter (Figura IV.13). S-au utilizat doud abordari diferite in formarea
poliplexului: nanoparticulele marcate cu Pep au fost complexate cu ADN plasmidic (AuPEIn-CD-
Pep/pCS2), nanoparticulele nemarcate au fost complexate cu ADN plasmidic si apoi a fost
efectuata marcarea cu Pep (AuPEIn-CD/pCS2+Pep) (Figura 1V.13.a).

Comparand eficienta transfectiei in celulele MCF-7 pentru cele 2 variante experimentale,
am observat ca marcarea cu peptid (Pep) dupa formarea poliplexului a determinat o transfectie mai

buna comparativ cu abordarea clasica.
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Figura IV.13. (a) Eficienta transfectiei in celulele HOS si MCF-7 transfectate cu plasmidul pCS2+MT-Luc
utilizand poliplecsi la un raport N/P de 25. (b) Viabilitatea celulara a celulelor HOS, MCF-7 si HGF tratate cu
poliplecsi la un raport N/P de 25. Rezultatele sunt raportate ca % viabilitate pe baza celulelor de control netratate

normalizate la 100% si sunt exprimate ca valoare medie + deviatia standard (n=4)

S-a observat o viabilitate celulara globala mai mare de 60% pentru toate complexele
analizate, nanoparticulele marcate inducand o citotoxicitate mai scazutd in comparatie cu cele
nemarcate cu peptid (Figura IV.11.b).

Rezultatele sugereaza ca structura si compozitia vectorilor favorizeaza mecanisme celulare
specifice de internalizare in aceste celule. In schimb, pentru liniile tumorale nespecifice, eficienta
transfectiei a fost considerabil redusd, ceea ce indica o capacitate de tintire selectiva a vectorilor,

cu potential de minimizare a efectelor adverse in celulele non-tinta.
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CONCLUZII GENERALE

Contributiile persoanle prezentate in teza de doctorat ,,Sisteme multicomponente pe baza
de polimeri naturali si sintetici. Sintezi, caracterizare, aplicatii” au condus la urmatoarele

concluzii generale pentru fiecare capitol:

Capitolul I1.1

In acest capitol au fost proiectati, sintetizati si caracterizati vectori non-virali de tip AuNPs-
PEG-PEG-PEI-PEG-GA si AuNPs-PEG-PEI-PEG-GA, avand la bazd nanoparticule de aur
functionalizate cu polietilenglicol (PEG), polietilenimina (PEI) si glucozamina (GA).

Spectroscopia UV-Vis a confirmat prezenta si stabilitatea nanoparticulelor prin benzile
plasmonice caracteristice in intervalul 522—-529 nm, iar concentratia lor a fost determinata cu
ajutorul legii Lambert-Beer. Spectroscopia FTIR a sustinut succesul functionalizarii chimice prin
identificarea benzilor specifice fiecarui component al sistemului.

Caracterizarea fizico-chimicd a vectorilor a evidentiat dimensiuni hidrodinamice
corespunzatoare (369,6 nm si 386,8 nm), potentiale zeta negative usor diferite si o morfologie
sferica confirmata prin STEM si TEM, cu diametre medii ale nanoparticulelor si ale poliplecsilor
compatibili cu utilizarea in livrarea genica.

Modelarea moleculard a confirmat influenta arhitecturii polimerice asupra dimensiunilor
finale ale vectorilor, in acord cu observatiile experimentale.

Capacitatea vectorilor de a proteja si elibera ADN-ul a fost evaluatd prin tratamente cu
DNA-aza I si SDS, relevand rate de eliberare diferentiate. Vectorul cu lant polimeric extins
(AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA) a oferit cea mai buna protectie impotriva degradarii
enzimatice, sugerand o structurd mai compacta si stabild a poliplecsilor. Aceasta protectie s-a
reflectat si In eficienta de transfectie evaluatd prin testul Bright-Glo, unde acelasi vector a
inregistrat performante superioare in transfectia celulelor HeLa.

Testele toxicologice efectuate pe model animal au indicat o toxicitate scazuta, cu valori ale
dozei letale medii (LDso) de 6 mg/soarece pentru vectorul extins si 1,90 mg/soarece pentru cel
simplificat, fara mortalitate sau semne clinice de toxicitate pe durata experimentului. Parametrii
hematologici si biochimici au ramas n limite fiziologice, fara alterdri semnificative ale functiei

hepatice sau renale. De asemenea, raspunsul imun generat a fost moderat, cu o crestere usoara si
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tranzitorie a nivelurilor de citokine inflamatorii (IL-6, TNF-a, IFN-y) in grupul tratat cu AuNPs-
PEG-PEG-PEI-PEG-GA, sugerand o inflamatie localizata si controlata.

Analizele histopatologice au sustinut siguranta vectorilor, evidentiind regenerare hepatica
fiziologica (prezenta celulelor binucleate), in absenta semnelor de degenerare, inflamatie sistemica
sau afectare morfologica a organelor interne (ficat, rinichi, plamani, splind). Toate aceste rezultate
confirma potentialul ridicat al sistemului AuNPs-PEG-PEG-PEI-PEG-GA ca vector non-viral
eficient, stabil si biocompatibil pentru livrarea plasmidelor, justificind continuarea evaludrilor in

vivo avansate si a testelor preclinice extinse.

Capitolul II1.2.

In acest capitol au fost sintetizati si caracterizati vectori pe bazi de nanoparticule de aur
functionalizate cu PEG, PEI si glucozamina (GA), respectiv AuPEG-PEI si AuPEG-PEI-GA,
ulterior radiomarcati cu *™Tc si ®*Ga, in vederea evaludrii potentialului lor ca agenti de imagistica
moleculard si vectori pentru livrare tintitd. Confirmarea structurii chimice a precursorilor a fost
realizata prin spectrometrie de masa ESI-MS, care a evidentiat masele specifice ale gruparilor GA
si PEG, iar succesul functionalizarii nanoparticulelor a fost sustinut prin spectroscopie FTIR si
XPS, evidentiind prezenta legaturilor Au—S, grupdrilor amino, carbonil si epoxidice in etapele
succesive de modificare.

Analiza morfologica prin STEM a ardtat o crestere progresivdi a dimensiunii
nanoparticulelor odatd cu adaugarea straturilor functionale, de la 11,9 nm pentru AuNPs native,
pana la 26,5 nm pentru sistemul complet AuPEG-PEI-GA. Confirmarea compozitiei chimice prin
EDAX si identificarea elementelor-cheie (Au, C, N, O, S) au sustinut succesul etapei de
functionalizare.

Radiomarcarea cu *®™Tc a demonstrat randamente ridicate (>99% in primele 6 ore) si o
stabilitate bund in timp, cu doar o usoara scadere a eficientei dupa 22 de ore pentru AuPEG-PEI-
GA/”#mTc. Modificarile semnificative ale potentialului zeta dupa radiomarcare au sugerat o
interactiune importantd intre radionuclid si structura nanoparticulei, influentand incércarea de
suprafatd si potentialul de stabilitate coloidala. Radiomarcarea cu “*Ga a fost de asemenea
eficientd, cu randamente de pana la 100% si o stabilitate bund in functie de raportul N/Ga, cu
variatii minime ale dimensiunilor nanoparticulelor, confirmand integritatea sistemului in conditii

de marcaj radioactiv.
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Spectroscopia FTIR a compusilor radiomarcati a indicat modificari structurale post-marcaj,
culturi de fibroblasti a ardtat o viabilitate celulara peste 70% pentru vectorii nemarcati,
confirmandu-le siguranta in conditiile testate. Radiomarcarea cu “®*Ga a crescut usor citotoxicitatea
la concentratii scazute, sugerand ca o doza optima de 1 pg/mL este recomandata pentru a minimiza
efectele adverse, in timp ce marcajul cu *Tc a fost mai bine tolerat, citotoxicitatea fiind observata
doar la concentratii mai mari.

Studiile in vivo au demonstrat comportamente biologice diferite intre radionuclizii liberi si
vectorii conjugati. *Tc liber a prezentat captare specifica in tiroida (prin transportorul NIS), in
timp ce vectorii AUPEG-PEI si AuPEG-PEI-GA nu au evidentiat aceastd acumulare, indicand o
distributie modificatd si mai tintita. In cazul *Ga, forma libera a aritat distributie nespecifica
extinsd in mai multe organe, in timp ce vectorii marcati au prezentat o distributie redusa in
majoritatea tesuturilor si o eliminare predominant renald, sugerand o cineticd favorabila pentru
aplicatii imagistice non-invazive.

In ansamblu, datele obtinute sustin validitatea platformei AuPEG-PEI-GA ca vector

multifunctional, cu potential ridicat pentru aplicatii de imagistica SPECT si PET, prezentand

.....

Capitolul III.

In acest capitol au fost obtinute si caracterizate doua sisteme nanostructurate AuNPs-PEG-
MTX si AuNPs-PEG-PEI-MTX printr-o strategie etapizatd de functionalizare a nanoparticulelor
de aur cu PEG si PEI, urmata de conjugarea cu metotrexat (MTX).

Spectroscopia UV-Vis a confirmat prezenta MTX prin aparitia benzilor caracteristice la
259 nm si 303 nm, iar cuantificarea sa a evidentiat un grad de incarcare mai mare in cazul
formuldriit AuNPs-PEG-MTX comparativ cu cea continind si PEL

Spectroscopia FTIR a validat structura chimica a conjugatelor, prin identificarea benzilor
caracteristice suprapuse corespunzatoare fiecarei componente. Analiza dimensionala a demonstrat
dimensiuni medii mici, cu o polidispersitate scazutd, ceea ce sugereazd o distributie uniforma a
nanoparticulelor. Spectroscopia XPS de inaltd rezolutie a confirmat prezenta formelor Au(0) si
Au(I) in toate sistemele, sustinand stabilitatea si integritatea chimicd a conjugatelor.

Evaluarea capacitatii antioxidante a indicat ca AuNPs-PEG-MTX are activitate superioara

fatd de toate celelalte formulari, inclusiv fatd de standardul de referintd (NaLS), conform testelor
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DPPH, FRAP si CUPRAC. Acest rezultat sugereaza un rol sinergic al PEG si MTX in cresterea
activitatii antioxidante a nanoparticulelor de aur.

Studiile in vitro pe celule umane sanatoase (HaCaT) au aratat o biocompatibilitate buna,
fara efecte citotoxice notabile, atit pentru compusii intermediari, cat si pentru nanoparticulele
finale. Testele efectuate pe linia celulara canceroasa CAL27 au evidentiat o reducere semnificativa
a viabilitatii celulare, mai pronuntata in cazul formularii AuNPs-PEG-PEI-MTX, urmata de MTX
liber si de sistemul AuNPs-PEG-PEI, sugerand o eficientd antitumorald crescutd prin conjugarea
metotrexatului pe un suport nanostructurat.

Testul Live/Dead a sustinut aceste observatii, indicand un raport net favorabil de celule
viabile in cultura HaCaT, in contrast cu mortalitatea celulara crescuta in cultura CAL27,
consolidand astfel ipoteza selectivitatii si eficientei terapeutice potentiale a sistemului.

Aceste rezultate demonstreaza ca nanoparticulele de aur functionalizate cu PEG, PEI si
MTX prezinta stabilitate coloidala, activitate antioxidantd Tmbunatatita, biocompatibilitate buna si

potential terapeutic antitumoral.

Capitolul IV.

In cadrul acestui studiu au fost sintetizati si caracterizati sase vectori non-virali bazati pe
nanoparticule de aur si polietilenimind modificata cu ciclodextrind (CD) si peptid: AuPEIS00CD,
AuPEI2kCD, AuPEI25kCD si variantele lor functionalizate cu peptide (AuPEIS00CD-Pep,
AuPEI2kCD-Pep, AuPEI25kCD-Pep). Acestea au fost dezvoltate in scopul livrarii eficiente si
selective a plasmidei pCS2.

Functionalizarea chimicd a fost confirmata prin spectroscopie RMN si FTIR, care au
evidentiat atasarea cu succes a CD pe structura PEI, precum si modificarile specifice ale gruparilor
functionale implicate. Datele RMN au indicat un grad diferit de substitutie cu CD in functie de
masa moleculard a PEI, cu o densitate de substitutie crescuta (12 CD/moleculd) in cazul PEI25k,
fatd de valorile scazute (1 CD/moleculd) pentru PEIS800 si PEI2k. Spectrometria de masa a
confirmat structura asteptata pentru peptidul utilizat (Ad-PEG-Pep), validand succesul etapelor de
sintezd intermediara.

Modificarile fizico-chimice ale nanoparticulelor in urma functionalizarii au fost evidentiate
de deplasarea benzii plasmonice in spectrele UV-Vis de la ~520 nm la ~530 nm, indicand o

reorganizare a suprafetei in urma grefarii peptidice.

31



Analizele de distributie hidrodinamicd si TEM au ardtat cd nanoparticulele au dimensiuni
crescute odatd cu cresterea masei moleculare a PEI si cu addugarea peptidei, mentinand Insa o
morfologie sferici regulatd. Impachetarea cu plasmida pCS2 a determinat o compactare
semnificativd a dimensiunilor, sugerand interactiuni eficiente intre componente.

Studiile de electroforeza pe gel de agaroza au fost esentiale in determinarea raporturilor
N/P optime pentru legarea completd a pCS2, aratand variatii in functie de structura vectorului:
valorile cele mai eficiente au fost obtinute pentru PEI25k, in special In combinatiile post-
functionalizate cu peptida.

In ceea ce priveste protectia ADN-ului, sistemele in care peptidul a fost adiugat dupa
formarea complexului AuPEInCD/pCS2 (si nu anterior) au oferit protectie superioard (23—-26%),
sugerand o organizare moleculara mai eficientd si o mai buna barierd impotriva agentilor de
degradare.

Evaluarile de viabilitate celulard pe linia HaCaT au o viabilitate >60%. Citotoxicitatea
testatd pe linii celulare HGF si HOS a fost mai pronuntata in cazul vectorilor marcati cu peptid
dupa complexare, comparativ cu cei functionalizati anterior, sugerdnd o influentd directd a
organizarii spatiale asupra comportamentului biologic.

In ceea ce priveste eficienta transfectarii, rezultatele au indicat o corelatie direct intre masa
moleculard a PEI si capacitatea de livrare a pCS2, sistemul AuPEI25kCD/pCS2+Pep obtindnd
performantele cele mai bune, urmat de versiunile cu PEI2k si PEIS800. Aceste observatii sustin
ideea cd masa moleculard mai mare a PEI contribuie atat la un grad crescut de compactare, cat si
la o interactiune celulard mai eficienta.

In concluzie, vectorii dezvoltati demonstreazi proprietiti structurale, biochimice si
functionale promitatoare, iar organizarea lor moleculard in special ordinea etapelor de

functionalizare influenteaza semnificativ eficienta de livrare si selectivitatea biologica.
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