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INTRODUCERE 

Încă din anul 1944, an în care Avery și colaboratorii au demonstrat faptul că acidul 

dezoxiribonucleic (ADN-ul) codifică informații genetice umane1, au fost publicate numeroase 

informații genetice prețioase, dar o adevărată revoluție genetică a fost produsă în anul 1953, când 

Watson și Crick2, au publicat structura dublu-elicoidală a ADN-ului, elucidând totodată şi 

mecanismul prin care ADN-ul își atinge ținta din interiorul nucleului celular fără a fi degradat de 

ADN-ază. Aceste informaţii preţioase au condus la înțelegerea unor mecanisme de apariţie ale 

tulburărilor umane, precum și la dezvoltarea unor noi metode de tratament, inclusiv terapia 

genică.3 Totuşi, în epoca post-genomică există provocări majore, în special acelea de a înțelege 

funcțiile moleculelor biologice importante. 

Terapia genică poate fi definită ca o tehnică care se ocupă cu tratarea unor boli grave 

(dobândite sau ereditare) prin rectificarea cauzelor genetice, fie prin înlocuirea genelor defecte cu 

gene sănătoase, fie prin completarea genelor lipsă.4 Noțiunea de terapie genică provine de la 

termenul de „inginerie genetică” care a fost postulat în 1932 în Ithaca în cadrul celui de ”al VI-lea 

Congres Internațional de Genetică”.5 În terapia genică sunt folosite mai multe tipuri de material 

genetic, cum ar fi ADN dublu-catenar, ADN mono-catenar sau ADN plasmidic.6 Succesul terapiei 

genice depinde în cea mai mare parte de certitudinea că gena terapeutică este internalizată în celulă 

fără a fi biodegradată. Însă, este cunoscut faptul că ADN-ul este sensibil la nucleaza din mediul 

biologic, iar natura polianionică hidrofilă a macromoleculei de ADN și dimensiunea mare a 

acestuia împiedică penetrarea pasivă a membranei celulare.3 Din acest motiv ADN-ul trebuie 

asociat cu sistemul de livrare sau cu vectorul ce transportă gena terapeutică în celula țintă, 

protejând gena de degradarea provocată de nucleaze și să existe certitudinea că aceasta 

transfectează în interiorul celulei.7 

Contribuțiile semnificative din cercetare aduse în domeniul terapiei genice au ajutat la 

elucidarea avantajelor și dezavantajelor în utilizarea sistemelor de vectori pentru livrarea și 

eliberarea materialului genetic. Astfel, au fost puse în evidență componentele esențiale din 

componența unui vector optim, care să prezinte eficiență de transfecție ridicată, citotoxicitate 

redusă și o bună capacitate de internalizare celulară. 

Având la bază aceste considerente, în cadrul prezentei teze de doctorat intitulată 

„Conjugate pentru transport și eliberare de gene și medicamente”, a fost urmărită obținerea 

și optimizarea unor sisteme de vectori non-virali dinamici pentru transportul și eliberarea de gene 

și medicamente, țintire celulară specifică și imagistică celulară prin fluorescență. 
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În prima parte a tezei de doctorat, Capitolul I, este prezentat un studiu de literatură ce 

are la bază atât principiul fundamental al terapiei genice, cât și studiile actuale privind sistemele 

de vectori și aplicabilitatea acestora în domeniul biomedical. De asemenea, sunt prezentate în 

detaliu mecanismele de internalizare celulară ale materialului genetic livrat de vector. 

Partea a doua a tezei de doctorat este structurată pe două capitole (Capitolele II și III) şi 

prezintă contribuțiile personale cu privire la obținerea, optimizarea și caracterizarea fizico-chimică 

a sistemelor de vectori non-virali, cât și rezultatele biologice obținute în urma testărior in vitro. 

Astfel, vor fi prezentate în detaliu: (a) sinteza derivaților de scualenă în vederea determinării 

proprietăților biologice cu privire la utilizarea acestora în proiectarea și optimizarea unor sisteme 

de vectori non-virali, precum și evaluarea capacității de inhibiție a unor derivați asupra unor 

izoforme de anhidrază carbonică umană (Capitolul II); (b) proiectarea, obținerea, optimizarea și 

caracterizarea fizico-chimică a unor librării de vectori non-virali pe bază de scualenă PEG-ilată 

(MPEG=1.5 kDa). În funcție de aplicabilitatea acestora, utilizând ca structură de bază scualena 

PEG-ilată, au fost obținute 3 librării de vectori ce conțin: (i) 1,3,5-triformilbenzen, PEG diaminat 

de diferite mase moleculare (1.5, 2 și 3 kDa) și bPEI cu masă moleculară de 0.8 kDa (livrare de 

material genetic). De asemenea, vectorul non-viral cu cele mai bune proprietăţi biologice a fost 

funcționalizarea cu un peptid adecvat pentru livrare și țintire celulară specifică; (ii) aldehidă 

glutarică și bPEI cu masă moleculară de 25 kDa (livrare de material genetic); (iii) derivați de p-

fenol dicarbonilici și bPEI cu mase moleculare de 0.8 și 2 kDa (livrare și imagistică celulară prin 

fluorescență) (Capitolul III). În componența fiecărui subcapitol din partea de rezultate proprii se 

regăsesc obiectivele studiului, justificarea importanţei abordării temei ce este propusă spre 

dezvoltare, descrierea experimentului (inclusiv a metodelor de sinteză), caracterizarea fizico-

chimică, rezultatele obținute în urma testărilor biologice in vitro. De asemenea, fiecare subcapitol 

are în încheiere concluziile aferente fiecărui studiu și partea experimentală. 

Capitolul II prezintă o metodă eficientă de obținere a derivaților de scualenă ce conțin 

grupări aldehidice, carboxilice sau unități de PEG (-PEG-NH2). Aceștia au fost caracterizați 

structural utilizând spectroscopia RMN (1H şi 13C). În cazul derivatului cu unități de PEG a fost 

determinată stabilitatea hidrolitică, concentrația critică micelară, precum și abilitatea de a forma 

micele în medii apoase. Concentrația critică micelară a fost determinată prin înregistrarea 

spectrelor de fluorescenţă ale soluţiilor apoase ce conțin piren, utilizat drept fluorofor. Morfologia, 

dimensiunea şi polidispersitatea micelelor au fost determinate prin TEM. De asemenea, utilizând 

testul MTS de citotoxicitate in vitro pe linia celulară NHDF a fost determinată biocompatibilitatea 

scualenei PEG-ilate. În urma acestor experimente a fost confirmată obținerea unui derivat de 
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scualenă ce poate fi propus pentru obținerea de sisteme cu potențiale aplicații în transportul de 

gene și medicamente în diferite tipuri de celule. 

Într-un alt studiu al Capitolului II este prezentată sinteza și caracterizarea seriei de derivați 

pe bază de scualenă ce au fost obţinuţi prin formarea legăturilor amidice între componentele 

sistemului final, plecând de la acidul scualenic și diferiți derivați de cumarină sau 

benzensulfonamide. Caracterizarea compuşilor rezultaţi a fost realizată prin intermediul 

spectroscopiei RMN, spectrometriei de masă și analiza elementală. De asemenea, sunt prezentate 

rezultatele obținute după evaluarea in vitro a derivaţilor de scualenă obţinuţi pentru determinarea 

profilului de inhibare a unor izoforme de anhidrază carbonică umană, utilizând tehnica în flux 

oprit. Derivaţii de scualenă au prezentat o selectivitate ridicată și un profil de inhibare excelent 

împotriva izoformei hCA II față de celelalte izoforme utilizate, cât și valori ale constantei de 

inhibiție mult mai bune decât ale compușilor de plecare. Rezultatele obținute sunt promițătoare, 

recomandând derivați sintetizaţi ca potențiali candidați în studiile preclinice ale glaucomului sau 

ale afecțiunilor conexe în care hCA II este implicată. 

Capitolul III, așa cum a fost menționat anterior, cuprinde 4 studii individuale. Primul 

dintre acestea descrie proiectarea și sinteza unei librării de vectori non-virali dinamici ce posedă 

compoziție variabilă, formată din scualenă PEG-ilată, nucleul de 1,3,5-triformilbenzen, H2N-PEG-

NH2 cu trei mase moleculare diferite (1.5, 2, și 3 kDa) și polietilenimină ramificată cu masă 

moleculară mică (0.8 kDa). Caracterizarea morfologică a vectorilor obținuți a demonstrat 

obținerea unor particule cu dimensini mici datorită apariției interacțiunilor sterice între moleculele 

din componența sistemelor finale. În urma testărilor biologice in vitro pe celule HeLa, a fost 

observată o creștere a eficienței de transfecție odată cu creșterea conținutului de PEG, cât și o 

creștere a biocompatibilității in vitro odată cu creșterea masei moleculare a PEG. 

Cel de-al doilea studiu, prezentat în Capitolul III, a avut la bază investigarea proprietăților 

biologice a unor sisteme de vectori non-virali dinamici pe bază de scualenă PEG-ilată, aldehidă 

glutarică și polietilenimină ramificată cu masa moleculară de 25 kDa. Vectorii non-virali au fost 

caracterizați din punct de vedere morfologic prin TEM, iar în urma acestui studiu a fost observată 

capacitatea compuşilor sintetizaţi de a forma structuri sferice de tip „nucleu-înveliș”. De 

asemenea, a fost determinată abilitatea vectorilor de a complexa pCS2 prin electroforeză pe gel de 

agaroză. Au fost realizate testări in vitro de determinare a citotoxicității și a eficienței de transfecție 

pe celule HeLa, în urma cărora a fost demonstrat faptul că acestea sunt dependente de cantitatea 

de bPEI-25kDa, cât și de raportul N/P utilizat. Acest studiu a determinat recomandarea utilizării 



4 

 

cu succes a bPEI-25kDa în obţinerea sistemelor constituționale dinamice ce pot fi utilizați ca 

vectori non-virali pentru transportul și transfecția acizilor nucleici. 

Cel de-al treilea studiu prezentat în Capitolul III are ca obiectiv conjugarea cu peptida 

DP18 a vectorului pe bază de scualenă PEG-ilată, nucleul de 1,3,5-triformilbenzen, H2N-PEG-

NH2 cu masa moleculară de 1.5 kDa și polietilenimină ramificată cu masă moleculară mică (0.8 

kDa), fiind sistemul cu cele mai promițătoare proprietăţi biologice, din cadrul primului studiu din 

acest capitol, în vederea țintirii celulare specifice. În urma acestui studiu a fost observat faptul că 

prin conjugarea sistemului cu peptida DP18 se imprimă o specificitate în țintirea liniei celulare 

tumorale MCF7.  

În ultimul studiu al Capitolului III a fost obținută o librărie de vectori non-virali cu 

proprietăți emisive în soluții apoase. Compoziția librăriei de vectori este diferită atât prin 

substituenții de la nivelul nucleului fluorescent, cât și prin masa moleculară a policationului bPEI 

(0.8 kDa sau 2 kDa). În urma caracterizării morfologice prin SEM a rezultat faptul că vectorii se 

autoasamblează în structuri de tip „nucleu-înveliș”, observaţii ce au fost confirmate și de analiza 

DLS. De asemenea, au fost realizate studii de absorbție și de fluorescență în urma cărora au fost 

observate proprietățile emisive ale vectorilor, confirmate și vizual la 365 nm sub lampa UV. 

Formarea poliplecșilor a fost determinată prin electroforeză în gel de agaroză, iar studiile in vitro 

de evaluare a viabilității celulare precum și a eficienței de transfecție au fost realizate pe celule 

tumorale HeLa. Studiile de imagistică celulară in vitro prin fluorescență au demonstrat 

internalizarea cu succes a vectorilor atât în citoplasmă, cât și în nucleul celular. 

Teza de doctorat se încheie cu prezentarea concluziilor generale rezultate din fiecare studiu 

întreprins, diseminarea rezultatelor obținute în perioada studiilor de doctorat și bibliografia 

aferentă. 

Rezultatele obținute și prezentate în cadrul tezei de doctorat „Conjugate pentru transport 

și eliberare de gene și medicamente”, au făcut până în prezent subiectul a 4 lucrări științifice 

publicate în jurnale cotate ISI și a 7 comunicări (orale sau poster) la manifestări științifice 

internaționale și naționale. De asemenea, au fost publicate sau sunt în curs de publicare și 2 lucrări 

în jurnale cotate ISI pe subiecte conexe temei abordate în prezenta lucrare. 
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CAPITOL II – Vectori non-virali pe bază de derivați ai scualenei 

II.2. Sinteza şi caracterizarea chimică a aldehidei scualenice şi a acidului 

scualenic (Funcționalizarea scualenei cu o grupare carbonilică sau carboxilică) 

Funcționalizarea scualenei cu o grupare aldehidică (SQ-CHO) are loc printr-o 

succesiune de etape conform schemei II.1. (1÷4), iar gruparea carboxilică a fost obţinută 

prin reacţia de oxidare a grupării carbonilice ataşată anterior la lanţul scualenic (SQ-

COOH, schema II.1. (5)). 

 
Schema II.1. Schema de obținere a derivaților SQ-CHO (4) și SQ-COOH (5). Condiții de 

reacție: a) NBS, THF, 0 °C, 1.5h; b) K2CO3, MeOH, 25 °C, 2h; c) HIO4 x 2H2O, H2O și 1,4-

dioxan, 25 °C, 2h; d) H2Cr2O7, H2O și Et2O, 0 °C, 2h. 

Confirmarea obținerii intermediarilor de reacție și a compușilor de interes (SQ-

CHO și SQ-COOH) fost confirmată cu ajutorul spectroscopiei de rezonanță magnetică 

de proton (1H-RMN) și de carbon (13C-RMN). 

II.3. Sinteza și caracterizarea scualenei PEG-ilate 

II.3.2. Sinteza, caracterizarea chimică şi stabilitatea hidrolitică 

PEG-ilarea scualenei (schema II.2.) a fost realizată prin aplicarea protocoalelor 

deja existente în literatură.8,9 Pe scurt, grupările aldehidice din compusul SQ-CHO (5) 

au fost reacționate cu grupările aminice primare din α,ω-bis(3-

aminopropil)polietilenglicol (H2N-PEG-NH2 – 1.5 kDa) în raport molar CHO:NH2=1:1. 

Reacţia a avut loc în acetonitril, la temperatura camerei, timp de 48 de ore, sub agitare 
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continuă şi sub atmosferă de azot, obținându-se compusul de interes scualena PEG-ilată 

(SQ-PEG-NH2 (6), schema II.2.). 

 
Schema II.2. Schema de sinteză a scualenei PEG-ilate. 

Structura chimică a SQ-PEG-NH2 (6) a fost confirmată prin spectroscopia RMN 

de proton și carbon. 

În vederea realizării unui studiu de stabilitate în soluții apoase, SQ-PEG-NH2 a fost 

solubilizată în apă deuterată, iar monitorizarea pe parcursul a 10 zile s-a realizat prin 

intermediul spectrelor 1H-RMN. În urma acestui studiu a fost observată o hidroliză a 

produsului de doar 0.2 %, demonstrând o stabilitate ridicată a scualenei PEG-ilate. 

II.3.4. Caracterizarea morfologică prin Microscopia Electronică de Transmisie 

Pentru a observa caracteristicile morfologice și dimensionale ale scualenei PEG-

ilate în apă a fost utilizată microscopia electronică de transmisie (TEM). Imaginile TEM 

(figura II.6a și 6b) ale conjugatelor SQ-PEG-NH2 depuse pe grilă TEM din soluţii 

apoase pun în evidenţă formarea unor micele cu formă sferică şi cu valori ale diametrelor 

cuprinse între 20 și 55 nm (figura II.6c). 

   
Figura II.6. Imaginile TEM la diferite magnitudini ale SQ-PEG-NH2 depusă pe grila TEM 

din soluţii apoase: a) scală de 200 nm; b) scală de 500 nm; c) distribuția dimensională.10 

II.3.5. Determinarea concentrației critice micelare prin fluorescență 

În această lucrare concentrația critică micelară (CCM) a fost determinată prin 

înregistrarea spectrelor de fluorescență ale soluțiilor apoase (21 de probe) de diverse 
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concentraţii în SQ-PEG-NH2 (5.13 x 10-3 M ÷ 3.24 x 10-8 M) şi un fluorofor la 

concentraţie constantă, în cazul nostru piren 5 x 10-7 M (figura II.7.). 

Spectrul de fluorescență al pirenului (figura II.7.) oferă informații despre 

polaritatea locală din vecinătatea imediată a acestuia bazându-se pe raportul intensităților 

dintre primul și al treilea maxim de emisie (I1/I3) (figura II.7. insert).  

 
Figura II.7. Spectrele de emisie normalizate ale soluțiilor apoase de piren (5 x 10-7 M) în 

prezență de SQ-PEG-NH2 la diferite concentrații (de la 3.24 x 10-8 M ÷ 5.13 x 10-3 M); I1, I3, 

IE – intensitățile normalizate ale picurilor 1 și 3, respectiv a excimerului; λex = 334 nm.10 

Valoarea CCM caracteristică soluției apoase de scualenă PEG-ilată a fost 

determinată prin construcţia graficelor (figura II.8.) pe baza valorile rapoartelor I1/I3 sau 

IE/I3 în funcţie de concentraţia (C) SQ-PEG-NH2 la concentraţie constantă a pirenului (5 

x 10-7 M). Intersecția tangentelor în punctele de inflexiune ale celor două grafice la 

concentraţia de 0.1620 mg/mL (8.75 x 10-2 mM) SQ-PEG-NH2 reprezintă valoarea 

CCM, sugerând faptul că scualena PEG-ilată există sub formă de micele la concentraţii 

≥ de 0.1620 mg/mL. De asemenea, se poate trage concluzia că odată cu creşterea 

concentraţiei peste limita de CCM, dimensiunea agregatelor creşte. 

  
Figura II.8. Determinarea CCM în soluţii apoase a SQ-PEG-NH2 (mg/mL) prin fitarea 

sigmoidală Boltzmann a raportului IE/I3 (stânga) sau I1/I3 (dreapta) în funcție de Log C (C: 

concentraţia SQ-PEG-NH2, mg/mL); concentrația pirenului 5 x 10 -7 M și λex = 334 nm.10 
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II.3.6. Determinarea viabilității celulare in vitro 

Citotoxicitatea scualenei PEG-ilate a fost testată prin determinarea activității 

metabolice celulare (testul MTS).11 Viabilitatea celulară a fost calculată și exprimată ca 

procente relative față de viabilitatea celulelor netratate, acestea din urmă fiind 

considerate ca având viabilitate de 100 % (figura II.9.). 

 
Figura II.9. Viabilitatea celulară relativă a SQ-PEG-NH2 la diferite concentrații pe linia 

celulară NHDF.10 

În figura II.9. se poate observa faptul că la concentrații care se situează în 

intervalul 0.003 ÷ 12.957 x 10-2 mM, soluțiile de scualenă PEG-ilată au viabilitate 

celulară bună, în timp ce la concentrații mai ridicate (26.993 ÷ 80.98 x 10-2 mM) 

viabilitatea celulară scade până la o valoare de aproximativ 40 %. 

În concluzie, soluțiile de SQ-PEG-NH2 ce prezintă viabilitate pe fibroblaști 

prezintă o limitare a utilizării acestora ca vectori non-virali în intervalul de concentrație 

0.003 – 13 x 10-2 mM. 

II.4. Sinteza și caracterizarea scualenei funcţionalizată cu 

benzensulfonamide sau cumarine, ca inhibitori ai anhidrazei carbonice 

II.4.2. Sinteza hibrizilor de scualenă cu benzensulfonamide sau cumarine 

Etapele de sinteză ale derivaților de cumarină (10a și 10b) sunt prezentate în 

Schema II.3. Pe scurt, prima etapă de sinteza debutează prin protejarea grupării aminice 

primare din structura 1-bromoetilamină (7), iar produsul de reacţie a fost reacţionat cu 

6-hidroxicumarină și 7-hidroxicumarină (8a și 8b) prin reacția de O-alchilare. În ultima 

etapă, derivații intermediari 9a și 9b au fost deprotejați cu acid trifluoroacetic, obținându-

se compușii de interes 10a și 10b. 
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Schema II.3. Etapele de sinteză ale derivaților de cumarină 10a și 10b. Condiții de reacție: a) 

(Boc)2O, Et3N, DCM; b) K2CO3, DMF, 60°C, 12 h; c) TFA, DCM. 

Sinteza compușilor hibrizi 13a÷d (schema II.4.) a fost realizată prin aplicarea 

unor protocoale existente în literatură12 şi care au suferit modificări specifice. Protocolul 

de obținere a hibrizilor 13a÷d, prezentat în schema II.4. 

 
Schema II.4. Reprezentarea etapelor de sinteză a inhibitorilor împotriva CA pe bază de 

scualenă funcţionalizată cu grupări sulfonamidice 13a şi 13b şi a celor pe bază de scualenă 

funcţionalizată cu cumarine 13c şi 13d. Condiții de reacție: a) EDC-Cl, NHS, DMF anhidru, 

23 °C, 2 – 4 h; b) Et3N, DMF anhidru, 23 °C, 12 – 24 h. 

II.4.3. Teste in vitro de inhibare a anhidrazei carbonice 

Compușii 13a-d obținuți au fost testați in vitro pentru determinarea activității de 

inhibare a izoformelor hCA I, II, IX și XII prin tehnica în flux oprit ”stopped-flow”.13 În 

urma testării au fost determinate două caracteristici ale compușilor: activitatea 

inhibitorie și selectivitatea compușilor pe izoforma hCA II. 
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Rezultatele experimentale obținute sunt prezentate în tabelul II.1. 

Tabel II.1. Activitatea inhibitorie și raportul de selectivitate pentru compușii 13a-d și AAZ pe 

izoformele hCA I, hCA II, hCA IX și hCA XII, obținute prin utilizarea testului de hidratare a 

CO2 folosind tehnica prin flux oprit.14 

Ki (nM)[*] 
Raport de 

selectivitate 

Compus hCA I hCA II hCA IX hCA XII  (CA II/IX) 

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 determinări diferite utilizând tehnica prin flux 

oprit, erorile valorilor raportate au fost situate în intervalul ± 5 – 10 %. 

Rezultatele prezentate arată faptul că izoforma citosolică hCA I a fost inhibată 

foarte slab de derivații cu sulfonamidă 13a și 13b în domeniul de concentrație nanomolar 

(3516 nM și respectiv 6842 nM). Însă, tot în cazul compușilor 13a și 13b a fost obținută 

o eficiență ridicată împotriva hCA II, prezentând constante de inhibiție Ki de 62.3 nM și 

respectiv 5 nM. 
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CAPITOLUL III – Librării de vectori non-virali dinamici pe bază de scualenă 

III.1. Justificarea sintezei librăriilor de vectori non-virali prin utilizarea 

principiilor chimiei dinamice constituționale cu aplicații în terapia genică 

Deficiențele majore din terapia genică sunt asociate cu dezvoltarea unor micro- 

și nanosisteme multifuncționale de transport, cunoscute sub numele de vectori, ce sunt 

capabile să transporte și să elibereze în mod specific cantități impresionante de material 

genetic sau să asigure medierea transferului genic. Bazându-se pe arhitectura și 

proprietățile intrinseci, vectorii virali încă prezintă cele mai bune rezultate în terapia 

genică.15-20 Ca o alternativă, celelalte abordări se bazează pe utilizarea sistemelor non-

virale de transport și eliberare a genelor, iar prin îmbunătățirea continuă a acestor sisteme 

se încearcă mimarea eficienței vectorilor virali pe cale sintetică.21-24 

III.3. Sinteza şi evaluarea proprietătilor fizico-chimice şi biologice ale 

librăriilor de vectori non-virali pe bază de scualenă PEG-ilată, polietilenglicol 

diaminat de diferite mase moleculare și bPEI cu masă moleculară mică (0.8 kDa) 

conectate prin intermediul legăturilor covalente reversibile de tip imină la un 

nucleu de 1,3,5-triformilbenzen 

III.3.1. Sinteza librăriei de vectori non-virali 

Protocolul de sinteză utilizat se bazează pe conectarea componentelor de interes 

la un nucleu multifuncțional prin legături covalente reversibile de tip imină, cu scopul 

obținerii unor structuri supramoleculare ramificate. Astfel, la nucleul de 1,3,5-TFB au 

fost conectate în rapoarte molare diferite următoarele componente: 

 SQ-PEG-NH2 – ca unitate amfifilă întrucât este cunoscută în literatură pentru 

abilitatea de a se autoasambla în soluții apoase;10,25-28 

 segmente de H2N-PEG-NH2 cu trei lungimi diferite ale lanțului 

macromolecular (M = ~ 1.5, 2 și 3 kDa) – au capacitatea de a îmbunătăți 

solubilitatea în apă și de a reduce imunogenitatea sistemului; 

 bPEI-0.8kDa - prezintă un caracter cationic capabil să împacheteze acizii 

nucleici prin interacțiuni electrostatice. 
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Complexarea plasmidului, precum și transportul și eliberarea acestuia în celulele 

umane de către vectorii obținuți, au fost puse în evidență prin electroforeza în gel de 

agaroză, AFM și prin determinarea eficienței de transfecție in vitro pe linia celulară 

HeLa. 

Procedeul de obținere a vectorilor non-virali are loc în trei etape (schema III.1.). 

 
Schema III.1. Etapele de sinteză ale vectorilor non-virali și a poliplecșilor aferenți acestora.29 

Vectorii non-virali obținuți au fost notați cu NV01 – NV30. O scurtă prezentare 

a componenței acestora este reprezentată de păstrarea raportului molar SQ-PEG-

NH2:1,3,5-TFB:bPEI-0.8kDa de 1:1:1.5, iar raportul molar de H2N-PEG-NH2 a fost 

schimbat progresiv de la 0.1 până la 1 echivalenți. O altă caracteristică a vectorilor este 

reprezentată de utilizarea H2N-PEG-NH2 cu diferite mase moleculare: 1.5 kDa (NV01-

NV10), 2 kDa (NV11-NV20) și 3 kDa (NV21-NV30). 

III.3.2. Studii de morfologie și stabilitate coloidală 

Întrucât vectorii ce aparțin librăriei de vectori non-virali (NV) sunt susceptibili 

autoasamblării în soluții apoase datorită caracterului hidrofob/hidrofil10,25,30, scopul 
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acestui studiu a fost de a compara influența lungimii lanțului macromolecular de PEG în 

procesul de formare al agregatelor și asupra proprietăților biologice.  

După o analiză atentă a imaginilor TEM corespunzătoare vectorilor analizați, a 

fost observată formarea unor particule cu morfologie sferică (figura III.3.). Foarte 

interesant este faptul că prin creșterea masei moleculare a precursorului H2N-PEG-NH2 

de la 1.5 kDa pană la 3 kDa (1.5 kDa: NV10, figura III.3a,b; 2 kDa: NV20, figura 

III.3d,e; 3 kDa: NV30, figura III.3g,h) se observă o diminuare a diametrului 

particulelor, ceea ce confirmă observațiile din literatură31 și anume că lungimea lanțului 

macromolecular de PEG influențează dimensiunea finală a conjugatului (figura 

III.3c,f,i). 

 

Figura III.3. Microimaginile TEM pentru vectorii (a,b) NV10; (d,e) NV20; (g.h) NV30; 

distribuțiile dimensionale medii ale particulelor formate în apă a vectorilor: (c) NV10, (f) 

NV20 și (i) NV30. Pentru determinarea distribuțiilor au fost măsurate 90 de particule pentru 

fiecare probă.29 

Rezultatele obținute prin tehnica TEM sunt confirmate în totalitate și prin 

investigarea soluțiilor apoase ale vectorilor NV20 și NV30 prin tehnica DLS. 

III.3.3. Formarea poliplecșilor vectori non-virali/pCS2 

Următorul pas în acest studiu a fost de a determina abilitatea vectorilor non-virali 

de a complexa pCS2+MT-Luc (pCS2) cu ajutorul electroforezei în gel de agaroză.  
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Mobilitatea electroforetică a pCS2 a fost determinată în prezența fiecărui vector 

non-viral și a bPEI-0.8kDa la diferite rapoarte N/P, unde N este conținutul de azot din 

structura vectorului non-viral, iar P este conținutul de fosfor din structura plasmidului. 

Ca probă martor a fost folosit plasmidul liber, iar ca probă de control mobilitatea 

electroforetică a pCS2 în prezența vectorului bPEI-0.8kDa la diferite rapoarte N/P. 

 

Figura III.5. Mobilitatea electroforetică a pCS2+MT-Luc în prezența vectorilor non-virali la 

diferite rapoarte N/P: (a) NV10; (b) NV20; (c) NV30; (d) bPEI-0.8kDa.29 

Analizând imaginile de electroforeză ale pCS2 în prezența sau absența unui 

vector non-viral propus de noi sau a bPEI-0.8kDa, ca vector model, la diferite rapoarte 

N/P (figurile III.5. și III.6.), se poate observa că vectorul NV10 prezintă o capacitate 

de complexare a plasmidului asemănătoare cu cea a compusului model bPEI-0.8kDa 

(figura III.5d), iar odată cu creșterea masei moleculare a PEG din structura vectorului 

non-viral scade capacitatea de complexare a plasmidului de către vectorii NV20 și 

NV30. 

De asemenea, interacțiunea dintre sistemele non-virale și plasmid, care conduce 

la obținerea poliplecșilor corespunzători, a fost studiată prin microscopia de forță 

atomică (AFM). Astfel, prin AFM au fost studiate probele ce conțin poliplecșii 

NV10/pCS2, NV20/pCS2 și NV30/pCS2 (figura III.7.), în scopul de a observa influența 

lungimii lanțului de PEG asupra morfologiei și dimensiunii poliplecșilor studiați. 
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Figura III.7. Imaginile AFM și distribuția dimensională corespunzătoare poliplecșilor: (a, a`) 

NV10/pCS2; (b, b`) NV20/pCS2; (c, c`) NV30/pCS2 la rapoarte N/P de 50. Pentru realizarea 

distribuțiilor dimensionale au fost măsurate în medie un număr de 80 de particule utilizând 

programul ImageJ 1.48r.29 

Pentru a furniza un transport extins prin fluxul sanguin, dimensiunea poliplecșilor 

trebuie să fie cuprinsă între 10 și 200 nm. În caz contrar, nanoparticulele cu dimensiuni 

sub 10 nm sunt eliminate rapid de către rinichi, iar particulele cu dimensiuni mai mari 

de 200 nm sunt eliminate de către sistemul reticuloendotelial (RES)32-34. În cazul 

complexului NV10/pCS2 la un raport N/P de 50, analiza AFM (figura III.7a) a arătat 

prezența unor particule sferice, cu forme bine definite și o valoare medie a diametrului 

de aproximativ 130 nm (figura III.7a`). Pe de altă parte, poliplecșii NV20/pCS2 și 

NV30/pCS2 (figura III.7b,c) au prezentat obținerea unor agregate mai mari, cu 

dimensiuni cuprinse între 460 și 560 nm (figurile III.7b` și III.7c`), ceea ce 

demonstrează o influență clară a lungimii moleculelor de PEG asupra mecanismului de 

formare a poliplecșilor. 
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III.3.4. Teste in vitro de evaluare a citotoxicității și a eficienței de transfecție 

Pentru a putea fi comparată eficiența de transfecție și citotoxicitatea pe celule 

HeLa a poliplecșilor NV10/pCS2, NV20/pCS2 și NV30/pCS2, la rapoarte N/P de 50 și 

100, a fost realizat un studiu care a avut ca scop determinarea influențelor apărute în 

urma utilizării unor lungimi diferite ale lanțurilor de PEG (figura III.9.). 

 

Figura III.9. Testările biologice in vitro a poliplecșilor NV10/pCS2, NV20/pCS2 și 

NV30/pCS2, cu rapoarte N/P de 50 și 100, pe celule HeLa: (a) eficiența de transfecție; (b) 

viabilitatea celulară. Rezultatele sunt prezentate ca valori medii ± deviația standard (SD); n = 

6-8. * p < 0.05, ** p < 0.01 și *** p < 0.001 prin utilizarea testului t-student. 

În urma acestui studiu se poate observa ca poliplexul NV10/pCS2 prezintă o 

eficiență de transfecție mai mare decât omologii săi la ambele rapoarte N/P studiate 

(figura III.9a). De asemenea, eficiența de transfecție obținută la raportul N/P de 100 

este mai mare față de cea obținută în cazul raportului N/P de 50. În ceea ce privește 

citotoxicitatea complecșilor studiați, se poate observa o biocompatibilitate mai 

pronunțată în cazul poliplecșilor NV20/pCS2 și NV30/pCS2 față de omologul lor 

NV10/pCS2 (figura III.9b). Această observație fiind explicată de lungimea lanțului de 

PEG utilizat în construcția vectorilor. 
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III.4. Sinteza şi evaluarea proprietătilor fizico-chimice şi biologice ale 

librăriilor de vectori non-virali pe bază de scualenă PEG-ilată și bPEI cu masă 

moleculară 25 kDa conectate prin intermediul legăturilor covalente reversibile de 

tip imină la un linker difuncţional de aldehidă glutarică 

III.4.1. Justificarea alegerii componentelor constituiente şi a protoculului de 

lucru pentru obţinerea librăriei de vectori non-virali 

În literatură este cunoscut faptul că polietilenimina este un polimer biocompatibil 

ce poate fi utilizat în terapia genică, ca agent folosit în procesele de transfecție genică. 

Scopul prezentului studiu a fost de a obține un sistem dinamic pe bază de bPEI-25kDa 

care să posede eficiență superioară de transfecție a pCS2, dar care să manifeste o 

citotoxicitate moderată, datorită componentelor sale biocompatibile cum sunt scualena 

și PEG-ul. 

III.4.2. Sinteza vectorilor non-virali 

Sinteza vectorilor non-virali care fac obiectul acestui studiu a fost realizată în 

două etape (schema III.2.). În prima etapă, derivatul polimeric pe bază de SQ-PEG-NH2 

a fost funcționalizat cu GA printr-o cuplare covalentă reversibilă de tip imină obținându-

se compusul intermediar SQ-PEG-GA. În a doua etapă a procedurii de sinteză, compusul 

intermediar SQ-PEG-GA a fost funcționalizat cu bPEI-25kDa, obținându-se sistemele 

denumite BF1-BF5. 

 
Schema III.2. Etapele de sinteză a vectorilor non-virali dinamici BF1-BF5. Condițiile de 

reacție utilizate sunt: 1) H2O, 23 °C, 24 ore, agitare magnetică; 2) H2O, 23 °C, 24 ore, agitare 

magnetică. 
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Acest studiu vine ca o continuare la studiul precedent (subcapitolul III.3.), 

urmărind simplificarea sistemelor obținute precum si limitarea obținerii unor rețele 

ramificate care conduc la creșterea în dimensiune a vectorilor non-virali doriți.29 

III.4.3. Caracterizarea morfologică a vectorilor non-virali 

Microimaginile TEM obținute în cazul SQ-PEG-NH2 (figura III.10a) indică 

obținerea unei morfologii globulare, cu dimensiuni cuprinse între 30-40 nm. 

 

Figura III.10. Microimaginile TEM și distribuția dimensională corespunzătoare compușilor: 

(a) SQ-PEG-NH2; (b) BF5; (c) Distribuția dimensiunilor a vectorului BF5/20 particule. 

De asemenea, rezultatele TEM obținute în cazul vectorului dinamic BF5 (figura 

III.10b) ne confirmă faptul că sistemele obținute posedă o morfologie sferică de tip 

„nucleu-înveliș”, unde partea hidrofobă a sistemelor (scualena) este miezul întunecat a 

particulelor, iar partea hidrofilă (polietilenimina) este situată la exterior, fiind mai 

deschisă la culoare. Dimensiunea particulelor sferice este dispersă, aceasta variind de la 

269 nm la 1632 nm, cu o valoare medie de 680 nm (S.D. 269 nm) (figura III.10c). 

III.4.4. Determinarea capacității de complexare a vectorilor non-virali cu pCS2 

Abilitatea de împachetare a pCS2 de către vectorii dinamici BF, a fost evaluată 

prin intermediul electroforezei în gel de agaroză la diferite rapoarte N/P (raportul dintre 

numărul de atomi de azot din componența polimerului cationic și numărul de atomi de 

fosfor din plasmid) (figura III.12.). 
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Figura III.12. Mobilitatea electroforetică a pCS2 în prezenta vectorilor (a) BF1, (b) BF2, (c) 

BF3, (d) BF4 și (e) BF5, în diferite rapoarte N/P. 

Rezultatele obținute în urma studiului de complexare a pCS2 de către vectorii BF 

demonstrează faptul că prin modificarea raportului molar bPEI-25kDa/SQ-PEG-GA, nu 

apar modificări semnificative în capacitatea vectorilor de a complexa plasmidul. Acesta 

este împachetat complet începând cu rapoarte N/P de 5 (figura III.12a-e), ceea ce indică 

o capacitate ridicată a vectorilor de a forma poliplecși la concentrații foarte mici. 

III.4.5. Testele in vitro pentru evaluarea citotoxicității și a eficienței de 

transfecție ale poliplecșilor vector non-viral/pCS2 

Evaluarea citotoxicității in vitro și a eficienței de transfecție a poliplecșilor BF1-

BF5/pCS2 a fost realizată pe linia celulară HeLa la trei rapoarte N/P diferite (5, 7 și 10) 

(figura III.13). 

 

Figura III.13. (a) Eficiența de transfecție şi (b) citotoxicitatea in vitro ale poliplecşilor BF1-

BF5/pCS2 pe celule HeLa. Rezultatele pentru eficienţa de transfecţie sunt exprimate ca 

unități relative de luminescență (RLU) pe 10000 de celule însămânțate. Testarea 

citotoxicității in vitro a fost realizată prin aplicarea testului MTS pe celule HeLa. Rezultatele 

sunt prezentate ca valori medii ± deviația standard (S.D.); n = 6. * p < 0.05, ** p < 0.01 și 

*** p < 0.001 prin utilizarea testului t-student. 
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Eficiența de transfecție a poliplecșilor BF1-BF5/pCS2 in vitro a fost realizată 

folosind reactivul BrightGlo™ Luciferase pe celule canceroase HeLa, iar rezultatele 

obținute au fost comparate cu cele obținute pe poliplexul martor bPEI-25kDa/pCS2 

(figura III.13a). Astfel, la raportul N/P de 5, poliplecșii BF2-BF5/pCS2 au prezentat o 

eficiență de transfecție superioară față de cea a martorului bPEI-25kDa/pCS2 la același 

raport N/P.  

Toți poliplecșii studiați au fost analizați in vitro pe linia celulară HeLa pentru a 

determina nivelul citotoxic (figura III.13b). Din rezultatele obținute în urma testării, a 

fost demonstrat că poliplecșii posedă un caracter citotoxic moderat la toate rapoartele 

N/P studiate. La raportul N/P de 5, poliplecșii posedă o viabilitate celulară de 

aproximativ 100 %, fiind similară cu cea a martorului bPEI-25kDa/pCS2, aceste 

rezultate susțin rezultatele obținute în testele de determinare a eficienței de transfecție. 

III.5. Modificarea vectorilor non-virali pentru aplicaţii ţintite 

III.5.1. Vectori non-virali pentru terapia genică a cancerului de sân 

III.5.1.2. Sinteza vectorului non-viral conjugat cu peptida DP18 

Conjugarea vectorului NV10 (descris în subcapitolul III.3) a fost realizată în două 

etape (schema III.3.) prin aplicarea unui protocol descris în literatură.35 

 

Schema III.3. Etapele de obținere a vectorului NV10 conjugat cu peptide DP18. 
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Astfel, în prima etapă, peptida DP18 a fost funcționalizată cu Mal-PEG4-NHS în 

raport molar DP18/Mal-PEG4-NHS de 1:1. Reacția a fost realizată în mediu de 

dimetilformamidă și trietilamină la 30 °C pentru 12 ore sub agitare continuă. În a doua 

etapă, compusul DP18-PEG4-Mal a fost solubilizat în apă ultrapură, iar peste soluția 

obținută a fost adăugat, sub formă de soluție apoasă, vectorul NV10 în raport molar 

DP18-PEG4-Mal/NV10 de 2:1. Amestecul de reacție a fost lăsat la agitare magnetică, în 

condiții ambientale pentru 12 ore. 

III.5.1.3. Evaluarea capacității de complexare a vectorilor non-virali cu pCS2 

Capacitatea conjugatului DP18-PEG4-NV10 de a împacheta pCS2 a fost evaluată 

prin intermediul electroforezei în gel de agaroză (figura III.16.). Mobilitatea 

electroforetică a pCS2 în prezența vectorului non-viral DP18-PEG4-NV10 a fost 

determinată la diferite rapoarte N/P și a fost comparată cu cea a plasmidului liber. De 

asemenea, rezultatele obținute au fost comparate și cu cele obținute în cazul poliplexului 

NV10/pCS2. 

 
Figura III.16. Mobilitatea electroforetică a pCS2 în prezența de (a) DP18-PEG4-NV10 și (b) 

NV10. 

Rezultatele obținute în urma determinării capacității de complexare a pCS2 de 

către DP18-PEG4-NV10, atestă faptul că acesta împachetează complet plasmidul 

începând cu raportul N/P de 10, iar la raportul N/P de 50 plasmidul este complet 

împachetat (figura III.16a), în timp ce în cazul vectorului NV10 plasmidul este complet 

împachetat la raportul N/P de 10. 

III.5.1.4. Testele in vitro de evaluare a eficienței de transfecție 

Întrucât peptida DP18 prezintă afinitate pentru linia celulară MCF7, testarea de 

evaluare in vitro a eficienței de transfecție a fost realizată atât pe linia celulară specifică 

MCF7 cât şi pe linia celulară nespecifică HeLa. Pentru a determina specificitatea 
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peptidei DP18 ataşată vectorului NV10 au fost efectuate studii atât pe poliplexul DP18-

PEG4-NV10/pCS2 cât și pe NV10/pCS2 la diferite rapoarte N/P, iar rezultatele obținute 

în urma testării sunt reprezentate grafic ca valori medii ± deviația standard (S.D.) (figura 

III.17.). 

 
Figura III.17. Eficiența de transfecție a poliplecșilor DP18-PEG4-NV10/pCS2 și 

NV10/pCS2 pe liniile celulare HeLa și MCF7. Rezultatele sunt exprimate ca unități relative 

de luminescență (RLU) pe 10000 de celule însămânțate. 

Poliplexul NV10/pCS2 prezintă o eficiență superioară de transfecție pe ambele 

linii celulare la toate rapoartele N/P studiate, în timp ce poliplexul DP18-PEG4-

NV10/pCS2 manifestă o uşoară specificitate pentru linia celulară HeLa. De remarcat 

este faptul că, deşi aparent eficienţa de trasnsfecţie a poliplexului DP18-PEG4-

NV10/pCS2 este mai mică pe ambele linii celare, se poate observa totuşi că vectorul 

non-viral modificat DP18-PEG4-NV10 prezintă o afinitate mai mare pentru linia celulară 

MCF7. 

III.5.2. Studiul de marcare celulară utilizând vectori non-virali fluorescenți 

III.5.2.1. Justificarea modificării vectorului non-viral cu marker fluorescent 

Imagistica prin fluorescență este o tehnică utilizată des în ultima perioadă pentru 

vizualizarea și supravegherea anumitor țesuturi sau procese biologice in vitro și in 

vivo36,37. Imagistica prin fluorescenţă prin intermediul compușilor fluorescenţi de 

marcare celulară este deosebit de importantă în special pentru microscopia in vivo, 
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oferind imagini de înaltă calitate și, de asemenea, permițând monitorizarea prelungită în 

timp a celulelor.38,39 

III.5.2.2. Sinteza vectorilor non-virali fluorescenți 

Sinteza librăriei de vectori non-virali fluorescenți, notată cu DA, a fost realizată 

în trei etape succesive conform schemei III.4. prin utilizarea protocoalelor raportate în 

literatură.25,29,40,41 

 

Schema III.4. Etapele de obținere a vectorilor non-virali fluorescenți DA. Condiții de reacție: 

i) urotropină, TFA, reflux, 48 – 90 h; ii) Acetonitril / DCM, 24 °C, 48 h; iii) apă ultrapură, 24 

°C, 48 h. 

III.5.2.3. Determinarea morfologiei și a dimensiunii vectorilor non-virali prin 

SEM și DLS 

În studii anterioare a fost demonstrat că vectorii ce conțin SQ-PEG-NH2 pot 

forma structuri supramoleculare de tip hidrofob/hidrofil în soluții apoase.10 Astfel, 
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pentru a confirma această ipoteză, au fost realizate studii de morfologie prin microscopia 

electronică de baleiaj (SEM) pe exemplul vectorului DA2.1 (figura III.18.). 

 
Figura III.18. Microimaginile SEM și distribuția dimensională pentru vectorul non-viral 

DA2.1: (a) la scala de 1 µm; (b) la scala de 500 nm și (c) distribuția dimensională. Pentru 

determinarea distribuției dimensiunilor particulelor au fost măsurate 230 de particule, iar 

pentru prelucrarea datelor a fost folosit programul ImageJ. 

Microimaginile obținute în urma analizei SEM pentru compusul DA2.1 la 

concentrația de 0.41 mM (figura III.18a-b), atestă formarea particulelor sferice de tip 

„nucleu-înveliș” a căror dimensiune este uniformă și care au o valoare medie a 

diametrului de aproximativ 38 nm (figura III.18c). Acest aspect atestă că dimensiunea 

vectorului DA2.1 este apropiată de cea a scualenei PEG-ilate10, prezentând o structură 

compactă şi organizată, cu miezul format din sculenă şi fluorofor, iar învelişul este 

format de bPEI-0.8kDa. 

Pentru a determina dimensiunile vectorilor în medii apoase, soluțiile au fost 

analizate prin tehnica DLS. În acest scop, probele au fost analizate la trei concentrații 

diferite, iar rezultatele obținute sunt reprezentate grafic în figura III.19. 

 
Figura III.19. Diametrele hidrodinamice medii ale particulelor DA în medii apoase, 

determinate prin analiza DLS. 
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Rezultatele obținute arată faptul că vectorii ce au în compoziție bPEI-0.8kDa au 

prezentat valori mai mari ale diametrului hidrodinamic (45 – 60 nm) în comparație cu 

cele ale vectorilor ce au în compoziție bPEI-2kDa (25 – 45 nm), la concentrația de 0.18 

mM.  

III.5.2.4. Studiul de fluorescență în soluție 

Spectrele de absorbție și de emisie ale compușilor mai sus menționați, au fost 

înregistrate în soluții apoase, având concentrația de 1 x 10-4 M, prin utilizarea unor cuve 

de cuarț cu drumul optic de 10 mm. Spectrele obținute în urma excitării soluțiilor cu 

lungimea de undă corespunzătoare din spectrele de absorbție sunt prezentate în figura 

III.21. 

 
Figura III.21. Spectrele de emisie ale vectorilor non-virali DA și a derivaților intermediari în 

soluții apoase la concentrația de 1 x 10-4 M. 

Compușii de plecare 2a-d prezintă o bandă de emisie largă de intensitate mică 

(figura III.21a-d) cu un maxim la 510 nm în cazul compușilor 2a și 2b și două maxime 

în cazul compușilor 2c (450 și 570 nm) și 2d (420 și 510 nm). 

Compușii intermediari DA_UI1, DA_UI2 și DA_UI4 prezintă un maxim de 

emisie intens la 515 nm, în timp ce compusul DA_UI3 prezintă un maxim de emisie de 

intensitate asemănătoare compusului de plecare 2c, la o lungime de undă de 540 nm. De 

asemenea, culoarea luminii emise în cazul celor trei compuși cu fluorescență pronunțată 
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este galben-verzuie, iar a compusului DA_UI3 este galben-portocaliu, conform cu 

deplasarea observată în spectrul de emisie (figura III.21, insert 2). 

Spectrele de fluorescență ale vectorilor DA1.1-DA4.2 prezintă benzi de emisie 

intense în domeniul spectral 420 – 600 nm cu un maxim observat la 460 nm în cazul 

compușilor DA1.1, DA1.2, DA4.1 și DA4.2. În cazul compușilor DA2.1 și DA2.2, se 

observă o bandă de emisie largă deplasată spre albastru, față de compusul intermediar, 

cu un maxim la 475 nm, iar în cazul compușilor DA3.1 și DA3.2, se observă un maxim 

la 495 nm. 

În cazul spectrelor de emisie ale acestor compuși, se remarcă o deplasare spre 

albastru a culorii luminii emise față de compușii de plecare, fenomen posibil asociat cu 

formarea de agregate, demonstrată de măsurătorile DLS prezentate anterior.42,43 

III.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 utilizată electroforeza în gel de agaroză, iar mobilitatea electroforetică a pCS2 în 

prezență de DA1.1 – DA4.2 la diferite rapoarte N/P este prezentată în figura III.22.  

 
Figura III.22. Mobilitatea electroforetică a pCS2 în prezența (a) bPEI-0.8kDa și (b) bPEI-

2kDa, folosite drept control, și în prezența vectorilor fluorescenți (c) DA1.1, (d) DA1.2, (e) 

DA2.1, (f) DA2.2, (g) DA3.1, (h) DA3.2, (i) DA4.1, (j) DA4.2, în diferite rapoarte N/P. 
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Rezultatele obținute în urma acestui studiu și prezentate în figura III.22, atestă 

faptul că vectorii non-virali fluorescenți DA1.1, DA2.1, DA3.1 și DA4.1 care au în 

compoziție bPEI-0.8kDa au capacitatea de a complexa complet pCS2 începând cu 

rapoartele N/P de 50 (figura III.22c,e,g,i). În cazul vectorilor non-virali DA1.2, DA2.2, 

DA3.2 și DA4.2 pe bază de bPEI-2kDa se poate observa o împachetare completă a 

plasmidului începând cu rapoartele N/P de 20 (figura III.22d,f,h,j). Capacitatea 

vectorilor non-virali studiați fiind mai scăzută decât în cazul martorilor utilizați (bPEI-

0.8kDa figura III.22a) și (bPEI-2kDa figura III.22b). 

Acest fenomen de diminuare a capacității de complexare a plasmidului este pus 

pe seama interacțiunilor intermoleculare dintre PEG și PEI care conduc la o ecranare a 

sarcinilor pozitive prezente la suprafața moleculelor de PEI.44 

III.5.2.6. Testele in vitro de evaluare a citotoxicității și a eficienței de transfecție 

pe celule HeLa 

Eficiența de transfecție in vitro a poliplecșilor DA1.1-DA4.2/pCS2 la rapoartele 

N/P de 50 și de 100 (figura III.23a) a fost evaluată pe linia celulară HeLa folosind 

reactivul Bright-Glo™ Luciferase de la Promega, iar rezultatele obținute au fost 

comparate cu martorii bPEI-0.8kDa/pCS2 și bPEI-2kDa/pCS2. 

 
Figura III.23. (a) Eficiența de transfecție și (b) viabilitatea celulară in vitro a poliplecșilor 

DA1.1/pCS2-DA4.2/pCS2. Rezultatele pentru eficiența de transfecție sunt exprimate ca 

unități relative de luminescență (RLU) pe 10000 de celule însămânțate. Citotoxicitatea a fost 

determinată prin testul MTS pe celule HeLa. Rezultatele sunt prezentate ca valori medii ± 

deviația standard (S.D.); n = 18. 
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Rezultatele prezentate în figura III.23a ne arată faptul că poliplecșii investigați 

prezintă eficiență de transfecție mai redusă comparativ cu martorii utilizați la ambele 

rapoarte N/P, excepție o fac poliplecșii DA2.1/pCS2 și DA2.2/pCS2 care prezintă o 

eficiență de transfecție asemănătoare cu cea a martorilor utilizați. 

Rezultatele de citotoxicitate obținute pe celule HeLa sunt reprezentate grafic în 

figura III.23b. Astfel, se poate observa faptul că poliplecșii prezintă o viabilitate 

celulară mai ridicată decât martorii utilizați, acest lucru putând fi pus pe seama scualenei 

PEG-ilate care prezintă biocompatibilitate ridicată10 și care ajută la diminuarea efectului 

citotoxic a moleculelor de PEI utilizate.  

III.5.2.7. Studiul in vitro de imagistică celulară prin fluorescență 

Capacitatea de internalizare a vectorilor non-virali fluorescenți DA2.1 și DA2.2 

în celulele HeLa, a fost examinată utilizând microscopia prin fluorescență sub excitare 

cu lumină UV (λex = 470 nm) a celulelor HeLa incubate în prezența vectorilor menționați 

anterior (figura III.24.). 

 
Figura III.24. Imagini obținute cu microscopia prin fluorescență pentru celulele HeLa tratate 

cu: (a) vectorul DA2.1, (b) vectorul DA2.2 și (c) celule netratate după 30 minute de incubare. 

Imagini obținute cu microscopia în câmp luminat pentru celulele HeLa tratate cu: (a`) 

vectorul DA2.1, (b`) vectorul DA2.2 și (c`) celule netratate. 

Imaginile obținute prin microscopia de fluorescență pentru vectorii DA2.1 

(figura III.24a) și DA2.2 (figura III.24b) la concentrația de 1 mM, după 30 de minute 

de incubare, atestă faptul că aceștia au fost internalizați cu succes de către celulele HeLa 

și se regăsesc atât în citoplasmă cât și în nucleul celulelor. Pentru a exclude apariția unei 

posibile interferențe dată de auto-fluorescența celulelor HeLa, a fost utilizat un control 
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care reprezintă celule netratate (figura III.24c), iar imaginea obținută în acest caz 

demonstrează faptul că celulele HeLa netratate nu prezintă fluorescență. 

III.5.2.8. Testele in vitro de evaluare a citotoxicității vectorilor non-virali prin 

testul MTS 

A fost efectuat un studiu de viabilitate celulară, în cazul vectorii non-virali 

fluorescenți DA2.1 și DA2.2 au fost testați la trei concentrații diferite, utilizând testul 

MTS pe celule HeLa. Rezultatele obținute și reprezentate grafic în figura III.25. sunt 

exprimate sub formă de viabilitatea celulară relativă (%) care a fost calculată în funcție 

de viabilitatea celulară a celulelor netratate (viabilitatea celulară de 100 %). 

 
Figura III.25. Citotoxicitatea vectorilor DA2.1 și DA2.2 determinată in vitro prin testul MTS 

pe celule HeLa. Rezultatele sunt prezentate ca valori medii ± deviația standard (S.D.); n = 6. 

Examinând rezultatele obținute în urma acestui studiu, se poate observa faptul că 

vectorul DA2.1 prezintă biocompatibilitate ridicată, viabilitatea celulară la cele trei 

concentrații studiate având valori de aproximativ 95 %, cu diferențe nesemnificative la 

creșterea concentrației de la 1 mM la 3 mM. În cazul vectorului DA2.2, viabilitatea 

celulară este mai redusă, aceasta având valori de aproximativ 65 %. Această scădere a 

viabilității celulare în cazul vectorului DA2.2 este pusă pe seama prezenței moleculelor 

de bPEI-2kDa, fiind cunoscut faptul că induce o citotoxicitate mai ridicată decât 

omologul său bPEI-0.8kDa.21 
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CONCLUZII GENERALE 

Rezultatelor obţinute în cadrul tezei de doctorat „Conjugate pentru transport 

și eliberare de gene și medicamente” conduc la o serie de concluzii generale, înglobând 

fiecare capitol din partea de contribuții personale, după cum urmeză:  

Capitolul II. 

 S-a realizat sinteza și caracterizarea scualenei cu grupări aldehidice, 

carboxilice și cu unități PEG (-PEG-NH2). Obținerea acestora a fost demonstrată prin 

spectroscopia RMN de proton și carbon. 

 În cazul derivatului cu unități PEG a fost determinată stabilitatea hidrolitică 

pe parcursul a 10 zile prin spectroscopia RMN, observându-se o stabilitate ridicată în 

soluțiile apoase. 

 Procesul de autoasamblare al scualenei PEG-ilate sub formă de micele a fost 

demonstrat atât prin simulare dinamică moleculară, cât și prin TEM. Prin TEM a fost 

determinată distribuția dimensională a micelelor, fiind cuprinse între 20 și 55 nm.  

 A fost realizat un studiu prin fluorescență pentru determinarea concentrației 

critice micelare (8.75 x 10-2 mM) a scualenei PEG-ilate în soluții apoase, utilizând 

pirenul ca fluorofor. 

 În urma studiului de citotoxicitate au fost obținute cele mai bune rezultate 

pentru scualena PEG-ilată în intervalul de concentrații 0.003-12.957 x 10-2 mM, când 

viabilitatea celulară a fost peste 95 %. 

Având la bază concluziile menționate anterior, putem trage concluzia că 

scualena PEG-ilată poate fi utilizată în obținerea vectorilor non-virali la concentrații 

cuprinse între 8.75 x 10-2 – 13 x 10-2 mM, când scualena PEG-ilată prezintă o bună 

citotoxicitate și o capacitate excelentă de a forma micele. 

 Au fost prezentate etapele de sinteză a derivaților pe bază de scualenă și 

cumarine sau benzensulfonamide, plecând de la acidul scualenic, prin legături amidice. 

Compușii obținuți au fost caracterizați structural prin spectroscopia RMN, spectrometria 

de masă și analiză elementală, confirmând obținerea acestora. 

 A fost realizat un experiment in vitro utilizând tehnica în flux oprit pentru a 

determina capacitatea inhibitorie a derivaților pe bază de scualenă și cumarine sau 
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benzensulfonamide impotriva unor izoforme ale anhidrazei carbonice umane. 

Rezultatele obținute au demonstrat o selectivitate ridicată pentru izoforma hCA II în 

cazul derivatului pe bază de SQ și benzensulfonamidă, ce prezintă o singură unitate 

metilenică între cele două structuri de bază. Acest aspect se bazează pe rezultatele 

obținute în cazul constantei de inhibiție a cărei valoare indică o inhibare mai pronunțată 

decât cea a standardului comercial utilizat, acetazolamidă. 

 Au fost realizate studii de modelare moleculară in silico asupra modului de 

acțiune a derivaților de scualenă și cumarine sau benzensulfonamide pe izoformele de 

anhidrază carbonică de interes. Acestea au evidențiat un profil de inhibare mai pronunțat 

a derivatului de scualenă modificată cu benzensulfonamidă ce posedă în structură numai 

o unitate metilenică (cel mai scurt conector). 

Toate rezultatele prezentate în cadrul acestui studiu, recomandă derivații pe bază 

de scualenă și benzensulfonamidă ca potențiali candidați în studiile preclinice ale 

glaucomului sau ale afecțiunilor conexe în care hCA II este implicată. 

Capitolul III. 

 A fost realizată obținerea și caracterizarea a 3 librării de vectori non-virali.  

a) Prima librărie are în componenţă vectori non-virali pe bază de scualenă 

PEG-ilată, 1,3,5-triformilbenzen, PEG diaminat de diferite mase moleculare (1.5, 2 și 3 

kDa) și PEI (0.8 kDa). Autoasamblarea vectorilor non-virali componenţi ai primei 

librării a fost demonstrată prin TEM, fiind observată prezența unor particule sferice cu 

dimensiuni medii descrescătoare odată cu creșterea masei moleculare a PEG-ului. Acest 

aspect, a fost confirmat și prin analiza DLS. De asemenea, în vederea determinării 

stabilității coloidale a fost evaluat potențialul Zeta al soluțiilor apoase, unde a fost 

observată o diminuare a potențialului Zeta odată cu creșterea lungimii lanțului de PEG, 

conducând astfel la o stabilitate coloidală scăzută a vectorilor în soluțiile apoase. 

Abilitatea vectorilor de a complexa pCS2 a fost determinată prin electroforeza în 

gel de agaroză, iar rezultatele obținute au demonstrat faptul că această abilitate este 

influențată într-un mod clar de lungimea lanțului de PEG din componența vectorilor. 

Astfel, odată cu creșterea lungimii lanțului de PEG, această abilitate scade, ducând la 

formarea poliplecșilor la rapoarte N/P mai mari. De asemenea, prin tehnica AFM, a fost 
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pus în evidență faptul că utilizarea unui lanț mai lung de PEG, conduce la creșterea 

dimensiunilor poliplecșilor obținuți.  

În vederea atingerii scopului acestui studiu, au fost realizate studii de determinare 

a citotoxicității și a eficienței de transfecție in vitro pe linia celulară tumorală HeLa. 

Astfel, rezultatele obținute au demonstrat o eficiență de transfecție promițătoare în cazul 

poliplecșilor ce conțin PEG cu masa moleculară de 1.5 kDa, în timp ce o viabilitate 

celulară ridicată a fost obținută pentru poliplecșii cu PEG de masă moleculară de 2 și 3 

kDa. 

În urma rezultatelor obținute prin DLS, TEM, cât și valorile obținute pentru 

potențialul Zeta (> 10 mV) recomandă soluțiile de vectori pentru aplicații biomedicale. 

Mai mult, în urma complexării acestora cu pCS2 au fost obținute rezultate promițătoare 

cu privire la livrarea materialului genetic. 

b) Altă librărie de vectori non-virali, prezentată în cadrul acestui capitol, a 

fost constituită pe bază de SQ-PEG-NH2, aldehidă glutarică și bPEI cu masa moleculară 

de 25 kDa. Obținerea vectorilor a fost confirmată prin spectroscopia RMN. 

Caracterizarea morfologică a fost realizată prin TEM, unde a fost observată 

autoasamblarea vectorilor sub formă de particule sferice a căror distribuție a 

dimensiunilor prezintă o valoare medie de 680 nm. Complexarea pCS2 de către vectorii 

menționați anterior are loc la rapoarte N/P de 5, această valoare nu este influențată de 

raportul molar SQ-PEG-NH2/bPEI utilizat în componența vectorilor. Testele biologice 

in vitro pe linia celulară HeLa ale poliplecșilor derivaţi au demonstrat o eficiență de 

transfecție superioară faţă de martorul bPEI, la rapoarte N/P de 5. La rapoarte N/P mai 

mari a fost evidențiată o eficiență de transfecție scăzută bazată pe citotoxicitatea ridicată 

a bPEI de 25 kDa la concentrații crescute. Rezultatele de citotoxicitate obținute în cazul 

poliplecșilor la raportul N/P de 5 au fost promițătoare, prezentând o viabilitate celulară 

de aproximativ 100 %. 

În urma studiului efectuat putem trage concluzia că vectorii pe bază de scualenă 

PEG-ilată, aldehidă glutarică și PEG cu masa moleculară de 25 kDa pot fi utilizați cu 

succes în livrarea materialului genetic la rapoarte N/P de 5. 
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c) A fost realizat un studiu de țintire celulară specifică pe linia celulară 

MCF7 (cancer de sân), utilizând vectorul NV10, componentă a librăriei de la punctul 

(a), funcţionalizat cu peptida DP18 (capabilă să identifice suprafaţa celulelor MCF7). In 

acest context, a fost evaluată capacitatea de complexare a pCS2 de către conjugatul 

NV10-DP18, observaându-se o împachetare completă a plasmidului la un raport N/P 

>10. De asemenea, în urma testelor de eficiență în transfecție pe liniile celulare HeLa și 

MCF7 s-a obţinut specificitate pentru linia celulară MCF7. 

Aceste rezultate recomandă utilizarea peptidei DP18 în obținerea vectorilor non-

virali cu un grad mare de specificitae pentru linia celulară MCF7. 

d) Cea de-a treia librărie conţine vectori non-virali fluorescenţi pe bază de 

SQ-PEG-NH2, derivați de p-fenol diformilați și bPEI cu mase moleculare diferite (0.8 

sau 2 kDa). Obținerea acestora a avut la bază sinteza derivaților de p-fenol, prin grefarea 

grupărilor aldehidice pe nucleul fenilic, care au fost capabile să reacționeze cu grupările 

aminice primare din structura conjugatului SQ-PEG-NH2 şi a celor din de bPEI, 

rezultând grupări iminice. Caracterizarea structurală a derivaților obținuți a fost realizată 

prin spectroscopia RMN și FTIR. Studiile efectuate prin tehnica SEM au demonstrat 

autoasamblarea vectorilor sub forma unor particule sferice de tip „nucleu-înveliș”, cu 

distribuție dimensională uniformă şi cu valori medii de aproximativ 38 nm. În urma 

măsurătorilor DLS au fost obținute diametre hidrodinamice cuprinse între 45-60 nm, în 

cazul vectorilor ce conțin bPEI-0.8kDa și 25-45 nm în cazul vectorilor ce au în 

compoziție bPEI-2kDa. Aceste rezultate au la bază interacțiunea intramoleculară dintre 

lanţurile de PEI şi PEG, conducând la o împachetare mai strânsă a ghemului 

macromolecular. Studiile de fluorescență au avut la bază înregistrarea spectrelor de 

absorbție a vectorilor în soluții apoase, punând în evidenţă un maxim de absorbție la 

aproximativ 355 nm. Utilizând această informație, spectrele de fluorescență au fost 

înregistrate în urma excitării soluțiilor cu o lungime de undă de 355 nm, obținându-se 

maxime de emisie de intensitate mărită față de compușii individuali, constituenţi ai 

vectorilor non-virali (derivații diformilați de p-fenol). 

În urma studiilor in vitro privind evaluarea capacităţii de complexare a pCS2 de 

către vectorii fluorescenți a fost observată o diminuare a acesteia odată cu scăderea masei 
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moleculare de bPEI din structura vectorului non-viral. Citotoxicitatea și eficiența de 

transfecție in vitro a poliplecșilor a fost evaluată pe linia celulară HeLa, iar rezultatele 

au evidențiat o eficiență de transfecție asemănătoare cu cea a martorului utilizat (bPEI) 

în cazul poliplecșilor ce au în componență derivatul de p-metil-2,6-diformilfenol. Mai 

mult, în cazul viabilității celulare, toți poliplecșii investigați au prezentat valori 

asemănătoare cu cele obținute în cazul martorilor (bPEI). 

Vectorii fluorescenţi cu cele mai promițătoare proprietăţi biologice au fost testaţi 

in vitro prin imagistică de fluorescență în vederea evidențierii internalizării în celulele 

HeLa. În urma acestor studii au fost obținute rezultate promițătoare cu privire la 

internalizarea vectorilor fluorescenţi atât în citoplasmă, cât și în nucleul celular. 

Rezultatele obținute în cadrul acestui subcapitol, recomandă utilizarea vectorilor 

pe bază de SQ-PEG-NH2, derivați de p-metil-2,6-diformilfenol și bPEI cu mase 

moleculare diferite (0.8 sau 2 kDa)  în livrarea de material genetic, cât și în imagistica 

celulară. 
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