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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
nanobioparticule utilizate pentru transportul tintit de
acizi nucleici la celulele valvei aortice disfunctionale.
Procedeul, conform inventiei, constd in combinarea
componentelor de baza, si anume 50% molar o fosfo-
lipida Tncarcata pozitiv de tip 1,2-dioleil-3-trimetilamo-
niu-propan (DOTAP) cu 35% molar o fosfolipida neutra,
sensibila la pH, de tip 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-
etanolamina (DOPE), 1...14% molar palmitoil homo-
cisteina (PHC) si 1% molar un derivat fosfolipidic de
polietilenglicol functionalizat cu maleimida

(Mal-PEG-DSPE), amestecul se dizolva in cloroform ca
atare sau in amestec cu metanol in raport 9:1, filmul
lipidic este hidratat pana la o concentratie de 10 mM,
urmat de extrudarea suspensiei, rezultand lipozomi
cationici PEG-ilati avand caracteristici de ancora
membranara pentru cuplarea liganzilor specifici in vede-
rea transportului tintit catre valva aortica disfunctionala.
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PROCEDEU DE OBTINERE A NANOCARAUSILOR UTILIZATI PENTRU
VECTORIZAREA ACIDULUI RIBONUCLEIC (ARN) DE INTEREFERENTA
SI LIVRAREA TINTITA LA CELULELE VALVEI AORTICE

Prezenta inventic se referd la campul de aplicatii farmaceutice, in particular la
transportul tintit de acizi nucleici la celulele valvei aortice disfunctionala. Inventia se
referd la un procedeu de obtinere a nanocdrdusilor conceputi pentru vectorizarea
acidului ribonucleic de interferenid (ARNiI) la celule valvulare afectate.

Stadiul cunoscut

Bolile cardiovasculare (BCV), un grup de afectiuni care afecteazd inima $i
vasele de singe, reprezintd principala cauzd a morbiditdtii si a mortalitdtii in lume.
Conform statisticilor ,,Retelei Europene a inimii” (European heart network;
http://www.ehnheart.org), in raportul pe 2017, se aratd ca insuficienta cardiacd si
accidentele vasculare cerebrale provoacd 45% din totalul deceselor din Europa.

In Romania, situatia este chiar mai gravd, un procent de 52% din totalul
deceselor fiind datorat BCV. La pacientit cu diabet zaharat (DZ) se constatd o
frecventd semnificativ mai mare a bolilor cardiovasculare, inclusiv a bolilor valvelor
cardiace.

[n prezent, nu existd un tratament medicamentos pentru disfunctiile valvelor
cardiace, singura optiune fiind inlocuirea acestora prin interventie chirurgicala. DZ
este un factor de predictie a degenerdrii structurale si functionale a valvei aortice,
factor de prognostic in boala valvulard cardiaca idiopatica si, de asemenea, un factor
care accelereaza degenerarea bioprotezelor de valva aorticd implantate [Lindman si
colab., 2014].

Problema tehnici asigura rezolvarea problemelor mentionate mai sus prin
aceea ca noutatea procedeului propus in aceastd aplicatie constd In folosirea
nanobioparticulelor pentru vectorizarea ARNi la celulele valvei aortice pentru tintirea
a doud din procesele patologice principale ce au loc in boala valvei aortice: tranzitia
endotelial-mezenchimald (EndMT) si calcificrea cctopicd. Nanocarausi conform
inventiei sunt utilizati Tn blocarca procesulut de transformare a celulelor endoteliale
in celule mezenchimale (EndMT) si 1n blocarca procesului de transformarea a
celulelor interstitiale valvulare in osteoblaste.

Procedeul permite obtinerea unor formule de liposomi cationici tintiti,
directionati specific catre molecule tintd prin cuplarea la suprafata lor de liganzi de
tipul, anticopi, fragmente de anticorp sau peptide, complexati cu secvente
siIARN/shARN, care vor fi folositi drept vectori non-virali pentru livrarea ARNi la
celulele valvulare. Intr-o prima etapi se obtin liposomi cationici, intr-o a doua
etapa are loc cuplarea liganzilor la suprafata liposoniilor cationici, Intr-o a treia
etapa are loc formarea lipoplexelor, intr-o a patra etapa caracterizarea
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liposomilor cationici si a lipoplexelor, o alti etapa presupune urmadrirea
viabilititii celulelor valvulare incubate cu lipoplexe, o alta etapa presupune
determinarea eficientei de transfectie a lipoplexelor, urmeaza evaluarea eficientei
de directionare a lipoplexelor la {inta. \ '

Formulele de liposomi vor include urmatoarele componente de bazd: un
fosfolipid incircat pozitiv de tipul, DOTAP : 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-
propane; DOTMA : 1,2-di-O-octadecenyl-3-trimethyl-ammonium propane; MVLS :
NI1-[2-((1S)-1 -[(3—a1nin0pf0pyl)amir10]-4-[di(3-amino-propyl)amino]
butylcarboxamido)ethyl]-3,4-di[oleyloxy] -benzamide; DDAB: dimethyl-dioctadecyl-
ammonium; DC-Chol: 3[3-[N-(N',N'-dimcthylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol
hydrochloride, in proportie de 35-55 moli%, optim fiind in proportie de 50 moli%,
care va fi combinat cu un fosfolipid neutru, senzitiv la pH de tipul ( 1,2-Dioleoyl-
sn- Glycero-3-Phosphoethanolamine (DOPE) si palmitoyl homocysteine (PHC) in
proportie de 7-14 moli %, optim fiind 14 moli% si cu un derivat fosfolipidic cu
polyetilen glicol (1, 2 - distearoyl - sn - glycero-3-phosphoethanolamine-N-[
maleimide (polyethylene glycol)-2000], Mal-PEG-DSPE, in proportic de 0,5-5
moli1%, optim fiind in proportie de 1 mol%.

Aceste componente de baza sunt amestecate cu colesterol sau 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine ~ (POPC)  sau 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC), in proportie de 30-40 moli%, optim fiind in proportie de 35
moli %.

Derivatii fosfolipidici de polietilenglicol (PEG) functionalizati cu maleimida
(Mal-PEG-DSPE) sunt utilizati pentru a putea fi folositi ulterior drept ancord
membranara pentru cuplarea liganzilor specifici in vederea obtinerii unui transport
directionat catre valva aorticd disfunctionald si pentru asigurarea unor timpi
indelungati de circulatie in sdnge a liposomilor dupd injectarea intravenoasd a
acestora, fapt ce ducc la cresterea capacitdtii de directionare a liposomilor la celula
tinta.

Pentru realizarea unui transport directionat citre valva aorticd bolnava, liganzi
specifici, cum ar i peptide precum si anticorpi sau fragmente de anticorpi cu afinitate
pentru anumite proteine membranare sunt conjugati la capatul terminal al derivatilor
Mal-PEG-DSPE, pe suprafata liposomilor cationici, pentru a recunoaste proteine tintd
care sunt expuse pe suprafata celulelor endoteliale valvulare activate de tipul
moleculelor de adeziune celulard VCAM-1 si P-selectina sau al componentelor
matricei cxtracelulare identificate si validate ca fiind relevante pentru boala valvei
aortice de tipul colagenuluide tip [ s1 V.

Peptide cu afinitate pentru proteinele tintd vor fi utilizate pentru recunoasterea
si pentru directionarea liposomilor cationici cardusi de siARN/shARN la valva aortica,
peptide liniare care sd contind, de preferat, urmitoarele secvente de aminoacizi
VHPKQHR pentru recunoasterca VCAM-1 sau LVSVLDLEPLDAAWL pentru
recunoasterca P-selectinel care sunt cuplate la suprafata liposomilor cationici.

Secvente duplex siARN sau shARN, in carc molecula de ARN artificial cu o
bucld stransd, care determind in celule sintetiza de ARN scurt de intereferenti
(siARN) subsecvent transfectiei celulelor cu un vector plasmidian shARN | vor fi
proiectate pentru a scinda specific ARN-ul mesager al unor proteine relevante pentru
aparitia s1 dezvoltarca bolii valvel aortice si anume moleculele/caile implicate in
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modificarile fenotipice ale VEC si VIC, considerate relevante pentru stadiile
incipiente si progresia bolii valvei precum Runx2, osteopontina, MMP-2, MMP-9,
Smad2/3, Snaill, Twist 1, kinaza | asociatd cu Rho (ROCK1), factorul de raspuns al
serului (SRF), proteina 2 care contine domeniul de oligomerizare legat de nucleotide
(NOD?2), endotelina | (ET-1), p38 MAPK, ERK, Aktl.

Liposomii cationici si lipoplexele obtinute prin complexarea acestora cu
siIARN sau shARN au fost caracteriza{i prin determinarca distributiei dimensiunilor si
a potentialului Zeta (folosind metoda de Tmprastiere dinamicd a luminii laser, DLS), a
morlologiei (cu ajutorul microscopiei electronice de transmisie, TEM), a capacitatii de
complexare a acizilor nucleici de catre liposomii cationici (prin analiza mobilitatii
electroforetice) si prin investigarea citotoxicitdtii si eficientei de transfectie a acizilor
nucleici in VEC si VIC, a eficientei de silentiere a unei gene {intd in celule endoteliale
si a capacttdtii de directionare catre valva aortica.

Pentru prepararea liposomilor cationici, fosfolipidele au fost dizolvate in
cloroform sau intr-un amestec de cloroform: metanol (9:1) si au fost combinate in
raporturile molare indicate, solventul organic a fost evaporat la presiune scdzutd pana
cand s-a obtinut un film lipidic subtire, care a fost apoi hidratat cu apd purda de
biologie moleculara (fara RNA-aze) astfel incdt concentratia finald de lipid cationic sa
fie de 10 mM; prin vortexarea amestecului s-au obtinut vezicule multilamelare; pentru
obtinerea liposomilor unilamelari, preparatul de vezicule multilamelare a fost apoi
filtrat prin trecerea consecutivda de 10 ori prin fiecare membrand policarbonat cu
dimensiunea porilor de 200 nm, 100 nm st SO nm, iar pentru etichetarea fluorescentd a
bistraturilor lipidice ale liposomilor s-a addugat 1 mol% 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-(lissamine Rhodamine B sulfonyl) (ammonium salt)
(Rhodamina-PE) ca solutie etanolica dupa prepararea liposomilor.

Nanocarausii pentru transportul tintit de ARN de interferentd sunt: liposomi
cationici complexati cu acizi nucleici care contin o peptida, un anticorp sau fragment
de anticorp care recunoaste si se leagd in mod specific la tinte moleculare exprimate
pe suprafata celulelor vizate si care contin ARN de interferenta.

Nanocarausii sunt caracterizati prin aceea cd au compozitii realizate din
combinatii de lipide: DOTAP: [,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane;
DOTMA: 1,2-di-O-octadecenyl-3-trimethylammonium propane
(DOTMA);MVLS5:N!1-[2-((1S)-1-[(3-aminopropyl)amino|-4-[di(3-amino-
propyl)aminobutylcarboxamido)ethyl}-3,4-di[oleyloxy]-benzamide; POPC: 1-
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine;DDAB:
Dimethyldioctadecylammonium;DC-Chol: 3B-[N-(N',N'-dimethylaminoethanc)-
carbamoyl]  cholesterol  hydrochloride; DOPC: I,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine; colesterol; DOPE: 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocthanolamine;
PHC: N-palmitoyl homocysteine (PHC); Mal-PEG-DSPE: 1,2-distearoyl-sn-glycero-
3-phosphoethanolamine-N-[maleimide(polyethylene glycol)-2000] (Mal-PEG-DSPE),
contin fosfolipide functionalizate cu polietilenglicol (PEG) si cuprind ARN de
interferenta de tipul sSiRNA (ARN scurt de interferentd) sau sShlRNA (ARN scurt “ac
de par”).
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Avantajele inventiei constau in aparitia unei terapii farmacologice, viabild
clinic, pentru tratarea bolii valvulare, singura alternativd existentd in prezent fiind
inlocuirea chirurgicala a valvei, o tehnica invaziva si costisitoare.

Prin utilizarea nanobioparticulelor purtitoare de ARN de interferenta
directionate cétre valva, obtinute folosind procedeul descris in aceastd inventie, se
intervine in procesele patologice ce conduc la progresia bolii valvei aortice (tranzitia
endotelial-mezenchimala si calcifierea valvei), oferindu-se astfel o solutie noud pentru
a trata pacientii cu afectiuni cardiovasculare ce necesitd valvuloplastie tisulard sau
inlocuirea valvei.

Avantajele oferitc de aplicarea prezentei inventii sunt: reducerea, pe cét posibil,
a costurilor sociale de tratament si recuperatorii (operatii §i tratamente costisitoare,
etc) prin introducerca de noi protocoale de tratament in sistemul sanitar, precum si
imbundtatirea calitdtii vietil, cresterea sperantei de viatd s1 a perioadel active a
persoanelor implicate 1n activitdtl productive care vor duce fard indoiald la cresterea
eficientel economice in toate sectoarele productive si la cresterea nivelului de trai si a
bunastarii populatiei.

Prezentarea pe scurt a figurilor:

Figura 1. Grupdrile -SH ale aminoacidului cisteind din capdtul carboxi-terminal al
peptidei NH2-VHPKQRGGSKGC-COOH cu afinitate pentru VCAM-1 sau din
capatul amino-terminal al peptidei NH2-CKKKKLVSVLDLEPLDAAWL-COOH cu
afinitate pentru P-selectina formeazd legaturi tioesterice cu grupdrile maleimide
expuse pe suprafata liposomilor cationici.

Figura 2. Curbele standard obtinute pentru diferite concentratii de peptida cu afinitate
pentru VCAM-1 (a) sau P-selectina (d) in domeniul 0-100 pg/ml cu coeficient de
corelatie peste 0.99. Cromatograme reprezentative obtinute pentru concentratia de 100
pg/ml peptida cu afinitate pentru VCAM-1 (b) sau P-selectina (e), dupd reducerea cu
agentul reducator TCEP si pentru concentratia de peptida cu afinitate pentru VCAM-1
(¢) sau P-selectina (f) rdmasa liberd dupa reactia de cuplare intre peptidele reduse si
liposomii cationici ce contin ancorele fosfolipidice Mal-PEG-DSPE.

Figura 3. Diametrul mediu hidrodinamic al formulelor de liposomi cationici cu
codurile C1+C6 (compozitia prezentatd in Tabelul 1) si al lipoplexelor formate de
liposomi cu ARNI (plasmidul shARN) la diferite raporturi R de incéarcare electrica +/-.

Figura 4. Valorile potentialului zeta (mV) determinate pentru formulele de liposomi
cationici cu codurile C1+C6 (compozitia prezentatd in Tabelul 1) si pentru lipoplexele
formate de liposomi cu ARNI (plasmidul shARN) la diferite raporturi R de incarcare
electrica +/-.

Figura 5. Micrografii TEM prezentand in detaliu morfologia liposomilor cationici cu
codurile C1+C6 (compozitia prezentatd in Tabelul 1) si pentru lipoplexele formate de
liposomi cu ARNI (plasmidul shRNA) la R=4 (Cl), R=8 (C2, C3, C4), R=14 (C5),
R=10 (C6). Bara 200 nm.

Figura 6. Electroforeze in gel de agaroza ce aratd migrarea plasmidului shARN
control liber (primul godeu din fiecare imagine) sau complexat cu formulele de
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liposomi C1, C2, C3 (A), C4 (B), C5 (C) si C6 (D) la diferite raporturi de sarcini +/-
(intre 0.25 si 14).

Figura 7. Viabilitatea celulelor endoteliale expuse timp de 48 ore la lipoplexe formate
intre diferite tipuri de liposomi cationici si plasmidul shARN;, la diferite raporturi de
incarcare electricd. Legenda : Ctrl- celule control; shRNA- plasmid shARN liber;
C1+-C6 formule de liposomi cationici complexati cu plasmid shARN la diferite
raporturi de sarcina +/-; ¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, p<0.0001 versus Ctrl.
Figura 8. Viabilitatea celulelor interstitiale valvulare (VIC) expuse timp de 48 ore la
complexe shRNA-NP, la diferite raportul de sarcind. Legenda : Ctrl- celule control;
shRNA — plasmid shARN liber; C1+C6 formule de liposomi cationici complexati cu
plasmid shARN la diferite raporturi de incércare electricd (+/-); *p<0.05, **p<0.01,
**4n<0.001, p<0.0001 versus Ctrl.

Figura 9. (a) Histogramele dot-plot obtinute cu ajutorul citometrului de flux in cazul
transfectiei VEC cu lipoplexe Lipo-C2/pEYFP la raporturile de incarcdre electrica (+/-
) R=6, 8, 12, 12 si 14. In poarta R-1 se gisesc celulele care au fluorescentd scazuti
(MFI<100 u.a.f), indicand celule transfectate, dar in care nivelul de proteina
fluorescentd este mai redus, iar in poarta R-2 pot fi observate celule cu semnal
puternic fluorescent (MFI>1.000 u.a.f) dat de exprimarea la nivel ridicat al proteinei
fluorescente codificatd de plasmidul pEYFP. (b) Imaginile de microscopie de
fluorescentd corespunzatoare transfectietr VEC cu lipoplexe la raporturile de Tncarcére
electrica indicate. C: celule control. Scala: 200 um.

Figura 10. (a) Histogramele dot-plot obtinute cu ajutorul citometrului de flux in cazul
transfectiei VIC cu lipoplexe Lipo-C2/pEYFP la raporturile de incarcére electricd (+/-
) R= 6, 8, 12 si 12. In poarta R-1 se gisesc celulele care au fluorescentd scizutd
(MFI<100 wu.a.f), indicand celule transfectate, dar in care nivelul de proteina
fluorescentd este mai redus, iar in poarta R-2 pot fi observate celule cu semnal
puternic fluorescent (MFI>1.000 u.a.f) dat de exprimarea la nivel ridicat al proteinei
fluorescente codificatd de plasmidul pEYFP. (b) Imaginile de microscopie de
fluorescentd corespunzatoare transfectier VIC cu lipoplexe la raporturile de incédrcare
clectrica indicate. C: celule control. Scala: 200 um.

Figura 11. (A) Preluarea lipoplexelor Psel-lipo/siARN marcate cu Rhodamina B st a
lipoplexelor Scr-lipo/siARN de cétre celulele bEnd.3 activate cu TNF-a in absenta sau
prezenta excesului de peptidd de legare a P-selectinei (Psel BP), observatd prin
microscopie de fluorescentd, la diferite intervale de timp in conditii statice de incubare
(lipoplexele (rosu) si nucleele celulare (albastru); bara 50 pm). (B) Cuantificarea
preludrit lipoplexelor de catre celule in conditii statice, exprimatd ca raport intre
procentul pixelilor rosii si procentul pixelilor albastri pentru fiecare camp de imagine
(fiecare punct reprezintd media a 9 campuri). (C) Observarea in timp a interactiunii
dinamice dintre lipoplexele marcate cu Rhodamina B (Psel-lipo/siARN si Scr-
lipo/siARN) si celule bEnd.3 n sistemul FCS2 folosind un microscop inversat de
fluorescentd. Este prezentatd o suprapunere a imaginilor de contrast de fazd si
{luorescenta lipoplexclor (rosu) (bara 200 um) si o suprapunere a imaginilor de
fluorescentd a lipoplexelor (Rhodamina B, rosu) si a nucleelor (DAPI, albastru) (bara
50 pm).

Figura 12. (A) Acumularea lipoplexelor directionate catre P-selectind (Psel-
lipo/shARN) (c) si a lipoplexelor ne-directionate, cuplate cu peptida scrambled (Scr-
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lipo/shARN) (b) in valva aortica a soarccilor ApoE-deficienti la o ord dupi
administrarea intravenoasd. Este prezentata si o aortd provenitd de la un soarece
ApoE-deficient, cdruia 1 s-a administrat PBS (a). (B) lmaginile obtinute in urma
separdrii spectrale care aratd autofluorescenta tesutului (verde) si acumularea specifica
a lipoplexelor marcate cu Rhodamina B (rosu) in valva aortica a soarecilor ApoE-
deficienti carora li s-au administrat lipoplexe tintite Psel-lipo/shARN.

Descrierea inventiei

Procesele patologice care au loc in boala valvel aortice asociata cu diabetul
evolueaza din faza timpurie caracterizatd prin activarea endoteliului valvular,
inflamatia, proliferarea, ingrosarea si reticularea membranei bazale [Simionescu M si
colab., 1996] spre faza progresivd, cand procesele proinflamatorii pot induce
diferentierea osteogenica a celulelor interstitiale valvulare (VIC). Datele existente
sugereaza cd inflamatia este o componenta initiald a bolii valvei aortice [Hjortnaes J si
colab., 2010] si poate induce transformarea unui subset de celule endoteliale valvulare
(VEC) in celule mezenchimale (EndMT) [Mahler GJ, Farrar EJ si Butcher JT, 2013]
si de asemcnea, poale inifia un proces osteogenic care contribuie in mod activ la
calcificarea valvei aortice [New S s1 Aitkawa E, 2011].

Procesul inflamator care apare in foitele valvulare datoritd activarii celulelor
cndoteliale valvulare, infiltrarii celulelor imune si productiei subsecventd a citokinelor
inflamatorit (de exemplu, [L-18, TNF-a, [L-6, TGF-B) initiazd procesul de tranzifie
fenotipica a unui subset de VEC 1n celule mezenchimale. EndMT este un proces
biologic complex in care celulele cndoteliale isi pierd proprietatile endoteliale si
dobandesc fenotip de celule mezenchimale care exprima markeri specifici cum ar fi a-
SMA (smooth muscle actin) si FSP-1 (fibroblast-specific protein 1). S-a sugerat ca
EndMT ar putea determina denudarca endoteliald observatd la valvele afectate,
stabilind astfel legatura dintre activarea inflamatorie a endoteliului [New S si Aikawa
E, 2011] s1 pierderea acestuia in impul etapei de calcifiere.

Studiile recente au ardtat cd tranzitia EndMT joacd un rol important in
disfunctia cardiacd indusd de diabetul zaharat si cad hiperglicemia cronicd este un
inductor important al EndMT.

S-a demonstrat ca tranzitia EndMT indusa de concentratii crescute de glucoza
are loc prin proteine reglatoare, cum ar i Smad2/3, Snail, kinaza ! asociata cu Rho
(ROCKT), factorul de raspuns al serului (SRF), proteina 2 care contine domeniul de
oligomerizare legat de nucleotide (NOD2) si ERK in celule endoteliale glomerulare
[Zhao L si colab., 2016, Ma Z si colab., 2017, Peng H si colab., 2016].

In celulele endoteliale aortice umane si in HUVEC, concentratii crescute de
glucoza induc EndMT prin intermediul urmé&toarelor proteine reglatoare: angiotensina
I, poli (ADP-riboza) polimeraza | (PARP-1), endotelina | (ET-1), p38 MAPK si
ERK [Yan F si colab., 2015, Yu CH si colab., 2017, Tang RN si colab., 2013,
Widyantoro B si colab., 2010]. Pe de altd parte, procesul inflamator care apare in
foitele valvulare datoritd infiltrdrii celulelor imune si productiei citokinelor
inflamatorii declanseazd procesul de tranzitie fenotipicd a celulelor valvulare
interstitiale (VIC) din starea normald (,,quiescent”) la miofibroblast si fenotipul
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ostcoblast-like. determindand astfel calcifierea valvei aortice si ngidizarca acesteia
[Galeone A si colab., 2013, Chakraborty S si coiab., 2008).

Principalele cdi legate de calcificrea valvei aortice sunt cdile Smad st
Wingless/Int (Wnt)/beta-catenina. Msx2, un factor de transcriere in calea Wnt/beta-
catenina si Runx2, un factor de transcriere in calca Smad, au fost gésite in valvele
aortice calcificate [Shao JS si colab., 2005, Yang X si colab., 20097 si joaca un rol
important in diferentierea VIC Tn osteoblaste.

Acesti mediatori proteici ai tranzitiei endotelial-mezenchimala (EndMT) cat si
cei care determind transformarea VIC in osteoblast pot f1 folosiii drept tinte pentru
abordart terapeutice bazate pe hanobioparticule (nanocaraust).

Conform aplicatiei, nanobioparticulele sunt lipoplexe formate din liposomi
cationici, directionati sclectiv la proteine exprimate de catre celulele din valva aortica
atectatd in anumite conditii patologice sau de matricea cxtracelulard expusa ca urmare
a lezdrir st denuddrnt endoteliului, complexatt cu ARN de interferentd (ARNi) (s1
anume, SIRNA sau shRNA). ARN de interferenid poate fi conceput astfel incat sa
{inteascd specific moleculele/caile importante mplicate In modificdrile fenotipice ale
celulelor cndoteliale valvulare (VEC) si ale celulelor interstitiale valvulare (VIC),
relevante pentru progresia bolii valvei aortice.

Tehnologia ARNi a aparut in anul 1998 in urma studiilor efectuatc pe
viermele Caenorhabditis elegans care au stabilit ca secvente de ARN dublu catenar
(dsRNA) interfera cu functia genei prin legarea lor la- ARN-ul mesager (ARNm),
proces ce determind distrugerea acestuia, abtiel incat proteina codificatd nu se mai
sintetizeazd [Fire A si colab., 1998]. '

Accastd descoperire, care a primit premiul Nobel pentru Fiziologie sau
Mecdicina in anul 2006, a fost numitd interferentd ARN. '

Interferenta ARN este un mecanism natural de reglare a expresiei genice
extrem de conservat evolutiv. De la descoperire, ARNi a evoluat rapid ca un
instrument revolutionar pentru studierea functiei genetice, a cdilor biologice s1 a
fiziologiel bolii, dar st ca un instrument de terapie.

Se cunoaste In detaliu mecanismul de bazd al cdn endogene a ARNI st cum
poate {i utilizat pentru silentierca anumitor gence de interes in diverse patologi.

Mecanismul ARN1 are loc in citoplasma celulelor, la nivel post-transcriptional
st este declansat de secvente scurte de ARN dublu catenar (dsARN), cunoscut sub
numele de ARN scurt de interferentd (small interfering ARN, siARN), care cste
procesat din dsARN lung de citre enzima Dicer RNaza [Il sau poate fi introdus
exogen Intr-o celuld pentru a se induce stlentierca gener dorite. sStARN este apoi
asamblat in RNA-inducing silencing complex (RISC) care determind degradarea
specificd a secventei de ARN mesager (mARN) omoloage, astfel incat proteina
codificatd nu mai este translatatd. Au fost dezvoltate criterii pentru utilizarea ARN-
urilor scurte de interferenta (siARN), mai mici de 30 de perechi de baze (bp), care
permit utitizarea acestor dsSRNA in celulele de inamifer fard a declansa mecanismul de
raspuns antiviral al celulet [Elbashir SM sicolab., 20017,

Progrese ulterioare au ardtat ¢d si ARN pot {1 exprimate In interiorul celulei
gazdd dupa transfectia unui vector plasnudial ADN care contine o sccven(d shARN
"short hairpin ARN", o molecula de ARN artificial cu o bucld stransi), oterind pe
langéd avantajul unei silentieri pe termen mai lung (comparativ cu siARN sintetic) si
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posibilitatea ca AND-ul plasmidial sd poate {1 replicat pentru furnizarea nelimitata de
sIARN specific in celuld. Dezavantajul moleculelor ARNi este acela cd ele sunt
degradate rapid dupd administrarea in vivo. Prin urmare, a fost foarte dificil sd se
furnizeze molecule de ARNi in cantitdti suficiente pentru observarea unui efect
terapeutic. Pentru a rezolva aceste neajunsuri, o varietate de metode de livrare a
moleculelor ARNI au fost propuse.

De exemplu, existd o metodd care descrie incorporarea ADN-ului care codifica
o moleculd ARNI (s1 in particular o moleculd ARNI care are o structurd de ac de par
scurt (shRNA)) intr-un vector adecvat si administrarea vectorului direct in tumord
(patent US8592572B2: title “Liposome containing shRNA molecule targeting a
thymidylate synthase and use thereot™).

In prezent nu existi o metodi de vectorizare a ARNi la celulele valvei
aortice afectate cu ajutorul nanobioparticulelor tintite.

Procedeul descris in aceastd inventie permite obtinerea unor formule de
liposomi cationici directionati specific ciatre molecule tintd prin cuplarea la
supratata lor de liganzi (de exemplu, anticopi, fragmente de anticorp sau peptide).

Liposomii sunt vezicule sferice inchise, constand dintr-un bistrat lipidic format
din fosfolipide care incapsuleazd un mediu apos. Atat in bistratul lipidic cét si in
mediul apos pot fi stocati agenti terapeutici.

Liposomii cationici tintiti, complexati cu secvente sIARN/shARN, vor fi
folositi drept vectori non-virali pentru livrarea ARNI la celulele valvulare.

Formulele de liposomi vor include urmitoarele componente de baza: un
fosfolipid incércatpozitivi(de exemplu, DOTAP: 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-
propane; DOTMA: 1.2-di-O-octadecenyl-3-trimethyl-ammonium propane;
MVLS : N1-[2-((1S)-1-[(3-aminopropyl)amino]-4-[di(3-amino-propyl)amino]
butylcarboxamido)ethyl]-3,4-difoleyloxy]-benzamide; DDAB: Dimethyl-dioctadecyl-
ammonium; DC-Chol: 38-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol
hydrochloride, de preferat in proportie de 50 moli%) care va fi combinat cu un
fosfolipid neutru, senzitiv la pH (de exemplu [,2-Dioleoyl-sn- Glycero-3-
Phosphoethanolamine (DOPE) si palmitoyl homocysteine (PHC) in proportie de 7-14_
moli %, de preferat 14 moli% ) si cu un derivat fosfolipidic cu polyetilen glicol (1, 2 -
distearoyl - sn - glycero-3-phosphocthanolamine-N-[ maleimide (polyethylene
glycol)-2000]; Mal-PEG-DSPE, de preferat in proportie de 1 mol%).

Aceste componente de bazd sunt amestecate cu colesterol sau I-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  (POPC)  sau 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DOPC) (de preferat, in proportie de 35 %).

Fosfolipidul neutru DOPE nu se asambleaza in forma de bistrat lipidic atunci
cand este dispersat In tampoane [iziologice ci formeazd micele inverse, astfel cd
singur, acesta nu poate forma vezicule. DOPE poate f1 stabilizat in bistrat cu ajutorul
unor fosfolipide incércate electric cu o suprafatd mare a capului polar. S-a aratat ca
liposomii cationici ce contin DOPE in bistrat au capactitatea de a se destabiliza la pH
scazut ccea ce ajuta la eliberarea liposomilor din endosomi [Farhood H, Serbina N si
Huang L, 1995] si la obtinerea unor cficiente ridicate de transfectie.

Conform prezentei inventii, derivatii fosfolipidici de polietilenglicol (PEG)
functionalizati cu maleimida (Mal-PEG-DSPE) sunt utilizati pentru a putea fi folositi
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ulterior drept ancord membranard pentru cuplarea liganzilor specifici in vederea
obtinerii unui transport directionat catre valva aorticd disfunctionala.

Prezenta polimerului PEG este esentialda pentru asigurarea unor timpi
indelungati de circulatie in sdnge a liposomilor dupd injectarea intravenoasa a
acestora, fapt ce duce la cresterea capacitatii de directionare a liposomilor la celula
tintd. Aceastd compozitie a liposomilor cationici, dezvadluitd in prezenta inventie,
garanteazd stabilitatea acestora in sdnge pana cand ajung la tinta dorita.

Pentru realizarea unei transport directionat catre valva aorticd bolnava, liganzi
specifici (de exemplu anticorpi, fragmente de anticorp, peptide cu afinitate pentru
anumite proteine membranare) sunt conjugafi la capdtul terminal al derivatilor Mal-
PEG-DSPE, pe suprafata liposomilor cationici.

Proteine tintd care sunt expuse pe suprafata celulelor endoteliale valvulare
activate (de exemplu, moleculele de adeziune celulard VCAM-1 si P-selectina) sau
componente ale matricei extracelulare identificate si validate ca fiind relevante pentru
boala valvei aortice (de exemplu colagenul de tip I si IV) si anticorpi/fragmente de
anticorpi sau peptide cu afinitate pentru proteinele tintd vor fi utilizati pentru
recunoasterea Si pentru directionarea liposomilor cationici cardusi de siARN/SshARN
la valva aortica.

Astfel, peptide liniare care sd contind, de preferat, urmitoarele secvente de
aminoacizi (VHPKQHR pentru recunoasterea VCAM-1 sau LVSVLDLEPLDAAWL
pentru recunoasterea P-selectinei) au fost cuplate la suprafata liposomilor cationici.
Evaluarea eficientei de cuplare a peptidelor a fost determinatd cu ajutorul
cromatografiei lichide de inaltd performanta (UHPLC).

Secvente duplex siARN sau shARN, in care molecula de ARN artificial cu o
bucld stransd, care determind In celule sintetiza de ARN scurt de intereferenta
(siARN) subsecvent transfectiei celulclor cu un vector plasmidian shARN [Rao DD,
Senzer N si Cleary MA, 2009] vor fi proiectate pentru a scinda specific ARN-ul
mesager al unor proteine relevante pentru aparitia si dezvoltarea bolii valvei aortice si
anume moleculele/cdile implicate in modificarile fenotipice ale VEC si VIC,
considerate relevante pentru stadiile incipiente si progresia bolii valvei (de exemplu
Runx2, osteopontina, MMP-2, MMP-9, Smad2/3, Snaill, Twist 1, kinaza 1 asociata
cu Rho (ROCKI1), factorul de raspuns al serului (SRF), proteina 2 care contine
domeniul de oligomerizare legat de nucleotide (NOD2), endotelina 1 (ET-1), p38
MAPK, ERK, Aktl).

Liposomii cationici si lipoplexele obtinute prin complexarea acestora cu siARN .
sau shARN au fost caracterizati prin determinarea distributiei dimensiunilor si a
potentialului Zeta (folosind metoda de imprastiere dinamica a luminii laser, DLS), a
morfologiei (cu ajutorul microscopiei electronice de transmisie, TEM), a capacitatii de
complexare a acizilor nucleici de cdtre liposomii cationici (prin analiza mobilitdtii
clectroforetice) si prin investigarea citotoxicitati si eficientel de transfectie a acizilor
nucleici in VEC si1 VIC, a eficientei de silentiere a unei gene tintd in celule endoteliale
si a capacitdtii de directionare citre valva aorticd (intr-un model experimental de
soarece). |

Prin utilizarea nanobioparticulelor purtitoare de siARN sau shARN obtinute
folosind procedeul descris in aceastd inventie sc intervine in procesele patologice ce
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conduc la progresia bolii valvei aortice, oferindu-se astfcl o oportunitate terapeuticd
promitatoare.

EXEMPLE:

In cele ce urmeaza sunt date exemple concrete care aratd cum poate fi realizatd
inventia.

1. Prepararea liposomilor cationici

Liposomi cationici PEGylati au fost preparati prin metoda hidratarii peliculei
lipidice in combinatie cu extrudarea suspensiei asa cum s-a descris anterior
[Paternostre M si colab., 1996]

Pentru prepararea liposomilor cationici, fosfolipide incarcate pozitiv (de
exemplu, DOTAP: 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane; DOTMA: 1,2-di-O-
octadecenyl-3-trimethylammonium propane; MVLS: NI1-[2-((1S)-1-[(3-
aminopropyl)amino]-4-[di(3-amino-propyl)amino] butylcarboxamido)ethyl]-3,4-
di[oleyloxy]-benzamide; DDAB: Dimethyldioctadecyl-ammonium; DC-Chol: 33-[N-
(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol hydrochloride), fosfolipide
senzitive la pH [l,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (DOPE) sau
palmitoyl homocysteine (PHC)], colesterolul sau 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (POPC) sau [,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) si
derivati fosfolipidici ai polimerului polytehylene glycol (PEG) modificati cu
maleimida: [, 2 - distearoyl - sn - glycero-3-phosphoethanolamine-N-[ maleimide
(polyethylenc glycol)-2000] (maleimide-PEG-DSPE) au fost dizolvate in cloroform
sau Intr-un amestec de cloroform:metanol (9:1) si au fost combinate in raporturile
molare indicate in Tabelul 1.

Solventul organic a {ost evaporat cu ajutorul unui evaporator rotativ la presiune
scazutd pand cand s-a obtinut un film lipidic subtire pe fundul unui vas rotund. Filmul
lipidic a fost apoi hidratat cu apa purd de biologie moleculard (farda RNA-aze) astfel
incat concentratia finala de lipid cationic sa fie de 10 mM.

Prin vortexarea amesteculur s-au obtinut vezicule multilamelare. Pentru

obtinerea liposomilor unilamelari, preparatul de vezicule multilamelare a fost apoi
{ilrat prin trecerea consecutivd de 10 ori prin fiecare membrana policarbonat cu
dimensiunea porilor de 200 nm, 100 nm si 50 nm folosind un aparat mini-extruder
(Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL/USA).
Pentru etichetarca fluorescentd a bistraturilor lipidice ale liposomilor s-a addugat |
mol% 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocthanolamine-N-(lissamine Rhodamine B
sulfonyl) (ammonium salt) (Rhodamina-PE) ca solutie etanolicd dupa prepararea
liposomilor.

2. Cuplarea liganzilor la suprafata liposomilor cationici

in vederea directionarii specifice a liposomilor cationici citre endoteliul activat
al valvel aortice, s-a realizat cuplarca unor peptide liniare cu secvenfa NH2-
VHPKQRGGSKGC-COOH si NH2-CKKKKLVSVLDLEPLDAAWL-COOH, care
prezinta afinitate pentru moleculele de adeziune celulard VCAM-1 [Kelly KA si
colab., 2006] si pentru P-selectind [Molenaar si colab., 2003] la suprafata liposomilor.
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Peptidele de recunoastere a moleculelor de adeziune au fost cuplate la gruparea
maleimidicd a portiunii distale a PEG (Mal-PEG-DSPE) prin interactiuni sulfhidril-
maleimida, cum a fost descris anterior [Calin M si colab., 2015] (Figura 1).

inainte de cuplare, peptidele au fost reduse prin adiugarea tris (2-carboxyethyl)
phosphine (TCEP) timp de 2 ore pentru desfacerea legdturilor disulfidice formate intre
peptide si pentru activarea grupdrii sulthidril (-SH). Excesul de TCEP a fost indepdrtat
prin dializd peste noapte, la 4°C, intr-un sac de dializd cu cut-off de 500-1000 Da in
tamponul de cuplare (10 mM Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, 2 mM EDTA, 30 mM
NaCl, pH = 6,7). Peptidele (in raport molar 2:1, peptidd: Mal-PEG-DSPE) au fost apoi
addugate suspensiilor de liposomi cationici, incubarea facandu-se sub agitare timp de
18 ore la temperatura camerei. Pentru a satura gruparile maleimidice rdmase libere, s-a
adaugat aminoacidul L-cisteind (1 mM), timp de 30 de minute. Un pas final de
purificare a fost realizat prin centifugarea probelor folosind tuburi cu membrane de
ultra-filtrare cu dimensiunea porilor de 100 kDa, pentru separarea peptidului necuplat
de liposomi.

Cantitatea de peptidd cuplatd la suprafata liposomilor a fost cuantificatd cu
ajutorul cromatografiei lichide de Tnaltd performantd (UHPLC) cu detectie UV-VIS
folosind un echipament UHPLC-Agilent 1290 Infinity, care include o pompa binara
cu patru canale, un detector DAD (Diode Array Detector) si softul specializat Agilent
ChemStation. Separarea s-a facut pe o coloana Zorbax Eclipse Plus C18 150 x 2.1
mm, 3.5 um la temperatura de 25°C. Faza mobild a fost formatd dintr-un gradient de
0.1% acid trifluoroacetic in apa (eluant A) si 0.1% acid trifluoroacetic in acetonitrile
(eluant B). Initial faza mobila a constat dintr-un amestec de 60% A si 40% B pana la
minutul 7 cand proportia s-a inversat 40% A si 60% B, revenind apoi la 60% A s1 40%
B la minutul 9. S-a lucrat la debit de 0.25 ml/min, iar detectia peptidului s-a realizat la
220 nm. Toti reactivii au fost de calitate HPLC. S-a realizat o curbd standard din
diverse concentratii de peptidd redus care a fost folositd pentru determinarea
concentratiei de peptida liberd, rdmasd ne-cuplatd la suprafata liposomilor (metoda
descrisa anterior de Kang M1J si colab., 2011) (Figura 2). In aceste conditii, eficienta
de cuplare a fost de 10 pg de peptidd/umol fosfolipid total.

3. Formarea lipoplexelor

S-au format lipoplexe la diferite raporturi de incarcare electrica (+/-) (intre 0,25
si 30) prin amestecarea secvenielor de acizilor nucleici siRNA sau shRNA cu cantitati
corespunzatoare de liposomi cationici tintiti sau ne-tintiti, la temperatura camerei,
timp de 30 de minute. Secventele siRNA sau plasmidul ce contine shRNA au fost
suspendate in 150 mM NacCl si amestecate la concentratii adecvate cu un volum egal
de suspensie de liposomi (in 150 mM NaCl). Raporturile de incarcare electricd au fost
calculate luand in considerare numdrul de sarcini pozitive per moleculd de lipid
cationic (1 nmol fosfolipide DOTAP, DOTMA, DDAB, DC-chol contine 1 nmol de
sarcini pozitive 1ar 1 nmol lipid multivalent MVLS contine 5 nmoli de sarcini
pozitive) si faptul ¢i | ug de acid nucleic contine 3 nmoli de sarcini negative [Khoury
si colab., 2006].
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4. Caracterizarea liposomilor cationici si a lipoplexelor

Liposomii cationici si lipoplexele preparati asa cum s-a descris mai sus au fost
caracterizati in ceea ce priveste proprietatile fizice (dimensiune, potential zeta) si
functionalitate (capacitatea de complexare a ARNi, directionare specifica la tinta
moleculara dorita, eficienta de transfectic intracelulard a ARNI, citotoxicitate).

4.1. Dimensiunea: Distributia In dimensiuni a liposomilor si a lipoplexelor formate
prin complexarea acestora cu SiRNA sau plasmid shRNA la diferite rapoarte de
incarcare electricd +/- au fost determinate folosind metoda de imprastiere dinamica a
luminii laser (DLS) cu ajutorul unui dispozitiv Zetasizer Nano ZS (ZEN 3600)
(Malvern Instruments, Marea Britanie). Metoda standard de operare (SOP) a masurat
intensitatile luminii imprastiate la un unghi de 173°. Diametrul hidrodinamic mediu al
liposomilor cationici a fost de aproximativ 200 nm cu o distributie de dimensiuni
unimodald, asa cum aratd indicele de polidispersie, care a fost intotdeauna mai mic
decét 0,2. Diametrul hidrodinamic mediu al lipoplexelor a variat in functie de raportul
de Incarcare electricd folosit la formarea acestora avand valori cuprinse intre 200 nm
st 1.600 nm (Figura 3).

4.2, _Potentialul zeta:. Ultcrior, in cuveta de masurare, dupd determinarea
dimensiunilor, s-a scufundat un electrod (ZEN1002) pentru masuratorile de potential
zeta (). Acesta a fost determinat folosind dispersia luminii electroforetice (ELS), prin
efectuarea a cinci masuratori consecutive la 5 V cu o intarziere de 300 secunde intre
masuratori, la 25° C utilizand modelul Smoluchowski. Rezultatele au fost analizate
folosind software-ul Zetasizer Software 7.12 (Malvern Instruments). Liposomii au
potential zeta pozitiv de aproximativ +40 mV iar in cazul lipoplexelor acesta variaza
in functie de raportul de incércare electrica folosit la formarea lipoplexelor de la -20
mV la +40 mV (Figura 4).

4.3. Microscopia_electronica_de transmisie: _Liposomii si1 lipoplexele au fost
vizualizati prin microscopie cu transmisie electronica (TEM) cu ajutorul unui
microscop electronic de transmisie STEM TALOS F200C, folosind tehnica de
colorare negativd a probelor cu substanta de contrast uranil acetat (1%). Micrografiile
de microscopic electronica au fost obtinute la o tensiune de accelerare de 200 kV.
Probele de liposomi sau lipoplexe obtinute la raporturi de incarcare electrica pentru
care s-a obtinut o complexare totald a plasmidului ShRNA au fost depuse pe grile de
cupru acoperite cu film polimeric. (Figura 5).

4.4. Migrarea lipoplexelor in gel de agarozd: Eficienta complexarii acizilor nucleici
de catre liposomii cationici la diferite raporturi de incarcare electrica a fost evaluata
prin analiza mobilitatit electroforetice. Lipoplexe formate intre liposomi cationici si
ARNI la diferite raporturi de sarcind (+/-) au fost incércate (utilizand 6x tampon de
incarcare (0,05% Orange G, 30% glicerol) si migrate in electroforezd in gel de
agaroza, in tampon Tris-Acetat-EDTA (TAE) (40 mM Tris-HCI, 1% acid acetic, |
mM EDTA). Gelul de agaroza contine colorantul pentru acizi nucleici Midori Green,
Electroforeza s-a efectuat la tensiunea de 70V timp de 20 minute iar benzile
corespunzatoare acizilor nucleici folositi au fost vizualizate cu un transiluminator UV,
Imaginea gelulur indicd valoarea raportului de incdrcare electrica pentru care
formulele de liposomi realizeazd o complexare completd a ARNI, fapt ce impiedica
migrarea acizilor nucleici in gelul de agaroza. (Figura 6).
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S. Viabilitatea celulelor valvulare incubate cu lipoplexe

Pentru exemplificare, s-au utilizat VEC s1 VIC care au fost izolate din valve umane
recoltate in urma interventiilor chirurgicale de inlocuire de valva. Separarea VEC de
VIC s-a efectuat in cAmp magnetic cu ajutorul unor bile magnetice cuplate cu anticorp
anti-CD31 (molecula exprimatd pe suprafata VEC), folosind coloane de separare.
VEC au aderat la peretii coloanei de separare in timp ce VIC au rdmas in mediul de
suspensie. Celulele au fost multiplicate si mentinute in culturd, in mediu DMEM 1 %o
glucoza suplimentat cu 10% ser fetal bovin si 1% antibiotice (penicilina 100 U/ml,
streptomicina 100 pg/ml si neomicina 50 pg/ml), intr-un incubator In atmosferad
umedai la 37°C si 5% CO- si au fost utilizate in experimente in faza logaritmica de
crestere. -

5.1. Tehnica XTT. Citotoxicitatea lipoplexelor formate de liposomii cationici cu
plasmidul shARN a fost evaluatd prin determinarea viabilitdtii VEC si VIC, dupd
incubarea acestora cu mediu de culturd ce contine lipoplexele la diferite raporturi
de incarcare electricd +/-. Raporturile +/- au fost alese pe baza rezultatelor
obtinute in urma analizei mobilitatii electroforetice a lipoplexelor in gel de
agaroza pentru a se stabili capacitatea liposomilor cationici de a proteja plasmidul
shARN. Viabilitatea celularda a fost determinatd folosind reducerea sarii de
tetrazolium  XTT  (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide inner salt), sub actiunea dehidrogenazelor din celulele active metabolic,
care determind formarea formazanului ce poate {fi masurat spectrofotometric. VIC, au
fost insdméantate in placa de 24 godeuri la densitatea de 1x10% celule/godeu, cu 24 ore
nainte de a adauga lipoplexele. Dupa adaugarea lipoplexelor Lipo/shARN formate la
diferite raporturi de sarcind (+/-), folosind concentratia de 1pg plasmid shARN/godeu,
celulele au fost mentinute in incubator in atmosfera umeda la 37°C si 5% COg, timp
de 48 de ore. La sfarsitul incubarii, mediul de culturd a fost schimbat cu mediu
DMEM incolor ce contine 1 mg/ml XTT/ Phenazine methosulfate (PMS). Celulele au
fost mentinute in incubator la 37°C timp de 2 ore pentru formarea particulelor de
formazan solubil. Absorbanta a fost detectatd folosind un cititor de placi TECAN, la
lungimea de unda de 450 nm. Rezultatele au fost calculate ca procent din control
(celule control incubate in mediu de culturd) si sunt prezentate ca medii + SEM
(“standard error of the mean”, eroarea standard a mediei).

Viabilitatea VEC si a VIC dupa incubarea cu lipoplexele Lipo/shARN la raporturi +/-
cuprinse Intre 6 si 14 este redatd in Figura 7, respectiv Figura 8.

6. Eficienta de transfectie a lipoplexelor

Pentru exemplificare, s-au utilizat VEC si VIC 1in care s-a urmarit eficienta de
transfectie a lipoplexelor formate intre liposomii cationici cod C2 (DOTMA:
colesterol: DOPE: Mal-PEG-DSPE-DSPE; 50: 35: 14: 1 mol %) plasmidul pEYFP-
Cl, de la Clontech Laboratories Inc. Plasmidul pEYFP-C1 codificd o proteind
fluorescentd (lungimile de undd de cxcitatie/emisie: 513/527 nm) ce poate fi
vizualizata cu ajutorul microscopului de fluorescenta folosind filtrul pentru FITC. De
asemenea, fluorescenta a fost cuantificatd cu ajutorul citometrului de flux in canalul
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FL1 folosind excitatia laserufui de argon de 488 nm. VEC sau VIC au fost
insdmantate in placi de 24 godeuri, la o densitatea initiald de 100.000 celule/godeu,
timp de 24 de ore inainte de incubarea cu lipoplexcle. Lipoplexele Lipo-C2/pEYFP,
obtinute la diferite raporturi de sarcind +/- folosind o concentratic de ADN plasmidial
de 0.5 ug/godeuw/ml, au fost adaugate in mediu de culturd fard ser, timp de 4 ore, dupd
care a fost adaugat ser (10%) In mediul de incubare. Drept control pozitiv au fost
folositi vectori comerciali de transfectie SuperFect® de la Qiagen (ce consid din
molecule de dendrimer cu arhitectura sferica ce prezintd terminatii cu grupari amino),
folosindu-se indicatiile oferite d¢ producator. Exprimarca proteineil fluorescente
galbend YFP a fost analizatd dupa 48 de ore cu ajutorul microscopului de fluorescenta
(Olympus IX81) si a citometrului de flux (Gallios, Becton Dickinson). Eficienta de
transfectie a fost determinatd ca procent de celule care exprimi proteina fluorescentd
YFP per proba in raport cu numarul total de celule care sunt investigate de citometru
de flux (10.000 evenimente numdrate pentru fiecare proba transfectata).

Rezultate reprezentative obtinute in VEC sau VIC sunt prezentate in Figura 9 {a si b),
respectiv Figura 10 (a si b). In Figura 9a si Figura 10a se observa doud populatii de
celule care prezinta fluorescentd in canalul FL1 al ¢itometrului de flux: o populatie cu
luorescentd scazuta (MFI<100, detectatd in poarta R-1) si o populatie cu fluorescenta
ridicatd (MFI>1000, detectatd in poarta R-2). Imaginile preluate cu ajutorul
microscopului de fluorescentd sunt prezentate in Figura 9b si Figura 10b. Datele
obtinute aratd faptul ¢, atdt in cazul VEC cat si in cazul VIC, folosirea lipoplexelor
Lipo-C2/pEYFP- determina exprimarca la nivel ridical a proteinei fluorescente
masuratd in poarta R-2 si vizualizata cu ajutorul microscopului de fluorescenta.

7. Eficienta de directionare a lipoplexelor la tinta

7.1.  In vitro. Pentru exemplificare, s-a utilizat linia de celule endoteliale b.End3
achizitionate de la Colectia Europeand de Culturi Celularec Autentificate (ECACC,
numdr de catalog 96091929). Au fost folositi liposomi cationici cod C2 (obtinuti si
caracterizatl ca in exemplul 1) care au fost cuplati (folosind metoda descrisa ‘in
exemplul 2) cu peptida de recunoastere a moleculei de adeziune P-selectina (NH2-
CKKKKLVSVLDLEPLDAAWL-COOH) (Psel-lipo) sau cuplati cu o peptidd ce
contine aceeasi amicoacizi ca si peptida de legare la P-selectind, dar intr-o secventa
aleatorie sau “scrambled” (NH2-CKKKKLLSAVLWDELVDPLA-COOH), denumite
Scr-lipo.  Liposomii au fost etichetati cu fosfolipidul fluorescent Rhodamina-PE
(folosit in procent de | mol %). Lipoplexcle au fost obtinute prin complexarea
liposomilor cationici si ARNi de tip siARN (Pscl-lipo/siARN si Scr-lipo/siARN).
Pentru a evalua interactiunea globala (legare + internalizare) a lipoplexelor {Psel-
lipo/siARN si Scr-lipo/siRNA) cu celule endoteliale activate. celulele bEnd.3 au fost
insamantate pe lamele de sticld in placi de culturd cu 24 de godeuri (5x10°
celule/godeu). Dupd atingerca confluentei. celulele au fost activate cu TNF-a. (10
ng/ml) timp de 4 ore (pentru cresterea expresiei de P-selectind pe suprafatd) si apoi
incubate cu lipoplexe, marcate cu Rhodamind-PE, timp de 10, 30, 60 si 240 minute la
37°C, intr-un incubator. Pentru a investiga specificitatea interactiunii Psel-lipo/siARN
cu celulele bEnd.3 activate, s-au efcctuat studii in care celulele au fost preincubate
tmp de 1 ord cu un exces de peptidd de recunoastere a P-selectinei (conceniratie de
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aproximativ 25 ori mai mare a peptidei comparativ cu peptida cuplati la suprafata
Psel-lipo) inainte de incubarea cu lipoplexele Psel-lipo/siARN. La sfarsitul perioadei
de incubare, dupa spalarea cu PBS, lamelele de sticld au fost montate pe lame de
microscop cu Roti®-Mount FluorCare DAPI, iar celulele au fost ulterior investigate
prin microscopie de fluorescentd (Olympus IX81) (Figura 11 A). Pentru a cuantifica
semnalul fluorescent dat de lipoplexele marcate cu Rhodamind B, imaginile preluate
cu filtru rosu sau albastru au fost prelucrate utilizdnd histogramele generate pentru
fiecare semnal fluorescent (rosu pentru Rhodamine-PE si albastru pentru DAPI) in
programul de prelucare imagini Corel®Photo-PaintTM X8. Pentru fiecare imagine
capturatd, datele pentru histograma in rosu (lipoplexele marcate cu Rhodamine-PE) au
fost normalizate la histograma obtinuta pentru albastru (nuclei colorati DAPI) (Figura
11 B). Pentru o mai buna simulare a conditiilor /n vivo de interactiune intre lipoplexe
tintite catre P- selectind si endoteliu activat, s-au efectuat experimente in conditii
dinamice de curgere, utilizand sistemul de camera Focht 2 (FCS2®, Bioptechs, Butler,
PA, USA). Sistemul permite observarea la microscop in timp real a interactiunii dintre
lipoplexe si celule in perfuzie cu flux laminar si cu un control precis al temperaturii.
Celulele bEnd.3 au fost cultivate pe lamele de sticla de 40 mm si dupa 24 de ore
acestea au fost plasate in camera de curgere a sistemului FCS2 la 37°C, folosind o
garniturd dreptunghica din silicon cu grosimea de 0,5 mm si cu dimensiuni de 14 x 24
mm decupatd in centru (pentru a se putea expune celulele la fluxul de mediu de
culturd ce contine lipoplexe). Camera de curgere a fost plasata in campul de observatie
al unui microscop fluorescent (Olympus [X81). Mediul de curgere (4 ml de mediu de
culturd celulara ce contine lipoplexe marcate cu Rhodamina-PE a fost recirculat timp
de 60 minute la o vitezd de curgere de ~ 3,8 s”! (stresul de curgere de ~ 3,4 dynes/cm?)
folosind o pompa de perfuzare. Dupa 10, 30 si 60 de minute de perfuzare cu lipoplexe,
imaginile de contrast de faza si fluorescentd (rosu) au fost obtinute utilizand software
CellSense Dimensions 1.5 software© Olympus Corporation. Dupd 60 de minute,
lamelele au fost indepartate din sistemul FCS2 si celulele au fost montate cu Roti®-
Mount FluorCare DAPI. Au fost captate imagini fluorescente utilizand filtrul TRITC
(rosu) si DAPI (albastru) (Figura 11 C). Imaginile fluorescente obtinute
demonstreazd ca atdt in conditii statice de incubare cat si in conditii dinamice, ce
simuleaza curgerea sangelui, legarea si preluarea lipoplexelor Psel-lipo/siARN de
catre celulele bEnd.3 activate cu TNF-a este semnificativ mai mare in comparatie cu
cea a lipoplexelor Scr-lipo/siARN Ia toate intcrvalele de timp investigate (Figura 11
A, B, Q).

7.2.  Invivo. Pentru exemplificare, s-au folosit soareci ApoE-deficienti, un model de
soarece care dezvoltd leziuni aterosclerotice. S-a ardtat cd P-selectina este o
glicoproteind exprimatd pe suprafata endoteliului vascular activat si joacd un rol
important in formarea placilor aterosclerotice [Molenaar si colab., 2003] si de aceea
poate fi folositd ca o tinta moleculara pentru directionarea specificd a nanoparticulelor.
In vederea testarii eficientei de tintire in vivo a lipoplexelor citre endoteliul activat al
valvelor aortice, pentru prepararea lipoplexelor au fost folositi liposomi cationici cod
C2 (DOTMA: colesterol: DOPE: Mal-PEG-DSPE-DSPE; 50: 35: 14: 1 mol %) ale
caror membrane au fost marcate fluorescent cu ajutorul fosfolipidului 1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine Rhodamine B sulfonyl) (ammonium
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salt) (Rhodamina-PE) in concentratie de 1 mol%. in vederea directionarii specifice a
liposomilor cationici catre endoteliul activat al valvei aortice, s-a realizat cuplarea
peptidei liniare cu secventa NH2-CKKKKLVSVLDLEPLDAAWL-COOH, care
prezintd afinitate pentru P-selectina (Psel-Lipo) la suprafata liposomilor folosind
procedul descris in exemplul 2. Drept control, pentru a se evidentia specificitatea
legarii, s-au folosit liposomi cationici care prezintd pe suprafatd o peptidd ce contine
aceeasl amicoacizi ca si peptida de legare la P-sclecting, dar intr-o secventa aleatorie
sau “scrambled” (NH2-CKKKKLLSAVLWDELVDPLA-COOH), denumite Scr-
Lipo. Ulterior, au fost formate lipolexe prin complexarea liposomilor cationict cu un
plasmid shRNA control. Soarecii ApoE-deficienti aflati sub dieta hiperlipidemica
(care cuprinde 1% colesterol si 10% unt) timp de 4 sdptdmani au fost anesteziati cu
ketamina/xilazind (100 mg/kg ketamind, 10 mg/kg xilazind diluate in 0,9 % NaCl,
administratd intraperitoneal), iar lipoplexe marcate fluorescent cu Rhodamini-PE,
directionate catre P-selectind (Psel-Lipo/shARN sau ne-directionate (Scr-
Lipo/shARN) au fost injectate intravenos (retro-orbital) si ldsate sd circule In sdnge
timp de o ord, inaintea investigdrii imagistice. Apoi; soarecii au fost anesteziati din
riou, si vasculatura a fost spalatd folosind o pompa peristalticd (rata de infuzie 2.5
ml/min), prin injectarea 5% EDTA/PBS in ventriculul stdng. Valvele aortice au fost
apoi excizate si a fost citita fluorescenta cu ajutorul unui aparat IVIS Imaging System
200 (Caliper Life Sciences), folosind lungimile de unda Aex=535 nm/ Aem= 620 nm.
Pentru realizarea separarii spectrale si a discrimina intre autofluorescenta tesutului si
fluorescenta datd de fluoroforul Rhodamina B a tost realizatd citirea probelor la mai
multe lungimi de unda de emisie in jurul maximului de emisie de 620nm, respectiv la
640 nm, 660 nm si 680 nm. In Figura 12 A sunt redate valve aortice reprezentative
provenite de la soareci ApoE-deficienti cdrora li s-au administrat tampon fosfat salin
(a), lipoplexe ne-tintite Scr-lipo/shRNA (b) sau lipoplexe tintite Psel-Lipo/shRNA (c),
marcate fluorescent cu Rhodamind-PE. Se poate observa o fluorescentd crescuta (de
aproximativ 2.5 ori) Tn cazul administrérii lipoplexelor directionate catre P-selectina
(Psel-lipo/shRNA) (c) comparativ cu lipoplexele ne-directionate (Scr-lipo/shRNA)
(b). Efectudnd separarea spectrald se poate discrimina intre autofluorescenta tesutului
(verde) si fluorescenta datd de Rhodamina B (rosu) (Figura 12 B). Aceastd analiza
indicd foarte clar o acumulare specifica a lipoplexelor Psel-Lipo/shARN (c) in valva
aorticd a soarecilor ApoE-deficienti comparativ cu lipoplexele ne-directionate Scr-
Lipo/shARN (b).
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Tabel 1. Compozitia in fosfolipide a celor 6 formule de liposomi cationici:

f Cod T Compozitie liposomi J
(CI DOTAP: colesterol: DOPE: Mal-PEG-DSPE (50: 35: 14: 1 mol %) W
C2 DOTMA: colesterol: DOPE: Mal-PEG-DSPE -DSPE (50: 35: 14: 1 mol %) J}

|

c3 MVL5: POPC: DOPE: Mal-PEG-DSPE (50: 35: 14: 1 mol %)

C4 | DDAB: DOPC: DOPE: Mal-PEG-DSPE (50: 35: 14: 1 mol %)

C5 | DC-chol: DOPC: DOPE: Mal-PEG-DSPE (50: 35: 14: 1 mol %)
[;C6 | DOTAP: DOPC: DOPE: PHC: Mal-PEG-DSPE (50: 35: 7: 7 : | mol %) J
Notatii:
DOTAP: 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane;
DOTMA: 1,2-di-O-octadecenyl-3-trimethylammonium propane (DOTMA);
MVLS:N1-[2-((1S)-1-[(3-aminopropyl)amino]-4-[di(3-amino-
propyl)amino]butylcarboxamido)ethyl]-3.4-dijoleyloxy]-benzamide;
POPC: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine;
DDAB: Dimethyldioctadecylammonium;
DC-Chol: 3B-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol hydrochloride;
DOPC: 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine;
DOPE: 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine;
PHC: N-palmitoyl homocysteine (PHC);
Mal-PEG-DSPE:1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
[maleimide(polyethylene glycol)-2000] (Mal-PEG-DSPE).

17
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Revendicari:

1. Procedeu de obtinere a nanocarausilor utilizati pentru vectorizarea
acidului ribonucleic (ARN) de interferenta si livrarea tintitd la celulele
valvei aortice, caracterizat prin aceea ci permite obtinerea unor formule de
liposomi cationici tintiti, directionati specific catre molecule tintd prin
cuplarea la suprafata lor de liganzi de tipul, anticopi, fragmente de anticorp sau
peptide, complexati cu secvente siARN/shARN, care vor fi folositi drept
vectori non-virali pentru livrarea ARNi la celulele valvulare. Intr-o prima
etapd se obtin liposomi cationici, intr-o a doua etapa are loc cuplarea
liganzilor la suprafata liposomilor cationici, intr-o a treia etapa are loc
formarea lipoplexelor, intr-o a patra etapa caracterizarea liposomilor
cationici ¢i a lipoplexelor, o alta etapa presupune urmarirea viabilitatii
celulelor valvulare incubate cu lipoplexe, o alta etapd presupune
determinarea eficientei de transfectie a lipoplexelor, urmeaza evaluarea
eficientei de directionare a lipoplexelor la tinta.

2. Procedeu de obtinere a nanocarausilor utilizati pentru vectorizarea
acidului ribonucleic (ARN) de interferenta si livrarea tintita la celulele
valvei aortice, conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca
formulele de liposomi vor include urmdtoarele componente de bazd: un
fosfolipid 1incdrcat pozitiv de tipul, DOTAP : 1,2-dioleoyl-3-
trimethylammonium-propane; DOTMA : 1,2-di-O-octadecenyl-3-trimethyl-
ammonium propane; MVLS : Ni-[2-((1S)-1-[(3-aminopropyl)amino]-4-[di(3-
amino-propyl)amino] butylcarboxamido)ethyl]-3,4-di[oleyloxy] -benzamide;
DDAB: dimethyl-dioctadecyl-ammonium; DC-Chol: 3B-[N-(N',N'-
dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol hydrochloride, in proportie de
35-55 moli%, optim fiind in proportie de 50 moli%, care va fi combinat cu un
fosfolipid neutru, senzitiv la pH de tipul ( 1,2-Dioleoyl-sn- Glycero-3-
Phosphoethanolamine (DOPE) si palmitoyl homocysteine (PHC) In proportie
de 7-14 moli %, optim fiind 14 moli%, combinat cu colesterol sau POPC: 1-
palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine sau DOPC: 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine in proportie de 30-40 moli%, optim fiind in
proportie de 35 moli% si combinat cu un derivat fosfolipidic cu polyetilen
glicol (1, 2 - distearoyl - sn - glycero-3-phosphoethanolamine-N-[ maleimide
(polyethylene glycol)-2000]; Mal-PEG-DSPE, in proportie de 0,5-5 moli%,
optim fiind in proportie de | mol%.

3. Procedeu de obtinere a nanocarausilor utilizati pentru vectorizarea
acidului ribonucleic (ARN) de interferenta si livrarea tintita la celulele
valvei aortice, conform cu revendicirile 1-3, caracterizat prin aceea ca
derivatii fosfolipidici de polietilenglicol (PEG) functionalizati cu maleimida
(Mal-PEG-DSPE) sunt utilizati pentru a putea fi folositi ulterior drept ancora
membranard pentru cuplarea liganzilor specifici in vederea obtinerii unui
transport directionat catre valva aortica disfunctionald si pentru asigurarea unor
timpi indelungati de circulatie in sdnge a liposomilor dupd injectarea
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intravenoasa a acestora, fapt ce duce la cresterea capacitdtii de directionare a
liposomilor la celula tinta.

4. Procedeu de obtinere a nanocarausilor utilizati pentru vectorizarea
acidului ribonucleic (ARN) de interferenta si livrarea tintita la celulele
valvei aortice, conform cu revendicdrile 1-3, caracterizat prin aceea ca
pentru realizarea unui transport directionat cdtre valva aortica bolnava, liganzi
specifici, cum ar fi peptide precum si anticorpt sau fragmente de anticorpi cu
afinitate pentru anumite proteinc membranare sunt conjugati la capatul terminal
al derivatilor Mal-PEG-DSPE, pe suprafata liposomilor cationici, pentru a
recunoaste proteine tintd care sunt expuse pe suprafata celulelor endoteliale
valvulare activate, de tipul moleculelor de adeziune celulara VCAM-1 si P-
selectina sau al componentelor matricei extracelulare identificate si validate ca
fiind relevante pentru boala valvei aortice de tipul colagenului de tip I si [V.

S. Procedeu de obtinere a nanocarausilor utilizati pentru vectorizarea
acidului ribonucleic (ARN) de interferenta si livrarea tintita la celulele
valvei aortice, conform cu revendicarile 1-4, caracterizat prin aceea ca,
peptide cu afinitate pentru proteincle tintd vor fi cuplate la suprafata
liposomilor cationici pentru recunoasterca si pentru directionarea liposomilor
cationici, cdrdusi de siARN/shARN la valva aorticd; peptide liniare care sa
contind, de preferat, urmatoarele secvente de aminoacizi VHPKQHR pentru
recunoasterea VCAM-1 sau LVSVLDLEPLDAAWL pentru recunoasterea P-
selectinei.

6. Procedeu de obtinere a nanocadrausilor utilizati pentru vectorizarea
acidului ribonucleic (ARN) de interferenta si livrarea tintita la celulele
valvei aortice, conform cu revendicarile 1-5, caracterizat prin aceea ca,
secvente duplex siARN sau shARN, in care molecula de ARN artificial cu o
bucla stransd, care determind in celule sintetiza de ARN scurt de intereferentd
(siARN) subsecvent transfectiei celulelor cu un vector plasmidian shARN, vor
fi proiectate pentru a scinda specific ARN-ul mesager al unor proteine
relevante pentru aparitia si dezvoltarea bolii valvei aortice si anume
moleculele/cdile implicate in modificarile fenotipice ale VEC si VIC,
considerate relevante pentru stadiile incipiente si progresia bolii valvei precum
Runx2, osteopontina, MMP-2, MMP-9, Smad2/3, Snaill, Twist 1, kinaza 1|
asociatd cu Rho (ROCKY), factorul de raspuns al serului (SRF), proteina 2 care
contine domeniul de oligomerizare legat de nucleotide (NOD?2), endotelina 1
(ET-1), p38 MAPK, ERK, Aktl.

7. Procedeu de obtinere a nanocarausﬂor utilizati pentru vectorizarea
acidului ribonucleic (ARN) de interferenta si livrarea tintitd la celulele
valvei aortice, conform cu revendicarile 1-6, caracterizat prin aceea ci,
liposomii cationici st lipoplexele obtinute prin complexarea acestora cu siARN
sau shARN au fost caracterizati prin determinarea distributiei dimensiunilor si
a potentialului Zeta (folosind metoda de Tmprastiere dinamicd a luminii laser,
DLS), a morfologiei (cu ajutorul microscopiei clectronice de transmisie, TEM),
a capacitdtii de complexare a acizilor nucleici de cétre liposomii cationici (prin
analiza mobilitdtii electroforetice) si prin investigarea citotoxicitatii si eficientel
de transfectie a acizilor nucleici in VEC si VIC, a eficientei de silentiere a unei
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gene tintd in celule endoteliale si a capacitatii de directionare catre valva
aortica.

8. Procedeu de obtinere a nanocirausilor utilizati pentru vectorizarea
acidului ribonucleic (ARN) de interferentid si livrarea tintiti la celulele
valvei aortice, conform cu revendicarile 1-7, caracterizat prin aceea ca
pentru prepararea liposomilor cationici, fosfolipidele au fost dizolvate in
cloroform sau intr-un amestec de cloroform: metanol (9:1) si au fost combinate
in raporturile molare indicate, solventul organic a fost evaporat la presiune
scazutd pana cand s-a obtinut un film lipidic subtire, care a fost apoi hidratat cu
apd pura de biologie moleculara (fard RNA-aze) astfel incat concentratia finala
de lipid cationic sa fie de 10 mM; prin vortexarea amestecului s-au obtinut
vezicule multilamelare; pentru obtinerea liposomilor unilamelari, preparatul de
vezicule multilamelare a fost apoi filtrat prin trecerea consecutivd de 10 ori prin
fiecare membrana policarbonat cu dimensiunea porilor de 200 nm, 100 nm si
50 nm, iar pentru etichetarea fluorescenta a bistraturilor lipidice ale liposomilor
s-a adaugat 1 mol% 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
(lissamine Rhodamine B sulfonyl) (ammonium salt) (Rhodamina-PE) ca solutie
etanolicd dupd prepararea liposomilor.




a 2018 00811 17/10/2018 . &(

L ~

J

S— . B

‘/e*_

. i

. -

ol \‘ i

4 il

vl
f- \

| !

I

N

SR -
I

Figura 2.

R o fFagy

L ~d
(et O



a 2018 00811 17/10/2018 ‘@y

Lipoplexe Liposomi

CUShRNA C2ShRNA CH6hRNA CA/ShRNA CHIhRNA COlshRNA
’é 2200~
£ 2000-
1800 -

Diametrul mediu

Figura 3.

XS e




Potential Zeta (mV)

(\“ Q‘Q\/\««

2 2018 00811 17/10/2018

Lipoplexe Liposomi

D
o
1

H
o
i

N
o
L

XY
o o
1 [

40+

-60 -

Qr}b ve Q’\Q&P e Q’\QQ{}" LR T S NN AN PN I SN TN N S e 2ol s et o

R (+/-)

Figura 4.

/,/] N
7} R4 , S o
T S

/-__ﬂ‘\ -~



liposomes

lipo/poly- plexes

a 2018 00811

Figura S.




a 2018 00811 17/10/2018

@]

o .
P o e D)
| . / o
peptida liposomi ce contin liposomi cuplati cu peptide
maleimida-PEG-DSPE
Figura 1.
/ 7 24
=\ /L\o N =y |
<\‘\ /—Wb., ‘;;/Q)*/_/f’/

( Hirrsi



22018 00811 17/10/2018 .

10.C5 12.CS

10 Cé 12 C6 s

Figura 6.

~\m /{7«’\ 9 te 29
- | edd N>



a 2018 00811 17/10/2018 .

Cl/shRNA C2/shRNA C3/shRNA C4/shRNA C5/shRNA C6/shRNA

] 1 ] 1 [ 1
.l LI ¢ LI | 1T 1 T 1T 1

140+

120+

100+
80-
60+

oIS e s a e S R ‘“’Eﬁénl?—u
—_ ¥
Yo dummmrnmEm e 1 )
s it
| o 3
6 VTR T
—_
*
Jé ——!
, _

Viabilitate celule endoteliale (%)

Figura 7.

[)ﬁfftj”&é% TING e



a 2018 00811 17/10/2018 =~

Fl/shRNAI IEZ/ShRNfl Fa/shRN:] C4/shRNA C5/shRNA C6/shRNA

Viabilitate VIC (%)

R (+/-)

Figura 8.

7
/\ﬂ/ll/ X e 31

s

(\N%&{M



a 2018 00811 17/10/2018

Lipoplexe Lipo-C2/pEYFP
_‘_3 e R6 R8 . RO R2 R14...

4___, 4 _L 57 18 .L__ .L

Figura 9.

V @ 32



a 2018 00811 17/10/2018

Lipoplexe Lipo-C2/pEYFP
C R6  R8 ~ RIO R12

M CIRLL Wil

e = SRS el = HG S - . P
d. 4 - ' §r——*% fr——9

Figura 10.



a 2018 00811 17/10/2018

Psel-lipo/siRNA
A Control Scram-lipo/siRNA Psel-lipo/siRNA +axcess Pse! BP

30 min 10 min

60 min

B 45

§ 0

£ 38

? 3.0

3 25

220

8 15

[

S 10

£os

[-%

£ 0 —————%

a 10 min 30 min 60 min 240 min
-o—Control -8-Scr-lipo/siRNA
-»—Psael-lipo/siRNA -+—Psel-lipo/siRNA+excess Psel_BP

10 min 30 min 60 min Rhodamine+DAP|

Scr-lipo/siRNA  Psel-lipo/siRNA )

Figura 11.

=



a 2018 00811 17/10/2018 »j{/

Epi-fluorescence B

d ...
- [ROT 1=6.7438+06 |
¢

«107

b

™
L

C : ' ROI 3=3.5358+07 |

Radiant Efficiency

(Blsec/cmisr,

uWicm?

Color Scale
Min = 8.59e6
Max = 3.74e7

Figura 12.



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



