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Nanoparticule magnetice, incapsulate in grafene multi-functionale, ca detectori
autonavigabili, termal-inteligenti pentru integrin-receptori, utilizabili in tratamentul anti-
cancer ghidat prin imagistica de rezonanta magnetica.
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A. STUDII DE TOXICITATE

Polietilenimine (PEI) si dendrimeri de poliamidoamina (PAMAM) sunt utilizati pe scara
larga ca transportatori non-biologici in gena moderna terapii. In acest studiu, mai multi
dendrimeri ,,ZAC” cu nucleu aromatic de generatie zero au fost studiate calculativ pentru
evaluarea toxicitatii predictive. Produsul chimic sinteza dendrimerilor ZAC a fost efectuata
folosind trei diferite derivati de bromometilbenzen ca miez aromatic si dialkanolamine ca
ramificatii cu lungimi diferite ale lantului de carbon. Structuractivitate cantitativa relatii
(QSAR) si screeningul virtual al toxicitdtii cu un randament ridicat vHTTS) testele au fost
aplicate pe dendrimerele sintetizate cu generatie zero pentru a evalua toxicitatile acestora.
Metodele relatiei de activitate cuantica a structurii (QSAR) sunt pe scara larga utilizat in
predictia toxicitatii [1]. Un model QSAR este utilizat pentru a prezice cu exactitate
proprietdtile compusilor care apartin aceluiasi spatiu chimic ca si compusi folositi in setul
de antrenament [2]. Molecule mici sau fragmente moleculare. sunt instrumente ideale de
explorare a unui spatiu chimic. In cazul macromoleculelor compusi (de exemplu, polimeri,
dendrimeri) bazate pe modele de regresie de constructiepe anumite parti ale acestor
molecule nu este o abordare exactd in principal deoarece in partile stiintei materialelor



dintr-o structura nu pastreazd o proportie cantitatea de proprietati (in comparatie cu
sistemele receptorilor ligandului, unde conceptul bazat pe fragmente este bine cunoscut).
Testarea toxicitdtii, in special in cazul nanostructurilor este costisitoare mai ales ca
proprietdtile de toxicitate nu sunt aditive. Fiind aplicat pe un serie de compusi (sau
fragmente moleculare) cu structurd chimica similara aceste metode nu intorc intotdeauna
date corecte. Erorile sunt datorate atat celor neadaptive proprietatile si degenerarea
variabilelor (adica, descriptori) utilizate in construirea de modele QSAR. Poate fi evitata
folosirea virtuald Screening cu toxicitate mare (VHTTS) [3]. Aceastd metoda oferd un
volum mare cantitatea de date unice / specifice pentru construirea unui model de toxicitate
QSAR. Selectand compusi mici cu toxicitati cunoscute, unul acoperd un mare regiunea
spatiului de toxicitate chimicd, facdnd modelul mai puternic in termeni de predictie.

Proprietatile PAMAM si PEI au fost analizate. Figura 1 ilustreaza Spatiul proprietitii
QSAR [4]. Formele spatiului chimic sunt relativ aceleasi pentru toti dendrimerii PEIL
PAMAM si ZAC, respective. In Figura 2 si 3 spatiul toxicitatii e representat
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Figura 2. Valori de toxicitate obtinute pentru seria studiata folosind modelul QSAR.
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Figura 3. Dozele maxime zilnice recomandate pentru dendrimer
serie folosind modelul QSAR.

PEI si dendrimerii PAMAM nu au dovezi asupra efectului genotoxic pe baza modelelor de
calcul stabilite pentru testul AMES. Toti acestea polimerii sunt clasificati ca substante
chimice persistente de clasa a 2-a (amina tertiard). In teste silico pentru procesele de
biotransformare bazate pe citocrom P450 pentru PAMAM unele cai de biotransformare N-
dealkilare si N-oxidare avand interactiune posibild cu medicamentele metabolizate de
acelasi CYP izoformele. In analiza micico-nucleului de calcul silico s-a aritat un acceptor
H calea 3 H-acceptor clasa 1 pentru seria PAMAM care exprima interactiunea sa potentiala
cu materialul genetic. S-a constatat ca dendrimerii ZAC sintetizati De 1000 de ori mai toxic
decat PAMAM si PEI in ceea ce priveste toxicitatea acutd si doza maxima de aport zilnic,
asa cum a fost prevazut de modelul QSAR, care a aratat o scaderea dozelor de dendrimeri
ZAC comparativ cu PEI si PAMAM, respectiv. Spatiul chimic al proprietatilor QSAR al
modelului si al ZAC compusii (a se vedea figura 1) au aceeasi forma si astfel predictia
modelul este probabil precis.

. EVALUAREA PROPIETATILOR DE TRANSFER GENIC A POLIMERILOR

Lipsa de vectori de eliberare a genelor [S]este principala retinere in domeniul terapiei
personalizate a genelor [6]. Vectorii virali au o eficientd scazuta. Agentii de eliberare a
genelor sintetice nu au eficacitatea necesara [7]. In ultimii ani, au fost proiectate o varietate
de polimeri capabili, special pentru furnizarea de gene. Intelegerea mecanismelor de
eliberare a genelor polimerice va ajuta la proiectarea sistemelor de eliberare a genelor
bazate pe polimeri, devenind astfel instrumente esentiale pentru terapia genelor umane.
Criteriile de proiectare pentru constructia de vectori de livrare sunt in continud evolutie.
Designul invers al medicamentului, designul medicamentelor bazate pe fragmente,
screeningul virtual nu a reusit sd identifice un candidat la clasa Majoritatea acestor metode
exploreaza acelasi spatiu medicamentos al unui compus sablon. Astfel, un model
matematic, exprimat ca o functie, va largi spatiul pentru capacitatea medicamentului. Un
astfel de model va depasi clasa respectiva de compusi. O modalitate de generare a unui
astfel de model este de a explora coordonatele carteziene, contactele stranse, valorile
unghiului diedru si coordonatele interne ale unei anumite molecule. Coordonatele
carteziene pot oferi o proiectie ridicatd cu proiectie intr-un tip vast de spatii matematice, in



comparatie cu coordonatele interne si contactele apropiate. Se pot distinge spatii liniare si
spatii topologice. Spatiile liniare nu au dimensionalitatea 3D datorita naturii lor algebrice.
Operatiunile liniare efectuate Intr-un spatiu liniar conduc la linii drepte. Dimensionalitatea
lor este definitd ca numarul maxim de vectori independenti.

Pentru a calcula un model matematic, au fost utilizate un set de 29 de monomeri (tabelul
1), preluate din literatura de transfer de gene [8]. Modelele ,,in silico”, in format mol2 de
structuri polimerice, au fost generate cu ajutorul pachetului software Chemoffice 2005 [9].
Modelele au fost optimizate la nivelul de teorie 6-31G [10]. Coordonatele carteziene
(Figura 4) a structurilor polimerice au fost utilizate pentru a dezvolta ecuatiile derivate ale
coordonatelor (Tabelul 1 si 2), folosind software-ul Mathematica 5.0 [11]. Suprafetele
Riemann pentru fiecare ecuatiec de coordonate derivate au fost rezolvate si calculate
folosind acelasi software (Mathematica). Punctul de ramura pentru fiecare ecuatie a fost
calculat si reprezentat. Pentru a reprezenta rezultatele, au fost utilizate o 2D (harta
complexd) si un 3D (suprafata Riemann). De asemenea, un singur model QSAR ipoteza a
fost calculat folosind pachetul software Schrodinger 2009 [12]. Farmacoforii s-au calculat
avand compusi 8 si 21, deoarece s-au ales sabloane datorita proprietatilor lor dovedite de
transfer de gene. De asemenea, a fost elaborata o ipoteza farmacoford combinatd. Punctele
de ramificare au fost comparate cu proprietatile cunoscute de transfer de gene. Metodologia
este exemplificatd pentru compusii 8 si 21.

Figura 4. Coordonatele carteziene ale compusilor 8 si 21
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Tabelul 1. Monomeri cu capacitati dovedite de transfer de gene




Tabelul 2 prezintd ecuatiile initiale ale derivatelor generate folosind coordonatele
carteziene ale fiecdrei molecule.

Monomer equations 14 | Ou(-2.4421H)

# Coordinate based equations 15 | Ou(-4.6+26H)

1 | 0u(-13.4+19H) 16 | Ou(-4.0+2.8H)

2 | Ou(-2.2+18.5H) 17 | 0n(6.8H)

3 | 0u(-13.0+28H) 18 | Ou(-1.8+19H)

4 0u(-13.6+14H) 19 | Ou(-1.9+795.2H)

5 | Ou(-2.4+15H) 20 | Ou(-13.4+28H)

6 | Ou(-2.6+15H) 21 | Gu(-28.7+28H)

7 Ou(-4.9+17H) 22 | 0Ou(-16.7+59H)

8 0On(-15.5+20H) 23 | 0u(83.1H)

9 | Au(-4.5+23H) 24 | 04(-10.8+31H)

10 | On(-4.3+18H) 25 | 0u(25H)

11 | 0x(-19.1+24H) 26 | 0u(31H)

12 | 0u(-3.4+19H) 27 | 0nu(-7.3+323.5H)

13 | 8u(-3.7+24H) 28 | 04(398.6H)

29 | Ou(-5.8+49H)

Suprafetele Riemann, obtinute pentru compusii 8 si 21, care arata rezultate experimentale
promitdtoare ca in figura 2




Figura 5. Suprafetele Riemann pentru compusii 8 si 21, respectiv, cu valorile lor
corespunzatoare punctului de ramificare.

Spatiile simetrice sunt colectiile pseudo-Riemann [13]. Un colector Riemann conectat este
simetric (spatiul) daca tensorul sau de curburi este invariabil. In linii mari, o varietate de
Riemann este simetrica daca exista fiecare izometrie. Mai mult, fiecare spatiu simetric este
exhaustiv.

Spatiile simetrice ale lui Riemann sunt luate in considerare in fizica, matematica si chimie.
Au un rol central 1n teoria omologiei. Exemple de spatii Riemann sunt spatiile euclidiene,
spatiile hiperbolice si spatiile proiective. Spatiile Riemann sunt clasificate in tipul
euclidian, tipul compact si tipul necompact [14].

In lumina rezultatelor de calcul, polimerii nr. 4,8,11,16 si 21 sunt cei mai buni candidati
pentru transferul genic posibil. Experimental, numai polimerii 8 si 21 au aratat rezultate
bune si acceptabile. A fost observat un prag in ceea ce priveste punctul de ramificare si
corelatia acestuia cu bioactivitatea (Figura 5). Un punct de ramificare de ~ 1 are o corelatie
excelenta cu capacitatea de transfer de gene, citotoxicitate si biocompatibilitate.

Modelele de ipoteza unicd QSAR pentru compusii 8 si 21 au relevat o importantd a
topologiei 1n realizarea bioactivitatii. Ipoteza de fuziune prezintd un viitor comun atat
pentru compusii 8 cat si pentru 21. Atomul de hidrogen care accepta gruparile A si grupele
D donatoare sunt critice in spatiul chimic al compusilor [15]. Mai mult, farmacoforii
demonstreaza un set relativ divers de grupuri functionale pentru fiecare ipoteza, constatari
care sugereaza o lipsa de specificitate in descrierea unui farmacofor comun.

In cele din urma, folosind caracteristicile spatiului matematic simetric [16], se pot
caracteriza proprietdti moleculare distincte, asa cum se arata in tabelul 4, unde spatiile
Riemman pentru compusii 8 si 21 sunt reprezentate cu aspectele lor complexe (a se vedea
materialele suplimentare S1) [17-19] .



Tabelul 3. Suprafete Riemann: parcele cu 1 functie, 2 spatii complexe, 2 3D parcele 3D reale, 4 imagini parceld 3D, 5- numar de ramificari
si 6 polimeri (#).

1

5 0.7754 1.027




In concluzie un model matematic adecvat, bazat pe suprafete Riemann, poate fi construit
pentru a ecraniza si caracteriza polimerii cu proprietati de transfer de gene. Punctul de
ramificare a suprafetelor Riemann poate ajuta la evaluarea acestor suprafete si la
conectarea acestora cu spatiul medicamentos si proprietitile conective.

. EVALUAREA COMPUTATIONALA ( ENERGETICA) A INTERACTIILOR
PROTEINA STRAT DENDRIMER

Proteinele din sange care circuld interactioneaza cu polimerii, in special cu nanostructurile
acoperite de o plasa polimerica (adica sfere de grafen multistrat, fullerene) [20], in timp ce
proteinele tind sd formeze o coroana proteica in jurul structurii [2]. Astfel de coronite au
fost observate in lipozomi, aur si fullerenuri acoperite cu polimeri. Proteinele tind sa se
fixeze la stratul de polimer si sa circule impreund cu structura acoperitd care interfereaza
cu functia terapeuticd a nanostructurii si i1n mod echitabil cu functia fiziologica a proteinei
circulante [21]. Stabilitatea proteinei in mediul inconjurator poate fi influentata de sistemul
de polimeri, ceea ce duce la precipitarea proteinei [22].

nteractiunea dintre cele doud componente - proteina si stratul dendrimer - este privitd ca o
interactiune inversda receptor-ligand, unde ligandul modeleaza receptorul (proteina)
Rezultatul acestei tehnici este o ,,sir”” de proteind avand primar, secundar, dar nu tertiar sau
structura cuaternara. Sirurile ca urmare a unei interactiuni intre 1ATU si straturile de
dendrimer au fost in continuare calculate. Analiza a inclus calcule energetice, descriptori
topologici si unele proprietati fizico-chimice (sarcini partiale, suprafatd, volum, jurnal P,
refractivitate, polarizabilitate, masa) [23]. Au fost calculate date biochimice privind
reactiile care ar putea induce o absorbtie de legare a proteinelor si o toxicitate suplimentara,
din punct de vedere al polimerilor [24]. Sirul liber de polimer 1ATU si structura 3D a
1ATU au fost, de asemenea, luate in studiu. Au fost reprezentate grafice cu coordonate
tridimensionale (3D) (x, y, z), pentru toate cele 12 structuri, pentru a arata diferentele de
topologie a sirurilor, adica forme diferite pentru fiecare pereche 1ATU - polimer si pentru
a determina situl topologic a proprietatilor [25].

TIn continuare, a fost elaborata o harti potentiali a energiei pentru fiecare sir proteic.
Proiectarea algoritmului pentru generarea acestei harti se bazeazd pe formula: Etotal =
Ebond + Eangle + Etorsion + Eelectro + Evd, unde Etotal este energia potentiala a
moleculei, Ebond - energia de intindere a legaturilor, Eangle - energia de indoire a
unghiului, Energia de torsiune, Eelectro-electrostatica energie, energia Evd- Van der
Waals, exprimata in kcal / mol. Au fost calculati termenii ecuatiei corecte pentru toate
sirurile de proteine. O functie de montare polinomiala de gradul al patrulea a fost utilizata
pentru a genera o galerie. Au fost generate doud tipuri de suprafete multiple: o baza de
suprafata pe reprezentarea functiei de montare si una a doua bazata pe integrarea functiei
polinomiale de gradul al patrulea.

Ca si in cazul suprafetelor topologice, rezultatele au fost comparate cu suprafetele generate
pentru structura de proteine 3D in care aranjamentele tertiare si cuaternare sunt intacte.
Zonele de suprafata pentru toate sirurile de proteine au fost calculate si reprezentate. Scorul
de agregare si suprafetele de agregare pentru toate sirurile de proteine au fost reprezentate



folosind pachetul software Schrodinger. Sa calculat potentialul Zeta pentru diferite
domenii de pH si temperatura.

Manifoldurile de energie potentiald obtinute arata diferente notabile intre cele doua clase
de dendrimeri. In figura 9, colectoarele obtinute pentru 1ATU fara siruri, 1ATU GO (sus),
1ATU G1, 1ATU 3D (jos) sunt reprezentate folosind ambii algoritmi de calcul.

Figura 6 Colectorii obtinuti folosind ecuatia de coordonate a sirului 1ATU: (de sus in jos)
1ATU fara sir, 1ATU GO (sus); 1ATU G1, 1ATU 3D (partea de jos) (vezi Materiale
suplimentare S6).

Descriptorii topologici calculati pentru sirurile de proteine sunt reprezentati in figura 11.
Descriptorii care sunt sensibili la morfologia sirurilor au fost indicele Winer, indexul
topologic molecular, respectiv Balaban.

Energia de solvatie reprezentata in Figura 6 sugereaza o tendinta ridicata de agregare a
proteinelor dupa interactiunea cu straturile de dendrimer (vezi materialele suplimentare)



Figura 7 Descriptori topologici ai sirurilor de proteine (vezi Materiale suplimentare S7).
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Figura 8 Energia de solvatie a sirurilor de proteine. In energie de solvare rosie pentru
structura cromatografica 3D 1ATU (kcal / mol). Energia 1ATU gratuita, denaturatd din
punct de vedere calculativ, este reprezentata in portocaliu ca un grafic combinat, datorita
dimensionalitatii superioare a datelor (-26370109 kcal / mol).

Colectia potentiald generatd de energie este reprezentata n figura 13. Atunci cind este
generatd o colectie prin integrarea functiilor utilizate pentru obtinerea colectorului de
energie, se observa ca PAMAM G1.5 are acelasi profil de energie ca sirul lATU3D si sirul
1ATU liber.

Coordonatele carteziene reprezentate pentru toate sirurile de antitripsind (1ATU) aratd un
model particular in legatura cu interactiunea cu monostratul dendrimer. Astfel,
coordonatele carteziene ale structurii proteice 3D cu arhitectura tertiard si cuaternard au un
model distinct: coordonatele x, y si z au cel mai mult aceeasi dispunere aproximativ
paralela intre ele. Cu toate acestea, se observa o exceptie: X intersecteaza coordonata z intr-
un punct. Domeniul coordonatelor din proteina nativa variaza cu aproximativ 60 ° ca
granita superioari si aproximativ -130 A ca graniti inferioara.

Pe 1ATU denaturata calculativ in absenta monostratului dendrimer sunt observate diverse
intersectii intre coordonatele y si z. De asemenea, paralelismul de coordonate este mucegai.
Cu toate acestea, coordonatele x si y nu se intersecteazd. Domeniul de coordonate este
extins intre aproximativ 110 A si aproximativ -190 A.
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Coordonatele dendrimerilor ZAC (a se vedea materialul suplimentar S9 pentru structura
2D) prezinta aproximativ acelasi model cu interpunerea x, y, z la sfarsitul atomilor sirului
proteic. Domeniul coordonatelor este pastrat pe intreaga serie intre aproximativ 200 A si
aproximativ - 60 A.

Sirurile de proteine rezultate din coordonatele de interactiune PAMAM arata un model in
asemanare cu dendrimerii ZAC cu domenii constante observate pe intreaga serie.
Intersectia limitatad a y cu coordonatele x si z sunt observate in sirurile PAMAM GI1 si
Pamam G2. In coordonatele sirului PAMAM G1.5 se afla intersectia prin intreaga sir, dar
are acelasi domeniu in valoare absolutid (desi inversat) intre aproximativ 130 A si
aproximativ -60 A,

Cand sunt reprezentate sub forma de multiple, asa cum se arata in sirurile de rezultate, au
suprafete topologice distincte in ceea ce priveste fiecare serie. In ceea ce priveste suprafata
pland observata pe suprafata topologica rezultatda de 1ATU 3D suprafata cristalografica,
sirurile PAMAM G3, G2 si, respectiv, G1.5 au o suprafatd plan-simetrica.

Structura proteica este influentata de mediul de imobilizare. Tehnica folosita este adecvata
pentru calcularea interactiunilor proteice cu diferite medii (nanostructuri de carbon,
dendrimere).

Functionand mici modificari in structura proteinei (receptor), spatiul de bioactivitate a
ligandului poate fi accesat. Cand intreaga proteind este denaturata, adica redusa la structura
sa primara si secundara, spatiul de bioactivitate nu poate fi abordat. Astfel, spatiul de
bioactivitate poate fi accesat doar de o structura cu arhitectura tertiara si cuaternara

D. CONCLUZII

PAMAM nu prezinta toxicitate biologica

ZAC sunt de preferat in detrimental PAMAM

PEI au propietati de transfer genic net superioare coomparativ cu alte clase de compusi
Spatiile Riemman pot fi utilizate in prezicerea propietatilor de transfer genic al polimerilor.
Punctul de ramificare prezicce cu precizie si poate coantifica propietatile de transfer genic
a monomerilor

Straturile de polimeri au un effect energetic cuantificabil asupra proteinelor

Variatia propietatilor topologice determina variatia propietatilor biochimice

Topologic PAMAM G1, 1.5,2 au acelesi caracterisitici energetice

Pamam G1 intereactioneaza cel mai putin cu proteinele.
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