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Abstract

PEGylated PEIs are intensely studied non-viral vectors for gene delivery, having high
transfection efficiencies. Using all-atom molecular dynamics simulations, the interaction of
hyperbranched polyethylenimine polyethylene glycol (HPEI-PEG) with DNA was investigated for
different number of PEG chains per HPEI core, and, to this end, a new CHARMM Force Field for
PEG was developed. The obtained force field parameters are validated by the good agreement of
structural measures, such as the radius of gyration, with experimental evidence.

The reported investigations reveal an upper bound for the PEG fraction in the modelled
HPEI-PEG polymers. The addition of PEG reduces cytotoxicity, increases solubility, while still
ensuring a high efficiency of forming polyplexes with DNA. Useful correlations between the
copolymer structure and polyplex properties are observed, along with insights on the dynamics of

the formation of hydrogen bonds between the HPEI core and DNA.
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INTRODUCERE

Policationii sunt importanti pentru transferul genic Intrucat formeaza complecsi stabili cu
acizii nucleici si faciliteaza absorbtia lor celulara, asigurand un transport sigur si eficient al genelor
in celule. Un beneficiu major al polimerilor cationici folositi ca si vectori genetici nevirali este
sintetizarea lor versatild pentru protocoalele specifice livrarii genetice. Structura si masa moleculara
transfer dorite [1].

Polietilenimina (PEI) ramificata are o eficienta putin crescuta in formarea poliplecsilor cu
ADN fata de PEI liniara, acest fapt fiind confirmat recent si de simularile de dinamicd moleculara a
grupului nostru de cercetare [2]. Polietilenimina hiper-ramificatd (HPEI), avand multiple puncte de
ramificatie, are un impact semnificativ in Tncercarile ulterioare de a forma mai stabil astfel de
poliplecsi [3]. Sarcina netd pozitiva, rezultatd din excesul de protoni din HPEI, determina atractia
electrostatica dintre monomerii protonati din PEI si gruparile de fosfati din coloana vertebrald a
ADN-ului, condensand informatia geneticd, si astfel permitand transportul sigur in nucleul
celulelor. Acest proces este eficientizat folosind protonari diferite [4-6].

Citotoxicitatea indusd de sarcina lanturilor de PEI poate fi contracarata prin copolimerizarea
cu polietilenglicol (PEG), care ajutd la reducerea interactiunilor nespecifice cu alte biomolecule si
componente celulare. Fiind un polimer neutru si hidrofilic, PEG-ul imbunatateste timpul de
circulatie a poliplecsilor in sange [7]. Dupa cum se va arata In continuare, proprietatile poliplecsilor
sunt clar influentate de structura policationilor, si nu doar de masa lor moleculara. Intrucat in multe
cazuri membrana celulelor este negativa, absorbtia compusilor PEI-PEG/ADN pozitivi este mai
favorabila [11].

In proiectarea eficienta a protocoalelor pentru transferul genic, simulirile atomistice de
dinamica moleculara ofera o rezolutie temporald si structurald incd de neegalat, permitind o
intelegere mai profunda a dinamicii din spatele acestor procese biologice. Pentru a elucida aspecte
de relevanta practica a complexarii ADN-ului cu HPEI-PEG, precum structura copolimerilor si

efectul PEGilarii asupra eficientei de condensare, am dezvoltat un camp de forte atomistic
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CHARMM (Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics) pentru PEG, pe care 1-am folosit in
conjunctie cu campul de forte pentru PEI, dezvoltat anterior de grupul nostru de cercetare, in
simulari ample cu poliplecsii HPEI-PEG/ADN solvatati in apd. Parametriit CHARMM obtinuti au
fost validati de acordul foarte bun al razei de giratie, calculatd pentru lanturi liniare de PEG 1n apa,
cu experimentul. S-au observat coreldri interesante intre proprietatiile poliplecsilor si geometria
copolimerilor, dezvaluind o limitd superioara pentru gradul de PEGilare.

Rezultatele acestei cercetdri au fost date spre publicare la revista Romanian Journal of
Physics (ISSN 1221-146X), participAnd de asemenea si la conferinta 3" International Conference on
Bioengineering and Polymer Science, organizatd de The Advanced Polymer Materials Group de la

Universitatea Politehnica din Bucuresti.
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1. TRANSFERUL GENIC

1.1. Transferul genic cu vectori nevirali

Vectorii nevirali sunt compusi sintetici capabili s mimeze comportamentul vectorilor virali
in procesul de transfectie. Nu sunt la fel de eficienti ca si omologii lor biologici Intrucat
solubilitatea, biodegrabilitatea si omogenitatea chimica a acestor polimeri nu este satisfacdtoare in
prezent. Infectia virala are mari dezavantaje, fiind citotoxica si imunogenicd, nepermitand selectarea
exactd a celulelor tintd. Mai mult, sintetizarea policationilor are un cost mai redus decat folosirea
virusilor modificati. Cateva sute de compusi cationici (polimeri, lipide, peptide) au fost sintetizati in
ultimii 15 ani, multi dintre acestia permitand transfectii eficiente [12].

Alte metode de transfer au fost concepute, precum injectarea directd prin siringa,
electroporare (pulsuri de inaltd tensiune de ordinul milisecundelor aplicate asupra celulelor), sistem
de particule biolistic, etc., Insa aceste metode “fizice” de introducere a ADN-ului in celuld sunt
foarte limitate din punct de vedere al eficientei si de multe ori rezulta in necroza.

Editarea genetica a fost extrem de costisitoare pand recent cand s-a dezvoltat tehnologia
CRISPR (Clustered Regularly Interspread Short Palindromic Repeats) [13] care permite extragerea
exactd a anumitor gene specifice folosite pentru transferul in alte celule. Ingineria geneticd este
intr-un punct similar astdzi cu tehnologia electronicd de acum cateva decenii care era rudimentara
comparativ cu prezentul. Astfel, chiar daca tehnologia genetica este la inceput, poate fi debutul unei
noi revolutii.

Editarea geneticd are numeroase beneficii, de la a trata bolile genetice si cancerul, la
modificarea embrionului uman, astfel urmand a fi nascuti primii oameni modificati genetic. Totusi,
tehnologia de a transfera genele nu este infailibila intrucat se confrunta cu dificultati mari in
prezent, vectorii genetici care trebuie sintetizati si optimizati fiind doar un exemplu.

Ingineria genetica cu vectori nevirali este o abordare 1n terapia genetica care implica
utilizarea vectorilor care nu sunt derivati din virusuri. Acesti vectori nevirali pot fi construiti in
laborator si utilizati pentru a livra materiale genetice in celulele tinta.

6
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Existd mai multe tipuri de vectori nevirali utilizati In ingineria geneticd, iar doua dintre cele
mai comune sunt plasmidele si ARN-ul mesager (ARNm). Acesti vectori sunt modificati pentru a
transporta si exprima gene specifice in celule.

Plasmidele sunt mici molecule circulare de ADN care pot fi introduse in celule. Acestea pot
fi manipulate genetic in laborator pentru a contine gene specifice si pentru a exprima proteinele
dorite in celulele gazda. Plasmidele pot fi livrate in celule prin diverse metode, cum ar fi transfectia
cu ajutorul unor agenti de transfectare, electrotransfectia sau prin injectie directa in tesuturile tinta.

ARNm este o moleculd transcriptionala a ADN-ului care serveste ca sablon pentru sinteza
proteinelor in celule. In terapia genetici, ARNm poate fi modificat si livrat in celule pentru a instrui
celulele sa produca proteine specifice. Tehnologia ARNm a avut un avans semnificativ in ultimii
ani, fiind utilizatd in dezvoltarea vaccinurilor ARNm impotriva COVID-19 si in alte aplicatii
terapeutice.

Utilizarea vectorilor nevirali in terapia geneticd prezintd anumite avantaje si dezavantaje.
Avantajele includ siguranta sporitd, absenta potentialului de infectare virala si capacitatea de a
transporta molecule de dimensiuni mari, cum ar fi genele mari sau multiple. De asemenea, vectorii
nevirali pot fi produsi 1n cantititi mari si pot fi adaptabili pentru a livra gene 1n diferite tipuri de
celule si tesuturi.

Totusi, existd si limitari in utilizarea vectorilor nevirali. Eficienta de livrare poate fi mai
mica in comparatie cu vectorii virali, iar exprimarea genei poate fi mai slaba sau de scurta durata.
De asemenea, vectorii nevirali pot declansa un raspuns imun in organism, ceea ce poate limita
eficacitatea tratamentului.

Cu toate acestea, cercetdrile continua sa dezvolte si sa optimizeze vectorii nevirali pentru a
imbunatati eficienta si siguranta terapiei genetice. Utilizarea vectorilor nevirali in terapia genetica
prezintd un mare potential in tratarea unor boli genetice si a cancerului si este un domeniu activ de

cercetare in stiinta medicala.
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1.2. PEI-PEG folosit ca vector genetic

Transferul genetic cu polietilenimina-polietilenglicol (PEI-PEG) ca vectori genetici este o
tehnicd utilizatd in ingineria genetica pentru a livra materialul genetic in celule. PEI-PEG este o
combinatie de polimeri, care oferd o structura stabild si functionalitati specifice necesare pentru a
transporta si livra eficient materialul genetic in celule.

PEI, in forma sa cationica, posedd o sarcind electricd negativd datoritd prezentei
monomerilor C — N — C protonati. Acest fapt determina atractia electrostaticd intre polimeri si
ADN-ul negativ, permitand astfel condensarea acestuia. Structura hiper-ramificata a PEI, fiind mai
compacta si mai stabila fatd de cea liniard, permite o densitate mai mare a sarcinilor pozitive,
rezultand o crestere in Incdrcarea materialului genetic, o eficientd de transfectie imbunatatita si o
toxicitate redusa. PEG-ul este un polimer neutru din punct de electric, avand unitatea de repetitie
C — O - C. El se ataseaza la capetele monomerilor structurii de PEI prin procesul de copolimerizare.

Polimerii trebuie sd inglobeze ADN-ul, sd il protejeze impotriva degradarii biologice si sa il
livreze 1n nucleul celulei. Utilizarea PEI-PEG ca vector genetic prezintd mai multe avantaje.
Polietilenimina are capacitatea de a transporta eficient ADN-ul intr-o gama larga de celule,
incluzand si celulele care sunt mai dificil de transfectat cu alte metode. De asemenea, PEI-PEG
poate oferi o protectie suplimentard Tmpotriva degradarii ADN-ului si poate facilita trecerea
barierelor biologice pana la livrarea ADN-ului in nucleul celulelor tinta.

Coloana ADN-ului este incdrcatd negativ datoritd prezentei grupurilor de fosfati In
nucleotide, astfel purtatorii de ADN au o activitate de transfectie mai ridicata cdnd poseda o sarcina
electrica net pozitiva, deci vectorii nevirali trebuie protonati inaintea interactiunii lor cu ADN-ul.
Aceastd necesitate de cationi introduce riscuri mari intrucat sarcina pozitiva interactioneaza cu
plasma din sange, rezultand reducerea fluxului circulatiei sangelui. O metodd pentru a remedia
aceastd problema este mascarea sarcinii de suprafata folosind polimeri hidrofilici precum PEG-ul.
Acest proces se numeste “stealth tehnology” si este o modalitate de a creste viata medie a
particulelor in vivo, rezultand o circulatie mai buna a sangelui.

Procesul prin care complexul PEI-PEG/ADN patrunde in celuld se numeste endocitoza si
presupune internalizarea biopolimerului de catre celuld. Bineinteles, iIn urma acestui proces
complexul trebuie sa treacd de membrana celulei unde efectul de PEGilare a PEI ofera, din nou, o

eficientd crescuta. Acest fapt se datoreazd corespondentei dintre raza hidrodinamica a PEG-ului si
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raza porilor canalelor membranei, ceea ce inseamna ca polimerul difuzeaza cu axa lunga paralela cu
canelele membranei, trecdnd de membrana celulei fard sd cauzeze daune mari atat celulei, cat si
ADN-ului. In general, complecsii PEI-PEG/ADN formati posedd o sarcini electricd net pozitiva.
Datorita faptului cd majoritatea celulelor au o membrana electronegativa, absorbtia complecsilor
pozitivi este mai favorabila [11].

Dupa ce poliplecsii intrd in celule, nanoparticulele sunt incapsulate intr-un endozom, de
unde materialul genetic trebuie sa scape si sd ajunga in nucleul celulei, unde procesul de transcriptie
al genelor are loc. Numeroase procese au loc pentru a realiza evadarea endozomald, care beneficiaza
din nou de la faptul cd@ potentialul electrostatic al poliplecsilor este pozitiv, intrucat excesul
protonilor ajuta la cresterea volumului endozomului si presiunii interne, rezultdnd in ruptura
endozomali. In final, dupa ce poliplecsii sunt despachetati, ADN-ul ajunge in nucleul celulei tinta.
ADN-ul contine secvente promotoare sau alte elemente reglementatoare care pot activa sau inhiba
expresia anumitor gene din genomul gazda. Astfel, ADN-ul transferat poate influenta productia de

proteine si functiile celulare.

endocitoza _——— endozom

B

citoplasma

Figura 1.1. Mecanismul din spatele transferului genic cu vectori nevirali.



Paul Trofin Studiu dinamic molecular asupra formdrii poliplecsilor PEI (hiper-ramificat)-PEG/ADN

1.3. Terapia genica

Terapia genca este o ramura a medicinei care utilizeaza tehnici de inginerie genetica pentru
a trata si vindeca boli genetice ereditare sau dobandite. Scopul terapiei genetice este de a corecta sau
de a inlocui genele defecte sau absente, astfel incat sd se obtina o functie normala a celulelor si sa se
trateze sau sa se previna boala [14].

Vectorii genetici sunt vehicule utilizate in terapia geneticd pentru a livra materialul genetic
(de obicei ADN sau ARN) in celulele pacientului. Vectorii genetici nevirali, cum ar fi vectorii PEI-
PEG, sunt alternativa sigurd si eficientd la vectorii viral, avand potentialul de a evita riscurile
asociate cu utilizarea virusurilor.

Terapia genetica a facut progrese semnificative in ultimii ani si a fost utilizata cu succes in
tratarea si chiar vindecarea unor boli ereditare sau dobandite. Cateva exemple notabile de boli care
au fost tratate cu succes prin terapia geneticd se numdra: atrofia musculard spinald (SMA),
deficienta de adenosindeaminaza (ADA-SCID), amauroza congenitalda Leber (LCA) si beta-
talasemia si anemia falciforma.

In lupta impotriva cancerului, terapia genica reprezintd o abordare promititoare [15]. La
momentul actual, existd numeroase strategii pentru tratarea cancerului cu ajutorul transferului
genetic. Unele cancere sunt rezultatul mutatiilor sau pierderii functiei genelor supresoare tumorale,
care inhiba cresterea si diviziunea celulelor canceroase. Terapia genetica poate implica livrarea
genelor supresoare tumorale sanatoase in celulele canceroase, astfel incat sa poata fi restabilita
functia normald a acestor gene si inhibatd cresterea tumorald. Strategia cu genele suicidale
presupune introducerea unor gene care induc moartea celulelor canceroase prin diverse mecanisme,
cum ar fi apoptoza (moartea celulara programatd). Genele suicidale pot fi activate in celulele
canceroase, fie prin administrarea unor substante specifice, fie prin alte metode de activare
specifica.

Este important de mentionat ca terapia genetica pentru cancer se afld inca in stadii incipiente
de dezvoltare si este necesara mai multd cercetare pentru a optimiza eficacitatea si siguranta
acesteia. Unele dintre provocdrile in terapia genetica a cancerului includ obtinerea unei distributii
eficiente a vectorilor genetici in tumora si abordarea rezistentei la tratament. Rezultatele obtinute
variazd 1n functie de tipul si stadiul cancerului, iar terapia geneticd nu reprezinta inca o optiune de

tratament standardizatd pentru toate tipurile de cancer. Printre cele mai notabile tipuri de terapii

10
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genice Tmpotriva cancerului se numara: terapia CAR-T, terapia cu virusuri oncolitice, terapia genica
cu virusuri adenoasociate (AAYV), terapia genica cu CRISPR-Cas9.

Cu toate acestea, rezultatele promitdtoare obtinute in aceste exemple demonstreaza
potentialul terapiei genetice in tratarea cancerului si stimuleazd continuarea cercetdrilor in acest
domeniu. Cercetarile si studiile clinice In domeniu continua, si existd o perspectiva promitatoare ca

terapia genetica ar putea juca un rol crucial in infrangerea cancerului.

11
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2. PARAMETRII CHARMM SI VALIDAREA LOR

2.1. Descrierea campului de forte CHARMM

Campul de forte prevede un model matematic eficient pentru descrierea dinamicii unui
sistem molecular, asignand o functie a potentialului energetic pentru fiecare atom. Aceasta functie
cuprinde termeni care modeleaza interactiunile de legatura dintre atomi (legdturi, unghiuri, diedrale)
si termeni care modeleazd interactiunile de nelegaturd, precum interactiunile van der Waals
(modelate prin potentialul Lennard-Jones) si interactiunile electrostatice. In esents, fiecare atom se

va misca in conformitate cu aceasta functie a energiei potentiale:

V(b,0,xq1) = Z k(b — bo)? + Z ko (6 — 6,)2 + Z ky[1+ cos(ny + 6)]

bonds angles dihedrals
Q
¢ ) ()
non—bonded r (2.1.)

In termeni simpli, unghiurile si diedralele sunt modelate de functii de potential armonice cu
k, si kg fiind constantele de fortd si by, respectiv 8, valorile de echilibru unde energia este
minimizata. Pe de altd parte, energia potentiala a diedralelor este descrisd de o sumd de functii
cosinus, in care k, este constanta de fortd asociata diedralelor, n descrie complexitatea conformatiei
suprafetei energiei potentiale, iar & este faza (fixata prin conventia CHARMM la 0° sau 180°). V;;
reprezintd potentialul Lennard-Jones, iar q si Q sunt sarcinile partiale atomice care modeleaza
densitatea electronica dintr-un atom, pentru fiecare pereche de atomi prezenta in simulare.

Am ales sa folosesc campul de forte CHARMM intrucat are o gama larga de proteine, lipide
si acizi nucleici parameterizati in baza sa de date. Campul de forte CHARMM permite optimizarea
parametrilor prezentati in FEcuatia I pentru fiecare sistem molecular specific, oferind astfel

12
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versatilitate in studierea dinamicii din spatele proceselor biologice. Compatibilitatea campului de
forte CHARMM cu multe soft-uri de dinamica moleculara 1i confera flexibilitate in modificarea si
extinderea parametrilor sai pentru a incorpora noi molecule sau pentru a investiga sisteme chimice

si biologice specifice.

2.2. Parametrii optimizati pentru PEG si PEI-PEG adiacenti

Pentru a studia interactiunea dintre ADN si policationi, intr-un pas initial am dezvoltat un
camp de forte CHARMM pentru PEG si conectorul PEI-PEG pentru a modela copolimerizarea
dintre cei doi polimeri. Astfel, am realizat calcule ab initio cuantice in programul Gaussian pentru
lanturi liniare de PEG (trimer, tetramer si pentamer) si pentru un monomer de PEG (cu unitatea
monomericd C — O — C) si PEI (cu unitatea monomerica C — N — C) adiacenti, cu grupdrile

terminale C—O —H si C — N — H» aferente.

(b)

Figura 2.1. Structurile pentru (a) trimerul de PEG si (b) doi monomeri de PEI-PEG adiacenti

Cod culoare: hidrogen (alb), carbon (gri), azot (albastru), oxigen (rosu)

13
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Inainte de a calcula parametrii CHARMM si a optimiza polimerii, trebuie construite
moleculele de PEG si PEI. Pentru aceasta am folosit extensia Molefacture din programul VMD
(Visual Molecular Dynamics). La finalul constructiei moleculelor se scriu doud fisiere initiale cu
extensiile “.pdb” (Protein Data Bank) care contine informatii despre coordonatele atomilor si “.pst”
(Protein Structure File) care contine toate informatiile specifice despre molecula studiatd, necesare
aplicarii campului de forte CHARMM unui sistem molecular.

In continuare pe baza acestor doud fisiere se construieste fisierul initial de parametrii
(“.par”) in care se asigneaza parametrii lipsa ai potentialelor van der Waals si Lennard-Jones. Acesti
parametrii sunt atribuiti fiecarui tip de atom din monomerii de PEG, PEI si gruparile terminale pe
considerente de simetrie locald, comparand reziduurile ce trebuie optimizate cu cele din bazele de
date CHARMM (“par_all36_cgenff.prm”).

Urmatoarele optimizari (geometrie, sarcini partiale, legdturi, unghiuri si diedrale) ale
moleculei se realizeaza folosind extensia ffTk (force field Toolkit) [16] din VMD 1.9.3. [17].

Optimizarea geometriei moleculei presupune calculul ab initio al coordonatelor atomilor la
care energia este minima. Se foloseste nivelul de teorie MP2 (teoria perturbatiei MOller — Plesset de
ordinul 2). Astfel, se genereaza un fisier de lucru pentru programul Gaussian [18] care va executa
aceasta optimizare si se obtine fisierul “.pdb” final, cu coordonatele optimizate pentru polimerii
studiati.

Sarcinile partiale atomice se obtin din calcule cuantice si au ca scop reproducerea
interactiunilor cu moleculele de apa TIP3P. Se foloseste un nivel de teorie modest: HF/6-31G*. HF
este un acronim pentru Hartree-Fock, iar 6-31G* denota faptul cad se foloseste o combinatie liniara
de 6 primitive gaussiene pentru fiecare orbital 1s (STO). Seturile cuantice formate din energiile de
interactiune si din momentele de dipol sunt folosite pe post de date tintd pentru procedurile iterative
urmatoare.

Datele tinta de interactiune a apei sunt obtinute prin probarea pozitiilor optimizate a unei
singure molecule de apa fata de raza de interactiune a ligandului. Raza de interactiune presupune ca
un atom sa fie “accesibil” apei, adicd apropierea unei molecule de apa de ligand sa nu fie
obstructionatd de legéturile de atomi adiacente.

Existd doud tipuri de interactiuni intre ligand si moleculele de apa: legatura de hidrogen
donator, care interactioneaza mai favorabil cu atomul de oxigen din apa si legaturda de hidrogen

acceptor, care interactioneaza mai favorabil cu atomul de hidrogen din apa.
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In continuare se optimizeazi iterativ sarcinile partiale atomice la nivel de mecanica
moleculard pana cand se obtine convergenta lor la datele tinta cuantice. Este de mentionat faptul ca
atomii de hidrogen nepolari sunt exclusi din optimizare intrucat sarcina lor partiald este mentinuta
constant la valoarea de +0,09 u.a. prin conventia CHARMM. In final, se obtine fisierul actualizat
PSF, cu sarcinile partiale optimizate (vezi Tabelul 2.1.).

Pentru monomerii PEI si PEG adiacenti s-a impus ca sarcinile partiale atomice sa ramana

neschimbate de la monomerii deja optimizati ai polimerilor omogeni.

Tabel 2.1.

Sarcinile partiale optimizate pentru atomii din coloana vertebrala a lanturilor de PEG

q
Atom
[u.a.]
O -0.316
C -0.022

Optimizarea legaturilor si unghiurilor se reali-zeaza prin potrivirea energiei de distorsiune
cuantica (QM) si molecular mecanica (MM), calculate din matricile hessiene in coordonatele
interne. Matricea hessiand caracterizeaza curbura localda a suprafetei energiei potentiale folosind
aproximatia armonica.

Matricile hessiene cuantice se obtin din calcule vibrationale folosind programul Gaussian,
iar matri-cile mecanice moleculare se obtin impunand mici distorsiuni in coordonatele interne si
evaluand variatia energiei de ordinul 2. Energia totald QM si MM de distorsiune se caracterizeaza

prin urmatoarea ecuatie:

1 0°E

AE; ==
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unde, qi este coordonata internd i. Aceste energii sunt potrivite printr-un proces iterativ,
realizdndu-se mai multe siruri de convergentd, rezultand in final parametrii optimizati ai legaturilor
si unghiurilor (vezi Tabelul 2.2.).

Datele cuantice tintd se obtin prin calculul hessienei la nivelul de teorie MP2/6-31G*,
urmirind convergenta functiei de merit. In esenti, se cauti cea mai buni modelare a

comportamentului cuantic al lanturilor de polimeri prin datele molecular mecanice.

Tabel 2.2.

Parametrii optimizati pentru atomii din coloana vertebrala a PEG-ului si PEI-PEG

adiacenti. Atomii adnotati cu steluta apartin monomerilor de PEL

kp bg ko 8o
Legatura Unghiul
B - B T ] e
0-C 351.47 1.41 0-C-C 65.89 107.17
c-C 312.22 1.51 C-0-C 58.66 109.94
Cc-C* 300.93 1.51 o-Cc-cC* 70.78 107.64
C—-C*—N* 70.46 109.94

Optimizarea diedralelor sau a “unghiurilor de torsiune” se realizeaza prin potrivirea gropilor
de potential periodice caracterizate de constanta de forta kX, multiplicitatile n si defazajul §.
Metoda matricilor hessiene nu este aplicabila si pentru diedrale intrucat ea modeleaza suprafetele de
energie a coordonatelor interne in punctele de minim, pe cand la optimizarea diedralelor trebuie
luate in calcul si punctele in care energia este mare, iar aproximatia armonica esueazd in a oferi
rezultate precise.

Defazajul ¢ este fixat la valorile 0° si 180° prin conventia CHARMM, iar multiplicitdtilor

n le sunt atribuite valori intregi diferite de zero bazate pe considerente de simetrie locala.
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Din nou, optimizarea diedralelor presupune minimizarea diferentelor dintre suprafetele
energiei de torsiune QM (calculata la nivel de teorie MP2/6-31G*) si MM pentru toate diedralele
scanate. Procesul iterativ de optimizare a diedralelor presupune alegerea convenabild a
multiplicitatilor, urmarindu-se convergenta erorii patratice medii a energiei de torsiune.

Energia potentiald a diedralelor este o functie periodica. Astfel, scandrile in Gaussian sunt

realizate modificand y intre -90° si +90° cu un pas de 15°.

o——QM
o ——MM

w L
T T T .

N
T

=Y
1

Dihedral potential energy (kcal/mol)

|
-90 0 90/-90 0 90/-90 0 90/-90 0 90/-90 O 90
x (©)

Figura 2.2. Conformatia energetica pentru diedralele atomilor din coloanal vertebrala a

PEG-ului si PEI-PEG adiacenti. Atomii adnotati cu stelutd apartin monomerilor de PEI.

Analog cu optimizdrile unghiurilor si legaturilor, se realizeazd mai multe siruri de
convergenta, analizand plierea datelor molecular mecanice la cele cuantice. Dupa cum se observa in
Figura 3, conformatia MM urmeaza foarte bine conformatia QM, avand o eroare patraticd medie de

aproximativ 0,5%. In Tabelul 2.3. sunt reprezentati parametrii optimizati ai diedralelor.
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Tabel 2.3.

Parameterii diedralelor optimizati pentru atomii din coloana vetebrala a PEG-ului si PEI-PEG

adiacenti. Atomii adnotati cu steluta apartin monomerilor de PEL

Diedral k, [kcal/mol] n [multiplicitate] & [grade]
0O-C-C-0 2.899 1 180
cC-0-C-C 0.880 3 0

N*-C*-C-0 1.305 2 0
c*-C-0-C 0.983 3 0
C*-N*-C*-C 0.252 3 0

Parameterii trimerului de PEG au reprodus cele mai bune minime energetice pentru tetramer
si pentamer. Astfel, considerdnd aditivitatea cdmpului de forte CHARMM si folosind un
rationament inductiv, parameterii trimerului de PEG se folosesc pentru lungimi arbitrare a lanturilor

de PEG.

2.3. Validarea parametrilor CHARMM

Pentru a testa validitatea parametrilor obtinuti, am realizat relaxari de structurd folosind
NAMD [20], la o temperaturd de 0 K, pentru un copolimer H,NC — PEI — PEG — COH. Dupa cele
100 ps ale relaxarii, coordonatele atomice s-au schimbat doar 3,79% in medie fata de structura
optimizatd cuantic.

Pentru parametrii obtinuti pentru PEG, am calculat raza de giratie pentru polimeri liniari
solvatati in apa, la o temperatura de 300 K. Timpul total pentru aceste simulari este 10 ns, insd doar
ultimele 8 ns au fost considerate pentru calculul razei de giratie, asigurand astfel termalizarea

lanturilor de polimeri.
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Raza de giratie este 0 masura a cat de intinse sunt conformatiile polimerilor relativ la centrul

lor de masa:

om(r —1ey)?
g Z{V=1 m;

(2.3))

unde R, —raza de giratie, n — numarul total de atomi, m; — masa atomului, 7; — distanta de la atom

in origine, ¢y, — distanta de la centrul de masa in origine.

Figura 2.3. Ilustratie pentru calculul razei de giratie. Atomii polimerului sunt reprezentati cu discuri

albastre, n fiind numarul total de atomi.
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Pentru a observa o dependenta a razei de giratie cu masa moleculara a polimerilor, am
reprezentat grafic logaritmul natural al razei de giratie in functie de logaritmul natural al masei

moleculare a lanturilor liniare de PEG.

=18 |

)

In(Rg) (In(A

12
1.0

0.8

06 - 1 | 1 1 " | 1 1 1 | 1 |
45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 75

In(M) (In(a.u.))

Figura 2.4. Graficul log-log al razei de giratie si masei moleculare a lanturilor liniare de PEG.

Figura 5 arata ca raza de giratie este proportionald cu masa moleculara ridicata la puterea

egala cu panta functiei liniare de fitare:

R, x M0,619£0,006 (2.4.)
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Exponentul obtinut in Ecuatia 4 se numeste exponentul Flory [21]. Pentru un model ideal de
polimer, exponentul Flory are o valoare egala cu 1/2. Faptul ca exponentul Flory obtinut pentru
PEG are o valoare mai mare decat cea a unui model ideal de polimeri, indica faptul cd PEG-ul are
conformatii mai extinse in apd la temperatura camerei.

Rezultatul obtinut pentru exponentul Flory este intr-un acord foarte bun cu experimentul.
Folosind small-angle neutron scattering, Le Coeur et al. [22] a determinat un exponent pentru PEG
egal cu 0,588. Devanand et al. [23] folosind masuratori de elastic light scattering, a determinat

valoarea exponentului Flory pentru PEG egala cu 0,583 = 0,031.
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3.METODOLOGIA SIMULARILOR

3.1. Constructia policationilor HPEI-PEG

Parametrii optimizati pentru PEG si PEI-PEG adiacenti i-am folosit In conjunctie cu campul
de forte dezvoltat de Beu si Terteci-Popescu [2] pentru PEI ramificat cu trei brate (branched
polyethyleneimine — BPEI). Astfel, am construit un nucleu de PEI hiper-ramificat care contine
7 BPEI cu trei monomeri pe fiecare brat, unul fiind protonat.

Figura 3.1. Nucleul de HPEI; monomerii neprotonati (albastru deschis)
si monomerii protonati (violet)
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Nucleul de HPEI contine 7 puncte de ramificatie cu un total de 70 de monomeri, dintre care
21 sunt protonati, conferindu-i o sarcina electrica de +21e. Acestui nucleu de HPEI i-am atasat
multiple lanturi de PEG de diferite lungimi, astfel modeland copolimerii HPEI-PEG folositi ca
vectori genetici nevirali.

Toti policationii au fost construiti folosind Python, definind clase de reziduuri care contin un
monomer sau gruparile terminale ale polimerilor. Fiecare reziduu contine informatii despre toate
coordonatele atomilor si tipurile lor.

Pentru a studia efectul PEGilérii, am mentinut structura nucleului de HPEI constanta,
modificand doar numarul de brate de PEG si lungimea lor. Astfel, se obtin policationi cu geometrii

s1 mase moleculare diferite.

Tabel 3.1.

Numele, compozitia masa moleculara si structura copolimerilor. HPEI este reprezentat cu albastru,

iar PEG cu rosu.

Numele HPEl | HPEI-PEG(10)3 | HPEI-PEG(9)6 | HPEI-PEG(20)3 | HPEI-PEG(18)6

Continut
0% 31% 45% 47% 61%
PEG

Masa

. 3,4 kDa 4,5 kDa 5,7 kDa 5,9 kDa 8 kDa
moleculara

Geometria
copolimerilor

HPEI-PEG(x)y se refera la o structura care contine y brate de PEG cu lungimea de x
monomeri. HPEI este policationul de control, eficienta celor 4 copolimeri fiind comparata atat intre

ei, cat si fatd de HPEIL
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3.2. Modelarea sistemelor biomoleculare

ADN-ul a fost modelat concatenand trei dodecameri Drew-Dickerson, avand catena A de froma
[CGCGAATTCGCG];. Astfel, ADN-ul are o masa moleculara egala cu 19,6 kDa si o sarcina electrica de -62¢
provenind de la cele 62 grupari fosfat. Parametrii pentru campul de forte au fost preluati din bazele de date
CHARMM (“par_all36 na.prm”).

Figura 3.2. Modelul ADN folosit.

Cod culoare: guanina (albastru), adenina (rosu), citozind (oranj), timina (violet).

Simularile au fost rulate folosind GROMACS [25] pe o placd video NVIDIA Quadro RTX
4000, cu un processor Intel Core 19 11900K @ 3,50 GHz si 16 GB RAM.

Un total de 6 simulari au fost rulate, din care cinci simulari contin 3 policationi si ADN, in
timp ce ultima simulare este atribuitd celui mai bun si eficient polication din cei 5 (vezi
Tabelul 3.1.), acomodand 4 policationi.

Pentru a nu favora complexarea ADN-ului, policationii sunt plasati perpendicular pe ADN
in configuratia initiald. Sistemele solvatate cu apa TIP3P sunt neutralizate addugand un ion de clor.

Inainte de cele 20 ns ale fiecirei traiectorii, este realizata o relaxare de structurd la 0 K, dupa
care are loc procesul de termalizare a sistemelor, temperatura fiind incet ridicatd la 300 K,

mentinand presiunea constanta la 1 atm si minimizand energia potentiala la fiecare pas de 2 fs.
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(a)

Figura 3.3. Un exemplu de configuratie initiald pentru HPEI-PEG(9)6. (a) Structura “inghetatd” la
0 K silat=0ns (cadrul 0); (b) Structura la 300 K si t = 10 fs (cadrul 1).

Cel mai mare sistem molecular analizat, HPEI-PEG(18)6/ADN contine aproximativ un
milion de atomi, avand dimensiunile cutiei de api 250x380x110 A. Timpul real pentru rularea
acestei simulari a durat putin peste o sdptamana. Este important de mentionat faptul ca dimensiunea
pe axa z este aleasa ca fiind 110 A pentru a acomoda perfect ADN-ul, asigurnd o interactiune

adecvata cu imaginile periodice, astfel simuland practic un lant infinit de ADN.
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4. ANALIZA SIMULARILOR

4.1. Formarea poliplecsilor si limita PEGilarii

Datorita atractiei electrostatice dintre monomerii protonati de PEI si radicalii fosfati din
catenele ADN-ului, policationii difuzeazd catre ADN. Dupa cateva nanosecunde, majoritatea
copolimerilor ajung la ADN, formeaza poliplexul si se stabilizeazd acolo pand la sfarsitul
simularilor.

Analiza interactiunii dintre ADN si policationi se face secvential, adresand diferite aspecte
legate de structura si masa moleculard, realizand o comparatie detaliata intre vectorii genetici
utilizati (vezi Tabelul 3.1.). Se va evalua influenta PEGilarii asupra stabilitatii si solubilitatii
complecsilor moleculari formati. Poliplecsii care nu respectd cerintele minime pentru protocoalele
de livrare genetica, nu sunt consirati pentru analiza completa.

Figura 3 schematizeaza comportamentul ADN-ului care interactioneaza cu trei policationi
in cele cinci simulari conduse. Dupa cum se observa, in cazul particular cu HPEI-PEG(18)6 doar
doi policationi au reusit sa complexeze ADN-ul. In comparatie cu ceilalti policationi,
HPEI-PEG(18)6/ADN nu a reusit sa detind o sarcind net pozitiva, indicand o limitd superioara
pentru gradul de PEGilare. Acest comportament evidentiazad importanta geometriei si continutului
de PEG asupra complexarii ADN-ului, dat fiind faptul ca supra-incarcarea ADN-ului (rezultarea

unei sarcini pozitive din negative) este cruciala pentru multe dintre aplicatiile transferului genic.
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t=20ns

Figura 4.1. Capturi ale simularilor la cadrul median si cel final (10 ns si respectiv 20 ns) pentru cele
cinci sisteme studiate de ADN-copolimeri. ADN-ul este reprezentat cu violet, HPEI cu albastru si
PEG cu rosu.

Din cauza faptului ca policationii HPEI-PEG(18)6 nu au reusit sd supra-incarce ADN-ul,
sunt prin urmare exclusi din analiza urmitoare. Insi, este important de mentionat faptul ca exista
protocoale specifice de tintire a unor celule specifice pentru livrarea materialului genetic care
necesita poliplecsi negativi. Cu toate acestea, cazul simuldrii cu HPEI-PEG(18)6 sugereaza faptul
ca gradul de PEGilare influenteaza complexarea ADN-ului, si deci poate controla sarcina electrica

neta a acestuia.
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4.2. Stabilitatea si solubilitatea poliplecsilor

Abilitatea copolimerilor de a condensa ADN-ul este caracterizatd de densitatea de
probabilitate de localizare Py+(r) a azotului protonat relativ la atomii de fosfor. Aceasta este
obtinuta normalizand distributia radiala definita astfel [26]:

n(r) (4.1.)

g(r) =
4rtr2Ar - %

In esentd, g(r) este raportul dintre numirul mediu de perechi de atomi gisite la 7 intr-o
coaji de grosime Ar (considerati 0.1 A) si numirul mediu de perechi de atomi gisiti in acelasi
volum, presupunand o configuratie omogena si izotropd a atomilor. In acest caz particular, N; este
numarul azotilor protonati, N, numarul fosfatilor si V volumul cubului de apa. Este foarte important
de mentionat faptul ca diferenta dintre g(r) si P(r) consta doar in factorul de normalizare. P(r)

este obtinut impunand convergenta la 1 a integralei de sub g(r) pentru un r suficient de mare.

(a) 02 — HPEI
2T —— HPEI-PEG(10)3
— HPEI-PEG(9)6
83 | —— HPEI-PEG(20)3

Figura 4.2. Interactiunea dintre HPEI si ADN. (a) Densitatea de probabilitate de localizare Py+(r)
azotii protonati relativ la fosfati. (b) vedere in apropiere a HPEI in jurul AND-ului.
Cod culoare: carbon (gri), azot (albastru), oxygen (rosu), fosfor (ocru), hydrogen (alb)

si ADN (violet).
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Toate cele patru sisteme cu ADN-policationi arati o bandd pronuntati in jurul a 4 A,
demonstrand abilitatea HPEI de a condensa ADN-ul. Largimea foarte mica a densitatii de
probabilitate sugereazd o mobilitate foarte redusa pentru HPEI in jurul ADN-ului si evidentiaza
formarea legaturilor de hidrogen. Interesant este faptul ca toate sistemele PEGilate aratd o
interactiune mai puternica cu radicalii fosfati. Specific vorbind, policationii cu trei brate de PEG in
structura lor par sa formeze poliplecsi mai favorabil decat HPEI sau HPEI-PEG(9)6.

Distributia lanturilor de PEG in jurul ADN-ului este caracterizatd de densitatea de
probabilitate locala a atomilor de oxigen relativ la atomii de fosfor, notata P, (r). Mai mult, pentru a
investiga interactiunea copolimerilor cu apa, functia de distributie radiala g,,(r), a moleculelor de
solvent in jurul coloanelor vertebrale a HPEI si respectiv PEG este calculata.

Figura 5(a) aratd o distributie mult mai larga si mai putin structurata a lanturilor de PEG 1n
jurul ADN-ului in comparatie cu HPEI (vezi Figura 4.2.), sugerand un comportament “de scut”
pentru PEG in jurul ADN-ului. In particular, HPEI-PEG(20)3 are cea mai larga si deplasati la
dreapta distributie. Acest fapt ii confera ADN-ului o protectie crescutd impotriva interactiunii cu

alte biomolecule, fiind probabil sd rezulte intr-un timp de circulatie in sange in vivo mai lung a

poliplexului.
—— HPEI-PEG(10)3 —— HPEl-water|
0.040 —— HPEI-PEG(9)6 —— PEG-water
—— HPEI-PEG(20)3 Y
0.035 -
0.030 08
0.025 |
) 7206+
~ —/
@ 2 (b)
n; o0
0.015 | 04
0.010 |-
02
0.005 ﬂ
0000 1 L 1 L 1 L 1 " 1 1 1 L + 00 " 1 L 1 1 1 L 1 L 1 L 1 L 1 1 ]
0 10 20 30 40 50 60 70 0 5 10 15 2 25 30 35 40
r (&) r(A)

Figura 4.3. Distributia PEG si interactiunea cu apa. (a) Probabilitatea de densitate de localizare
P, (r) a atomilor de oxigen relativ la fosfati. (b) Functia de distributie radiala g,,(r) a apei in jurul

lanturilor de HPEI si respectiv PEG.
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Functiile de distributie radiald a moleculelor de apd (vezi Figura 4.3.b) reveleaza
solubilitatea crescuta a lanturilor de PEG in comparatie cu HPEIL. Fiecare profil a functiilor prezinta
doud maxime locale, dupd care tind asimptotic la 1. Primul maxim, in jurul a 2 A, corespunde
legiturilor de hidrogen dintre moleculele de apa si polimeri. Al doilea maxim, in jurul a 3,5 A,
corespunde atat interactiunilor mai slabe dintre polimeri si apa, cat si legaturilor de hidrogen dintre
apa si apa.

La fiecare distantd particulari, in special in zona 5 — 30 A, PEG-ul este mai hidrofilic decat
HPEI, avand mai multe molecule de apa in jurul sau. Acest fapt coreleaza foarte puternic cu
distributia PEG 1n jurul ADN-ului, si demonstreazd ca solubilitatea crescutd se datoreaza

conformatiei mai extinse a PEG-ului in jurul ADN-ului.

4.3. Cinetica apei si legaturile de hidrogen

Pentru a analiza n continuare dinamica din spatele complexarii ADN-ului cu policationi,
dependenta invelisului de hidratie a poliplecsilor (ADN si policationi) si numarul de legaturi de
hidrogen formate intre HPEI si ADN a fost masurat. Moleculele de apa au fost considerate in
proximitatea poliplecsilor pentru distante mai mici de 3 A. Ca si valori limitd pentru numirarea
legiturilor de hidrogen, am considerat 4 A pentru distanta donor-acceptor si 30° pentru unghiul

donor-hidrogen-acceptor.

— HPEI —— HPEI
(@)  ——tperPEG(IoB 20 (b) —— HPEI-PEG(10)3
6000 —— HPEI-PEG(9)6 —— HPEI-PEG(9)6
% —— HPEI-PEG(20)3 100 | —— HPEI-PEG(20)3
%5500 K2
: il
£ oo 5 il "\ Jl’ ~
g wf ik ‘l | \ i
§ 2 !’ ! ' 1
§450° 5 40| M
'5 2 "i‘
Z 4000 20} J]‘. p‘
3500 1 1 1 1] 0 " - 1 1 1 |
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Time (ns) Time (ns)

Figura 4.4. Cinetica apei si legaturile de hidrogen. (a) Numarul moleculelor de apa in jurul
poliplecsilor. (b) Numarul legaturilor de hidrogen formate intre HPEI si ADN.
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Pe masurd ce se formeaza poliplexul, moleculele de apa sunt expulzate gradual din
vecindtatea acestora, concomitent cu cresterea numarului legaturilor de hidrogen. Astfel, se explica
cum legaturile de hidrogen asistd in stabilizarea compusilor. Pentru sistemele biomoleculare
analizate, cvasi-echilibrul este atins dupa aproximativ 10 ns.

Copolimerii HPEI-PEG prezintd o solubilitatea mai bund comparativ cu HPEI, datorita
abundentei moleculelor de apd in jurul poliplecsilor. Este rezonabil sa concludem ca structurile
copolimerice cu un continut crescut de PEG au o solubilitate crescuti. In limita fluctuatiilor
statistice, comportamentul moleculelor de apa este similar pentru sistemele HPEI-PEG(20)3 si
HPEI-PEG(9)6, sugerand ca solubilitatea are o dependenta mai puternicd in masa moleculard a
PEG-ului, decat in geometria copolimerilor. Este interesant de notat faptul ca invelisul de hidratie
are fluctuatii mai mari pentru HPEI-PEG decat HPEI, intrucat PEG are o mobilitate mai mare in
jurul ADN-ului.

Din nou, nucleele de HPEI PEGilate prezinta o stabilitate crescutd datoritd legaturilor de
hidrogen mai numeroase. Majoritatea acestor legaturi se formeaza intre oxigenii polari din radicalii
fosfati ca acceptori, si atomii din coloana vertebrala din HPEI ca donori. Este important de
mentionat faptul ca atractia electrostatica este forta primara din spatele formarii poliplecsilor, in
timp ce legaturile de hidrogen ajuta la stabilizarea acestora.

Péana acum, abilitatea HPEI-PEG(20)3 de a condensa ADN-ului si de a forma cel mai mare
invelis de hidratie, il face cel mai promitator vector neviral pentru transferul genic. Astfel, cea de-a
sase simulare, in care este analizatd interactiunea ADN-ului cu patru policationi, 1i revine lui

HPEI-PEG(20)3. Aceasta simulare este discutata in urmatorul subcapitol.

4.4. Complexarea completa a ADN-ului

Pentru a evalua saturatia ADN-ului cu policationi, un sistem compus din patru copolimeri
HPEI-PEG(20)3 si ADN este analizat. In esenti, numarul maxim de policationi care interactioneazi

cu ADN-ul este investigat.
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Figura 4.5. Patru HPEI-PEG(20)3 interactionand cu ADN-ul. (a) Dependenta temporala a centrelor
de masa a policationilor relativ la ADN. (b) Ultimul cadru al simularii. Cei trei policationi activi

sunt 1 (oranj), 2 (albastru), 3 (rosu) si policationul inactiv este 4 (gri inchis).

Pentru fiecare copolimer individual care interactioneaza cu ADN-ul, distanta a fost masuratd
intre centrul lor de masi si radicalul fosfat care prezinta cea mai apropiati interactiune. In cazul
copolimerului care nu interactioneazd cu ADN-ul, distanta a fost masurata relativ la centrul de masa
al ADN-ului.

Dupa ce policationii 1 si 2 ajung la ADN, potentialul electrostatic din jurul ADN-ului devine
considerabil mai putin negativ. Ca si consecintd, policationul 3 suferd o difuzie mai lenta, si, pe
masura ce se apropie de ADN, marcheaza momentul in care poliplexul trece pragul de la negativ la
pozitiv, realizand supra-incarcarea ADN-ului.

Avand 1n vedere ca policationul 4 nu interactioneaza, complexarea completa a ADN-ului se
atinge la N/P = 3.39, cu N fiind numarul de azoti protonati si P numarul de fosfori. Acest raport
caracterizeaza saturatia ADN-ului cu vectori nevirali.

Intr-un sens mai general, in timp ce ADN-ul tinde si se neutralize, atrage numerosi
copolimeri cationici. Dupd ce ADN-ul este saturat, nu mai interactioneaza cu alti policationi din

solutie.

32



Paul Trofin Studiu dinamic molecular asupra formdrii poliplecsilor PEI (hiper-ramificat)-PEG/ADN

Aceste rezultate sunt intr-un acord foarte bun cu experimentele realizate de Mao et al. [27],
care a masurat un raport N /P egal cu 3 pentru structuri de PEI cu numeroase puncte de ramificatie,
avand un continut de PEG de 50%. De asemenea, au concluzionat cd vectorii genetici cu grade de
PEGilare ridicate si lanturi scurte de PEG sunt incapabili sd protejeze acizii nucleici impotriva
degradarii. Simuldrile de dinamica moleculara realizate de Ziebarth et al. [28], in care lanturi linare

de PEI sunt adaugate secvential 1anga ADN, arata o valoare de 3,5 pentru raportul N /P.
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CONCLUZII

Aceastd cercetare are ca scop demonstrarea influentei geometriei copolimerilor HPEI-PEG
asupra comportamentului si proprietdtilor poliplecsilor. Structuile cu un continut ridicat de PEG si
cu un grad de PEGilare mare sunt incapabile sd realizeze supra-incarcarea ADN-ului, care este
cruciala pentru majoritatea protocoalelor pentru transferul genic. Totusi, implicatiile acestui fapt
sunt ca PEG-ul poate influenta raportul N /P, care poate trebuie ajustat in acord cu numerosi factori,
incluzand tipul celului specifice care trebuie targetate.

Un rol fundamental al PEG-ului este de a Tmbunatatii solubilitatea, care se observa din
functiile de distributie radiala a PEG-ului in comparatie cu HPEI si de interactiunile apropiate mai
numeroase a moleculelor de apa in jurul poliplecsilor PEGilati. Formand un scut hidrofilic, dupa
cum se vede din distributia de probabilitate de localizare a PEG-ului in jurul ADN-ului, poliplecsii
PEG si functiile de distributie radiala a apei demonstreaza ca solubilitatea crescutd se datoreaza, in
principiu, conformatiilor extinse pe care le adoptd PEG-ul in jurul ADN-ului.

Diferentele dintre HPEI si PEG sunt in mare datorate monomerilor protonati de PEI, intrucat
prezintd o banda ingusta si foarte pronuntatd relativ la atomii de fosfor, cauzand expulzarea
moleculelor de apd din proximitatea ADN-ului. Astfel, se formeza legdturi de hidrogen Iintre
policationi si ADN, care ajuta la stabilizarea complexului molecular.

Aspectele discutate aici confirma ca procesul de constructie a vectorilor nevirali care contin
HPEI-PEG este unul sensibil, intrucat trebuie aleasd lungimea si densitatea potrivita a bratelor de
PEG pentru a eficientiza transferul informatiei genetice in celulele specifice. Este obsevat ca
structurile cu mai putine brate de PEG, dar mai lungi, sunt mai stabile si oferd o protectie

imbunatatitd pentru poliplecsi.
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