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CUVINTE CHEIE
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SCHITA TEZEI

1. Fiziopatologia osteoartritei

Osteoartrita (OA) este o boald degenerativd a articulatiilor caracterizatad prin degradarea
cartilajului, proces manifestat prin durere, rigiditate si tulburari de miscare. Tratamentele clasice
urmdresc reducerea simptomelor nefiind eficiente in ceea ce priveste, regenerarea leziunilor
cartilajelor afectate. Progresele recente in ingineria biomedicald si medicina regenerativa ofera
abordari promitatoare privind inlocuirea cartilajului deteriorat cu tesuturi sau biomateriale
modificate. Acesti inlocuitori pot oferi un mediu de sustinere pentru condrocite, asigurand
repararea si regenerarea cartilajelor afectate. Aceastd abordare nu are ca scop doar restabilirea
integritdtii structurale a cartilajului, ci si imbundtatirea proprietdtilor sale functionale, oferind o
solutie mai eficienta pe termen lung pentru pacientii cu OA.

Pe langa inlocuirea tesuturilor, aceste metode inovatoare pot facilita livrarea tintitd a agentilor
terapeutici direct 1n cartilajul deteriorat. Utilizarea sistemelor avansate de livrare a
medicamentelor, cum ar fi hidrogelurile si nanoparticulele, permite eliberarea controlatd a
medicamentelor pe o perioadd lunga de timp. Aceasta abordare asigurd o concentratie mai mare a
agentului terapeutic la locul leziunii, minimizand in acelasi timp efectele secundare sistemice.
Astfel, hidrogelurile pe baza de acid hialuronic (HA) sunt utilizate nu numai pentru proprietatile
lor lubrifiante, ci si ca transportori pentru celule, medicamente antiinflamatoare si factori de
crestere. Aceastd functionalitate multipla abordeazad atat simptomele, cét si cauzele care stau la
baza OA, inducind atat atenuarea durerii cat si stimularea proceselor de reparare a articulatiilor.
de interferentd cu moleculd micd (siARN) 1n aceste sisteme de livrare a crescut semnificativ
potentialul de regenerare a cartilajelor in OA. Acest potential depinde de mai multe proprietati
cheie ale materialului genetic si de stabilitatea lor, prin urmare este esential sd se previna
degradarea lor de catre nucleaze, necesitand sisteme de livrare protectoare. Livrarea eficientd in
tesutului cartilajului este esentiald, necesitdnd sisteme capabile sd patrundd in matricea

extracelulard. Specificitatea tintirii asigura ca materialul genetic ajunge la celulele adecvate,



minimizand in acelasi timp efectele in afara tintei. In plus, imunogenitatea scizuti este vitala
pentru a evita raspunsurile imune nedorite. Mecanismele de eliberare controlatd pot oferi efecte
terapeutice sustinute, iar materialul genetic trebuie sd prezinte o suprimare sau expresie eficienta
a genelor pentru a modula caile moleculare implicate in repararea cartilajului. Dintre toate
sistemele de livrare a materialului genetic, nanoparticulele de poli(amidoamind) (PAA) si
lipozomii sunt doud vehicule avansate de livrare explorate in acest scop. Nanoparticulele PAA pot
incapsula material genetic precum ARNm si pot asigura stabilitatea acestuia si eliberarea tintita in
condrocite. Lipozomii cationici pot livra eficient material genetic, cum ar fi siARN, prin fuziunea
cu membrana celulard si eliberarea incarcaturii lor utile in celuld. Prin livrarea acestor materiale
genetice direct condrocitelor, este posibil sa se moduleze comportamentul lor la nivel molecular,
sporindu-le capacitatea de a repara si mentine cartilajul sanatos. Aceasta terapie genetica tintita
reprezintd o abordare de ultima ora, transformand potential managementul OA si deschizand calea
pentru tratamente personalizate si extrem de eficiente. Impreuni, aceste metode noi ofera speranti
pentru atenuarea simptomelor osteoartritei si modificarea fundamentala a progresiei bolii. Astfel,
cercetarea propusa 1n aceasta teza de doctorat a urmarit:

i. Dezvoltarea si optimizarea diferitelor sisteme de livrare prin abordarea Calitate prin design
(QbD), pentru a transporta eficient substante medicamentoase si materialul genetic in condrocite.
experimentale in vitro.

Teza de fatd este alcdtuita din 5 capitole care sunt prezentate pe scurt in cele ce urmeaza.

Capitolul I: Introducere si prezentare generala

Acest capitol oferd o imagine de ansamblu a fiziopatologiei osteoartritei, a factorilor care induc
osteoartrita, a limitdrilor optiunilor actuale de tratament s1 a potentialului sistemelor
supramoleculare pentru livrarea de medicamente si gene in osteoartritd. Acesta pregateste terenul
pentru capitolele urméatoare, subliniind importanta sistemelor inovatoare de administrare pentru un

tratament eficient al OA.

Capitolul II: Dezvoltarea si optimizarea hidrogelurilor derivate din acid hialuronic ca
supliment pentru cartilajul deteriorat

Acest capitol prezintd dezvoltarea si optimizarea hidrogelurilor derivate din acid hialuronic
folosind abordarea QbD. Se concentreaza pe imbundtdtirea proprietdtilor reologice ale
hidrogelurilor pentru lubrifiere adecvatd si absorbtie a socurilor, reducand astfel durerea si
crescand functia articulara. Sunt biocompatibile si ar putea fi utilizate pentru livrarea eficienta a

medicamentelor sau genelor in articulatie pentru un timp de sedere prelungit. Capitolul detaliaza



materialele utilizate, procedura de reticulare, optimizarea si tehnicile de caracterizare utilizate

pentru a obtine proprietatile dorite ale hidrogelului potrivite pentru ingineria tesuturilor.

Capitolul III: Dezvoltarea si optimizarea nanoparticulelor pe baza de poli(amidoamina)
pentru livrarea ARNm

Acest capitol prezinta formularea si optimizarea nanoparticulelor pe baza de poli(amidoamind)
pentru livrarea eficientd a ARNm catre liniile celulare de condrocite si Jurkat. Acesta pune accentul
pe obtinerea unei viabilitdti celulare mai bune si a eficientei de transfectie pentru nanoparticulele
de poli(amidoamind) brevetate prin utilizarea abordarii QbD. Capitolul acopera selectia tipului de
poli(amidoamind), raportul dintre polimer si material genetic, concentratia de nanoparticule si
evaluarile in vitro ale viabilitatii celulare si a nivelurilor de transfectie. Acest studiu arata utilizarea
abordarii QbD pentru screeningul eficient al variabilelor de formulare si maximizarea

raspunsurilor terapeutice.

Capitolul I'V: Dezvoltarea si optimizarea lipoplecsilor co-incarcati cu curcumina si siARN

Acest capitol exploreaza dezvoltarea si optimizarea lipoplecsilor co-incarcati cu molecule mici
terapeutice precum curcumina impreund cu siRNA pentru repararea condrocitelor in afectiuni
osteoartritice prin abordarea QbD. Include abordarea QbD 1n detaliu, impreuna cu metodele de
preparare a lipozomilor si lipoplecsilor, caracterizarea lor fizico-chimica, testarea celulara in vitro
si optimizarea lor. Formularea optima a lipozomilor a fost caracterizata si a fost testatd pentru
stabilitate si profilul de eliberare.

Acest capitol evalueaza eficacitatea terapeutica a lipoplecsilor co-incarcati in modele in vitro
de condrocite aflate in conditii de inflamatie si stres oxidativ. Ca urmare, sunt evaluate efectele
antiinflamatorii si antioxidante ale formuldrilor optime, precum si capacitatea lor de a asigura

supravietuirea si functionrea condrocitelor in conditii patologice.

Capitolul V: Concluzii si directii viitoare
Acest capitol rezuma principalele constatari ale tezei, evidentiind diferitele abordari explorate
pentru a preveni progresia osteoartritei. Discutd implicatiile cercetarii pentru viitoarele strategii

terapeutice si sugereaza potentiale cai pentru investigatii ulterioare.



CAPITOLULI
INTRODUCERE

Osteoartrita (OA) este o tulburare articulard cronicd si progresivd care are un impact
semnificativ asupra calitatii vietii a peste 250 de milioane de oameni din intreaga lume. Afecteaza
in primul rand adultii in varstd, dar incidenta sa este in crestere in randul persoanelor mai tinere
din cauza unor factori precum obezitatea, leziunile sportive si predispozitiile genetice. OA se
caracterizeaza prin degradarea treptatd a cartilajului articular, care acopera capetele oaselor in
articulatii. Acest cartilaj este esential pentru a oferi o suprafatd neteda si lubrifiata pentru miscarea
articulatiilor si transmiterea sarcinii cu frecare minima. In OA, acest echilibru este perturbat, ceea
ce duce la degradarea crescuta a componentelor matricei extracelulare (ECM), cum ar fi colagenul
de tip II si proteoglicanii.

Fiziopatologia OA implica o interactiune complexa de factori mecanici, biochimici si genetici.
Din punct de vedere mecanic, incarcarea anormald a articulatiilor din cauza nealinierii sau a
traumei poate initia descompunerea cartilajului. Biochimic, condrocitele din cartilajul afectat de
OA produc enzime precum metaloproteinazele matricei (MMP) care degradeaza colagenul si
agrecanul, componente esentiale ale ECM. Citokinele inflamatorii precum interleukina-1 beta (IL-
1B) si factorul de necroza tumorald-alfa (TNF-0) exacerbeaza aceastd degradare. Din punct de
vedere genetic, polimorfismele specifice cresc susceptibilitatea la OA prin afectarea
componentelor ECM si a cailor inflamatorii.

Mai multi factori de risc contribuie la dezvoltarea OA. Varsta este unul dintre cei mai importanti
factori de risc, prevalenta OA crescand pe masurda ce indivizii imbatranesc din cauza uzurii
cumulative a articulatiilor si a scaderii capacitdtii de regenerare a cartilajului. Predispozitia
genetica joacd, de asemenea, un rol crucial in susceptibilitatea la OA, anumite gene afectand
structura cartilajului si metabolismul, crescand riscul de OA. Stresul mecanic cauzat de leziunile
articulare sau utilizarea repetitivd poate deteriora cartilajul, In timp ce obezitatea creste stresul
asupra articulatiilor care sustin greutatea, cum ar fi genunchii si soldurile. Anomaliile anatomice,
cum ar fi alinierea articulara sau displazia, duc la distributia inegald a stresului pe cartilaj,
accelerand degenerarea. Factorii metabolici precum diabetul contribuie la inflamatia sistemica
care accelereaza descompunerea cartilajului.

Tratamentele actuale pentru OA se concentreazd pe ameliorarea simptomelor, mai degraba
decat pe modificarea bolii. Medicamentele precum AINS oferd ameliorarea temporara a durerii,
dar prezinta riscuri precum complicatii gastrointestinale sau cardiovasculare. Kinetoterapia si
controlul greutatii ajuta la mentinerea functiei articulare, dar nu inverseaza pierderea cartilajului.

Interventiile chirurgicale, cum ar fi inlocuirea articulatiilor, pot oferi o ameliorare semnificativa a



durerii, dar implicd riscuri precum infectia sau esecul protezei. Aceste limitari evidentiaza
necesitatea unor tratamente care vizeaza cauzele care stau la baza OA.

Terapiile emergente urmdresc sd abordeze aceste limitari concentrandu-se pe medicina
regenerativa si sistemele avansate de livrare a medicamentelor. Sistemele supramoleculare sunt in
fruntea terapiei genice, oferind solutii potentiale pentru tratamentul OA, permitand livrarea tintita
si eliberarea sustinuta a agentilor terapeutici. Aceste sisteme, in special, nanoparticulele, lipozomii
si hidrogelurile sunt concepute pentru livrarea precisd a materialului genetic sau a medicamentelor
si ofera mai multe avantaje in terapia genica si repararea cartilajului. Ele protejeaza materialul
genetic de degradare in medii biologice si pot fi functionalizate cu liganzi tintiti pentru a spori
specificitatea tesuturilor afectate. De asemenea, pot fi proiectate pentru eliberare controlatd sau
sensibila la stimuli, asigurand livrarea ca raspuns la semnalele biologice.

Hidrogelurile imita proprietatile naturale ale cartilajului si pot livra medicamente sau celule
stem direct in articulatii, promovand regenerarea tesuturilor. Nanoparticulele polimerice livreaza
medicamente sau gene in tesuturi articulare specifice, reducand inflamatia si stimuland repararea.
Lipozomii ofera o platformd biocompatibild pentru livrarea atdit a medicamentelor, cat si a
materialului genetic, sporind eficacitatea acestora si minimizdnd 1n acelasi timp expunerea
sistemica.

Principiile Calitate prin design (QbD) sunt aplicate pentru a se asigura cd aceste sisteme
indeplinesc standardele de calitate predefinite prin proiectarea sistematica, optimizarea si controlul
atributelor critice de calitate (CQA). Aceastd abordare asigura ca sistemele de livrare a terapiei
genice sunt proiectate si produse pentru a indeplini standarde inalte de eficacitate, siguranta si
stabilitate.

In concluzie, integrarea sistemelor supramoleculare avansate in tratamentul OA reprezintd un
progres semnificativ in depdsirea limitdrilor actuale ale terapiei. Aceste sisteme inovatoare
faciliteaza livrarea tintita, eliberarea sustinutd si efectele regenerative imbunatatite, oferind o
abordare cuprinzatoare a managementului AD. Pe masura ce cercetarile continud, aceste tehnologii
au potentialul de a transforma tratamentul OA prin imbundtdtirea rezultatelor pacientilor prin
terapii mai eficiente care abordeaza cauzele care stau la baza bolii. Prin integrarea principiilor QbD
in dezvoltarea lor, aceste terapii sunt pregatite sa ofere solutii mai fiabile si mai eficiente, adaptate

nevoilor individuale ale pacientilor.



SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

SCOPUL TEZEI

Scopul principal al acestei teze a fost dezvoltarea si optimizarea sistemelor complementare de
livrare supramoleculard pentru tratamentul osteoartritei (OA). Cercetarea se concentreazd pe
proiectarea, optimizarea si evaluarea sistematicd a matricelor de hidrogel pe bazd de acid
hialuronic, a nanoparticulelor polimerice si a formularilor lipozomale pentru a spori eficacitatea si

siguranta agentilor terapeutici pentru tratamentul OA.

OBIECTIVELE
1.  Optimizarea sistemelor de livrare medicamentelor printr-o abordare de tip Calitate
prin design (QbD):

Acest obiectiv implica optimizarea sistematicad a hidrogelurilor, nanoparticulelor polimerice si
formuldrilor lipozomale folosind strategii QbD, asigurand siguranta si eficacitatea agentilor
terapeutici livrati.

2.  Evaluarea eficientei biologice a sistemelor optimizate de livrare prin intermediul
studiilor in vitro:

Acest obiectiv se concentreazd pe testarea performantei biologice a hidrogelurilor,

nanoparticulelor si lipozomilor optimizati in vitro pentru a evalua potentialul lor terapeutic pentru
OA.

CAPITOLUL 11

Abordarea de tip calitate prin design (QbD) pentru optimizarea
hidrogelurilor pe baza de acid hialuronic (HA) legat disulfidic

Acest studiu exploreaza dezvoltarea hidrogelurilor de acid hialuronic (HA) legate disulfidic, cu
scopul de a oferi o schela inovatoare pentru ingineria tesuturilor, in special pentru tratamentul
bolilor articulare, cum ar fi osteoartrita (OA). OA se caracterizeaza prin degradarea cartilajului si
inflamatia cronicd, raméne o provocare medicald semnificativa, terapiile actuale oferind beneficii
regenerative limitate. In acest context, hidrogelurile HA sunt promititoare datoritd
(ECM). Cu toate acestea, HA reticulat suferd de stabilitate mecanica slaba si este predispus la
degradare enzimatica. Pentru a aborda aceste provocdri, lucrarea de fatd a utilizat o abordare
Calitate prin design (QbD) pentru a optimiza sistematic sinteza si proprietatile hidrogelurilor HA

legate disulfidic. Concentrandu-se pe factorii critici care influenteaza stabilitatea, performanta



mecanicd si biocompatibilitatea gelului, studiul a demonstrat eficacitatea QbD in ingineria
biomaterialelor cu proprietati adaptate pentru aplicatii biomedicale.

Faza initiald a cercetdrii a implicat modificarea HA prin integrarea fractiunilor de cisteina in
coloana vertebrald moleculard. Aceastda modificare a permis formarea legéturilor Incrucisate
disulfidice la pH fiziologic, asigurand gelificarea in situ In conditii minim invazive. Includerea
acestor grupari tiol a abordat limitarile inerente ale HA nereticulate, sporind integritatea structurala
a hidrogelului si rezistenta la degradarea enzimatica. A fost implementat un cadru QbD pentru a
obtine un control precis asupra proprietatilor hidrogelului. Procesul de dezvoltare a Inceput cu
definirea unui profil tintd de calitate a produsului (QTPP), care a subliniat parametrii cheie de
performanta, cum ar fi timpul de gelificare, proprietdtile mecanice si citocompatibilitatea. Pentru
aplicatiile intra-articulare, atributele tintd au inclus un modul de stocare (G’) peste 2000 Pa,
asigurand o elasticitate suficientd pentru a amortiza articulatiile si viabilitatea celulara care
depaseste 80%, reflectand biocompatibilitatea esentiald pentru regenerarea tesuturilor.

Au fost identificate atribute critice de calitate (CQA) pentru a asigura performanta optima a
hidrogelului. Acestea au inclus gradul de modificare (DM), care a influentat direct densitatea de
reticulare si proprietdtile reologice, cum ar fi modulele de stocare si pierdere (G’ si G"). De
asemenea, au fost luate in considerare atributele critice ale materialelor (CMA), cum ar fi greutatea
moleculard a HA si parametrii critici de proces (CPP), inclusiv raportul molar al reactivilor de
cuplare. O analizd a modurilor de esec si a efectelor (FMEA) a fost utilizatd pentru a evalua
riscurile Tn timpul sintezei, identificand variabilele cu cel mai mare potential de a afecta calitatea
hidrogelului. Aceasta evaluare sistematica a ghidat optimizarea conditiilor de sinteza, asigurand
reproductibilitatea si robustetea produsului final. Pentru a rafina aceste variabile, a fost adoptata o
abordare de proiectare a experimentelor (DoE), concentrandu-se pe interactiunea dintre greutatea
molecularda HA, concentratia reactivului de cuplare si efectele lor combinate asupra CQA-urilor
hidrogelului.

Procesul de optimizare a ardtat cd HA cu greutate moleculara mai mare (200 kDa) si un raport
de reactiv de cuplare controlat (0,2 mmol echivalent cu HA) au fost esentiale pentru obtinerea
caracteristicilor dorite ale hidrogelului. Formularea finald a prezentat un grad de modificare de
12%, un modul de stocare de 2321 Pa si un modul de pierdere de 15 Pa. Aceste proprietati
mecanice sunt cruciale pentru aplicatiile portante, deoarece asigura elasticitatea fara a compromite
stabilitatea structurald. Testele reologice au evidentiat, de asemenea, capacitatea hidrogelului de a
rezista la stresul fiziologic, mentindnd in acelasi timp integritatea sa functionala. In special,
hidrogelul a prezentat gelificare in situ in conditii fiziologice In 50-60 de minute, facilitatd de

legaturile dinamice covalente disulfidice. Aceasta caracteristica face ca hidrogelul sa fie deosebit



de potrivit pentru aplicatii minim invazive, deoarece permite gelificarea localizatd dupa injectia
interarticulara.

Biocompatibilitatea hidrogelului a fost evaluatd amanuntit folosind o linie celulard de
condrocite (C28/12), care a servit drept model pentru regenerarea cartilajului. Incapsuland aceste
celule in matricea de hidrogel, studiul a fost realizat prin colorare vie / moarta si teste de lactat
dehidrogenazd (LDH) pentru a evalua viabilitatea celulara timp de sapte zile. Rezultatele au
demonstrat o viabilitate de peste 85%, confirmand natura non-toxicd a hidrogelului si
compatibilitatea sa cu tesuturile vii. Acest nivel de biocompatibilitate evidentiazd potentialul
hidrogelului ca suport pentru livrarea celulelor si promovarea repararii tesuturilor. In plus, studiul
a subliniat adaptabilitatea hidrogelului In mentinerea integritatii structurale in diferite conditii
fiziologice, sporind adecvarea acestuia pentru aplicatii terapeutice pe termen lung. Studiile
ulterioare de degradare au demonstrat puterea hidrogelului, cu rate de degradare controlate in
prezenta enzimelor sau a mediilor reducétoare, facandu-1 ideal pentru livrarea sustinuta a agentilor
terapeutici.

Cercetarea ofera o Intelegere cuprinzatoare a modului in care principiile QbD pot fi aplicate
pentru a proiecta biomateriale cu proprietati specifice, reducand variabilitatea si imbunatatind
reproductibilitatea. Utilizarea unui plan experimental a asigurat ca formula optimizata a indeplinit
toate criteriile de performanta vizate. Capacitatea hidrogelului de a combina rezistenta mecanica,
biocompatibilitatea si usurinta de administrare il pozitioneaza ca un candidat promititor pentru
ingineria tisulara si medicina regenerativa. Descoperirile nu numai ca avanseaza dezvoltarea
hidrogelurilor pe baza de HA, dar stabilesc si o metodologie scalabilda pentru ingineria
biomaterialelor, deschizand calea pentru traducerea lor clinicd. Acest studiu reprezinta un pas
semnificativ catre abordarea nevoilor nesatisfacute in tratamentul osteoartritei, oferind o noua

schela care poate sprijini repararea si regenerarea cartilajului.

CAPITOLUL III

Abordare de tip calitate prin design pentru optimizarea eficientei
transflectiei nanoparticulelor pe baza de poli(amidoamina) (PAA NP)

incarcate cu ARNm

Studiul exploreaza optimizarea nanoparticulelor pe baza de poli(amidoamina) (PAA-NP)
pentru livrarea ARNm folosind principiile Calitate prin design (QbD), un cadru care vizeaza
imbunatatirea proceselor farmaceutice si asigurarea calitatii produselor. Aceste nanoparticule sunt

remarcate pentru proprietatile lor cationice si bioreductibile, care le permit sd protejeze materialul



genetic n timpul livrarii si sd-1 elibereze eficient in celule In conditii fiziologice. Studiul se
concentreaza pe optimizarea parametrilor cheie, cum ar fi raportul polimer-material genetic
(raportul P:G) si dozajul ARN pentru a obtine eficienta maxima a transflectiei, mentinand in
acelasi timp viabilitatea celulard (CV), un aspect critic al aplicabilitatii lor in terapia genica.

Nanoparticulele PAA sunt foarte reglabile, permitand un control precis asupra dimensiunii,
incarcaturii si stabilitatii. Legaturile disulfidice sensibile la redox asigurda livrarea tintitd si
eliberarea intracelulara a ARNm, imbunititind rezultatele terapeutice. In ciuda acestor avantaje,
provocari precum toxicitatea la doze mai mari si livrarea ineficientd cétre celulele greu de
transfectat, cum ar fi celulele Jurkat, au necesitat o abordare sistematica de optimizare. Pentru a
rezolva acest lucru, am folosit o metodologie QbD care cuprinde analiza modului de esec si a
efectelor (FMEA) si planuri experimentele (DoE) pentru a evalua si rafina sistematic atributele
critice de calitate (CQA). Abordarea QbD a oferit o alternativda mai eficientd la metodele
traditionale "o variabila o data", reducand variabilitatea experimentald si permitdnd o intelegere
mai profunda a factorilor interdependenti.

Studiul a inceput prin definirea profilului tinta de calitate a produsului (QTPP), specificand
atributele nanoparticulelor dorite, cum ar fi dimensiunea particulelor, indicele de polidispersie
(PDI), potentialul zeta, eficienta transfectiei si viabilitatea celulard. Dimensiunea particulelor,
ideal intre 10-100 nm, a fost esentiala pentru absorbtia celulara si patrunderea tesuturilor, in timp
ce un PDI ingust (<0,2) a asigurat omogenitatea. Un potential zeta peste +30 mV a fost critic pentru
stabilitatea coloidala si interactiunea cu membranele celulare. Eficienta ridicata a transfectiei
(>75%) si CV (>80%) au fost prioritizate pentru a obtine eficacitate terapeutica, asigurand in
acelasi timp siguranta.

Trei polimeri PAA (A, B si C) au fost examinati pentru performanta in diferite rapoarte P:G si
doze de ARN. Polimerul B a aparut ca candidat optim, obtinind o eficienta si stabilitate superioara
a transfectiei. Folosind imprastierea dinamica a luminii (DLS), nanoparticulele au fost
caracterizate, prezentand o dimensiune a particulelor sub 100 nm, un PDI < 0,2 si un potential zeta
cuprins intre +24 si +33 mV, care a indeplinit criteriile QTPP. Important, polimerul B a prezentat
cel mai bun echilibru intre viabilitatea celulara si transfectia celulara, avand in acelasi timp o
dimensiune compactd a particulelor si o densitate de sarcind suficientd pentru a permite
incapsularea si livrarea eficientd a materialului genetic.

Pentru a evalua performanta nanoparticulelor, au fost selectate trei linii celulare, HEK293,
C28/12 si Jurkat, fiecare reprezentand medii celulare distincte. Celulele HEK293, utilizate n mod
obisnuit pentru studiile de expresie genetica tranzitorie, au servit drept punct de referintd datorita
usurintei lor de transfectie. Celulele C28/12, un model de condrocite relevant pentru terapia

osteoartritei, au oferit informatii despre transfectie in tipuri de celule specializate. Celulele Jurkat,



cunoscute pentru permeabilitatea lor scazutd la membrand, au reprezentat o provocare
semnificativa, facandu-le un model ideal pentru testarea robustetii nanoparticulelor.

Rezultatele au evidentiat rolul critic al raportului P:G si al dozei de ARN 1n determinarea
rezultatelor transfectiei. Pentru celulele HEK293, conditiile optimizate au atins o eficientd de
transfectie de pana la 5541,59 punititi/ug de ARNm B-galactozidazi, cu CV peste 90%. In celulele
C28/12, eficienta transfectiei a atins 2961,94 punitati/pg, demonstrand potentialul nanoparticulelor
pentru aplicatii terapeutice in bolile articulare. Celulele Jurkat, in ciuda naturii lor provocatoare,
au atins o eficientd de transfectie de 74,98 punitati/pug in conditii optime. Aceste descoperiri
evidentiaza flexibilitatea polimerului B in adaptarea la diferite medii celulare.

Procesul de optimizare a dezvaluit mai multe informatii cheie. Dimensiunile mai mici ale
particulelor rezultate din rapoartele P:G adecvate au imbunatatit absorbtia celulara si au redus
citotoxicitatea legata de agregare. Natura sensibila la redox a nanoparticulelor a facilitat eliberarea
intracelulard a ARNm, sporind eficacitatea terapeutica. Cu toate acestea, concentratiile excesive
de polimeri sau rapoartele ridicate P:G au dus la reducerea CV, probabil din cauza perturbarii
membranei induse de nanoparticule si a stresului mitocondrial. Graficele suprafetei de raspuns si
ecuatiile de regresie au oferit o intelegere clara a interactiunii dintre raportul P:G, dozajul ARN si
raspunsurile celulare, permitand o optimizare precisa.

Zona de optim stabilita prin QbD a definit raportul optim P:G (10:1 pana la 18:1) si doza ARN
(408-480 ng) pentru a obtine o eficienta ridicata a transfectiei cu toxicitate minima. Experimentele
de validare au confirmat acuratetea modelelor predictive, valorile observate aliniindu-se strans cu
predictiile. Pentru celulele HEK293 si C28/12, eficienta transfectiei a depasit predictiile, validand
robustetea nanoparticulelor. Desi celulele Jurkat au prezentat CV redus impreuna cu o transfectie
imbunatatita, rezultatele au evidentiat potentialul nanoparticulelor de a depasi barierele din liniile
celulare greu de transfectat.

In concluzie, studiul demonstreazi eficacitatea principiilor QbD 1in optimizarea
nanoparticulelor PAA pentru livrarea ARNm. Integrarea instrumentelor statistice si a testelor
bioanalitice a permis identificarea parametrilor critici si a intervalelor optime ale acestora,
rezultdnd o formulare scalabild si reproductibila. Aceste descoperiri contribuie la dezvoltarea unor
sisteme de livrare a genelor mai sigure si mai eficiente, avansdnd domeniul nanomedicinei si
al QbD in abordarea provocarilor din terapiile bazate pe nanoparticule, deschizand calea pentru

traducerea lor clinica.



CAPITOLUL IV

Abordarea de tip calitate prin design pentru dezvoltarea de lipoplecsi co-
incarcati cu curcumina si siARN pentru combaterea inflamatiei si stresului

oxidativ asociate osteoartritei

Inflamatia si stresul oxidativ sunt procese esentiale pentru patogeneza OA, fiind determinate
de citokine precum IL-6, IL-8 si IL-1P, care moduleaza activitatea enzimelor care degradeaza
matricea extracelulara (cum ar fi metaloproteinazele MMP). Aceste procese duc la degradarea
cartilajelor, compromitand functia articulatiilor. In plus, stresul oxidativ exacerbeaza daunele prin
producerea de specii reactive de oxigen (ROS) care activeazd cdile de semnalizare celulara,
inclusiv NF-kB si MAPK. Acest studiu prezintd o strategie terapeutica inovatoare pentru
combaterea OA folosind lipoplecsi co-incarcati cu curcumind si siARN pentru suprimarea
exprimarii IL-6 si IL-8. Curcumina, cunoscutd pentru proprietitile sale antiinflamatorii si
antioxidante, inhiba NF-kB si daunele celulare provocate de de ROS, in timp ce siRNA suprima
exprimarea citokinele inflamatorii cu rol important in patogeneza OA.

Aceastd cercetare a utilizat, de asemenea, o abordare Calitate prin design (QbD) pentru a
dezvolta si optimiza lipozomii cationici incarcati cu curcumind (CLCL) pentru livrarea siARN.
Lipozomii au fost selectati ca nanopurtatori datorita capacitatii lor de a asigura stabilitatea SIARN
si de a facilita absorbtia celulara. Principiile QbD au asigurat formulari robuste si reproductibile
prin optimizarea sistematicd a atributelor critice de calitate (CQA), inclusiv dimensiunea
particulelor, potentialul zeta, eficienta incapsuldrii si capacitatea de complexare a stARN. A fost
stabilit un profil de produs tintd de calitate (QTPP), specificand cerintele pentru livrarea intra-
articulard, inclusiv dimensiunile particulelor de 100-200 nm pentru o penetrare eficienta a
cartilajului, un potential zeta pozitiv (~30 mV) pentru a imbundtati absorbtia celulard si o eficienta
ridicatda de incapsulare (>80%) pentru curcumina. Evaluarea riscurilor prin diagramele Ishikawa
si analiza modului si efectelor de esec (FMEA) a identificat atributele critice ale materialelor
(CMA) si parametrii procesului (CPP), cum ar fi compozitia lipidelor si conditiile de hidratare,
influentind proprietatile lipozomilor.

Planurile experimentele (DoE) au fost utilizate pentru a evalua impactul diversilor factori,
inclusiv alegerea fosfolipidelor (DOPE, DOPC, DPPC), concentratia de lipide cationice,
continutul de colesterol si fosfolipide pegilate, asupra caracteristicilor lipozomilor. Ca urmare,

DOPE a reprezentat fosfolipidul optim, producand formulari cu dimensiuni mai mici ale



particulelor (139-184 nm), distributie uniforma (PDI < 0,2) si un potential zeta de +33 pana la +52
mV. Lipozomii au demonstrat o eficientd de incapsulare de peste 85% pentru capacitatea de
complexare a curcuminei si peste 90% pentru SIARN, ceea ce asigurd un potential terapeutic
ridicat. De asemenea, s-a stabilit formularea optima cu o compozitie lipidica de 8 mM DOPE, 2
mM MPEG-DSPE, 5 mM DOTAP si 5 mM colesterol fiind preparata si evaluata in continuare.
Atributele calitative ale formularii optime, cum ar fi dimensiunea particulelor (<200 nm), PDI
(<0,2), potentialul zeta (+30 mV), eficienta incapsularii (>80%), viabilitatea celulara si transfectia
s-au dovedit a fi apropiate de valorile prezise si au indeplinit cerintele QTPP. Studiile de transfectie
folosind siARN pentru exprimarea luciferazei ca sistem model au aratat o eficienta de peste 70%
n suprimarea exprimarii genei respective, validand eficacitatea lipoplecsilor in livrarea sSiARN
functional n condrocite.

De asemenea, au fost efectuate evaludri pentru stabilitatea, absorbtia celulara in vitro si profilul
de cedare din formularea optima. Studiile de stabilitate au confirmat ca lipozomii optimizati (Opt-
CLCL) si-au pastrat proprietatile fizico-chimice in timpul celor sase luni de depozitare la 4°C.
Liofilizarea cu crioprotectori le-a pastrat integritatea si eficacitatea terapeuticd, asigurand
depozitarea si transportul pe termen lung. In completare, microscopia confocala a confirmat ca
dupa marcarea cu Cy5 formularea optima de lipozomi a fost internalizata eficient in celule. Studiile
de cedare in vitro, in conditii care imita articulatiile inflamate, au aratat ca agentul curcumina a
fost eliberat din lipozomi intr-o maniera sustinuta, profilul de eliberare fiind influentat de pH-ul
mediului si de compozitia lipozomala. Aceasta eliberare sustinuta poate asigura efecte terapeutice
prelungite, care sunt esentiale pentru abordarea naturii cronice a OA.

Evaluarea biologica a lipoplecsilor a fost efectuata folosind linia celulara de condrocite umane
C28/12 si condrocite primare izolate de la pacientii cu OA. In conditii inflamatorii induse de IL-
1B, lipoplecsii co-incarcati cu cei doi agenti activi, au redus eficient concentratiile de citokine (IL-
6 si IL-8) atat la nivelul ARNm, cat si la nivelul proteinelor. Efectele antiinflamatorii ale
curcuminei au fost atribuite capacitatii sale de a inhiba activarea NF-kB si de a reduce productia
de ROS, in timp ce suprimarea exprimariie genelor mediatd de siARN a amplificat efectele
terapeutice prin tintirea citokinelor la nivel transcriptional.

In ceea ce priveste efectul lipoplecsilor asupra stresul oxidativ intracelular s-au evaluat statusul
oxidant total (TOS), capacitatea antioxidanta totald (TAC) si productia de malondialdehida (MDA)
n condrocite tratate cu peroxid de hidrogen. Tratamentul studiat a redus semnificativ markerii de
stres oxidativ. Astfel, curcumina a stimulat activitatea enzimatica antioxidantd endogena iar
moleculele de siRNA au determinat reducerea daunelor oxidative prin suprimarea cailor

inflamatorii.



Tn concluzie, acest studiu demonstreaza potentialul lipoplecsilor co-incircati cu SiRNA pentru
IL-6 si IL-8 si curcumind, ca o noua strategie terapeutica pentru OA prin abordarea patogenezei
sale multifactoriale.

Optimizarea bazatd pe QbD asigurd reproductibilitatea si scalabilitatea, facand formularea
potrivita pentru dezvoltarea preclinica si clinica ulterioara. Nu Tn ultimul rénd, aceasta tehnologie
ar putea fi adaptatd pentru producerea de formulari pentru tratarea altor boli inflamatorii si
degenerative, asigurand un progres semnificativ in nanomedicind si terapie personalizata.
Cercetarile viitoare ar trebui sa se concentreze pe validarea in vivo, explorand farmacocinetica,
biodistributia si eficacitatea pe termen lung in modelele animale pentru a deschide calea pentru

aplicatii clinice.

CAPITOLUL YV

Concluzii generale

Osteoartrita (OA) este o afectiune debilitanta care continud sa afecteze milioane de oameni la
nivel global, tratamentele actuale oferind doar ameliorarea simptomatica, mai degrabd decét
abordarea mecanismelor de baza ale bolii. Aceasta teza de doctorat s-a concentrat pe dezvoltarea
si optimizarea sistemelor de livrare bazate pe molecule mici care vizeaza Tmbunatatirea
tratamentului OA. Mai exact, cercetarea a explorat utilizarea sistemelor supramoleculare, inclusiv
hidrogeluri derivate din acid hialuronic (HA), nanoparticule pe baza de poli(amidoamina) (PAA)
st lipoplecsi, folosind o abordare Calitate prin design (QbD) pentru a imbunatati repararea si
regenerarea cartilajului prin livrarea eficientda a medicamentelor terapeutice si a materialului
genetic condrocitelor.

Primul obiectiv a fost optimizarea hidrogelurilor derivate din HA pentru livrarea intra-articulara
a agentilor medicamentosi, concentrandu-se pe proprietatile reologice, rezistenta mecanica si
biocompatibilitatea lor. Abordarea QbD a permis un control precis asupra parametrilor formularii,
rezultdnd hidrogeluri care au sustinut repararea cartilajului, permitand in acelasi timp livrarea
eficientd a medicamentelor si a celulelor. In mod similar, nanoparticulele pe bazi de PAA au fost
optimizate pentru livrarea ARNm cétre condrocite, demonstrand o eficientd ridicata a transfectiei
si citotoxicitate minima, facandu-le o platforma promitdtoare pentru terapia genica in tratamentul
OA. In plus, lipozomii incircati cu curcumini au fost co-incircati cu siRNA pentru a viza
inflamatia si stresul oxidativ, oferind o abordare terapeuticd dubld pentru fiziopatologia complexa

a OA.



Eficacitatea terapeutica si biocompatibilitatea au fost evaluate In modele in vitro de condrocite
cultivate in conditii de inflamatie si stres oxidativ. Hidrogelurile HA au prezentat o
biocompatibilitate excelenta si o livrare eficienta a celulelor, in timp ce nanoparticulele pe baza de
PAA au demonstrat o eficienta ridicatd de transfectie si livrarea sigurd a ARNm. Lipoplecsii co-
incarcati au prezentat efecte antiinflamatorii si antioxidante remarcabile, reducand semnificativ
markerii de stres oxidativ si asigurand supravietuirea condrocitelor in conditii de OA.

Cercetarea prezintd mai multe contributii noi, inclusiv aplicarea QbD pentru a optimiza
hidrogelurile derivate din HA, dezvoltarea de nanoparticule pe baza de PAA pentru livrarea de
ARNm si formularea lipoplecsilor co-incarcati pentru efecte antiinflamatorii si regenerative
combinate. Aceste progrese oferd noi perspective asupra potentialului nanomedicinei pentru
tratamentul OA si a altor afectiuni inflamatorii.

Privind in perspectiva, aceste sisteme de livrare au un potential larg pentru tratarea altor boli si
tesuturi, inclusiv regenerarea osoasa si alte boli degenerative. Vor fi necesare studii suplimentare
de optimizare si preclinice pentru a traduce aceste descoperiri in aplicatii clinice. Aceasta cercetare
pune o baza solidd pentru progresele viitoare in tratamentul OA si medicina regenerativa prin

livrarea tintitd a medicamentelor si strategii de regenerare a tesuturilor.
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