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Marco edrico
Hidrox apatica {HAp)

'a hidrogapatita es un mineral compusesto por fosforo, caldc e
Wdrdgero pincpaiments, cuya forula quimica es: Cawn{POe{OH) 1™ La
nidrexiapatita estd preser'e de fonma nel on hussus y dierss,
proporcionandd [a dureza caraciefstics & estes tejdes. ™ Sin ambango, 'a HAp
biogir ca contisne porseniajes poquefics ce clas especies quimicas; somo
carbonato (C037), ceru ( CF), vies magnesic (Mg} y iones sodio (Na*). '
 Fat%e mineral terienece o 'n famiig de 'as apatitas con una estruchira
oristalng hexagoral (fgure 1) v e & ~aiL-aleza pucde estar formando parie
de -ocas sodmentaias e induse nelamdrficas. ' For o gerarsl nosee una
relacion molar Caf® oo 1,67.9

- -‘1
,‘. , s
A '

o . €
\_‘ A . .—I

@

® 9 o o b
Ca{HC{IhF O K

Figaa 4: Froyecsion esquomatica de la estructens oristalognifica do 1a celda widad
heutagors’ de HAD (A) y modelo de ‘osa de '8 supeticie ae HAp (B). (Fusrds: Wang el s,
2018)'8,

| & hidroxiapatita es Jr bismaternial con potercial ce aplicablided deblo
g sLe prop'edades de biocompatblided (es tolerade por el crganismo y asl
faciita ‘2 scheroncie de mpantes).’% 7.8 Adamas, este material muesTa una
a*s mivdad por biomeildiouas v propedades adicloraies como
estasonducsidn; {(promueve o dosamole de nusve mEldal osec) v bae
idcidad, por mencionar ajgunas. 41796 Esias proplededes han lievauo 2 su

ic
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métoso rapdo v 2e bajo oosto.’ Por otro Jude su prncipal desventaja es (@
g-an canfidsa de varables que se deben marisner bejo condra duanio el
arocaso. 7 Flemplos de estos méodos son la combuastén y Ia pirdlsls. "

Wétodes de sinlesis a partlr de fuentes bogénicas: en eslus
prucescs las panopariculss de HAp sor obtenidus a partr ae fuentn do
dessctos 638035 & incusc expescueletos do organsves mwrines (Fgua 2).7
La ventaja de esns métodes redica an que las ranaparticulas oblenidus por
oste mitodc son més biscempatizles deido a ia gren sinfitad con fa apatita
Gzea humara y cue son do menor cosio” Come aesveriaja se puede
menconer qus se valensn nanopan culas da grur tamare 17

a =5 =

VLT bl e g

Figura 2: Preparaciin de HAp a nartr de fuertos biogdnicas. (Fuente: Sadst et al, 2013).7
Métodes de s'rhes's por elect-dlisis:

Esta metodelogia do sintesis fue desaroliada sor ol grupo de trabajo
de iz Dru. Mav's Monters e 'a Universidzd de Costa Rica. 2 Hl métody
conaisty on (2 elecindlisis de ura sclucidoe homogénes y salurada do
Ca”FINTAPOS madiante el emploo ura celta elsciroquimca simpe con
sleclrodos corcéniicos oltoniss ge pelino; con ¢l fir de hverar al cslcio
quealade con o TDTA, al degradar 4 este (lino y 251 poritr la unién cel
cace cor o fosfato & 3 Log invesigacores domostraron que on estas
condiciones, lu fonracén ce HAp s indepandente del tarpe da rmacckdr
para & formacion ce estas nunopartioules, ™ P y gue la forecdn puede
QUM 2 J4n 1ango <e pH de 4-13 y 3 un range do densizad de coments da 50-
260 mA e 22 Fswe métndo es mdpdo y pentie contoler of tamafo ce
particua Ademés, s rerdimisntos son #0s, e irciuzo sorm's la obtencion
de apatitas dopadas con cationes diva.antes some Mg, 52 y Da™ = Cabe
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cerdmicas de fosfato de calcio y asi determinar con cual de estos materiales
se promueven transfecciones més aPas y roproduciblos

Tambizn, destacar ¢l tabajo realizado por &l Jr. Daniel Chacén y el Dr.
Alfonsc Garciz, an e cual se invesigd iz positilidad de uiilzar nancparticulas
ae hidmxiapatita (HAp) como vehiculo génico.® Se probaron nanoparticulas
de FHAp sintetizacas mediante un método ce slectrdlisis 2 siintos valores de
pH: 4.9€, 7.53, 9.18, 9.22 y 5.44,2 con 2l fin de avalizr g eficiencia de
trarsfoccion con estas nanopariculas. Se obtuvo &l mejor rendimiente de
trarsfece.on con ‘&8 nanoparticulas sintedzadas a pH—5.22: un 20% de céluias
positivas.Z Estas HAp contenian 5,3% de carbonato, un potencial Z de -77.9
mV y un tamafo de particula promedio da 459 rim.® Esio s8 probd en fres
linajes celuares: HEK 293T (lingjs inmorlal derdvado de céiulas rensas
embricnartias humanas), Hela (Inaje inmeral de crigen hurmang dervaZc de
un carcinoma cernvical) y Raw 264.7 (linaje de macréfagos murinos).Z En este
trabajo se utllizé la proteina verde fluorsscents GFP como gen reporern 2

En 5@ mismo trabajo, los autorss lograror determinar qus las liness
celulares HEK 2837, que vresantan rendimionics aceptatics de transfece 6n
(figura 3A), también exhibian alteraciones er el fiujo autofagico cuando se
incubaron con estas nancparticulas; y cue e aumento del flujo fue mas
sronunciado al ut'izar nancparticulas do HAp copadas con curopio (~Ap-Fu)
zue con HAp sin copar ¥ En cuanto a las céluias Hela (figura 3B) en gereral
se obtuvieron rendimiertos bajos e transfeccion. Sin embango, de igual forma
cue con el linaje celular HEK 2937, se observaron alteraciones en el flujo

autofagico, & cual tende aumentar al contacto con ambos tipos de
ranoparticulas.’®
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Figura 3: Rendimierto de ransfeccidn con nanopanticulas de vidroxapatite: (HAp) y dopada
con europic tivalente (HAag-tu) en células HEK 2837 (A) y Hela (8), lus bamas de emor
representan la desviacion estindar y las bammas rojas represantan @ media del tratarmiento
respeciive. (Fuente: Chacdn, 2018).9
Adamés, s determind qus la eficiencia ds insmzlizacién ce cargo ce
HAp-ADN por parte de las células en esiudio es muy variable. ' Sin embargo,
no se determind cuantas células positivas 'memalizen hidrodapatita asociada
con ADN, ni cuénto de este compleio s& intemalizé. 0

Autofagia

El concepto de autofagia como un proceso biloguimico, fue propuesto
por orimera vez por Chiistien Duva an 1863 como un mecansmce celular da
eiminacién de materdal, medizdo por lisosomas.® Este procesc celular
catabdlico permite el reciclaje de matenal de dssacho dentrc de la odluiz;
desde biomoléculas, como agregados de proteinas (agrefagia) hasta
orpanelas cafladas como mitocondrias (mitcfagia), peroxisomas (peroxifzagia)
& inc.ugo sgenies patbgercs infracelulares (xenofagis), ¥7. 36, 3. 40,52

La digastion mediada por liscsomas 88 da gran importancia para la
supervivencia celular, 37 32 38, %0 Dahido a que la autcfagia basal normal
mantiena la homeostagis calular, evitande la scumulacion de ergansias
datadas vy e agregados da biomciéculas, jo cual puece tener un efecio
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decrangcion, e mplica [o formecion de vacucas esesiaizadas llambdas
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Figusa 4: Process genera’ do autcfagia. (Fuesse: Yun o 5., 202019

El nivel 02 flu'c autefig oo os regulado, lo cuadl pusce resultar tac en
ang neuceén cume en una moresitn del proceso.® Se ha reportado que sl
fi o miofigico pueds ser ucelerado po” a presencia de nanomziacaes. ¥
3,38, 40,44 sty podria estar asociado con ‘2 foxciced gel maleral, o con dafios
cus pusdan ocasicnar on ia cdula; como por ajemplo a Taviés do provoca)
eastris oxidarive o nflamaciée, 10 . 8, 8. € 4 35 ha plartoado que los
nanomatenales suadan rfuir en 'a autofagia mediznte dog macanismas; ¢l
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nueva moezcla en su tofalidad fue distribuicda en los podlos respectives;
agiténdoss suaveimente,

Con el método de PEl la mecds de fransfeccldn se prepaid
combinzndo 100 AL de mecio {CMEM) sir: suplamentar, con 1,00 pL de AUN
(1 poful) y 1,40 pL PE! (1 mg/ml), ‘uego se mezcld 2-4 segundos con vaitex
y se incutd 20 min a temperatura ambients. Inmediatamente pasado esio
pericdo de incubacidn se afade 98 ul de madio (DMEM) sin suplementar vy
gsta imezcla en su lutaldad fue distibuidz en las pocilos respeciivos.

En el caso de la transfeccion con hidroxiapatita, se prepard la mezclz
de transfeccidn, combinando 1,30 pl de ADN con 1000 ul de la suspansién
de nanoparticulas ¢a concentracidn 100 ug/mil, se mazclé 2-4 segundos cor
vortex y se incubd 20 min a temperatura amblents previo a su uso. Luego .a
mezcia on su totalidad fue distriouida en los pocillos respectivos, Para las
transfecciones en presencia de los estimules y el inhibidor del flujo de
autotagia, ‘as sustancias reguadcras de! fu'o auvivfgicy indicacdas an =l
cuadrs I, se 2Razieron 4 1a golucion salina con buffer oo fasfate (PBS 1y
utilizada pare prapaizi la suspensidon cde trzbajo de nenooparifculzs de
concentracion 100 pg/mi, indicade @n la seccién de matonales para las
transfeccionas.

indopencientercnte de! méads de transfescitn utlzedo, vego de
afiadir las mazclas de trans’eccién a los respectivos pocil.os, se incubaron las
células por 16-18 h a 37°C y a 5 % de COz con simdsfera himedz. Pasado
este tompo de incubacian, ‘ndependientemente del métode de transfeccidn,
se camzio el medio de lus calulas por 75C bl de medic CMEM frosco
suzlemantado con FES 10% y antibislicos, y se contaud con la incubacion da
las cilulas por 40-48 ha 37°C y a § % de CO2 con atmdsfera himeda.

Finalmente, lucgo de esta segunda incubacidn, las células fuercn
separacias de la placa de cultvo con t'psina y transfer'das a los raspectvos
tubos ce citorretra, paia su posteror andlisis en &l citometro de flujo, de
acuerdo con e! procecuniento descrito antericrmerts.



Determinacion de la intemalizacién dal complejo ADN-HAp

Para cuantficar la imtemalizacién de! compleje ADN-hicroxiapatizs, se
realizaron al moenss 2 voces escs exoormartos cada condicln ge morté cor
cuplcadc. Se ssmbrarcn [as células de los dos linajes ce inferés ya
mencionazes, an una placa de 74 podiios un dia previo al proceso de
transfeccion (2x10° células por pocillo en un voiumen 'otal de 500 ul). La
concentracidn de células sa determind mediante un conteo con una camara
de Neubsguer y 4 tincion con azul de tripan y se incubaron por 24 horas a 37°C
v 5 % de COz con atmbsfera Fimeda.

Al dia sigulenis, se Incubaror lzs mLestras celulares ya mercicnadas,
con 1000 ul ce lz suspensidn de nidroxiapaiiia {100 pg/rl) v 1 ul de ADN
(pCMVE-AC-5FP) a una concentracion ¥ pgful., marcado con 1 ul del agente
intercalante yodure de propidio (P!) 1 pgful, por 20 minutos a 4°C o en
ausencia ce uno o mas de estos componentes.

Para escs syperimerios se utilizaron lss sigulentes condiciones:
célaizs sin nirgdn Tatamisnto, calulas ncusacas solamerts con P, cslulas
Incubadas solamenis con nancpariculas, células ircubadas soiaments con
las nanoparticulas y Pl, pero sin ADN, células incubadas con el ADN marcado
perc sin las nanoparticulas y por Gitimo, células incubadas con el complejo de
hidroxiapatita y ADN pero sin marcar con el Pl; estas Glimas se utlizaron como
&. control negativo con el que ss esteblecd la intensidad de fluorescencia que
clvide las céiulas sin marcar de les edlulis marcadas. Las diferertas marsles
de ACN, Pl y HAp o an ausencis de uno o mis ds asius somponentss, sa
trataron en ‘as ‘nismas cendicicnas Sue o8 rsactives de transfeccon, coro sa
resums anteqdoments.

Luego ac laincubacion da 20 minutos a 4°C las células inmediatamonts
g8 incubaron por 4h a 37°C y § % de CO:z con atmésfera hGmeda.

Fasado este dempc ce incubacitn las células fuaron colaciadas come
se Zescribid anteriorments para su postedor andlisis en el Sitdmeirs de lujo
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2. Internalizacion del comolejo ADN-HAp en células Hela y HEK 203T

En nuasto trapajs previo, se utlizaron nancparticulzs dopacas con eurepic
para mostrar que la intemalizacion del eargo de [ IAp ADN por parte de fas
células en estudio, cabe destacar que dicha intermalizacién era hetercgénea,’®
Er otras palabrzs, alguras céiulas capturan més de aste complejo que cas.”
Mientras cue parz algunas célu as se chservan grandes cimules da particulas,
en otras hay nanoparticulas de tamano inferior y con una distribucién més
exiendida en &l citoplasma.®

Auque en lcs rasultados previos se logrd mostrar cue hsy ura
inrtemaizacién de 'gs paticulzs y que esta es helerogénea, no se & ming
cuantas célulzs kelz intermalizan hidroxiapatita. Por esta razdn, nusstro
tratajo complementa estas observacionas.

Seqdn nuestos resuitados, carz el linaje celular Hela (figura 1), se logra
obsarver una tendencia hacie un aumento <& a progoicién de célulzs
marcadzas, & cual represerta un 7,3% con respecio al control. Sin embargo,
se debe destacar que esta diferencia no es significativa. Esta gran proporcion
del complejo 'mtemalizado; lo cua! corcuerda con los resulfados oblenidos en
ensayos de misrosconia sn nuesira rrabz'c previc como ya 3e dessriclé,” ros
sugiere que loe Sajus rencimisntos de transfeccion cobtenidos con este
vehiculo génicc (HAp) no se debe a un defecto o doficiencia en la
intermalizacion, sino mas bien en procesos posterores implicados; como
podria ser la degradacion d= esle wehicule v por ende provecands ung
disminucionr en la ertrega del carge de interés.1?

En cuanto al linaje celular HEK 793 7, se ogrd establecer que en efecto
hay una internalizacién de las nanoparticulas marcadas por parte de las
célLlas; ya cue 2! comparar las céhdas de interés, es decir l2s marcadas
{Células + ADN + HAp + F j conira 1as céitlas control {Talulas + ADN + HAp),
se logrd observar un auments de 1,7 % en el porcentaje de células marcadas
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Conclusionss

. La sutofagia puede ser modulada para mejorar la eficiencia de entrega
da cargog y con =ilo obtenar mejorss rendimientos en el proceso ds
transfeccidn, aungue este efacto es dependisnte del inaje calulzr,

. La eficiencia de transfeccitn para el linaja celidar Hel.a aumenta con &l
uso de estimulos de! flujc autofagico v disminaye con el uso de
inkibidores, y para el linaje celular HEK 293 T no se observd algin
afacio significativo.

. Los rencimientos de trarsfectidn scn dependientey del tipo de
requlador de la via autofigica. En ol linaie celular Hel.a al usar tonin-2
se obligner melcras rerdimientos de *ransfecciar {efecto significative),
independienteimenia Cel vehiculo génico utilizado, an comperacion con
astimulos de primera goneracidn come rapamicing cuyo efecto no es
signicaliva.

. Se logrd determinar cuanias células intermalizan el complejo ADN - HAp
par parte del linaje HEK 793 T, No obstante, para el linaje ceiular Hela
no se observo un .neremento significativo en e, marcaie,

. Nuestros resultados sobre la via da autofagia v su relacién son la
efciencie de tarsfeciidn, nos permiten comprencer mejor asiz
dependencia y asl generar protocoos més eficientes: lo cual se podris
reflejar an una mayor aplicabllidad en dreas de interés, como terapia
génicz y la nancfamacy ogis.

51



R4 |

Farspectivas

itz 2e cenlnlr sy pers roaliam [ Tarsiescis SN ETESaNIR 18
gukadores de la suindes al suconcantrachir ¥ ol tioemne oo e hiadkr,

sd'comalrens, englzar &l efess Zo mgurasmes de b adelegsa
aepedietes C& bz proteing cusass G mIDE seome 2 et consiz o

|2t e,

et diz o ofoctn ac asfiver o M s auisings oM 8 nivsl de
espeties rsaclvay O oxigero (TION) t2.2 cortponar 8L 2osae alours
wAGe sor 8 elokid o 1orsfecsidn observady en ios inalss
corR o artadn

52



Referencias

1. Gao, J.: Xu, B, Aplications of nanomatariais Insice cells. Nano Today 2009,
4, 37-51.

Z. Mann; 5. Life as & Nanoscae Phencimenon. Angew. Chem. Int. Ed. 2008,
47, 5306-5320.

3. Goosmarn, W, Fedelmann, C. MNancpariiculate Funciicna Materials.
Angew. Chem,, Int. Ed. 2110, 49, 1362-1365.

4. Horkoshi, S.; Serpone, N. Introduction to Nanoparticles. In Microwaves in
Nanoparticla Synthesis, Horkosh!, S., Sempone, N., Eds.; Wiley-VCH Verdag
GmbH & Co. KGaA: Weinheim, Garmany, 2013; pp 1-24

£. Mailtinder, V.. Landfester, K. Interaction of Nanoparlcles with Caells.
Biomacromolecules 2008, 10, 2379- 2400,

6. Salata, O. V. Applications of ranoparticules in biolegy and medicine. ...
Nanocbiotachnoiogy 2004, 8§, 1-6.

7. knhan, |; Saeed, K.; Knar, .. hancpartidles: Properties, apzlicaticrs and
toxicities. Arablan Joumal of Chemistry. 2019, 12(7), 908-931.

8. Abcullaova, 7. Synthosis of Nanoparticlaes and Nanomaterisis. 1st ad,;
Springer Intemational Puslisning: Cham, 2077

8. Khaaf, A. K; A, S Y. Roe and implicatiors of nancdiagnostics in te
changing trends of clinical diagnosis. Saudi. J. Biol. Sci. 2014, 2%({2), 109-107.

10. Chacdn, A. C. C. Transfectién mediarts vehiculos génicos basados on
tidroxiapatis: sficacia v efercios sobre & t8fico irtraceular. [ess de Maestria,
Univeisided da Costla Rics, 2019,

11. Hikaireau, H.; Couvreur, P. Nanocarriers’ entry info the cel: relevance to
crug delivery. Csll. Mol Life Sci. 2009, 65, 287386,

53



12. Chawdhury, E. H.; Akaike, T. A bio-recognition device doveloped onto
ranocrystals of carbonate apatite for celi-targeted gene delivery. Biotechnol,
Biceng. 2008, 80, 41442,

13. Pedrzza, E. T.; Bauset, C. D.; Mckes, D. M. Naiea, V.. Gburack ...
Barralet, E. J. The imporance of particle size and DNA condensation salt for
calcium phosphate nanoparticle transfection. Biomatarials 2008, 29, 3384 -
3362,

4, Garcia, G. M. V.; Reyes, G. J. La ridroxianatita, su importancia en log
tefidos mineralizados y su aplicacion biomddica. Tip Revista Especiaiizada en
Ciencias Quimico-Biolégicas 2008, 9(2), 90-95.

15. Riveratuficz, E. M. mydroxyapzite-Based Malerials, Synthesis and
Characterizztion. In Biomedical Engineering - ronfisrs and Challenges, Fazal,
R., Ed_; InTech, 2011

16. Warg, X; Zhang, L., Liu, Z.; Zeng, Q.; Jiang, C.; Yang, M. Proding the
surface shructure of nycmxyapatts thiouch s interaction with ydroxyl: a first-
principes study. RSC Agv. 2018, 8, 3716-3722.

17. Sadat, S. M.; Khorasani, M.T.; Dinpanan, K. E.; Jamshidi, A. Synthesis
methods for nanosized hydroxyapatite with diverse structures. Acta Biomater.
2013, 9(8), 7551-7821.

18.H4i, J.; Wang, X. Hydroxyapatite nanocrysials: collzidsl chemistry,
assemply anc their biological polications. Inerg. Cham. Front, 2014, 1, 215-
225.

18.5hi, Z.; Huang, X.; Cai, ¥.; Tang, R.; Yang, D. Size sffect of hydroxysoalite
nandaparticles or proliferation and apoptosiz of osteoblast like cels. Acta
Bicmater. 2000, 5, 335-345.

20, Chan, L.; Mcorate, J. M.; Lee, .. C. M. Li, H. The role of surface charge on
the Lptake and blocompetibility of hydroxyapatite nanope:ticles with osteoblant
cells. Manolschnoiogy 2014, 22(10), 1-10.



2 CUE WL 0 O Rt R 3., Cover, 11 M0 DR, 1 Donaidson, K
Froudiool, Lo Guy, K- 8tera V. Ihe moast o o e wanopertiole sofiee
TSy 21 size oo apiaks ord oxicy Toorunre reocstae oal hre
toxici, A, Phenmaces. 2008, 25035, 4 477

22, Chiawer, A, G G, Cergderestid- de ung colsscdn e rangpsncuias Lo
Ldrexaneiize con diforersns proplodalvg esmenrnos s veitles de
Perslscc o v marcadofes 08 crooessa spdocions o df¥sranles inajos
galgen, Toas <o Losrdatura, Jr versidzs g2 Cosiz Hiza, 2015

23, Monie bers, 8 ; Tchevania, 18 Yoaters, ¥. L. Jleciolyis cre-pot syntnnsiy
oF Grovg N ranchydrseyapaivn. O $uih, Sal, ZILE, £81183, 9255 5760.

|3

24 Toreminga, L b F i rosymperdias **'m*‘ﬁ'::g'#ptry prifuace sigleg exfor
regamaran Fota ms, Molnods sazvmcd. 2014, 247 &7 5.

,. I

CE=pasla, B OB Santosh, Al Romaes, RO G Narava, 8., Pvong. b L
Ho, 4. 7., 1 ax, V. K Cartenransiobe-wdrosyepst 2 rancoomineain o DA
wonpexaton. Meier. 8& Frg, © 2008, 2¢0.), &4=U5.

28 "Suesa, M Yang, W, Aoy, T, Ukars, A, Kahg, k. Synthes's of antbizts-
eaced Inernovus Mvalrssynnurite B ooss Dy voou e eeineT 2k IF ¥R Lug

B eas2 tasting. Hlomatosnts ek, [0, By 516

27 KL £ caemeire < H Kan~ala s so ransfestior tho prassit 2 P
s, Anar Areanel L 2049, ST 313802,

22 Theng Y Wouvend; Wal Y. bBua Y. Resent advanties Bomicoruidiz
a0 ghg e sl Meslysionl sharacsrainn Lab Thip 7043, 13, f46/-
Pl =3

29, Chon, WY Lis, MO8 Lin, P =5 Tawd, ™8, Charg, Y. Vamumets, S.
Sthecios of e e aotorn mecasrism bebwmar sig e svanl sro wousle-siany
DA Wit ~drexyasatis by wioneedorrwtsy end sntharn rastiramaxs
CORONER SATRDIR A PNGERGIham ma Aep SGBT, LR P TE-P03

=]



32,040, D L J Whearn, ML E - Sogas; U Dene, . Huaay, L Runme, P
N e, © Nesostustasd sakasT shosshetiss (Namplarsy for por Vi
g Aivery, I luerce o8 syNnes’s Tararnin s o1t eneleclion elic endy.
Srrysatorids ZRUT, 238, T 287 1979,

. ardar, Mo Beraflar AL Worn, B V. Ianstest ) avemeseliar ool
cpimreztior o ortica parzeewes affecrng waciam yroephate e sitale
foemafcn, Saeans Acls Res <938, 2404;, 208 42

320wty E 1L pHesersiive nans-ovsie’s oF carbonadn £atita for it
and &0 baaoe s taraent sailvery, Expart Culn D ooz, 2007, 4325, 35—
BE,

3. Chowanury, = K., Akslke, 1. Hig» pesermancs LNA rars-cemiite of
spenae apter muolols Tecors rooegdston o zakickh sylness and
renstecion eficionsy »il J Namamedioin 2507, 2/1), T01- :

a0 Camedhary, = — . Banuyama: A Keng, A aageeia, M Ketaka, Y
dices, ©; Aurcy, M, Aks'<s, 1. chsensrg nere-antas: of catonala
aohte affectic o inttatsingr delivery smd eesse of ZNA “or effcent
exprasss s Sarmalon oels Geng 23S, ITH Y -3

345, Karmio, = Scsure, T Hoelushl N, Yerashiz K., Naga | A, Tre amesior
guicss modificaion af rydmyanatioo nerdoa fels on gene delvery. J
Bomes, Marer, es Feri A, 2008, 0700, 51 66

35, Trnadnet, P omoungue, N Matbon, B Bore ool transiectior ir Ussae

safce pEing Cydrexvansie mieroparkdon, o Diped, Malsr Res. 20068,
T8Ez), 225 248,

37 Minsime, N Adtsrbacy: process ans LnLon. Genes Dey 3097, 71,
PEE1-PR73,

I8, Kaug, B\, Debralh, [ Accphegy & de omssesans of satabelism ara
antheiarm et S M Gt Ripe 0A5, “H, 467 472,



29 Vur, = <5 do Y Ha Km s Snin Y K, 8.5 Srel L B Rolesof

Autesnzay In Ohiczave Stess. it o Mod Sef Jadt, 20 1 27

A3 VisErss, J W, Calzz, o laissane, N, Senestence, 2poastisis oI
amtgprugy? When 2 daneged 2] mas decde BB osslhra aminie
reviaw. Gurogrtotgy SO0E, 54, 57 .

45 hponn, ] Righandsor, 8 & W Crdonytonia and infrace’clar Teafickng
ab Galawave Yoy erarescne Delvery, Opportoaes st Chalerces ol
Fraivn, 2012, %, 2380 24807,

2. Lovsy, By de Toll A llofmeyr, 28 Defning ord veamitrg
waipkegosoms N omacopt ard ooty Lufnonagy 2078, 20115, P0RI=
e

<3 Eram, T8 Adinashaink, FOPL G ML R Auloprany and psasormal
dysivactor 25 emamging mestanisms of carcmatera ety Pern G
Tkl 212, B 200 1 15

45, Fastamon, WL L Caspor, 1. 0 Geeingor, W 3, Ghandebad, =
Nesgonriclo uotaga Tha phegotyte sobers. Nane 7oday BAE, 0(4 ~47-
E40

A% Taridn, Sy Uone, 7 Kemieawl €G3 ang Acrozkagy. eihods Mol

o, ZUl8, 44E, 77-8a

13 Zidie, [ Jumiz, €. K, 288, 8. Mamieatiae Vaegol 97 Basgimsit Invibiton
ard Mysehaearn 3uwival A osetupiae i Mudre Masrcphages, MU
Hiackers 2094, 1540 10

A7, Ttan, M. Birezan, A, Bonjam’s, 50 vaiassow, 00 linas Ao Maoimlw;
| acksn n ALK Sastre, O, £, Zakerd], £ T GVZH0SEK s gz asinguakes
muiime, malionanes ol aunokigy oar autcchkegic osl desh curng
Mfhorrs A rlector. Yiruiogy, 2074, 453, 475780



48. Yarg, Y.; Hu, L.; Zheng,l . Mao, C.; Hu, W ; Xiong, K.; Wang, F.: Liy, C.
Application 2nd interpretation of current aviophagy inhibfiors and activators.
Acta Pharmacoi, Sin. 2013, 34(5), 625635

43, Rubinsztain, C. Z.; Gestwicki, F. J.; Murghy, O. _; Kionsky, J. . Poterdal
therapsutic app.ications of sutophagy. Nat. Sev. Drug Discov. 2007, 6(4), 304-
32

50. Tanemurs, M.; Ohmura, Y.; Degucni, T.; Machida, T.; Tsukamote, R.;
Wada, =.; S Kobayashi, S.; Marubashi, 3.; Fguchi, H.: lte, T.; Nagano, H.; Mor,
M., Dokl, Y. Rapamycin causes upreguiation of autophagy and impairs islets
function both in vitro and in vive. Am. J. Transplant. 20412, 12. 102-14.

51. Kim, D. H.; Sarbassov, D. D.; All, 5. M.; King, J. E.; Latek, R. R,, Erdjument,
B. K.; Tempst, P.; Sabatini, M. D. mTOR interacte with raptor to form a nutrient-
sensitive complex that sigrais to the cel gmwth machinery. Cell. 2002, 110,
163-75.

52. Hzrtford, C. M.; Ratain, M. J. Rzpamycin: something old, someting new,
somretimes borrowed and now renewed. Clin. Pharmacol, Ther, 2007, 82, 381
28,

53.You, T.W; Hu, L. T. ; Guarghou, 5.; Caantal, 3,; Ging, H.; , Markus, R. W.;
Choen, N. O.; Pattice, C.; Han, M. S. Dual Role of 3-Methyladerine n
Modulation of Autophagy via Different Te:nporal Patierns of inhibitior: on Class

| and 1l Phosphoinositide 3-Kinase. J Biol. Chorn. 2010, 285(14), 10850~
10861.

54. Shmioni, C.; Cani, A.; Martelii, M. A.; Zauli, G.; Tabellini, G.; McCubray,
J.; Capitard, S.; Neri, M. L. Activity of ihe novel mTOR inhibitor Terln-2 In 8-
pracureor acuis iymphoblastic levsmia and it therapeutic potentia. to prevent
Akt reactivation, Oncolarged. 2014, 520}, 1003410047,

£5. LIy, Q.: Wang, J.; Kang, A. 8.; Thorgen, . C.; Hur, W.; Ahmed, T.; Sabetini,
M. D Gray, 8. K. DUiscovery of S4{6Amincpyrdin-3-yl)-1-{3-

58



frilsororrethby izheny Yeares ™1.6] reahthyvidin-o{it R oes (Ton?) o8 o
Fotent, Seestive, 2+¢ Oy Awniatle Mawnabas e of Rapsinyoin
GrTORy Ik g fo- Tresbrert of Cancer, Journal of Megional Chemisty
RVIT, Galh, 1473 148D,

a0, g, G Warg, X; S 2 Tel M Wi, 6, Par G T2 cees mIOR
whititer 1oy edunne 2 tephngy sed dovrveguanss tha axenmssian o
JAH e suprress vezatocarciroma o8l orawilh. Onoalogy Hleporfs 2415,
344 170R-T18.

a7 Blemicadn, B F Weaeas, 1) Schalars, ., P Vieaine, 5. 1L Mel'er, A )
1@ pheseaiiiyiessite & dnese rabigss woitiraar'r 300 Y IpA002 rhbit
s toolagy in leckated At e oyiEs, B, J dinchem, 1687, 243, 240-214.

ZEXmel Yavus, O tas M 8 iferartia saoule=ry fretions of thes
Tassos O prosphtaday rosiol ans phoes oocends 2-kinsses i auzphegy,
fuoohingy 2015, OS5 71 3746,

SG. U, T Thurg, Yo Faang, Yo YL, G v, UL Thang, T Oren, T Han, 8
aer G, L2 i miniters of Prcsphatiovanasie 2 Hnases aemots Yiotc Cal
Deab i Hel 2 Ce'lle 48 DR 2097 7i1) "1

U Wakes, 1L =i tatord, = M., [hatfsic, ), Stephors, oo Hewkios, I %,
Wy, DL Ve Willams, o AL Susum Ssleii s of Paosominceiing
Kmasa it oy Wotmeran, | VEELRR, Cuereatn, Mydiczie, 2ad
SRRUMSIDIIME, ety Do 2000, 214 208=212

07 Yegushl, . FLek, Yo Kaskrizy, L Yosing, —; Watsuro, 7., i;f-:::.-i:a, H,
Himanes, 3, Ysaowasad, K Yemor!, T, Anfinenes Aoty of Z8THS?4, 7 Nre
osphatdyinea il 3 Jrase v sty Jourmad o the Mafions) Uancer istiiia
DL, SRE. b4h 550,

g0 wskre, P Daugbines, N & Warld, O, Sikai, S Suawarann i, A 1L
AN Menddhaya, H Cheovory oF ar airophagy Irhibions fvouage = rige-
rroveikpar soroan Righlgnts masmzutoznagy 28 2n owslrionznly corssves
FTOCB5S A0S 2 eUlanyahis Kingnems, Aaoatagy 297, 1UHE, 1856 1072,

LS



53 1%, Y. B0 Sabstr, & ) iTOR 22 the rexes of roiinton, growl ™. agsing
aiy dizessa, Nat Rav. Mol Sal By 262, 7714, 'B3-203

B4, Kim, S, GEn, L mTOR: £ shorravolngi: wgsl o autep™
ngdetien. o, Gen, rveyt 2918, 125{7 ;, 25 32,

a= Jaow, M S 1 7 = Resarvein asd Wi digan mirten 4 Chovs
e PR 7 27-05

G2 Zhorg, X0 T, T i W Wang, T ViodutsT g Poivslex Vediatsd Cene
Transiectior sy smz HMolesuio Reg ratars of Auupagy. B Phern 3998,
23 RAZN4T.

a7, Hchers, B aldamzl T W whalbend, M Thormas, = @ Jeforsss ¥ [ var
dar Rooac™e, L Fowol, P K., Kosteralos, <, Wiletad, 1. AJtophagy and
1 ormgdon of  mdlovesicu ar Auaphngesninss Friw'de o Janier Age et
Norvicsl Sens Dsdvary, Auiconagy M3, sit) 427 882

g3.4rall, L A, Kogure, 'K AcE, = Farzsn ma, L Upiie paltways o0
suisequert el dur re'loking inronwind gene deivery. Pharmnons. Rov.
S, E8I), B &4,

53 .Szkzy, G, Alanrova (3 Y Kﬁhﬁ:‘ﬁv. AV Frraeytons o7 rangridiciies,
Lontey, Helsass M09 1A0[8), 185~

70, Pewnshaed, K Yarsiar, 8 B lors, = FEraccirars, K De Sowl, S
S0 Semmeester, J [ Sesnel, 8o Expaiteg SUinels Nancozte e Texicty Tnd
Fron oG Conn 57 Navs panicle nuusss ;t:‘..:;l*ﬁgy i Rlomed cs Hssaasch
Crevnioet Ravioss Whis, 114710, 758 7200,

il 2o 2 2ngng W Py, J . Sheng, B Fea~g, 7 Wel, Y. Shon, Y. Dang,
X, Xz, B, lin 1 Moniorng a.bprege Fux oy 2n improves farcerm
feoesgerttagged | 0E ([ agRFP vWassod 50 maveals Ut M- doso
ranemysin mpaits autconagis Tix ™y canzer cells Austoshagy W0NE, H{E,
12151076,

&0



72, ousdong, W Yaerner, T Hsile, W, Pa, 2 Asovhegy promotes
degrznating oF Dolvelyengine sl nate rarsratcies wo oandotiwal
procenitorcels ol ¢ Narnomedioae 5017, 72, 388" B88/:

{2, Sarramitan, L Larson, A Ko Punary, A O Andreser, T, L, Yog iy, &
K. Fekicston syiotoxisty: & deloata mallss o0 nide s e Tharapy—-Tnls
pa yitryisnTie S48 Maiy, 2010, 8173, 40014003

& warg, T G Wang, A 7 apintics ard her appliceore 1 cel arn
rolacvlzr sicogy. egr Ml 3004 49("}, 6 26.

TH, Borgeves, G. A R Pavie T de M, AL Gang Nemsyt olvaties,
thalenges sof cespeci ves, Sasfors 20497, 15{3], 360 575

fiHozaén, JroeRs Vi JomdEn, J Terazia gsrica vertorss da oxprasihn
Cigerr. POU3, 278 100708

Y0, J Y Kom, f L Perk, RS Yhen, £ Y Anovendaw of sapmmysin. 7Tom
diszovery 1o Tibre perspedies  soumal of induestne SRradesiogy &
Biotechaomgy 3216, 444 55, 030 L8

T8, g, F. R Whitigern, LW Mag . G Davs, P T, This wpcrarce
of narcoaricls shane rozncardnug dalvemy Feoert Galsion an Doy Dolfasry,

7054, 121} 128 1&2,

.00, %, Ng, 5., Horg, 3. 506000, Va Lo Tan T.7. Y Ng, K W3 Loy,
& O J Owotoor'ety of aydroyapatte nancpattelen 8 shane aodl el
zapardert Archives of Toxiconyy ZNE B7(E;, U5 ih2

6 Beter, CWOLESAFL Ton Y. S Yaah, ' L Yie ML 2L e ralzation of
Asrovasatte tanenerT s i iver cancar 08'ls. Jouner OF Marerisis Soeage;
Matensls m ffgtioim 2007 1203}, 1081 084,

R Vi Awere, 7 Yaraan, T, 7o Shalcreng, Zo T, Lo Ke-ohas,
£ Crargzanstics of urztonzlized rers Bydraiye 2atits and nleralizstion oy

Fuwen spitslie osl. Yerosce’s Meseson Laliers 2091, 213, 13,






Pkt it

AT EC

Lo P

20

1.0

0.0

4.0

e
a3 s
E crii~g
o Tt
LT =
e L
. |"\_—:|

|
AR 5 0 el lelice Talsl
Hes 0 T5el D00
LEL SN Sy
Trat T 24, e ik
ZRIE L 2 A AETFy )
geosiduals 6 3A.5504
Higne . codas: o YRt oo . or 'a' 0 6.1 1
b, ResFroos del e Slsds de susm b i AWOA s R ransisncstn ol b e
Hipl 2 or cesarya de estir e ¢ Irhipkiores de Suie aukSigico Baie A maesds do
-y
R CEI Y S e,
7
i
i
L T it P I P el U B | i
i
i
PP HE W P Wil = [ : 3
'
'
H
Ml =T W T e A Y - ' E ;
H
'
. ; H .
| P H 3 e HA T e = £ : 3 E
H
i
i
H.'H.H-.q.'.-._.:-_‘:.-_.__:..:.ﬁ.f—" g = ! : }
i
|
[LT] SN B SN TR WESPFT VS S e T i ) _
T - . |
- o 2 4 8
s SEg-Nadagx o revgsin powt=hing (pauskr Tukey s b ceralend e rgie
= @ e e o est gl w iR oo Bl bR L righcedy o

ol

i)



uims v b=

2.0

- 30 IS ] i v
o 4

R o LIS T S
- b o) g g

analves s of Yarfance jable

kesponss - bhack.p

of um oy MuSn S F ovaldl o)
rral. g 1 2,480 L.7BISE 0. 6Q65 O G347
B . P 2 2.2 1.N463E CLE757 L4624

-

Aduels & FoEL43 L. aegls

Flgurs <5 Resulzdou 96’ 2ndiieds ca soran oy y 22! ANGVA paa |0 Suinfeccon 92 inge

caldor el 2 en presanca de e mulos @ inhibilseas del B 2 nofEcion Uago o miuus do

1

ARk Rl

e T
m._.“ hl"ﬂ: 1#‘1"‘1‘“&

Rialys 'y oF vardante (able

Respwme: hock.h

OF Sun Sg Moean LC 0 vaoae Prss]
o 4 N 3 1518 5. F29 FE LA T ¢ R AT
B .2 2 o4, Bl FUIR0E G868 Do Ald
pestotales 6 432,896 A.360

Flgiura 14 Resutados dol ondlisls o supuetion v o6 ANUYVA 2o & ranefesodn de Teds
celida molz en prpsencn o8 s87wie & rhibicores 2 A0S surefig o 261 8 mElGoe co

o
e,



e e

-
p_— -
P
-*-'-
—— T
[ o C - o4 =T
i, - 5 ¥
g . —
g E a
- L
"
9 =

S
s~ g

analvsis of Yariznece vahle

o L@ 5 M2an S F value eprlss)
tr ot T FLoRTR T.AZ0 0L 27TAD Q.eGRs3
FNDR" 2 OFRG_A0T 139 Sab yLELY O LEASEE
restdials & AS3.6G0R L3, B0

Sigif. codun: 0 "eemd 00 Y4 gl YT 05 ple " P Ry 1
Viewa 1Y Reguiedos day arélie's (8 supsaston v de ANDVA neoa 0 ranshoccin aal fida g
seluer FES 233 1T on prezsnsa g eetimucs s mhibidires cal 6 2 st aa'se bao of metode

dg SnslFse,

EF Fobe T [ 3 S

1.5

=F
L

o
=

0.5
E
I
o

1.4
1
=
-1.48
F

5

A s weTwcimis
E i Pl LA iy 508

A S BT o ranse Taoio

RS ek g

CPET. D 4 Sl
FEDEF. D 7 1A 4EE6 T.944Y bMqET O US08s M
oy Tduals & FO1asf inrs

wigndf. ciwlns; O fwRsd 3 gol e Al L & g3 53

e i Resulbsdos Odd and iss de siponslss v oo ANCYA pare o mnefadsdn 28 T

sel i VES 723 7 an sessenciy os ssthm.ass € n'tidores ds! o a0 oty et Dap Al miaii

de el



e 0 Ll

- “ A

n H. ik

o7 o o

o 0 Q] “u.r-"i

rle i »

=] - - .

4 e i —— e, a -

s & B

= . L 4 oy

4 [ of e

4 | ’ . &

f T T T T L4 T T T T T I

¥ i u L 5 4 U4 3 i
s e s
et el R T
Aaiysls of varfadnce Tasls
EE"IPG‘.‘.’ - | ] T A |
JF s.¢ B4 MER S3 K owviiue Fr-s)

T B 3 0. 00 S. 3003287 4.72ES G 0fuos
Al b E  G.0508Y 9.01%5435 Q.15 9.83.73
R luuals 8 O.4BIES O, UBOR4 X
Signdf. covips: O TeEwY g 00 SRt goddl ‘vt 0008 Y. Ol 1

Pl 18: Tes badon del andiisls s supdasios v de ANCOVA para |8 yansfaccion Jo Neje

cerullar HEK 253 T 1 presencla de eatlinidos e nhibidorss
cha A,

e ks i

i

a8l método

g o i e FeM
o - N N g -3
(S " gt
= ot -] P L] 3 2] =
i . H s o v ra
AL = e o ¥ =
e "f’\h"_:ﬂ\‘“\ T
l"E 2 a5 0 9
e " & o & - .‘;'
o @ L] o
- Bl
b | (3
T 1 T L] ] ] ] I I L] Lj ]
3 4% 02 M3 43 1= IN -2 A i 1 2
P s T ety
it e - Tl s TP - Td + Fag
Ay in of Va-tance Talle
Respoatis: . POS
of Suom Sy Aedll Sg F value PrizF)
i 1 G AT .0 253%. U IR B Bfle-14 Ane
5 1 o T APLO.T7 1336.90C 34 827 & Fole-(fy ak=
fecidugls 46 4120.0 83,57
SignT¥, chrdes: D eksd g A e gogl et 0L0s R0 i3k
Shpure 20 Heshecos ©o amble s O Ropueston vy o8l ARCYA o e IP%enalisaciin o

seeniesio ALl Loy pov pace el linae S el s meckems ur 0o

suadracos pesidos.

de nlinos

56



Zimul czneocus Tes:s Tor General Linezr ibyypotheses

Mulvinls Compariams of Mours: rukoy OEerasTs

Fio: aov(Tormle o« PUs = 113 -~ Bk, dovs o s, welighcy o geso)

Uintar Hypitieses:
estimare »rd. £rror t value erixfz])
3. 4GB/ i1, G214 29 .43 < 0.0 e
0.15124 0.15802 L.ogg LS EOudd
b 4T 5 Do Nedds 2,330 012G
1. 38922 . 354159 3.2814 2D.0C4G0 ww
D.78388  C.51 1.520 0.66408
£ 59040 T ] .82 D.OH80G .
-3, 20562 (.563081 -4.228 <« ©.001 =
-2. 68200 G.GRIA8 —3.u37 D008 e
=2, L8785 D,72438 2,842 ©,Ci481 .
T LT GLOGSEL -%.305 0.Cilyns »
S 4404 e L e v L. 055% 0.5736%
0.82362 . 29660 Z2.085 (.91es1
1.23778 1. 38358 3. 227 Q.07A414 =
4 53454_ 0. 50577 ¥-355 Q.d239%
L T gy 2 772 LofsT2 L
C. 82438 T. 45350 1. 239 {.TRZSE
[ o | d.u588EF 0036 L 00000
7. 82504 3.05159 2564 012117
=0, E3314 9.62715 -=0.3962 D.94173
7.2018s 1.00678 2.34a Q.18543
7. 8OEC3 3.08609 2,279 0. 13C%

KU P Hy AL T -
ADN-PLetl  ACH-FLb-
ADA AXE b AUN L |-
AUMFET- A - AN H-
AlNFT4rd= = AP T-H=
ARSI = A PT b=
ALK SR - AU P
Al - 2T4bE + RH-PT=H
ALl = ALN=FT=q=
AOR4PI4H= = ACSL PT=40
BIMP Lt = AH-FZ-aA+
AN PE+Hy - ALN-P_4H-
AORPT AR ADH P

AMMLPTI4H= — ADH-PI+H-
"ADNEPISH o AL A -
ADNEL S - ALW-UIiH+
ADN-FZ4H~ - AUH-FI+H+
AUNCFZHN AN 2T
ALNGFLAH - - ALKIPTI-HE

Al -OTEH+ = AUNEIT-Hi

R TR = AL AT -

“Hgnif. codes: O "aw! g oe et ooy fef G0y 'Lt G VTR
{adfustad p values reported — s'ingle step sethic)

 FEEEEEEE RN RN NS

Ao DO oSO NOGBaonFG

-
-

i

Figue 29: Feausoon dal sndlele posthnn [cuete Tukey, pova la 'miemalasiin dal
corrplan ADN—AAp prpe e |iam o oE Hela,






My tiple (onparisons of Mzass: Tukpy CORLTJLYTS

¥ aw{Turmala

cinaar mypotheses:

GL bl
SN -FTAH

A

PON-TIMHE -

AL EPT i
AN P Lerm-
ADNE ST
A -DT41-
AT <RI+t
AP =t
rlnd P T4H-
ALK FTim
Al PI
BLN FI- 1
BON LS

B T
afsiby 4L H
S FIIH

Al P L
AlnB T4
Al PT4rE
Al E T4+

-

-

simeltineous Tests Tur Gereral |iinwar lypotrrses

PO - fTET + CXp, dora = bate, w2ights = pess;
ssvimaie Sid. Erren € value sri>iT)d
ADN -Fi=H- ==~ 1} =2 8357 R | P I e S e~ |
ADH PL-#- == 1+ 0200 3. Tkt 5.4%5%8 -2 0.0 ¥
ADN- EI-h- == 0 -0.1267 2.2y .08, .20000
ADH PI- H=- = € =2.7323 LG/ 00388 0 76RDR4
AOWETat= = 1 22 W3E0 256 .48 O CiF215 #=
FOR-PI-H= o ) =10 R 39Ay 00546 D SShRL
ADN~FL=e == 01 1% 75K Tediia BT <05 wer
ANN-PT -t — o ] n.72e% T A4 G Q2017 ¢
ACH-PT.-4H+ — & -4, 0840 N.498 -0, 180 {1 G3359
ADM-PI =18 = & X5 4720 A 05N 5.836 - 0 OC) mw™
BON-PI<fte == 0O 1. 55493 .5k 301405 304333 ¢
ADN=-FI:H- == 0 <17 Z3BL AN /4 =ruids < DL Yew
ADN=PTHii= = 0 =39 8500 2.3998 -n.A53 <€ D007 e
EDR -PZIH- == ¢ -4 JEi0 T ZEID =1o434 O HIdISH
- AOH-PI{H- == ¢ -13.14581 . 4008 =7 _SEL = ), DR ews
ADN PIity = U -£4.3960 O.6b% ~1.800. . 00F5F <
- ADH-PI4H- = {} 13 5/cD Ao x0ad BoheE = G0 v
o EON-D T e =0, 24 4 CoEFEAE  =1.A408 Lo sERTD
ADHEPT -H4 == O 215 0Bl dosAdy fi.hoh - O.0001 wew
ACHSPT =l = 1@ 7 Eu4d o AUSd L.08% G.O0AGC A=
ACHET 4= — 7, =13 4143 L. 445 -RISE < DUNS] 2w
sienif. codes: @ Ce*’ Q0L T LoDt Y o000 Yt 1
{ACTUSTOD P Vo Les reput ced = s #-sien met e}
Flgeow 23 Zea,tidor do ordlas pogt e (yishe (ukswd pord b infsmalizac &0 del

combieis ADN-A80 sor fovin dol Urajacsiyer HEK 283

£3





