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INTRODUCERE

Chimia supramoleculari, cunoscuta si sub numele de ,, chimia de dincolo de
molecule” se bazeaza pe studiul recunoasterii moleculare si al asamblarii inalt-
ordonate, generate de interactiuni noncovalente sau covalente reversibile." Tn anul
1987, premiul Nobel in Chimie a fost acordat unui grup format din Donald J. Cram,
Jean-Marie Lehn, si Charles J. Pedersen pentru ,,dezvoltarea si utilizarea moleculelor
cu interactiuni structurale specifice si inalt selective”? Acest eveniment a marcat
aparitia si recunoagterea chimiei supramoleculare ca o disciplind importantd, de sine
statitoare. Deoarece sistemele supramoleculare sunt construite din blocuri structurale
legate Tntre ele prin interactiuni noncovalente, ele pot prezenta sensibilitate la stimuli
externi.® Acesti stimuli pot fi lumina (materiale fotosensibile), anumiti agenti chimici
(de exemplu metalele pentru sisteme cu metalo-selectie)®, temperatura, pH-ul sau taria
ionica.’ Astfel, prin aceasta caracteristica de sensibilitate la stimuli externi, materialele
a cdror obtinere are la bazd principiile chimiei supramoleculare, prezintd caracter
adaptativ®, caracteristica ce largeste si mai mult domeniul lor de aplicare.

Si mai fascinant este faptul ca prin chimia supramoleculard se pot obtine
arhitecturi greu de obtinut pe calea conventionald a chimiei covalente clasice, care
implica etape de sinteza numeroase si purificari dificile.

Dupa doar 50 de ani de existentd, chimia supramoleculara a fost indelung
utilizatd si exploatatd in domenii diferite, incluzind: dezvoltarea de masini
moleculare’, senzori moleculari®, obtinerea de sisteme pentru absorbtia gazelor,
catalizatori chimici, nanoreactoare’ sau in eliberarea de medicamente.’’ Chimia
supramoleculara este asadar o disciplina care transcende un numar mare de domenii:
chimie organicd, chimie fizicd, chimie coordinativd, chimie macromoleculard, stiinta
materialelor, stiinte biologice si multe altele.

Obiectivele cercetarilor in domeniul chimiei supramoleculare implica
numeroase si diverse clase de molecule. Cele mai importante dintre acestea sunt:
metalocicluri si metalo-custi obtinute prin chimia coordinativai metal-ligand,
nanoentitati pe bazd de carbon: nanotuburi, grafend si fulerene si autoasamblarea
suprastructuratd a acestora'?, gazde moleculare care contin legituri cu halogen®®,
cristale lichide', hidrogeluri supramoleculare sau vectori nonvirali pentru terapia
genica."

Din cele enuntate pana acum se poate concluziona ca datorita caracterului
reversibil al interactiunilor ce stau la baza principiilor chimiei supramoleculare, aceasta
are un caracter dinamic.

Reactiile care pot fi utilizate in chimia dinamica pot fi impartite in doua
categorii: reactii de schimb — care implica substitutia unui partener de reactie cu un
altul, generand acelasi tip de legaturd, cum ar fi reactiile de transesterificare si reactiile
de schimb disulfidic si al doilea tip, asa numitele reactii de formare, care se bazeaza pe
generarea de noi legéturi covalente, cum ar fi reactiile Diels-Alder sau reactiile aldol.
In anumite situatii, aceeasi reactie poate fi incadrati in ambele categorii. De exemplu,
formarea bazelor Schiff poate fi considerata o reactie de formare a legaturilor de tip
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imind i totodatd, o reactie de schimb dacd in sistem existd doud sau mai multe amine
sau aldehide diferite (reactia de trans-iminare).

Mai mult, Tn acest domeniu al materialelor generate prin chimie
supramoleculara dinamica, chimia formarii bazelor Schiff reprezinta cea mai utilizata
cale pentru obtinerea de ansambluri supramoleculare dinamice, cum ar fi: cristale
epitaxiale, microtuburi, molecule amorfe poroase, filme cu proprietati de autovindecare
si multe altele.

Teza de doctorat intitulata '‘Structuri supramoleculare complexe cu
aplicatii biomedicale" este dezvoltata pe trei directii ale chimiei supramoleculare,
dupd cum urmeaza: structuri supramoleculare dinamice pe baza de chitosan, vectori
non-virali hidrofob-hidrofili si sisteme compozite de tip PDLC (cristale lichide
dispersate Tn matrici polimerice), toate constituind subiecte de actualitate in cercetarile
din domeniul stiintei biomaterialelor.

Teza a fost organizata in doua parti, prima cuprinzand date de literatura, iar in
partea a doua sunt expuse rezultate proprii, fiind structuratd in cinci capitole.

Capitolul I prezintd date de literatura privind stadiul actual al cercetarilor in
cele trei domenii abordate in tezd, iar capitolele II, III si IV constituie partea de
contributii originale.

Tn capitolul 11 este prezentati obtinerea si caracterizarea unor structuri
supramoleculare dinamice pe bazd de iminochitosan, fiind structurat in doud
subcapitole aferente celor doua tipuri de sisteme descrise: (i) filme de iminochitosan si
respectiv (ii) hidrogeluri de iminochitosan. Ambele subcapitole debuteaza cu o scurtd
introducere in care este subliniatd importanta sistemelor obtinute si care contine o
argumentare privind modul de abordare al subiectelor, noutatea adusd si respectiv
alegerea componentelor in obtinerea sistemelor pe baza de chitosan. Atat filmele pe
bazd de iminochitosan, cat si hidrogelurile obtinute utilizand chitosan si acid 2-fenil-
formil-boronic si respectiv citral, au fost caracterizate din punct de vedere structural,
fiind pusa in evidentd formarea legaturii imind, responsabild de anumite particularitati
morfologice evidentiate prin tehnicile de microscopie de fortd atomica, microscopie
electronica de baleiaj si difractie de raze X la unghi larg. Toate sistemele obtinute si
caracterizate Tn detaliu din punct de vedere fizico-chimic au fost testate, Tn vederea
stabilirii potentialului lor aplicativ in domeniul biomedical ca acoperiri pentru
instrumentar medical cu proprietati antimicrobiene, in cazul filmelor de imino-chitosan
sau ca hidrogeluri cu proprietiti antifungice pentru tratarea vulvovaginitelor recurente,
in cazul hidrogelului pe baza de chitosan si acid 2-fenil-formil boronic. Hidrogelurile
pe baza de chitosan si citral urmeaza a fi studiate pe larg in sensul utilizarii lor ca
sisteme de eliberare controlatdi a medicamentelor, in acest sens fiind testata
biocompatibilitatea lor prin teste in vivo, precum si capacitatea de a retine compusi
hidrofobi.

Capitolul 1l cuprinde sinteza si caracterizarea unor vectori non-virali
hidrofob-hidrofili pe baza de imine pentru transfer genic, fiind divizat la randul lui Tn
doua subcapitole principale, aferente celor doua sisteme diferite obtinute: (i) sisteme
policationice cu miez hidrofob pe baza de 1,3,5 benzentrialdehida si Jeffamina D (JD-
PEI); (ii) sisteme policationice cu miez hidrofob pe bazd de 1,3,5 benzentrialdehida si

-8 -



siloxan (TAS-PEI). S-a dorit obtinerea de structuri amfifile pe baza de legéturi imina
reversibile, care, datorita proceselor de iminare si transiminare sa fie capabile sa se
autoorganizeze in structuri sferice asemanatoare micelelor: cu un miez hidrofob si un
invelis hidrofil. Compusii obtinuti au fost caracterizati din punct de vedere structural
prin *H-RMN. Design-ul teoretic a fost confirmat prin microscopie electronici de
transmisie cand a fost evidentiata morfologia sferica a compusilor obtinuti. Capacitatea
compusilor sintetizati de a complexa acizii nucleici formand poliplecsi a fost verificata
prin electroforeza pe gel de agaroza, la diferite valori ale raportului N/P (raportul molar
dintre atomii de N din structura vectorului nonviral si atomii de fosfor din structura
acizilor nucleici). Poliplecsii au fost caracterizati din punct de vedere morfologic prin
microscopie de fortd atomica sau microscopie electronicd de transmisie, precum si din
punct de vedere al stabilitdtii coloidale, prin determinare potentialului Zeta. Ulterior,
au fost efectuate teste biologice pe culturi celulare, cand s-a determinat citotoxicitatea
poliplecsilor si eficienta lor de transfectie, teste care au validat metoda exploatarii
principiilor chimiei supramoleculare dinamice si a teoriei compusilor amfifili in
design-ul unor vectori nonvirali pentru terapia genica.

Capitolul 1V cuprinde obtinerea si caracterizarea unor sisteme de tip PDLC,
pe baza de polivinil borat (PVAB) — ca matrice polimerica si doud cristale lichide: un
nematogen comercial (5CB) si un cristal lichid smectic (BBO), cu activitate
antimicrobiand, proiectat si sintetizat In laboratorul nostru. Sistemele PDLC obtinute
au fost caracterizate prin microscopie opticd in lumind polarizatid, microscopie
electronica de baleiaj si calorimetrie cu scanare diferentiala, tehnici care au permis
evidentierea capacititii PVAB-ului de a constrange cristalul lichid sa formeze picaturi
sferice, cu polidispersitate dimensionalda redusd. Caracteristicile de suprafata ale
filmelor PDLC obtinute au fost determinate prin masuratori de unghi de contact si
calcule de energie libera de suprafatd, aratand ca sistemele obtinute prezintd potential
pentru bioaplicatii, valorile unghiului de contact obtinute fiind apropiate de unghiul de
contact al corneei (in cazul utilizarii BBO).

Teza se incheie cu un capitol care contine partea experimentala (Capitolul V),
care cuprinde solventii si reactivii utilizati pentru sinteza compusilor prezentati in teza,
procedurile de sintezd precum si metodele si aparatele folosite la caracterizarea
acestora.

Teza mai cuprinde si activitatile de diseminare a rezultatelor din perioada
tezei de doctorat: lista lucrarilor publicate, precum si participarile la manifestari
stiintifice, dar si bibliografia consultata in elaborarea tezei.

CAPITOLUL 1l
Structuri supramoleculare dinamice pe baza de chitosan

Capitolul 11 a avut drept obiectiv obtinerea si caracterizarea unor
biomateriale dinamice pe bazd de chitosan, sub forma de filme si hidrogeluri.
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11.1 Filme biodinamice pe baza de iminochitosan

Au fost preparate 12 derivati de imino-chitosan (CX), prin reactia de
condensare acidd intre grupdrile amind de pe lantul de chitosan (C) si diferite

monoaldehide (X) (Schema 3), investigind efectul reversibilitatii legaturii imina
asupra prepararii filmelor dar sia proprletatllor )

o
.
n
H J

-H O
2

R: H, COCH
! FH.O 0,7% acid acetic in apa
2 Raport Gle-NH,/ R-CHO: 1/1
60 °C
3h
OH
o
HO Y

-
Schema 2. Obtinerea deriva,tilor de iminochitosan
R*-CHO:

CHO CHO CHO
OH :
p- cloro-benzaldehlda (Cn Br

benzaldehida (B)
p-bromo-benzaldehida (Br)

p-hidroxi-benzaldehida (H)

CHO
CHO CHO CHO
: I OH /©/ b @
OMe ON
salicilaldehida (S) 2-hidroxi, 5-nitro acid 2-fenilformil
vanilina (V) benzaldehida (HNB) boronic (AB)
OHC
CHO CHO /
© b/ CH3
o
o /
piperonal (P) mentona (M) citral (C)

cinamaldehida (Ca)

Schema 3. Structurile aldehidelor utilizate pentru obtinerea biopolimerilor si codurile
corespunzdatoare
Spectroscopia FTIR si difractia de raze X au demonstrat structurarea
biopolimerilor intr-o morfologie tridimensionala, obtinuta prin alternarea chitosanului
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hidrofil si a unitatilor imind hidrofobe. Arhitectura tridimensionald este facilitatd de
solubilitatea buna a aldehidei in apa, fapt ce oferd timp suficient legéturilor imina sa
participe la procese de transiminare. Mai mult, s-a demonstrat cd in structura
biopolimerilor raméan cantitati mici de apa chiar si dupa uscare, facilitind procesele de
transiminare si de asemenea procesele de ordonare, care continud chiar si in filme
uscate. Alternarea straturilor hidrofil/hidrofob asigura o balanta foarte buna a entitatilor
hidrofile/hidrofobe la suprafatd si duce la obtinerea unor filme cu umectabilitate
moderata- un prim deziderat al materialelor biocompatibile (Figura 18).

mApa ® Formamida m Diiodometan

omeniul umectabilitatii
moderate

80 |
60 i-

40

Figura 18. Valorile medii ale unghiurilor de contact obtinute pentru filmele de imino-
chitosan si apd, formamida si diiodometan

Toate filmele de imino-chitosan obtinute au prezentat o suprafata
nanostructurata, asa cum a fost evidentiat prin microscopie de fortd atomica (AFM),
care faciliteaza adeziunea si proliferarea celulelor. Mai mult decat atat, filmele de
imino-chitosan au prezentat proprietiti de auto-aparare, inhiband cresterea bacteriilor
pe suprafete mari in jurul filmelor (Figura 19) si avand potential real in a preveni
formarea biofilmelor. Prezenta legaturilor imind reversibile conferd proprietati
dinamice filmelor, asigurand o eliberare lenta a aldehidei cu activitate antimicrobiana
in mediul microbiologic, echilibrul de reactie fiind deplasat odatd cu consumarea
aldehidei.
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Figura 19. Activitatea antimicrobiand a biopolimerului CCI impotriva a) S. aureus, b)
E. coli, ¢) C. albicans si activitatea antifungica a d) chitosan, e) CP, f) CAB impotriva
C. albicans

Acest studiu a demonstrat faptul ca grefarea unitatilor imina pe lanturile de
chitosan, asistatd de chimia covalent dinamicd oferd oportunitdti interesante in
obtinerea de biomateriale valoroase cu morfologii si structuri controlate ale suprafetei.

11.2 Hidrogeluri pe baza de chitosan
Hidrogeluri pe baza de chitosan si acid 2-fenil-formil-boronic

Au fost preparate hidrogeluri pe baza de chitosan utilizand compusul
carbonilic acid 2-fenil-formil-boronic (2-FPBA) ca agent de reticulare, compus care
datoritd structurii chimice ar trebui sa faciliteze o dubld reticulare a lanturilor de
chitosan, chimica prin legéturi de tip imina si fizica prin legaturi de hidrogen. Au fost
preparate hidrogeluri cu diferite grade de reticulare variind raportul molar intre
gruparea amind din chitosan si cea aldehida din 2-FPBA (Tabel 6). Mai mult, deoarece
analiza RMN a aratat o crestere a densitatii legaturilor imind in timp, atingdnd un
maxim 1n 7 zile, au fost preparate si caracterizate si hidrogeluri care au fost pastrate 7
zile Tnainte de liofilizare (marcate cu simbolul *). Hidrogelurile cu un continut scazut
de aldehidd (H3; H3,5; H3*; H3,5*) au colapsat cand au fost incilzite la 75 °C, Tn timp
ce hidrogelurile cu un continut ridicat de aldehida (H1; H2; H2,5; H1*; H2*; H2,5%)
si-au pastrat integritatea. Acest lucru a indicat predominanta interactiunilor fizice ca
forta motrice in obtinerea hidrogelurilor cu un continut scdzut de aldehida si
predominanta reticularii chimice in cazul celor obtinute utilizand cantitati mai ridicate
de aldehida.

Tabel 6. Codurile probelor si rapoartele molare intre gruparile functionale NH,/CHO
pentru hidrogelurile studiate

Cod H1/ | H2/ | H2)5/ H3/ | H3,5/ | H3,75/ | H4/
H1* | H2* | H25* H3* | H3,5 | H3,75* | H4*

Raport . . . . . . .
NH,:CHO 11| 21 2,51 311 3,511 | 3,75:1 | 41

Hidrogelurile reticulate preponderent chimic au format o arhitectura
supramoleculard tridimensionala bazatd pe segregarea chitosanului hidrofil si a
iminoboronatului aromatic hidrofob.
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Studiul proprietatilor reologice ale sistemelor obtinute a revelat faptul ca se
pot obtine hidrogeluri pana la o valoare a raportului molar NH,/CHO mai mica de
3,75/1, date care sunt in acord cu inspectarea vizuala a probelor (Figura 28).
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Figura 28. Dependenta parametrilor G’ si G” de frecventa pentru H2*, H3,75% si
H4* 1a 37 °C si 1 Pa

Hidrogelurile prezintd grade mari de umflare, variind intre 10 si 110, in
functie de gradul de reticulare si de pH-ul solutiei in care s-a efectuat umflarea.
Activitatea antifungica a hidrogelurilor si a componentelor hidrogelurilor a fost testata
preliminar pe doua tulpini de Candida: Candida glabrata si Candida albicans, atat pe
plancton, cét si pe biofilm. Chitosanul utilizat ca martor a Incetinit cresterea tulpinilor,
avand un efect fungistatic si nu fungicid, in timp ce aldehida pura a distrus tulpinile de
Candida foarte repede. Hidrogelurile pe baza de chitosan si acid 2-FPBA au distrus
tulpinile de Candida lent, demonstrdnd ca, datorita prezentei in structura lor a
legaturilor imind reversibile si mai mult decat atat, datoritd stabilizarii legaturii imina
formate printr-o legatura intramoleculara de hidrogen, hidrogelurile sunt capabile sa
asigure o eliberare lentd si sustinutd a aldehidei antifungice in mediul biomimetic
(Figura 33).
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To 16 n T4 T0 6 T2 T4
a) b)

Figura 33. Evaluarea activitatii antifungice pe plancton de a) Candida albicans si b)
Candida glabrata

- 13 -



Mai mult, hidrogelurile s-au dovedit a fi capabile sa inhibe activitatea
metabolicd a biofilmelor corespunzitoare, mai mult de 99,5%, fiind promitatoare
pentru tratamentul vulvovaginitelor recurente.

Hidrogeluri pe baza de chitosan si citral

Tn continuare ne-am propus obtinerea de hidrogeluri pe bazi de chitosan,
utilizdnd citralul, o monoaldehida extrasa din uleiul esential de lamai, puternic
hidrofoba. Aceasta monoaldehida ar trebui sa fie capabild ca in prezenta chitosanului
sd genereze hidrogeluri supramoleculare autoasamblate datoritd caracterului antagonic
al celor doud componente: chitosanul-hidrofil si citralul-hidrofob.

Au fost obtinute hidrogeluri cu grade diferite de reticulare chimica si fizica,
variind raportul molar Tntre gruparea amina din chitosan si gruparea aldehida din citral
(Tabel 11).

Tabel 11. Codurile si rapoartele molare corespunzatoare intre grupdrile functionale
NH,/CHO pentru hidrogelurile studiate

Cod Cl | C2/ | Cc25/ | C3/ | C35/ | Cc4/ | c45/
C1* | c2x| c25% | C3* | C35 | C4* | C45*

Raport . : i . . . .
NH,:CHO 1:1 21 | 251 31 | 351 | 41 45:1

Toate hidrogelurile au prezentat o arhitectura supramoleculara stratificata si o
morfologie poroasd, asa cum a fost evidentiat prin difractie de raze X la unghi larg si
microscopie electronica de baleiaj (Figura 38).
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Figura 38. Microfotografii SEM ale probelor obtinute
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Comportamentul vascoelastic al hidrogelurilor a fost investigat prin
masuratori reologice toate probele avand un comportament tixotrop, prezentand
transformari reversibile sol-gel si invers.
profilului hematologic, biochimic si imunitar al animalelor (soareci) care au primit
hidrogelurile, nefiind puse in evidentd modificari semnificative, comparativ cu
animalele care au primit ser fiziologic (Figura 44).
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Figura 44. Lot martor - sectiune la nivel hepatic. Col HE x10 (a ) si lot tratat cu b)
C1,c)C2,d) C3. Col HEx 10

CAPITOLUL 111
Vectori nonvirali pe baza de imine hidrofob-hidrofile

Obiectivul acestui studiu a fost obtinerea unor sisteme bazate pe unitati
structurale hidrofob-hidrofile, care datorita caracterului amfifil, ar trebui sa fie capabile
sd se autoorganizeze in arhitecturi sferice, capabile sa interactioneze cu materialul
genetic si sa-1 transporte 1n celula.

Pentru a evita etapele dificile de sinteza si purificare, care apar la obtinerea
dendrimerilor, am ales ca strategie de sintezd pentru legarea celor doud parti
antagonice, condensarea acidd a gruparilor aldehida cu grupari amina, cu obtinerea de
legaturi imina reversibile. Autoasamblarea In structuri sferice ar trebui sa fie favorizata
de procesele de iminare si transiminare caracteristice legdturilor imina reversibile si de
asemenea de tendinta naturali de minimizare a energiei. In acest context, existi
premisele ca, intr-un mediu adecavat, compusii obtinuti sa genereze arhitecturi sferice
cu o distributie largd a functionalitatilor pe suprafatd, care sd permitd interactiuni
puternice cu ADN-ul.

111.1 Sisteme dinamice cu miez hidrofob pe bazi de trialdehida si Jeffamina D

Prima serie de compusii hidrofil/hidrofobi care mimeaza arhitectura
dendrimerilor au fost sintetizati prin formarea legiturilor covalente dinamice de tip
imind care ajutd la autoasamblare prin procese de iminare si trans-iminare pornind de
la urmatorii compusi: trialdehida, Jeffamind D — ca entitdti structurale hidrofobe si
polietilenimind hiperramificata (bPEI), polietilenimind liniarda (IPEI) spermind si
polietilenglicol (PEG) — ca structuri hidrofile (Schema 7).
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Schema 7. 1,3,5 benzentrialdehida 1 reactioneaza cu Jeffamina 400 si Jeffamina 2000,
pentru a forma miezurile hidrofobe JD1 si JD2; structurile amfifile au fost obtinute
prin formarea de legaturi imina intre JD1 si segmente hidrofile de PEG si/sau
molecule capabile sa complexeze ADN-ul: spermina (S), polietilena liniara (IPEI),
polietilenimina hiperramificata (bPEI) cu M,=800, bPEI800 or M,,=2000,
bPEI2000.Compusii solubili in apd: ID1-bPEI800, JD1-bPEI2000, JD1-PEG-bPEIS00, si
JD1-PEG-spermina au fost testate n continuare pentru a le testa capacitatea de a interactiona
cu ADN-ul.
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Determinarea capacitatii compusilor sintetizati de a forma poliplecsi a fost
realizata prin electroforeza pe gel de agaroza. Testele au fost efectuate la diferite
rapoarte N/P (raportul molar intre atomii de azot din structura vectorului sintetizat si
atomii de fosfor din ADN). Avand in vedere ca atat complexarea materialului genetic,
cat si eliberarea lui au loc in mediul apos, au fost luati in considerare numai compusii
care au fost solubili in apa si anume: JD1-PEG-PEI800, JD1-PEG-Spermina, JD1I-
PEI800 si JDI-PEI12000.

Dintre acestia, au format poliplecsi cu ADN-ul numai JD1-PEG-PEI800,
JD1-PEI800 si JDI-PEI2000 (Figura 51), care au fost ulterior caracterizati din punct
de vedere morfologic prin microscopie de fortd atomica, cand au fost puse in evidenta
forma sferica si dimensiunea nanometrica a poliplecsilor formati.

c)
Figura 51. Electroforeza pe gel de agaroza a) JD1-PEI1800, b) JD1-PEI2000 pentru
rapoarte N/P=0,5; 1; 3; 5; 10; 20 si ¢c) JD1-PEG-PEI800, pentru rapoarte N/P=1;
3; 5; 10; 15; 20, la pH=7,4; ADN-ul de somon necomplexat a fost utilizat ca si control

Potentialul Zeta al compusilor solubili in apa dar si a poliplecsilor lor a fost
determinat prin electroforezd de difuziune a luminii. A fost evidentiat faptul cd JD1-
bPEI800, JD1-bPEI2000 si JD1-PEG-bPEI800 prezinta valori pozitive ale
potentialului Zeta, in acord cu efectul lor de “burete de protoni”in solutie tampon, n
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timp ce poliplecsii prezinta valori negative ale potentialului Zeta la valori mici ale
raportului N/P, atingnd valori pozitive odata cu cresterea raportului N/P ( +8, +13 si
repsectiv +7 mV) pentru o valoare a raportului N/P egala cu 200.

Caracterizarea dimensionald si morfologicd a poliplecsilor formati a fost
realizata prin microscopie de fortd atomica. Figura 55 prezintd imagini reprezentative
de microscopie de fortd atomicd pentru poliplecsii pe baza de JD1-PEI800 si JD1-
PEI2000, la diferite valori ale raportului N/P. in cazul compusului pe bazi de JD1-
PEG-PEI, nu s-a putut observa nici o structura cu forma regulata.

Figura 55. Imagini de microscopie de forta atomicad pentru JD1-PEI800 la raportul a)
N/P=50 si b) N/P=100 si pentru JD1-PE12000 la raportul ¢c) N/P=50 si d) N/P=100

Efectul poliplecsilor formati utilizdnd compusii sintetizati cu plasmid pEYFP
asupra viabilitatii celulelor HEK 293T a fost determinat prin metoda MTT.

Viabilitatea celulelor HEK 293T nu a fost afectatd semnificativ atunci cand s-
au utilizat valori ale raportului N/P mai mici de 50 (peste 90% viabilitate celulara).
Peste aceastd valoare a raportului N/P, s-a observat o descrestere a viabilitatii celulare
cu 20% si 60% pentru poliplecsii pe baza de JD1-PEI2000 si JD1-PEI800 la o valoare
N/P=100 si respectiv N/P=200. in cazul compusului PEG-ilat, viabilitatea celulari este
mentinuta la valori mai mari de 90% chiar si la raporte N/P mari de 100 si 200.

Pentru a studia abilitatea compusilor sintetizati de a transporta eficient ADN
n celule, s-a urmarit expresia proteinei fluorescente YFP in celule de tip HEK 293T la
48 de ore dupa transfectie. Eficienta de transfectie s-a determinat calitativ prin
vizualizarea celulelor pozitive YFP prin microscopie de fluorescentd si cantitativ,
utilizdnd tehnica de citometrie Tn flux (Figura 58). Rezultatele au fost comparate cu
agentul comercial de transfectie SuperFect® de la Qiagen, in conditiile in care acesta
da transfectia maxima. Dintre cele trei materiale studiate, JD1-PEI2000/pEYFP
prezinta cea mai mare eficientd de transfectie.
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JD1-PEI2000/pEYFP
N/P:50 N/P:100 N/P:200 Cneg Superfect

ID1-PEISO0/pEYFP 1D1-PEG-PEIS00/pEYFP
N/P:50 N/P:100 N/P:200 N/P:50 N/P:100 N/P:200

FreeEET

Figura 58. Vizualizarea expresiei proteinei YFP n celulele HEK 293T transfectate cu
poliplecsii JD1-PEI2000/pEYFP, JD1-PEI800/pEYFP si JD1-PEG-PEI800/pEYFP
la diferite rapoarte N/P. Sunt incluse drept control negativ — celule netratate (Cneg) si
drept control pozitiv — celule transfectate cu Superfect. Scala e de 100 pum. Sunt
prezentate si grafice reprezentative de citometrie in flux.

Studiul descris aduce o contributie importantd la dezvoltarea domeniului
terapiei genice, in primul rand prin prezentarea unei noi metode de a obtine vectori
nonvirali cu efort sintetic minim, utilizand principiile chimiei dinamice.

Principiul a fost verificat pe o serie de trei compusi, obtinuti sub forma de
nanostructuri sferice prin autoasamblare hidrofob-hidrofil si reactii de iminare si
transiminare. S-a demonstrat ca PEI hiperramificatd cu masa de 2000 de Da in
combinatie cu blocuri structurale hidrofobe conduce la vectori nonvirali cu eficienta de
transfectie mai importanta decét a unui martor comercial.
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111.2 Sisteme dinamice cu miez hidrofob pe baza de trialdehida si siloxan

Avand in vedere ca designul hidrofob-hidrofil descris anterior a dovedit
eficienta de transfectie, am decis sd continudm studiile pe aceasta directie, utilizind un
alt miez structural hidrofob. Date de literatura sugereaza introducerea siloxanului
hidrofob Tn crearea de vectori nonvirali drept un bloc structural care influenteaza
pozitiv imbunatatirea eficientei de transfectie.

Tinand cont de toate acestea am proiectat un nou design miez/manta utilizand
chimia dinamicd a legaturii imina, pe baza de 1,3,5 benzentrialdehida, 1,3-bis-(3-
aminopropil)-1,1,3,3-tetrametilsiloxan si PEI 800 sau PEI 2000 (Schema 8). Conform
premiselor teoretice referitoare la compusii cu caracter amfifil, compusii sintetizati ar
trebui sa fie capabili sd se autoorganizeze in apa sub forma de structuri sferice, de tipul
micelelor, cu un miez hidrofob format din unititile de 1,3,5 benzentrialdehida si 1,3-
bis-(3-aminopropil)-1,1,3,3-tetrametilsiloxan si un invelis hidrofil pe bazi de PEL
Astfel, datoritd formei sferice a entitatilor formate, se obtine o suprafatd mare care
contine centre capabile si complexe ADN-ul, ducand la o eficientd mare de
impachetare si la obtinerea unor entitti stabile.
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Schema 8. Obtinerea vectorilor nonvirali TAS-PEI800 si TAS-PEI12000
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Structurile compusilor sintetizati au fost confirmate prin rezonanta magnetica
nucleara.

Pentru a verifica design-ul teoretic, compusii sintetizati au fost analizati prin
microscopie electronicd de transmisie. In ambele cazuri s-a observat formarea unor
structuri sferice de dimensiuni nanometrice diferite, in functie de masa moleculara a
PEI —ului utilizat in sinteza.

Determinarea capacitatii compusilor sintetizati de a interactiona cu ADN-ul a
fost realizata prin electroforeza pe gel de agaroza, utilizdnd in prima fazd un ADN
comercial din spermd de somon, pentru diferite valori ale raportului N/P si ulterior
utilizdnd un plasmid cu 4830 de perechi de baze. Ambii compusi s-au dovedit a fi
capabili sa reduca mobilitatea electroforeticd a materialului genetic.

Caracterizarea dimensionald si morfologica a poliplecsilor formati a fost
realizatd prin microscopie electronicd de transmisie. Figura 66 prezintd imagini
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reprezentative pentru poliplecsii pe baza de TAS-PEI2000 si TAS-PEI800, la diferite
valori ale raportului N/P.
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Figura 66. Imagini TEM pentru poliplecsii obtinuti pe baza de TAS-PEI800 (a, b, ¢) si
TAS-PEI2000 (d, e, f) la diferite rapoarte N/P

Testarea citotoxicitatii poliplecsilor pe baza de TAS-PEI 800 si TAS-PEI
2000 a fost realizatd pe celule de tip Hela la diferite rapoarte N/P, ambii compusi
prezentand o citotoxicitate care permite utilizarea lor ca vectori nonvirali.

Determinarea capacitatii de transfectie a fost realizata intr-o prima etapa
calitativ prin microscopie de fluorescenta folosind gena reporter GFP si s-a observat
ca eficienta transfectiei creste cu cresterea raportului N/P, ambii compusi prezentand o
capacitate mai buna de a transfecta celulele de tip Hela comparativ cu PEI-ul simplu,
utilizat ca martor (Figura 68).




d)

Figura 68. Vizualizarea expresiei proteinei GFP in celulele Hela transfectate cu
poliplecsii pe baza de a) TAS-PEIB00 si ) PEI800 la diferite rapoarte N/P n
ordinea: 100, 200, 400, 600 si respectiv ¢) TAS-PEI12000 si d) PE12000 la diferite
rapoarte N/P in ordinea: 30, 60, 100, 200

Ulterior, eficienta transfectiei a fost determinata si cantitativ, prin testul cu
Luciferaza, cand s-a confirmat capacitatea superioard de transfectie a vectorului pe
baza de PEI 2000, comparativ cu cel pe baza de PEI 800.

Metoda utilizarii chimiei supramoleculare dinamice in sinteza unor compusi
care sa fie utilizati ca vectori nonvirali in terapia genica a fost validata si de aceasta
data. Astfel, au fost obtinute nanoentitati sferice prin autoasamblare hidrofob-hidrofil
si reactii de iminare si transiminare a doi compusi pe baza de 1,3,5 benzentrialdehida,
1,3-bis-(3-aminopropil)-1,1,3,3-tetrametilsiloxan si PEI 800 sau PEI 2000. Compusii s-
au dovedit a fi capabili sa reducd mobilitatea electroforetica a ADN-ului si mai mult
decat atdt sa formeze cu acesta poliplecsi de dimensiuni nanometrice, capabili si
penetreze membrana celulelor de tip Hela, atingdnd eficiente de transfectie
remarcabile.

CAPITOLUL IV.
Polivinil borat — matrice polimerica pentru obtinerea de sisteme PDLC
cu potentiale bioaplicatii

Aplicarea compozitelor PDLC in domeniul biomedical ca irisuri artificiale
sau biosenzori pentru fluide biologice si nu numai, implicd utilizarea unor matrici
polimere biocompatibile. Polimerul utilizat Tn mod special n asemenea cazuri este
polialcoolul vinilic (PVA), datorita proprietatilor intrinseci pe care le prezinta: lipsa de
toxicitate, biodegradabilitatea totala, stabilitatea chimica foarte buna si capacitatea de a
forma filme."® Studii dedicate obtinerii de sisteme PDLC cu ancorare homeotropi a
cristalului lichid in matricea polimerd de PVA au concluzionat ca pentru atingerea
acestui deziderat, este necesara utilizarea unui al treilea component in materialul
compozit: un surfactant.'” Rolul acestuia este de a interactiona cu moleculele de cristal
lichid, determindnd aliniamentul perpendicular al acestora pe suprafata polimerului si
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prin urmare schimbarea configuratiei directorului, ancorarea planara generata de obicei
de PVA, fiind transformati in una homeotropa. Insa prin utilizarea unui component
suplimentar In compozit apar noi dificultati legate de formularea acestuia si de costul
compozitului datoritd complexitatii proceselor implicate.

Pentru a evita aceasta problema introdusa de utilizarea unui surfactant, a fost
propusa inlocuirea sistemului PVA/surfactant cu polivinil borat (PVAB- un polimer cu
capacitate de a promova o atractie electrostaticd cu momentul de dipol al moleculelor
de cristal lichid, creand astfel premisele ancorarii homeotrope.

Pornind de la aceste premise, au fost proiectate si obtinute doud sisteme de
materiale compozite PVAB-cristal lichid, primul Tn care cristalul lichid este un
nematogen: 4-ciano-4’-pentilbifenil-ul (5CB), si un al doilea in care cristalul lichid
este un smectogen: butil-p-[p’-n-octiloxi benzoiloxi]benzoat-ul (BBO)

Compozitele de tip PDLC au fost obtinute prin metoda incapsularii, utilizind
diferite rapoarte gravimetrice intre cristalele lichide si PVAB.

Materialele compozite obtinute au format filme flexibile, de sine statdtoare.
Proprietatile structurale ale compozitelor, formarea picaturilor, dimensiunea,
polidispersitatea acestora, distributia si configuratia, efectul de ancorare si stabilitatea
morfologica au fost studiate prin microscopie in lumina polarizata, calorimetrie cu
scanare diferentiald si microscopie electronicd de baleiaj. Au fost determinate si
proprietdtile de suprafatd ale sistemelor PDLC rezultate prin masurarea unghiului de
contact si determinarea energiei totale de suprafatd si a componentelor acesteia.

Sisteme PDLC pe bazd de PVAB si 5CB

Studiile PDLC-urilor pe baza de PVAB si cristal lichid nematic au demonstrat
ca matricea polimerica favorizeaza aliniamentul homeotrop al cristalului lichid nematic
n interiorul picaturilor, datoritd fortelor de atractie de interfata care se dezvoltd intre
atomul de bor deficitar ih electroni al PVAB-ului si gruparea cian bogata in electroni a
cristalului lichid 5CB. Prezenta atomului de bor in structura PVAB-ului asigurd un
raport bun intre tensiunea superficiala si fortele de atractie de interfatd, ducand la o
distributie uniforma si o polidispersitate dimensionala redusa a picaturilor pentru
compozitele cu continut mai ridicat de cristal lichid, 40% (Figura 71). Diametrul
picaturilor este de aproximativ 4um, dimensiune ideala pentru aplicatii optoelectronice.

C4
Figura 71. Microfotografii SEM ale filmelor de PDLC

Nemiscibilitatea matricii polimere PVAB cu cristalul lichid impiedica
pierderea de cristal lichid ,,consumat” ca plastifiant al matricii polimere, fapt ce
prezintd doud avantaje: (i) utilizarea unei cantitati mai mici de cristal lichid pentru a
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obtine un continut ridicat de picaturi micrometrice si prin urmare un cost mai scazut si
(ii) proprietatile optice ale matricii polimere sunt conservate in compozitele de tip
PDLC. Mai mult, masuratorile de unghi de contact si calculele de energie libera de
suprafatd dintre sange si suprafata filmelor indica o biocompatibilitate potentiald a
compozitelor preparate.

Acest studiu a demonstrat ca polimerul PVAB poate si inlocuiasci cu succes
PVA-ul atunci cand se doreste obtinerea unui aliniament homeotrop al picaturilor de
cristal lichid.

Sisteme PDLC pe bazdi de PVAB si BBO

Pe de altd parte, obtinerea de sisteme de tip PDLC bazate pe un smectogen
nou si polivinil borat ca matrice polimericd a aritat abilitatea PVAB-ului de a
constrange cresterea cristalului lichid in picaturi smectici cu un diametru mediu de 7
pum, dimensiune ideala pentru aplicatii optoelectronice.

Figura 95. Imagine MOP a unui film PDLC si topologia texturii poligonale a smecticului A in
interiorul picaturilor

Si in acest caz a fost observat ca cele doud componente: PVAB-ul si cristalul
lichid BBO sunt complet nemiscibile, fapt care constituie un avantaj important.
Valorile energiei libere de suprafata ale filmelor de PDLC sunt destul de ridicate incat
sd asigure capacitatea sistemului de a raspunde la stimuli electrici, facilitind totodata
adeziunea celulelor. Mai mult, hidrofilia filmelor de PDLC poate fi reglata prin
controlul morfologiei matricii de PVAB, astfel incat aceasta sa indeplinesca conditiile
necesare aplicatiilor biomedicale.

Trebuie mentionat faptul ca smectogenul utilizat prezintd o tranzitie directa
smectic-izotrop si 0o mezofaza stabild pe un interval larg de temperaturd (69-28 °C),
incluzand temperatura corpului uman. Mai mult, el prezinta activitate antimicrobiana
impotriva unor agenti patogeni virulenti (Figura 84).
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Figura 84. Zona de inhibitie (mm) pentru tulpinile testate

Utilizarea PVAB-ului ca matrice polimericd a dus la ancorarea planard a
picaturilor de cristal lichid datorita fortelor de atractie dintre atomul de bor deficitar n
electroni si unitatile esterice bogate in electroni.

Filmele de sisteme PDLC prezinta o distributie uniformd a picaturilor
smectice cu o polidispersitate dimensionald redusd, cu picaturi In jur de 7 pm,
dimensiune ideald pentru aplicatii in optoelectronicd. Cele doud componente sunt
complet nemiscibile, lucru care elimina situatia nedorita in care cristalul lichid
actioneaza ca plastifiant al matricii polimerice. Valorile energiei libere de suprafata a
filmelor PDLC sunt suficient de ridicate pentru a asigura capacitatea sistemelor de a
raspunde la stimuli electrici si adeziunea celulara. Mai mult, hidrofilia filmelor PDLC
poate fi reglatd prin controlul simplu al morfologiei matricii de PVAB, astfel incat sa
indeplineasca cerintele multiplelor aplicatii biologice. Toate aceste aspecte recomanda
sistemele PDLC ca materiale pentru ingineria biomedicala.

CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat intitulatd ,,Structuri supramoleculare complexe cu
aplicatii biomedicale” este structuratd in doud parti: un studiu de literatura (Capitolul
I) si contributii originale (Capitolele 11-1V) si se incheie cu concluziile generale.

Primul capitol rezuma date de literatura privind cele trei directii diferite ale
chimiei supramoleculare abordate in teza: structuri supramoleculare dinamice pe baza
de chitosan, vectori non-virali pe bazd de imine hidrofob-hidrofile si sisteme
compozite de tip PDLC.

Rezultatele originale, structurate in trei capitole, s-au concentrat pe
urmdatoarele directii:

v Obtinerea si caracterizarea unor derivati de iminochitosan sub forma de filme
si hidrogeluri

v Sinteza si caracterizarea unor vectori nonvirali pe bazi de imine hidrofob-
hidrofile
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v Obtinerea si caracterizarea unor sisteme de tip PDLC utilizind PVAB-ul ca
matrice polimerica

Din studiile intreprinse s-au deprins urmatoarele concluzii:

1. Au fost sintetizati doisprezece biopolimeri de tip imino-chitosan prin reactia de
condensare acida in solutie apoasa Intre grupdrile aminice de pe lanturile de chitosan si
diferite aldehide cu proprietati biologice

Spectroscopia FTIR a evidentiat formarea legaturii imind, dar si anumite
reorganizari ale legaturilor de hidrogen intra- si inter-moleculare

Profilul difractiei de raze X al biopolimerilor obtinuti a prezentat trei picuri de
difractie, indicand o arhitecturd supramoleculard stratificata aparutd ca urmare a
exercitarii simultane a trei forte de ordonare: segregare hidrofob/hidrofil; legaturi
intermoleculare de hidrogen intre lanturile de chitosan si interactiuni aromatic-
aromatic

Suprafata filmelor studiate a prezentat valori mici ale rugozitatii, caracteristice
suprafetelor filmelor netede si totodata valori mici ale deplasarii contrastului de
faza, indicand diferente de relief si nu variatii ale compozitiei chimice

Studiile DMA au ardtat ca mici cantitati de apa raman in structura biopolimerilor
chiar si dupa uscarea sub vacuum, facilitdnd procese de trans-iminare si totodata
procese de ordonare chiar si in starea de film

Toate filmele analizate au prezentat umectabilitate moderata, facandu-le candidati
promitatori pentru a fi utilizati ca suporturi in ingineria tesuturilor

Activitatea antimicrobiand a filmelor de iminochitosan, evaluata pe Candida
albicans, Staphilococcus aureus si Escherichia coli, a evidentiat ca reversibilitatea
legaturii imind conferd filmelor proprietati dinamice, asigurand o eliberare lenta a
aldehidei Th mediul microbiologic

2. Au fost obtinute hidrogeluri dublu-reticulare pe baza de chitosan, utilizind pentru
prima data acidul 2-fenil-formil-boronic, ca agent de reticulare, in diferite rapoarte de
combinare a functionalitatilor amina si aldehida

A fost sintetizat un compus model prin reactia dintre 2-FPBA si D-glucozamina,
unitatea structurala din chitosan

Datele RMN si FTIR, precum si luminiscenta albastra a hidrogelurilor obtinute si a
compusului model au indicat o stabilizarea a legdturii imina formate, printr-0
legdtura intramoleculard de hidrogen, formand o unitate de tip iminoboronat
Analiza RMN a indicat o crestere a densitatii de legaturi imina, atingandu-se un
maxim in 7 zile

Derivatii iminoboronat de chitosan au prezentat o morfologie tridimensionala
stratificata, evidentiata prin studiile de difractie de raze X

Comportamentul vascoelastic al hidrogelurilor a fost analizat prin masuratori
reologice, constatdndu-se cd se obtin hidrogeluri la valori ale raportului molar
amina/aldehidd mai mici de 3,75/1

Toate hidrogelurile studiate au prezentat un comportament pseudoplastic
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Gradul de umflare al xerogelurilor a fost determinat in trei medii diferite: solutie
tampon fosfat cu pH 7,4 apropiat de cel al tesuturilor; solutie tampon acetat cu pH
4,2, valoare apropiatd de cea a mediului vaginal; si apa bidistilata. Starea de
echilibru a fost atinsa in timp de 48 de ore in apa si solutie tampon fosfat si in 2 ore
in solutie tampon acetat, xerogelurile prezentand un grad maxim de umflare cuprins
intre 15 si 115%, in functie de pH-ul mediului in care s-a urmarit umflarea
Activitatea antifungicd a hidrogelurilor iminoboronat-chitosan a fost evaluata
impotriva a doud tulpini de Candida: Candida albicans si Candida glabrata, atat
pe plancton, cat si pe biofilm, rezultatele obtinute indicand sistemele analizate ca
materiale cu potential real in tratarea Candidozelor recurente

3. Au fost obtinute hidrogeluri pe baza de chitosan, utilizand pentru prima data citralul
ca agent de reticulare, in diferite rapoarte de combinare a functionalitdtilor amina si
aldehida

A fost sintetizat un compus model prin reactia dintre citral si D-glucozamina
Hidrogelurile si compusul model au fost caracterizate din punct de vedere structural
prin spectroscopie FTIR si RMN

Analiza RMN a indicat o crestere a densitatii de legaturi imind, atingdndu-Se un
maxim Tn 10 zile

Derivatii de citral-iminochitosan au prezentat o morfologie tridimensionala
stratificata, evidentiata prin studiile de difractie de raze X

Comportamentul vascoelastic al hidrogelurilor a fost analizat prin masuratori
reologice, constatdndu-se ca se obtin hidrogeluri la o valoare a raportului molar
amind/aldehida mai mica de 4,2/1

Probele de hidrogel au prezentat un comportament tixotrop, prezentand
transformari reversibile sol-gel si invers

Gradul de umflare al xerogelurilor a fost determinat in trei medii de pH diferit:
solutie tampon fosfat cu pH 7,4; solutie tampon acetat cu pH 4,2; si apa bidistilata.
Echilibrul maxim de umflare a fost atins relativ repede, in trei ore, in solutie
tampon acetat si mai lent, in 24 de ore in apa si tampon fosfat. Pentru toate cele trei
medii de pH diferit, valorile MES cresc pe masura ce continutul de citral si astfel,
asociatiile hidrofobe descresc, aproape de pana la trei ori in cazul solutiei tampon
acetat.

profilului hematologic, biochimic si imunitar al animalelor care au primit
substantele de testat

Nu au fost Tnregistrate modificari statistice semnificative ale parametrilor urmariti,
indicénd faptul ca hidrogelurile analizate sunt biocompatibile

Analiza histologicd efectuata cu microscopul optic asupra preparatelor de tesut
hepatic recoltate de la animalele care au fost tratate cu hidrogelurile analizate nu a
pus in evidentd modificari semnificative ale arhitecturii normale, comparativ cu
animalele care au primit ser fiziologic (lotul martor)

A fost testatd preliminar capacitatea hidrogelurilor obtinute de a incapsula molecule
hidrofobe, prin testarea capacitatii de absorbtie a unui compus hidrofob fluorescent,
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rezultatele obtinute indicand premise de incapsulare a unor medicamente hidrofobe
n acest tip de hidrogeluri

4. Au fost sintetizati compusi hidrofil/hidrofobi care mimeaza arhitectura micelelor
prin formarea legaturilor covalente dinamice de tip imina intre un miez hidrofob pe
baza unei trialdehide aromatice si Jeffamind D (JD1) si diverse blocuri hidrofile:
polietilenimind hiperramificata, polietilenimina liniara, sperminad si polietilenglicol

Compusii au fost caracterizati din punct de vedere structural prin spectroscopie
RMN si GPC, tehnici care au confirmat obtinerea structurilor dorite

Capacitatea compusilor de a complexa materialul genetic a fost evidentiatd prin
electroforeza pe gel de agaroza, rezultate bune fiind obtinute pentru compusii cu
invelis hidrofil pe baza de PEI 800, PEI 2000 si PEG-PEI800

Compusii pe baza de PEI800, PEI2000 si PEG-PEIS00 au fost capabili sa se
autoasambleze in structuri sferice asemanatoare micelelor cu un miez hidrofob
inconjurat de un invelis hidrofil, asa cum a fost evidentiat prin microscopie
electronica de transmisie

Compusii care contin PEI necomplexati cu ADN prezintd un potential Zeta
pozitiv, in acord cu efectul de burete de proton in solutie tampon, care duce la
prezenta sarcinilor pozitive pe suprafata vectorului

S-a constat cd morfologia poliplecsilor depinde de marimea PEIl-ului si de raportul
N/P, poliplecsii obtinuti pentru rapoarte N/P mai mici de 200 prezentand forma
sfericd, in timp ce cei obtinuti la rapoarte N/P mai mari neavand o forma regulata
Viabilitatea celulara determinata in cazul amestecurilor pEYFP/PEI la rapoarte
similare N/P nu a aratat nici o influenta asupra celulelor HEK 293T pentru rapoarte
mai mici de 100, in timp ce o descrestere a viabilitatii celulare cu 30% a fost indusa
cand este utilizat un raport egal cu 200

Dintre cei trei compusi studiati, JD1-PEI12000 a prezentat cea mai mare eficientd
de transfectie, mai mare chiar decdt a unui agent comercial de transfectie
(Superfect)

5. Au fost sintetizati compusi hidrofil/hidrofobi prin formarea de legaturi covalente
dinamice de tip imind intre un miez hidrofob pe baza de trialdehida si 1,3-bis-(3-
aminopropil)-1,1,3,3-tetrametilsiloxan (TAS) si doud blocuri hidrofile: polietilenimina
hiperramificatd cu masa moleculara 2000 Da si polietilenimind hiperramificatd cu
masa moleculard 800 Da.

Compusii au fost caracterizati din punct de vedere structural prin spectroscopie
RMN si GPC, tehnici care au confirmat obtinerea structurilor dorite

Capacitatea compusilor de a complexa materialul genetic a fost evidentiata prin
electroforeza pe gel de agaroza, ambii compusi fiind capabili sa retina ADN-ul de
somon si plasmidul de la valori relativ mici ale raportului N/P

Ambii compusi au format structuri sferice, de tipul micelelor, cu polidispersitate
dimensionala redusa

Dimensiunea poliplecsilor depinde de marimea PEI si de raportul N/P, toti
poliplecsii obtinuti avand o morfologie sfericd, dar cu dimensiuni diferite, in
domeniul zecilor de nanometri, asa cum a fost demonstrat prin TEM
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Testarea citotoxicitatii poliplecsilor pe baza de TAS-PEI 800 si TAS-PEI 2000 a
fost realizata pe celule de tip Hela la diferite rapoarte N/P, o viabilitate celulara
satisfacatoare fiind obtinuta pana la N/P=100, in cazul compusului pe baza de PEI
2000 si respectiv N/P=400, in cazul compusului pe baza de PEI 800

Eficienta transfectiei a fost determinatd calitativ si cantitativ, ambele metode
dovedind capacitatea superioara de transfectie a vectorului pe baza de PEI 2000
comparativ cu cel pe baza de PEI 800

6. Au fost obtinute sisteme de tip PDLC, utilizand pentru prima datd PVAB-ul ca
matrice polimerica, folosind un nematogen comercial: 5CB si un smectogen proiectat
si sintetizat in laboratorul nostru: BBO

PDLC-urile obtinute au fost caracterizate prin microscopie opticd in lumina
polarizata, microscopie electronica de baleiaj si calorimetrie cu scanare diferentiala,
tehnici care au evidentiat capacitatea polimerului ales de a genera picaturi sferice,
de dimensiuni micrometrice in ambele cazuri

Au fost evaluate unghiul de contact si energia libera de suprafatd a filmelor de
PDLC, valorile obtinute indicand o potentiala biocompatibilitate a acestor sisteme,
facandu-le materiale cu potentiale aplicatii in domeniul biomedical

Tn cazul smectogenului BBO, a fost efectuatd o testare preliminard a activitatii
antimicrobiene impotriva unor agenti patogeni precum: Staphylococcus aureus
ATCC 25923 si Sarcina lutea ATCC 9341 ca bacterii gram pozitive, Escherichia
coli ATCC 25922 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ca bacterii gram
negative si Candida albicans ATCC 10231, Candida glabrata ATCC MYA 2950 si
Candida parapsilosis ATCC 22019 ca fungi

Rezultatele originale prezentate in teza au fost publicate sub forma de articole

stiintifice in reviste internationale si nationale cotate ISI.
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