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INTRODUCERE

Odata cu decernarea Premiului Nobel in domeniul chimiei supramoleculara grupului francez
format din cercetatorii Donald Cram, Jean Marie Lehn si Charles Pedersen in anul 1987, a existat o
continua preocupare pentru inovarea domeniului. Asistam astfel la dezvoltarea unui nou domeniu al
chimiei prin tranzita de la moleculd la supramolecula, prin utilizarea moleculelor in formarea unui
ansamblu supramolecular cu proprietdti total diferite de proprietatile moleculelor initiale. Chimia
Supramoleculard, sau "chimia dincolo de moleculd" are drept scop proiectarea si implementarea unor
sisteme chimice functionale create prin intermediul interactiunilor intermoleculare sau prin formarea
legiturilor covalente dinamice!. Dezvoltarea domeniului a stat la baza evolutiei a numeroase domenii
aflate la interfata cu biologia si fizica, permitandu-se, in acelasi timp, definirea sau perfectionarea
terminologiei, cat si dezvoltarea de tehnologii specifice, devenind un domeniu vast, multidisciplinar
si interdisciplinar?.

Chimia supramoleculara prezintd o caracteristica esentiald reprezentatd de capacitatea de a
genera 0 multitudine de combinatii prin procesul de schimb si selectie a componentelor moleculare
cu scopul de a forma entitati cu caracteristici optime din punct de vedere termodinamic si cinetic. Tn
acest context, s-a impus schimbarea paradigmei, trecandu-se de la "chimia constitutionala statica"
(chimia covalentd) la "chimia dinamica constitutionalda " (CDC), ingloband astfel atat chimia
covalentd dinamica (ce implica legaturi covalente dinamice) cat si chimia non-covalenta (bazata pe
interactiunile intermoleculare de naturi fizici). Imbinarea caracterului dinamic in chimia moleculara
a dat nastere la dezvoltarea unui domeniu independent Tn care entitatea moleculara contine legaturi
covalente care se pot forma si rupe in mod reversibil, pentru a permite o modificare continud a
constitutiei prin reorganizarea si interschimbarea componentelor®.

Contributiile semnificative aduse in domeniul auto-asamblarii au facilitat intelegerea
principiilor din spatele interactiunilor intermoleculare si, prin urmare, au condus la dezvoltarea de noi
materiale functionale.

In acest context, in cadrul prezentei teze de doctorat intitulati “Sisteme complexe
supramoleculare pentru aplicatii biomedicale” s-a urmarit obtinerea unor sisteme supramoleculare
noi utilizate pentru regenerarea tisulara (hidrogeluri supramoleculare), pentru livrarea de gene
terapeutice Tn celule canceroase (vectori non-virali) si pentru marcarea fluorescenta a celulelor sau
pentru etichetarea specifica a unor componente celulare (complecsi de incluziune ai -CD).

Prima parte atezei de doctorat (Capitolul I) reprezinta un studiu de literatura axat in principal
pe obtinerea, caracterizarea si aplicatiile hidrogelurilor supramoleculare (subcapitolul 1.2.1.), a
vectorilor non-virali (subcapitolul 1.2.2.) si a complecsilor de incluziune pe baza de ciclodextrine

(subcapitolul 1.3.1.).


https://en.wikipedia.org/wiki/Donald_Cram
https://en.wikipedia.org/wiki/Charles_Pedersen

Partea a doua a tezei de doctorat (Capitolele 11-1V ) contine contributiile personale aduse in
obtinerea, caracterizarea fizico-chimica si biologicd a unor constructii supramoleculare cu diferite
arhitecturi destinate diferitelor aplicatii: (a) hidrogeluri pe baza de acid benzen-1,4-diboronic si
guanozina (responsabild pentru formarea G-cvartetului, asigurand formarea structurilor 3D),
candidati pentru cresterea celulelor (Capitolul II); (b) vectori non-virali pe baza de trialdehida si
polietilenimina ramificata, capabili sa transfecteze celule canceroase (Capitolul I1I); (¢) complecsi de
incluziune ai B-ciclodextrinei (B-CD) cu indolizinil-piridiniu ca agent fluorescent de marcare al
celulelor sau pentru etichetarea specifica a unor componente celulare (Capitolul 1V). Fiecare capitol
debuteazd cu o scurtd introducere urmatd de metodele de obtinere utilizate, caracterizarea fizico-
chimica si biologica a sistemelor proiectate. Fiecare capitol se incheie cu partea experimentald urmata
de sectiunea de bibliografie corespunzatoare fiecarui capitol.

Capitolul Il cuprinde studiul unor hidrogeluri supramoleculare cu arhitectura tridimensionala
(3D) asigurata de prezenta cvartetului de guanozina5. Au fost obtinute hidrogeluri dinamice pe baza
de acid benzen-1,4-diboronic (BDBA) si guanozina in prezenta de KOH, cand se formeaza structurile
2D, etapd urmata de addugarea in sistem a cationilor bivalenti (cu rol de a stabiliza cvartetul de
guanozind) rezultand structurile 3D. Sistemele au fost caracterizate prin spectroscopie de rezonanta
magnetica nucleard (RMN) si dicroism circular, precum si prin difractie cu raze X in pulbere (PXRD).
In urma acestor investigatii s-a confirmat ca structura hidrogelului este guvernati atat de natura
cationului bivalent utilizat, responsabil pentru stabilizarea interna a cvartetului de guanozina, cat si
de reticularea externda a gruparilor boronat. Particularitatile morfologice au fost evidentiate prin
microscopie de forta atomica (AFM) si microscopie electronica de baleiaj (SEM).

Tntr-un studiu similar, am investigat posibilitatea de introducere a nanotuburilor de carbon cu
un singur perete (SWNT) in matricea hidrogelurilor pe baza de guanozind si acid benzen-1,4-
diboronic. Am explorat efectul nanotuburilor de carbon asupra proprietatilor generale ale
hidrogelurilor obtinute, incluzand capacitatea de retinere a apei si citotoxicitatea in comparatie cu
hidrogelul original. De asemenea, studiile de reologie au confirmat comportamentul de gel la scara
macroscopica si au furnizat informatii asupra proprietatilor mecanice.

Capitolul 111 prezinta sinteza si caracterizarea unor sisteme dinamice de transfectie bazate pe
trialdehida (T) si polietilenimina ramificata (PEI)7. In formarea acestor sisteme, trialdehida are rol de
centru trifunctional, iar gruparile aldehidice (CHO) sunt capabile de legarea covalentd dinamica a
gruparilor aminice din PEI, rezultdnd grupari reversibile de tip imina (N=C). Avand la baza aceste
doud componente esentiale (T, PEI) si aplicand strategia chimiei dinamice constitutionale, in functie
de conditiile existente in sistemul de reactie (ex. raportul molar CHO/NH2, masa moleculard a PEI,
prezenta sau absenta altor parteneri in sistem, etc.) se pot genera spontan diferite arhitecturi prin

autoasamblare, conducand la obtinerea unor biblioteci de compusi, capabili sa complexeze ADN-ul
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plasmidic (pCS2 + MT-Luc), prezentand o buna abilitate in transfectie pe celule HeLa. Mai mult,
prin amestecarea diferitelor structuri, componente ale bibliotecilor, s-au obtinut structuri complexe
ca vectori reorganizati necitotoxici capabili sa impacheteze ADN-ului plasmidic (pCS2 + MT-Luc)
cu buna capacitate de transfectie pe celule HeLa. Acest studiu a avut in vedere evidentierea efectului
transfectia ADN-ului plasmidic. Tn ambele studii s-au urmarit evidentierea aspectelor morfologice ale
vectorilor, precum si eficienta transfectiei si citotoxicitatea acestora.

Capitolul 1V descrie prepararea si caracterizarea unui complex de incluziune gazda-oaspete
format intre compusul fluorescent bromura de indolizinil-piridiniu si B-ciclodextrind8. Complexul de
incluziune format a fost investigat prin spectrometrie de masa cu ionizare de tip electrospray (ESI-
MS), microscopie electronicd de transmisie (TEM), iar reprezentarea graficd a curbei Job a fost
realizatd cu ajutorul datelor de fluorescentd. Structura complexului de incluziune a fost confirmata
prin studii de modelare moleculara. Studiile demonstreaza formarea speciilor gazda-oaspete in
rapoartele molare de 1 : 1 si 2 : 1. Compusii de incluziune obtinuti sunt fluorescenti, cu solubilitate
mare Tn apd si sunt necitotoxici si sensibili la pH motiv pentru care au fost propusi ca agenti
fluorescenti pentru marcarea organelelor acide din celule, ca metoda alternativd de inlocuire a
compusilor comerciali ce prezintd citotoxicitate crescutd si solubilitate scdzuta in solutii apoase
utilizati pentru marcarea celulelor sau pentru etichetarea specifica a unor componente celulare.

Teza se incheie cu o serie de concluzii generale desprinse in urma studiilor prezentate si in
final o listd de activitdti de diseminare a rezultatelor obtinute pe parcursul studiilor de doctorat.
Diseminarea rezultatelor obtinute a fost realizata in 3 publicatii in jurnale recunoscute ISI, si au fost
prezentate la 8 manifestari nationale si internationale. Teza de doctorat contine 147 de pagini, 4

tabele, 4 scheme, 51 de figuri si 336 referinte bibliografice.

CONTRIBUTII PERSONALE
Capitolul II. Hidrogeluri supramoleculare obtinute prin autoasamblarea
guanozinei
Capitolul 11 a avut drept obiectiv sinteza si caracterizarea hidrogelurilor pe baza de guanozina, acid
benzen-1,4-diboronic reticulate prin intermediul cationilor mono-, divalenti in vederea obtinerii de

suporturi pentru cresteri celulare. Studiul influentei nanotuburilor de carbon in consolidarea

hidrogelurilor pe baza de cvarteti de guanozina.
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I1.1. Influenta ionilor metalici in obtinerea hidrogelurilor pe baza de cvarteti de

guanozina

Au fost preparate hidrogeluri transparente obtinute prin reactia dintre G, BDBA16,17 si KOH 1in
raport de 1/0,5/1 echivalenti (echiv.). Dupa racirea la temperatura camerei s-a observat formarea unui gel

transparent (G-BDBA-K) care si-a sustinut propria greutate la inversarea flaconului (Schema I1.1.2.1.).

formare G-cvartet
—_—

HO.__OH SO H

B z,
HE5"NeH oH
Hv~0
H?NY’N N
"y r.f>

o]

HO” " “OH

Schema 11.1.2.1. Reactia de formare a hidrogelurilor pe baza de guanozina si acid benzen-1,4-
diboronic in prezentid de KOH*.

Acest hidrogel G-BDBA-K a aratat o capacitate relativ mica de retinere a apei, fiind stabil pana la
adagarea a 3 mL de apa distilatd, colapsand cand cantitatea de apa adagata a fost de 4 mL. Prin
schimbarea cationului de K* (cation de stabilizare) cu Ba?* (prin adiugarea unei cantititi echivalente
de Ba(OH). in loc de KOH), s-a observat formarea unui hidrogel transparent G-BDBA-Ba cu o
capacitate de retentie a apei de 10 mL. La cantitati mai mici de 10 mL de apa, se obtine un hidrogel
stabil dar opalescent.

Hidrogelul BDBA-K poate fi modificat prin legarea selectiva a planurilor de G4 (preformate cu
ajutorul ionilor de K*) cu cationi de Mg?* (Schema I1.1.2.2). Adaugarea ionilor de Mg?*, ca reticulator
extern, a oferit hidrogelurilor BDBA-Mg 0 proprietate impresionanta de retinere a apei (Figura
11.1.2.2. dreapta), recomandand aceste geluri ca materiale biocompatibile optime pentru cresterea
celulari si ingineria tisulard. Cationii bivalenti de Mg?* nu sunt capabili si stabilizeze G4 din cauza
dimensiunii, dar vor interactiona cu grupdrile hidroxilice de la gruparile boronice libere

(nereactionate in prima etapa cu K*).
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Schema 11.1.2.2. Schema de reactie pentru obtinerea hidrogelurilor G-BDBA-K stabilizate cu ioni
de K si a hidrogelurilor G-BDBA-K-Mg stabilizate cu ioni de K (stabilizare interna a G4) si ioni
de Mg?* (stabilizare externi)®.

Datele obtinute prin difractia cu raze X in pulbere (PXRD) si spectroscopia de dicroism circular

(DC) confirma obtinerea structurilor G4.

BDBA-K BDBA-Ba ¢ BDBA-Mg

220 240 260 280 300 20

Lungime de undi (nm) Lungime de und# (nm) Lungime de unda (nm)

Figura 11.1.2.7. (a,b,c) Spectre de dicroism circular pentru hidrogelurile BDBA-K, BDBA-Ba si
BDBA-Mg*.

Studiile reologice efectuate pe hidrogelurile G-BDBA-K, G-BDBA-Ba si G-BDBA-K-Mg au
ardtat ca prezinta o reologie solida, fiind mai puternice in ordinea: G-BDBA-Ba (G' ~ 1970 Pa) > G-
BDBA-K (G'~ 475 Pa) > G-BDBA-K-Mg (G' ~ 10 Pa).

Rezultatele AFM, sustinute de datele spectroscopiei CD si de datele de reologie, sugereaza ca
Mg?* serveste drept element de legiturd intre cvartetele de guanozini. Studiile morfologice AFM
evidentiaza diferitele comportamente ale ionilor metalici cu matricea organica, prezentand diferente
nu numai intre cationii mono si divalenti, ci si intre cationii divalenti de Ba** si Mg?*.

Testele de viabilitate a celulelor, realizate pe linia celulara NHDF, au ardtat ca hidrogelurile G-
BDBA-K, G-BDBA-Ba, si G-BDBA-K-Mg au sustinut cresterea celulelor pe suprafata lor. Testele
au demonstrat o viabilitate excelenta a celulelor cultivate pe aceste hidrogeluri dupa un interval de 24
de ore (Figura 11.1.3.3.) de pana la 73% (42% pentru G-BDBA-K, 47% pentru G-BDBA-Ba si 73%
pentru hidrogelul G-BDBA-K-Mg).
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100

Viabilitate celulara relativa (%)

G-BDBA-K G-BDBA-Ba G-BDBA-K-Mg

Figura 11.1.3.3. Viabilitatea celulara obtinuta prin test MTS pentru hidrogelurile G-BDBA-K, G-
BDBA-Ba si G-BDBA-K-Mg*.

Aceaste rezultate recomanda hidrogelul G-BDBA-K-Mg ca fiind cel mai bun candidat pentru
utilizarea ca suport pentru cresterea celulelor. In cazul hidrogelului G-BDBA-K este necesari o
ajustare a pH-ului cu solutie tampon (TAE), in timp ce hidrogelurile G-BDBA-Ba si G-BDBA-K-Mg

pot fi utilizate ca suport pentru cresterea celulard imediat dupa preparare.

I1.2. Influenta nanotuburilor de carbon in consolidarea hidrogelurilor pe baza

de cvarteti de guanozina
Au fost dezvoltate cu succes hidrogeluri compozite supramoleculare G-BDBA-K-SWNT cu
diferite concentratii de SWNT. Hidrogelul G-BDBA-K a fost obtinut folosind conditiile raportate
anterior? iar cantitatea necesari de SWNT a fost introdusi prin adiugarea de cantititi corespunzitoare
de solutie stoc SWNT-Li (echivalenta cu introducerea a 0,1 mg, 0,3 mg, 0,5 mg, 0,7 mg si 1 mg de
SWNT pulbere/ 2 mL G-BDBA-K), notate cu G-BDBA-K-SWNT.

) 0o
N NH N NH
¢ S ¢
Agojfi” N NH, = '.\I-H N/)\NHZ Omg 01mg 03mg 05mg 07mg 1mg
HO"\ P H HO/\«Sj_
H S H —H
H onOH Ho 9
KOH B formare
+ —_— _—
o G4
HO..OH S QH
HWOH = £5
B H*"/~0 — = —
Fatd /W‘I'; 5mL 6mL 7mL 9mL imL 12mL
By HN
HO™™"OH ) Hidrogeluri G-BDBA-K si G-BDBA-K-SWNT

Figura 11.2.2.1. Capacitatea de retinere a apei a hidrogelurilor G-BDBA-K si
G-BDBA-K-SWNT/ 2 mL G-BDBA-K.
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Acestea au prezentat proprietati mecanice si de retentie a apei superioare comparativ cu hidrogelul
martor G-BDBA-K.

Implicarea SWNT-urilor in formarea ansamblurilor supramoleculare pe baza de G si BDBA si
influenta lor asupra interactiunilor interne de stivuire m-m intre grupurile succesive de cvartete de
guanozind (G4) a fost confirmata prin studiile de difractie cu raze X in pulbere (PXRD) (Figura
11.2.2.3).

Intensitate (AU)

2-Theta

Figura 11.2.2.3. Difractograma PXRD a hidrogelului liofilizat G-BDBA-K (negru) si a hidrogelului
liofilizat G-BDBA-K-SWNT (rosu) cu continut de 1 mg SWNT.

Incorporarea uniforma a SWNT-urilor dispersate in structura hidrogelului a fost analizata prin
masuratori Raman ale hidrogelului G-BDBA-K, ca referinta, si ale hidrogelurilor G-BDBA-K-SWNT
cu cantitati diferite de SWNT.

Datele reologice obtinute demonstreaza ca hidrogelurile G-BDBA-K-SWNT cu continut de
SWNT mai mare de 0,9 mg prezinta proprietati viscoelastice superioare. Introducerea SWNT-urilor
in matricea G-BDBA-K joaca un rol crucial in definirea structurii si a proprietatilor mecanice ale
acestor hidrogeluri.

Rezultatele favorabile ale citotoxicitatii pentru toate nanocompozitele investigate si rezultatele
caracterizarii care aratd o crestere a dimensiunii porilor dupa adaugarea SWNT-urilor in matricea G-
BDBA-K, au recomandat aceste materiale ideale pentru a fi utilizate ca suporturi pentru crestere
celulara.

Aderarea cu succes a celulelor NHDF la suprafetele compozitelor studiate a fost pusa in evidenta
prin marcare diferentiatd: coloratie comerciald diferentiala de tip viu/mort si un colorant fluorescent
dezvolat in cadrul grupului de cercetare: complex de incluziune a sarii de indolizinil-piridiniu/beta-

ciclodextrina.

b c
G-BDBA-K-SWNT G-BDBA-K-SWNT
0.1mg 0.3mg

a
G-BDBA-K
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d f

e
G-BDBA-K-SWNT G-BDBA-K-SWNT G-BDBA-K-SWNT
0.5 mg 0.7 mg 1mg

Figura 11.2.3.3. Imaginile de microscopie de fluorescenta a celulelor NHDF incubate timp de 24
de ore si colorate utilizand coloratia diferentiald de tip viu/mort pe hidrogelurile (a) G-BDBA-K, (b-
f) G-BDBA-K-SWNT la diferite cantitati de SWNT aflate la capacitatea maxima de retentie a apei.

b c
G-BDBA-K-SWNT G-BDBA -K-SWNT
0.1mg 0.3mg

d e f

G-BDBA-K-SWNT b G-BDBA-K-SWNT G-BDBA-K-SWNT
0.5mg 0.7 mg 1mg

Figura 11.2.3.4. Imagini de microscopie fluorescenta a celulelor NHDF insamantate pe (a) BDBA si
(b-f) BDBA-SWNTs dupa 4 ore de la incubare, colorate cu IPSCD.

Rezultatele promitdtoare obtinute in ceea ce priveste citotoxicitatea si ale proprietdtilor de
sustinere a celulelor, impreuna cu proprietatile particulare ale hidrogelurilor supramoleculare, fac din
hidrogelul compozit G-BDBA-K- SWNT un material interesant pentru aplicatiile biomedicale in

domeniul ingineriei tisulare.

Capitolul 1. Studii in vitro ale vectorilor non-virali utilizati in terapia genica

Capitolul I11 a avut drept obiectiv sinteza si caracterizarea unor biblioteci de compusi pe baza de
1,3,5-benztrialdehida (TA), scualena PEG-ilata (SQPEGNH?2), bis (3-aminopropil) poli (etilen glicol)
1500 Da (PEG(NH2)2), PEI ramificat cu masd moleculara de 2 000 Da (PEI 2000) in prezenta sau
absenta sperminei, in vederea obtinerii de compusi supramoleculari cu abilitati superioare in

impachetarea si livrarea ADN-ului Tn celule HeLa.
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Vectorii non-virali au fost obtinuti prin strategii ale chimiei dinamice constitutionale, permitand
obtinerea de DFC-uri adaptativi si reorganizati capabili sa impacheteze ADN-ul, iar poliplecsii rezultati
sa produca transfectia celulelor HeLa.

Constituirea bibliotecilor de vectori non-virali s-a bazat pe urmatoarele componente reactive: (i)
1,3,5-benztrialdehida (TA), centru/nucleu trifunctional capabil de legarea covalenta reversibila de tip
amino-carbonil / imina a unor componente aflate in sistemul de reactie; (ii) derivatul de scualend PEG-
ilat cu o grupare aminici terminali (SQPEGNH?2)®, responsabil pentru auto-asamblare n structuri
hidrofob-hidrofile in medii apoase; (iii) bis (3-aminopropil) poli (etilen glicol) 1500 Da (PEG(NH?2)2),
imind) ramificatd cu masa moleculara de 2 kDa (PEI 2000), polimer cationic responsabil sa complexeze
ADN-ul®!; (v) spermina, cu rol in fiziologia celulard, exprimarea genelor, sintezei acidului nucleic si a
proteinelor, reglarea canalelor ionice si asigurarea protectiei impotriva daunelor oxidative!?!® (Tabelul
11.2.1.).

Tabel 111.2.1. Compozitia chimici a DFC-urilor sintetizate*,

Compus SQPEGNH2 TA PEG(NH.)2 Spermina PEI 2000

S1 0.25 1 1.375 0.75 -

S2 0.5 1 1.25 0.5 -

S3 1 1 - 1 -

S4 1 1 - 0.5 -

P1 1 1 - - 3
PS1 (P1+S1) (1:1) 0.6 1 0.7 0.375 15
PS2 (P1+S2) (1:1)  0.75 1 0.6 0.25 15
PS3 (P1+53) (1:1) 1 1 - 0.5 15
PS4 (P1+54) (1:1) 1 1 - 0.25 15

TA + SQPEGNH2+ PEG(NH2)2
CH=0 \’JJ

TA + SQPEGNH2+ PEG(NH2)2 + Spermine

ol JJLJU\\«JU«

Figura 111.2.1. Spectrele *H-NMR in D20 pentru Monitorizarea formirii compusului S2 prin'H
NMR in DO,
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Cand au fost amestecate diferite DFC-uri din seria S1+S4 si P1 au rezultat structuri compozitionale
si morfologice diferite datorita efectelor de reasociere si rearanjare a componentelor.

S-a demonstrat ca prezenta scualenei afecteaza auto-asamblarea acestora, dovedita prin analiza TEM.

e |3 f Ers2 g sy h (2]

5 8 2 8 8 ¥R
ZEEUNNBVELY

Counts

\

EEEEEEEEEEEE] :
Length (m) Lengh (um) Lengh (ym) Leagh (am)

Figura 111.2.2. Imagini TEM a compusilor: a) PS1; b) PS2; c) PS3; d) P1 si distributia particulelor
in functie de dimensiunea lor (e-h).!*

Interactiunea compusilor cu ADN-ul a fost evidentiata prin electroforeza pe gel de aragoza, aratand

astfel ca desi spermina din structura DCF-urilor prezinta o capacitate foarte mica de legare a ADN-ului,

prezenta sa in seria hibrida de compusi PS pare sa nu perturbe capacitatea lor de legare.

1x107

8x10°8-
6x106-
4,108+
= Lalkl

53102
Jaea et DL

N b D >N N DD S
9 9 9 D9 RPN

RLU /10 000 celule

@B N/P 50 @@ N/P 100

Figura 111.2.4. Datele privind experimentele de transfectie pe celule HeLa ale compusilor S1-S4,
P1 si PS1-PS4: a) Eficienta in transfectie determinata prin testul bazat pe luciferaza la rapoarte N/P
de 50 si 100; b) Imagini obtinute prin microscopia de fluorescenta ilustrand expresia GFP-ului
utilizand pCS2+NLS-eGFP la raportul N/P de 50.14

Studiile in vitro pe celule HeLa au oferit informatii esentiale asupra viabilitatii si eficientei de

transfectie a compusilor din biblioteca PS. Din aceasta bibliotecd compusul PS2 este recomandat ca fiind
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agentul de transfectie optim al ADN-ului, ceea ce a oferit 0 perspectiva asupra importantei prezentei PEG-

ului si PEI-ului in compozitia DCF-urilor.

Pentru a intelege influenta raportului de PEI in compozitia DCF-urilor asupra unor factori cruciali

precum proprietatea de auto-asamblare, capacitatea de legare a ADN-ul, citotoxicitatea si eficienta in
transfectie, s-a dezvoltat biblioteca F1+F7 constituita din TA, SQPEGNH2, PEG(NH2)2 si PEI 2000,
cu raportul molar dintre TA si SQPEGNH2 de 1:1 si cu continut variabil de PEG(NH2)2 si PEI 2000.

Tabel 111.2.2. Compozitia chimica a DCF-urilor pe baza de TA, SQPEGNH2, PEG(NH>): si

PEI 2000%.

SOPEGNH: TA PEG(NH2): PEI 2000

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7

1
1

0 1.5 (42%)
2 (50%)
2.5 (55%)

3.5 (63%)
1.5 (33 %)

= = R = T =

0
0
0 3 (60%)
0
1
1

2 (40%)

Proprietatile de impachetare ale ADN-ului au depins in mod direct de continutul de PEI utilizat

in formarea vectorilor finali. S-a observat prin intermediul analizelor de excludere a colorantului GR

ca la un continut crescut de PEI si rapoarte N/P scdzute existd o interactiune mai puternica vector-

ADN.

Intensitate fluorescenta (%)

60+

F1/pDNA
F2/pDNA
F6/pDNA
F7/pDNA

bt

10 20 30 40 50
Raport N/P

Figura I11.2.7. Intensitatea de fluorescentd a Gel Red in dependenta cu raportul N/P al poliplecsilor

investigati®®.
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Poliplecsii F/ADN au devenit citotoxici la un raport N/P=50, atunci cand PEI se gaseste in
concentratie de 63% in compozitia DCF-ului. Cresterea raportului N/P la 100 a dus la cresterea
citotoxicitatii in celulele HeLa, iar prezenta PEG-ului nu a condus la o imbunatatire semnificativa a

viabilitatii celulare.

) F1/oDNA @@ F2/pDNA = F1/pDNA EB F2/pDNA
@B FSPDNA = F7/pDNA E23 PEIZ000/pDNA W8 F6/pDNA =3 F7/pDNA
ok ik ! B2 PEI2000/pDNA €3 PEI2000/pDNA .,
g prean| 1.2:106- e =]
g r o 1
k E
2 [} —
- S 8.0410% —
K 2 —
E] o —
8 z —
P 3 4.0<10% —
z E = =
3 — —
s I EEEE PEEEE REEE | o — —
> ol — —
P &
Raport N/P Raport N/P

Figura 111.2.9. Graficele viabilitatii celulare relative si eficientei de transfectie (unitati de lumina
relativd (RLU)/10 000 celule insamantate) pe celule Hela tratate cu poliplecsi la rapoarte N/P 30, 50
si / sau 100. Rezultatele sunt prezentate ca o valoare medie + deviatie standard (S.D.), n =5-7. * p
<0,05, ** p <0,01 si *** p <0,001 conform testului student t.1°

Tn general, DCF-urile studiate au prezentat o transfectie semnificativ mai mare in comparatie cu
PEI 2000 utilizat ca referintd la raportul N/P=50, indiferent de concentratia de PEI din compozitia
DCF-urilor, 1n timp ce capacitatea de transfectie scade considerabil odata cu cresterea raportului N/P
de la 50 1a 100. Prezenta PEG-ului induce o diferenta subtild, imbunatatind capacitatea de transfectie
la rapoartele N/P de 30 si 50. Rezultatele obtinute sugereaza ca o compozitie optima a vectorului este
atunci cand PEl-ul se gaseste intr-o concentratie de 42% (F1), fiind vectorul cel mai eficient in
transfectia ADN-ului la raportul N/P=50, in timp ce prezenta PEG-ului in concentratie de 23%

favorizeaza eficienta de transfectie a ADN-ului Tn celulele HeLa.
Capitolul 1V. Complecsi de incluziune pe baza de ciclodextrina

Capitolul 1V a avut drept obiectiv Sinteza si caracterizarea unui complex de incluziune pe baza
de B-ciclodextrina (B—CD) si un derivat fluorescent: bromura de indolizinil-piridiniu pentru marcarea
fluorescenta a celulelor sau pentru etichetarea specifica a unor componente celulare.

Sarea fluorescentd indolizinil-piridiniu 4 (Schema IV.2.1) a fost conceputd ca un potential
colorant sensibil la pH si a fost sintetizatd conform unui protocol stabilit de cétre cercetatorii Monica
Sardaru si Ramona Danac de la Universitatea ,,Al. . Cuza”, Iasi, care au publicat protocoalele de

sintezd pentru compusii 1 si 3 (Schema IV.2.1)!8,
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Schema 1V.2.1. Sinteza sirii de indolizinil-piridiniu 41%7,

Pentru a obtine o mai buna solubilitate in apa a compusului 4 si pentru a ii extinde aplicatiile ca
agent de colorare celulard am propus formarea unui ansamblu supramolecular de tip gazda-oaspete
pe baza de compusul 4 si -CD.

Complexul de incluziune format a fost investigat prin experimente ESI-MS, analizi TEM,
reprezentarea grafica a curbei Job cu ajutorul spectrelor de fluorescentd si prin studii de modelare
moleculara, studii care demonstreaza formarea speciilor oaspete-gazda in rapoartele molare de 1:1 si

1:2.

C
«10-1 |+ Scan (0.459 min) bCD_A1.01.d
2292,6941
4
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Figura 1V.2.1. Spectrele ESI-MS ale amestecului de reactie 4:B-CD in raport molar de 1:1,5,
prezentind semnalele corespunzatoare M* -Br (519,2432), CD + Na* (1157,3897), formarii
complexului de incluziune 4:B-CD 1n raport molar de 1:1 (1654 - M* -Br + CD) si de 1:2 (2788 - M*
-Br + 2CD)*,

Intensitatile maxime ale spectrelor de fluorescenta corespunzatoare compusilor 4 si 4:5-CD la
valorile de pH investigate sunt pozitionate intre 520 si 540 nm, cu o oarecare deplasare a maximului

si a intensitatii in cazul compusului 4 odata cu scaderea pH-ului.

20



5x10° <
7x10" 4 4.5x10

4.0x10" 4
6x10"
3.5x10° 4

4
210 3.0x10" 4

4x10" 4 2.5x10"

) B
3410 2.0x10

1.5x10°

Intensitate (a.u.)
Intensitate (a.u.)

2x10" 4
1.0x10"

‘
1x10' 5.0x10°

T T T . — — i 0.0 == T T T = T 7
450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 7001

Lungime de unda (nm) Lungime de unda (nm)

Figura 1V.2.6. Spectrele de emisie de fluorescenta ale compusilor 4 (stanga) si 4:5-CD
(dreapta) la pH = 1, 7,4 si 13; Aex: 415 nm*8,

Compusul 4_CD a prezentat, de asemenea, 0 intensitate de emisie scazuta la pH = 13, dar
surprinzator, intensitatea semnalului la pH=7,4 a fost aproape egala cu intensitatea obtinuta pentru
solutia 4:B-CD la pH=1 cu aceleasi maxime la 538 nm (Figura 1V.2.6. - dreapta). Am speculat astfel
ca aceste diferente in intensitatile semnalelor la diferite valori ale pH-ului ar putea fi rezultatul
efectului steric cauzat/aparut in compusului 4 dupa incapsulare in ciclodextrina.

Primul pas spre realizarea experimentelor de colorare a celulelor a fost reprezentat de verificarea
citotoxicitatii compusului 4 si a complexul sdu de incluziune 4:3-CD care au fost investigate folosind

doua tipuri de liniile celulare: HeLa (linie de celule canceroase) si NHDF (linie de celule normale).
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Figura 1V.3.1. Rezultatele studiului viabilitatii celulare in vitro (testul MTS) pentru compusii
4 si 4:B-CD pe liniile celulare HeLa (stanga) si NHDF (dreapta)®®.

Rezultatele obtinute au indicat in mod clar capacitatea a 4:B-CD de a patrunde prin
membranele ambelor linii celulare investigate, prezentand o distributie similara a compusului 4:3-CD
la 15 minute de la incubare la toate concentratiile investigate, indicand in primul rand localizarea

extranucleara uniforma a acestuia (Figura IV.3.2. —stanga).
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Figura 1V.3.2. Patrunderea compusului 4:B-CD in liniile celulare HeLa (sus) si NHDF (in
jos) dupd 15 minute (stdnga) si 24 ore (dreapta) de incubare?®,

Acumularile mari si localizate de 4:B-CD 1n celulele HeLa a indicat o interactiune specifica a
colorantului cu anumite componente celulare. Luand in considerare natura compusului 4:-CD si
proprietatea sa de a poseda o intensitate fluorescentd mai mare la un pH mai mic, presupunem ca
acumularea colorantului are loc preferential in organelele acide ale celulei.

Pentru a verifica aceasta ipoteza, a fost realizata o coloratie dubla cu LysoTracker Red DND-

99, un agent comercial utilizat pentru a colora organelele acide celulare!®%.

Figura 1V.3.7. Acumularea si distributia celulara in celulele HeLa a colorantilor: stanga - 4:8-CD dupa

24 de ore de tratament (filtru GFP); mijloc - adaugarea ulterioara de LysoTracker DND-99 dupa
tratamentul de 30 de minute (filtru N2.1); dreapta - imagine suprapusa a imaginilor obtinute cu filtrele

GFP si N2.118,

Rezultatele obtinute au sustinut teoria/ipoteza privind acumularile specifice a compusului in cadrul

organelelor acide ale celulei.
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CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat intitulatd “Sisteme complexe supramoleculare pentru aplicatii biomedicale” este

structurata pe doua directii ale chimiei supramoleculare: autoasamblarea si chimia gazda-oaspete.

Astfel, prima parte a tezei (Capitolul 1) reprezintd un studiu de literatura cu privire la aceste doua
directii, focusat in principal pe sisteme de tipul hidrogelurilor supramoleculare, a vectorilor non-virali

pentru terapia genica si pe complecsi de incluziune ai ciclodextrinelor.

In partea a doua a tezei (Capitolele 11 — IV) sunt descrise contributiile personale aduse in domeniile
anterior mentionate. Toate capitolele cuprinse in cea de-a doua parte debuteaza cu o scurtd
introducere, metodele de obtinere si caracterizare a sistemelor propuse, testdrile biologice ale

acestora, concluzii, date privind partea experimentala si bibliografia utilizata.
Teza se ncheie cu o serie de concluzii generale (Capitolul V).
Din studiile intreprinse s-au deprins urmatoarele concluzii:

1. Au fost sintetizate hidrogeluri G-BDBA bazate pe guanozina si acid benzen-1,4-diboronic cu

proprietati fizice diferite datorate prezentei diferitilor cationi.

[ Studiile de spectroscopie RMN si dicroism circular, precum si datele de microscopie AFM au aratat
ca structura hidrogelului supramolecular este guvernata atat de cationii utilizati pentru stabilizarea

interna a unitdtilor de G4, cat si de reticularea externa a gruparilor boronat.

[1 Particularitatile compozitiei fiecarui hidrogel determind cantitatea de molecule de apd pe care
fiecare hidrogel poate sa o Incorporeze, fiind capabild sa sustind o cantitate de apa de cincisprezece
ori mai mare daca se utilizeaza ca reticulator ionii de Mg2+. Aceasta proprietate interesanta face ca

aceste hidrogeluri sa fie candidatii perfecti pentru cresterea celulara.

] Testele de viabilitate a celulelor realizate pe linia celularda NHDF au aratat ca hidrogelurile au
sustinut cresterea celulelor pe suprafata lor. In cazul hidrogelului G-BDBA-K este necesari o ajustare
a pH-ului fiziologic cu tampon TAE, in timp ce hidrogelurile G-BDBA-Ba si G-BDBA-K-Mg pot fi

utilizate ca suport pentru cresterea celulara imediat dupd preparare.

2. Au fost dezvoltate hidrogeluri compozite supramoleculare G-BDBA-K-SWNT cu proprietati

mecanice si de retentie a apei superioare comparativ cu hidrogelul de pornire G-BDBA-K.

[J Tncorporarea cu succes a nanotuburilor de carbon cu pereti unici (SWNT) in matricea G-BDBA-K

a fost investigata prin tehnici microscopie electronica de baleiaj (SEM), difractie de raze X in pulbere
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(PXRD) si spectroscopie Raman, in timp ce proprietitile mecanice ale hidrogelurilor au fost

investigate in detaliu si comparate prin studii reologice.

[1 Rezultatele favorabile ale citotoxicitdtii pentru toate nanocompozitele investigate si rezultatele
caracterizarii care arata o crestere a dimensiunii porilor dupa adaugarea SWNT-urilor la G-BDBA-

K, au facut aceste materiale ideale pentru aplicatiile de crestere celulara.
3. Au fost sintetizate trei biblioteci de compusi pentru transfectia ADN-ului.

[1 Prima bibliotecd de compusi urmareste determinarea proportiile optime de SQPEGNH2 din
compozitia vectorului pentru a obtine cea mai mare eficienta de transfectie si o viabilitate celulara cat
mai buna. De asemenea s-a urmadrit influenta sperminei si a PEI-ului asupra capacitatii de impachetare

si livrare a ADN-ului.

[1 A doua biblioteca de compusi s-a obtinut prin amestecarea in diferite proportii a compusilor din
prima bibliotecd, urmarindu-se analiza capacitatii de asamblare si re-asamblare a componentelor
constitutive aflate in diverse rapoarte molare si implicit a capacitatii de impachetare si livrare a ADN-

ului a vectorilor rezultati.

1. Analiza TEM a demonstrat ca cantitatea de scualend prezentatd in DCF-uri afecteaza in mod

pozitiv capacitatea de autoasamblare a acestora.

ii. Studiile de retardare a mobilitdtii electroforetice a ADN-ului Tn gel de agaroza au aratat ca
desi spermina din structura DCF-urilor prezintd o capacitate foarte mica de legare a ADN-

ului, prezenta sa in seria hibridd de compusi PS pare sd nu perturbe capacitatea lor de legare.

iii. A fost identificat compusul PS2 ca fiind agentul de transfectic de ADN optim din
biblioteca dezvoltata, ceea ce a oferit o perspectiva asupra importantei prezentei PEG-ului si

PEIl-ului in compozitia DCF-urilor.

Iv. S-a demonstrat cd reorganizarea componentelor in cadrul DCF-urilor are loc intr-adevar

datorita dinamicitatii sistemelor obtinute.

[] A treia biblioteca de compusi (F1 — F7) este constituitd din TA, SQPEGNH2, PEG(NH2)2 si PEI
2000, pastrandu-se constant raportul molar dintre TA si SQPEGNH2 de 1:1, variindu-se continutul
de PEG(NH2)2 si PEI 2000 in vederea determindrii compozitiei optime a vectorilor rezultati pentru
a asigura o citoxicitate scazutd, o buna abilitate in condensarea ADN-ului si o buna capacitate de

transfectie.
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i. Proprietatile de impachetare ale ADN-ului au depins in mod direct de continutul de PEI
utilizat in formarea vectorilor finali. S-a observat prin intermediul analizelor de excludere a
colorantului GR ca la un continut crescut de PEI si rapoarte N/P scdzute exista o interactiune
mai puternica vector-ADN. Poliplecsii F/ADN au devenit citotoxici la un raport N/P=50,
atunci cand PEI se gaseste In concentratie de 63% in compozitia DCF-ului. Cresterea
raportului N/P la 100 a dus la cresterea citotoxicitatii in celulele HeLa, iar prezenta PEG-ului

nu a condus la o imbundtatire semnificativa a viabilitatii celulare.

ii. Tn general, DCF-urile studiate au prezentat transfectie semnificativ mai mare in comparatie
cu PEI 2000 ca referinta la raportul N/P=50, indiferent de concentratia de PEI din compozitia
DCF-urilor, in timp ce capacitatea de transfectie scade considerabil odata cu cresterea
raportului N/P de la 50 la 100. Prezenta PEG-ului induce o diferenta subtila, imbunatatind
capacitatea de transfectie la rapoartele N/P de 30 si 50. Rezultatele obtinute sugereaza ca o
compozitie optima a vectorului este atunci cand PEI-ul se gaseste intr-o concentratie de 42%
(F1), fiind vectorul cel mai eficient in transfectia ADN-ului la raportul N/P=50, in timp ce
prezenta PEG-ului in concentratie de 23% favorizeaza eficienta de transfectiec a ADN-ului in

celulele HelLa.

4. S-a obtinut un complex de incluziune gazda-oaspete intre sarea fluorescenta de indolizinil-piridiniu

si B-ciclodextrina.

[1 Complexul de incluziune format a fost investigat prin experimente ESI-MS, analizd TEM,
reprezentarea grafica a curbei Job si prin studii de modelare moleculard, studii care demonstreaza

formarea speciilor gazda-oaspete in rapoartele 1:1 s1 2:1.

[1 Un numar de caracteristici interesante ale complecsilor de incluziune a sarii indolizinil-piridiniu/p-
CD, precum absenta citotoxicitatii, permeabilitatea celulard, fluorescenta intracelulard de lunga
duratd si acumularea selectivd in organelele acide, au identificat acesti compusi drept candidati
remarcabili pentru marcarea intracelulara a organelelor acide (lizozomi sau mitocondrii). Spre
deosebire de agentul comercial Lysotracker, in cazul compusului 4:3-CD nu am observat o scadere a
semnalului fluorescent in intervalul investigat (48 de ore), acest lucru sugerand o stabilitate

intracelulard excelentd a colorantului.

[] Cresterea 1n timp a intensitdtii fluorescentei cat si tendinta de acumulare lentd a complecsilor de
incluziune in organelele acide ar putea fi exploatate in elaborarea unor teste pentru investigarea si
evaluarea morfologiei lizozomilor in celule. In plus, similaritatea structurald a sistemelor propuse cu

cea a altor agenti de colorare raportati in literaturd, agenti ce contin un fragment de sare cuaternara
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de piridiniu ar putea sugera, de asemenea, acumularea sistemelor investigate Tn interiorul

mitocondriilor.
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