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INTRODUCERE 

Odată cu decernarea Premiului Nobel în domeniul chimiei supramoleculară grupului francez 

format din cercetătorii Donald Cram, Jean Marie Lehn și Charles Pedersen în anul 1987, a existat o 

continuă preocupare pentru inovarea domeniului. Asistăm astfel la dezvoltarea unui nou domeniu al 

chimiei prin tranzița de la moleculă la supramoleculă, prin utilizarea moleculelor în formarea unui 

ansamblu supramolecular cu proprietăți total diferite de proprietățile moleculelor inițiale. Chimia 

supramoleculară, sau "chimia dincolo de moleculă" are drept scop proiectarea și implementarea unor 

sisteme chimice funcționale create prin intermediul interacțiunilor intermoleculare sau prin formarea 

legăturilor covalente dinamice1. Dezvoltarea domeniului a stat la baza evoluției a numeroase domenii 

aflate la interfața cu biologia și fizica, permitându-se, în același timp, definirea sau perfecționarea 

terminologiei, cât și dezvoltarea de tehnologii specifice, devenind un domeniu vast, multidisciplinar 

și interdisciplinar2.  

Chimia supramoleculară prezintă o caracteristică esențială reprezentată de capacitatea de a 

genera o multitudine de combinații prin procesul de schimb și selecție a componentelor moleculare 

cu scopul de a forma entități cu caracteristici optime din punct de vedere termodinamic și cinetic. În 

acest context, s-a impus schimbarea paradigmei, trecându-se de la "chimia constitutională statică" 

(chimia covalentă) la "chimia dinamică constituțională " (CDC), înglobând astfel atât chimia 

covalentă dinamică (ce implică legături covalente dinamice) cât și chimia non-covalentă (bazată pe 

interacțiunile intermoleculare de natură fizică). Îmbinarea caracterului dinamic în chimia moleculară 

a dat naștere la dezvoltarea unui domeniu independent în care entitatea moleculară conține legături 

covalente care se pot forma și rupe în mod reversibil, pentru a permite o modificare continuă a 

constituției prin reorganizarea și interschimbarea componentelor3. 

Contribuțiile semnificative aduse în domeniul auto-asamblării au facilitat înțelegerea 

principiilor din spatele interacțiunilor intermoleculare și, prin urmare, au condus la dezvoltarea de noi 

materiale funcționale. 

În acest context, în cadrul prezentei teze de doctorat intitulată “Sisteme complexe 

supramoleculare pentru aplicații biomedicale” s-a urmărit obținerea unor sisteme supramoleculare 

noi utilizate pentru regenerarea tisulară (hidrogeluri supramoleculare), pentru livrarea de gene 

terapeutice în celule canceroase (vectori non-virali) și pentru marcarea fluorescentă a celulelor sau 

pentru etichetarea specifică a unor componente celulare (complecși de incluziune ai β-CD).  

Prima parte a tezei de doctorat (Capitolul I) reprezintă un studiu de literatură axat în principal 

pe obținerea, caracterizarea și aplicațiile hidrogelurilor supramoleculare (subcapitolul I.2.1.), a 

vectorilor non-virali (subcapitolul I.2.2.) și a complecșilor de incluziune pe bază de ciclodextrine 

(subcapitolul I.3.1.).  

https://en.wikipedia.org/wiki/Donald_Cram
https://en.wikipedia.org/wiki/Charles_Pedersen
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Partea a doua a tezei de doctorat (Capitolele II-IV ) conține contribuțiile personale aduse în 

obținerea, caracterizarea fizico-chimică și biologică a unor construcții supramoleculare cu diferite 

arhitecturi destinate diferitelor aplicații: (a) hidrogeluri pe bază de acid benzen-1,4-diboronic și 

guanozină (responsabilă pentru formarea G-cvartetului, asigurând formarea structurilor 3D), 

candidați pentru creșterea celulelor (Capitolul II); (b) vectori non-virali pe bază de trialdehidă și 

polietilenimină ramificată, capabili să transfecteze celule canceroase (Capitolul III); (c) complecși de 

incluziune ai β-ciclodextrinei (β-CD) cu indolizinil-piridiniu ca agent fluorescent de marcare al 

celulelor sau pentru etichetarea specifică a unor componente celulare (Capitolul IV). Fiecare capitol 

debutează cu o scurtă introducere urmată de metodele de obținere utilizate, caracterizarea fizico-

chimică și biologică a sistemelor proiectate. Fiecare capitol se încheie cu partea experimentală urmată 

de secțiunea de bibliografie corespunzătoare fiecărui capitol.  

Capitolul II cuprinde studiul unor hidrogeluri supramoleculare cu arhitectură tridimensională 

(3D) asigurată de prezența cvartetului de guanozină5. Au fost obținute hidrogeluri dinamice pe bază 

de acid benzen-1,4-diboronic (BDBA) și guanozină în prezență de KOH, când se formează structurile 

2D, etapă urmată de adăugarea în sistem a cationilor bivalenți (cu rol de a stabiliza cvartetul de 

guanozină) rezultând structurile 3D. Sistemele au fost caracterizate prin spectroscopie de rezonanță 

magnetică nucleară (RMN) și dicroism circular, precum și prin difracție cu raze X în pulbere (PXRD). 

În urma acestor investigații s-a confirmat că structura hidrogelului este guvernată atât de natura 

cationului bivalent utilizat, responsabil pentru stabilizarea internă a cvartetului de guanozină, cât și 

de reticularea externă a grupărilor boronat. Particularitățile morfologice au fost evidențiate prin 

microscopie de forță atomică (AFM) și microscopie electronică de baleiaj (SEM).  

Într-un studiu similar, am investigat posibilitatea de introducere a nanotuburilor de carbon cu 

un singur perete (SWNT) în matricea hidrogelurilor pe bază de guanozină și acid benzen-1,4-

diboronic. Am explorat efectul nanotuburilor de carbon asupra proprietăților generale ale 

hidrogelurilor obținute, incluzând capacitatea de reținere a apei și citotoxicitatea în comparație cu 

hidrogelul original. De asemenea, studiile de reologie au confirmat comportamentul de gel la scară 

macroscopică și au furnizat informații asupra proprietăților mecanice.  

Capitolul III prezintă sinteza și caracterizarea unor sisteme dinamice de transfecție bazate pe 

trialdehidă (T) și polietilenimină ramificată (PEI)7. În formarea acestor sisteme, trialdehida are rol de 

centru trifuncțional, iar grupările aldehidice (CHO) sunt capabile de legarea covalentă dinamică a 

grupărilor aminice din PEI, rezultând grupări reversibile de tip imină (N=C). Având la bază aceste 

două componente esențiale (T, PEI) și aplicând strategia chimiei dinamice constituţionale, în funcție 

de condițiile existente în sistemul de reacție (ex. raportul molar CHO/NH2, masa moleculară a PEI, 

prezența sau absența altor parteneri în sistem, etc.) se pot genera spontan diferite arhitecturi prin 

autoasamblare, conducând la obținerea unor biblioteci de compuși, capabili să complexeze ADN-ul 
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plasmidic (pCS2 + MT-Luc), prezentând o bună abilitate în transfecție pe celule HeLa. Mai mult, 

prin amestecarea diferitelor structuri, componente ale bibliotecilor, s-au obținut structuri complexe 

ca vectori reorganizați necitotoxici capabili să împacheteze ADN-ului plasmidic (pCS2 + MT-Luc) 

cu bună capacitate de transfecție pe celule HeLa. Acest studiu a avut în vedere evidențierea efectului 

înlocuirii polimerului cationic PEI cu spermină și a polietilenglicolului (PEG) asupra abilității în 

transfecția ADN-ului plasmidic. În ambele studii s-au urmărit evidențierea aspectelor morfologice ale 

vectorilor, precum și eficiența transfecției și citotoxicitatea acestora.  

Capitolul IV descrie prepararea și caracterizarea unui complex de incluziune gazdă-oaspete 

format între compusul fluorescent bromură de indolizinil-piridiniu și β-ciclodextrină8. Complexul de 

incluziune format a fost investigat prin spectrometrie de masă cu ionizare de tip electrospray (ESI-

MS), microscopie electronică de transmisie (TEM), iar reprezentarea grafică a curbei Job a fost 

realizată cu ajutorul datelor de fluorescență. Structura complexului de incluziune a fost confirmată 

prin studii de modelare moleculară. Studiile demonstrează formarea speciilor gazdă-oaspete în 

rapoartele molare de 1 : 1 și 2 : 1. Compușii de incluziune obținuți sunt fluorescenți, cu solubilitate 

mare în apă și sunt necitotoxici și sensibili la pH motiv pentru care au fost propuși ca agenți 

fluorescenți pentru marcarea organelelor acide din celule, ca metodă alternativă de înlocuire a 

compușilor comerciali ce prezintă citotoxicitate crescută și solubilitate scăzută în soluții apoase 

utilizați pentru marcarea celulelor sau pentru etichetarea specifică a unor componente celulare.  

Teza se încheie cu o serie de concluzii generale desprinse în urma studiilor prezentate și în 

final o listă de activități de diseminare a rezultatelor obținute pe parcursul studiilor de doctorat. 

Diseminarea rezultatelor obținute a fost realizată în 3 publicaţii în jurnale recunoscute ISI, și au fost 

prezentate la 8 manifestari naționale și internaționale. Teza de doctorat conține 147 de pagini, 4 

tabele, 4 scheme, 51 de figuri și 336 referințe bibliografice. 

CONTRIBUȚII PERSONALE 

Capitolul II. Hidrogeluri supramoleculare obținute prin autoasamblarea 

guanozinei 

Capitolul II a avut drept obiectiv sinteza și caracterizarea hidrogelurilor pe bază de guanozină, acid 

benzen-1,4-diboronic reticulate prin intermediul cationilor mono-, divalenți în vederea obținerii de 

suporturi pentru cresteri celulare. Studiul influenței nanotuburilor de carbon în consolidarea 

hidrogelurilor pe bază de cvarteți de guanozină. 
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II.1. Influența ionilor metalici în obținerea hidrogelurilor pe bază de cvarteți de 

guanozină 

Au fost preparate hidrogeluri transparente obținute prin reacția dintre G, BDBA16,17 și KOH în 

raport de 1/0,5/1 echivalenți (echiv.). După răcirea la temperatura camerei s-a observat formarea unui gel 

transparent (G-BDBA-K) care și-a susținut propria greutate la inversarea flaconului (Schema II.1.2.1.).  

 

 

Schema II.1.2.1. Reacția de formare a hidrogelurilor pe bază de guanozină și acid benzen-1,4-

diboronic în prezență de KOH4. 

Acest hidrogel G-BDBA-K a arătat o capacitate relativ mică de reținere a apei, fiind stabil până la 

adăgarea a 3 mL de apă distilată, colapsând când cantitatea de apă adăgată a fost de 4 mL. Prin 

schimbarea cationului de K+ (cation de stabilizare) cu Ba2+ (prin adăugarea unei cantități echivalente 

de Ba(OH)2 în loc de KOH), s-a observat formarea unui hidrogel transparent G-BDBA-Ba cu o 

capacitate de retenție a apei de 10 mL. La cantități mai mici de 10 mL de apă, se obține un hidrogel 

stabil dar opalescent. 

Hidrogelul BDBA-K poate fi modificat prin legarea selectivă a planurilor de G4 (preformate cu 

ajutorul ionilor de K+) cu cationi de Mg2+ (Schema II.1.2.2). Adăugarea ionilor de Mg2+, ca reticulator 

extern, a oferit hidrogelurilor BDBA-Mg o proprietate impresionantă de reținere a apei (Figura 

II.1.2.2. dreapta), recomandând aceste geluri ca materiale biocompatibile optime pentru creșterea 

celulară și ingineria tisulară. Cationii bivalenți de Mg2+ nu sunt capabili să stabilizeze G4 din cauza 

dimensiunii, dar vor interacționa cu grupările hidroxilice de la gruparile boronice  libere 

(nereacționate în prima etapă cu K+).  
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Schema II.1.2.2. Schemă de reacție pentru obținerea  hidrogelurilor G-BDBA-K stabilizate cu ioni 

de  K+ și a hidrogelurilor G-BDBA-K-Mg stabilizate cu ioni de K+ (stabilizare internă a G4) și ioni 

de Mg2+ (stabilizare externă)4.  

Datele obţinute prin difracția cu raze X în pulbere (PXRD) și spectroscopia de dicroism circular 

(DC) confirmă obţinerea structurilor G4.  

   

Figura II.1.2.7. (a,b,c) Spectre de dicroism circular pentru hidrogelurile BDBA-K, BDBA-Ba și 

BDBA-Mg4. 

Studiile reologice efectuate pe hidrogelurile G-BDBA-K, G-BDBA-Ba și G-BDBA-K-Mg au 

arătat că prezintă o reologie solidă, fiind mai puternice în ordinea: G-BDBA-Ba (G' ~ 1970 Pa) > G-

BDBA-K (G' ~ 475 Pa) > G-BDBA-K-Mg (G' ~ 10 Pa). 

Rezultatele AFM, susținute de datele spectroscopiei CD și de datele de reologie, sugerează că 

Mg2+ servește drept element de legătură între cvartetele de guanozină. Studiile morfologice AFM 

evidențiază diferitele comportamente ale ionilor metalici cu matricea organică, prezentând diferențe 

nu numai între cationii mono și divalenți, ci și între cationii divalenți de Ba2+ și Mg2+. 

Testele de viabilitate a celulelor, realizate pe linia celulară NHDF, au arătat că hidrogelurile G-

BDBA-K, G-BDBA-Ba, și G-BDBA-K-Mg au susținut creșterea celulelor pe suprafața lor. Testele 

au demonstrat o viabilitate excelentă a celulelor cultivate pe aceste hidrogeluri după un interval de 24 

de ore (Figura II.1.3.3.) de până la 73% (42% pentru G-BDBA-K, 47% pentru G-BDBA-Ba și 73% 

pentru hidrogelul G-BDBA-K-Mg).  
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Figura II.1.3.3. Viabilitatea celulară obținută prin test MTS pentru hidrogelurile G-BDBA-K, G-

BDBA-Ba și G-BDBA-K-Mg4.  

Aceaste rezultate recomandă hidrogelul G-BDBA-K-Mg ca fiind cel mai bun candidat pentru 

utilizarea ca suport pentru creșterea celulelor. În cazul hidrogelului G-BDBA-K este necesară o 

ajustare a pH-ului cu soluție tampon (TAE), în timp ce hidrogelurile G-BDBA-Ba și G-BDBA-K-Mg 

pot fi utilizate ca suport pentru creșterea celulară imediat după preparare.  

II.2. Influența nanotuburilor de carbon  în consolidarea hidrogelurilor pe bază 

de cvarteți de guanozină 

Au fost dezvoltate cu succes hidrogeluri compozite supramoleculare G-BDBA-K-SWNT cu 

diferite concentrații de SWNT. Hidrogelul G-BDBA-K a fost obținut folosind condițiile raportate 

anterior4 iar cantitatea necesară de SWNT a fost introdusă prin adăugarea de cantități corespunzătoare 

de soluție stoc SWNT-Li (echivalentă cu introducerea a 0,1 mg, 0,3 mg, 0,5 mg, 0,7 mg și 1 mg de 

SWNT pulbere/ 2 mL G-BDBA-K), notate cu G-BDBA-K-SWNT. 

 

Figura II.2.2.1. Capacitatea de reținere a apei a hidrogelurilor G-BDBA-K și  

G-BDBA-K-SWNT/ 2 mL G-BDBA-K.  



14 
 

Acestea au prezentat proprietăți mecanice și de retenție a apei superioare comparativ cu hidrogelul 

martor G-BDBA-K.  

Implicarea SWNT-urilor în formarea ansamblurilor supramoleculare pe bază de G si BDBA și 

influența lor asupra interacțiunilor interne de stivuire π-π între grupurile succesive de cvartete de 

guanozină (G4) a fost confirmată prin studiile de difracție cu raze X în pulbere (PXRD) (Figura 

II.2.2.3). 

 

Figura II.2.2.3. Difractograma PXRD a hidrogelului liofilizat G-BDBA-K (negru) și a hidrogelului 

liofilizat G-BDBA-K-SWNT (roșu) cu conținut de 1 mg SWNT. 

Încorporarea uniformă a SWNT-urilor dispersate în structura hidrogelului a fost analizată prin 

măsurători Raman ale hidrogelului G-BDBA-K, ca referință, și ale hidrogelurilor G-BDBA-K-SWNT 

cu cantități diferite de SWNT. 

Datele reologice obținute demonstrează că hidrogelurile G-BDBA-K-SWNT cu conținut de 

SWNT mai mare de 0,9 mg prezintă proprietăți viscoelastice superioare. Introducerea SWNT-urilor 

în matricea G-BDBA-K joacă un rol crucial în definirea structurii și a proprietăților mecanice ale 

acestor hidrogeluri. 

Rezultatele favorabile ale citotoxicității pentru toate nanocompozitele investigate și rezultatele 

caracterizării care arată o creștere a dimensiunii porilor după adăugarea SWNT-urilor în matricea G-

BDBA-K, au recomandat aceste materiale ideale pentru a fi utilizate ca suporturi pentru creștere 

celulară.  

Aderarea cu succes a celulelor NHDF la suprafețele compozitelor studiate  a fost pusă în evidență 

prin marcare diferențiată: colorație comercială diferentială de tip viu/mort și un colorant fluorescent 

dezvolat în cadrul grupului de cercetare: complex de incluziune a sării de indolizinil-piridiniu/beta-

ciclodextrină. 
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Figura II.2.3.3. Imaginile de microscopie de fluorescență a celulelor NHDF incubate timp de 24 

de ore și colorate utilizând colorația diferențială de tip viu/mort pe hidrogelurile (a) G-BDBA-K, (b-

f) G-BDBA-K-SWNT la diferite cantități de SWNT aflate la capacitatea maximă de retenție a apei. 

 

   

  

Figura II.2.3.4. Imagini de microscopie fluorescentă a celulelor NHDF însămânțate pe (a) BDBA și 

(b-f) BDBA-SWNTs după 4 ore de la incubare, colorate cu IPSCD. 

 Rezultatele promițătoare obținute în ceea ce privește citotoxicitatea și ale proprietăților de 

susținere a celulelor, împreună cu proprietățile particulare ale hidrogelurilor supramoleculare, fac din 

hidrogelul compozit G-BDBA-K- SWNT un material interesant pentru aplicațiile biomedicale în 

domeniul ingineriei tisulare. 

 

Capitolul III. Studii in vitro ale vectorilor non-virali utilizați în terapia genică 

Capitolul III a avut drept obiectiv sinteza și caracterizarea unor biblioteci de compuși pe bază de 

1,3,5-benztrialdehidă (TA), scualenă PEG-ilată (SQPEGNH2), bis (3-aminopropil) poli (etilen glicol) 

1500 Da (PEG(NH2)2), PEI ramificat cu masă moleculară de 2 000 Da (PEI 2000) în prezența sau 

absența sperminei, în vederea obținerii de compuși supramoleculari cu abilități superioare în 

împachetarea și livrarea ADN-ului în celule HeLa. 
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Vectorii non-virali au fost obținuți prin strategii ale chimiei dinamice constituționale, permitând 

obţinerea de DFC-uri adaptativi și reorganizați capabili să împacheteze ADN-ul, iar poliplecșii rezultați 

să producă transfecția celulelor HeLa.  

Constituirea bibliotecilor de vectori non-virali s-a bazat pe următoarele componente reactive: (i) 

1,3,5-benztrialdehidă (TA), centru/nucleu trifuncțional capabil de legarea covalentă reversibilă de tip 

amino-carbonil / imină a unor componente aflate în sistemul de reacție; (ii) derivatul de scualenă PEG-

ilat cu o grupare aminică terminală (SQPEGNH2)5, responsabil pentru auto-asamblare în structuri 

hidrofob-hidrofile în medii apoase; (iii) bis (3-aminopropil) poli (etilen glicol) 1500 Da (PEG(NH2)2), 

responsabil pentru creșterea biocompatibilității și stabilității în mediile fiziologice6-8; (iv) poli(etilen 

imină) ramificată cu masa moleculară de 2 kDa (PEI 2000), polimer cationic responsabil să complexeze 

ADN-ul9-11; (v) spermina, cu rol în fiziologia celulară, exprimarea genelor, sintezei acidului nucleic și a 

proteinelor, reglarea canalelor ionice și asigurarea protecției împotriva daunelor oxidative12,13 (Tabelul 

III.2.1.). 

Tabel III.2.1. Compoziția chimică a DFC-urilor sintetizate14. 

Compus SQPEGNH2 TA PEG(NH2)2 Spermină 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 1.5 

PS2 (P1+S2) (1:1) 0.75 1 0.6 0.25 1.5 

PS3 (P1+S3) (1:1) 1 1 - 0.5 1.5 

PS4 (P1+S4) (1:1) 1 1 - 0.25 1.5 

 

Figura III.2.1. Spectrele 1H-NMR în D2O pentru Monitorizarea formării compusului S2 prin1H 

NMR în D2O
14. 
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Când au fost amestecate diferite DFC-uri din seria S1÷S4 și P1 au rezultat structuri compoziționale 

și morfologice diferite datorită efectelor de reasociere și rearanjare a componentelor.  

S-a demonstrat că prezența scualenei afectează auto-asamblarea acestora, dovedită prin analiza TEM.  

 

Figura III.2.2. Imagini TEM a compuşilor: a) PS1; b) PS2; c) PS3; d) P1 şi distribuţia particulelor 

în  funcţie de dimensiunea lor (e-h).14  

Interacțiunea compușilor cu ADN-ul a fost evidențiată prin electroforeză pe gel de aragoză, arătând 

astfel că deși spermina din structura DCF-urilor prezintă o capacitate foarte mică de legare a ADN-ului, 

prezența sa în seria hibridă de compuși PS pare să nu perturbe capacitatea lor de legare.  

  

Figura III.2.4. Datele privind experimentele de transfectie pe celule HeLa ale compusilor S1-S4, 

P1 si PS1-PS4: a) Eficienţa în transfecţie determinată prin testul bazat pe luciferază la rapoarte N/P 

de 50 şi 100; b) Imagini obţinute prin microscopia de fluorescenţă ilustrând expresia GFP-ului 

utilizând pCS2+NLS-eGFP la raportul N/P de 50.14  

Studiile in vitro pe celule HeLa au oferit informații esențiale asupra viabilității și eficienței de 

transfecție a compușilor din biblioteca PS. Din această bibliotecă compusul PS2 este recomandat ca fiind 
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agentul de transfecție optim al ADN-ului, ceea ce a oferit o perspectivă asupra importanței prezenței PEG-

ului și PEI-ului în compoziția DCF-urilor. 

Pentru a înțelege influența raportului de PEI în compoziția DCF-urilor asupra unor factori cruciali 

precum proprietatea de auto-asamblare, capacitatea de legare a ADN-ul, citotoxicitatea și eficiența în 

transfecție, s-a dezvoltat biblioteca F1÷F7 constituită din TA, SQPEGNH2, PEG(NH2)2 și PEI 2000, 

cu raportul molar dintre TA și SQPEGNH2 de 1:1 și cu conținut variabil de PEG(NH2)2 și PEI 2000.  

Tabel III.2.2. Compoziția chimică a DCF-urilor pe bază de TA, SQPEGNH2, PEG(NH2)2 și 

PEI 200015. 

 SQPEGNH2 TA PEG(NH2)2 PEI 2000 

F1 1 1 0 1.5 (42%) 

F2 1 1 0 2 (50%) 

F3 1 1 0 2.5 (55%) 

F4 1 1 0 3 (60%) 

F5 1 1 0 3.5 (63%) 

F6 1 1 1 1.5 (33 %) 

F7 1 1 1 2 (40%) 

 

Proprietățile de împachetare ale ADN-ului au depins în mod direct de conținutul de PEI utilizat 

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

că la un conținut crescut de PEI și rapoarte N/P scăzute există o interacțiune mai puternică vector-

ADN. 

 

Figura III.2.7. Intensitatea de fluorescență a Gel Red în dependență cu raportul N/P al poliplecșilor 

investigați15. 
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 Poliplecșii F/ADN au devenit citotoxici la un raport N/P=50, atunci când PEI se găsește în 

concentrație de 63% în compoziția DCF-ului. Creșterea raportului N/P la 100 a dus la creșterea 

citotoxicității în celulele HeLa, iar prezența PEG-ului nu a condus la o îmbunătățire semnificativă a 

viabilității celulare.  

 

 

Figura III.2.9. Graficele viabilitatii celulare relative și eficienței de transfecție (unități de lumină 

relativă (RLU)/10 000 celule însămânțate) pe celule Hela tratate cu poliplecși la rapoarte N/P 30, 50 

și / sau 100. Rezultatele sunt prezentate ca o valoare medie ± deviație standard (S.D.), n = 5-7. * p 

<0,05, ** p <0,01 și *** p <0,001 conform testului student t.15  

În general, DCF-urile studiate au prezentat o transfecție semnificativ mai mare în comparație cu 

PEI 2000 utilizat ca referință la raportul N/P=50, indiferent de concentrația de PEI din compoziția 

DCF-urilor, în timp ce capacitatea de transfecție scade considerabil odată cu creșterea raportului N/P 

de la 50 la 100. Prezența PEG-ului induce o diferență subtilă, îmbunătățind capacitatea de transfecție 

la rapoartele N/P de 30 și 50. Rezultatele obținute sugerează că o compoziție optimă a vectorului este 

atunci cand PEI-ul se găsește într-o concentrație de 42% (F1), fiind vectorul cel mai eficient în 

transfecția ADN-ului la raportul N/P=50, în timp ce prezența PEG-ului în concentrație de 23% 

favorizează eficiența de transfecție a ADN-ului în celulele HeLa. 

Capitolul IV. Complecși de incluziune pe bază de ciclodextrină 

Capitolul IV a avut drept obiectiv sinteza și caracterizarea unui complex de incluziune pe bază 

de β-ciclodextrină (β–CD) și un derivat fluorescent: bromură de indolizinil-piridiniu pentru marcarea 

fluorescentă a celulelor sau pentru etichetarea specifică a unor componente celulare. 

Sarea fluorescentă indolizinil-piridiniu 4 (Schema IV.2.1) a fost concepută ca un potențial 

colorant sensibil la pH și a fost sintetizată conform unui protocol stabilit de către cercetătorii Monica 

Sardaru și Ramona Danac de la Universitatea „Al. I. Cuza”, Iași, care au publicat protocoalele de 

sinteză pentru compușii 1 și 3 (Schema IV.2.1)16,17.  
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Schema IV.2.1. Sinteza sării de indolizinil-piridiniu 416,17. 

Pentru a obține o mai bună solubilitate în apă a compusului 4 și pentru a îi extinde aplicațiile ca 

agent de colorare celulară am propus formarea unui ansamblu supramolecular de tip gazdă-oaspete  

pe bază de compusul 4 și β-CD. 

Complexul de incluziune format a fost investigat prin experimente ESI-MS, analiză TEM, 

reprezentarea grafică a curbei Job cu ajutorul spectrelor de fluorescentă și prin studii de modelare 

moleculară, studii care demonstrează formarea speciilor oaspete-gazdă în rapoartele molare de 1:1 și 

1:2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.2.1. Spectrele ESI-MS ale amestecului de reacție  4:β-CD în raport molar de 1:1,5, 

prezentând semnalele corespunzătoare M+ -Br (519,2432), CD + Na+ (1157,3897), formării 

complexului de incluziune 4:β-CD în raport molar de 1:1 (1654 - M+ -Br + CD) și de 1:2 (2788 - M+ 

-Br + 2CD)18. 

Intensitățile maxime ale spectrelor de fluorescență corespunzătoare compușilor 4 și 4:β-CD la 

valorile de pH investigate sunt poziționate între 520 și 540 nm, cu o oarecare deplasare a maximului 

și a intensității în cazul compusului 4 odată cu scăderea pH-ului.  

a 

c 

b 
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Figura IV.2.6. Spectrele de emisie de fluorescență ale compușilor 4 (stânga) și 4:β-CD 

(dreapta) la pH = 1, 7,4 și 13; λex: 415 nm18. 

Compusul 4_CD a prezentat, de asemenea, o intensitate de emisie scăzută la pH = 13, dar 

surprinzător, intensitatea semnalului la pH=7,4 a fost aproape egală cu intensitatea obținută pentru 

soluția 4:β-CD la pH=1 cu aceleași maxime la 538 nm (Figura IV.2.6. - dreapta). Am speculat astfel 

că aceste diferențe în intensitățile semnalelor la diferite valori ale pH-ului ar putea fi rezultatul 

efectului steric cauzat/apărut în compusului 4 după încapsulare în ciclodextrină. 

Primul pas spre realizarea experimentelor de colorare a celulelor a fost reprezentat de verificarea 

citotoxicității compusului 4 și a complexul său de incluziune 4:β-CD care au fost investigate folosind 

două tipuri de liniile celulare: HeLa (linie de celule canceroase) și NHDF (linie de celule normale). 

 

Figura IV.3.1. Rezultatele studiului viabilității celulare in vitro (testul MTS) pentru compușii 

4 și 4:β-CD pe liniile celulare HeLa (stânga) și NHDF (dreapta)18. 

Rezultatele obținute au indicat în mod clar capacitatea a 4:β-CD de a pătrunde prin 

membranele ambelor linii celulare investigate, prezentând o distribuție similară a compusului 4:β-CD 

la 15 minute de la incubare la toate concentrațiile investigate, indicând în primul rând localizarea 

extranucleară uniformă a acestuia (Figura IV.3.2. –stânga). 
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Figura IV.3.2. Pătrunderea compusului 4:β-CD în liniile celulare HeLa (sus) și NHDF (în 

jos) după 15 minute (stânga) și 24 ore (dreapta) de incubare18. 

Acumulările mari și localizate de 4:β-CD în celulele HeLa a indicat o interacțiune specifică a 

colorantului cu anumite componente celulare. Luând în considerare natura compusului 4:β-CD și 

proprietatea sa de a poseda o intensitate fluorescentă mai mare la un pH mai mic, presupunem că 

acumularea colorantului are loc preferențial în organelele acide ale celulei. 

Pentru a verifica această ipoteză, a fost realizată o colorație dublă cu LysoTracker Red DND-

99, un agent comercial utilizat pentru a colora organelele acide celulare19,20. 

   

Figura IV.3.7. Acumularea și distribuția celulară în celulele HeLa a coloranților: stânga - 4:β-CD după 

24 de ore de tratament (filtru GFP); mijloc - adăugarea ulterioară de LysoTracker DND-99 după 

tratamentul de 30 de minute (filtru N2.1); dreapta - imagine suprapusă a imaginilor obținute cu filtrele 

GFP și N2.118.  

Rezultatele obținute au susținut teoria/ipoteza privind acumulările specifice a compusului în cadrul 

organelelor acide ale celulei. 
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CONCLUZII GENERALE 

Teza de doctorat intitulată “Sisteme complexe supramoleculare pentru aplicații biomedicale” este 

structurată pe două direcții ale chimiei supramoleculare: autoasamblarea și chimia gazdă-oaspete.  

Astfel, prima parte a tezei (Capitolul I) reprezintă un studiu de literatură cu privire la aceste două 

direcții, focusat în principal pe sisteme de tipul hidrogelurilor supramoleculare, a vectorilor non-virali 

pentru terapia genică și pe complecși de incluziune ai ciclodextrinelor.  

În partea a doua a tezei (Capitolele II – IV) sunt descrise contribuțiile personale aduse în domeniile 

anterior menționate. Toate capitolele cuprinse în cea de-a doua parte debutează cu o scurtă 

introducere, metodele de obținere și caracterizare a sistemelor propuse, testările biologice ale 

acestora, concluzii, date privind partea experimentală și bibliografia utilizată.  

Teza se încheie cu o serie de concluzii generale (Capitolul V).  

Din studiile întreprinse s-au deprins următoarele concluzii:  

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

proprietăți fizice diferite datorate prezenței diferiților cationi.  

 Studiile de spectroscopie RMN și dicroism circular, precum și datele de microscopie AFM au arătat 

că structura hidrogelului supramolecular este guvernată atât de cationii utilizați pentru stabilizarea 

internă a unităților de G4, cât și de reticularea externă a grupărilor boronat.  

 Particularitățile compoziției fiecărui hidrogel determină cantitatea de molecule de apă pe care 

fiecare hidrogel poate să o încorporeze, fiind capabilă să susțină o cantitate de apă de cincisprezece 

ori mai mare dacă se utilizează ca reticulator ionii de Mg2+. Această proprietate interesantă face ca 

aceste hidrogeluri să fie candidații perfecți pentru creșterea celulară.  

 Testele de viabilitate a celulelor realizate pe linia celulară NHDF au arătat că hidrogelurile au 

susținut creșterea celulelor pe suprafața lor. În cazul hidrogelului G-BDBA-K este necesară o ajustare 

a pH-ului fiziologic cu tampon TAE, în timp ce hidrogelurile G-BDBA-Ba și G-BDBA-K-Mg pot fi 

utilizate ca suport pentru creșterea celulară imediat după preparare.  

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

mecanice și de retenție a apei superioare comparativ cu hidrogelul de pornire G-BDBA-K.  

 Încorporarea cu succes a nanotuburilor de carbon cu pereți unici (SWNT) în matricea G-BDBA-K 

a fost investigată prin tehnici microscopie electronica de baleiaj (SEM), difracție de raze X în pulbere 
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(PXRD) și spectroscopie Raman, în timp ce proprietățile mecanice ale hidrogelurilor au fost 

investigate în detaliu și comparate prin studii reologice.  

 Rezultatele favorabile ale citotoxicității pentru toate nanocompozitele investigate și rezultatele 

caracterizării care arată o creștere a dimensiunii porilor după adăugarea SWNT-urilor la G-BDBA-

K, au făcut aceste materiale ideale pentru aplicațiile de creștere celulară.  

3. Au fost sintetizate trei biblioteci de compuși pentru transfecția ADN-ului.  

 Prima bibliotecă de compuși urmărește determinarea proporțiile optime de SQPEGNH2 din 

compoziția vectorului pentru a obține cea mai mare eficiență de transfecție și o viabilitate celulară cât 

mai bună. De asemenea s-a urmărit influența sperminei și a PEI-ului asupra capacității de împachetare 

și livrare a ADN-ului.  

 A doua bibliotecă de compuși s-a obținut prin amestecarea în diferite proporții a compușilor din 

prima bibliotecă, urmărindu-se analiza capacității de asamblare și re-asamblare a componentelor 

constitutive aflate în diverse rapoarte molare și implicit a capacității de împachetare și livrare a ADN-

ului a vectorilor rezultați.  

i. Analiza TEM a demonstrat că cantitatea de scualenă prezentată în DCF-uri afectează în mod 

pozitiv capacitatea de autoasamblare a acestora.  

ii. Studiile de retardare a mobilității electroforetice a ADN-ului în gel de agaroză au arătat că 

deși spermina din structura DCF-urilor prezintă o capacitate foarte mică de legare a ADN-

ului, prezența sa în seria hibridă de compuși PS pare să nu perturbe capacitatea lor de legare.  

iii. A fost identificat compusul PS2 ca fiind agentul de transfecție de ADN optim din 

biblioteca dezvoltată, ceea ce a oferit o perspectivă asupra importanței prezenței PEG-ului și 

PEI-ului în compoziția DCF-urilor.  

iv. S-a demonstrat că reorganizarea componentelor în cadrul DCF-urilor are loc într-adevăr 

datorită dinamicității sistemelor obținute.  

 A treia bibliotecă de compuși (F1 – F7) este constituită din TA, SQPEGNH2, PEG(NH2)2 și PEI 

2000, păstrându-se constant raportul molar dintre TA și SQPEGNH2 de 1:1, variindu-se conținutul 

de PEG(NH2)2 și PEI 2000 în vederea determinării compoziției optime a vectorilor rezultați pentru 

a asigura o citoxicitate scazută, o bună abilitate in condensarea ADN-ului și o bună capacitate de 

transfecție.  
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i. Proprietățile de împachetare ale ADN-ului au depins în mod direct de conținutul de PEI 

utilizat în formarea vectorilor finali. S-a observat prin intermediul analizelor de excludere a 

colorantului GR că la un conținut crescut de PEI și rapoarte N/P scăzute există o interacțiune 

mai puternică vector-ADN. Poliplecșii F/ADN au devenit citotoxici la un raport N/P=50, 

atunci când PEI se găsește în concentrație de 63% în compoziția DCF-ului. Creșterea 

raportului N/P la 100 a dus la creșterea citotoxicității în celulele HeLa, iar prezența PEG-ului 

nu a condus la o îmbunătățire semnificativă a viabilității celulare.  

ii. În general, DCF-urile studiate au prezentat transfecție semnificativ mai mare în comparație 

cu PEI 2000 ca referință la raportul N/P=50, indiferent de concentrația de PEI din compoziția 

DCF-urilor, în timp ce capacitatea de transfecție scade considerabil odată cu creșterea 

raportului N/P de la 50 la 100. Prezența PEG-ului induce o diferență subtilă, îmbunătățind 

capacitatea de transfecție la rapoartele N/P de 30 și 50. Rezultatele obținute sugerează că o 

compoziție optimă a vectorului este atunci când PEI-ul se gasește într-o concentrație de 42% 

(F1), fiind vectorul cel mai eficient în transfecția ADN-ului la raportul N/P=50, în timp ce 

prezența PEG-ului în concentratie de 23% favorizează eficiența de transfecție a ADN-ului în 

celulele HeLa.  

4. S-a obținut un complex de incluziune gazdă-oaspete între sarea fluorescentă de indolizinil-piridiniu 

și β-ciclodextrină.  

 Complexul de incluziune format a fost investigat prin experimente ESI-MS, analiză TEM, 

reprezentarea grafică a curbei Job și prin studii de modelare moleculară, studii care demonstrează 

formarea speciilor gazdă-oaspete în rapoartele 1:1 și 2:1.  

 Un număr de caracteristici interesante ale complecșilor de incluziune a sării indolizinil-piridiniu/β-

CD, precum absența citotoxicității, permeabilitatea celulară, fluorescența intracelulară de lungă 

durată și acumularea selectivă în organelele acide, au identificat acești compuși drept candidați 

remarcabili pentru marcarea intracelulară a organelelor acide (lizozomi sau mitocondrii). Spre 

deosebire de agentul comercial Lysotracker, în cazul compusului 4:β-CD nu am observat o scădere a 

semnalului fluorescent în intervalul investigat (48 de ore), acest lucru sugerând o stabilitate 

intracelulară excelentă a colorantului.  

 Creșterea în timp a intensității fluorescenței cât și tendința de acumulare lentă a complecșilor de 

incluziune în organelele acide ar putea fi exploatate în elaborarea unor teste pentru investigarea și 

evaluarea morfologiei lizozomilor în celule. În plus, similaritatea structurală a sistemelor propuse cu 

cea a altor agenți de colorare raportați în literatură, agenți ce conțin un fragment de sare cuaternară 
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de piridiniu ar putea sugera, de asemenea, acumularea sistemelor investigate în interiorul 

mitocondriilor.  
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