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INTRODUCERE

Chimia supramoleculara este disciplina care se ocupa cu studiul legaturilor intermoleculare
[1], fiind cunoscuta si sub numele de “chimia de dincolo de molecule[2]. Acest domeniu are la baza
studiul recunoasterii moleculare si al auto-asambldrii Tnalt ordonate generate de interactiuni
moleculare secundare sau covalente reversibile [3]. In anul 1987 chimia supramoleculard a fost
recunoscutd si acceptata ca ramurd importanta a chimiei datorita studiilor intreprinse de grupul format
din Charles J. Pedersen, Jean-Marie Lehn, si Donald J. Cram, grup care a primit premiul Nobel in
chimie pentru “dezvoltarea si utilizarea moleculelor cu interactiuni structurale specifice si inalt
selective”’[4]. Domeniu interdisciplinar, chimia supramoleculara se refera la formarea structurilor
supramoleculare prin agregarea lanturilor moleculare in functie de gruparile functionale
complementare, conformatia si configuratia lor, dar si prin influenta factorilor externi [5] [6].

Natura si sistemele biologice sunt dominate de procese de auto-asamblare moleculard prin
care se formeaza structuri supramoleculare complexe cu functionalitati distincte. Acidul
dezoxiribonucleic (ADN), proteinele, matricea extracelularda (ECM) si chiar virusurile sunt create
prin recunoasterea moleculara si auto-asamblarea nalt ordonata a aminoacizilor, zaharurilor, ionilor
metalici si acizilor nucleici [7]. Larg raspandite in naturd, interactiunile moleculare secundare
prezintd importantd deosebitd 1n organizarea ierarhica din sistemele biologice si In sustinerea
functionalitatii acestora oferind flexibilitate si specificitate in procesele biologice [8] [9]. Cu toate ca
interactiunile moleculare secundare prezintd o energie de legatura slaba in comparatie cu legaturile
covalente, acestea pot forma structuri stabile datoritd efectului sinergic al interactiunilor intra- si
intermoleculare [9].

Desi agentii de gelifiere cu masa moleculard mica (LMMGs) au fost descoperiti la inceputul
secolului al XIX-lea, natura supramoleculard a acestor materiale a fost putin inteleasa si a rdmas
nestudiatd pana la sfarsitul secolului al XX-lea. Molecule cu o mare diversitate structurala, de la cei
mai simpli alcani la peptide complexe, au fost dovedite a fi LMMGs. Motivatia pentru directia de
cercetare abordata in cadrul tezei de doctorat are la baza intelegerea modului de formare a agregatelor
moleculare la diferite niveluri si totodatd explorarea potentialului lor pentru aplicatii tehnologice
inovatoare.

Pornind de la aceste considerente, obiectivul general al tezei de doctorat intitulata “Geluri
multicomponente: modelarea structurilor cu compusi de masa moleculara mica” a constat in
proiectarea, obtinerea si optimizarea unor noi sisteme polimerice pe bazd de LMMGs si polimeri
naturali si/sau sintetici, cu structura, proprietdti fizico-chimice stabile si potential aplicativ ca matrice

suport pentru cresterea si dezvoltarea culturilor celulare tridimensionale.



Teza este structuratd in douad parti si cuprinde sapte capitole cu anexe si referinte.

Partea I a tezei de doctorat, cuprinde un capitol introductiv, Capitolul I, dedicat studiului de
literaturd privind analiza comportamentului aminoacizilor de a se auto-asambla/co-asambla in
conditii specifice precum si fortele motrice implicate in generarea structurilor supramoleculare, cat si
stadiul actual al cercetarilor n domeniul gelurilor pe baza de LMMGs si polimeri naturali/sintetici cu
aplicabilitate in domeniul medical.

Partea a Il-a a tezei de doctorat este structuratd in sase capitole si prezintd contributiile
originale privind obtinerea, caracterizarea fizico-chimica si testarea in vitro/in vivo a sistemelor
supramoleculare obtinute.

Capitolul II cuprinde studiul capacitatii aminoacizilor si peptidelor scurte de a forma structuri
supramoleculare, fiind divizat in doud subcapitole ce descriu: (i) proiectarea si caracterizarea de
sisteme supramoleculare prin auto/co-asamblarea unor aminoacizi si peptide scurte sub influenta
schimbarii pH-ului si (i1) proiectarea si caracterizarea de sisteme supramoleculare prin auto/co-
asamblarea unor perechi de aminoacizi in urma utilizarii unui solvent polar aprotic. De asemenea, n
acest capitol este evidentiatd importanta grupdrii fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) ce se regaseste la
terminalul N al compusilor utilizati, precum si fortele motrice aditionale ce sustin gelifierea si
formarea structurilor tridimensionale. Sistemele supramoleculare obtinute au fost caracterizate din
punct de vedere structural atat in solutie, cat si in stare solida fiind puse in evidentd dinamica de
asociere si mecanismul de asamblare ce stau la baza procesului de structurare. Particularitatile
morfologice au fost evidentiate prin tehnici de microscopie, in timp ce caracterizarea sistemelor in
stare de gel a permis identificarea comportamentului viscoelastic. In vederea stabilirii potentialui
aplicativ ca matrice suport pentru cresterea si dezvoltarea culturilor celulare tridimensionale,
sistemele supramoleculare preparate au fost testate in vitro si in vivo din punct de vedere citotoxic.

Capitolul III include prepararea si caracterizarea fizico-chimicd a hidrogelurilor
multicomponente ce au fost obtinute prin integrarea unor polimeri naturali gelifianti (guma gellan,
respectiv agarozd) in matricele supramoleculare co-asamblate sintetizate in Capitolul II. Prin
adaugarea componentelor naturale s-a dorit mentinea caracterului biocompatibil, dar si imbunatatirea
retelei supramoleculare prin cresterea consistentei si rezistentei matricilor obtinute. Acest capitol
prezintd prepararea si caracterizarea a doud tipuri de sisteme multicomponente: (i) geluri
multicomponente pe baza de structuri supramoleculare si guma gellan si (ii) geluri multicomponente
pe bazd de structuri supramoleculare si agaroza. Ambele variante de gel multicomponent au fost
caracterizate din punct de vedere structural, morfologic, reologic si citotoxic.

Capitolul IV prezinta prepararea si caracterizarea unor noi hidrogeluri hibride de tip semi-
interpenetrat (semi-IPN) avand in compozitie geluri supramoleculare alaturi de polimeri naturali si

sintetici. In acest sens am realizat copolimerul sintetic poli(anhidridd itaconici-co-3,9-divinil-



2,4,8,10-tetraoxaspiro [5.5]undecan) — (PItAU), etapd urmatd de obtinerea bioconjugatului pe baza
de alginat de sodiu (NaAlg) si PItAU prin implicarea grupelor functionale hidroxil ale alginatului de
sodiu si deschiderea ciclului anhidridei itaconice si in final, prepararea gelurilor hibride prin
interactiunea dintre bioconjugat si sistemul supramolecular. Formarea copolimerului a fost
confirmati de analizele spectrale efectuate (‘"H-RMN, FT-IR), iar formarea bioconjugatului a fost
validata prin spectroscopia FT-IR. Gelurile hibride au fost supuse analizelor spectrale, morfologice
si reologice, dar si analizelor biologice efectuate in vitro si in vivo.

Capitolul V descrie prepararea “in situ” si caracterizarea gelurilor cu dubla retea (DN) pe baza
de poli(2-(dimetilamino) etil metacrilat) si structuri supramoleculare. Obtinerea gelurilor cu dubla
retea s-a realizat in doud etape: (i) initial s-a format matricea polimerica poli(2-dimetilaminoetil
metacrilat) prin polimerizare radicalicd in apd, in prezenta sistemului de initiere persulfat de
amoniu/N-N-N'-N'-tetrametil-etilendiamina si reticularea homopolimerului cu N-N'-metilen-bis-
acrilamida, si (i1) intrepatrunderea cu o a doua retea supramolecularad formata prin co-asamblarea unui
aminoacid cu o peptida scurtd. Reteaua DN a gelurilor a fost confirmata prin coroborarea rezultatelor
obtinute din analizele spectrale si morfologice.

Capitolul VI cuprinde informatii generale despre materialele utilizate in studiul experimental
pentru obtinerea fiecarui tip de gel, dar si echipamentele folosite la caracterizarea compusilor obtinuti.

Ultimul capitol al tezei, Capitolul VII, cuprinde concluziile generale cu privire la rezultatele
experimentale obtinute, precum si perspective In domeniul gelurilor supramoleculare pe bazd de
LMMG:s si polimeri naturali/sintetici.

Teza de doctorat intitulata “Geluri multicomponente: modelarea structurilor cu compusi
de masa moleculara mica” se extinde pe 237 de pagini si este structuratd in 7 capitole care includ
45 tabele, 117 figuri si 255 referinte bibliografice, iar la final se gasesc urmatoarele anexe:

Anexa 1. Diseminarea rezultatelor si activitatea stiintifica desfasurata in cadrul proiectelor de
cercetare;

Anexa 2. Bibliografie;

Anexa 3. Articole stiintifice.



PARTEA II- STUDIU EXPERIMENTAL

CAPITOLUL II
GELURI SUPRAMOLECULARE PE BAZA DE AMINOACIZI SI PEPTIDE
CA GELATORI DE MASA MOLECULARA MICA

2.1. Contextul cercetarii elaborate

Gelurile supramoleculare pe baza de aminoacizi/peptide sunt materiale ce prezinta o importanta
deosebita in aplicatii biomedicale datorita proprietatilor intrinseci remarcabile. Proiectarea sistemelor
supramoleculare are la baza formarea de structuri nalt ordonate ca urmare a procesului ierarhic de
auto-asamblare desfasurat prin intermediul interactiunilor necovalente. Principalele avantaje pe care
le prezintd aceste materiale sunt corelate cu caracterul biocompatibil, bioreactiv si bioadeziv al
aminoacizilor, sustinand proliferarea celulard. Aceste caracteristici, impreund cu aspectul nanofibros
si capacitatea de hidratare ridicata, sunt esentiale pentru dezvoltarea structurilor tridimensionale cu
rol in cresterea celulara.

Prin introducerea unui co-partener (aminoacid sau peptidd) se propune imbundtitirea
proprietatilor reologice, morfologice si structurale ale hidrogelurilor rezultate din interactiunea dintre
cele douia componente diferite. In plus, identificarea fortelor motrice implicate in generarea
structurilor supramoleculare tridimensionale ale aminoacizilor, este un alt aspect ce necesitd o atentie
deosebita.

2.2. Obiectivele studiului experimental

In acest context, studiul privind obtinerea de geluri supramoleculare s-a axat pe proiectarea unui
sistem supramolecular de tip aminoacid-peptidd sau aminoacid-aminoacid cu structurd, proprietati
fizice si chimice stabile si cu aplicabilitate in dezvoltarea de culturi celulare. Prezentul studiu a
urmarit: obtinerea gelurilor supramoleculare auto-asamblate/co-asamblate pe baza de aminoacizi si
peptide functionalizate la N-terminal cu gruparea aromatica Fmoc. Conditiile necesare pentru
indeplinirea obiectivelor vizate sunt:

e Determinarea capacitatii aminoacizilor si peptidelor scurte de a actiona ca LMMG-uri;

e Studii privind analiza comportamentului aminoacizilor de a se auto-asambla in conditii
specifice (pH, solvent);

e Obtinerea gelurilor supramoleculare prin co-asamblarea diferitelor perechi de
aminoacizi functionalizati sau prin combinarea aminoacizilor cu peptide cu lant scurt;

e Determinarea potentialului aplicativ al sistemelor supramoleculare in domeniul

biomedical.



2.4. Proiectarea gelurilor supramoleculare

In urma etapelor de determinare a capacitatii aminoacizilor si peptidelor scurte de a se auto/co-
asambla, au fost alese patru sisteme stabile ce vor fi evaluate si caracterizate in continuare. Sistemele
selectate sunt prezentate in tabelul 2.3.

Obtinerea gelurilor supramoleculare s-a bazat pe declansarea procesului de gelifiere prin doua
metode: modificarea pH-ului (subcapitol 2.4.1) si prin utilizarea unui solvent polar aprotic
(subcapitol 2.4.4).

Tabel 2.3. Geluri co-asamblate selectate pentru evaluare si caracterizare.

SISTEM CO-ASAMBLAT

Concentratie minima de
Cod sistem gelifiere Varianta
Aminoacid Co-partener

S1 : Fmoc-Trp-OH_ Fmoc-Lys(Fmoc)-OH 0,5% 0,5% Vi +Vo*
S2 : Fmoc-Lys(Fmoc)-OH_Fmoc-Ser-OH 0,5% 0,1% Vo+Vi*
S3 : Fmoc-Lys(Fmoc)-OH_Fmoc-Glu 0,5% 0,1% Vo+ Vi*
S4 : Fmoc-Lys(Fmoc)-OH_Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH 0,5% 0,1% Vo+Vi*

2.4.1.  Obtinerea gelurilor supramoleculare pe baza de triptofan si lizina prin modificare de pH

Gelul supramolecular pe baza de Fmoc-Trp-OH (M) si Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (M>) a fost
obtinut prin modificarea pH-ului si se va regasi in continuare sub denumirea de sistem
supramolecular S1 urmat apoi de raportul dintre cei doi co-parteneri (1:3, 1:1 si 3:1). Dupa 24 de ore
de la preparare, gelurile au prezentat aspect transparent.

Pentru determinarea aranjamentului molecular, gelurile supramoleculare au fost caracterizate
din punct de vedere structural in solutie prin DLS, CD, FL, UV-Vis, dar si in stare de gel prin studii
de reologie. Mai mult, sistemele au fost liofilizate, permitand astfel caracterizarea din punct de vedere
structural (FTIR, XRD) si morfologic (SEM, POM, AFM, STEM). Potentialul bioaplicativ s-a
determinat prin teste in vitro si in vivo.

Analizele efectuate au demonstrat structurarea si co-asamblarea celor doi co-parteneri intr-o
morfologie tridimensionald, prin alternarea raportului de Fmoc-Trp-OH si Fmoc-Lys(Fmoc)-OH.
Aranjamentul molecular a fost facilitat de interactiunile n-x si stabilizat prin legaturi de hidrogen Intre
grupari -CO-NH-. Mai mult, difractia de raze X a evidentiat ca difractograma XRD a gelului auto-
asamblat M; prezinta aspect caracteristic structurilor izotrope, iar prin co-asamblare in raport 1:1 cu

Fmoc-Lys(Fmoc)-OH are loc o organizare moleculard mai ordonata.
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Figura 2.7. Difractogramele XRD ale precursorilor (Fmoc-Trp-OH si Fmoc-Lys(Fmoc)-OH)

si sistemului S; co-asamblat in raport 1:1.

Studiul morfologic complex aratd ca sistemul S; co-asamblat in raport 1:1 si precursorii
acestuia prezintd morfologie fibrilard generatd de procesele de ordonare, care continud in timp si In

filmele uscate.
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Figura 2.12. Imagini POM ale sistemului S; si precursorilor Fmoc-Trp-OH (M) si Fmoc-Lys(Fmoc)-OH
(M,). Bara de scala reprezinta 100 um.
Din studiile reologice s-a observat ca sistemele co-asamblate, exceptie facind raportul 3:1,
prezintd comportament caracteristic gelurilor cu G’ > G” si tan 6 < 1. Acest comportament se observa
in probele cu continut ridicat de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH: S la un raport de raport 1:3 si 1:1. De

asemenea, modulul viscoelastic scade pe masurd ce creste continutul de Fmoc—Trp-OH. Acest



comportament poate fi corelat cu prezenta inelelor indol care creeaza spatiu intre molecule si

diminueaza potentialul acestora de a interactiona.
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Figura 2.15. Parametri viscoelastici (G',G"”, tan 0) in functie de frecventa de oscilatie la 37 °C
si viscozitatea aparentd in functie de viteza de forfecare.

2.4.4. Obtinerea gelurilor supramoleculare pe baza de lizina si un co-partener prin utilizarea

unui solvent polar aprotic

Pentru prepararea sistemelor Sz, S3 si S s-a utilizat Fmoc-Lys(Fmoc)-OH si un co-partener
precum: (i) Fmoc-Serina-OH pentru obtinerea sistemului Sy, (ii)) Fmoc-Glu pentru obtinerea
sistemului S3 si (ii1) tripeptida Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH pentru obtinerea sistemului S4.

Fiecare sistem a fost co-asamblat in trei rapoarte diferite: 15:1, 5:1 si 2:1, pornind de la
concentratia minima de gelifiere. Formarea retelei si structura macroscopicd a fost verificata prin
testul de inversie al flaconului. In functie de compozitie s-au obtinut geluri

translucide/transparente/opace, cu structura stabila care rezista testului de inversie a flaconului.
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Figura 2.32. Aspectul sistemelor S», S3, S4 co-asamblate in raport 15:1, 5:1

si 2:1 si imaginile SEM ale acestora.

Pentru toate sistemele co-asamblate, s-a demonstrat formarea fibrelor, cu morfologii diferite, in
functie de structura chimicd a compusilor precursori. In cazul sistemului S,, fibrele au fost bine
definite cu diametrul mediu de 67+13 nm, usor strangulate in unele zone, formand o retea destul de
densa si compactatd, asa cum se vede in Figura 2.34. Pe de alta parte, sistemul S3 prezinta formatiuni
fibrilare dispuse pe un substrat granular, avand o latime medie de 40+6 nm, asa cum se observa in
imaginea detaliatd AFM. Sistemul S4 contine fibre groase cu un diametru mediu de 114+15 nm si un

aranjament paralel aparent la nivelul de scanare studiat.
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Figura 2.34. Imagini AFM ale sistemelor co-asamblate (S, S3 si S4) colectate la 10x10 pm? gi 3x3 pm?.

Din studiile reologice se remarcd faptul ca sistemele co-asamblate in raport 5:1 prezintd un

comportament de gel avand G G" si tan 6 < 1. Valoarea modulului de elasticitate este influentata



de compozitie, astfel cd sistemul S3 prezintd modulul cel mai mare ceea ce confirma o structurare si
o rezistenta mai buna a probei. De asemenea, din curbele de viscozitate se observa ca sistemul S; este

mai structurat, comparativ cu gelurile Sz si Sa.
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Figura 2.39. Parametri viscoelastici (G', G" si tan ) in functie de frecventa de oscilatie (w) pentru gelurile
co-asamblate in raport 5:1 si viscozitatea aparenta in functie de viteza de forfecare.

Acest studiu a demonstrat cd aminoacizii si peptidele scurte modificate cu Fmoc pot fi utilizate
ca LMMGs pentru formarea de retele tridimensionale. Mai mult, sistemele supramoleculare Sz, S3 si

S4 au prezentat arhitecturi variate, chiar dacd factorul declansator a fost comun. Acest aspect

evidentiaza ca prezenta solventului polar aprotic nu influenteaza modul de organizare arhitecturala.



CAPITOLUL III
HIDROGELURI MULTICOMPONENTE PE BAZA DE STRUCTURI
SUPRAMOLECULARE SI POLIMERI NATURALI

3.1. Obiectivele studiului experimental

Provocarile existente in proiectarea materialelor de tip hidrogel sunt orientate catre imitarea cu
fidelitate a arhitecturii 3D a ECM, precum si a dinamicii comportamentului mecanic si biochimic al
structurilor biologice complexe. Hidrogelurile pe bazd de polizaharide si fragmente de tip
biofunctionalititii lor. In plus, retelele reticulate fizic sunt considerate suporturi atractive datorita
proprietatii de auto-reparare, structurii chimice versatile si totodatd procesului facil de obtinere.

In acest context, scopul studiului din prezentul capitol este proiectarea unui nou sistem
multicomponent pe baza de aminoacizi si polimeri naturali cu structurd, proprietati fizice si
chimice stabile si cu aplicabilitate in dezvoltarea de culturi celulare tridimensionale. Noile
hidrogeluri sunt considerate superioare compusilor precursori datoritd modului in care proprietatile
biologice ale aminoacizilor sau peptidelor se combind sinergic cu proprietatile fizico-chimice ale

macromoleculelor naturale specifice.

3.2. Proiectarea gelurilor multicomponente

Ca urmare a rezultatelor satisfacdtoare obtinute in etapa de co-asamblare, sistemul S4 pe baza
de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH si Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH a fost utilizat pentru obtinerea si caracterizarea
sistemelor multicomponente de tip Ss/polimer. Pornind de la aceste considerente, s-a urmarit
consolidarea arhitecturii gelului supramolecular si generarea de structuri superioare. Polimerii

gelifianti utilizati in cadrul studiului au fost guma gellan si agaroza.

3.2.1. Obtinerea gelurilor multicomponente pe baza de structuri supramoleculare si guma

gellan

Guma gellan este o polizaharidd utilizatd in obtinerea de biomateriale datorita atat
comportamentului siu mecanic, cat si reologic. In cadrul studiului experimental s-a utilizat forma
nativd a gumei gellan (cu continut ridicat de grupari acil) comercializatd de SigmaAldrich®
(Darmstadt, Germania) sub denumirea de Phytagel. Guma gellan se va regasi in codificarea probelor
ca GG.

Obtinerea gelului multicomponent pe bazad de structuri supramoleculare (S4) si guma gellan s-
a realizat in doud etape. Initial a fost preparat sistemul supramolecular S4 in raport 5:1, conform

protocolului prezentat in Capitolul 11, Subcapitol 2.4.4, dupa care s-a preparat solutia de guma gellan
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(2% w/v) in tampon fosfat 0,01 M (pH = 7,4). Dupa solvirea completd a gumei gellan, a fost adaugat
co-ansamblul supramolecular S4, obtinandu-se sistemul multicomponent S4 GG. Proba GG este
considerata probd martor al sistemului multicomponent.

Ca principiu de formare, gelul multicomponent S4 GG a fost obtinut prin co-asamblarea Fmoc-
Lys(Fmoc)-OH cu Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH si rearanjarea lanturilor macromoleculare ale gumei
gellan ca urmare a tranzitiei acestora de la o conformatie spiralata la dublu helix (“coil to double helix

transition”), dupa cum este reprezentat in Figura 3.1.

prima retea

Gel
multicomponent

a doua refea

—

Figura 3.1. Reprezentarea schematizata a structurii hidrogelului multicomponent S5 GG.

Sistemul multicomponent S4 GG a fost caracterizat din punct de vedere structural prin
spectroscopie cu transformata Fourier (FTIR) prin care s-a confirmat interactiunea dintre sistemul
supramolecular S4 si guma gellan datoritd formarii legaturilor intra- si intermoleculare de hidrogen.
Descompunerea termica a evidentiat ca introducerea gumei gellan in sistemul supramolecular
genereaza o retea mai stabila, aspect care poate fi determinat de prezenta ciclurilor piranozice din GG
si totodata cu numarul mai mare de interactiuni moleculare secundare De asemenea, din imaginile
SEM s-a observat ca prin utilizarea gumei gellan Tmpreuna cu S4 are loc formarea unei retele mai

dense si cu pori mai mici ca urmare a formarii unor interactiuni moleculare secundare suplimentare.
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Studiile reologice au relevat cd prin introducerea gumei gellan in reteaua sistemului

supramolecular co-asamblat, modulele viscoelastice cresc de la G'= ~100 Pa si G" = ~50 Pa (in cazul

sistemului S4), la G* de cca. 850 Pa si G" de aproximativ 195 Pa (tan 6 = 0,229), aspect ce evidentiaza

rolul polizaharidei in reteaua finald. Studiile reologice arata ca sistemele obtinute pe baza de structuri

supramoleculare si guma gellan prezintd un comportament caracteristic gelurilor: G>G" si tand<1.
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Figura 3.5. Dependenta G', G" si tan § in functie de frecventa de oscilatie pentru retelele precursoare S4, GG
si gelul multicomponent S4_GG 1a 37°C.

De asemenea, din studiile in vitro de citotoxicitate rezulta cd sistemul S4_ GG este biocompatibil

si nu genereazd efecte citotoxice asupra fibroblastelor, evidentiindu-se totodata importanta structurii

supramoleculare 1n sistemul final.

Control

GG

S: GG

24h
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Figura 3.8. Culturile de celule in contrast de faza in contact cu S4, GGsi S4_ GG la 24 si 48 de ore de la

incubare si colorate cu Calceina AM la 72 de ore de la incubare.
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3.2.2. Obtinerea gelurilor multicomponente pe baza de structuri supramoleculare si agaroza

Agaroza este o polizaharida liniard care permite obtinerea de geluri ca urmare a ciclului
incalzire (solvire) — racire (gelifiere). Agaroza utilizatd in cadrul studiului experimental a fost
achizitionata de la Sigma-Aldrich® (Darmstadt, Germania) si se va regasi in codificarea probelor ca
A. Ca si in cazul obtinerii sistemului multicomponent pe baza de S4 si guma gellan, hidrogelurile pe
bazd de S4si agaroza au fost preparate in doua etape. Initial, s-a obtinut sistemul supramolecular S4
co-asamblat 1n raport 5:1 (procedeu descris in subcapitolul 2.4.4), dupa care a fost preparata solutia
de agarozd 0.5% w/v in solutie tampon fosfat 0,01 M (pH = 7.4) sub agitare magnetica la temperatura
de 90°C. Sistemul S4 a fost adaugat peste solutia de agaroza, sub agitare usoara, astfel obtinandu-se
gelul multicomponent S4_ A, iar ca martor, in etapa de caracterizare, s-a utilizat agaroza 0,5% w/v.

Structura chimica a gelului multicomponent S; A obtinut prin co-asamblarea Fmoc-
Lys(Fmoc)-OH cu Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH si rearanjarea lanturilor macromoleculare ale A este

ilustratd in Figura 3.15.
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Figura 3.15. Reprezentarea schematizata a structurii hidrogelului multicomponent S4_A.

In cazul sistemului multicomponent Sa_A, caracterizarea structurald prin spectroscopie cu
transformata Fourier (FTIR) a confirmat prezenta gruparilor functionale atat din structura moleculelor
de aminoacid/tripeptida, cat si din structura agarozei. Deplasarile de banda inregistrate demonstreaza
implicarea grupdrilor -COOH si -NH> 1n interactiunea dintre compusi si formarea retelei

tridimensionale. Din analiza termogravimetrica a rezultat cd sistemul S4_A prezinta stabilitate termica
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mai ridicatd fatd de sistemele precursoare S4 si A. Mai mult, studiile reologice au aratat ca
introducerea agarozei in sistemul co-asamblat S4 a generat cresterea modulului elastic G' datorita
legaturilor suplimentare formate S4 si A.
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Figura 3.19. Dependenta G', G" si tan d 1n functie de frecventa de oscilatie pentru retelele
precursoare S4si A si gelul multicomponent S, A la 37°C.
Din punct de vedere citotoxic, S4 A prezinta viabilitate celulara de peste 90% la 72 ore de
incubare cu celulele, iar rezultatele obtinute din testele in vivo sustin rolul bioactiv pe care sistemul

supramolecular il are Tn interactiunea dintre material si celula.
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Figura 3.21. Viabilitatea celulara determinata prin testul MTT la 24, 48 si 72 ore in contact cu materialele Sy,
A siS4 A (stanga) si imagini de microscopie optica ale a) structurii ficatului si b) structurii rinichiului in
urma testarii gelurilor S4, A si S4_A (dreapta).

Coroborarea rezultatelor obtinute din analizele efectuate sustin posibilitatea utilizarii

materialelor S4+_GG $i S4_A in aplicatii de natura biomedicala.
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CAPITOLUL IV
GELURI HIBRIDE PE BAZA DE STRUCTURI SUPRAMOLECULARE SI
POLIMERI NATURALI SI SINTETICI

4.1. Obiectivele studiului experimental

Obiectivul studiului experimental a fost obtinerea de sisteme hibride pe baza de secvente de tip
aminoacid/peptida (Ss4), polimeri naturali (alginat de sodiu - NaAlg) si polimeri sintetici
(poli(anhidrida itaconica-co-3,9-divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro[5.5]Jundecan) — PItAU). Combinarea
acestor structuri chimice constituiente oferd posibilitatea generarii unor noi materiale hibride cu
proprietiti complexe, capabile sd favorizeze interactiunea celuld-matrice. Componentele
naturale au rolul de a mentine caracterul biocompatibil, dar totodatd sunt si recunoscute pentru
capacitatea de a forma hidrogeluri. Componenta sintetica este reprezentativa fiind un compus realizat

Studiul experimental are la baza trei etape: (i) sinteza copolimerului PItAU urmata de (ii)
modificarea chimica prin grefarea acestuia cu un polimer natural (NaAlg), optimizandu-se
activitatea copolimerului PItAU 1n mediul biologic, si (iii) introducerea sistemului supramolecular
Sy in refeaua hibrida pe baza de alginat de sodiu NaAlg/PITAU care vizeaza cresterea potentialului

aplicativ In domeniul biomedical.

4.2. Proiectarea gelurilor hibride

Proiectarea sistemelor hibride pe baza de polimeri naturali/sintetici si structuri supramoleculare

s-a realizat in trei etape reproductibile, ,,mentionate mai jos”.

4.2.1. Sinteza copolimerului poli(anhidrida itaconica-co-3,9-divinil-2,4,8, 10-

tetraoxaspiro[5.5] undecan)

Conform protocolului dezvoltat de Diaconu si colab. [143], copolimerul PItAU a fost sintetizat
prin procesul de polimerizare radicalica a anhidridei itaconice (ItA) cu 3,9-divinil-2.4,8,10-
tetraoxaspiro[5.5]undecan (U), in raport 1:1,5 intre comonomeri, in prezenta AIBN ca initiator si 1,4-
dioxan ca solvent. Polimerizarea s-a desfasurat timp de 17 ore in atmosferd inertd de azot, la
temperaturd constantd de 75 °C, cu o viteza de agitare de 250 rpm. Dupa racire, amestecul de reactie
a fost precipitat prin picurare in dietileter. Au urmat mai multe etape de spdlare cu dietileter, dupa
care copolimerul a fost uscat in etuva la temperatura camerei s 600 mm HG vacum pentru 24 de ore.
In Figura 4.1 este reprezentat schematizat principiul sintezei copolimerului poli (anhidrida itaconici-

co0-3,9-divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro[ 5.5] undecan).
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Figura 4.1. Reprezentarea schematizata a sintezei copolimerului PItAU.

Obtinerea copolimerului a fost confirmati de analizele spectrale efectuate (FTIR, 'H- RMN),
in timp ce masa moleculara s-a determinat prin difuzia statica a luminii emisa de un laser (SLS) care

releva ca masa moleculard a copolimerului PItAU este 69.90 kDa.

4.2.2. Obtinerea bioconjugatului NaAlg/PItAU

Cea de a doua etapa a constat in formarea unui sistem hibrid pe baza unui amestec de polimer
natural/polimer sintetic. Obtinerea bioconjugatului NaAlg/PItAU s-a realizat prin amestecarea
solutiei apoase de NaAlg de concentratie 30 mg mL™! cu o cantitate exacti de copolimer (200 mg mL-
1) in solutie de dioxan pentru a asigura un raport gravimetric intre NaAlg:PItAU de 1:3,5. Reactia
dintre polimerul natural si copolimerul sintetic a avut loc la temperatura camerei, In absenta

catalizatorilor sau a agentilor de reticulare.

L on—on il - ji=

_,I_D _.—I—..

Hahlg K L.
PltAU [ Njgfo

Figura 4.2. Reprezentarea schematizata privind obtinerea structurii NaAlg/PItAU.

Spectrul FTIR al bioconjugatului NaAlg/PItAU prezinta benzi specifice ce releva prezenta
ambilor compusi si totodatd interactiunea dintre acestia. Prezenta benzii din regiunea 3495 cm™ este
atribuitd vibratiilor de Intindere ale grupdrii O-H din structura NaAlg, in timp ce disparitia benzilor
din regiunea 1862 cm™ — 1782 cm™ confirmi interactiunea dintre NaAlg si PItAU, ca urmare a

deschiderii inelului anhidridei itaconice si formarii de noi legaturi intermoleculare. De asemenea,
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benzile din regiunea 1213 cm™ - 1170 cm™ confirmi prezenta fragmentelor spiroacetal caracteristice

copolimerului PItAU.
NaAlg/PItAU
Nadlg W"—
R
PItAU

Transmitanta,u.a.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numiir de undi, cm™

Figura 4.5. Spectrele FTIR ale NaAlg/PItAU, NaAlg si PItAU.

4.2.1.  Obtinerea gelurilor hibride pe baza de structuri supramoleculare si NaAlg/PItAU

Obtinerea hidrogelurilor pe baza de NaAlg/PItAU si structuri supramoleculare co-asamblate s-
a realizat in doud etape: prima etapa a vizat obtinerea bioconjugatului NaAlg/PItAU, iar cea de-a doua
etapd s-a axat pe prepararea solutiilor de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH in concentratie 0,5% w/v si Fmoc-
Gly-Gly-Gly-OH de 0,1% w/v, conform protocolului descris in subcapitolul 2.4.4. Dupa realizarea
celor doua etape, amestecurile pe baza de NaAlg/PItAU si Ss (raport 15:1, 5:1 si 2:1) au fost lasate la
temperatura camerei pentru 24 de ore pentru maturare. Aspectul acestora Tn urma testului de inversie

a flaconului este prezentat in tabelul 4.3.

Tabel 4.3. Aspectul amestecurilor pe baza de NaAlg/PItAU si S4 (raport 15:1, 5:1 si 2:1).
Aspect probe

NaAlg/PItAU (Ss4 15:1) NaAlg/PItAU_(S45.1) NaAlg/PItAU (S42.1)

)

Tinind cont cd dupa 24 de ore nu s-a format gel stabil, s-a Incercat prepararea solutiilor de

n"l

Fmoc-Lys(Fmoc)-OH si Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH in concentratie de 0,5% w/v, ulterior acestea fiind
amestecate in raport gravimetric 1:1 si 1:3. De asemenea, raportul dintre structura NaAlg/PItAU si
sistemul S4 este 1:1 v/v.

In Tabelul 4.5. poate fi observat aspectul probelor martor si ale gelurilor hibride in urma
testului de inversie a flaconului. Probele prezinta aspect opac, cu usoare diferentieri la nivel de
consistentd. Dupa cum se poate remarca, probele NaAlg/PItAU M, si NaAlg/PItAU Ms sunt
instabile prezentand o usoara curgere.
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Proba cu continut de NaAlg/PItAU si Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (M2) va fi regasitd in cadrul
studiului sub denumirea NaAlg/PItAU My, iar cea cu continut de NaAlg/PItAU si Fmoc-Gly-Gly-
Gly-OH (Ms) va fi NaAlg/PItAU Ms. Acestea sunt considerate probe martor ale sistemelor hibride
NaAlg/PItAU (S4 1:1) si NaAlg/PItAU (S4 1:3).

Tabel 4.5. Aspectul gelurilor hibride NaAlg/PItAU (S4 1.1) si NaAlg/PItAU (S4 1:3) si al martorilor
NaAlg/PItAU_M,, NaAlg/PItAU Ms dupa testul de inversie a flaconului.

Aspectul gelurilor hibride

S4 S4

NaAlg/PItAU_Mz NaAlg/PItAU_Ms NaAlg/PItAU_(S4 1;1) NaAlg/PItAU_(S4 1;3)
raport 1:1 raport 1:3

| W

Din spectrele FTIR ale sistemelor hibride s-a observat ca prezenta tripeptidei in raport mai
mare conduce la formarea unui numar mai mare de legaturi de hidrogen. Acest aspect este confirmat
si de analiza termica din care reiese cd gelul NaAlg/PItAU (S41:3) este mai stabil in comparatie cu
NaAlg/PItAU (S41:1).

Mai mult, capacitatea de sorbtie a vaporilor de apa a fost evaluatd in regim dinamic, iar
izotermele de sorbtie/desorbtie obtinute pot fi asociate cu izotermele de Tip IV. Acest tip de izoterma
cu histerezis este caracteristic suprafetelor poroase, fiind specific pentru un material hidrofil. De
asemenea, datele BET obtinute din evaluarea comportamentului de sorbtie/desorbtie a apei
demonstreaza ca retelele hibride NaAlg/PItAU (S4 1:1) si NaAlg/PItAU_(S4 1:3) prezintd pori cu o

dimensiune medie de 2 nm si suprafete specifice cu valori cuprinse in intervalul de 280 pana la 340

m?/g.
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’ ——NaAlg/PItAU (S41:1)
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20,00 -
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Figura 4.17. Izotermele de sorbtie/desorbtie ale probelor NaAlg/PItAU, NaAlg/PItAU (S4 1:1) si
NaAlg/PItAU (S41:3)
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Efectele sinergice generate de combinarea fragmentelor naturale aminoacid/tripeptida si
NaAlg cu polimerul sintetic PItAU au condus la obtinerea sistemului hibrid NaAlg/PItAU_(S41:3)

cu proprietati superioare compusilor initiali.

CAPITOLUL V
GELURI CU DUBLA RETEA PE BAZA DE POLI(2-(DIMETILAMINO)ETIL
METACRILAT) SI STRUCTURI SUPRAMOLECULARE

5.1. Obiectivele studiului experimental

Obiectivul acestui studiu a vizat proiectarea de hidrogeluri cu dubla retea realizata dintr-o prima
retea formata prin reticularea chimica a lanturilor de PDMAEMA cu N-N'-metilen-bis-acrilamida si
interpenetratd cu cea de a doua retea supramoleculara formata prin co-asamblarea aminoacidului
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH cu tripeptida Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH. Interpenetrarea celor doua retele oferd
avantajele obtinerii unor hidrogeluri moi si dure (“soft and tough”) ce posedd in mod intrinsec
rezistentd mecanica datoritd proprietatilor contrastante ale acestora. Unitédtile structurale amfotere au
fost alese datorita capacitatii lor de a interactiona si genera sisteme cu dubla retea cu proprietati fizico-

chimice specifice.

5.2. Prepararea “in situ” a gelurilor cu dubla retea pe baza de poli(2-(dimetilamino)etil

metacrilat) si structuri supramoleculare

Formarea “in situ” de retele duble (DN) s-a realizat prin obtinerea retelei sintetice pe baza de
PDMAEMA care se interpenetreaza cu cea supramoleculard generatd de co-asamblarea co-
partenerilor Fmoc-Lys(Fmoc)-OH si Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH.

Reteaua pe baza de PDMAEMA a fost preparatad prin polimerizarea radicalicd a monomerului
2-(dimetilamino)etil metacrilat in prezenta sistemului de initiere redox persulfat de amoniu
(APS)/N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamind (TEMED) si reticularea lanturilor polimerice cu N,N'-
metilen-bis-acrilamida utilizdnd apa ca mediu de reactie, astfel obtinandu-se reteaua sintetica
PDMAEMA. Raportul volumetric dintre APS si TEMED a fost de 10:1.

Figura 5.1 prezinti principiul de formare a retelei PDMAEMA. In urma procesului de
polimerizare se formeaza polimerul poli (2-(dimetilamino)etil metacrilat) care ulterior este reticulat
cu N,N'-metilen-bis-acrilamida. Prezenta grupdrilor vinil (-CH=CH>) din structura bisacrilamidei
determind formarea de legaturi covalente cu gruparile functionale ale PDMAEMA, astfel stabilindu-

se interactiuni intre lanturile polimerice.
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Figura 5.1. Reprezentarea schematizata a retelei sintetice pe baza de PDMAEMA.

Prepararea retelei supramoleculare Ss4 s-a realizat conform protocolului prezentat in
subcapitolul 2.4.4., cu precizarea ca, in cadrul prezentului studiu co-partenerii Fmoc-Lys(Fmoc)-OH
(M2) si Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH (Ms) au fost co-asamblati in raport 1:1 si 1:3 ca urmare a cresterii
concentratiei tripeptidei de la 0,1% w/v (utilizata initial in formarea sistemului S4 co-asamblat in
raport 15:1, 5:1 s12:1) 1a 0,5% w/v. Aceasta crestere a concentratiei se datoreaza faptului ca sistemele
PDMAEMA (S; 15:1), PDMAEMA (S45:1) si PDMAEMA (S42:1) nu formeaza gel stabil. Prin
urmare, au fost obtinute sistemele PDMAEMA (S41:1) si PDMAEMA_(S41:3).

Tabel 5.1. Aspectul gelurilorcu dubla retea PDMAEMA_(Ss4 1.1) si PDMAEMA_(Ss4 1:3) si al martorilor
PDMAEMA_M,, PDMAEMA_M; dupa testul de inversie a flaconului.
Aspect probe

MARTORI SISTEME DN
PDMAEMA_M, PDMAEMA_Ms PDMAEMA_(S41:1) PDMAEMA_(S41:3)

Din studiul comportarii la umflare se remarca o crestere brusca a gradului de umflare in primele

cinci minute, comportament care se datoreaza caracterului hidrofil al polimerului PDMAEMA [247].
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Sistemul DN PDMAEMA (S4 1:3) prezinta un grad de umflare mai mare decit PDMAEMA (S41:1)
datoritd morfologiei cu pori uniform distribuiti, care au un rol activ in difuzia moleculelor de solutie
tampon fosfat in matricea de gel. De asemenea, prezenta precursorului Ms in sistemul
PDMAEMA _Ms determina o crestere mai mare a gradului de umflare, fatd de M, ca urmare a formarii

unui numar mai mare de legaturi de H intre -CO-NH- si mediu.
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Figura 5.8. Cinetica gradului de umflare a sistemelor DN PDMAEMA _(S4 1:1), PDMAEMA_(S4 1:3)
si a martorilor PDMAEMA, PDMAEMA M,si PDMAEMA_ Ms.

Testele biologice au aratat absenta unor modificari semnificative ale parametrilor hematologici,
biochimici sau imunologici investigati, aspect ce sugereaza o bund hemocompatibilitate in vitro si
biocompatibilitate in vivo la soarece.

Rezultatele obtinute in urma studiului experimental demonstreaza cad interpenetrarea retelei
PDMAEMA cu reteaua supramoleculard S4 (1:1, 1:3) a condus la formarea de geluri cu dubla retea:

PDMAEMA_ (S41:1) si PDMAEMA_(S41:3).
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CAPITOLUL VII
CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

In ultimii ani a existat un interes imens pentru studierea gelurilor supramoleculare derivate din
compusi cu masa moleculard micd (LMMGs). Imitarea fideld a structurilor supramoleculare auto-
asamblate inspirate din naturd a devenit o directie de cercetare din ce in ce mai atractivd datorita
moleculelor individuale care prezinta abilitatea de a genera o serie de nano/micro-agregate, precum
fibre, foi, tuburi, sfere, a-elice, vezicule. Diversitatea arhitecturilor structurale are la baza agregarea
moleculelor prin diferite interactiuni necovalente (legaturi de hidrogen, interactiuni n—m, interactiuni
van der Waals, interactiuni hidrofobe).

In prezent, cercetirile in domeniu deschid noi cai de utilizare a gelurilor supramoleculare ca
materiale functionale moi, vizand potentiale aplicatii in medicina si alte stiinte conexe. Aminoacizii
si peptidele au atras atentia cercetatorilor datoritd preponderentei acestora in sistemele vii, oferind
noi perspective in exploatarea gelurilor supramoleculare ca suporturi 3D pentru cresterea si
dezvoltarea culturilor celulare. Cu toate acestea, pe langa avantajele structurale si versatilitatea
chimica ale acestui tip de molecule, apar si dezavantaje generate de natura reversibila si dinamica a
legaturilor necovalente. Prin urmare, utilizarea LMMGs alaturi de polimeri naturali/sintetici conduce
la obtinerea de geluri multicomponente cu proprietati intrinseci superioare compusilor precursori.

Teza de doctorat intitulatd ,,Geluri multicomponente: modelarea structurilor cu compusi de
masa moleculard mica” a fost structurata in doud parti: Partea I (Capitolul I) prezintd un studiu de
literaturd privind directiile abordate in teza, iar Partea II prezintd contributiile originale (Capitolul II-
V) si tehnicile utilizate (Capitolul VI). Teza se incheie cu o serie de concluzii generale (Capitolul
VII).

Rezultatele originale din Partea a II-a, structurate 1n patru capitole, au vizat urmatoarele directii
de cercetare:

e dezvoltarea unor sisteme supramoleculare sub forma de geluri pe baza de aminoacizi si
peptide scurte utilizati ca LMMGs;

e obtinerea si caracterizarea de geluri multicomponente prin includerea unor polimeri
naturali gelifianti in matricea supramoleculara si investigarea potentialului aplicativ ca
matrice 3D pentru cresterea si dezvoltarea culturilor celulare;

e prepararea si caracterizarea de geluri hibride pe bazd de polimeri sintetici/naturali si
structuri supramoleculare in vederea combindrii sinergice a proprietatilor fizico-chimice si
biologice ale compusilor precursori;

e sinteza si caracterizarea de geluri cu dubld retea (DN) de tip semi-IPN avand la baza

dezvoltarea matricei polimerice si intrepatrunderea structurilor supramoleculare.
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Din studiile efectuate se pot concluziona urmatoarele aspecte:

GELURI SUPRAMOLECULARE PE BAZA DE AMINOACIZI SI PEPTIDE CA
GELATORI DE MASA MOLECULARA MICA

In urma studiului de auto/co-asamblare au fost obtinute patru sisteme supramoleculare pornind
de la utilizarea a doi stimuli externi: schimbarea pH-ului (S) si folosirea unui solvent polar
aprotic (S2, Sz, S4). Sistemul Si pe baza de triptofan si lizind a fost co-asamblat in raport 1:3,
1:1s13:1 ca urmare a concentratiei minime de gelifiere (CMG) 0,5% pentru ambii co-parteneri
ai sistemului. In cazul sistemelor S, S3, S4, elementul comun a fost lizina care a fost co-
asamblatd cu serina, acid glutamic si tripeptida glicil-glicil-glicina. Raportul dintre compusi a
fost 15:1, 5:1 si 2:1, ca urmare a CMG de 0,5% pentru lizind si 0,1% pentru co-partenerul
utilizat, oferind informatii cu privire la aportul fiecarui compus asupra proprietatilor retelei
finale;

Capacitatea de organizare/structurare a compusilor a fost confirmatd prin analizele efectuate
pe sistemele 1n stare de solutie, ardtdnd ca S prezinta un posibil aranjament structural elicoidal
generat prin interactiuni n—n de fragmentele fluorenil din structura Fmoc si inelele indol din
structura triptofanului, iar legaturile intra- si intermoleculare de hidrogen au fost fortele
motrice dominante ale sistemelor Sz, S3 si S4;

In cazul sistemelor Sz, S3si Ss agregarea moleculard apare la intervale diferite de timp, in
functie de co-partenerul lizinei. Cand se utilizeazd Fmoc-Gly-Gly-Gly-OH timpul de co-
asamblare este de ~30 minute, In timp ce prezenta Fmoc-serinei permite aparitia punctului de
asociere/asamblare dupa 90 de minute. Sistemul Sz care se bazeaza pe interactiunea lizinei cu
Fmoc-acid glutamic se formeaza dupa 24 de ore;

Studiile de difractie de raze X atestd ca in urma procesului de co-asamblare se obtin sisteme
supramoleculare cu un aranjament molecular mai ordonat, comparativ cu aranjamentul
molecular al precursorilor;

Studiile de spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) releva ca o data cu
cresterea cantitdtii de Fmoc—Lys(Fmoc)-OH un numdar mai mare de grupari -CO-NH- este
implicat in formarea legdturilor intra- si intermoleculare de hidrogen. Sistemele
supramoleculare S, S3, S4 prezinta deplasari de banda care atesta formarea legaturilor fizice
intra- si intermoleculare si care asigura organizarea lor intr-o retea 3D;

De asemenea, stabilitatea termica ridicata a sistemului S; co-asamblat in raport 1:3 (Fmoc-

Trp-OH:Fmoc-Lys(Fmoc)-OH) este corelatd cu densitatea grupdrilor aromatice Fmoc si
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descompunerea incompleta a inelelor fluorenil. Analiza termica a aratat ca sistemul S4prezinta
o stabilitate termica superioara celorlalte sisteme analizate;

» Studiul morfologic complex confirma ca aminoacizii si peptida scurta utilizati ca LMMGs
agrega initial sub forma de dendrimer, sferulite, fibrile, vezicule care ulterior asigurd formarea
fibrelor si organizarea lor in retele tridimensionale. In functie de co-partenerii utilizati,
sistemele co-asamblate prezintd aspect diferit: S; prezintd morfologie fibrilara, S, prezinta
fibre drepte aliniate una langa alta, in timp ce S3 are o retea mai putin densa cu fibre mai scurte
si mai flexibile, iar sistemul S4 prezinta o retea mult mai densa cu puncte de ramificare;

» Studiul reologic a evidentiat ca sistemele supramoleculare obtinute prezintd un comportament
de tip gel (G’ > G” si tan 6<1), aspect ce sustine capacitatea aminoacizilor si peptidei scurte
de a actiona ca LMMG-uri in sistemele studiate. In cazul sistemului S; co-asamblat in raport
3:1 se remarcd o scadere a modulului viscoelastic, o data cu cresterea continutului de Fmoc-
Trp-OH. Astfel, inelele indol creeaza spatiu intre molecule si diminueaza potentialul acestora
de a forma interactiuni moleculare;

» Caracterul citocompatibil al sistemelor analizate a fost determinat prin teste in vitro si in vivo,
dupa administrarea intraperitoneald a fragmentelor de materiale la soareci. Lipsa variatiei
activitatii enzimelor hepatice a atestat ca materialele sunt biocompatibile, fara influenta
negativa a procesului inflamator asupra functiei hepatice.

Gelurile supramoleculare obfinute si caracterizate in cadrul acestui studiu prezinta
caracteristici optime pentru utilizarea in aplicatii medicale. Datorita proprietatilor sale, sistemul §4

a fost ales pentru utilizarea in studiile urmatoare.

GELURI MULTICOMPONENTE PE BAZA DE STRUCTURI
SUPRAMOLECULARE S$I POLIMERI NATURALI

» Includerea de polimeri naturali in sistemul supramolecular S a fost o alta directie de cercetare
care a vizat consolidarea arhitecturii gelului si generarea de structuri superioare din punct de
vedere reologic bazate pe interactiuni fizice suplimentare;

» Utilizarea gumei gellan si agarozei este justificata de capacitatea acestora de a gelifia ca
urmare a rearanjarii lanturilor macromoleculare indusa de variatia temperaturii;

» Analiza structurald FTIR confirma ca cele doua sisteme multicomponente (Ss_ GG si S4_A) se
bazeaza pe legaturi fizice intra- si intermoleculare, iar analiza termogravimetrica evidentiaza
comportamentul termic si schimbarile generate de introducerea macromoleculelor, in ambele

cazuri avand loc o crestere a stabilitatii termice;
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» Studiile morfologice indicd formarea unor retele poroase omogene in directd corelatie cu
compozitia lor;

» Comportamentul viscoelastic al gelurilor multicomponente a fost studiat prin masuratori
reologice care au aratat ca prezenta macromoleculelor in sistemul S4 contribuie semnificativ
la cresterea modulului de stocare, de la ~300 Pa (S4) 1a 500 Pa (S4_A) sau ~1000 Pa (S4_GGQG);

» Materialele au fost testate din punct de vederea al proprietatilor de bioadeziune, utilizandu-se
membrane de dializa hidratate ca model de tesut in vitro. Rezultatele obtinute sugereaza ca
introducerea gumei gellan in matricea supramoleculard creste forta de adeziune si lucrul
mecanic de adeziune a materialului S4_ GG datorita cresterii numarului de legaturi de hidrogen
dintre material si membrana. In cazul sistemului Ss A se observa o scidere a fortei de
bioadeziune si a lucrului mecanic de adeziune la valori mai mici decat cele ale retelei
supramoleculare S4. Caracterul neionic al agarozei este factorul responsabil de proprietétile

adezive scazute ale probei A;

materialele testate nu prezinti citotoxicitate. In cazul ambelor sisteme se remarci o viabilitate
celulara satisfacatoare, chiar si dupa 72 de ore de la incubare, insa viabilitatea celulara obtinuta
pentru gelul Sy A demonstreaza potentialul acestuia de a fi utilizat ca platformda pentru
cresterea si proliferarea celulard ca urmare a cresterii viabilititii celulare concomitent cu

durata de incubare;

hematologic, imunologic si histopatologic al sobolanilor Wistar, demonstrand ca materialele

nu au generat variatii semnificative asupra valorilor serice ale parametrilor biologici si a

elementelor de formuld leucocitard. In urma examenului histopatologic s-a evidentiat ci
materialele nu au influentat arhitectura hepatocitelor sau conformatia rinichiului medular.

Coroborarea rezultatelor obtinute in urma analizele efectuate sustin posibilitatea utilizarii

sistemelor multicomponente S4_GG si S1_A in aplicatii de naturi biomedicala, ca platformd pentru

cresterea si proliferarea celulara ca urmare a cresterii viabilitatii celulare concomitent cu durata

de incubare.

GELURI HIBRIDE PE BAZA DE STRUCTURI SUPRAMOLECULARE SI
POLIMERI NATURALI SI SINTETICI

» Copolimerul sintetic poli(anhidrida maleica-co-3,9-divinil-2,4,8,10-
tetraoxaspiro[5.5]undecan) utilizat in cadrul studiului a fost obtinut prin procesul de
polimerizare radicalica, urmat de modificarea chimica prin grefarea acestuia pe alginat de

sodiu, cu scopul de a optimiza activitatea copolimerului in mediul biologic;
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> Structura copolimerului a fost confirmati prin intermediul analizelor spectrale FTIR, 'H-
RMN, iar reactia de grefare s-a evidentiat prin spectroscopie FTIR ca urmare a deschiderii
ciclului anhidridic caracteristic anhidridei itaconica si a formdrii unei legaturi ester;

» Analiza structurala FTIR a sistemelor hibride obtinute In urma introducerii structurii
supramoleculare S4 in reteaua NaAlg/PItAU atesta prezenta si interactiunea compusilor prin
formarea legaturilor fizice intra- si intermoleculare;

» Analiza TG/DTG a aratat ca prezenta NaAlg/PItAU in sistemul S4 contribuie la stabilitatea
termica, cu mici variatii date de raportul dintre co-partenerii sistemului S4, aspect observat si
din microscopia SEM. Prezenta tripeptidei n raport mai mare (Ss4 1:3) conduce la obtinerea
unei retele omogene cu aspect poros ca urmare a unui numar mai mare de interactiuni
moleculare generate de gruparea -CO-NH-;

» Din studiile reologice reiese ca sistemul hibrid NaAlg/PItAU (S4 1:3) prezinta comportament
caracteristic gelurilor (G' > G” si tan 6<1), iar valoarea modulului G' mai mare decat al
sistemului NaAlg/PItAU confirma faptul ca interactiunile moleculare secundare formate intre
Ss4 (1:3) si NaAlg/PItAU sunt responsabile de cresterea rigiditatii dinamice;

» Evaluarea capacitatii de absorbtie a fluidelor s-a realizat In mediu cu solutie tampon fosfat cu
pH 7,4, favorabil culturilor celulare. Starea de echilibru a fost atinsa dupa 96 de ore, gelurile
prezentdnd un grad maxim de umflare cuprins intre 3000 si 6700%, aspect ce le confera
caracter superabsorbant;

» Capacitatea de sorbtie a vaporilor de apa a fost evaluata in regim dinamic, iar izotermele de
sorbtie/desorbtie obtinute sunt asociate cu izotermele de tip IV caracteristice suprafetelor
poroase si specifice pentru un material hidrofil. Mai mult, datele BET confirma ca materialele
prezintd o dimensiune medie a porilor de 2 nm si suprafete specifice cu valori cuprinse in
intervalul de 280 pana la 340 m?/g;

» Testele de biocompatibilitate in vitro indica o buna interactiune intre materiale si celule, fiind
inregistrate valori ale viabilitatii celulare de peste 75% dupa 96 de ore de la incubare.

Efectele sinergice obtinute in urma combinarii fragmentelor de tip aminoacid/tripeptidi cu
NaAlg si polimerul sintetic PItAU au condus la obtinerea sistemului hibrid NaAlg/PItAU_(S41:3)

cu proprietati superioare compusilor initiali.

GELURI CU DUBLA RETEA PE BAZA DE POLI[2-(DIMETILAMINO)ETIL
METACRILAT] SI STRUCTURI SUPRAMOLECULARE

» Au fost preparate si studiate 5 probe dintre care una a fost reteaua PDMAEMA pura, doua au
fost retelele pe baza de PDMAEMA si Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, respectiv Fmoc-Gly-Gly-Gly-
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OH, utilizate ca martori si doua au fost gelurile cu dubla retea, cu continut de PDMAEMA si
structuri supramoleculare de tip Ssraport 1:1 si Sqraport 1:3;

» Reteaua sintetica PDMAEMA, consideratd prima retea din structura gelurilor DN, a fost
obtinuta prin polimerizarea radicalica a 2-(dimetilamino)etil metacrilat in prezenta sistemului
initiator APS/TEMED si reticularea lanturilor polimerice cu N-N'-metilen-bis-acrilamida;

» Obtinerea gelurilor DN s-a bazat pe interpenetrarea celei de a doua retele, reprezentata de
sistemului supramolecular S4, in matricea polimerica;

» Prima retea este responsabild de stabilitatea si rezistenta mecanicd, in timp ce a doua retea
ofera flexibilitate datorita interactiunilor moleculare secundare formate intre co-partenerti,

In urma analizelor efectuate se poate concluziona cii efectele sinergice ale celor doud retele

au oferit proprietati fizico-chimice si biologice superioare compusilor precursori.

PERSPECTIVE

Ca perspective, directiile de cercetare dezvoltate in cadrul tezei de doctorat vor fi extinse si
orientate spre:

o studii aprofundate privind asamblarea componentelor peptidice (protonarea-
deprotonarea grupelor amino si a grupelor carboxilice prin titrare potentiometrica);

o studii privind stabilitatea sistemelor tip hidrogel prin expunerea la solutii simulate/fluide
corporale;

o evaluarea biodegradabilitatii enzimatice in vitro si in vivo,

o evaluarea capacitdtii de incapsulare “in situ” a celulelor in structura sistemele
supramoleculare;

o optimizarea sistemelor de tip gel pe bazd de peptide scurte spre diverse domenii
terapeutice;

Ca perspective generale este emergentd dezvoltarea de tehnici de obtinere/sinteza dinamice,
rapide, fezabile si sustenabile care sa confere posibilitatea de a face modificari suplimentare asupra
lantului de aminoacizi, terminalului N- sau C- sau la nivelul lanturilor laterale. Pentru a imita fidel
matricea extracelulard este necesard stabilizarea structurilor secundare obtinute prin co-asamblarea

aminoacizilor/peptidelor pentru a genera platforme terapeutice promitatoare.
Diseminarea rezultatelor si activitatea stiintifica

Rezultatele originale obtinute si prezentate in cadrul tezei de doctorat fac subiectul a cinci

articole stiintifice, doud comunicari si trei postere:

27
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2021, 66(5), 449-458. doi: 10.33224/rrch.2021.66.5.08 (FI 0,5)

. Alexandra Croitoriu, Loredana Elena Nita, Aurica P. Chiriac, Alina Gabriela Rusu, Maria
Bercea, New Physical Hydrogels Based on Co-Assembling of FMOC—Amino Acids. Gels. 2021;
7(4):208. doi:10.3390/gels7040208 (FI 4,6)

. Alexandra Croitoriu, Alina Gabriela Rusu, Alina Ghilan, Maria Bercea, Loredana Elena Nita,
Aurica P. Chiriac, New Fmoc-amino acids/peptides-based supramolecular gels obtained through
co-assembly process: preparation and characterization, Polymers, 2022, 14(16), 3354.

doi:10.3390/polym14163354 (FI 5,0)

. Loredana Elena Nita, Alexandra Croitoriu, Alexandru M. Serban, Maria Bercea, Alina G.
Rusu, Alina Ghilan, Maria Butnaru, Liliana Mititelu-Tartau, Aurica P. Chiriac, New Hydrogels
Based on Agarose/Phytagel and Peptides, Macromol Biosci, 2023, €2200451.
doi: 10.1002/mabi.202200451 (FI 5,859)

. Alina Ghilan, Alexandra Croitoriu, Aurica P Chiriac, Lorena Elena Nita, Maria Bercea, Alina
Gabriela Rusu, Injectable Networks Based on a Hybrid Synthetic/Natural Polymer Gel and Self-
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Obtained through Co-Assembly Processes, Gels 9(11):886. DOI: 10.3390/gels9110886 (FI 4,6)

o Comunicari orale la manifestdri stiintifice

. Alexandra Croitoriu, Loredana E. Nita, Alina G. Rusu, Andrei Cimponeriu, Aurica P. Chiriac,
Supramolecular Gels Based on Amino Acids, The 9th I[EEE International Conference on E-Health
and Bioengineering - EHB 2021, 18-19 November, lasi, Romania.

. Alexandra Croitoriu, Alina G. Rusu, Alexandra Bargan, Maria Bercea, Liliana Mititelu-Tartau,
Loredana E. Nita, Aurica P. Chiriac, Hybrid porous materials peptide-alginate/poly (itaconic
anhydride-co-3,9-divinyl-2,4,8,10-tetraoxaspiro[5.5Jundecane)  based  with  controllable
properties, 3" International Conference on Aerogels for Biomedical and Environmental

Applications, 5-7 July 2023, Maribor, Slovenia.
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