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INTRODUCERE

In ultimele decenii, nanotehnologia a revolutionat modul in care este abordat
transportul chimic. Nanoparticulele si nanosistemele pot fi proiectate si programate pentru a
livra molecule specifice in locuri precise din corp. In domeniul terapiei genetice si al ingineriei
genetice, sistemele de transport au avansat considerabil pentru a permite livrarea precisa a
genelor si proteinelor 1n celulele tinta. Cu avansul tehnologiilor informatice si a inteligentei
artificiale s-au dezvoltat sisteme inteligente de transport care pot monitoriza si controla livrarea
substantelor chimice in timp real.

Sistemele de transport inteligent pentru speciile chimice active Intr-un mediu biologic
sunt esentiale In domeniul medical, permitand livrarea precisa a medicamentelor si aplicarea
terapiilor, reducind efectele secundare si imbunatitind tratamentele. In biotehnologie si
inginerie genetica, aceste sisteme faciliteazd livrarea si integrarea precisd a genelor si
proteinelor, avand potentialul de a revolutiona terapiile genetice. in plus, pot fi folosite in
diagnosticare, crescand rapiditatea si acuratetea diagnosticelor, si in protejarea mediului
inconjuritor, detectand si eliminand poluarea chimici. In concluzie, sistemele de transport
inteligent pentru speciile chimice active aduc numeroase beneficii, incluzand imbunatatirea
tratamentelor medicale, progresul in ingineria genetica, diagnosticarea medicala precisa,
protejarea mediului si economii semnificative si reprezintd un instrument vital in domeniile
stiintifice s1 medicale cu un potential semnificativ in avansarea cunostintelor si imbunatdtirea
vietii. Acest deziderat permite implementarea de noi structuri functionale inovative necesare in
perfectionarea metodelor de administrare tintitd a principiilor active prin intermediul
markerilor biologici specifici.

In acest context, tema de cercetare abordati in cadrul prezentei teze de doctorat,
,Sisteme inteligente pentru transportul de specii chimice active. Obtinere. Caracterizare”, se
incadreaza in tendintele actuale ale cercetarilor prin dezvoltarea de sisteme supramoleculare de
tip canal ionic pentru transportul cationilor prin membrane naturale sau artificiale. Teza si-a
propus, de asemenea, sd abordeze si identificarea unui marker specific sepsisului neonatal
precoce in vederea ulterioara a proiectdrii unui sistem pentru eliberarea principiilor active la

situsurile afectate, identificate cu ajutorul markerului.



Teza de doctorat a beneficiat de finantare prin proiectul international ORIZONT 2020,
wSupraChem Lab - Laboratory of Supramolecular Chemistry for Adaptive Delivery Systems
- ERA Chair initiative”, derulat in cadrul Centrului de Cercetiri Avansate pentru
Bionanoconjugate si Biopolimeri, Institutului de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni” din
[asi.

Proiectul mentionat a avut ca scop sd promoveze excelenta in cercetare, prin infiintarea
unui grup specializat in proiectarea, sinteza si caracterizarea de structuri supramoleculare
adaptive auto-organizate. In acest context, in cadrul unui subgrup de cercetare s-a abordat
dezvoltarea de sisteme interactive dinamice utilizate in constituirea canalelor de apa si ionice
cu ajutorul unor compusi mic moleculari capabili sd se autoasambleze in structuri
supramoleculare functionale in interiorul membranelor lipidice dublustrat.

Subiectul tezei corespunde tematicii de cercetare a acestui proiect, urmarind integrarea
studiului canalelor ionice artificiale obtinute prin organizare supramoleculara dinamica, in
sisteme de transport inteligente. Aceste sisteme sunt capabile sa indeplineasca functii complexe
intr-un ansamblu biologic, ducand la dezvoltarea de noi proceduri de eliberare controlatd de
principii active.

Cercetarea integrata in teza de doctorat urmareste ideea transportului de principii active
inglobate in lipozomi si eliberarea acestora intr-un punct tintd. Avantajul utilizarii sistemelor
lipozomale in studierea transportului speciilor active in mediu biologic consta in similaritatea
membranei acestora cu membrana celulard. In acest sens, in cadrul tezei de doctorat au fost
dezvoltate strategii de creare a canalelor ionice, prin autoasamblarea compusilor mic
moleculari, iIn membrana lipozomala si identificarea endocanului ca biomarker in sepsis la nou-
nascuti.

Pentru formarea de structuri supramoleculare autoasamblate in membrana lipozomald
s-au studiat derivati de eteri coroand capabili sd formeze structuri supramoleculare tip canal
ionic prin intermediul puntilor de hidrogen sau interactiunilor de tip n-w asigurate de functiunile
atasate eterului coroana. Pentru evaluarea capacitatii de transport s-au folosit metode
experimentale, bazate pe transportul ionic prin membrane lipozomale si metode teoretice de

calcul computerizat.

Teza de doctorat se imparte in doud sectiuni. Prima sectiune este o prezentare generala
a sistemelor de transport pe baza de lipozomi si oportunitatea aplicarii lor In transportul tintit

al speciilor active, iar a doua sectiune a tezei expune rezultatele proprii asupra experimentelor

efectuate atat pentru evaluarea capacitdtii de transport a derivatilor de eteri coroand studiati,

cat si investigarea posibilitétii folosirii endocanului ca biomarker in sepsisul la nou-nascuti.
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Pentru evaluarea transportului ionic prin membrane lipidice s-a folosit metoda HPTS,
care implica utilizarea spectroscopiei de fluorescenta, utilizdnd vezicule unilamelare de
dimensiuni mari (100 um) cu membrane lipidice dublu-strat (lipozomi) si a unui fluorofor
sensibil la pH, 8-hidroxipiren-1, 3, 6 — trisulfonat de sodiu (HPTS). Metoda constd in
introducerea fluoroforului in interiorul veziculei pentru a detecta modificarile de pH datorate
transportului ionic prin membrand. Prin acest procedeu s-a investigat auto-asamblarea
compusilor de tip alchil-benzoureido-eteri-coroand prin intermediul puntilor de hidrogen, cu
formare de canale ionice in interiorul membranei lipozomale. Prin testele HPTS s-a observat
existenta transportului ionic, iar calculele de dinamicd moleculara au sugerat un proces de
transport de tip ,,carrier” datorat translatiei moleculelor de alchil-benzoureido-eteri coroana de
la o fata la alta a membranei lipidice.

S-a explorat, de asemenea, si posibilitatea autoasamblarii Tn medii cu polaritati diferite
a doi derivati de eter-18-coroana-6 functionalizati cu grupari de piren legate simetric prin
intermediul gruparilor iminice, respectiv azo. Rezultatele experimentale obtinute prin absorbtia
UV-vis, fluorescenta si WAXD au fost corelate cu calcule computerizate de mecanica cuantica
in starea fundamentala si dinamici moleculara. In urma coroboririi rezultatelor experimentale
si teoretice s-a observat cd cei doi compusi sunt capabili sd formeze “’stive” pirenice, mai
ordonate sau mai putin ordonate in functie de polaritatea mediului sau a secventei organice prin
care a fost realizatd atasarea unitdtilor de piren. Astfel, dacd gruparile pirenice au fost atasate
eterului coroand prin legaturi iminice se formeaza “stive” compuse din doar 2-3 molecule, in
timp ce atunci cand gruparile pirenice s-au atasat prin intermediul legaturilor -N=N- (azo)
rezultd o geometrie planara a moleculei, fapt ce favorizeaza formarea de “stive” pirenice
ordonate compuse dintr-un numar semnificativ de molecule.

Investigarea endocanului, ca potential biomarker in sepsisul neonatal precoce, este un
studiu prospectiv privind utilizarea ulterioard a acestuia ca tintd In proiectarea sistemelor
inteligente de transport a principiilor active in combaterea sepsisului. Din studiile efectuate in
cadrul acestui capitol se poate extrage concluzia ca endocanul poate fi considerat un marker
util in diagnosticul sepsisului neonatal precoce, cét si in urmarirea evolutiei sub tratament.

Informatiile extrase prin prezenta teza de doctorat au implicat studii interdisciplinare
complexe in domenii precum chimia supramoleculara, fizicd, chimie fizicd, calcule
computerizate, biologie, biochimie si medicind. Acestea reprezintd modele pentru dezvoltari
ulterioare ale sistemelor de transport prin canale ionice sintetice create in membranele

lipozomale.



PARTEA a II-a
CONTRIBUTII ORIGINALE

CAPITOLUL 3. ANSAMBLURI SUPRAMOLECULARE BIOMIMETICE PENTRU
TRANSPORTUL IONILOR PRIN MEMBRANE LIPIDICE

Obiectiv general: Prepararea si caracterizarea canalelor ionice prin auto-asamblarea in
membrane lipidice pe baza de fosfatidilcolina;
Obiective specifice:
- Preparare de canale ionice pe baza de benzo-eteri-coroana monofunctionalizati cu
grupari alchil-ureice;
- Preparare de canale ionice pe bazd de dibenzo-eteri coroand difunctionalizati

simetric cu grupari azo-pirenice sau imino-pirenice.

3.1. Introducere - Eterii coroana si transportul ionic

Eterii coroana sunt compusi organici polieterici macrociclici, ceea ce Tnseamna ca sunt
alcatuiti din mai multe grupe eterice [1]. Cei mai comuni eteri coroand sunt oligomerii ciclici
ai etilenoxidului, unitatea repetitiva din molecula fiind restul etilenoxi [2], -[CH2CH>O],—. Cei
mai importanti reprezentanti ai acestei clase de compusi sunt tetramerul (n = 4), pentamerul (n

=5), hexamerul (n = 6) si heptamerul (n=7), formule evidentiate si in Figura 3.1.

Formula generala:

-[CHQ-CHz-Oln-I

1,2-1,5 A 1,7-2,2 A 2,6-3,2 A
/_\ O

[O Oj 3 [ 0
0 o

e L

n=4 n=5 n=6 n=7
eter- eter- eter- eter-
12-coroana-4 15-coroana-5 18-coroana-6 21-coroana-7

Figura 3.1. Dimensiunile si structurile chimice ale celor mai utilizati eteri coroana (adaptat

dupa referinta [3])

Este bine cunoscut in literaturd faptul ca eterii coroana formeaza complecsi cu ionii
metalelor alcaline, afinitatea dintre acestia fiind determinatd in principal de raza ionica

coroboratd cu dimensiunea ciclului eterului coroana (Figura 3.2) [3-5].
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1 (1,334)
oI

Figura 3.2. Complecsi ai metalelor alcaline cu eteri coroana (adaptat dupa referinta [5])

Capacitatea eterilor coroana de a interactiona selectiv cu ionii alcalini poate fi folosita
in constructia de canale ionice, componente in structura membranelor lipidice dublu-strat.
Pentru ca un compus sa formeze canale ionice prin auto-asamblare Tn membranele lipidice
dublu-strat, acesta trebuie sa respecte cumulativ mai multe criterii (Figura 3.3):

1. Sa poatd forma legaturi intermoleculare — pentru auto-asamblare
2. Sa interactioneze cu ionii transportati — pentru selectivitate

3. Sa prezinte o parte hidrofoba — pentru integrarea in stratul lipidic

—

unitate care asigura
interactiunea cu unitate de
ionii de transportat autoasamblare

grupare hidrofoba

Figura 3.3. Componentele necesare unei molecule pentru a forma structuri supramoleculare

capabile sa Indeplineasca functia de canale ionice

3.2. Auto-asamblarea prin punti de hidrogen in membrana lipidica a benzo-eterilor

coroana monofunctionalizati cu grupari alchil ureice

3.2.1. Designul si sinteza compusilor sintetizati

In acest studiu am investigat capacitatea de auto-asamblare prin punti de hidrogen si a
transportului ionic ai compusilor de tip alchil-benzoureido-eteri-coroand prin membrana
lipozomald de fosfatidilcolind. Structura compusilor sintetizati in acest scop este prezentata in

Schema 3.1.



H H unde: n=1-2

R = n-hexil,

N No R n-octil,
T n-dodecil,
0 2(+)-hexil,
2(-)-hexil,
2(+)-octil,
2(-)-octil
Schema 3.1. Structura generala a compusilor sintetizati de tip

alchil-benzoureido-eter-coroana.

Compusii sintetizati prezinta trei situsuri caracteristice: (a) eterul coroana, care asigura
transportul ionic; (b) gruparea hidrofoba, reprezentata de radicalul alchilic liniar sau ramificat;
(c) gruparea capabild sa formeze punti intermoleculare de hidrogen, reprezentata de gruparea
ureicd [6]. Schema 3.2 prezinta principiul de agregare al unitatilor de benzoureido-eteri coroana
in structuri supramoleculare, iar Schema 3.3 prezinta reactia de obtinere a alchil-benzoureido-

eterilor coroana studiati.

X N—H-___ N—H-__ N—H-___
:o—< ::::0:< ::j::o=<

- N—H-"""" N—H-""" N—H""""
/ / /
R R R

Schema 3.2. Principiul agregarii unitatilor de benzoureido-eteri-coroana

in structuri supramoleculare (adaptat dupa referintele [6,7])

o/\\
o) NH N
¢ oo T
o)
</ o CH;-CN
o)
n

Schema 3.3. Obtinerea alchil-benzoureido-eterilor coroana studiati, unde n si R se regisesc

1n Tabelul 3.1.




3.2.2.2. Sinteza benzoeterilor coroana functionalizati cu grupari alchil-ureice

Pentru prepararea compusilor de tip alchil-benzoureido-eteri coroand au fost dizolvati
50 mg amino-benzo-eter-15-coroand-5 in 2 mL acetonitril, peste care s-au adagat 1,1 volume
alchil-izocianat corespunzator obtinerii compusului necesar, conform Tabelului 3.1. Amestecul
de reactie a fost refluxat timp de 24 de ore. Toate operatiunile s-au desfasurat sub atmosfera de
azot uscat. Dupa reflux, amestecul de reactie a fost mentinut la -20 °C timp de 24 de ore, apoi

filtrat rapid. Precipitatul a fost uscat sub vid timp de 3 zile.

Tabelul 3.1. Resturile alchil (R) si dimensiunea eterului coroand (n) corespunzatoare

compusilor sintetizati (Schema 3.3.).

Masa
. Cod «
R n Denumire compus moleculara
compus .
teoretica
1 butil 1 Butil-benzoureido-eter-15-coroana-5 15¢5C4 382,45
2 hexil 1 Hexil-benzoureido-eter-15-coroana-5 15¢5C6 410,50
3 hexil 2 Hexil-benzoureido-eter-18-coroana-6 18c6C6 454,56
4 octil 1 Octil-benzoureido-eter-15-coroana-5 15¢5C8 438,56
5 dodecil 1 Dodecil-benzoureido-eter-15-coroana-5 | 15¢5C12 494,66
6 (s)-(+}-2- 1 (s)-(+)-2-hex11-ben29ure1d0-eter- 15- 1505C6+ 410,50
hexil coroana-5
7 (r)-(-).-Z- 1 (r)-(-)-2-hex11-benz<3ureld0-eter- 15- 1565C6- 410,50
hexil coroana-5
3 (s)-(+)-2- 1 (s)-(+)-2-octll-benzgureldo-eter- 15- 1505C8+ 438,56
octil coroana-5
9 (r)-(-)-Z- 1 (r)-(-)-2-octﬂ-benzciureldo-eter- 15- 15¢5CS- 438.56
octil coroana-5

3.2.2.3. Caracterizarea structurala a compusilor benzoeterilor coroana functionalizati cu
grupari alchil-ureice

Spectrele '"H-RMN au fost inregistrate in dimetil sulfoxid-ds (DMSO-ds), utilizand un
spectrometru DRX 300 MHz (Bruker Scientific Instruments, Billerica, MA USA), iar analiza
prin spectrometrie de masa cu ionizare electrospray (ESI-MS) a fost efectuatd pentru a
confirma structura compusilor sintetizati folosind sistemul LC/MS Agilent 6500 Series
Accurate-Mass Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF) LC/MS (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA USA).
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3.2.2.4. Prepararea lipozomilor pe baza de fosfatidilcolina incarcati cu 8-hidroxipiren-1,
3, 6 — trisulfonat de sodiu (HPTYS)

Lipozomii au fost obtinuti prin solubilizarea L-a-fosfatidilcolind (EYPC), in solvent
organic, urmatd de evaporarea solventului organic si obtinerea unui film de L-a-
fosfatidilcolina. Acesta a fost apoi hidratat prin agitare manuald cu o solutie tampon fosfat salin
(PBS, pH=6,5) care contine 8-hidroxipiren-1, 3, 6 — trisulfonat de sodiu (HPTS). Dupa ce
filmul s-a dispersat complet in solutia apoasa, solutia rezultatd a fost supusd unor cicluri de
inghet/dezghet succesive si rapide, urmate de extrudare, utilizand un extruder prevazut cu un
filtru cu diametrul porilor de 100 nm. Veziculele obtinute au fost purificate prin trecerea pe o
coloand de Dextran G-50 si spdlarea lipozomilor cu PBS pentru indepartarea HPTS din mediul

exterior [8].

+ Scan (0.070 min) 15¢c5C6 [M+Na]*
433.1648
~o" HooW
[M+H]* }: - I|’ \T“ by RS
411.1845 N—o_ ]
1 1 ecular 10,50
a) | J i
380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
m/z
3
38 SRS EBER SR EIEIRNIS S 5 4R S8 8%
5353 3 PR EREEE CEE o 3

\ |
Qhos A S5 N = NG © I S e S oeg

Figura 3.5. Spectrul de masi (a) si spectrul 'TH-RMN (b) pentru compusul 15¢5C6. ESI-MS:
m/z [M+H]" = 411,18 [M+Na]" = 433,16. 'H-NMR: ((CD3)>S=0, ppm) & = 0.86 (t, 3H,
CHs), 1.26 (m, 8H, CH2), 3.03 (m, 2H, CH2), 3.59 (m, 8H, -O-CH2-CH2 —O eter-coroana),
3.74 (m, 4H, -O-CH2-CH2-O- eter-coroana), 3.97 (m, 4H, -O-CH2-CH2-O- eter-coroana),
6.00 (t, 1H, NH-Alchil), 6.79 (m, 2H, H-Ar), 7.13 (d, 1H, H-Ar), 8.19 (s, 1H, NH -Ar).
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3.2.3.1. Analiza capacitatii de transport selectiv de cationi alcalini a alchil-benzoureido-

eterilor coroana prin membrana lipozomala utilizind metoda HPTS

Capacitatea de transport a cationilor alcalini: Li*, Na*, K, Rb" si Cs" prin membrane

lipozomale a tuturor compusilor sintetizati s-a realizat prin metoda HPTS dupa cum putem

observa in Figurile 3.13 s1 3.19.

! 08
g —DMSO
u_Eu 0.6 ——15¢5C8 25 1M
S ——15¢50C6 50 M
£ 16¢5C8 75
=04 ——16¢5C6 100 uM
- 15¢5C8 150 M
02 —15¢5C6 200 uM
15¢5C8 300 UM
15¢5C6 400 uM
0
0 200 400 600 800

Timp(s)

1,11, (normalizat)

100 uM
5

15¢5C6 200 uM
15¢5C6 300 uM

15¢508 400 uM

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Timp(s)

1 | Cs+

o
ce

08

06

Iy/l; (normalizat)

o
N

08

06

I,/l; (normalizat)
o

o
N

Na*

Rb*

200 300 400 500 600

Timp(s)

200 400 600
Timp (s)

DMSO
——15¢5C6 12.5 uM
— 15¢5C8 25 uM
15¢5CB 50 uM
—15¢5C8 75 pM
——15¢5C8 100 uM
——15¢5C8 150 M
—— 15¢5C6 200 pM
—— 15¢5C6 300 pM
—15c5C8 400 pM
0 200 400 600 800
Timp (s)

I,/l, (normalizat)
o o
& o

o
N

—DMSO

15¢5C6 125uM
15c5C6 25 pM
15¢5C8 50 pM
15¢5C6 75 pM
15¢5C8 100 uM
15¢5C6 150 uM
15¢5C6 200 pM
15¢5C86 300 uM
15¢5C6 400 pM

700 800

—DMSO
——15C5¢6 125 pM
15C5¢6 25 uM
15C5¢6 50 uM
15C5¢6 75 M
——15C5¢6 100 uM
15C 50 uM
5 200 UM
5 300 pM
—— 15C5¢6 400 pM

800
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Tabelul 3.3. Valorile vitezei de transport ionic (k), activitatii fractionare (Y), a concentratiei

efective (ECso) si a coeficientului Hill (n) calculate pentru compusul 15¢5C6

Concentratia finald Li* Na* K* Rb* Cs*
(UM) Tn compus studiat
0 0,025 | 0,0115 | 0,0272 | 0,0325 | 0,0172
12,5 - 0,0144 | 0,0279 | 0,0221 | 0,0219
= 25 0,0339 | 0,0183 | 0,0382 | 0,0266 | 0,015
f 50 0,025 | 0,0167 | 0,0315 | 0,0472 | 0,0144
100 0,0349 | 0,0269 | 0,1088 | 0,0557 | 0,0193
200 0,0375 | 0,0289 | 0,0626 | 0,0724 | 0,0377
300 0,0448 | 0,0342 | 0,1066 | 0,1033 | 0,0428
400 0,0464 | 0,052 | 0,1285 | 0,1656 | 0,076
0 0,0935 | 0,1608 | 0,3526 | 0,3543 | 0,0917
25 0,2081 | 0,3007 | 0,5682 | 0,6010 | 0,2560
50 0,3075 | 0,4045 | 0,7106 | 0,7204 | 0,5806
S 75 0,4604 | 0,5653 | 0,8544 | 0,7842 | 0,6404
;3_’ 100 0,7047 | 0,7844 | 0,9210 | 0,8588 | 0,8469
200 0,9953 | 0,9308 | 1,0949 | 0,9563 | 0,9987
300 1,0000 | 1,0000 | 1,0000 | 1,0000 | 1,0000
400 0,0935 | 0,1608 | 0,3526 | 0,3543 | 0,0917
ECso (LM) 7866 |71,15 |36,14 37,95 |0,01
n (u.a. 289 |1,66 1,59 1,42 2,13

Simuléri de dinamica moleculara (DM)

Pentru o mai bund intelegere a mecanismului de transport ionic prin membranele
lipidice s-a recurs la o simulare dinamica atomistica pentru un interval de timp de 500 ns.
Moleculele studiate au eterul coroana figurat in culoarea albastra, iar capdtul alchil in culoarea
galbena, lipidele sunt reprezentate prin linii fine turcoaz, iar moleculele de apa prin sfere rosii.
Toti eterii coroana studiati formeaza complecsi cu Na* si K, dupd cum se poate observa si in

Figura 3.38.
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Figura 3.38. Simularea computerizatd pe model atomistic a transportului de cationi de a) Na*
si b) K" mediat de compusul 15¢5C8+. ¢) Sectiune transversald prin membrana lipozomala in
simularea atomistica de transport a Na* in prezenta compusului 15¢5C8+. d) Sectiune
transversala prin membrana lipozomala in simularea Course-Grain de transport a Na™ in

prezenta compusului 15¢5C8+ (adaptat dupa referinta [9])

Principala diferenta dintre complecsii celor doua metale alcaline este numarul de eteri
coroand coordinati de cationi, Na* formand astfel complecsi mult mai stabili cu un singur eter
coroand in timp ce K* determina formarea de complecsi cu doud molecule de eter coroani. in
orice caz, ambele structuri s-au regasit pentru un timp foarte scurt atat la complecsii pe baza de
Na', cét si la cei pe baza de K*. Mai mult, in cazul compusului 15¢5C8+ s-a observat pentru o
scurtd perioadd o formatiune de eteri coroand care traverseazd membrana lipidicd (Figura
3.38.c).

De asemenea, modelul Course-Grain (CG) ne-a permis sa extindem timpul de simulare
la 10 ps. Nici acest model nu a evidentiat o formatiune stabild in timp (Figura 3.38.d) in
perioada simularii, posibil din cauza instabilititii canalului format. In timpul simulirii CG
cateva molecule de derivati de eteri coroand au fost observati ca actionand dupa modelul ,,flip-
flop”, sugerand un mecanism de transport de tip ,.carrier” (Figura 3.38.d). Toate aceste
observatii sugereaza un mod complex de transport, o combinatie dintre constituirea dinamica
a unor canale ionice, pe de o parte, si de tip ,,carrier”, pe de altd parte, aceste concluzii fiind in

concordanta si cu rezultatele experimentale.
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3.2.4. Concluzii
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Pentru toti compusii studiati si prezentati Tn acest capitol, cresterea concentratiei
acestora determina cresterea vitezei de transport a cationilor prin membrana de catre
acestia.

Tn urma analizei ECso si k s-a observat ci transportul ionilor prin membrani este mai
eficient in cazul compusilor cu lantul alchil mai lung (15¢5C8 si 15¢5C12) comparativ
cu compusul cu lantul alchil mai scurt, 15¢5C6.

Se observa diferente intre transportul mediat de 15¢5C8 si 15¢5C12 functie de ionul
transportat de catre acestia. Astfel, transportul de K* este mai rapid si mai eficient in
cazul folosirii 15¢5C12,

Prin nlocuirea radicalului alchil liniar cu unul ramificat optic activ nu s-au inregistrat
diferente notabile de selectivitate, activitatea de transport a compusilor cu octil optic
activ fiind intermediara celor cu n-hexil si respectiv n-octil.

Pentru toti compusii studiati, activitatea cea mai mare se regaseste la transportul ionilor
de K* si Rb", iar cea mai mica activitate de transport este corespunzatoare ionilor cu
razele cele mai mici, Li* si K¥, situatie evidentiata de valorile activitatii fractionare Y
si sustinute de valorile k si ECso.

Pe parcursul simularilor de DM nu s-a observat auto-asamblarea compusilor in canale
ionice stabile, dar s-a observat in simularea de tip Course-Grain translatia moleculelor
de alchil-benzoureido-eteri coroana de la o fata la alta a membranei lipidice, ceea ce
poate sugera existenta unui proces de transport de tip ,,carrier’™

Rezultatele obtinute pand acum sugereaza un mecanism complex de transport, pentru

care este necesar continuarea studiului in amanunt.

3.3. Eteri coroana functionalizati cu proprietiti de auto-asamblare prin interactiuni & —

7 in medii cu polaritati diferite pentru transportul cationilor alcalini

O modalitate particulard de a crea structuri supramoleculare este utilizarea moleculelor

n-conjugate. In acest scop, pirenul este o alegere bund datorita inclinatiei sale de a se auto-

agrega prin stivuire de tip m — m, fenomen ce poate fi detectat cu ajutorul spectroscopiei de

fluorescentd [10,11]. Deoarece unitatile de piren pot fi auto-asamblate prin interactiunea de

stivuire T — m 1n starea fundamentald si in starea excitata, proprietdtile fotofizice se schimba in

permanenta astfel incat emisia de fluorescenta poate spori sau se poate stinge [12,13].

16



3.3.2. Studiul aranjamentelor supramoleculare a derivatilor de tip di-iminopiren-
dibenzo-eter-18-coroana-6

Obiectiv: Sinteza, caracterizarea structurald si investigarea proprietatilor de auto-
asamblare Tn medii cu polaritati diferite a compusului di-iminopiren-dibenzo-eter-18-coroana-
6.

Acest capitol prezintd sinteza di-iminopiren-dibenzo-eter-18-coroana-6 (denumit
DPyDB—-C=N-18C6), fiind un compus nou care include eterul coroana si fragmentele de piren

legate prin legaturi —-HC=N- 1n mod simetric fatd de ciclul eteric (Figura 3.39.).

o

SOU e QN IS O
SRS AR ACs

Figura 3.39. Formula structurala a di-iminopiren-dibenzo-eter-18-coroana-6 (adaptat dupa

referinta [13])

Scopul prezentului studiu a fost de a demonstra formarea unui potential aranjament
supramolecular mediat de interactiuni inter- si intramoleculare intre moleculele DPyDB—-C=N-
18C6.

Sinteza di-iminopiren-dibenzo-eter-18-coroand-6 (DPyDB-C=N-18C6)

Peste o solutie de diaminodibenzo-eter-18-coroand-6 (200 mg, 0,51 mmol) in etanol
(20 mL), s-au adaugat acid acetic (200 pL, 2,80 mmol, 4 echiv.) si 1-pirencarboxaldehida (260
mg, 1,15 mmol, 2,1 echiv.). Amestecul rezultat a fost agitat la temperatura camerei timp de 24
de ore, filtrat si purificat prin centrifugare din diclormetan si eter etilic. S-a obtinut un produs

solid de culoare galbend, cu randament de 80%.

3.3.2.3. Rezultate si discutii
Sinteza s§i caracterizarea fizico-chimicd a di-iminopiren-dibenzo-eter-18-coroani-6
(DPyDB-C=N-18C6)

DPyDB-C=N-18C6 a fost preparat prin reactia directa dintre grupdrile aminice ale
diaminodibenzo-eter-18-coroand-6 si gruparea aldehidd a 1-pirencarboxaldehidei, in mediu
acid, cu formarea de legaturi iminice intre cei doi precursori, asa cum sunt prezentate in Schema
3.4. Diaminodibenzo-eter-18-coroana-6 a fost sintetizat asa cum este descris de Ardeleanu si
colab. [14], ca un amestec de doi izomeri de pozitie (notati ca il sii2) in ceea ce priveste pozitia

grupdrii aminice atasata inelului fenil.
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Schema 3.4. Metoda de sinteza a compusului DPyDB-C=N-18C6 (adaptat dupa referinta
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Figura 3.41. Spectrul "H-RMN al compusului DPyDB-C=N-18C6. 'H-RMN (400 MHz,
CDCl3): 6 = 4,14 (as, 8H), 4,35 (dd, 8H), 7,02 (d, 4H), 7,08 (s, 2H), 8,08 (d, 2H), 8,15 (d,
2H), 8,18 (d, 2H), 8,28 (m, 8H), 8,77 (d, 2H), 9,05 (d, 2H), 9,54 (s, 2H) (adaptat dupa

referinta [13])

Simuléari de dinamica moleculara (DM)

Pentru a investiga capacitatea de agregare a compusului di-iminopiren-dibenzo-eter-

18-coroana-6, au fost efectuate simuldri de DM ale procesului de agregare in etanol. Ambii

izomeri de pozitie au fost inclusi in simularile de DM, astfel incat in Figura 3.47 este prezentata

conformatia initiald a compusilor sistemului. In verde galbui este reprezentat izomerul de

pozitie il si in verde este reprezentat izomerul de pozitie i2.
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Figura 3.47. Structurile initiale ale compusului DPyDB—C=N-18C6 dupa minimizarea
energiei (adaptat dupa referinta [13])

Pentru simularea moleculara in conditii de concentratii mari, in celula de simulare s-au
introdus 23 278 molecule de solvent si 40 de molecule din fiecare izomer de pozitie, rezultand
un singur agregat capabil sd pund in evidenta interactiunile intermoleculare ce guverneaza
procesul de agregare si poate atinge echilibrul intr-un timp de simulare rezonabil (800 ns).

Figura 3.48.a ilustreazd structura finala a agregatului DPyDB—-C=N-18C6.

t =800 ns

Figura 3.48. a) Structura finala a agregatului DPyDB—-C=N-18C6, rezultata dupa 800 ns de
simulare; b) Detaliu reprezentand interactiunea intermoleculara piren-piren pe o singurd

grupare laterald (incercuit cu rosu) (adaptat dupa referinta [13])
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Analiza vizuala a agregatului simulat prezinta o structura amorfa (Figura 3.48.a), in
acord cu rezultatele obtinute din tehnica de analiza WAXD. In ciuda gradului ridicat de
dezordine al agregatului, se poate observa ca unitdtile de piren sunt capabile sa formeze stive
n — 7 intermoleculare intre trei pand la patru unitati pirenice paralele provenite din molecule
diferite, cu distante de interactiune de aproximativ 3,45 si 3,28 A. Unitatile de piren ordonate
se dezvolta doar pe o parte a moleculei, fragmentele de piren de pe cealalta parte fiind fie
neagregate, fie implicate in stive cu grupari pirenice apartindnd unor molecule total diferite
(Figura 3.48.b).

Studii teoretice — calcule de mecanica cuantica in starea fundamentala

Pentru a explica incapacitatea DPyDB—C=N-18C6 de a forma stive intermoleculare ©t
— 1 cu implicarea ambelor unitati pirenice, s-a recurs la efectuare de calcule de mecanica
cuantica In starea fundamentala.

Toate geometriile de echilibru ale ambilor izomeri de pozitie (il si i2) atinse, dupa
finalizarea calculelor de mecanicd cuanticd folosind metoda PBEO0/6-311+G(d,p), sunt

prezentate n Figura 3.51.
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Figura 3.51. Geometriile de echilibru in starea fundamentala calculate folosind metoda

PBEO0/6-311+G(d,p) pentru: a) izomerul i1; b) izomerul i2 (adaptat dupa referinta [13])

Calculele DFT au fost efectuate in starea fundamentald, considerand starea singlet So
ca nivel fundamental. Efectul conformational a fost studiat prin rotirea planului fragmentului
pirenic in sensul acelor de ceasornic, in timp ce planul fragmentului fenil a fost orientat In sens
invers acelor de ceasornic, cu pasi mici de 10°. Efectul conformational al compusilor studiati

a fost estimat utilizand suprafata de energie potentiala (PES).
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3.3.2.4. Concluzii

R/
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3.3.3.

In acest capitol a fost sintetizat un compus nou prin legarea a doua fragmente pirenice
la diaminodibenzo-eter-18-coroana-6 prin legaturi iminice (-HC=N-), rezultand
produsul DPyDB—C=N-18C6.

Sinteza a fost confirmati prin tehnici FTIR, H-RMN, BC-RMN, TGA si DSC, iar
analiza cantitativi 1>*C-RMN a evidentiat prezenta a doi izomeri de pozitie.

S-a demonstrat prin metode experimentale (tehnica de analiza WAXD) si teoretice
(simuldari de DM) ca DPyDB-C=N-18C6 formeazd un agregat supramolecular cu
interactiuni T — 7 slabe.

Rezultatele simuldrii de DM au aratat existenta unor structuri aproape izoenergetice ca
un agregat usor-paralel cu o distanta de interactiune in jurul valorilor de 3,45 si 3,28 A.
Studiile experimentale si teoretice efectuate au aratat formarea de agregate mici cu
interactiuni  — 7 slabe si au evidentiat mai multe aspecte care limiteaza capacitatea de
auto-asamblare a moleculei sintetizate, cum ar fi unghiul diedru al -C-HC=N-C-
rasucit cu circa 40°, conducand la repulsia stericd care apare intre moleculele
individuale.

Au fost investigate proprietatile fotofizice ale compusului DPyDB-C=N-18C6 in
solventi cu polaritati diferite (n-hexan, toluen, 1,2-dicloretan si etanol) prin
experimente UV-vis si de fluorescenta, precum si prin calcule de mecanica cuantica. S-
a observat prezenta tranzitiilor 1 — ©n* si n — 7*, dintre care predominanta a fost
tranzitia 1 — n* datoratd conjugarii extinse .

Analiza fluorescentei a aratat o emisie slaba ce ar putea fi explicatd prin transferul de
electroni fotoindus si efectele de stingere cauzate de agregare.

Orbitalii moleculari de frontierd in starea fundamentald au demonstrat ca densitatea
electronica a DPyDB-C=N-18C6 a fost localizata doar pe o secventa piren-CH=N-fenil

a eterului coroana, ceea ce duce la perturbarea stivei columnare © — 7 intermoleculare.

Studiul aranjamentelor supramoleculare ale derivatilor de tip di-azopirenil-

dibenzo-eter-18-coroani-6 in medii cu polarititi diferite pentru transportul cationilor

alcalini

In acest capitol am realizat proiectarea unui nou sistem pe bazd de dibenzo-eter-

coroana, obtinut prin modificari ale catenei laterale ale ambelor grupari amino din dibenzo-

coroand-eter cu fragmente de piren, rezultand formarea a doud grupari azopiren pe fiecare
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parte. Scopul acestui studiu a fost de a imbunatati capacitatea de stivuire © — w a moleculelor,
plecand de la ipoteza ca schimbarea legaturii —HC=N-—, raportatd anterior [13], la legatura azo
(-N=N-) ar creste planeitatea moleculelor.

Sinteza si caracterizarea fizico-chimicd a di-azopirenil-dibenzo-eter-18-coroani-6
(AzoPy-18C6)

Pentru a obtine structuri supramoleculare auto-asamblate cu capacitate Imbunatatitd de
stivuire, a fost sintetizat compusul di-azopirenil-dibenzo-eter-18-coroand-6 (AzoPy-18C6,
Schema 3.5.). AzoPy-18C6 a fost proiectat prin modificari ale catenei laterale ale ambelor
grupari aminice din pozitiile 3, 3° cu fragmente de piren, rezultand astfel formarea a doua
grupdri azopirenice pe fiecare parte a dibenzo-coroana-eterului. A fost aplicatd o procedura in
doi pasi pentru sinteza chimica prin reactia gruparii nitrozo a pirenului cu gruparile aminice ale
dibenzo-eter-18-coroana-6 [15—18]. Prima etapa a presupus reactia dintre 1-aminopiren (1) si
peroximonosulfatul de potasiu (Oxone) la temperatura camerei pentru a obtine 1-nitrozopiren
(2) cu randament ridicat (90%). A doua etapa a constat in cuplarea 1-nitrozopirenului (2) cu
diamino-dibenzo-eter-18-coroana-6 (3) intr-un amestec de acid acetic-toluen la reflux timp de
48 de ore pentru a produce un amestec de izomeri de pozitie i1 si 12 (4a, 4b) a1 AzoPy-18C6,

intr-un raport 50:50, cu randament ridicat (82 %).

| NH, 1 NO
Oxone
CH2c12/H20 ‘ +

Acid acetic &
O O

Y 3a:3b=1:1

O <
O o L0

o
N 0 o w N, 0] o m Nx
N~ N | N
0] 0 N 0 O
4a (m,m' AzoPy-18C6 - izomer de pozitie il, 50%) 4b (m,p’ AzoPy-18C6 - izomer de pozitie i2, 50%)

SO VS e
Schema 3.5. Schema de sinteza pentru izomerii de pozitie 4a (m,m’ AzoPy-18C6 - i1) si 4b
(m,p’ AzoPy-18C6 - 12) 1n raport 50:50 (adaptat dupa referinta [19])
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Figura 3.60. Spectrul "H-NMR al compusului AzoPy-18C6. 'H-NMR (400 MHz, CDCls): §
= 4,20 (as, 8H), 4,40 (d, 8H), 7,09 (d, 2H), 7,77 (as, 2H), 7,82 (d, 2H), 8,06-8,30 (m, 18H2),
8,48 (d, 2H), 9,26 (d, 2H) (adaptat dupa referinta [19])

Simulari de DM

Deoarece spectrele *C-RMN au aritat prezenta a doi izomeri, am efectuat simulri de
DM ale procesului de agregare a compusului AzoPy-18C6 in etanol pentru a determina
mecanismul interactiunilor intermoleculare si rolul izomerilor in aceste interactiuni. Pentru
simuldrile de DM s-au utilizat cate 40 de molecule din fiecare izomer de pozitie il si i2,

raspanditi aleatoriu in cutia de simulare umpluta cu etanol. Figura 3.65. ilustreaza locatiile de

pornire utilizate: izomerul de pozitie i1 - verde, izomerul de pozitie i2 —rosu.

Figura 3.65. Locatiile de pornire ale celor 40 molecule i1 si 40 molecule 12, distribuite

aleatoriu (adaptat dupa referinta [19])
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Dupad minimizarea energiei, simularea a fost initiatd si moleculelor li s-a oferit o
fereastra de timp de 800 ns pentru auto-asamblare. La finalizarea simularilor, toate cele 80 de
molecule s-au grupat pentru a crea un agregat mare, asa cum se poate observa in Figura 3.66.:

izomerul de pozitie il - verde, izomerul de pozitie i2 —rosu.

Figura 3.66. Structura finald a agregatului AzoPy-18C6 dupa 800 ns. Detaliile (rotite pentru
claritate) reprezinta stivele formate ordonat. Cercul rosu evidentiaza interactiunile = - 7,

precum si distanta intermoleculard dintre unitatile de piren (adaptat dupa referinta [19])

Din Figura 3.66. se poate observa ca AzoPy-18C6 formeaza stive ordonate de 3 pana la
5 molecule si cd aceste stive se agregi intre ele in mod aleatoriu. In plus, se poate observa ci
pozitia unitdtilor de piren nu influenteaza structura stivei. Detaliile din Figura 3.66. prezinta
exemple reprezentative de stive care au o compozitie mixti. In urma simulirii nu s-au
identificat stive compuse exclusiv din unul dintre cei doi izomeri de pozitie (il-il sau i2-i2).
Comparand aceste rezultate cu cele obtinute in subcapitolul anterior privind studiul compusului
DPyDB-C=N-18C6 [13], se poate observa ca agregatul pare sa aiba o structura de baza similara
in ansamblu. Cu toate acestea, la o analizd mai atentd, se poate observa ca exista o diferenta
semnificativa intre stivele care compun agregatul (Figura 3.66).
Calcule de mecanica cuantica in starea fundamentala

Pe langd simuldrile de DM prezentate mai sus, proprietatile chimice si fizice intrinseci
determinate anterior prin tehnica de analiza WAXD si analiza spectrelor UV-VIS si de
fluorescentd au fost evaluate in silico prin calcule de mecanica cuantica. Pentru a demonstra

structura de echilibru si caracteristicile intramoleculare ca lungimile legaturilor, cat si a
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unghiurilor diedre si de valenta, parametri care au fost prezisi folosind metoda PBE0/6-
311+G(d,p). Compusul AzoPy-18C6 si cei doi izomeri ai sdi au fost evaluati in starea
fundamentala. In plus, a fost investigat efectul conformational a sistemului molecular AzoPy-

18C6, cum ar fi coplanaritatea sau dimpotriva, existenta unei structuri rasucite.

(plan transversal)

Figura 3.69. Structurile izomerilor de pozitie: 11 (sus) si 12 (jos), dupa optimizarea in starea

fundamentala utilizand metoda PBE0/6-311+G(d,p) (adaptat dupa referinta [19])

Figura 3.69. ofera o reprezentare graficd a optimizarii geometriei folosind nivelul
teoriei alese PBE0/6-311+G(d,p). In aceasta figurd, modul si planul de legare a celor doui
unitati de piren la inelele fenil vecine secventei eterului coroand au fost marcate cu culorile
verde si, respectiv, albastru. In acest mod, sunt indicate modurile de izomerizare ale ambilor
conformeri il si 12.

Calcule de mecanica cuantica ale starilor excitate

Pentru a intelege mai bine procesul interactiunii de stivuire prezent a fost efectuata o
investigatie aprofundatd a densitatii electronice. Astfel, s-au realizat diagrame ale decalajului
dintre orbitalilor moleculari de frontiera HOMO (orbitale moleculare ocupate de energie inaltd)

st LUMO (orbitale moleculare neocupate de energie joasa) (Figura 3.70.).
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i2 HOMO i2 LUMO

Figura 3.70. Vedere transversala a densitatilor electronice HOMO-LUMO localizate pe

izomerii i1 si 12 al sistemului azopiren (adaptat dupa referinta [19])

Figura 3.70. demonstreaza ca densitatea norului de electroni este localizatd pe unitatile
aromatice (piren, -N=N—, fenil) si are o distributie de tip n (fiind de legaturd, HOMO) si n*
(anti-legatura care se formeaza in LUMO). Ca urmare a faptului ca unitatile pirenice sunt mai
mari ca numdr de atomi decat fenilii si legaturile -N=N- si includ un grup mare de legaturi m,
densitatea electronicd a fost localizata predominant pe aceste secvente. Analiza diferentei de
energie dintre nivelurile HOMO si LUMO a aratat o modificare a densitatii electronice a
inelelor pirenice pe masura ce acestea se deplaseaza din pozitiile planare 1 si 2 din dreapta
catre pozitiile planare al si a2 din stanga. Chiar daca secventele aromatice din pozitiile planare
al, a2, B1 si B2 ar fi unite prin sisteme chimice neconjugate, aceastd deplasare a densitatii
electronilor ar fi totusi vizibila (in cazul de fatd, grupul central eter coroand). Atat metodele
experimentale, cat si teoretice au validat formarea de dimeri ai derivatilor de diazopiren in
starea fundamentala. S-a demonstrat ca acest proces este guvernat de o interactiune slaba non-
covalentd. Figura 3.76. ilustreaza interactiunile necovalente care apar in fiecare dintre cele trei

configuratii posibile ale asociatiilor de dimeri (i1-il, 11-i2 si i2-12).
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Figura 3.76. Reprezentarea suprafetei NCI in stdnga si a diagramei NCI in dreapta pentru
interactiunile necovalente in stivele i1-il (a.1, a.2); 11-12 (b.1, b.2); 12-i2 (c.1, ¢.2) (adaptat

dupa referinta [19])
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3.3.3.4. Concluzii

R/
L X4
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In acest capitol, un nou sistem a fost proiectat si obtinut prin legarea a doud fragmente
de piren prin punti —N=N- de fiecare parte a dibenzo- eterului coroana. Caracterizarca
prin tehnici fizico-chimice (FTIR, H-RMN, ¥C-RMN, TGA si DSC) a compusului
obtinut a confirmat structura propusa.

Din punct de vedere experimental si in silico, s-a demonstrat aranjamentul
supramolecular al sistemului AzoPy-18C6. Au fost efectuate simulari de DM pentru a
dezvalui interactiunile de stivuire 7 - 7, care au fost confirmate mai departe prin tehnica
de analiza WAXD 1n spectrul careia s-a observat aparitia unui varf ascutit la 20 de
1,914°,

Prin investigarea caracteristicilor fotofizice ale starii excitate utilizdnd spectroscopiile
UV-Vis si de fluorescenta s-a demonstrat ca fragmentele de piren aromatic din
interiorul stivelor ordonate ale AzoPy-18C6 prezinta interactiuni 7 - . Acest lucru a
fost confirmat in continuare de calculele DFT si TD-DFT care au aratat interactiunea
dintre densitatile electronice ale orbitalilor moleculari. Mai mult, s-a observat prezenta
tranzitiilor mixte 1 — n* si n — ©*, predominind tranzitia 1 — n* datorita conjugarii
n-extinse. De asemenea, a fost dezvaluit prin abordérile de DM, DFT si TD-DFT ca
legatura —N=N- a contribuit la o0 asezare a moleculei mai pland si o imbunatatire a
capacitatii de stivuire 7 - = a moleculelor. In acelasi timp, unghiul diedru din secventa
C—N=N-C, specifica unitatilor de azopiren si interactiunile Van der Waals, joaca un rol
cheie in stivuirea « -  a sistemului AzoPy-18C6.

Rezultatele in silico au aratat faptul ca unghiul diedric C-N=N-C, specific unitatilor de
azopiren si interactiunilor Van der Waals, joaca rolul dominant in formarea agregatelor
de tip m - & s1, implicit, a agregatelor pe baza de eter coroana.

Calculele DFT si TD-DFT au aratat ca asocierea m — m este favorizatd in stare

fundamentala si nu in cea excitata.
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CAPITOLUL 4. EVALUAREA POTENTIALULUI ENDOCANULUI CA
BIOMARKER - UN PRIM PAS TN DESIGNUL SISTEMELOR INTELIGENTE
PENTRU DETECTIA RAPIDA A ENDOCANULUI DIN PROBELE BIOLOGICE

Obiectiv: Studiu prospectiv asupra endocanului ca biomarker in sepsisul neonatal

4.1. Introducere

Sepsisul neonatal precoce reprezinta o infectie invaziva aparuta in primele 72 de ore de
viata, insa in aproximativ 90 % din cazuri simptomatologia debuteaza in primele 24 de ore de
la nastere [20]. In cazul nou-niscutilor, semnele clinice sugestive pentru sepsis aparute in
primele 72 de ore de viata sunt nespecifice, putdnd fi atribuite si altor patologii cu debut in
perioada imediat post-natald. Pe de alta parte, biomarkerii utilizati de rutind in diagnosticul
sepsisului, precum proteina C reactiva (CRP) si procalcitonina (PCT), au sensibilitate,
specificitate si valoare predictiva pozitiva reduse in primele 3 zile de viata, fiind afectati de
factori multipli de natura non-infectioasa [21].

Endocanul (endothelial cell-specific molecule-1) este un proteoglican solubil cu masa
de 50 kDa secretat de celulele endoteliale pulmonare si renale, si este exprimat in diferite
patologii [22,23]. Experimentele in vitro au demonstrat ca citokinele pro-inflamatorii, precum
interleukina-1B (IL-1B) si factorul de necroza tumorald o (TNF-a), determind cresterea
expresiei genice a endocanului si induc secretia acestuia de cétre celulele endoteliale [24], in
timp ce interferonul gamma (IFNy) o inhiba [23-27]. De asemenea, s-a demonstrat degradarea
endocanului in vitro sub actiunea serin-proteazelor eliberate de polimorfonuclearele neutrofile
[28].

Datele raportate in literaturd au aratat cresterea nivelurilor serice ale endocanului la
pacientii cu sepsis, atat adulti, cat si nou-ndscuti, precum si corelarea lor cu severitatea
sepsisului [24,25], reflectand activarea endoteliald asociata inflamatiei sistemice. Endocanul se
leaga de antigenul asociat functiei leucocitare (LFA-1), o integrind exprimata pe suprafata
limfocitelor, monocitelor si celulelor Jurkat, inhiband interactiunea acesteia cu molecula de
adeziune intercelulard 1 (ICAM-1) si intervenind astfel in reglarea migrarii leucocitelor la locul
inflamatiei, precum si a adeziunii si activdrii leucocitare. Cu toate acestea, endocanul
actioneaza ca si moleculd protectoare, reducand leziunile tisulare datorate diapedezei
leucocitare excesive [28-31] si ar putea totodatd reprezenta un biomarker adecvat pentru

diagnosticul sepsisului.
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Astfel, un prim obiectiv propus a fost stabilirea valorilor normale ale endocanului seric
in primele 3 zile de viata la nou-nascutii la termen si prematuri fara infectie. De asemenea, ne-
am propus caracterizarea modului de variatie al acestuia in diferite momente dupa nastere si
sub actiunea diferitilor factori asociati cu cresteri ale markerilor inflamatori folositi in mod
uzual in practica. Al doilea obiectiv a constat in investigarea rolului potential al endocanului n
diagnosticul sepsisului neonatal precoce pentru facilitarea initierii timpurii a tratamentului tintit

si Imbunatatirea prognosticului vital si pe termen lung al nou-nascutilor cu sepsis.

4.2.1. Design-ul experimental pentru includerea in studiu a nou-nascutilor cu sepsis
neonatal

In colaborare cu o echipa de medici neonatologi, am realizat un studiu prospectiv pe
nou-ndscuti internati in sectiile de neonatologie ale Spitalului Clinic de Obstetrica si
Ginecologie Cuza-Voda din Iasi. In studiu am inclus in lot 65 de pacienti internati intr-o
perioadad de 10 luni. Au fost recrutati atat nou-nascuti la termen, cat si prematuri, cu varste de
gestatie (VG) cuprinse Intre 33 si 41 de sdptamani, pe baza urmatoarelor criterii de includere:
nou-nascut la termen sau prematur (cu VG > 33 de saptdmani), in prima zi de viata, fara factori
de risc pentru infectie/suspiciune clinica de sepsis, cu adaptare buna la viata extrauterina.

Datele inregistrate din foile de observatie clinicd au constat in: varsta de gestatie (VG),
greutatea la nastere (GN), sexul nou-ndscutilor, modul nasterii, elemente de suferinta fetala
(lichid amniotic meconial sau anomalii ale batailor cordului fetal), necesitatea manevrelor de
resuscitare la nastere, scorul APGAR, prezenta traumatismelor obstetricale minore (oricare
dintre: bosa sero-sangvinolentd, cefalhematom, echimoze, fracturd de clavicula, elongatie de
plex brahial), factori de risc pentru infectie si semne clinice de sepsis.

Lotul a inclus nou-nascuti la termen si prematuri cu VG intre 26 si 41 de saptdmani si
varstd post-natala < 24 h la internarea in terapie intensiva. Includerea in studiu a fost
conditionata de prezenta factorilor de risc si a semnelor clinice prezentate in Tabelul 4.1. Pentru
includerea 1n studiu a fost necesard prezenta a cel putin a unui factor de risc si trei sau mai

multe semne clinice. Nou-nascutii cu anomalii congenitale au fost exclusi din studiu.
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Tabelul 4.1. Criteriile clinice de includere in studiu (adaptat dupa referinta [32])

Factori de risc

Semne clinice

Deteriorare clinica si/sau biologica in
cursul primelor 72 h de viata
(considerate a fi datorate sepsisului)

Ruperea Instabilitate termica Hipotensiune ce impune volum
membranelor > 18 h expander sau suport inotrop
Corioamniotita Apnee Anemie ce impune transfuzie de masa

eritrocitara

Febra materna

Necesar de oxigen
suplimentar

Acidoza

Culturi pozitive din
lichidul amniotic

Necesitatea suportului
respirator non-
invaziv/invaziv

Enterocolita ulcero-necrotica

Infectii vaginale sau
de tract urinar n
timpul sarcinii

Tahicardie/bradicardie

Hemoragie intraventriculara

Lichid amniotic fetid

Intoleranta digestiva

In cadrul lotului de studiat, nou-nascutii au fost impartiti in doua grupuri: septic si non-

septic. Grupul septic a inclus nou-nascuti cu infectie confirmatd (hemoculturd pozitiva) si

infectie probabila (date clinice si de laborator sugestive pentru sepsis, dar hemocultura

negativa). Suspiciunea de infectie a fost evaluata la internare la toti nou-nascutii cu semne

clinice sugestive. Parametri serici principali luati in considerare au fost: proteina C reactiva

(CRP) si procalcitonina (PCT), iar ca parametri serici suplimentari au fost considerati: numarul

de globule albe; valoarea absolutd a polimorfonuclearelor neutrofile; numarul de trombocite

(Tabel 4.2).
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Tabelul 4.2. Criteriile utilizate pentru definirea sepsisului neonatal (adaptat dupa referinta

[32])°

Sepsis confirmat > 3 semne clinice sugestive pentru sepsis
CRP>6

PCT > 0.5 ng/mL

> 2 parametri serici modificati*
Hemocultura: pozitiva

Sepsis probabil > 3 semne clinice sugestive pentru sepsis
CRP>6

PCT > 0.5 ng/mL

> 2 parametri serici modificati*
Hemocultura: negativa

Sepsis posibil < 3 semne clinice sugestive pentru sepsis
CRP<6

PCT <0.5 ng/mL

< 2 parametri serici modificati*
Hemocultura: negativa

Fara sepsis Fara semne clinice sugestive pentru sepsis
CRP<6

PCT < 0.5 ng/mL

Fara modificari ale parametrilor serici*

Hemocultura: negativa
* CRP — proteina C reactiva; PCT — procalcitonina. Alti parametri serici: numarul de globule albe; valoarea absoluta a

polimorfonuclearelor neutrofile; numarul de trombocite.

4.2.2. Evaluarea nivelurilor de endocan

De la fiecare pacient inclus in studiu s-a recoltat cate 1 mL de sange prin punctie
venoasa periferica in decursul primelor 6 ore de viata si apoi in ziua 3 de viata. Concentratia
sericd a endocanului a fost determinata prin tehnica ELISA, utilizdnd anticorpi monoclonali
anti-endocan (ELISA Kit H1, Lunginnov, Lille, France). Valorile au fost reprezentate in ng/mL

[24].

4.2.3. Analiza statistica

Analiza statistica a fost realizata cu programul IBM SPSS Statistics for Windows v20.0
(IBM SPSS, IBM Ireland Product Distribution Limited, Dublin, Ireland). Diferentele
semnificative intre grupurile de variabile normal distribuite au fost evaluate prin analiza
Student t test (pentru probe independente sau pereche, in functie de caz). Pragul pentru
semnificatie statistica a fost stabilit la 5 % (valorile p mai mici decat 0,05). Pentru analiza

statistica a variabilelor distribuite non-normal a fost utilizatd analiza Mann Whitney U test.
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In urma prelucririi probelor provenite de la 38 de nou-nascuti la termen si 27 prematuri
pentru care s-au colectat probe de sange in ziua 1 si 3, numai 39 de perechi de probe au fost
validate. Restul probelor au fost invalidate din cauza insuficientei cantitdtii de ser necesar

analizei cu testul ELISA.

Tabelul 4.4. Concentratia de endocan seric la lotul de control in zilele 1 si 3 de viata (adaptat

dupa referinta [33])

Endocan
seric
(ng/mL) _ Eroare _ . Eroare
media + n- Termen | standard | . Prematuri standard p
>
DS 22 @) 17 (VG =33) @)
(interval;
IC 95%)
1,74 £ 0,65 2,02 £ 0,49
. (0,48-3,22; (1,14-3,20; p=
Ziua 1 IC: 1,49- 0.13 ic:1,77- | %1 0,11
2,03) 2,27)
2,02 £0,48 1,97 £0,74
(1,16-2,95; (0,77-3,40;
. IC: 1,81- IC: 1,59- p=
Ziua 3 2.24) 0,10 2.35) 0,18 0.79
*»=0,09 p =081

DS = deviatia standard; IC = interval de confidentd; VG = varsta gestationala;

*coeficient de semnificatie pentru endocanul seric Intre ziua 1 si ziua 3 la nou-nascutii la termen; Scoeficient de semnificatie
pentru endocanul seric intre ziua 1 si ziua 3 la nou-nascutii prematuri;

feoeficient de semnificatie pentru endocanul seric in ziua 1 intre nou-niscutii la termen si prematuri;

fcoeficient de semnificatie pentru endocanul seric in ziua 3 intre nou-ndscutii la termen si prematuri.

In urma analizarii rezultatelor celor 39 perechi de probe, intre prima si a treia zi de viata
nu au existat diferente semnificativ statistic ale nivelului seric de endocan (nou-ndscutilor la
termen: p = 0,09, prematuri: p = 0,81) (Tabel 4.4). De asemenea, nu au existat diferente
semnificativ statistic ale nivelului de endocan seric intre nou-nascutii la termen si cei prematuri,

atat in ziua 1 de viata (p = 0,11), cat si in ziua 3 (p = 0,79).
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Tabelul 4.5. Variatia concentratiei endocanului seric (ng/mL) in functie de modul nasterii,

prezenta suferintei fetale si a traumatismelor obstetricale minore (adaptat dupa referinta [33])

n Ziua 1 p n Ziua 3 p
Cezariana * 31 1,76 £ 0,56 0.53 24 2,01 £0,79 0.42
Nastere vaginala 26 1,86+ 0,61 ’ 23 2,19 +0,79 ’
Suferinta fetala 8 1,76 £ 0,73 0.78 5 2,24+ 0,19 0.67
Fara suferinta fetala 49 1,82 +£0,56 ’ 42 2,08 +0,12 ’
Traumatisme minore 8 1,87+ 0,56 0.75 6 2,17+ 0,62 0.81
Fara traumatisme 49 1,80 £ 0,59 ’ 41 2,09 +£0,81 ’

*rahianestezie; n — numar cazuri; p — valoarea p.

4.3.2. Determinarea nivelurilor serice de endocan in sepsisul neonatal precoce
In studiu au fost inclusi 59 de nou-nascuti, 24 la termen si 35 prematuri, evaluati in cursul
primelor 24 de ore de viatd pentru suspiciune de sepsis, dintre care 32 nou-nascuti au fost

incadrati in lotul septic, iar 27 in lotul non-septic (Tabelul 4.6.).

Tabelul 4.6. Caracteristicile nou-ndscutilor inclusi in studiu cu sepsis neonatal, in functie de

severitatea sepsisului (adaptat dupa referinta [32])

Lot Sex Virsta gestationala Total
Prematuri Termen

Feminin 3 4 7

Non-septic Masculin 5 15 20
Total 8 19 27

Feminin 5 1 6

Sepsis Masculin 2 2 4
Total 7 3 10

Feminin 5 0 5

Sepsis sever Masculin 15 2 17
Total 20 2 22
Total 35 24 59

Concentratia sericd medie a endocanului a continuat sa creasca atit la nou-nascutii din
lotul septic, cat si din lotul non-septic, insd desi nivelul seric mediu a fost mai mare la nou-
ndscutii septici, diferenta dintre cele doud loturi nu a mai avut semnificatie statistica.
Concentratia sericd medie a endocanului masurata in ziua a 7-a a fost mai mica la pacientii din
ambele loturi comparativ cu cea din ziua a 3-a, dar scaderea a fost semnificativa din punct de

vedere statistic doar 1n cazul nou-nascutilor septici (2,04 vs. 2,92, p=0,01) (Figura 4.1.).
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4.4. Concluzii

Din studiile efectuate Tn cadrul acestui capitol se pot extrage trei concluzii importante:
++ endocanul poate fi considerat un marker util in diagnosticul sepsisului neonatal precoce,
cat si in urmarirea evolutiei sub tratament;

¢+ trebuie Tntreprinse studii suplimentare pentru stabilirea nivelului optim al endocanului
la copii nou-nascuti sanatosi;

% trebuie dezvoltat un bionanoconjugat ca platforma pentru testul ELISA cu sensibilitate
si specificitate marite pentru detectia endocanului. Kit-ul disponibil pe piata pentru
testul ELISA prezinta o sensibilitate si specificitate destul de mici, de aceea se impune
dezvoltarea unor bionanoconjugate ca platforme pentru testul ELISA cu inalta
specificitate in detectia endocanului din probe biologice ce contin cantitati foarte mici

ale analitului studiat.
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CONCLUZII GENERALE

Din rezultatele obtinute in urma cercetarilor intreprinse in teza de doctorat ,,Sisteme
inteligente pentru transportul de specii chimice active. Obtinere. Caracterizare”, se desprind
urmatoarele concluzii generale:

v’ S-a sintetizat o serie de derivati de eteri coroana pentru studierea agregarii acestora prin
intermediul puntilor de hidrogen. Structurile chimice ale derivatilor de eteri coroand au
fost confirmate prin *H-RMN si HPLC-MS.

v' Capacitatea de transport a cationilor prin membrana lipozomala este determinata de
cresterea concentratiei de derivat de eter coroana studiat.

v" Tn urma analizei ECso si k, s-a observat ca transportul ionilor prin membrana este mai
eficient In cazul compusilor cu lantul alchil mai lung, avand in componenta radicalul octil
si dodecil fata de compusul cu lantul alchil mai scurt (hexil).

v S-au observat diferente intre transportul mediat de derivatii de eter-15-coroana-5 avand
in componenta radicalii octil sau dodecil in functie de ionul transportat. Transportul
ionilor de K* este mai rapid si mai eficient in cazul compusului cu radicalul alchil mai
lung, si anume dodecil-benzoureido-eter-15-coroana-5.

v Prin inlocuirea radicalului alchil liniar cu unul ramificat optic activ nu s-au observat
diferente semnificative in ceea ce priveste selectivitatea in transportul ionilor. Activitatea
de transport a compusilor cu un radical octil optic activ se situeaza intre cea a compusilor
cu radical n-hexil si cea a compusilor cu radical n-octil.

v" Pentru toti compusii examinati, cea mai mare activitate de transport a fost inregistrata in
cazul ionilor de K* si Rb", in timp ce cea mai mica activitate de transport a fost observata
n cazul ionilor cu cele mai mici raze ionice, Li* si K*. Aceasta situatie este evidenta din
valorile activitatii fractionare Y si este sustinutd de valorile k si ECso.

v’ In timpul simulirilor DM, nu au fost detectate fenomene de auto-asamblare a compusilor
in canale ionice stabile. Cu toate acestea, in cadrul simularilor de tip Course-Grain, s-a
observat translatia moleculelor de alchil-benzoureido-eteri coroand de la o parte la alta a
membranei lipidice. Acest aspect ar putea sugera existenta unui proces de transport de tip
carrier. Rezultatele obtinute pana in prezent indica prezenta unui mecanism de transport
complex.

v' S-au sintetizat doi compusi, prin legarea a doud fragmente pirenice la diaminodibenzo-
eter-18-coroana-6 prin legaturi —-HC=N-, respectiv —-N=N-pentru studiul asupra auto-

asamblarii derivatilor de eter coroana prin interactiuni de tip n-m. Obtinerea compusilor a
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fost confirmatd prin FTIR, H-RMN, *C-RMN, TGA si DSC. Analiza cantitativa
determinati prin *C-RMN a evidentiat prezenta a doi izomeri de pozitie pentru fiecare
din cei doi compusi sintetizati.

v S-a demonstrat cd ambii compusi formeaza agregate supramoleculare prin intermediul
interactiunilor Tt — 7.

v Compusul DPyDB-C=N-18C6 prezinta interactiuni de tip - slabe, rezultatele simularii
DM aratand existenta unor structuri aproape izoenergetice ca un agregat usor-paralel cu
o distanti de interactiune in jurul valorilor de 3,45 si 3,28 A.

v Compusul AzoPy-18C6 prezinta stive” pe straturi multiple, evidentiate prin simulari DM
si confirmate prin WAXD.

v In urma investigirii compusului DPyDB—C=N-18C6 in solventi cu polarititi diferite (n-
hexan, toluen, 1,2-dicloretan si etanol), prin experimente UV-vis si de fluorescenta,
precum si prin calcule de mecanicd cuanticd, s-a observat prezenta tranzitiilor T—n* si
n—n*, dintre care predominantd a fost tranzitia m—n* datoratd conjugarii extinse .
Experimentele au confirmat modelele cuantice efectuate pentru aceste sisteme.

v" Aranjamentul supramolecular al sistemului AzoPy-18C6 a fost demonstrat din punct de
vedere experimental si prin studii in silico.

v’ S-a demonstrat cd fragmentele de piren aromatic din interiorul stivelor ordonate ale
AzoPy-18C6 prezinta interactiuni n-n in urma studierii caracteristicilor fotofizice ale
starii excitate (analiza UV-Vis si spectroscopia de fluorescentd). Calculele DFT si TD-
DFT care au aratat interactiunea dintre densitdtile electronice ale orbitalilor moleculari au
confirmat prezenta tranzitiilor mixte 1 — n* si n — 7*, predominand tranzitia 1 — n*
datorita conjugarii m-extinse.

v S-a observat ca legatura —\N=N- joaca un rol cheie in stivuirea n-n a sistemului AzoPy-
18C6, prin determinarea unei geometrii moleculare planarizate

v" Unghiul diedru din secventa C-N=N-C, specifica unitatilor de azopiren si interactiunilor
Van der Waals, este, de asemenea, important in stivuirea n-w a sistemului AzoPy-18C6.

v" Tn urma studiilor efectuate pe nou-niscuti la termen si cei niscuti prematuri, pe baza
concentratiei endocanului seriC S-a constatat ca endocanul este un marker biologic cu o
sensibilitate mare, dar cu o selectivitate mai mica. Totusi endocanul poate avea rol de
marker In procesul de diagnosticare precoce in sepsisul neonatal si In monitorizarea
raspunsului la tratament. Prin proiectarea unor sisteme inteligente pentru detectia

endocanului se pot dezvolta sisteme complexe de tratare a efectelor sepsisului neonatal.

37



DISEMINAREA REZULTATELOR

Rezultatele stiintifice prezentate in cadrul acestei teze de doctorat au facut pana in
prezent subiectul a cinci articole stiintifice publicate in reviste cotate ISI, a trei participari la
conferinte stiintifice nationale (doud comunicari orale si un poster) si a trei participari la

conferinte internationale (trei postere).

I) Lucrari publicate in reviste cotate ISI raportate la teza de doctorat:

1. A. Coroaba, C. Al-Matarneh, T. Vasiliu, S.-A. Ibanescu, R. Zonda, I. Esanu, D.-L. Isac, M.
Pinteala. Revealing the supramolecular interactions of the bis(azopyrenyl) dibenzo-18-crown-
6-ether  system, Journal of  Molecular  Liquids, 374, 121298, 2023,
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2023.121298. (IF 2022 = 6)

2. A. Coroaba, D.-L. Isac, C. Al-Matarneh, T. Vasiliu, S.-A. Ibanescu, R. Zonda, R. Ardeleanu,
A. Neamtu, D. Timpu, A. Nicolescu, F. Mocci, S. S. Maier, A. Laaksonen, M. Abadie, M.
Pinteala. Probing the supramolecular features via m—m interaction of a di-iminopyrene-di-
benzo-18-crown-6-ether compound: experimental and theoretical study. RSC advances, 10
(63), 38304-38315, 2020, DOI: 10.1039/DORA06929A (IF 2022 =3.9)

3. G. . Zonda, R. Zonda, A. T. Cernomaz, L. Paduraru, B. D. Grigoriu. Endocan serum
concentration in uninfected newborn infants. J. Infect. Dev. Ctries., 13 (9), 817-822, 2019,
https://doi.org/10.3855/jidc. 11660 (IF 2022 = 2.512)

4. G. 1. Zonda, R. Zonda, A. Cernomaz, L. Paduraru, A. Avasiloaiei, B. Grigoriu. Endocan - a
potential diagnostic marker for early onset sepsis in neonates. J. Infect. Dev. Ctries., 13 (4),
311-317, 2019, https://doi.org/10.3855/jidc.11202 (IF 2022 =2.512)

5. R. Zonda, A. Coroaba, S. Ibanescu, T. Vasiliu, A. Neamtu, M. Silion, T. Rusu, M. Pinteala.
Cation transport activity of the alkyl-ureido-benzo-15-crown-5-ethers through double layer
lipid membranes, Rev. Roum. Chim., 63 (7-8), 665-672, 2018, (IF 2022 = 0.5)

IT) Lucrari publicate in reviste cotate ISI conexe cu subiectul tezei de doctorat:

1. N. Simionescu, R. Zonda, A. R. Petrovici, A. Georgescu. The Multifaceted Role of
Extracellular Vesicles in Glioblastoma: microRNA Nanocarriers for Disease Progression and
Gene Therapy, Pharmaceutics, 13 (7), 988, 2021,
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics 13070988 (IF 2022 =5,4)

38



III) Capitole de carte

1. R. Zonda, S.-A. Ibanescu, M. Silion, A. Coroaba, D.-L. Isac, M. J. M. Abadie. Measuring
Ionic Transport Through Lipid Bilayers. In: New Trends in Macromolecular and
Supramolecular Chemistry for Biological Applications (eds. M. J. M. Abadie, M. Pinteala, A.
Rotaru), 25-50 (Springer International Publishing), 2021

2. M. Silion, A. Fifere, L. A. Lungoci, N. Marangoci, S.-A. Ibanescu, R. Zonda, A. Rotaru, M.
Pinteala. Mass spectrometry as a complementary approach for noncovalently bound complexes
based on cyclodextrins. In: Advancements of Mass Spectrometry in Biomedical Research (eds.
A. G. Woods, C. C. Darie), 685-701 (Springer International Publishing), 2019

IV) Participari la manifestari stiintifice nationale si internationale

a) Comunicari orale:

1. R. Zonda, S. Ibanescu, A. Coroaba, T. Vasiliu, C. Al-Matarneh, M. Silion, A. Neamtu, M.
Pinteala. Autoasamblarea supramoleculara a derivatilor de piren prin variatia mediului si a
geometriei moleculare. Zilele Academice lesene, a XXVII-a Sesiune de Comunicari Stiintifice
a Institutului de Chimie Macromoleculara ,, Petru Poni”, Progrese in stiinta compusilor
organici §i macromoleculari, lasi, 2 — 4 octombrie 2019.

2. R. Zonda, A. Coroaba, M. Silion, S. Ibanescu, M. Pinteala, M. Barboiu. Selectivity of
transport capacity of the compounds based on 15-crown-5 and 18-crown-6 ethers, Conferinta
Facultatii de Chimie, Universitatea “Alexandru loan Cuza” lasi, lasi, 27 — 28 octombrie 2016.
b) Participari cu poster:

1. N. Simionescu, S. Nechifor, R. Buga, M. Dabija, L. Eva, R. Zonda, A. R. Petrovici, A.
Georgescu. Microvesicle-associated microRNA signature in glioblastoma: preliminary results
from OpenArray profiling. Conferinta Internationala sub egida Academiei Romdne: cel de-al
42-lea Simpozion Aniversar al Institutului de Biologie si Patologie Celulara ‘“Nicolae
Simionescu” si cea de-a 38-a Sesiune Anuala a Societatii Romdne de Biologie Celulara,
eveniment hibrid, Bucuresti, 4 — 6 noiembrie 2021.

2. M. Silion, C. M. Alexandrica, R. Zonda, A. Coroaba, S. Ibanescu, M. 1. Popa. Modulation
de la morphologie des Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL) pour la fabrication des
biohybrides utilises comme vecteurs non viraux. Dixieme Colloque Franco-Roumain de
Chimie Appliquée, Bacau, 27 — 29 iunie 2018.

3. R. Zonda, A. Coroaba, M. Silion, S. Ibanescu, M. Pinteala, M. Barboiu. Study of the
transport capacity of the compounds based on modified 15-crown-5 and 18-crown-6 ethers
through bilayer lipidic membranes. /8th Tetrahedron Symposium, New Developements in

Organic Chemistry, Budapest, Hungary, 27 - 30 iunie 2017.
39



4. R. Zonda, A. Coroaba, S. Ibanescu, T. Vasiliu, A. Neamtu, M. Silion, M. Pinteala. Influenta
lungimii radicalului alchil din alchil-ureidobenzo-eteri-15-coroana-5 asupra capacitatii de
transport cationic prin membrane lipidice dublu-strat, Zilele Academice lesene, a XXVI-a
Sesiune de Comunicari Stiintifice a Institutului de Chimie Macromoleculara ,, Petru Poni” lasi,
Progrese in stiinta compusilor organici si macromoleculari, lasi, 5 - 6 octombrie 2017.

V) Specializari si cursuri efectuate:

1. Seminar Electrolytes polymeres pour les piles a combustible, accumulateurs lithium, cellules
solaires a colorant, dr. Cristina Iojoiu, Directeur de Recherche, CNRS, LEPMI (Laborator
d'electrochimie si fisico chimie des materiales si interfate) — Grenoble - INP, Franta, organizat
la Institutul de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni” lasi, 16 — 17 noiembrie 2017.

2. Fourth SupraChem Lab training event organized by the ERA Chair management team, 17 —
19 septembrie 2017.

3. Third Suprachem Lab indoor training organized by the ERA Chair management team, 31
mai — 01 iunie 2017.

4. Seminar UV/EB Curing-Principle, 3D Structures, Coatings and Thin Film Technologies,
Prof. Marc J.M. Abadie, University of Montpellier, Franta, organizat la Institutul de Chimie
Macromoleculard ,,Petru Poni” lasi, 28 februarie — 01 martie 2017.

5. Seminar Auto-organized supramolecular systems by anisotropic self-assembly. Biobased
polymers and matrix to develop green composites. Design of sustainable thermosets: from
synthesis to properties control, dr. Alice Cristina Mija, Associate Professor HDR at University
of Nice Sophia Antipolis, Franta, organizat la Institutul de Chimie Macromoleculara ,,Petru
Poni” Iasi, 07 — 10 noiembrie 2016.

VI) Finantarea cercetirilor — membru in echipele de cercetare ale proiectelor nationale si
internationale:

1. Horizon 2020 WIDESPREAD 2-2014: ERA Chairs, nr. 667387 (2016 — 2020) -
Suprachem Lab - Laboratory of Supramolecular Chemistry for Adaptive Delivery Systems Era
Chair Initiative. Subproject 1: Dynamic Interactive Systems for Constitutional Water and lon
Channels

2. PN-III-P4-ID-PCE-2016-0519 (2018 — 2019) — ,,Noi oligomeri cationici amfifili ca

alternative sintetice pentru peptide antimicrobiene si/sau ca biocizi de uz extern”

40



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

BIBLIOGRAFIE

Daintith, J. Dictionary of Chemistry (6th Edition). Oxford Univ. Press 2008, doi:10.1016/B978-
0-08-011600-6.50016-4.

Gokel, G.W.; Leevy, W.M.; Weber, M.E. Crown Ethers: Sensors for Ions and Molecular
Scaffolds for Materials and Biological Models. Chem. Rev. 2004, 104, 2723-2750,
doi:10.1021/cr020080k.

Steed, J.W. First- and Second-Sphere Coordination Chemistry of Alkali Metal Crown Ether
Complexes. Coord. Chem. Rev. 2001, 215, 171-221, doi:10.1016/S0010-8545(01)00317-4.
Sakai, N.; Matile, S. Synthetic Ion Channels. Langmuir 2013, 29, 9031-9040,
doi:10.1021/1a400716c¢.

Sanders, J.K. Supramolecular Chemistry. Concepts and Perspectives. VonJ.-M. Lehn. VCH
Verlagsgesellschaft, Weinheim, 1995. 271 S., Geb. 128.00 DM/Broschur 58.00 DM. - ISBN 3-
527-29312-4/3-527-29311-6; 1995; Vol. 107; ISBN 3527293116.

Cazacu, A.; Tong, C.; Van Der Lee, A.; Fyles, T.M.; Barboiu, M. Columnar Self-Assembled
Ureido Crown Ethers: An Example of lon-Channel Organization in Lipid Bilayers. J. Am. Chem.
Soc. 2006, 128, 9541-9548, doi:10.1021/ja061861w.

Barboiu, M.; Vaughan, G.; Van Der Lee, A. Self-Organized Heteroditopic Macrocyclic
Superstructures. Org. Lett. 2003, 5, 3073-3076, doi:10.1021/01035096r.

Gilles, A.; Barboiu, M. Highly Selective Artificial K+ Channels: An Example of Selectivity-
Induced Transmembrane Potential. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 426-432.

Zonda, R.; Coroaba, A.; Ibanescu, S.; Vasiliu, T.; Neamtu, A.; Silion, M.; Rusu, T.; Pinteala, M.
Cation Transport Activity of the Alkyl-Ureido-Benzo-15-Crown-5-Ethers through Double
Layer Lipid Membranes. Rev. Roum. Chim. 2018, 63, 665-672.

Pinteala, M.; Epure, V.; Harabagiu, V.; Simionescu, B.C.; Schlick, S. Concentration- and PH-
Dependent Conformational Changes and Aggregation of Block Copolymers of
Poly(Methacrylic Acid) and Poly(Dimethylsiloxane) in Aqueous Media, Based on Fluorescence
Spectra of Pyrene and Potentiometry. Macromolecules 2004, 37, 4623-4634,
doi:10.1021/MA0496697/ASSET/IMAGES/LARGE/MA0496697F00010.JPEG.
Szajdzinska-Pietek, E.; Pinteala, M.; Schlick, S. Monitoring PH-Dependent Conformational
Changes in Aqueous Solutions of Poly(Methacrylic Acid)-b-Polydimethylsiloxane Copolymer
Based on Fluorescence Spectra of Pyrene and 1,3-Bis(1-Pyrenyl)Propane. Polymer (Guildyf).
2004, 45, 4113-4120.

Hoche, J.; Schmitt, H.-C.C.; Humeniuk, A.; Fischer, I.; Mitri¢, R.; Réhr, M.I.S.S. The
Mechanism of Excimer Formation: An Experimental and Theoretical Study on the Pyrene
Dimer. Phys. Chem. Chem. Phys. 2017, 19, 25002-25015, doi:10.1039/C7CP03990E.
Coroaba, A.; Isac, D.L.; Al-Matarneh, C.; Vasiliu, T.; Ibanescu, S.A.; Zonda, R.; Ardeleanu, R.;
Neamtu, A.; Timpu, D.; Nicolescu, A.; et al. Probing the Supramolecular Features: Via n-n
Interaction of a Di-Iminopyrene-Di-Benzo-18-Crown-6-Ether Compound: Experimental and
Theoretical Study. RSC Adv. 2020, 10, 38304-38315, doi:10.1039/d0ra06929a.

Ardeleanu, R.; Voiculescu, N.; Marcu, M.; Roman, G.; Buchidau, C.; Sacarescu, L.; Sacarescu,
G.; Ghica, G.; Alley, V. Synthesis of a New Siloxane-Crown Ether Polyamide P-. 1997, 746,
739-746.

Deo, C.; Bogliotti, N.; Métivier, R.; Retailleau, P.; Xie, J. Photoswitchable Arene Ruthenium
Complexes Containing O-Sulfonamide Azobenzene Ligands. Organometallics 2015, 34, 5775—
5784, doi:10.1021/ACS.ORGANOMET.5B00871/SUPPL_FILE/OM5B00871 SI 003.CIF.

Al Matarneh, C.; Ciobanu, C.I.; Mangalagiu, V.; Zbancioc, G.; Danac, R. Microwave Assisted
Synthesis of Six Member Ring Azaheterocycles and Their Antimycobacterial and Anticancer
Evaluation. Rev. Chim. 2020, 71, 287-293, doi:10.37358/RC.20.3.7999.

Al Matarneh, C.M.; Ciobanu, C.I.; Apostu, M.O.; Mangalagiu, I.I.; Danac, R. Cycloaddition
versus Amidation in Reactions of 2-Amino-2-Oxoethyl-Phenanthrolinium Ylides to Activated
Alkynes and Alkenes. Comptes Rendus Chim. 2018, 21, 1-8, d0i:10.1016/J.CRCIL.2017.11.003.
Al Matarneh, C.M.; Apostu, M.O.; Mangalagiu, L.I.; Danac, R. Reactions of Ethyl Cyanoformate
with Cycloimmonium Salts: A Direct Pathway to Fused or Substituted Azaheterocycles.

41



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Tetrahedron 2016, 72, 4230-4238, doi:10.1016/J. TET.2016.05.061.

Coroaba, A.; Al-Matarneh, C.; Vasiliu, T.; Ibanescu, S.-A.; Zonda, R.; Esanu, I.; Isac, D.-L.;
Pinteala, M. Revealing the Supramolecular Interactions of the Bis(Azopyrenyl) Dibenzo-18-
Crown-6-Ether System. J. Mol. Lig. 2023, 374, 121298, doi:10.1016/J.MOLLIQ.2023.121298.
Plano, L.R.W. The Changing Spectrum of Neonatal Infectious Disease. J. Perinatol. 2010, 30,
S16-20, doi:10.1038/jp.2010.92.

Sucilathangam, G.; Amuthavalli, K.; Velvizhi, G.; Ashihabegum, M.; Jeyamurugan, T.;
Palaniappan, N. Early Diagnostic Markers for Neonatal Sepsis: Comparing Procalcitonin (PCT)
and C-Reactive Protein (CRP). J. Clin. diagnostic Res. 2012, 627-631.

Lassalle, P.; Molet, S.; Janin, A.; Van der Heyden, J.; Tavernier, J.; Fiers, W.; Devos, R.; Tonnel,
A.B. ESM-1 Is a Novel Human Endothelial Cell-Specific Molecule Expressed in Lung and
Regulated by  Cytokines. J.  Biol Chem. 1996, 271, 20458-20464,
doi:10.1074/jbc.271.34.20458.

Bechard, D.; Meignin, V.; Scherpereel, A.; Oudin, S.; Kervoaze, G.; Bertheau, P.; Janin, A.;
Tonnel, A.B.; Lassalle, P. Characterization of the Secreted Form of Endothelial-Cell-Specific
Molecule 1 by Specific Monoclonal Antibodies. J. Vasc. Res. 2000, 37, 417425,
doi:10.1159/000025758.

Scherpereel, A.; Depontieu, F.; Grigoriu, B.; Cavestri, B.; Tsicopoulos, A.; Gentina, T.;
Jourdain, M.; Pugin, J.; Tonnel, A.B.; Lassalle, P. Endocan, a New Endothelial Marker in
Human Sepsis. Crit. Care Med. 2000, 34, 532-537,
doi:10.1097/01.CCM.0000198525.82124.74.

Saldir, M.; Tunc, T.; Cekmez, F.; Cetinkaya, M.; Kalayci, T.; Fidanci, K.; Babacan, O.; Erdem,
G.; Kocak, N.; Sari, E.; et al. Endocan and Soluble Triggering Receptor Expressed on Myeloid
Cells-1 as Novel Markers for Neonatal Sepsis. Pediatr. Neonatol. 2015, 56, 415421,
doi:10.1016/j.pedneo.2015.03.006.

Buhimschi, I.A.; Buhimschi, C.S. The Role of Proteomics in the Diagnosis of Chorioamnionitis
and Early-Onset Neonatal Sepsis. Clin. Perinatol. 2010, 37, 355-374.

Simonsen, K.A.; Anderson-Berry, A.L.; Delair, S.F.; Dele Davies, H. Early-Onset Neonatal
Sepsis. Clin. Microbiol. Rev. 2014, 27, 21-47, doi:10.1128/CMR.00031-13.

Palud, A.; Parmentier-Decrucq, E.; Pastre, J.; De Freitas Caires, N.; Lassalle, P.; Mathieu, D.
Evaluation of Endothelial Biomarkers as Predictors of Organ Failures in Septic Shock Patients.
Cytokine 2015, 73, 213-218, doi:10.1016/j.cyt0.2015.02.013.

Pauly, D.; Hamed, S.; Behnes, M.; Lepiorz, D.; Lang, S.; Akin, 1.; Borggrefe, M.; Bertsch, T.;
Hoffmann, U. Endothelial Cell-Specific Molecule—1/Endocan: Diagnostic and Prognostic Value
in Patients Suffering from Severe Sepsis and Septic Shock. J. Crit. Care 2016, 31, 6875,
doi:10.1016/j.jcrc.2015.09.019.

Béchard, D.; Scherpereel, A.; Hammad, H.; Gentina, T.; Tsicopoulos, A.; Aumercier, M.; Pestel,
J.; Dessaint, J.-P.; Tonnel, A.-B.; Lassalle, P. Human Endothelial-Cell Specific Molecule-1
Binds Directly to the Integrin CD11a/CD18 (LFA-1) and Blocks Binding to Intercellular
Adhesion Molecule-1. J. Immunol. 2001, 167, 3099-3106, doi:10.4049/jimmunol.167.6.3099.
Buyuktiryaki, M.; Tayman, C.; Okur, N.; Serkant, U.; Cakir, U.; Halil, H.; Oncel, M.Y.; Oguz,
S.S. Can Endocan Predict Late-Onset Neonatal Sepsis? J. Pediatr. Infect. Dis. 2019, 14, 96—
102, doi:10.1055/s-0038-1675239.

Zonda, G.I.; Zonda, R.; Cernomaz, A.T.; Paduraru, L.; Avasiloaiei, A.L.; Grigoriu, B.D.
Endocan - A Potential Diagnostic Marker for Early Onset Sepsis in Neonates. J. Infect. Dev.
Ctries. 2019, 13,311-317, doi:10.3855/jidc.11202.

Zonda, G.I.; Zonda, R.; Cernomaz, A.T.; Paduraru, L.; Grigoriu, B.D. Endocan Serum
Concentration in Uninfected Newborn Infants. J. Infect. Dev. Ctries. 2019, 13, 817-822,
doi:10.3855/jidc.11660.

42



