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INTRODUCERE

Incd de la inceputul secolului al XXI-lea, Spectroscopia de Rezonantd Electronica de
Spin (spectroscopia RES) a cunoscut o dezvoltare considerabild, atat din punct de vedere al
instrumentatiei, cat si din punct de vedere al informatiilor valoroase pe care aceasta metoda le
poate oferi domeniului de cercetare in chimie-fizica. De-a lungul timpului, industria
farmaceutica s-a confruntat cu probleme legate de solubilizarea sau eliberarea controlata a unor
substante active, fapt pentru care directii de cercetare au fost axate pe dezvoltarea metodelor
care sda permitd scaderea lipofilicitatii medicamentului si eliberarea controlatda pentru
oaspete ”. Cateva categorii de compusi chimici utilizati ca molecule ,, gazda ™ sunt reprezentate
de oligozaharide ciclice sau aciclice sau de surfactanti cationici, anionici sau neionici, in timp
ce moleculele , oaspete” trebuie sa prezinte proprietatea de a interactiona fizic, prin legaturi
necovalente cu moleculele ,,gazda” formand complecsi de incluziune moleculara ce pot fi
sisteme termosensibile.

In Institutul de Chimie Fizici - Ilie Murgulescu al Academiei Romane existi doud
grupuri de cercetare: unul axat pe ,, Chimie Cuantica si Structura Moleculara”, iar celalalt axat
pe ,, Termodinamica Chimica”. Primul departament are in vedere studiile moleculare si
structurale asupra unor sisteme cu relevanta biologica, in timp cel de-al doilea departament are
ca tematicd influenta legdrii unor compusi bioactivi, cum sunt polifenolii, asupra
comportamentului chimic al unor proteine cu aplicatii In domeniile alimentar si farmaceutic.

Astfel, Tn cadrul acestei teze ne-am propus si combinam doua tehnici, una
spectroscopica si una calorimetrica pentru investigarea unor sisteme termosensibile cu posibile
aplicatii biomedicale, deoarece spectroscopia RES poate furniza informatii legate de dinamica
unor specii paramagnetice n diverse sisteme, tindnd cont ca parametrii spectrali sunt dependenti
de temperaturi si de interactiile locale. Tn acelasi timp, metodele calorimetrice pot furniza date
globale privind efectele termice ce insotesc procesele care au loc intr-un sistem ca urmare a
modificarii temperaturii. Prin urmare, cele doud metode se completeaza, prin informatiile pe
care le furnizeaza privind sistemele moleculare studiate. Astfel, teza de doctorat se axeaza pe
studiul unor ,, Sisteme termosensibile studiate prin Spectroscopia de Rezonanta Electronica de

Spin si metode calorimetrice”.



PARTEA |I. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
CAPITOLUL 1. SISTEME MOLECULARE CU PROPRIETATI CARE
POT FI MODULATE TERMIC

Sistemele termosensibile pot fi incadrate in clasa materialelor ,,inteligente” [1] care
prezinta aplicabilitate Tn domeniul biomedical prin utilizarea lor ca transportori de medicamente
si eliberarea controlatda a unor principii active dintr-o formulare farmaceutica, asigurarea
caracter lipofil accentuat [2]. Sistemele moleculare termosensibile ar putea ajuta si la scaderea
biodistributiei nespecifice, adica medicamentul sd ajungd direct la tesutul dorit unde sd fie
eliberat, pentru a evita alte efecte adverse [3].

Expunerea materialelor inteligente la stimuli de natura fizica, cum este temperatura, si
stimuli de natura chimica precum pH, tarie ionica, implica modificari ale proprietatilor lor
initiale, ca raspuns al mediului asupra stimulilor proveniti din exterior [4]. Raspunsurile constau
in posibilitatea de modificare a conformatiei moleculare, si implicit a formei, a solubilitatii in
apa si a tranzitiei de tip sol-gel [5], [6]. In mod particular, proprietitile sistemelor termosensibile
vor fi modificate prin variatia temperaturii, dar acesta nu este singurul factor.

Tranzitia de faza a sistemului de la starea tensionata la cea initiala presupune o relaxare
prin indepartarea stimulului care a generat modificarea la nivel molecular. Efectul reversibil mai
este cunoscut si ca efect de memorie [7]. Printre sistemele termosensibile se pot enumera
micelele, gelurile supramoleculare sau materialele bifazice care genereaza hidrogeluri.
Sistemele generate contin surfactanti amfifilici, polimerici de tip pluronic in cazul carora se pot
observa tranzitii sol-micela [8], [9] sau micela-gel [10], [11].

Tncapsularea moleculelor cu formarea sistemelor de tip ,, gazda-oaspete” in chimia
supramoleculard reprezinta un alt tip de sistem termosensibil. Acesta are la baza complexarea
celor doud molecule prin formarea interactiunilor necovalente dintre acestea, in absenta sau in
prezenta stimulilor externi [12]. Formarea acestor complecsi este rezultatul mai multor interactii
slabe, de natura fizica printre care pot fi amintite cele de tip ion-ion, ion-dipol, dipol-dipol, van
der Waals, legaturi de hidrogen, etc., implicand si efecte sterice in multe cazuri [13].

Studiul acestor sisteme poate fi realizat utilizind metode spectroscopice si calorimetrice,

lar teza de doctorat este axatd pe ,,Sisteme termosensibile studiate prin spectroscopie de



rezonantd electronica de spin si metode calorimetrice”. Se vor face in continuare referiri la cele
doua tehnici utilizate in vederea elaborarii acestei teze de doctorat.

Spectroscopia de Rezonanta Electronica de Spin (RES) se utilizeaza pentru a obtine
informatii referitoare la polaritatea micromediului din jurul fragmentului paramagnetic si

dinamica acestuia din urma (Figura 1.1.A) pentru un radical de tip nitroxid [14].
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Figura 1.1.A: Spectrele RES al unui radical liber, de tip nitroxid, cu miscare rapida (linia
albastrd) si cu miscare restrictionata (linia roz) [14]. B: Termograma uDSC corespunzatoare

denaturarii proteice a HSA 1n absenta si in prezenta F127 la diferite concentratii [15].

Microcalorimetria cu Scanare Diferentiata («DSC) este o tehnica ce completeaza metoda
RES prin datele pe care le furnizeaza, deoarece oferd informatii, atat individuale, cat si de
interactie la scald mezoscopica pentru un sistem termosensibil. Un astfel de exemplu este
sistemul format din proteind Serica si block-copolimerul Pluronic F127. Termogramele
corespunzatoare Albuminei Serica Umana (HSA) in absenta si in prezenta la doua concentratii
diferite ale polimerului indica efecte diferite ale concentratiei Pluronicului F127 asupra
denaturdrii proteinei. Astfel, la concentratie mica, HSA este stabilizata (temperatura de varf are
valoare mai mare) (Figura 1.1.B) [15]. Tn timp ce metoda zDSC ofera informatii globale privind
sistemele analizate, spectroscopia RES furnizeaza informatii locale referitoare la micromediul
speciilor paramagnetice din sistemele analizate [14].

In cadrul acestei teze au fost analizate o serie de sisteme care sunt termosensibile si care
au fost studiate fie prin spectroscopie RES, fie prin uDSC sau folosind ambele tehnici. Astfel,
au fost analizati complecsi ai proteinelor, complecsi ,, gazda-oaspete ”, autoasamblarea unor

surfactanti ionici sau neionici.



CAPITOLUL 2. SPECTROSCOPIA DE REZONANTA ELECTRONICA
DE SPIN

Speciile paramagnetice pot fi utilizate in studiile tranzitiilor de faza care au loc in
sistemele block-copolimerilor, datorita sensibilitatii constantei de cuplaj hiperfin a atomului de
azot (an) precum si a timpului de rotatie corelational (zc) la modificarile micromediului din jurul
radicalului liber induse de procesele de deshidratare si de autoasamblare ale lanturilor
polimerice.

Un exemplu de studiu RES folosind metoda sondelor de spin se refera la utilizarea a
doua sonde de spin, CAT16 si 5-DSA, care se pot lega de situsurile HSA, sistemul format fiind
sensibil la tranzitiile de faza ale block-copolimerului Pluronic F127. Ambii radicali liberi au
afinitati diferite pentru HSA, dar si pentru micelele F127, si distorsionarea liniilor spectrale care
apar indici tipurile de interactie din aceste sisteme. In solutii micelare de Pluronic F127, sonda
CAT16 prezinta o miscare rapida, in timp ce sonda 5-DSA prezinta o miscare mai lenta [15].

,,Metoda marcarii cu spin” poate fi utilizata pentru a investiga prin spectroscopie RES
comportamentul autoasamblarii copolimerilor amfifili in solutie apoasa si conformatia interna
a agregatelor polimerice. Mirjam si colab. au investigat capacitatea de ncapsulare a unei
substante active cu ajutorul copolimerilor functionalizati cu 4-amino-TEMPO in prezenta si in
absenta surfactantului lecitin-colesterolului. Variatia raportului molar dintre lecitind si
colesterol nu influenteaza parametrii RES al polimerului marcat cu sonda de spin [16].

Spectroscopia RES este adesea utilizata in studiul complexarii ciclodextrinelor (CDs) cu
nitroxizii, deoarece se obtin informatii termodinamice si structurale ale sistemelor formate.
Acest lucru este posibil, datoritd modificarilor spectrale care apar in urma interactiei ,, gazda-
oaspete ” din sistem. Scaderea intensitatii liniei de camp inalt si largirea acesteia indica formarea
complexului ,, gazda-oaspete ”. Prin urmare, valoarea z. este mai mare, ceea ce indica o rotatie
mai lentd. Studiul interactiilor ,, gazda-oaspete” la temperaturi variabile oferd informatii asupra
dinamicii si orientarii gruparii paramagnetice in complex [17]. Modificarea chimica a CDs prin
functionalizarea acestora cu radicali alchil conduce la cresterea caracterului hidrofob al CDs
naturale. Acest aspect poate fi pus in evidenta prin RES utilizdnd sonde de spin (TEMPO si
DOXYL) cu lant hidrocarbonat variabil. CDs modificate chimic genereaza un micromediu mai

nepolar in jurul fragmentelor paramagnetice care au drept consecinta scaderea valorii an [18].



CAPITOLUL 3. ANALIZA TERMICA. MICROCALORIMETRIE CU
SCANARE DIFERENTIATA

Efectul interactiei dintre un ligand organic si o proteind sunt exemple de studii
termosensibile investigate prin uDSC, deoarece ofera informatii globale despre sistemele
studiate. Stabilitatea unei proteine poate fi explicata prin comportamentul sau termic.
Denaturarea termica a unei proteine cu structura nativa consta in procesul de depliere al acesteia.

Cei doi parametrii esentiali ai unei termograme DSC sunt temperatura de denaturare (Tm)
si entalpia de denaturare (AH) [19].

Prezenta liganzilor in solutia de proteina si legarea acestora de BSA aduc modificéri in
termogramele DSC prin deplasarea Tm catre valori mai mari. Cu alte cuvinte, ligandul joaca rol
protector asupra denaturarii termice a proteinei prin stabilizarea acesteia. Solventul poate
contribui sau nu la destabilizarea proteinei prin interactiile necovalente care se pot realiza. Se
pot stabili interactii hidrofobe sau legaturi de hidrogen care sa joace rol de co-factor asupra
deplierii proteinei [19].

Termograma corespunzatoare denaturarii proteice a BSA prezintda doud valori
corespunzatoare Tmi1 si Tmz. Valoarea mai mica a Tmy poate fi atribuita deplierii proteinei ca
urmare a unei interactii slabe cu ligandul. Valoarea mai mare a Tm2 poate fi atribuitd domeniului
proteinei care este mai stabil. Quercetina este folosita ca ligand si se poate lega fie la structura
nativd a proteinei, fie la structura proteinei deja depliata. Prin cresterea raportului molar
ligand:proteina s-a observat o crestere a valorii Tm1 si 0 scadere a valorii Tm. Acest lucru poate
fi explicat prin interactia hidrofoba a moleculei de quercetind la situsul I de legare al BSA.
Molecula neutra de quercetina se transforma intr-un anion care poate interactiona electrostatic
cu reziduurile de aminoacizi din forma lor cationica si, astfel, repulsiile electrostastice din
situsul IT sunt minimizate conducéand la o stabilizare mai buna a proteinei [19].

Un alt studiu uDSC se refera la efectul legarii acidul galic la BSA. Atat in prezenta, cat
si in absenta acidului galic, denaturarea proteinei este una ireversibild. Totusi, este esential
raportul ligand:proteind, deoarece cresterea concentratiei de acid galic determina o deplasare a
Tm1 si AH catre valori mai mari. Chiar si la un raport echimolar, proteina este stabilizata, in
schimb, la un raport de 25 de ori mai mare de ligand, efectul de stabilizare este semnificativ
[20].



PARTEA A 11-A. PARTEA DE CONTRIBUTII PERSONALE
(ORIGINALA)
CAPITOLUL 4. INTERACTIA FLAVONOIDULUI MORINA CU
ALBUMINA SERICA BOVINA

In acest studiu au fost efectuate experimentele de denaturare termicd a proteinei BSA
utilizand xDSC7 evo (Setaram), urmat de colectarea si prelucrarea datele cu ajutorul software-
ului furnizat de catre producatorul instrumentului, Calisto v.1077, utilizdnd o linie de baza
liniard, datele fiind convertite in capacitate calorica de exces utilizdnd concentratia de BSA si
volumul celulei de lucru. Cu ajutorul software-ului PeakFit am realizat descompunerea
profilurilor de capacitate calorica in exces. Astfel am determinat parametrii termodinamici ai
procesului de denaturare: Trm si AH. Pentru evaluarea efectului legarii Morinei asupra stabilitatii
termice a BSA am constatat ca atat utilizarea unei concentratii scazute de 1% DMSO, cu rol in
solubilizarea Morinei, cat si prezenta polifenolului conduc la stabilizarea starii native a proteinei
atunci cand este modulata termic. Astfel deplierea BSA are loc la temperaturi mai ridicate in
prezenta DMSO, deoarece este indus un efect stabilizator al structuriit BSA. De asemenea,
sistemele care contin ligand:proteina in raport molar 1:1, respectiv 10:1, conduc la un efect
termic stabilizator pentru BSA, cea mai buna influentd avand-o prezenta unei concentratii mai

mari de Morina (Figura 4.1.).
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Figura 4.1. Termograma DSC pentru denaturarea termica a BSA in absenta (albastru) si in

prezenta Morinei (galben, raport 1:1) si verde, raport 10:1), 1% DMSO (roz).



CAPITOLUL 5. INTERACTIA 4-FENOXIANILINA MARCATA CU
SPIN CU BSA IN APA SI IN SOLUTIE DE TREHALOZA

Tn cadrul acestui studiu s-a marcat cu spin molecula 4-fenoxianilind cu 4-carboxi-
TEMPO obtinandu-se 4FA_4CT, proces ce a implicat sinteza, prelucrarea si purificarea
radicalului liber. Au fost efectuate masuratorile RES utilizdnd un spectrometru JEOL FA100 in
banda X echipat cu un rezonator de tip cilindric TEO11 si o unitate de control al temperaturii.
Au fost preparate probele de BSA in apa sau in trehaloza in prezenta si in absenta 4FA_4CT si
nregistrate utilizand un uDSC?7 evo (Setaram). Prelucrarea datelor s-a facut utilizand software-
ul Calisto v.1077, profilurile experimentale DSC fiind descompuse ca o suma de doua tranzitii
independente cu doud stari utilizind PeakFit. In cazul efectului trehalozei asupra
comportamentului la inghet al solutiilor de f-CD si albumina s-a constatat ca la temperaturi
scazute, in absenta trehalozei, sonda de spin prezintad un spectru in care fenomenul de inghetare
este asociat cu precipitarea radicalului liber. Prezenta trehalozei are rol protector si conduce, in
aceleasi conditii, la o migcare puternic restrictionatd a sondei 4FA_4CT, dar nu este asociata cu
precipitarea speciei radicalice. Cu privire la analiza interactiei 4FA_4CT cu p-CD utilizarea
trehalozei s-a facut cu scopul de a evidentia efectul dizaharidului asupra procesului de
complexare dintre 4FA_4CT cu S-CD. Deoarece nu exista modificari ale an, acest aspect denota
ca fragmentul paramagnetic nu este inclus in cavitatea hidrofoba a f-CD, in schimb cresterea
concentratiei de -CD conduce la cresterea valorilor zc ai sondei ceea ce presupune formarea

complexului ,, gazda-oaspete ” a sondei 4FA_4CT cu s-CD.

— water

— p-CD/water

— trehalose

— p-CD/trehalose

Figura 5.1. Spectrele RES ale sondei de spin 4FA_4CT in absenta si in prezenta $-CD, 1n apa
si in solutie de trehalozi 20%; [-CD] = 10 M.
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Asupra interactiei 4-fenoxianilina marcatd cu spin cu BSA s-a observat ca miscarea
sondei de spin este mai putin restrictionatd in BSA decat in f-CD. Componenta spectrala
corespunzatoare unei sonde de spin puternic imobilizate in BSA dispare in prezenta $-CD, ceea
ce evidentiaza actiunea decomplexanta a f-CD. Efectului trehalozei asupra stabilitatii termice a
solutiilor de albumina in timpul incilzirii consta intr-un rol protector al dizaharidului asupra
proteinei ceea ce conduce la cresterea temperaturii de denaturare a BSA in prezenta trehalozei
comparativ cu absenta acestuia. Prezenta 4FA_4CT determind un efect destabilizant a proteinei
datoritd legarii la situsul de legare a BSA. Aceastd legare determina ca procesul de depliere a
proteinei si aiba loc la valori mai mici de temperatura. In schimb, la adiugarea trehalozei, acesta
inhiba interactia dintre sondd si BSA conducind la valori mai mari ale temperaturii de

denaturare.
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Figura 5.2. Termograma ¢DSC a denaturarii termica a BSA in apa si in solutie de trehaloza

20%, 1n absenta si In prezenta sondei 4FA_4CT.

De asemenea, cu ajutorul dicroismului circular am putut arita influenta temperaturii
asupra spectrelor de dicroism circular al BSA in cele patru sisteme investigate. Prezenta
trehalozei nu modificd structura secundarda a BSA. La incalzire, se observa un comportament
similar al solutiilor BSA/apa si BSA/trehaloza 20%, si anume o pierdere de 41- 46% a structurii
elicoidale. Cu toate acestea, la racirea probelor la 298 K, recuperarea structurii secundare native
a BSA este semnificativ mai mare in trehaloza (84% fatd de 72% in apa). Legarea ligandului
4FA_4CT la BSA determina o scadere cu 3% a continutului de a-helix a proteinei, indiferent de

prezenta trehalozei.
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CAPITOLUL 6. STUDIU FIZICO-CHIMIC PRIVIND ORGANIZAREA
MOLECULARA TN SISTEME CARE CONTIN PLURONICI DIRECTI
SAU INVERSI. EFECTUL ACIDULUI HIALURONIC

Tn acest studiu s-au efectuat mdsurdtori microcalorimetrice obtindnd parametrii
termodinamici care caracterizeaza procesul de micelizare (Tonset, Tpeak, AH) @ Pluronicilor in
absenta si in prezenta acidului hialuronic (HA). S-a observat ca in cazul Pluronicului direct,
F127, formarea micelelor e datoratd asocierii hidrofobe a blocurilor PPO, temperatura fiind un
factor ce influenteaza micelizarea F127, deoarece lanturile PPO expuse apei tind sa se asocieze
pentru a forma micele. Se obtin doua varfuri endoterme, unul atribuit micelizarii si unul atribuit
gelifierii. Tranzitia miceld-gel poate fi explicata prin deshidratarea lanturilor PEO la o
temperaturd peste cea a micelizarii. Pluronicii inversi prezinta de asemenea doua Varfuri
endoterme care indica formarea unor agregate moleculare. In prezenta HA, temperatura de varf
a F127 creste usor, pe cand in situatia Pluronicilor inversi, 10R5 si 17R4, prezenta HA conduce

la scaderea temperaturii de varf indicand favorizarea procesului de micelizare.
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Figura 6.1. Termograma xDSC pentru micelizare (A) si gelifiere (B) a Pluronicului F127

(20%) in absenta si in prezenta HA.

Pentru investigarea tranzitiilor de faza in Pluronici utilizdnd spectroscopia RES au fost
utilizate patru sonde de spin cu structuri moleculare distincte care sa favorizeze localizarea

acestora n regiuni diferite ale micelelor/ agregatelor formate.
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Tn cazul sistemelor de Pluronic F127 si Pluronic F127+HA, mobilitatea sondei de spin
5-DSA are o migcare puternic restrictionatd indicand localizarea acesteia in interiorul micelelor,
atat in absenta, cat si in prezenta HA. Utilizarea sondei CAT16 conduce la o localizare diferita a
sondei deoarece dinamica sondei este mult mai rapida comparativ cu 5-DSA. Utilizarea sondei
de spin L62NO nu a condus la inregistrarea unei influente a HA in sistemul investigat. De
asemenea, prezenta HA nu conduce la niciun efect vizibil in sistemul care contine sonda de spin
moleculard C12NO.

Tn cazul sistemelor de Pluronic 10R5 si Pluronic 10R5+HA nicio sondi nu a prezentat
modificari semnificative ale parametrilor spectrali, deoarece dimensiunea lantului 10R5
influenteaza forma micelelor, precum si interactia sondelor cu agregatele moleculare. Sonda
5-DSA este putin solubild in 10R5, dar prezenta HA creste usor solubilitatea sondei 1n sistemul
investigat, neinfluentdnd parametrii spectrali ai sondei de spin. Spectrele RES ale sondelor de
spin CAT16, L62NO si C12NO sunt similare atat in absenta, cat si in prezenta HA.

Tn cazul sistemelor Pluronic 17R4 si Pluronic 17R4+HA care contin 5-DSA, prezenta HA

prezinta o influentd majora asupra parametrilor spectrali ai sondei de spin (Figura 6.1.A.).
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Figura 6.1.A. Spectrele RES a sondei de spin 5-DSA in Pluronic 17R4 in prezenta HA.

In absenta HA spectrul RES a sondei 5-DSA prezinti o miscare puternic restrictionati la

temperaturi joase, pe cand in prezenta HA, miscarea sondei devine mai rapida (Figura 6.1.B.).
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Figura 6.1.B. Spectrele RES a sondei de spin 5-DSA in Pluronic 17R4 in absenta HA.

Dinamica sondelor CAT16, L62NO si C12NO este rapida, iar prezenta HA Tn sistemele
investigate nu conduce la efecte semnificative de modificare a parametrilor RES, datoritd unei

localizari diferite a sondelor.
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CAPITOLUL 7. COMPLECSI DE TIP ,,GAZDA-OASPETE” Al
NITROXIZILOR FUNCTIONALIZATI CU CATENA ALIFATICA SI
NITROXIZILOR f-FOSFORILATI CU CICLODEXTRINE

7.1. Modificarile conformationale ale nitroxizilor f-fosforilati - un instrument de baza in
studiul interactiunilor de tip ,,gazdd-oaspete”

S-au utilizat noi sonde moleculare de tip nitroxizi f-fosforilati, doua cu structura ciclica
(S1, S2) si doua cu structura aciclica (S3, S4) capabile sa formeze complecsi de incluziune
moleculara cu CDs. Spectrele RES obtinute au fost simulate cu software-ul WinSim disponibil
de la NIEHS folosind algoritmul de optimizare LMBI si cu software-ul EasySpin folosind
functia garlic pentru a descrie o miscare rapida si izotropa a speciei paramagnetice. Cele patru
sonde de spin prezintd semnal RES in apa, iar in prezenta CDs isi modificd parametrii
caracteristici ca urmare a interactiilor necovalente care se stabilesc intre radicalii liberi si
interiorul cavitatii hidrofobe a moleculelor ,, gazda .

S1 este inclusa partial in y-CD, deoarece spectrul RES arata prezenta a doua specii, una
cu miscare rapida, in solutie, si una cu miscare mai lentd, adica specia complexatd cu CD. S2
este sensibild in prezenta a-CD si f-CD, modificarea spectrului RES reflectand interactiunea
fragmentului paramagnetic care este inclus in cele douda CDs. Flexibilitatea sondelor S3 si S4
este datorata structurii aciclice si posibilitatea adoptarii unei conformatii care sa le permita
stabilirea unor interactii fizice necovalente mai puternice cu interioul CDs. Tn cazul S4 in apa,
sonda prezinta un semnal RES format din sase linii, pe cand in sistemul format din S4/y-CD
spectrul se modifica semnificativ obtinandu-se un spectru format din 5 linii ca urmare a unei
includeri Tn totalitate a speciei paramagnetice in interioul y-CD (Figura 7.1.). Interactiile care
se stabilesc in sistemele studiate scot in evidentd modificarea orientarii relative a grupdrilor
nitroxil si fosforil care determina modificari ale valorilor constantelor de cuplaj an si ap. In urma
simularii spectrale utilizand software-ul WinSim, an si ap nu sunt sensibili in prezenta a-CD,
S-CD, si HPB, in timp ce prezenta y-CD determina o scadere a valorii an, iar fenomenul de
complexare este dependent de marimea cavitatii CDs. Valorile corespunzatoare zc au fost

obtinute prin simularea spectrelor experimentale utilizind software-ul EasySpin. Tn cadrul
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acestui studiu s-au realizat experimente de legare competitivd pentru a scoate in evidenta

afinitatea nitroxizilor p-fosforilati pentru cavitatea mai putin polara a CDs.

(d)

J\ B-CD

Figura 7.1. Spectrul RES a sondei de spin S4 in absenta (cu negru) si in prezenta

ciclodextrinei; concentratia sondei de spin 2.5x10™* M, concentratia de ciclodextrini 102 M

(8-CD) sau 10 M (a-CD, y-CD, HPB).

(<)

water

y-CD

¥-CD + 1-AdOH

10G

Figura 7.2. Spectrul RES a sondei de spin S4 in apa si in solutie de y-CD la concentratie

maximi de ciclodextrind (10 M), in absenta si in prezenta 1-AdOH.
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Datorita afinitatii mai mari a S4 pentru cavititiile a-, - si y-CD, la adaugarea
1-adamantanol (1-AdOH) sonda de spin este expulzata din interiorul cavitatilor a- si f-CD. Tn
schimb, datorita y-CD care prezintd o dimensiune mai mare a cavitatii, sonda nu este expulzata
complet de catre moleculele de 1-AdOH care prezinta o afinitate mare pentru CDs. Astfel
spectrul RES scoate in evidenta prezenta a doua specii, una libera in solutie si una complexata
cu y-CD (Figura 7.2.).

S3 si S4 prezinta valori corespunzatoarele constantelor de legare (Ka) a sondelor de spin
la CDs de ordinul sutelor (M™). Comparativ cu derivatii TEMPO, nitroxizii g-fosforilati pot fi

utilizati pentru a diferentia CDs dintr-un amestec servind ca aplicatie in domeniul analitic.

4 N\

A

® free
® 3-CD

J\[ ® y-CD
bt [ ]

® LY
(c) . o
[ ]
° .
(d) 4 [ o ° °
[ ] [ ° [ ] *
(e) ¢ b9 < A

) N,

()

Figura 7.3. Spectrele RES ale sondei de spin S4 in apa (@) si in amestecuri de f-CD si y-CD la
concentratii diferite: (b) 3x10° M p-CD, 3x10° M y-CD; (c) 3x10° M p-CD, 10 M y-CD;
(d) 102 M g-CD, 102 M y-CD; (e) 10% M -CD, 10t M y-CD; in 102 M 8-CD (f) siin 101 M
y -CD (g). Componentele libere in solutie, complexate cu S-CD si complexate cu y-CD sunt
marcate cu puncte in culoarea corespunzatoare. Componenta libera este marcata numai pentru

liniile la cdmp inalt unde diferentele spectrale sunt cele mai evidente.
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7.2. Investigarea solutiilor de surfactant ionici in prezenta ciclodextrinelor folosind ca

sonde moleculare nitroxizi p-fosforilati

Au fost urmarite sistemele autoasamblate ale dodecilsulfatului de sodiu (SDS) in absenta
si in prezenta CDs utilizdndu-se trei sonde de spin S2-S4. La concentratia maxima de SDS cei
trei radicali prezintd modificari spectrale mai accentuate comparativ cu spectrele acestora la
concentratia maximd de CDs. Moleculele de surfactant se asociazd formand micele a céror
diametru este mai mare decéat al CDs. Drept urmare cele trei sonde de spin pot fi incluse in
interiorul cavitatii micelele de SDS modificandu-si parametrii RES ca urmare a interactiilor
necovalente care se stabilesc. S4 prezinta o modificare spectrala mai accentuata comparativ cu
spectrul aceleasi sonde in y-CD, deoarece de data aceasta spectrul prezinta un semnal format din

doar patru linii care poate fi explicat si printr-0 modificare a geometriei (Figura 7.4.).

sS4
a-CD

e

II ﬂl

106G

Figura 7.4. Spectrele RES ale sondelor de spin S4 in absenta (linia neagra) si in prezenta CDs
(linia albastra si linia roz) si SDS (linia portocalie), la concentratia sondei moleculare de spin
2.5x10* M, concentratia 10 M pentru f-CD, 10 M pentru a-CD si SDS.

Tn cadrul experimentelor competitive pentru studierea afinitatii sondelor moleculare de
spin pentru ciclodextrine in prezenta dodecilsulfatului de sodiu s-a observat ca la un nivel sub
concentratia premicelara, moleculele de surfactant prezinta afinitate pentru interiorul hidrofob

al CDs, fapt pentru care sondele sunt dislocuite de catre unimerii de SDS pe parcurs ce
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concentratia de surfactant creste. De asemenea, valoarea CMC a surfactantului creste, deoarece
o parte din SDS complexeaza cu CDs in solutie. In cazul complexului S2-a-CD/SDS este pus in
evidenta prezenta a doud specii, un libera in solutie si una complexata cu micela de SDS. De
asemenea si in absenta a-CD sunt prezente tot doud specii. In cazul sistemul S2-8-CD/SDS
sonda este complet expulzata din interiorul CD, ceea ce scoate in evidentd o afinitate mai mare
a unimerilor de SDS pentru -CD, decét pentru a-CD. Tn cazul complexului $3-a-CD/SDS,
sonda are o afinitate mare pentru micela de surfactant, deoarece atat in prezenta cat si in absenta
a-CD semnalul RES este identic si corespunzator unei singure specii, imobilizatad in miceld. De
asemenea, in cazul sistemului S3-4-CD/SDS sonda este expulzati pe parcurs ce creste
concentratia de surfactant, sonda prezentand un semnal RES asemanator celui in apa, iar dupa
formarea micelelor, sonda formeazi complex de incluziune cu agregatele micelare. In cazul
sistemelor S4-a-CD/SDS si S4-f-CD/SDS sunt asemanatoare cu complexul S3-5-CD/SDS, doar
ca semnalul RES al sondei S4 este format din doar patru linii spectrale care conduc la ideea unei

legaturi necovalente puternice cu interiorul micelei de SDS (Figura 7.5.).

4 3\

J\f}\\ﬁr SD:p:M

54

/\/\ﬁ SDS 10> M
J\/\ﬁ SDS 5x10-* M
,J\[_ SDS 7x10° M
J\f SDS 102 M

H—J\r/\[/\/\/\/__/v\/\,__zw SDS 3x10%M
Aj\[.—’-/\/.,_——z\, SDS 7x102M

SDS 10" M
J\/’ 4j\f' — N\ pcDoOM

Figura 7.5. Spectrele RES ale sondei moleculare de spin S4 in CDs (10 M pentru g-CD; 10

M pentru a-CD) in absenta si in prezenta concentratiilor crescitoare de SDS (10°-10? M).
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7.3. Noi sonde moleculare de spin pentru studiul sistemelor autoasamblate

In aceasta parte s-a urmarit formarea sistemelor ,, gazdd-oaspete” a sase noi sonde de
spin cu CDs si SDS. Nitroxizii S-fosforilati S3-1, S3-6 nu prezinta semnal RES in apa din cauza
unui caracter hidrofob accentuat. Spectrele RES ale sondelor de spin T-2, T-4, respectiv P-3,
P-5 pun in evidenta formarea legaturilor necovalente dintre acestea si CDs, respectiv SDS prin
scaderea valorilor an si/sau largirea liniei la camp inalt. Un alt parametru RES care indica
formarea sistemelor de incluziune supramoleculara este zc, deoarece este asociat cu mobilitatea

molecularad. Cu cat valoarea acestuia este mai mare cu atat miscarea sondei este mai lenta.

S3-6
apa
i ‘ | ! L
EtOH 102 M
10 G

Figura 7.6. Spectrul RES a sondei de spin S3-6 in api (cu negru) si alcool etilic 102 M (cu

—
X

albastru).

e

Figura 7.7. Spectrele RES ale sondei moleculare de spin P-3 in absenta (cu negru) si in

P-3

prezenta CDs si SDS; concentratia sondei moleculare de spin 2x10 M, concentratia de CD

102 M (5-CD), 10 M (¢-CD) si de SDS 10 M.



Tn cadrul experimentelor competitive pentru studierea afinitatii sondelor moleculare de
spin pentru ciclodextrine in prezenta dodecilsulfatului de sodiu s-a observat ca sistemele care
contin cei doi nitroxizi S-fosforilati pot fi utilizati pentru determinarea CMC ca metoda
alternativa, deoarece in momentul expulzarii sondelor de spin din interiorul cavitatii celor doua
CDs se constata aparitia unei linii asemanatoare spectrului RES al acestora in apa, urmand ca
dupa formarea micelelor de SDS, sonda sa formeze complex cu aceasta aparand semnalul RES

format din cele sase linii corespunzatoare celor doi nitroxizi f-fosforilati (Figura 7.8.).

e N

S3-1
/\/N"ﬂ"«"i'-
/\/v,s-_;szsm

SDS 5x102 M

A SDS 10" M
SDS 10" M
a-CDOM

10 G

\. J

Figura 7.8. Spectrele RES ale sondei de spin S3-1 in CDs (10 M pentru 5-CD; 10t M pentru

a-CD) in absenta si in prezenta concentratiilor crescitoare de SDS (10°-107 M).
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CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Actualele date experimentale obtinute in teza de doctorat intitulatd |, Sisteme
termosensibile studiate prin Spectroscopia de Rezonanta Electronica de Spin si metode
calorimetrice ” ofera posibilitatea de a extinde studiile privind modificarile conformationale ale
proteinelor 1n interactia cu diferite clase de compusi. Aceste studii pot fi conectate cu informatii
biochimice privind formarea unor agregate moleculare asociate aparitiei unor boli
neurodegenerative. Pe de alta parte diferiti vectori moleculari care poarta grupari paramagnetice
is1 pot gasi aplicatii in bioimagistica, in special daca se gasesc sisteme care sd protejeze gruparea
nitroxid.

Asa cum am ardtat, atdt formele micelare cat si complecsii de tip ,, gazdda-oaspete”
reprezintd solutii pentru cresterea stabilitatii radicalilor. De asemenea ne propunem marcarea cu
spin a mai multor molecule cu aplicatii biomedicale pentru a le investiga, prin RES,
comportamentul in sisteme binare si/sau ternare de oligozaharide aciclice si/sau ciclice.

Tot in directia studiilor din chimia supramoleculara avem in vedere cercetarea sistemelor
autoasamblate formate prin complexarea nitroxizilor p-fosforilati cu catend ciclica si/sau
aciclica cu noi molecule ,, gazda ” (cucurbituril, pilararena, calixarend) si noi surfactanti care sa

permitd dezvoltarea unor sisteme care pot fi modulate termic si care sd poatd deschidd noi

directii de cercetare.
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