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INTRODUCERE

Chimia anorganica cu aplicatii medicale este un domeniu multidisciplinar care combind elemente de
chimie, farmacologie, toxicologie, biochimie, biofizica si chimie farmaceutica. Efectele biologice ale ionilor
metalici si implicit ale complecsilor acestora pot fi foarte specifice si pot fi modulate prin recrutarea de
procese celulare capabile sd recunoasca anumite tipuri de interactiuni metal-macromolecula. Intelegerea
acestor interactiuni deschide calea spre design-ul rational al metalofarmaceuticelor si punerea in aplicare a
unor noi strategii terapeutice. Substantele medicamentoase pe baza de metale pot modifica structura ADN
si/sau ARN la nivel secvential si conformational cu un grad ridicat de specificitate. Mai mult, ionii metalici
au capacitatea de recunoastere a situs-ului activ al enzimelor si de crestere a afinitatii inhibitorilor enzimatici
in cazul agentilor bifunctionali.

Complecsii de coordinare metalici prezintd unele proprietiti ce pot constitui un avantaj in context
biologic: proprietati redox, electrofilicitate, geometrii unice, proprietati magnetice si Spectroscopice distincte,
capacitatea de a interactiona cu specii diverse: cationi, anioni, radicali liberi etc. Mai mult, diversitatea
structurala si functionald a complecsilor unor metale cu liganzi adecvati practic nu cunoaste limite. In jurul
ionilor metalici, atomii gruparilor chelatoare se pot plasa 1n variate modalititi, unele dintre ele fiind greu de
realizat fara implicarea unui metal. In consecinti, complecsii pot interactiona puternic si selectiv cu receptorii
celulari superficiali, ceea ce poate oferi perspective pentru potentiale abordari terapeutice.

Mai mult, complexarea ionilor metalici cu diferiti liganzi organici cu structura adecvata poate conduce
la limitarea efectelor toxice generate de administrarea ionului metalic sub forma de sare. Utilizarea metalelor
in tratamentul diferitelor forme de cancer ofera o serie de avantaje terapeutice. Cu toate acestea, toxicitatea
acestora reprezintd un important factor limitant in privinta abordarii terapeutice. Aceasta poate fi minimizata
prin complexarea cu agenti chelatori organici.

In contextul cresterii impactului chimiei bioanorganice in domeniul farmaceutic, teza de doctorat
prezentd are ca scop sinteza si caracterizarea prin metode fizico-chimice moderne a unor noi combinatii
complexe ale unui derivat flavonic, 5-hidroxiflavona, cu ioni metalici trivalenti, optimizarea structurii
complecsilor prin studii DFT (density functional theory) studiul interactiunii complecsilor obtinuti cu
macromolecule de interes biologic (ADN, proteine serice) si un screening preliminar al actiunii biologice a
compusilor.

Teza de doctorat este alcatuita din doud parti principale:

- partea generala, cu trei capitole care prezinta date din literaturd actualizate privind combinatiile
complexe ale flavonelor si combinatiile complexe ale ionilor metalici trivalenti utilizati pentru
sinteza complecsilor obtinute in cadrul tezei, astfel incat sa se constituie o bazd de date pentru
proiectarea cercetarilor personale

- partea experimentala, care cuprinde cercetirile personale, structurata pe patru capitole, un capitol in
care sunt descrise materialele utilizate si metodele de sinteza si caracterizare aplicate i trei capitole
de rezultate si discutii corespunzator celor trei serii de complecsi metalici obtinuti.

La cele doua parti principale ale tezei se adauga concluziile, bibliografia studiata si articolele publicate
n timpul studiilor de doctorat.

Prin cercetarile realizate, consideram ca am adus o contributie la domeniul combinatiilor complexe cu
actiune biologica, avand in vedere actiunea antitumorald si antimicrobiana a unora dintre compusii obtinuti,
evidentiata intr-0 serie de studii in vitro. Pentru complecsii de interes biologic sunt justificate studii ulterioare
privind stabilitatea si cinetica proceselor de schimb Tn context fiziologic, profilurile biofarmaceutic,
farmacocinetic si farmacologic.



|. Partea teoretici

1.1. Proprietatile flavonoidelor si complecsilor metalici ai acestora

Flavonoidele (flavonoizii) reprezintd o clasa de compusi ubicuitari in organismele vegetale care in
ultimele 2-3 decenii au fost subiectul a numeroase studii. Din punct de vedere al structurii chimice,
flavonoidele contin nucleul comun 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1-benzopiran-4-ond). Sunt compusi
polifenolici si in functie de gradul de oxidare al nucleului y-pironic, de pozitionarea grupelor hidroxil si de
pozitionarea atomului de carbon de care se leaga nucleul benzenic lateral, pot fi clasificate in diferite subclase,
cum ar fi flavone, flavonoli si flavanone.

Fig.1. Nucleul de bazi al flavonoidelor (nucleu cromonic; nucleu de benzo-y-pirona)

Datoritd prezentei in structura flavonoidelor a gruparilor oxo si hidroxil, acestea pot functiona ca
liganzi organici, permitand legarea unor ioni metalici. Numeroase cercetari au fost orientate catre studiul
formarii combinatiilor complexe ale flavonoidelor, cu scopul obtinerii de compusi cu biodisponibilitate
imbunitatita, actiune terapeutica superioara si toxicitate inferioara liganzilor liberi, ori in scop analitic [1]. Tn
acest context se Inscriu si cercetdrile efectuate in prezenta lucrare.

Tn cuprinsul acestui capitol sunt discutate cu rigurozitate aspecte legate de proprietatile fizico-chimice
ale flavonoidelor si complecsilor acestora (si aplicatii) si de numeroasele activitati biologice: antioxidanta si
prooxidanta, antitumorald, antimicrobiana; sunt incluse si discutii asupra interactiunilor cu acizi nucleici si
proteine. Sunt prezentate si date din literatura cu referire la biotransformarea flavonoidelor in organism si la
studiile de formulare a flavonoidelor si complecsilor acestora In scopul cresterii biodisponibilitatii.
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Fig.2. Reprezentare schematica a proprietatilor si aplicatiilor flavonoidelor si complecsilor metalici
ai acestora



1.2. Complecsi ai lantanidelor. Aplicatii

Metalele din seria lantanidelor prezintd reactivitate crescutd, intr-un mod analog aluminiului si
galiului, facand abstractie de volumul foarte diferit al acestor metale. Sunt puternic electropozitive, avand de
cele mai multe ori numarul de oxidare +3 (dar si +4 pentru ceriu, praseodimiu si terbiu, si +2 pentru samariu,
europiu si yterbiu). Tonii Ln®" sunt oxofili si au sarcind pozitivd mare, asadar vor interactiona puternic cu
molecule anionice (in special liganzi organici ce au O si N ca atomi donori). De exemplu, Ln(III) pot lega cu
usurintd liganzi care contin grupari carboxil, amino sau iminice. In general, complecsii Ln(III) prezinti un
numar mare de coordinare, care poate varia intre 8 - 12 in solutie si 6 - 12 in stare solida. Repulsiile de tip
ligand-ligand si cele sterice sunt principalii factori care influenteazd geometria si numarul de coordinare
pentru complecsii lantanidelor. Acestia prezintd proprietati optice remarcabile, cum ar fi: deplaséri Stokes
mari, viatd de luminiscenta lunga si picuri de emisie intense [2,3]. Combinatiile complexe ale lantanidelor
sunt candidati promititori pentru aplicatii biomedicale, de diagnostic si imagistica celulara [4,5]. Tn plus,
multi complecsi ai lantanidelor actioneaza eficient ca nucleaze chimice, cu rol in hidroliza catalitici a ADN
sau ARN fara implicatii redox [6,7].

Combinatiile complexe ale lantanidelor sunt des utilizate pentru proprietatile luminiscente ale
acestora si ca reactivi pentru analize de rezonanta magnetica nucleara (datoritd proprietatilor paramagnetice
ale acestora). Primele aplicatii medicale in acest domeniu au aparut dupad dezvoltarea imagisticii prin
rezonanta magnetica (IRM) si introducerea acestei tehnici in diagnosticul medical. Radioizotopii lantanidelor
prezinta aplicatii in diverse domenii, de la metode de diagnostic ce utilizeazd tomografia cu emisie de
pozitroni (PET), la radioterapie. Complecsii lantanidelor, datoritd proprietatilor lor unice, sunt utilizati pe
scara largd ca sonde luminescente pentru bioteste si ca reactivi in imagistica prin rezonantd magnetica si
optica. In plus, ca nucleaze chimice, prezinti o eficienta ridicata in hidroliza ADN si ARN [8].

Tn cuprinsul acestui capitol sunt prezentate si discutate date din literatura privind proprietatile fizico-
chimice ale ionilor lantanidelor (paramagnetice, luminiscente) si aplicatiile corespunzitoare acestora,
interactiunile cu acizi nucleici, proteine, activitatea antitumorald, aplicatii ale nanocompozitelor dopate cu
lantanide si aplicatii ale lantanidelor in terapia antitumoralda moderna.

1.3. Complecsi ai AI(IIT), Ga(I11I), In(111). Aplicatii

lonii AP, Ga®*, In®* nu sunt esentiali pentru organismul uman, dar formeaza combinatii complexe
de interes biologic. Comportamentul chimic al majoritatii sarurilor ionilor metalici trivalenti in solutie
apoasa este puternic influentata de reactia de hidroliza. Pentru a diminua efectul hidrolizei in mediu apos,
si deci pentru a creste stabilitatea sarurilor in conditii fiziologice, legarea ionilor metalici de Al(III),
Ga(IlI), In(III) de liganzi organici reprezintd o strategie eficienta.

Complecsii neutri ai AI(III) sunt utilizati ca acizi Lewis si catalizatori [9]. Aluminiul este
neurotoxic, poate provoca tulburéri de crestere si poate afecta functiile sistemului imunitar, echilibrul
hormonal, functia cognitiva si comportamentul [10]. Coordinarea acestuia in cadrul unei biomolecule
poate avea ca rezultat un efect biologic si este 0 baza pentru examinarea chimiei de coordinare a
aluminiului in context biologic, cu implicatii majore in cazul bolilor neurodegenerative.
domeniul medicinii nucleare (in cazul tomografiei cu emisie de pozitroni si tomografiei de emisie cu foton
unic). Compusii galiului s-au dovedit a fi utili pentru tratarea bolilor infectioase, autoimune, a resorbtiei
osoase accelerate si impotriva carcinoamelor de la nivelul vezicii urinare, uroteliale, de col uterin cu celule
de tip histologic nonscuamos si a unor tipuri de limfoame [11-14]. Azotatul de galiu(lll) a fost aprobat
pentru tratamentul hipercalcemiei maligne si bolii oasoase Paget, dar farmacocinetica nefavorabila a
Tmpiedicat utilizarea sa pe scard largd in chimioterapie [15]. Este necesara asadar imbunatatirea
proprietatilor farmacocinetice ale compusilor Ga(Ill). Una dintre metode este coordinarea cu liganzi
organici, cu o serie de avantaje comparativ cu sarurile Ga(IIl) in ceea ce priveste biodisponibilitatea orala,
stabilitatea hidrolitica si capacitatea de penetrare a membranelor [16]. In ultimele decenii, literatura
inregistreaza un interes deosebit pentru proprietatile antitumorale si antimicrobiene ale complecsilor Ga(III).

Radionuclizii de indiu (*'!In, *3In), sub forma de chelati cu liganzi adecvati, au aplicatii importante
ca radiofarmaceutice pentru diagnostic, datoritd proprietatilor emitatoare (radiatii gama sau pozitroni) si
datoritd timpilor de Injumatatire optimi.



I1. Partea experimentali

Obiectivele studiului

In derularea studiilor efectuate in cadrul tezei de doctorat, am avut in vedere urmatoarele criterii pe
care ar trebui sa le Indeplineasca un nou compus pe baza de metal cu activitate antitumorala si eficacitate
clinica:

(1) proprietati intrinsece bune, stabilitate moleculara, permitdnd medicamentului sd ajunga la celulele
tinta;

(2) interactiune eficienta cu proteinele de transport 1n sange si membranele celulare;

(3) proprietati bune de legare de ADN;

(4) activitate selectiva impotriva celulelor canceroase si nu asupra celulelor normale si

(5) preferabil, activitate impotriva celulelor tumorale care sunt rezistente la cisplatina si derivati.

Urmarind criteriile amintite mai sus, cercetarile personale efectuate in cadrul prezentei tezei de
doctorat au avut ca principale obiective:

+ Sinteza unor combinatii complexe ale unor ioni trivalenti de lantanide si, respectiv, de Al(III),
Ga(lll), In(ll1) avand ca ligand comun 5-hidroxiflavona;

» Caracterizarea prin metode fizico-chimice a combinatiilor complexe obtinute: analiza chimica
elementala, conductivitate molard, analiza termogravimetrica, spectroscopic UV-Vis, FT-IR, de
fluorescenta, spectrometrie de masa, rezonanta electronica de spin, studii DFT (density functional
theory);

*  Testarea interactiunii complecsilor sintetizati cu ADN dublu catenar;

» Testarea interactiunii complecsilor sintetizati cu proteine serice: transferind, albumind serica prin
studii spectroscopice;

»  Testarea preliminara a activitatii biologice a combinatiilor complexe in vederea evidentierii actiunii
antitumorale, antibacteriene si/sau antivirale a complecsilor testati.

Rezultatele experimentale obtinute si discutiile aferente vor fi prezentate in detaliu in urmatoarele
trei capitole ale partii experimentale a tezei de doctorat.

11.1. Combinatii complexe ale unor ioni trivalenti de lantanide cu
5-hidroxiflavona in raport molar 1:2

Introducere

Primuletina (5-hidroxiflavona; 5-hidroxi-2-fenil-4H-1-benzopiran-4-ona, Fig.3.) este o flavona
naturald, extrasi din Primula sp. [17] si Dionisya sp. [18]. In comparatie cu alte flavonoide, activitatea
acesteia este incd mai putin explorata. Pana in acest moment, au fost raportate actiunile de agonist al canalelor
de calciu si potasiu [19], vasorelaxante si de antagonist al receptorilor androgenici [20].

Datorita prezentei gruparilor chelatoare 5-hidroxi-4-ceto, care indeplinesc criteriul de proximitate
necesar formarii de complecsi de coordinare, 5-hidroxiflavona poate actiona ca un ligand bidentat fata de

ionii metalici p-, d- si f-.

Fig.3. Structura 5-hidroxiflavonei; in imagine sunt evidentiate gruparile chelatoformatoare 5-hidroxi
si 4-ceto



Sinteza combinatiilor complexe

Reactiile de sinteza s-au desfasurat in mediu alcoolic, intre ligandul deprotonat si clorura de lantanid
(raport molar de 2:1), sub controlul atent al pH-ului, la pH = 5,5 - 6. Pentru deprotonarea 5-hidroxiflavonei
s-a utilizat trietilamind (TEA). Am atribuit celor patru complecsi izolati urmatoarele formule abreviate si
coduri, care vor fi utilizate in aceasta lucrare, dupa cum urmeaza:

[Sm(OH)L:] (1)
[Eu(OH)L2(H20)]- H20 (2)
[Gd(OH)L2(H20)] (3)
[Tb(OH)L2(H20)] (4)

unde:
. L = C45Hg0s, 5-hidroxiflavona deprotonata
. 5-hidroxiflavona, ligandul, va fi denumit 5-HOF

Caracterizarea fizico-chimica a complecsilor
Spectrele in infrarosu cu transformata Fourier

Diferentele intre spectrul IR al ligandului si cele ale complecsilor confirma legarea ionului metalic la
gruparile chelatoare ale 5-hidroxiflavonei. Spectrele IR ale combinatiilor complexe (2) — (4) contin o banda
intensd, largd, intre 2600 — 3600 cm?, atribuitd prezentei unor molecule de apa de cristalizare si/sau
coordinare in structura complecsilor. Aceastd banda lipseste din spectrul complexului (1), indicand absenta
moleculelor de apa din structura acestuia.

Benzile de absorbtie intense datorate modurilor de vibratie v(C=0), apar in spectrul ligandului la 1654
si 1615 cm™. Acestea sunt deplasate cu ~ 20 cm* poate fi explicata prin implicarea oxigenului carbonilic in
legarea ionului metalic. Semnalul puternic, care apare la 1587 cm™ in spectrul IR al ligandului a fost atribuit
modurilor de vibratie v(C=C); in spectrele IR ale complecsilor, aceasta banda este foarte putin deplasata
(~5cm?).

Vibratiile de deformare in plan a gruparii OH apar in spectrul IR al 5-HOF ca benzi puternice la 1475 cm?,
insa nu apar in spectrele complecsilor, ca dovada a implicarii gruparii fenolice in coordinare. In spectrul IR
al ligandului apare o banda puternica la 1298 cm?, atribuita vibratiilor v(C-O) + 8(OH). Aceastd banda apare
foarte atenuata 1n spectrele complecsilor, ceea ce indica faptul ca 5-hidroxiflavona se leagd de ionul metalic
in forma sa deprotonata. Modurile de vibratie v(C-O-C) apar foarte putin deplasate in spectrele complecsilor
(~ 3 cm?), ceea ce confirma prezumtia ca oxigenul din nucleul aromatic C nu este implicat in coordinare.
Mai mult decét atét, in spectrele complecsilor, prezenta vibratiilor de intindere v(M-O) la ~ 505 cm™? indica
legarea ionului metalic, deoarece spectrul ligandului nu prezinta aceastd banda [21,22].

Tn tabelul I11.1 sunt enumerate cele mai importante benzi din spectrele IR ale flavonoidului si
complecsilor acestuia. in concluzie, spectrele IR indici o coordinare bidentati a ligandului in complecsi, in
care sunt implicate gruparile 5-hidroxil si 4-ceto ale 5-hidroxiflavonei.

Tabel 11.1. Benzile spectrale majore In IR (cm™) ale complecsilor si atribuirile corespunzatoare

Compus  v(OH) v(€=0) Vv(C=C) V(C-0)+3(0O-H) Vv(COC) v(M-O)
5-HOF  3200-2600(1,m) igiggg 1587(i) 11325978(8) 1255G)  absent
G
)  3600-2600(,m) 12328 1581(j) 1357(m) 1252(i) 285—,8
(3)  3600-2600(,m) igggg; 1582(i) 1358(m) 1252(i) 2852-,8
4)  3600-2600(I,m) 1234718 1581(i) 1357(m) 1252(i) 2828

i = intens; m = mediu; | = larg; s = slab



Spectrele UV-Vis-NIR

Spectrele electronice au fost inregistrate prin tehnica spectrala de reflectanta difuza, in domeniul 200
- 2000 nm. Aspectul spectrelor electronice ale flavonoidelor depinde de numarul de grupe hidroxil si de
pozitia acestora in moleculd. Se remarca aparitia a doud benzi caracteristice Tn spectrele UV-Vis, si anume:
banda situata ntre 300-400 nm (banda I), caracteristica nucleului B conjugat cu nucleul C (sistemul cinamoil)
si cea dea doua banda situata intre 240-300 nm (banda II), datorata sistemului conjugat intre nucleul A si C
(sistemul benzoil) [23,24]. Ligandul, 5-hidroxiflavona, prezintd doua maxime de absorbtie datorate
tranzitiilor 7-7* 1a 385 nm (banda I) si 255 nm (banda 1I).

band I band II

210-290 nm 300-400 nm

Fig.4. Reprezentare schematica a scheletului flavonoidelor si a benzilor corespunzatoare n spectrele
electronice

Nucleele A si B sunt reprezentate schematic in Fig.4.

In spectrele complecsilor se observa deplasari batocrome ale benzilor de absorbtie I (AA ~ 10 - 20 nm)
si IT (AL ~ 10 - 15 nm), care pot fi legate de extinderea sistemului conjugat al ligandului in urma coordinarii
ionului metalic. Umarul care apare la 340 nm in spectrul electronic al ligandului, este prezent si in spectrele
complecsilor ca umar sau maxim de absorbtie, insotit de o deplasare hipsocroma (AL ~ 20 - 25 nm). Se
observa o largire a benzii spectrale I ca urmare a suprapunerii acesteia cu banda de transfer de sarcina metal-
ligand (LMCT). In regiunea spectral de infrarosu apropiat (NIR), se pot observa tranzitii f - f de pe termenul
fundamental ®Hs, pe termenul 6F multiplet ai ionului Sm3* (4 f5) [25].

In concluzie, la formarea complecsilor sunt implicate atat sistemul cinamoil, cat si cel benzoil din
structura ligandului. Legarea ionului metalic se realizeaza asadar prin implicarea gruparilor 5-OH si 4-C=0,
fapt confirmat prin prezenta deplasarilor benzilor I si II ale ligandului in spectrele electronice ale
complecsilor. Datele din spectrele UV-Vis ale ligandului si complecsilor sunt prezentate in tabelul 11.2.

Tabel 11.2. Atribuirea benzilor din spectrele UV-Vis-NIR pentru ligand si complecsi

Amax (NM)
Compus Banda | Banda Il
5-HOF 385 340 255
(€H) 405 320 265
2 395 315 270
€)) 395 315 270
4) 395 320 270

Spectrele de fluorescenti

Spectrele de emisie fluorescenta au fost inregistrate in cloroform la o concentratie de 5 pg/ml la
lungimile de unda de excitatie de 360 nm si 440 nm, pentru ligand si complecsi. Rezultatele permit
formularea urmatoarelor concluzii:

(i) 5-hidroxiflavona nu prezinta fluorescenta in conditiile testate;
(i) In urma excitirii la 360 nm, in spectrele de emisie ale complecsilor (1) si (2), apar doud benzi, la
lungimile de unda de 411 nm si 436 nm;
(iii) Inurma excitarii la 440 nm, in spectrul de emisie al complexului (1), apare o banda nous, la 461 nm.



Intensitatea fluorescentei creste in urma complexarii, fapt atribuit inhibarii transferului intramolecular
de protoni intre gruparile hidroxil si cetond din structura ligandului, in urma formarii unui inel chelat intre
atomii de O ai gruparilor chelatoformatoare si ionul metalic. Asadar, aparitia noilor benzi de emisie in
spectrele de fluorescentd ale complecsilor poate fi consideratd o dovada a coordinarii ionului metalic la
5-hidroxiflavona.

Spectrele de masa

Au fost analizate spectrele de masa obtinute prin tehnica ionizarii de tip electrospray (ESI-MS) in mod
pozitiv. Semnalele intense corespunzatoare ionilor pseudomoleculari rezultati prin protonare sau prin
formare de aducti cu una sau doud molecule de apa obtinuti pentru combinatiile complexe sunt prezentate in
tabelul 11.3, coloanele 3 - 4 — 5. Pentru toti complecsii spectrele au fost in acord cu abundenta izotopica
naturala corespunzatoare lantanidelor implicate. Pe 1anga ionii pseudomoleculari, in spectrele de masa apar
specii obtinute prin eliminarea unei molecule de ligand (Tabel 11.3., coloana 2).

Formulele complecsilor (1) — (4) au fost atribuite prin compararea maselor moleculare ale
complecsilor pe baza datelor analizei elementale cu valorile m/z identificate in spectrul de masa. Toate datele
obtinute prin spectrometrie de masa confirma faptul c acesti compusi au un raport molar ioni metalic : ligand
de 1:2.

Tabel 11.3. Valori nominale m/z ale fragmentelor ionice observate in spectrele de masa ale complecsilor —
coloana 2 contine speciile obtinute prin fragmentarea ionului molecular, coloanele 3, 4 contin ioni
pseudomoleculari, coloana 5 contine principalele fragmentele ale ionilor pseudomoleculari protonati
rezultati prin tehnica MS/MS

Complex m/z . m/z — m/z L m/z .
Fragment ionic Fragment ionic Fragment ionic Fragment ionic

(1) i 626 644 662
192SmL,* 1528mL2(H20)+ 1528mL2(H20)2+

406 625 643 661
@) [BEu(OH)L] BIFYL,* BIFUL,(H,0)* BIFUL,(H20),"

408 627 645 663
[B®Eu(OH)L]* 1B¥EYL,* 18¥EYL,(H0)* 18¥EUL,(H20),"

@3) 414 634 652 670
[*°Gd(OH)L]* 160GdL,* 10GdL,(H.0)* 160G dLy(H-0),*

@) 413 633 651 669
[**Th(OH)L]* 19ThL,* 19ThLy(H.0)* 19ThLy(H20),*

Spectroscopie de rezonanta electronica de spin

Spectrele de rezonanta electronica de spin (RES), in cazul moleculelor paramagnetice, dau informatii
cu privire la inconjurarea moleculara si gradul de ordonare a particulelor complexului. Complecsii (1) — (4)
prezintd caracter paramagnetic, conferit de ionii lantanidelor, care contin electroni neimperecheati in
substratul 4 f.

Tonii Tb(IIT) si Eu(IIT), din cauza timpilor scurti de relaxare (~10% s), nu prezintd in mod normal
semnale RES la temperatura camerei. lonii Gd*', cu o configuratie electronica 4f 7, au un timp de relaxare
mai mare (10°-101° s) [26,27], prezentand semnale RES detectabile la temperatura camerei. Ca urmare a
fenomenului de camp cristalin nul (engl. zero-field—splitting, prescurtat ZFS) al Gd(III), si formarii unor
legaturi de hidrogen ntre moleculele de apa si complex (care induc unele distorsiuni) se observa extinderea
benzilor pand la aparitia unei linii RES asimetrica, larga.

Aceasta linie foarte largd, usor asimetrica prezinta un factor g efectiv de 1,99 si o latime a benzii (ABpp)
de aproximativ 175,5 mT. Aceastd rezonanta la g ~ 2.0 este tipica pentru ionii Gd(III) situati n aranjamente
structurale cu simetrie redusa [28]. In plus, o rezonant slaba, nerezolvati (g2) poate fi observati la g = 3,47,
cu un ABp, ~29.17 mT. Valorile g ~ 2.0 pot fi atribuite ionilor Gd(I11) cu numere de coordinare mai mari sau
egale cu sase, 1n timp ce valorile g de aproximativ 3,5 ar putea fi asociate unor ioni Gd(II) cu numere de
coordinare mai mici decat sase [29]. Picurile generale obtinute indica faptul ca (3) este situat intr-un mediu



dezordonat. In spectrul inregistrat 1n solutie, liniile de rezonanta localizate la g ~ 5,42; 3,56; 2,46 si 2,07
descriu aga numitul spectru in forma de ,,U”. In cazul complexului (3), spectrul in forma de ,,U” apare usor
distorsionat si asimetric datoritd ionilor Gd** situati in vecinatati de diferite simetrii, cu distorsiuni moderate
[29].

Analiza termica (TG, DTG, DTA)

Profilul termic al combinatiilor complexe 1:2 a fost investigat prin analiza termicd, in aer. Curbele
termogravimetrice (TG, DTG) si de analiza termica diferentiala (DTA) ale complecsilor (1) — (4) au fost
inregistrate pe intervalul de temperaturd 30 - 1000°C. Datele obtinute sunt prezentate in tabelul 11.4. in
conformitate cu rezultatele analizei termice, transformarile termice sunt procese complexe, care constau in
eliminarea apei (de cristalizare sau coordinare), termoliza si degradarea oxidativa a 5-hidroxiflavonei.
Curbele TG, DTG si DTA indica faptul ca (1) este o specie anhidra.

Tabel 11.4. Rezultatele analizei termice (in aer) pentru complecsii (1) — (4)

Interval de
Complex Etapa t(laz:r‘;(:itc tem;zg(r:z;turi ?;:;Xp é;g)ca'c

) 1 Exotermic 320-1000 72,5 72,8
Rezidiu (Sm203) 275 27,2

1 Endotermic 170-300 5,0 53
2 2 Exotermic 320-1000 72,2 72,3
Rezidiu (Eu.03) 228 224

1 Endotermic 240-315 2,6 2,7
(3) 2 Exotermic 325-1000 69,9 70,1
Rezidiu (Gd;03) 275 27,2

1 Endotermic 210-310 2,5 2,7
4 2 Exotermic 320-1000 69,6 69,9
Rezidiu (Th203) 279 274

Calcule DFT

Difractia cu raze X este fara indoiald cea mai bund metoda pentru stabilirea structurii unui compus.
Desi au fost facute incercari repetate de a obtine monocristale din diversi solventi si amestecuri de solventi
prin diverse metode, obtinerea acestora nu a fost posibila in cazul complecsilor sintetizati in cadrul acestei
teze.

Din aceste motive, am utilizat calcule teroretice prin teoria functionalei de densitate DFT pentru
optimizarea structurii complecsilor. Setul de baza split-valenta cu functii de polarizare 6-31G(d) a fost aplicat
pentru atomii de carbon si hidrogen. Pentru a oferi o descriere mai buna a interactiunilor ligand-metal, s-au
adaugat seturi de baza cu functii difuze suplimentare pentru atomii de oxigen (6-31 G+(d, p)). Pentru ionii
Ln®* au fost utilizate pseudopotentialele cvasi-relativiste Stuttgart-Koln ECP28MWB [30,31]. Functionala
B3LYP este utilizata des pentru optimizarea complecsilor metalici, iar rezultatele sunt in buna concordanta
cu cele obtinute experimental. Geometriile optimizate ale ligandului (Fig.5.) si complecsilor (1), (2) sunt
prezentate in Fig.6.

Sfera de coordinare din jurul centrului metalic in complexul (1) (Fig.6.) este alcituiti din urmatorii
atomi: O7, 027 si 029, O30 (apartinand 5-hidroxiflavonei) si O31 (apartindnd grupei hidroxil). Sferele de
coordinare din jurul centrului metalic in complecsii (2) - (4) contin un atom de O suplimentar, apartinind
unei molecule de apa.

in complecsii (2) - (4), unghiurile O-M-O variaza intre 46° - 106°, ceea ce indici o geometrie
octaedrica distorsionatd. Unghiurilor diedre in jurul ionilor lantanidelor in complecsii (2) - (4), au valori foarte
diferite de 0° sau 180°, indicand faptul ¢ ionul de lantanid si atomii donori nu se afl in acelasi plan. In cazul
complexului (1), unghiurile diedre corespunzitoare au valori apropiate de 0° (-1.366°) si, respectiv 180°
(179.599°), indicand faptul cd Sm** este situat in acelasi plan cu grupdrile implicate in coordinare [32].



Fig.5. (a) Structura optimizata a 5-hidroxiflavonei in stare electronica fundamentala la nivelul de
teorie B3LYP, folosind setul de functii 6-31G(d); (b) conformatia planara a 5-hidroxiflavonei conform
calculelor DFT

Fig.6. Structurile optimizate ale complecsilor (1) si (2) in stare electronica fundamentala la nivelul de
teorie B3LYP, folosind seturile de functii 6-31G(d) pentru atomii de C si H, 6-31G+(d,p) pentru
atomii de O, respectiv MWB28 pentru Sm si Eu)

Studii de interactiune in vitro cu ADN
Spectroscopie UV-Vis

Pentru a explora mecanismul de interactiune a complecsilor Ln(IIT) cu ADN-ul dublu catenar, a fost
efectuata titrarea spectrofotometrica a acestora in prezenta ADN extras din timus de vitel (CT-ADN). Am
urmdrit modificarile aparute in spectrele Inregistrate in urma adaugarii compusilor in mediul de reactie, cum
ar fi deplasarile hipso-, bato-, hipo- sau hiper- crome. Aceste deplasari sunt considerate in mod obisnuit
dovezi ale interactiunilor compusior testati cu ADN [27].

Legarea intr-o maniera neintercalanta duce, in general, la deplasari hipercrome datorate perturbatiilor
majore induse Tn structura ADN-ului dublu catenar. Dimpotriva, in cazul unui mecanism de intercalare se
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observa, in general, deplasari hipocrome si batocrome, datorita interactiunilor nt-m* stacking puternice intre
un fragment aromatic al ligandului si perechile de nucleotide ADN.

Dupa adaugarea unor concentratii crescatoare de ADN, in spectrele UV ale complecsilor (2) — (4),
banda centrata la ~ 273 nm prezintd un efect hipocrom semnificativ de ~ 40% (Fig.7.), ceea ce sugereaza
legarea puternica de CT-ADN, posibil prin intercalare [28]. Mai mult, in ceea ce priveste caracteristicile
spectrale generale, se remarca un comportament omogen pentru complecsii (2) — (4). Sunt de asteptat, prin
urmare, moduri de legare similare cu CT-ADN.

Pentru cuantificarea interactiunii complecsilor cu ADN, a fost calculata constanta intrinseca de legare.
In acest sens, a fost folosita urmétoarea ecuatie [33]:

[DNA] _ [DNA] +i>< 1
Eq—Ef B ep—€f Kp ep—¢f

Ecuatia I

unde: [ADN] este concentratia de ADN in perechi de baze si €, &, & corespund, respectiv,
coeficientilor de absorbtie aparentd Aos/[M] ([M] se referd la concentratia compusului), coeficientul de
extinctie pentru complexul liber si coeficientul de extinctie al complexului atunci cand este complet legat de
ADN. Datele obtinute prin plotarea datelor si prelucrarea ecuatiilor dreptelor rezultate sunt incluse in tabelul 5.

Tabel 11.5. Constantele de legare de CT-DNA pentru complecsii (2), (3), (4)

Compus Kp (M) R?
@) 3,63 x 10° 0,9919
©) 3,92 x 10* 0,9908
4) 7,79 x 10 0,9955
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Fig.7. Spectrele de absorbtie ale complecsilor (2), (3), (4) in absenta si prezenta unor concentratii
crescatoare de ADN [complex] = 15 uM; [ADN] = 0; 5; 10; 15; 20; 25; 30 uM. In spectrul complexului (2)
nu a fost introdusa concentratia de 20 pM, care a fost scoasa si din calcule. Sagetile indicé scaderea
absorbantei, odata cu cresterea concentratiei de ADN

Interactia ligandului si a complecsilor cu ADN a fost testatd si in conditiile In care a fost pastrata
constantd concentratia de ADN (15 pM), iar concentratia compusilor a variat in intervalul 0 — 30 uM. Se
observa deplasari hipercrome si batocrome ale maximului de absorbtie al ADN la 260 nm.

Pentru cuantificarea rezultatelor obtinute in cadrul acestui experiment am folosit urmétoarea ecuatie:

A € € 1 .
0 = < - € X — Ecuatia II
A-Ay €pNA-c—Ec €pNA-c—tc KI[Q]
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unde Ao si A reprezinta absorbantele inregistrate pentru o solutie de CT-ADN in absenta si, respectiv,
prezenta ligandului si complecsilor (2), (3), (4) la diferite concentratii, la Ama= 258 NM; &c si epnac Sunt
coeficientii de absorbtie pentru compusii testati si, respective pentru sistemele ADN - compus. Din ecuatia
dreptei au fost calculate constantele de legare (ca raport a/b) pentru 5-HOF si complecsii (2), (3), (4) sunt
prezentate n Tabel 11.6.

Tabel 11.6. Constantele de legare pentru 5-HOF si complecsii (2), (3), (4) de CT-DNA

Compus Kp (M) R?

5-HOF 1,47 x 10* 0,9999
@) 2,73 x 10° 0,9940
3) 2,93 x 10* 0,9934
(4) 3,85 x 10° 0,9981

Se remarca afinitatile de legare ale complecsilor de CT-ADN mai mari decét cea a ligandului, in
ordinea: 5-HOF < (2) < (3) < (4). De asemenea, se observa valorile apropiate ale constantelor de legare, ceea
ce indica pentru cei trei complecsi un comportament omogen si probabil acelasi mecanism de interactiune
cu ADN.

Spectroscopie de fluorescentd; studii de legare competitivi cu bromura de etidiu

Bromura de etidiu (bromurd de 3,8-diamino-5-¢etil-6-fenil-fenantridinid, EB) este un colorant cu
proprietati fluorescente, care contine un rest fenantridinic, planar. Datorita intercalarii acestui inel planar intre
perechile de baze adiacente din structura ADN-ului dublu elicoidal, EB are o emisie fluorescentd intensa,
dupa formarea unui complex EB - ADN. De aceea, o solutie CT-ADN la care a fost adaugatd EB (2uM EB
+ 10puM DNA) a fost utilizat ca proba spectrala.

Cand complecsii metalici se leagd de sistemul EB - ADN, se inregistreaza o scadere a intensitatii
emisiei fluorescente (un efect de stingere a fluorescentei). Variatia intensitatii emisiei de fluorescentd ofera
unele informatii cu privire la afinitatea de legare a compusilor de ADN. De obicei, indicd existenta unor
interactiuni de tip intercalare intre perechile de baze azotate din structura ADN-ului.

Datele obtinute din studiile de legare competitiva au fost reprezentate grafic dupa ecuatia Stern-
Volmer clasica [34]:

l/l =1+Ks [Q]  Ecuatia III

unde lo si | reprezinta intensitatile fluorescentei in absenta si prezenta compusilor testati la diferite

concentratii; [Q] este concentratia compusului. Ks, este constanta Stern—\Volmer.

Valoarea Ky este calculata ca panta a dreptei de regresie rezultate in urma reprezentarii grafice a lo/l
(axa y) versus [Q] (axa x) (Tabel 11.7.). Tntrucét valorile K, obtinute pentru 5-HOF si complecsi sunt relativ
mari, se confirma presupunerea unui mecanism de intercalare intre bazele azotate din structura ADN-ului
dublu catenar.

Spectrele de emisie ale complexului EB - ADN in absenta si in prezenta unor Concentratii crescatoare
de ligand si complex (2) sunt prezentate in Fig.8. Curbele de stingere a fluorescentei indicd legarea
complecsilor cu afinitati mai mari decat ligandul, in ordinea: 5-HOF < (4) < (2) < (3).

Tabel 11.7.Valorile constantelor Stern-Volmer calculate in urma interactiei intre compusii
testati si complexul CT-ADN-EB

Compus Ko (M) R?

5-HOF 2,89 x 10* 0,9928
@) 1,73 x 10° 0,9959
3) 4,13 x 10° 0,9941
(4) 1,39 x 10° 0,9902
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Fig.8. Spectrele de fluorescenta ale complexului EB-ADN 1in absenta (linia rosie) si in prezenta
(liniile negre) unor concentratii crescatoare de 5-HOF si, respectiv, complecsi (2) — (4). Aex = 500
nm, [EB] =2 puM, [ADN] = 10 uM, [compus] = 10, 15, 20, 25, 30 uM. Sagetile indica scaderea
intensitatii fluorescentei, odaté cu cresterea concentratiei de compus

Studii de interactiune in vitro cu albumina serica umana si transferina. Studii de stingere a
intensititii fluorescentei resturilor Trp din structura proteinelor

In cazul Tf, resturile de aminoacizi Trp, tirozini (Tyr) si fenilalanini (Phe), prezinti fluorescenti
intrinsecd, in functie de lungimea de unda de excitatie. Atunci cand Aexc = 295 nm, emisia fluorescenta a
triptofanului este dominanta [35]. Spectrele de emisie pentru sistemele HSA si Tf in absenta si in prezenta 5-
HOF si a complecsilor (1) - (4) sunt prezentate n Fig.11.2.26-28. (pentru HSA) si, respectiv, in Fig.11.2.29-31.
(pentru Tf). Experimentele au fost efectuate la pH = 7,4 Tn amestec tampon Tris-HCI la 3 temperaturi diferite,
si anume: 299, 308, 318 K, pentru a putea calcula parametrii termodinamici (AH, AS, AG). Intensitatea benzii
largi de emisie scade dupa adaugarea celor cinci compusi testati in concentratii crescitoare; lungimea de unda
maxima de emisie a HSA prezinta o deplasare hipsocroma de pana la 9 nm. Acest efect hipsocrom indica
faptul ca micromediul in jurul Trp a fost perturbat, ca acesta este situat intr-un mediu mai hidrofob, devenind
mai putin expus la solvent [36].

O ecuatie Stern—Volmer modificata a fost utilizatd pentru analiza rezultatelor obtinute in urma
experimentelor effectuate [37]:

Fo 1

1 .
Fo—F fast[Q] M fa Ecua!:la IV
unde Fo si F sunt intensitatile relative de fluorescenta pentru HSA si Tf, in absenta si in prezenta
compusilor testati, respectiv, fa este fractia de fluorofor accesibild agentului de stingere a fluorescentei, [Q]
este concentratia compusului testat si Ksy este constanta Stern-Volmer. Curbele rezultate, reprezentate in
Fig.11.9. (pentru HSA) prezinta relatii liniare bune. Prin urmare, parametrul Ksy a fost calculat ca raport intre
panta si intersectia cu axa Y, n graficul Fo/(Fo-F) (axay) versus 1/[Q] (axa x).

Ky =Kqo  EcuatiaV

unde Kg este constanta bimoleculara de stingere a fluorescentei si 7o este timpul de viata al fluoroforului
in absenta unui agent de stingere a fluorescentei.

Valorile constantelor Stern-Volmer (Ks, M%) si ale constantelor bimoleculare de stingere a
fluorescentei (Kg, M s) pentru ligand si complecsi sunt prezentate in Tabelul 11.8. (HSA) si Tabelul 11.10.
(Tf). Aceste valori sugereaza o buna afinitate de legare a compusilor testati de HSA si Tf. Valorile K4
(> 10t M s?) indica existenta unui mecanism de stingere a fluorescentei static [38].

Urmatoarea ecuatie a fost utilizata pentru a determina Ka si n, unde K, este constanta de legare si n
reprezinta numarul de situsuri de legare [39]:
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IgFO; L —lgK,+nlg/Q]  Ecuatia VI

Valorile K si n obtinute pe baza ecuatiei V1 sunt prezentate in tabelele 11.8 si 11.10., coloanele 7,8.
Pentru confirmarea mecanismului static de stingere a fluorescentei a fost utilizata ecuatia Scatchard [40]:

Alp Al .
—0=nK-K(%) Ecuatia VII
[Q] Io
unde n este numarul de situsuri de legare per molecula de proteina si K este constanta de afinitate (M),
calculata ca panta dreptei (Alo/1)/[Q] (axay) versus (Al/lo) (axa X) si n este calculat ca raport intre intersectia
Cu axay si panta dreptei.
Valorile K si n obtinute pe baza ecuatiei V11 sunt incluse in tabelele 11.8. si 11.10., coloanele 3,4.
Temperatura nu a variat intr-un interval larg, deci variatia entalpiei poate fi considerata ca fiind
constanta si ecuatia van't Hoff poate fi folosita pentru a estima parametrii termodinamici:

InKa = - A4H/RT + AS/R Ecuatia VIII

unde K, este constanta de legare la temperatura corespunzatoare, AH este variatia entalpiei, R este
constanta gazelor si A4S este variatia de entropie. Valorile AS si AH au fost obtinute din panta si intersectia cu
axa y din ecuatia dreptei corespunzatoare reprezentarii grafice a InK (axa y) versus 1/T (axa x). Variatia
energiei libere (AG) poate fi calculatd din urmaétoarea relatie:

AG=4H-T A4S Ecuatia IX

Valorile negative ale AG (Tabel 11.9, Tabel 11.11.) indica faptul ca procesele de legare ale compusilor
de HSA si Tf decurg in mod spontan. Mai mult, din moment ce atat valorile AH si AS sunt negative pentru
toti compusii testati, legaturile de hidrogen sau fortele van der Waals joaca, cel mai probabil, un rol important
in interactiunile dintre compusi si proteine [41].

290 400 500
Wavelength [nm]

500
400
300
Int @
200
100 \_
iy ol T
290 400 500 290 400 500
Wavelength [nm] Wavelength [nm]
“4)
0= 0=
290 400 500 290 400 500

Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Fig.9. Spectrele de fluorescenta ale HSA in prezenta unor concentratii crescatoare de
5-hidroxiflavona si, respectiv, complecsi (1) — (4) la 299 K
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Tabel 11.8. Constantele si numarul situsurilor de legare ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati cu

HSA
Compus T K n Ky K Ka n
(K) (M) (M) (M) (M)

299 2,61x10* 131 4,64x10°  4,64x10"  1,51x10° 1,32
5-HOF 308 4,42x10* 1,19 8,30x10°  8,30x10%  9,18x10° 1,27
318 6,12x10* 1,15 1,50%x10* 1,50x10'2  484x10° 1,20

299 6,86x10* 1,50 8,32x10*  8,32x102  593x10° 1,16

(1) 308 7,32x10% 1,39 8,82x10*  8,82x102  3,01x10° 1,09
318 1,29x10° 1,28 9,31x10*  9,31x102  1,70x10° 1,04

299 5,56x10* 151 3,02x10*  3,02x102  9,75x10° 1,25

(2 308 8,25x10* 1,31 3,58x10*  3,58x102  6,29x10° 1,21
318 9,86x10* 1,24 3,96x10*  3,93x102  359x10° 0,14

299 5,29x10* 1,42 3,84x10*  3,84x102  3,82x10° 1,14

(3) 308 8,66x10* 1,38 9,05x10*  9,05x102  253x10° 1,09
318 1,35%10° 1,26 1,08x10° 1,08x10  137x10° 1,01

299 6,36x10* 1,59 7,29x10* 7,29x102  1,29x10° 1,23

4) 308 7,22x10% 1,42 8,19x10*  8,19x10*?  521x10° 1,14
318 1,76x10° 1,19 1,01x10° 1,01x108  159x10° 1,02

Tabel 11.9. Parametrii termodinamici ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati cu HSA

AS

T AH B AG

Compus (K) (kJ- mol) (J}‘é‘f)l (kJ-mol™?)
299 35,42
5-HOF 308 47,51 -40,44 -35,05
318 -34,65
299 -32,99
Q) 308 51,81 -62,94 32,42
318 -31,80
299 34,33
@) 308 41,62 -24,39 34,11
318 -33,86
299 -32,03
?) 308 42,80 -36,02 31,71
318 -31,35
299 -35,08
4) 308 -87,29 -174,60 -33,51
318 31,77
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Tabel 11.10. Constantele si numarul situsurilor de legare ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati
cuTf

T K Ksv Kqg Ka
K) (MY n MY ML (MY
299  2,30x104 1,35 6,57x103 2,63x10%2 2,53%x10° 1,21
5-HOF 308  4,49x104 1,21 3,16x104 1,26x10%3 8,91x10* 1,09

318 5,35x104 1,18 6,22x10* 2,49%x1083 3,17x104 0,99

299 2,72x104 1,77 8,93x10? 3,57x101 1,65x107 1,51

) 308 3,66x104 1,52 5,43x103 2,17x10%12 8,16x106 1,44
318 4,59x104 1,39 2,8 x 104 1,12x10%3 3,53x106 1,35

299 3,61x10°3 1,45 4,76x103 1,90x10%2 9,73x107 1,63

2 308 5,71x103 1,26 7,49x103 2,99x10%12 5,41x107 1,58
318 2,93x104 1,13 1,84x104 7,36x10%2 2,71x107 1,51

299  1,46x10°3 1,48 1,08x103 3,60x101 1,42x107 1,52

(3) 308 8,71x10° 1,36 7,15x103 2,86x10%12 5,38x106 1,42
318 3,15x104 1,20 1,51x104 6,04x10% 2,10x106 1,33

299  1,46x104 1,77 1,10x10? 4,40x10%10 6,30%x107 1,61

4) 308 1,53x104 1,68 1,35x10°3 5,40x101 3,47x107 1,55
318 1,65x104 1,46 1,56x104 6,25%x10%2 1,66x107 1,47

Compus n

Tabel 11.11. Parametrii termodinamici ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati cu Tf

AS

T AH AS AG

Compus (K) (kJ- mol) ¢ E‘f)l (kJ-mol™)
299 30,89
5-HOF 308 86,36 185,46 30,29
318 29,62
299 ~41,35
) 308 64,16 76,29 40,66
318 39,90
299 45,76
@) 308 53,12 -24,39 45,54
318 45,29
299 40,91
3) 308 79,45 ~128,91 39,75
318 38,46
299 44,68
) 308 55,53 36,26 44,36
318 43,99

Modificari conformationale ale Tf induse de interactiunea cu compusii testafi

Conformatia unei proteine, in ceea ce priveste structurile secundare sau tertiare poate fi modificata in
urma interactiunii cu unele molecule de dimensiuni mici. Spectrele sincron de fluorescentad aduc informatii
despre imprejurimile moleculare ale proteinelor. Un avantaj major al acestei metode, comparativ cu spectrele
conventionale de emisie consta 1n sensibilitatea crescutd a metodei de detectie a celor mai mici variatii ale
benzilor de absorbtie si/sau emisie. Acest lucru imbunatateste rezolutia spectrala, facilitind astfel analiza
perturbatiilor structurale minore [41-43].

Spectrele sincron urmaresc modificarile aparute in cazul emisiilor datorate resturilor de tirozina si
triptofan din structura transferinei, atunci cand intervalul de lungimi de unda (AX) intre excitatie si emisie
este setat la 15 nm sau 60 nm. Fig.10. prezinta spectrele sincron ale Tf in absenta si prezenta unor concentratii
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diferite ale compusilor testati. S-a observat ca Amax a tirozinei nu se deplaseaza, in timp ce maximul emisiei
triptofanului Inregistreaza deplasari batocrome de pana la 12 nm dupa adaugarea compusilor. Acest lucru
indica aparitia unor modificari conformationale ale Tf in jurul resturilor triptofan, cresterea polaritatii in jurul
acestei regiuni si scaderea caracterului hidrofob (restul Trp devine mai expus la moleculele de solvent) [42].

500 1000
- -HOF
4001 S-HO 800+
300 B 600 b
Int. 500t Int. 400-
100 / 200F
0 - 0
260 280 300 340 260
Wavelength [nm]
500 1000
)
400 800
3001 600
Int. 200F Int. 400}
100F 200-
0 0 "
260 320 340 260 350 400
Wavelength [nm] Wavelength |[nm|

Fig.10. Spectrele sincron de fluorescentd pentru 5-HOF si complexul (2), la AL = 15 nm (stanga) si 60
nm (dreapta). [Tf] =10 uM, pH = 7,4; [Compus] = 0; 5; 7.5; 10; 12.5; 15; 17,5; 20 uM. Sagetile indica scaderea
intensitatii fluorescentei odata cu cresterea concentratiei compusilor

Testarea preliminari a activititii biologice a combinatiilor complexe sintetizate. Screening-ul
calitativ al actiunii antimicrobiene

Tn etapa de screening au fost testate prin metoda disc-difuzimetrici cele patru noi combinatii complexe
asupra unor tulpini bacteriene Gram-pozitive: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Pentru aceasta, a fost utilizatd metoda disc-
difuzimetrica Kirby-Bauer, pe mediu de agar Muller-Hinton. Testele au fost efectuate in placi Petri.
Combinatiile complexe au fost dizolvate In DMSO (10 mg/mL), iar din solutia stoc s-au preparat dilutii,
utilizate apoi pentru testele ulterioare. Complecsii nu prezintd activitate antimicrobiana asupra tulpinilor
bacteriene testate.
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11.2. Combinatii complexe ale unor ioni trivalenti de lantanide cu
liganzii 5-hidroxiflavona si 1,10 — fenantrolin in raport molar 1:1:1

Introducere

Complexarea cu liganzi care contin azot, cum ar fi fenantrolina si tetraciclina Tmbunatateste
fluorescenta ionilor lantanidelor, cu accent pe Tb®* sau Eu* prin cresterea rigiditatii si stabilitatii
combinatiilor complexe [44]. Mai mult, 1,10-fenantrolina (Fig.11.) a fost aleasa pentru seria de complecsi
micsti ca al doilea ligand, deoarece studiile anterioare au raportat cresterea activitatii antitumorale sau a
afinitatii pentru ADN 1in complecsii care contin 1,10-fenantrolina ca ligand [44-46].

Complecsii cu liganzi micsti ai lantanidelor Sm(III), Eu(III), Gd(III), Tb(IIT) au fost proiectati pentru
a asigura livrarea tintita gi stabilitatea in organism pana la penetrarea celulelor tinta, afinitate fata de acizii
nucleici, interactiunea minima cu celulele normale si efecte secundare minime.

7 N\_ ¢ N
—N =

Fig.11. Structura 1,10-fenentrolinei (o-fenantrolina)
Sinteza combinatiilor complexe

Pentru deprotonarea ligandului 5-hidroxiflavona s-a folosit trietilamind (TEA). Sinteza a fost
efectuatd in mediu etanolic, in prezenta 5-hidroxiflavonei deprotonate, a 1,10-fenantrolinei si a sarii de
lantanid prin incélzire la reflux. pH-ul a fost mentinut la 6-7 pe durata Tntregii sinteze. Raportul molar utilizat
in cazul sintezei complecsilor micsti cu ionii lantanidelor Sm(IIT), Eu(Ill), GA(III) si Tb(III) a fost de 1:1:1
(ion metalic: 5-hidroxiflavona:o-fenantrolina).

Am atribuit celor patru complecsi urmatoarele formule abreviate si coduri, care vor fi utilizate in
aceasta lucrare, dupa cum urmeaza:

[Sm(OH).L;L] - 4 H20 (So) unde:

[Eu(OH)L1L2] 3.5 H.0 (Eo) » L1 = CisHgO3, 5-hidroxiflavona deprotonata
[Gd(OH)leLz)] .2H,0 (GO) > L= C12H3N2, o-fenantrolina
[Tb(OH):L1L2)] - 3 H2O (To) > Se va folosi abrevierea o-phen pentru o-fenantrolina

Caracterizarea fizico-chimicé a complecsilor
Spectrele in infrarosu cu transformata Fourier

Benzile spectrale majore in IR ale complecsilor sunt prezentate in tabelul 11.12. Diferentele intre
spectrele IR ale liganzilor si cele ale complecsilor confirma legarea ionului metalic la gruparile chelatoare
ale 1,10-fenantrolinei si 5-hidroxiflavonei (discutiile au fost prezentate in capitolul anterior si nu vor fi
reluate). Spectrele IR ale combinatiilor complexe (2) — (4) contin o banda intens3, larga, intre 2600 — 3600 cm?,
atribuita prezentei unor molecule de api de hidratare si/sau coordinare in structura complecsilor. Tn spectrele
complecsilor, prezenta vibratiilor de intindere v(M-O) la ~ 500, respectiv 417 cm? indica legarea ionului
metalic, deoarece spectrele liganzilor nu prezintd aceasta banda [21,22].

Spectrele IR ale complecsilor confirmé prezenta fenantrolinei coordinate; se observa deplasari in
spectrul ligandului, Tn special in cazul benzilor puternice din regiunea 1400-1650 cm™ (corespunzatoare
vibratiilor de intindere v(C=C) + v(C-N) ) si vibratiilor de deformare in afara planului ale hidrogenului
fenantrolinei libere la 730 cm™ sunt modificate in urma coordinarii. O bandi in spectrul o-phen libere la cca.
413 +2 cm* este deplasata la frecvente mai mari (~417 cm™) in urma complexarii, ceea ce sugereaza cd ambii
atomi de azot sunt legati de ionii lantanidelor [47].
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Tabel 11.12. Benzile spectrale majore in IR (cm™) ale complecsilor si atribuirile corespunzatoare

Compus
So Eo Go To
Banda
3600- 3600- 3600- 3600-
v(OH) 2600(Lm)  2600(m)  2600(Lm)  2600(Im)
v(C=0) 1630()) 1630(i) 1637()) 1632())
v(C=C) 1578() 1578(i) 1578()) 1578())
"é(cc')(_ﬂ)* 1345(m)  1346(m)  1347(m)  1347(m)
v(C-O-C) _ 1253(m) _ 1253(m) _ 1253(m) _ 1253(m)
v(C=C)+  1540(i) 1541(i) 1541(i) 1541(i)
v(C-N) 1518(m)  1518(m)  1518(m)  1517(m)
v(CN) 1495(m)  1496(m)  1496(m)  1496(m)
p(C-H) 729(m) 731(m) 728(m) 735(m)
v(M-O) 506(m) 508(m) 509(m) 509(m)
v(M-N) 418(9) 417(9) 418(s) 418(s)

i = intens; m = mediu; | = larg; s = slab
Spectre electronice

Spectrele electronice au fost inregistrate prin tehnica spectrala de reflectanta difuza, in domeniul 200
- 900 nm. Au fost apoi interpretate pe baza informatiilor din literaturd. A fost realizatd o comparatie a
spectrelor combinatiilor complexe So, Eo, Go, To cu spectrele liganzilor pentru a confirma legarea ionilor
metalici de 5-hidroxiflavona, respectiv o-fenantrolina.

In spectrele complecsilor se observa deplasiri batocrome ale benzilor de absorbtie I (AL ~ 20 - 25
nm) si IT (AL~ 6 - 7 nm), care pot fi legate de extinderea sistemului conjugat al 5-HOF in urma coordinarii
ionului metallic [32]. Deplasarea mai pronuntatd a benzii I in comparatie cu seria de complecsi 1:2 este
probabil datorata prezentei o-phen. Umarul care apare la 340 nm in spectrul electronic al 5-HOF, este insotit
de o deplasare hipsocroma (Ak ~ 10 - 13 nm). Se observd o largire a benzii spectrale I ca urmare a
suprapunerii acesteia cu banda de transfer de sarcina metal-ligand (LMCT).

Datele din spectrele UV-Vis ale ligandului si complecsilor sunt prezentate in tabelul 11.13.

Tabel 11.13. Atribuirea benzilor din spectrele UV-Vis pentru liganzi si complecsi

Amax (NM)
Compus Banda | Banda Il
5-HOF 385 340 255
o-phen 330 256
So 405 330 261
Eo 408 327 261
Go 410 330 262
Spectre de fluorescenti

Spectrele de emisie fluorescenta (Fig.12.) au fost inregistrate pe probe solide. Intensitatea fluorescentei
creste considerabil in urma complexarii, fapt atribuit inhibérii transferului intramolecular de protoni intre
grupdrile hidroxil si cetond din structura ligandului, In urma formarii unui inel chelat Intre atomii de O ai
gruparilor chelatoformatoare si ionii metalici. Complexul Go prezinta proprietati fluorescente remarcabile la
la Aem=554 NnM (Aex=430 nm). 5-HOF nu prezintd emisie fluorescenta in aceste conditii, iar in cazul o-phen,
emisia fluorescenta depaseste limita maxima de inregistrare a aparatului.
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Fig.12. Spectrele de fluorescenta ale complecsilor So, 0, Go, To la Ax=430 nm

Spectrele de masd

Pentru toti complecsii spectrele au fost in acord cu abundenta izotopica naturala corespunzatoare
lantanidelor implicate. Semnalele corespunzatoare ionilor pseudomoleculari rezultati prin protonare, obtinuti
pentru combinatiile complexe. sunt prezentate in tabelul 11.14., coloana 6. Pe langa ionii pseudomoleculari,
in spectrele de masa apar specii obtinute prin eliminarea unei molecule de 5-HOF, respectiv o-phen (Tabel
11.14., coloanele 4, 5). Acestea se formeazd in urma coliziunii cu particulele de azot a ionilor
pseudomoleculari protonati si dau semnale intense in spectrele de masa. Prezenta 5S-HOF este confirmata prin
picul m/z = 239 (corespunzator ligandului protonat), prezent in spectrele de masi ale tuturor celor trei
complecsi. Picul corespunzator la m/z = 181 apare in spectrele tuturor complecsilor si apartine ligandului o-
phen protonat. Formulele fragmentelor ionice au fost atribuite prin compararea maselor moleculare ale
complecsilor cu valorile m/z identificate in spectrul de masa. Toate datele obtinute prin spectrometrie de masa
confirma faptul ca acesti compusi au un raport molar ion metalic : 5-HOF : o-phen de 1:1:1.

Tabel 11.14. Valori nominale m/z ale fragmentelor ionice observate in spectrele de masa ale complecsilor

m/z m/z m/z

Complex Fragment Fragment m/z m/z

Fragment ionic Fragment Fragment ionic

ionic ionic ionic
So 181 239 366 424 606
[Lo+H]* [Li+H]"  [32SmL(OH) " [22SmLi(OH)]*  [*“SmL,L(OH)(H.O)]*
Eo 181 239 367 425 605
[Lo+H]* [Li+H]"  [®SEul2(OH).]*  [*°*EuLi(OH)]*  [*C*EuLil.(OH)(H.0)]*
609
[*"GdL;1L.(OH)(H0)]*
181 239 431 610
Go . + - 160 + 158 +
[Lo+H] [Li+H] [FGdL1(OH)]*  [*®GdL:iL2(OH)(H20)]
612
[*°GdL;L,(OH)(H.0)]*
To 181 239 372 430 611

[Lo+H] [Li+H]"  [®°TbLo(OH)]*  [*°TbLi(OH)]*  [**TbLiL(OH)(H0)]*

Analiza termogravimetricd

Comportamentul termic al celor trei noi complecsi a fost investigat prin analiza simultand TG/DTA.
Datele obtinute sunt prezentate pe scurt in tabelul 11.15. si vor fi discutate in cele ce urmeaza.
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Toti compusii pierd moleculele de apad intr-o prima etapd endoterma neunitara. Data fiind
temperatura finald a acestei etape (<170°C), cel mai probabil, moleculele de apa nu sunt coordinate. Urmeaza
0 a doua etapa, nu foarte bine delimitata, in care are loc pierderea moleculei de fenantrolina coordinata. Si
aceasta etapa este endoterma, fapt ce arata ca procesul constd mai degraba in ruperea de legaturi chimice
decat in degradare oxidativa. Ultimele etape sunt exoterme, constand in arderea restului organic, reziduul
final fiind oxidul metalic cel mai stabil: Ln,Os pentru Sm, Eu si Gd sau Tb4O-.

Tabel 11.15. Rezultatele analizei termice (in aer) pentru complecsii SO — To

o Efect Interval de Procesul
Complex Etapa termic temperaturi (°C) Ao (%6) AMeatc (%0) chimic
1 Endoterm 65-160 10,72 10,69 -4 H0
2 Exoterm 160-445 26,59 26,74 - 0-phen
So Degradare
3 Exoterm 445-900 36,78 36,70 oxidativi
Rezidiu (Sm,03) 25,91 25,87
1 Endoterm 60-165 9,58 9,46 -3,5H,0
o 2 Endoterm 165-430 26,95 27,04 - 0-phen
3 Exoterm 430-900 3691 37,10 Doi?gzgi;e
Rezidiu (Eu,03) 26,56 26,40
1 Endoterm 65-155 5,10 5,59 -2H,0
2 Exoterm 155-410 27,76 27,95 - 0-phen
Go Degradare
3 Exoterm 410-900 38,82 38,35 oxidativa
Rezidiu (Gd,O3) 28,32 28,11
1 Endoterm 70-170 8,53 8,13 -3 H,0
To 2 Exoterm 170-430 27,05 27,12 - 0-phen
3 Exoterm 430-900 3621 36,62 Doi?gzgif
Rezidiu (ThsOy) 28,21 28,13
Calcule DFT

Setul de baze split-valenta cu functii de polarizare 6-31G(d) a fost aplicat pentru atomii de carbon si
hidrogen. Pentru a oferi o descriere mai buna a interactiunilor ligand-lantanide, s-au adaugat seturi de baza
cu functii difuze suplimentare pentru atomii de oxigen (6-31 G+(d, p). Pentru ionii Ln%" au fost utilizate
pseudopotentialele cvasi-relativiste Stuttgart-Koln ECP28MWB [30,31].

Geometria complet optimizata a complexului (1) sunt prezentate in Fig.13. Sferele de coordinare in
jurul centrului metalic in complecsi implicd urmatorii atomi: 039, 040, (apartinand 5-hidroxiflavonei
deprotonate), N13, N14 (apartindnd o-fenantrolinei) si 042, O44 (provenite de la doud grupari OH).

O atentie speciala a fost acordatd conformatiei ligandului in complecsi, aspect relevant pentru
proprietatile antioxidante, interactiunile cu biomacromolecule (de exemplu intercalare Intre perechile de baze
azotate din structura ADN), sau potentialul redox al complecsilor metalici. Rezultatele indica o conformatie
cvasi-planara a liganzilor in complecsi, datorata sistemului conjugat de legaturi m. Se explicd astfel
interactiunea puternica a complecsilor cu ADN, descrisa In continuare.

Unghiurile de legaturd O-M-O 1n complecsi sunt ~ 90°, ceea ce indicd o geometrie octaedrica a
complecsilor. Valorile unghiurilor diedre in jurul ionilor metalici din complesi sunt departate de 0° sau 180°,
indicand faptul ca ionii metalici si atomii de oxigen donori nu se afl in acelasi plan.
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Fig.13. Structura optimizata a complexului S0 in stare electronica fundamentala la nivelul de teorie
B3LYP, folosind seturile de functii 6-31G(d) pentru atomii de C si H, 6-31G+(d,p) pentru atomii de O,
respectiv MWB28 pentru Sm

Studii de interactiune in vitro cu ADN
Spectroscopie UV-Vis

Dupé adaugarea unor concentratii crescatoare de ADN, in spectrele UV ale celor trei complecsi,
banda centrata la ~ 275 nm prezintd un efect hipocrom semnificativ de ~ 40% (Fig.14.), ceea ce sugereaza
legarea puternici de CT-ADN, posibil prin intercalare [28]. In ceea ce priveste caracteristicile spectrale
generale, se remarcd un comportament omogen pentru toti cei patru complecsi. Sunt de asteptat, prin urmare,
moduri de legare similare cu CT-ADN. Ecuatia | a fost utilizata pentru calculul constantelor de legare de ADN
(Kb), prezentate in tabelul 11.16. Se observa ca valorile constantelor de legatura calculate pe baza ecuatiei |
pentru cei patru complecsi au acelasi ordin de méarime cu 5-HOF (10%), fiind de altfel foarte apropiate.
Afinitatile de legare ale complecsilor in comparatie cu ligandul variaza in ordinea: To < Eo < So < 5-HOF
< Go. De asemenea, se observa valorile apropiate ale constantelor de legare, ceea ce indica pentru cei trei
compusi un comportament omogen si probabil acelasi mecanism de interactie cu ADN.

Tabel 11.16. Constantele de legare de CT-DNA pentru complecsi

Compus Ky (M) R?
So 1,37x10% 0,9934
Eo 1,17x10% 0,9964
Go 1,97x10* 0,9973
To 1,05x10* 0,9954

300 350 400
Wavelength [nm]

Fig.14. Spectrele de absorbtie ale complexului So in absenta (linia intrerupta) si prezenta (liniile continue)

unor concentratii crescatoare de ADN; [complex] = 10 uM; [ADN] = 0; 5; 10; 15; 20; 25; 30 uM. Sagetile
indica scaderea absorbantei, odata cu cresterea concentratiei de ADN
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Spectroscopie de fluorescenti; studii de legare competitivia cu bromura de etidiu

Constanta Stern-Volmer, Ky, a fost calculata conform ecuatiei 1l ca panta a dreptei de regresie
rezultate in urma reprezentarii grafice a Io/l (axa y) versus [Q] (axa x) (Tabel 11.17.). Spectrul de emisie al
complexului EB - ADN in absenta si in prezenta unor concentratii crescatoare de complex So este prezentat
n Fig.15. Curbele de stingere a fluorescentei indica legarea complecsilor de CT-ADN-EB cu afinitati mai
mari decat ligandul, in ordinea: 5-HOF < To < So < Eo < Go.

Tabel 11.17. Valorile constantelor Stern-Volmer calculate in urma interactiei intre compusii testati si
complexul CT-ADN-EB

Ksv R?
Complex (M)
So 1,35x10* 0,9902
Eo 2,01x10* 0,9912
Go 3,38x10* 0,9959
To 1,21x10* 0,9962
90
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Fig.15. Spectrele de fluorescenta ale complexului EB-ADN 1in absenta (linia rosie) si in
prezenta (liniile negre) unor concentratii crescatoare de complex S0. Aex = 500 nm, [EB] =2 uM,
[ADN] = 10 uM, [compus] = 5, 10, 15, 20, 25, 30 uM. Sagetile indica scaderea intensitatii
fluorescentei, odata cu cresterea concentratiei de compus.

Studii de interactiune in vitro cu albumina serica umana si transferina. Studii de stingere a
intensititii fluorescentei resturilor Trp din structura proteinelor

Intensitatea benzii largi de emisie scade dupd addugarea compusilor testati in concentratii
crescatoare. Se observa un efect de stingere a fluorescentei de pana la 75% (pentru HSA), respectiv de pana
la 60% (pentru Tf), ceea ce indicd o legare puternica a compusilor de cele doud proteine. Nu se observa
deplasari ale lungimii de unda de emisie maxima a Tf (~ 330 nm) dupa addugarea in sistem a complecsilor.
Pe de alta parte, lungimea de unda maxima de emisie a HSA prezintd o deplasare hipsocroma de pana la 8 nm.
Deplasarea hipsocroma indica faptul ca restul Trp este situat intr-un mediu mai hidrofob, devenind mai putin
expus la moleculele solventului.

Tn continuare, au fost calculate constantele Stern-Volmer (Ks,), constantele bimoleculare de stingere
a fluorescentei (Kg), constantele de legare corespunzitoare complecsilor (Kz), numarul de situsuri de legare
(n) pe baza ecuatiilor 1V, V, VI si VII. Valorile pentru variatia entalpiei (AH), entropiei (AS), energiei libere
Gibbs (AG) pe baza ecuatiilor VIII si IX.
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Tabel 11.18. Constantele si numarul situsurilor de legare ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati

cu HSA
Compus T(K) (Ilf/ls_\l/) (M'ifl_l) (5&) n
298 239x10°  2,39x10°  139x10° 113
So 308 141x10°  1,41x10°  3,65x10° 1,22
318 081x10°  081x10°  151x10° 135
298 176x10°  176x10°  3,03x10° 1,20
Eo 308 107x10°  1,07x10°0  7,40x10° 1,29
318 1,01x10°  1,01x10°  148x10° 136
298 224x10°  2,24x10°  7,94x10° 1,09
Go 308 195x10°  1,95x10°  1,66x10° 116
318 086x10°  086x10°  4,65x10° 126
298 1,79x10° 179x10°  246x10° 1,18
To 308  0,52x10° 052x10°  107x10" 1,32
318 0,34x10°  034x10"°  7.38x10° 1,48

Tabel 11.3.11. Parametrii termodinamici ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati cu HSA

AH AS AG
Compus T(K) (kJ-mol™) (@-molK™) (kJ-mol™)
298 -34,86
So 308 93,63 431,16 39,17
318 43,48
298 37,05
Eo 308 62,43 333,81 40,38
318 43,72
298 -33,53
Go 308 60,44 345,53 -36,98
318 40,44
298 36,24
To 308 133,70 570,26 41,94
318 47,64

TQ cazul HSA, valorile calculate pentru n cresc cu temperatura, situdndu-se in intervalul 1 — 1,5 (Tabel
11.18.). In cazul Tf, valorile lui n scad cu temperatura, situdndu-se in intervalul 0,5 —1 (Tabel 11.20.). Aceste

valori indica o afinitate crescutd a complecsilor fatd de HSA, in comparatie cu Tf.

La 25°C, K, calculate cresc in ordinea: 5-HOF > Go > Eo > So > To (pentru Tf), respectiv. Eo>To
> So > 5-HOF > Go (pentru HSA). Valorile negative ale AG indica faptul ca procesele de legare ale
compusilor testati cu HSA si Tf sunt spontane. Datele obtinute indica o afinitate a complecsilor mai puternica
pentru HSA decat pentru Tf. Acest lucru se poate datora faptului ca ligandul, 5-hidroxiflavona, prezinta un
rol important in legarea complecsilor de proteine.
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Tabel 11.20. Constantele si numarul situsurilor de legare ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati
cuTf

Ksv Kq Ka
(MY (M5t (MY
298 081x10°  081x10°  533x10° 0,81
So 308 116x10°  1,16x10°  3,24x10° 0,75
318 1,36x10°  136x10°  2,28x10° 0,71
298 0,73x10°  0,73x10°  647x10° 082
Eo 308 093x10°  093x10°  3,20x10° 0,75
318 0,99x10°  099x10°  1,41x10° 0,67
298 050x10°  224x10°  327x10° 097
Go 308 090x10°  091x10°  6,31x10° 0,82
318 133x10°  1,33x10°  2,09x10° 071
298 0,09%105 009x10°  1,01x10° 0,70
To 308 1,03x105 1,03x10°  7,05x107 0,62
318 1,95x10°  195x10°  4,07x10° 0,54

Compus T(K) n

Tabel 11.21. Parametrii termodinamici ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati cu Tf

AH AS AG
Compus T(K) (kJ-mol’) (J-mol K ™) (kJ-mol’)
208 21,21
So 308 33,62 41,63 -20,80
318 -20,38
208 21,80
Eo 308 60,08 128,45 -20,52
318 119,23
208 25,55
Go 308 108,43 278,10 22,78
318 -19,99
208 17,22
To 308 35,74 62,14 116,60
318 115,98

Modificari conformationale ale Tf induse de interactiunea cu compusii testati

Tn spectrele Tf la AA=60 nm, s-a observat ca Amax a tirozinei (~ 350 nm) nu se deplaseaza, in timp ce
maximul emisiei triptofanului (~ 330 nm) inregistreazd deplasari hipsocrome de pana la 10 nm dupa
adaugarea compusilor testati. Acest lucru indica prezenta unor modificari conformationale ale Tf in jurul
resturilor de triptofan, scaderea polaritatii in jurul acestei regiuni si cresterea caracterului hidrofob (restul Trp
devine mai putin expus la moleculele de solvent) [42]. Se observa insa stingerea pronuntata a intensitatii
fluorescentei datorate Trp in comparatie cu cea datoratd Tyr. Acest aspect indica legarea complecsilor cu
precadere de resturile de Trp din structura proteinei.

Tn spectrele sincron ale HSA nu s-au observat deplasiri considerabile ale maximelor de emisie dupa
adaugarea complecsilor.
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Spectre de fluorescenti 3D

Pentru a urméri in continuare modificérile conformationale ale proteinelor induse de prezenta
complecsilor, a fost utilizata tehnica spectroscopica de fluorescentd 3D. Modificarile conformationale ale Tf
si HSA pot fi monitorizate prin compararea spectrelor 3D ale proteinelor in absenta si in prezenta
complecsilor. Spectrele de fluorescentd 3D si hartile de contur corespunzatoare pentru Tf si HSA sunt
prezentate in Fig.16. Pentru ambele proteine, s-a observat scaderea semnificativa a intensitatii fluorescentei
picului b in prezenta combinatiilor complexe, ceea ce demonstreazi ca prezenta acestora a indus unele
modificari conformationale 1n structura lanturilor peptidice ale proteinelor, legate de micromediul hidrofob
din jurul resturilor Trp si Tyr.
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Fig.16. Spectrele de fluorescenta 3D (in stdnga imaginii) si hartile de contur corespunzatoare (in dreapta
imaginii) ale transferinei (Tf) (10 uM Tf') in absenta si prezenta compusilor 5-HOF si, respectiv So (10
UM Tf/ 10 uM compus). Picul a se datoreaza fenomenului de difuzie Rayleigh (Aex = Aem). Picul b reflecta
comportamentul spectral al resturilor de Trp si Tyr. Picul ¢ corespunde picului de ordinul doi datorat
difuziei Rayleigh (Aem = 2Aex)
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Testarea preliminara a activititii biologice a combinatiilor complexe sintetizate
Screening-ul calitativ al actiunii antimicrobiene

In etapa de evaluare calitativa a activitatii antimicrobiene, au fost testate cele patru noi combinatii
complexe asupra unor tulpini bacteriene Gram-pozitive: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Pentru aceasta, a fost
utilizata metoda disc-difuzimetrica Kirby-Bauer, pe mediu de agar Muller-Hinton. Rezultatele obtinute
pentru complecsii So, Eo, Go, To sunt prezentate in Fig.17,18. Complecsii prezinta activitate antimicrobiana
moderata asupra tulpinilor bacteriene Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC
25923 si, respectiv, comparabild cu martorul pozitiv asupra tulpinii Staphylococcus epidermidis ATCC
12228.

Fig.17. Screening calitativ al actiunii Fig.18. Screening calitativ al actiunii
antimicrobiene pe tulpini bacteriene de antimicrobiene pe tulpini bacteriene de
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; MP = Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; MP =

martor pozitiv; G3 = Go; E3 = Eo; E1 = (2) martor pozitiv; T3 =To; G1 = (3)

Evaluarea in vitro a citotoxicitatii complecsilor sintetizati

Tn acest scop s-au utilizat dous linii de celule tumorale diferite: HT-29 (linie umani de celule de
cancer de colon) si MCF-7 (linie umana de celule de cancer de san). Efectele ligandului si complecsilor au
fost investigate, iar viabilitatea celulelor este prezentatd in Fig.19-21. Pentru linia HT-29, rezultatele indica
o eficienta superioard a complecsilor fata de cisplatina (Fig.19.). Pentru testele pe celule MCF-7, au fost
utilizate dilutii seriale 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, pornind de la o solutie stoc de concentratie 200 UM pentru
5-HOF si complecsi, respectiv 20 UM pentru doxorubicind (adriamicing). Rezultatele obtinute pentru aceasta
linie sunt mai slabe decét Tn cazul HT-29, insd incurajeaza testarea complecsilor pe alte linii celulare (in
special complexul To).
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Fig.19. Reprezentare grafice ce ilustreaza activitatea (% viabilitate) compusilor testati in comparatie cu
cisplatina la 200 uM.
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Fig.20. Efectele citotoxice, exprimate ca % viabilitate ale o-phen, 5-HOF si complecsilor So (Sm o), Eo
(Eu 0), Go (Gd 0), To (Tb 0) asupra liniei celulare HT-29, in comparatie cu cisplatina (Cis-Pt)
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Fig.21. Efectele citotoxice, exprimate ca % viabilitate ale o-phen, 5-HOF si complecsilor So (Sm 0), Eo
(Eu 0), Go (Gd 0), To (Tb 0) asupra liniei celulare MCF-7, in comparatie cu adriamicina (ADR)
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11.3. Combinatii complexe ale ionilor trivalenti de Al(111), Ga(l1l), In(111) cu 5-
hidroxiflavona in raport molar 1:3

Introducere

In scopul cresterii stabilititii la hidroliza, ionii metalici trivalenti ai grupei 13 trebuie s lege liganzi
voluminosi [48,49], asa cum este, de exemplu, 8-hidroxichinolina in complexul Al(I11) cu 8-hidroxichinolina,
sau Tn complexul Ga(l11) cu 8-hidroxichinolina, utilizate in sisteme de tip OLED. Luand in calcul acest lucru,
am considerat ca 5-hidroxiflavona este o alegere adecvata a ligandului pentru sinteza unor complecsi cu ionii
de AI(IIT), Ga(lll), In(l1) activi din punct de vedere biologic.

Complecsii maltolului cu Al(IIT), Ga(III), In(III) prezinta eficienta terapeutica si stabilitate crescuta n
medii biologice. Pornind de la aseménarea structurala dintre maltol si 5-hidroxiflavona (Fig.11.4.1.), ne-am
propus sinteza unor noi combinatii complexe ale flavonei anterior mentionate cu ionii de APF* Ga*, In®,
complecsi cu potentiala actiune biologica.

(@) (b)

sNee
ﬂIOH X \"'/\OH
2, OH 'O

Fig.22. Structurile maltolului (3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona;3-hidroxi-2-metil-4-pirond) (a) si
derivatilor flavonoidici (b). Elipsele punctate evidentioaza gruparile chelatoformatoare

Sinteza complecsilor

Pentru deprotonarea ligandului 5-hidroxiflavona s-a folosit trietilamina (TEA). Sinteza a fost efectuata
in mediu etanolic, in prezenta S-hidroxiflavonei deprotonate si a clorurilor metalice corespunzatoare, prin
incélzire la reflux. pH-ul a fost mentinut la 5,5-6 pe durata intregii sinteze. Raportul molar utilizat pentru
sinteza complecsilor 5-hidroxiflavonei cu ionii Al(111), Ga(l11), In(111) a fost de 1:3 (ion metalic:ligand).

Am atribuit celor trei complecsi obtinuti in urma sintezei urmatoarele formule abreviate si coduri, care
vor fi utilizate n aceasta lucrare, dupa cum urmeaza:

[AIL3]-2H20 (A) . . 5
[GaLs] (G) unde L = Cy5H0s, 5-hidroxiflavona deprotonata

[InL3]-H20 (|)
Caracterizarea fizico-chimica a complecsilor
Spectrele in infrarosu cu transformata Fourier

Spectrele IR ale complecsilor prezintd o serie de modificari de forma, pozitie si/sau intensitate ale
benzilor de absorbtie (Tabel 11.22.) corespunzatoare grupelor functionale ale ligandului implicate in procesul
de complexare. Spectrele IR ale combinatiilor complexe A si | contin o banda intensa, larga, intre 2600 —
3600 cm, atribuita prezentei unor molecule de apa de hidratare si/sau coordinare in structura complecsilor.
Aceastd banda este mult diminuata ca intensitate in spectrul complexului G indicand absenta moleculelor de
apa din structura acestuia. Aceste detalii sugereaza ca flavona se leaga de ionul metalic atat prin O
corespunzator grupei hidroxil deprotonat, cat si prin O grupdrii cetonice, functionand ca un ligand bidentat.
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Tabel 11.22. Benzile spectrale majore in IR (cm™) ale ligandului si complecsilor si atribuirile

corespunzatoare
Compound v(OH) v(C=0) "é%i)')* v(C-0-C)  v(M-O)
i i 1654(s) 1357(m) i
5-HOF 3200-2600(b,m) 1615(s) 1298(s) 1226(s)
(€8] - 1630(s) 1343(m) 1228(m) 438
) 3600-2600(b,m) 1642(s) 1357(m) 1219(m) 428
() 3600-2600(bh,m) 1641(s) 1358(m) 1221(m) 428
Spectre UV-Vis

In spectrele complecsilor se observa deplasari batocrome ale benzilor de absorbtie I (AL ~ 45 - 57 nm)
si IT (AL ~ 11 - 15 nm), care confirm implicarea sistemului cinamoil (banda I) si benzoil (banda Il) din
structura ligandului in formarea complecsilor. Datele din spectrele UV-Vis ale ligandului si complecsilor
sunt prezentate in tabelul 11.23.

Tabel 11.23. Atribuirea benzilor din spectrele UV-Vis pentru ligand si complecsi

Amax (nm)
Compound Band | Band II
5 HOF 345 316 253
(umar)
@ 402 322 268
¥ 390 - 264
3 392 307 264

Spectre de fluorescenti

Spectrele de emisie fluorescenta (Fig.23.) au fost inregistrate pe probe solide. Intensitatea fluorescentei
creste considerabil In urma complexarii. Coordinarea ionului metalic creste rigiditatea moleculei ligandului
si imbunatateste randamentul cuantic al fluorescentei prin reducerea probabilitatii procesului de disipare
neradiativa. Se observa deplaséri hipsocrome ale Aem (intre 25 — 122 nm), datorate cel mai probabil
impiedicarii transferului intramolecular de protoni in stare excitata [50].
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Fig.23. Spectrul de fluorescenta al complexului A (rosu) in comparatie cu 5-HOF (verde) la Ae=322 nm;
Aem=539 Nm

Spectrele de masa

Semnalele corespunzatoare ionilor pseudomoleculari rezultati prin protonare sau prin formare de
aducti cu o moleculd de apa obtinuti pentru combinatiile complexe sunt prezentate in tabelul 11.24., coloanele
5, 6. Pe langa ionii pseudomoleculari, in spectrele de masa apar specii obtinute prin eliminarea unei sau a
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doud molecule de ligand (Tabel 11.24., coloanele 3, 4). Acestea se formeaza in urma coliziunii cu particulele
de azot a ionilor pseudomoleculari protonati si dau semnale intense in spectrele de masa. Prezenta 5-HOF
este confirmata prin picul m/z = 239 (corespunzitor ligandului protonat), prezent in spectrele de masa ale
tuturor celor trei complecsi. Formulele fragmentelor ionice au fost atribuite prin compararea maselor
moleculare ale complecsilor cu valorile m/z identificate in spectrul de masa. Toate datele obtinute prin
spectrometrie de masa confirma faptul ca acesti compusi au un raport molar ioni metalic : ligand de 1:3.

Tabel 11.24. Valori nominale m/z ale fragmentelor ionice observate in spectrele de masa ale complecsilor

m/z m/z m/z m/z m/z
Complex Frfclgrr_]ent Frqgn_went Frz_igrr_]ent Frggment Fragment ionic
ionic ionic ionic ionic

1) 239 281 500 739 i

[L+H]* [?’AIL(OH)]* [’AlL] [P’AlLs+H]*
©) 239 307 542 781 802

[L+H]* [°GalL+H]* [¢°GaL.]* [°GaLs+H]* [**GaLs(H.0)+H]*
©®) 239 352 588 825 i

[L+H]+ [115|nL+H]+ [115|n|_2]+ [115InL3+H]+

Analiza termogravimetricd

Comportamentul termic al celor trei noi complecsi a fost investigat prin analiza simultana TG/DTA.
Datele obtinute sunt prezentate pe scurt in tabelul 11.25. si vor fi discutate in cele ce urmeaza.
Conform curbelor TG, DTG si DTA, complexul de aluminiu este stabil la incélzire pana la 180°C
(prin comparatie, S-hidroxiflavona are un p.t. de 158-161°C) atunci cand pierde moleculele de apa. Compusul
anhidru rimas este stabil pana la 352°C, cand incepe sa se topeasca. Procesul de topire este urmat imediat de
degradarea oxidativd a partii organice. Complexul galiului este anhidru, deci stabil pana la 250°C.
Descompunerea incepe cu procese endoterme urmate de mai multe etape exoterme, corespunzatoare
termolizei si degradarii oxidative a ligandului, asa cum reiese din curbele TG si DTA. Pentru complexul
indiului, descompunerea termicd incepe la 190° C, cu pierderea moleculelor de apa printr-un proces
endoterm. Urmatoarele etape exoterme corespund degradarii oxidative a 5-hidroxiflavonei. Pentru toti
complecsii, produsul final al descompunerii termice este specia cea mai stabild, M2Os.

Tabel 11.25. Rezultatele analizei termice (in aer) pentru complecsii A, G, |

Interval de

Complex Etapa teErfrer(\:itc temlzgg)utura 42{%9 A(f(;i;lc

1 Endotermic 180-240 432 4,65

A 2 Endotermic* 352 - -

3 Exotermic 352-900 88,86 | 88,77

Reziduu (Al,O3) 6,82 6,58

s 1 \ Mixt | 250-900 87,46 | 88,01
Reziduu (Ga;0s) 1254 | 11,99

1 Endotermic 190-240 2,16 2,13

I 2 Exotermic 240-880 81,19 | 81,43
Reziduu (In203) 16,65 | 16,44

* topire
Calcule DFT

Metoda DFT/B3LYP/(LANL2DZ pentru ionul metalic) s-a dovedit a da rezultate bune pentru
predictia parametrilor geometrici ai complecsilor metalici in alte studii [51,52].
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Geometriile complet optimizate de complecsilor A, G, |, sunt prezentate in Fig.24. Sferele de
coordinare 1n jurul centrului metalic in complecsi implicd urmatorii atomi: 02, O3, 04, 05, 06, O7
(apartinand 5-hidroxiflavonei deprotonate). O atentie speciala a fost acordatd conformatiei ligandului in
complecsi, aspect relevant pentru proprietatile antioxidante, interactiunile cu biomacromolecule (de exemplu
intercalare intre perechile de baze azotate din structura ADN), sau potentialul redox al complecsilor metalici.
Rezultatele indicd o conformatie cvasi-planard a ligandului in complecsi, datoratd sistemului conjugat de
legaturi . Se explica astfel interactiunea puternica a compusilor cu ADN. Unghiurile de legatura O-M-O in
complecsi sunt ~ 90°, ceea ce indica o geometrie octaedrica a complecsilor. Valorile unghiurilor diedre in
jurul ionilor metalici din complesi sunt departate de 0° sau 180°, indicand faptul ca ionii metalici si atomii
de oxigen donori nu se afla in acelasi plan.

Fig.24. Structura optimizatd a complexului G 1in stare electronicd fundamentala la nivelul de teorie
B3LYP, folosind seturile de functii 6-31G(d) pentru atomii de H, C, O respectiv LANL2DZ pentru metal.

Studii de interactiune in vitro cu ADN
Spectroscopie UV-Vis

Mecanismul de interactiune a complecsilor A, G, | cu ADN-ul dublu catenar, a fost determinat prin
titrare spectrofotometrica a acestora in prezenta ADN extras din timus de vitel (CT-ADN). Dupa adaugarea
unor concentratii crescatoare de ADN, 1n spectrele UV ale celor trei complecsi, banda centratd la ~ 275 nm
prezintd un efect hipocrom semnificativ de ~ 50% (Fig.25.), ceea ce sugereaza legarea puternica de CT-
ADN, posibil prin intercalare [28]. Complexul A a fost testat in aceleasi conditii, dar rezultatele nu au putut
fi cuantificate (legarea de ADN este foarte puternica si chiar dupé addugarea unor concentratii mici de ADN,
absorbanta scade foarte mult, fiind urmata de o etapa de saturare).

In ceea ce priveste caracteristicile spectrale generale, se remarc un comportament omogen pentru

complecsii G si |. Sunt de asteptat, prin urmare, moduri de legare similare cu CT-ADN.
0.8

Absorbance

260 300 350 400
Wavelength [nm]

Fig.25. Spectrele de absorbtie pentru complexul G in absenta (linia punctatd) si in prezenta unor

concentratii crescatoare de CT-ADN; [complex] = 10 uM, [ADN] =0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 uM. Sageata
indica scaderea absorbantei, odata cu cresterea concentratiei de ADN
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Ecuatia | a fost utilizata pentru calculul constantelor de legare de ADN (Kj), prezentate in tabelul 11.26.

Tabel 11.26. Constantele de legare de CT-DNA pentru complecsii G si |

Kb 2
Compus (M) R
G 1,12x10% 0,9936
[ 2,17x10* 0,9977

Se observa ca valorile constantelor de legatura calculate pe baza ecuatiei | pentru cei doi complecsi
au acelasi ordin de marime cu 5-HOF (10%). Afinitatile de legare ale complecsilor in comparatie cu ligandul
variazd In ordinea: G < 5-HOF < |. De asemenea, se observa valorile apropiate ale constantelor de legare,
ceea ce indica pentru cei trei compusi un comportament omogen si probabil acelasi mecanism de interactie

cu ADN.
Spectroscopie de fluorescentd; studii de legare competitivi cu bromura de etidiu

O solutie de CT-ADN la care a fost adaugatd EB (2uM EB + 10uM DNA) a fost utilizat ca proba
spectrala. Complecsii au fost adagati in concentratii crescatoare, observandu-se dupa fiecare concentratie
efectul asupra emisiei fluorescente a complexului ADN-EB.

Constanta Stern-Volmer, Ky, a fost calculata conform ecuatiei I11 ca panta a dreptei de regresie
rezultate in urma reprezentarii grafice a Io/l (axa y) versus [Q] (axa x) (Tabel 11.27.). Spectrele de emisie ale
complexului EB - ADN 1n absenta si in prezenta unor concentratii crescatoare de ligand si complecsi sunt
prezentate n Fig.26. Curbele de stingere a fluorescentei indicd legarea complecsilor de CT-ADN-EB cu
afinitati mai mari decat ligandul, in ordinea: 5-HOF <1< G <A,

130
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Fig.26. Spectrele de fluorescenta ale complexului EB-ADN 1in absenta (linia rosie) si in prezenta
(liniile negre) unor concentratii crescatoare de complecsi A, G, I. Aex =500 nm, [EB] =2 uM,
[ADN] =10 puM, [compus] = 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 uM. Sagetile indica scaderea intensitatii

fluorescentei, odata cu cresterea concentratiei de compus.

Tabel 11.27. Valorile constantelor Stern-Volmer calculate in urma interactiei intre compusii testati si
complexul CT-ADN-EB

Complex Ksv R?
(M%)
A 1,55%10° 0,9968
G 1,14x10° 0,9957
[ 1,17x10° 0,9949
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Studii de interactiune cu albumina serici umana si transferina. Studii de stingere a intensitatii
fluorescentei resturilor Trp din structura proteinelor

Interactiunea complecsilor cu HSA si Tf a fost studiatd prin intermediul spectrelor de fluorescenta.
Intensitatea benzii largi de emisie scade dupa adaugarea compusilor testati in concentratii crescatoare. Se
observa un efect de stingere a fluorescentei de pana la 80% atat pentru HSA, cat si pentru Tf, ceea ce indica
o legare puternica a compusilor de cele doua proteine. Lungimea de unda de emisie maxima a Tf (~ 330 nm)
nu este deplasata pentru complecsii G si |, insd In cazul complexului A apare o mica deplasare batocroma
(~ 5 nm). Acest efect indica faptul ca micromediul in jurul restului Trp a fost perturbat, ca acesta este situat
ntr-un mediu mai putin hidrofob, devenind mai expus la moleculele solventului. Pe de alta parte, lungimea
de unda maxima de emisie a HSA prezinta o deplasare hipsocroma de pana la 6 nm pentru complecsii G si
I, dar nicio schimbare nu se observa pentru complexul A. Deplasarea hipsocroma indica faptul ca restul Trp
este situat intr-un mediu mai hidrofob, devenind mai putin expus la moleculele solventului.

Tn continuare au fost calculate constantele Stern-Volmer (Ks,), constantele bimoleculare de stingere a
fluorescentei (Kg), constantele de legare corespunzitoare complecsilor (Ka), numarul de situsuri de legare (n)
(Tabel 11.28,30.) pe baza ecuatiilor IV, V, VI si VII. Valorile variatiei entalpiei (AH), entropiei (AS), energiei
libere Gibbs (AG) (Tabel 11.29,31.) au fost calculate utilizand ecuatiile V111 si IX.

In cazul Tf, valorile calculate pentru n variaza cu temperatura si sunt diferite pentru complecsii A, G,
I. Astfel, la 25°C, A se leaga de Tf in raport molar de 1:1,45 (proteind : complex), G se leaga in raport de ~
1:0,85, iar | de 1:0,67. In cazul HSA, valorile Iui n sunt apropiate de 1, indicand un raport de legare
proteind:complex pentru toti complecsii testati de ~ 1:1.

Tabel 11.28. Constantele si numarul situsurilor de legare ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati

cuTf
Compus T(K) (I'f/ls_\ll) (M"<1(-15'1) (I\K/ﬁ) n
298 4,76x10" 1,94x10" 226x10° 145
A 308 1,00x10° 4,00x10" 324x10° 1726
318 1,50x10° 6,00x10" 9,42x10° 1,14
298 1,47x10° 5,88x10" 1,13x10" 0,85
G 308 1,42x10° 5,68x10" 6,08x10° 0,80
318 1,38x10° 5,52x10" 373x10° 075
298 1,39x10° 5,56x10" 157x10° 0,67
I 308 1,36x10° 5,44x10" 9,75x10° 0,65
318 1,28x10° 5,12x10" 6,44x10° 0,62

Tabel 11.29. Parametrii termodinamici ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati cu Tf

AH AS AG
Compus T(K) (kJ-mol") ('mol-K?) (kJ-mol")
298 41,70
A 308 125,47 -281,10 -38,89
318 -36,08
298 -23,76
G 308 43,59 68,84 -22,39
318 21,70
298 118,22
| 308 -35,04 56,45 17,65
318 -17,09
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Tabel 11.30. Constantele si numarul situsurilor de legare ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati

cu HSA
Compound T(K) (II\</IS_\1/) (Ml'<1(-15'1) (l\ljﬁ) n
298 375x10°  3,75x10°  4,98x10° 1,22
A 308 095x10°  095x10°  815x10° 1,27
318 057x10°  057x10°  1,82x10' 1,35
298 468x10°  4,68x10°  1,32x10° 092
G 308 384x10°  384x10°  4,17x10° 1,02
318 218x10°  2,18x10°  7,74x10° 1,07
298 6,75x10°  6,75x10°  7,03x10° 1,02
I 308 226x10°  2,26x10°  317x10° 1,17
318 1,13x10°  1,13x10°  721x10° 125

Tabel 11.31. Parametrii termodinamici ce caracterizeaza interactiunea compusilor testati cu HSA

AH AS AG
Compus T(K) (kJ-mol™) ('mol“K™) (kJ-mol'))
298 -38,06
A 308 50,84 298,31 41,04
318 44,02
298 -29,40
G 308 69,80 332,89 32,73
318 -36,06
298 -33,60
| 308 91,99 421,44 37,81
318 42,03

La 25° C, K, calculate scad in ordinea: A > G > | (pentru Tf), respectiv A > | > G (pentru HSA).

Valorile negative ale AG indica faptul ca procesele de legare ale compusilor testati cu HSA si Tf sunt
spontane. Mai mult, valorile negative calculate pentru AH si AS indica implicarea unor legaturi de hidrogen
si/sau forte van der Waals in interactiunea complecsilor cu transferina. Acest lucru nu este valabil in cazul
interactiunii cu HSA, unde am obtinut valori pozitive pentru AH si AS.

Datele din literatura indica o afinitate crescuta a complecsilor de AI(III), Ga(III) si In(IIT) pentru Tf.

Datele experimentale obtinute si prezentate in cele ce urmeaza, demonstreaza legarea mai puternica a
complecsilor G, | de HSA decét de Tf, contrar rezultatelor asteptate. Acest lucru se poate datora faptului ca
ligandul, 5-hidroxiflavona, prezintd un rol important in legarea complecsilor de proteine.

Modificari conformationale ale Tf induse de interactiunea cu compusii testati

Tn spectrele Tf la AA=60 nm, S-a observat ¢ Amax a tirozinei (~ 350 nm) nu se deplaseaza, in timp ce
maximul emisiei triptofanului (~ 340 nm) inregistreazd deplasari hipsocrome de pana la 10 nm dupa
adaugarea compusilor testati. Deplasarile cele mai pronuntate ale maximelor de emisie s-au inregistrat pentru
complexul A. Acest lucru indica prezenta unor modificari conformationale ale Tf n jurul resturilor de
triptofan, scaderea polaritatii in jurul acestei regiuni si cresterea caracterului hidrofob (restul Trp devine mai
putin expus la moleculele de solvent) [42].

Tn spectrele sincron ale HSA nu s-au observat deplasari considerabile ale maximelor de emisie dupa
adaugarea complecsilor A, G, I.
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Spectre de fluorescenti 3D

Pentru a urmdri In continuare modificérile conformationale ale proteinelor induse de prezenta
complecsilor, a fost utilizata tehnica spectroscopica de fluorescentd 3D. Modificarile conformationale ale Tf
si HSA pot fi monitorizate prin compararea spectrelor 3D ale proteinelor in absenta si in prezenta
complecsilor. Pentru ambele proteine, s-a observat scdderea semnificativd a intensitatii fluorescentei picului
b in prezenta combinatiilor complexe, ceea ce demonstreaza ca prezenta acestora a indus unele modificari
conformationale in structura lanturilor peptidice ale proteinelor, legate de micromediul hidrofob din jurul
resturilor Trp si Tyr.

Testarea preliminara a activitatii biologice a combinatiilor complexe sintetizate
Screening-ul toxicologic asupra crustaceului Daphnia magna Straus

Screening-ul toxicologic a fost efectuat asupra organismelor tinere de Daphnia magna Straus. 1n
urma testelor efectuate, a fost evidentiata toxicitatea redusa (sau chiar absentd) a complecsilor sintetizati la
concentratiile testate dupa 24, respectiv 48 ore dupa tratament. La 72 ore dupa tratament, atat combinatiile
complexe, cat si ligandul au prezentat toxicitate crescutd la concentratii mari, de 50 UM. Mentionam ca
testarea la concentratii mai mari a fost Impiedicatd de tendinta complecsilor de a precipita in sistemul
apa/DMSO utilizat. Rezultatele sunt prezentate in Fig.27.

@ 24h 5.HOF * 24h A
100 & 48h 100 = 48h
+ 72h +* 72h
8 K|
3 K
0 2 4 6 0 2 4 6
Conc (uM) Conc (uM)
100 @ 24h G 160 * 24h 1
#* 48h ® 48h
+ 72h # 72h
8 e
- &
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- 3
0. 0.
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Fig.27. Reprezentare grafica (Letalitate/% vs. Conc/iM) a toxicitatii 5-hidroxiflavonei si complecsilor
asupra crustaceului Daphnia magna la 24, 48, 72 ore dupa tratament

Screening-ul calitativ al actiunii antimicrobiene

In etapa de evaluare calitativa a activitatii antimicrobiene, au fost testate cele patru noi combinatii
complexe asupra unor tulpini bacteriene Gram-pozitive: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 si Enterococcus faecalis
ATCC 29212. Pentru aceasta, a fost utilizatd metoda disc-difuzimetrica Kirby-Bauer, pe mediu de agar
Muller-Hinton. Rezultatele indica insa faptul ca niciuna dintre combinatiile complexe nu prezinta activitate
antimicrobiand asupra tulpinilor bacteriene testate.

Evaluarea in vitro a citotoxicitatii complecsilor sintetizati

Pentru evaluarea citotoxicitatii compusilor, s-au utilizat doua linii de celule tumorale diferite: HT-29
(linie umana de celule de cancer de colon) si MCF-7 (linie umana de celule de cancer de san). Efectele
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ligandului si complecsilor A, G, | au fost investigate, iar viabilitatea celulelor este prezentata in Fig.28-30.
Pentru linia de celule HT-29, rezultatele sunt comparabile cu cele obtinute pentru cisplatina (Fig.29.).

Pentru testele pe celule MCF-7, au fost utilizate dilutii seriale 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, pornind
de la o solutie stoc de concentratie 200 UM pentru 5-HOF si complecsi, respectiv 20 UM pentru doxorubicina.
Rezultatele In cazul complecsilor indica lipsa activitatii citotoxice pe aceastd linie celulard. Testarea
ulterioara, pe diferite linii celulare, este necesara.
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Fig.28. Efectele citotoxice, exprimate ca % viabilitate ale 5-HOF si complecsilor A, G, | asupra liniei
celulare HT-29, in comparatie cu cisplatin (Cis-Pt)
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Fig.29. Reprezentare grafice ce ilustreaza activitatea (% viabilitate) compusilor testati in comparatie cu
cisplatina la 200 uM.
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Fig.30. Efectele citotoxice, exprimate ca % viabilitate ale 5-HOF si complecsilor A, G, | asupra liniei
celulare MCF-7, in comparatie cu doxorubicina (DOX)
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Evaluarea activitatii antivirale. Inhibarea integrazei HIV

Testarea reactiei de procesare a capatului 3° al ADN-ului viral catalizata de IN

Pentru aceasta, s-a folosit integraza HIV1 recombinanta purificata si un ADN dublu catenar sintetic
de 27 perechi de baze, continand secventele corespunzatoare LTR virale. Secventele de ADN dublu catenar
(LTR) au fost marcate fie cu un fluorofor donor - la capatul 5' (Alexa 488), fie cu un fluorofor acceptor - la
capatul 3' (Alexa 594), fie cu ambele, la capatul 5'si, respectiv, 3'. Fenomenul FRET are loc in cazul ultimei
LTR (marcata fluorescent la ambele capete), ca urmare a apropierii fluoroforilor. Astfel, emisia donorului
este stinsa, iar fluorescenta acceptorului creste (Fig.11.4.42-43.). Atunci cand IN elimina nucleotidele aflate
la capétul 3', impreuna cu acceptorul, transferul de energie este anulat si emisia fluorescentd a donorului

creste. Rezultatele sunt cuantificate ca diferenta in eficienta FRET, in prezenta integrazei (AE):

Io

Iy

X 100) + integrase

AE(%) = ( X 100) no integrase — (

0 0

unde lp= intensitatea fluorescentei donorului in absenta acceptorului, si | = intensitatea fluorescentei
donorului in prezenta acceptorului.

Experimentele au fost efectuate Tn prezenta unui control negativ si, respectiv, pozitiv. Compusul
L708,906 (Merck®) a fost utilizat drept control pozitiv, intrucat prezinta activitate de inhibare a integrazei

foarte pronuntata (96,69%) in conditiile testate [53].
Formula utilizata pentru calculul % inhibare a fost urméatoarea:
% inhlbal’e = 100 X (AEctrl» = AEcompus)/ AEctrl-

unde AE«q. = eficienta FRET pentru controlul negativ, AEcompus = eficienta FRET pentru compusul testat.
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Fig.31. Spectrele de emisie fluorescenta ale Fig.32. Spectrele de emisie fluorescenta ale
donorului (D), respectiv ale cuplului donor - donorului (D), respectiv ale cuplului donor -
acceptor (DA) in prezenta sau absenta integrazei acceptor (DA) in prezenta sau absenta integrazei
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CONCLUZII

Rezultatele originale prezentate in cadrul acestei lucrari sunt cuprinse in Capitolele 11.2., 11.3. si
11.4. ale partii experimentale. Acestea s-au concretizat prin sinteza si caracterizarea fizico-chimica a 11
combinatii complexe noi ale 5-hidroxiflavonei cu ioni metalici trivalenti. Complecsii chelati au fost obtinuti
din urmatoarele amestecuri de reactie:

o Ln% : 5-hidroxiflavona (raport molar 1:2), unde Ln® - Sm®, Eu®*, Gd*, Tb%"; codurile
atribuite sunt (1) — (4);

. Ln% : 5-hidroxiflavona : 1,10-fenantrolind (raport molar 1:1:1), unde Ln% - Sm3*, Eu®*,
Gd?®, Th®; codurile atribuite sunt So, Eo, Go, To;

. M3* : 5-hidroxiflavona (raport molar 1:3), unde M3 - AP¥*, Ga*, In®; codurile atribuite sunt
A G I

Tn vederea unei caracteriziri fizico-chimice complete a combinatiilor complexe obtinute au fost
utilizate diverse metode: analizd chimica elementald, analiza termogravimetrica, spectroscopie FT-IR, UV-
Vis, de fluorescentd, spectrometrie de masa si spectroscopie de rezonanta electronica de spin (RES) (pentru
complexul (1)). Au fost efectuate unele teste preliminare in vederea evaluarii activitatii biologice, incluzand:

o Testarea toxicitatii pe crustaceul Daphnia magna;

o Testarea actiunii antimicrobiene;

o Testarea citotoxicitatii pe liniile celulare HT-29 (cancer de colon) si MCF-7 (cancer de sén);
. Testarea activitatii de inhibare a integrazei HIV (actiunea antivirald).

Toti complecsii obtinuti sunt de tip chelat, unde 5-hidroxiflavona se comporta, in urma deprotonarii,
ca un ligand bidentat. lonul metalic este hexacoordinat, singura exceptie fiind complexul (1), unde ionul de
Sm(IIN) este pentacoordinat. Formulele propuse pe baza rezultatelor experimentale pentru toate cele 11
combinatii complexe au fost optimizate prin studii DFT. Astfel, complecsii prezintd geometrie octaedrica,
conferitd de Inconjurarea ionului metalic de moleculele ligandului/liganzilor si/sau a gruparilor —OH,
respectiv a moleculelor de H-O. Complecsii (2) — (4) prezinta structura de octaedru distorsionat, la fel ca si
complecsii micsti So, Eo, Go, To. Exceptie face complexul (1), pentacoordinat. Complecsii 5-
hidroxiflavonei cu AIF*, Ga**, In®* prezintd geometrie octaedrica, cu unghiuri de legaturd O-M-O de ~ 90°.
Rezultatele indica o conformatie cvasi-planara a ligandului/liganzilor in complecsi, datoratd sistemului
conjugat de legaturi 7. Se explica astfel interactiunea puternica a complecsilor cu ADN.

Interactiunea dintre complecsi si CT-ADN a fost explorata prin tehnici spectroscopice UV-Vis si
prin studii de legare competitiva cu bromura de etidiu. Constantele de legare (Kb) sunt pentru toti complecsii
de ordinul 10 Valorile obtinute pentru Ky variaza in urmatoarea ordine: (3) > (2) >A > (4)>1>G > Go >
5-HOF > Eo > So > To. Majoritatea complecsilor prezinta deci afinitate pentru CT-ADN mai mare decét
ligandul comun, 5-hidroxiflavona. Pe baza valorile obtinute pentru Ksy, mecanismul interactiunii compusilor
testati se presupune a fi de intercalare.

Studiile de legare de HSA si Tf au fost efectuate prin tehnici de titrare fluorescenta (studii de
stingere a fluorescentei, spectre sincron, spectre 3D). Constantele Stern-Volmer (Ks), constantele aparente
de asociere (K,) si parametrii termodinamici au fost calculati din rezultatele experimentelor de stingere a
fluorescentei la temperaturile: 299 K, 308 K si 318 K. Complecsii si ligandul interactioneaza cu transferina
si albumina serica umana cu afinitati de legare diferite, care variaza in ordinea: (2) > (4) > A> (1) > (3) > 5-
HOF>G>Eo>So0>Go>1>To (pentru Tf) siA>E0>To>5-HOF >So>(4)>(2)>Go>1> (1) >
(3) > G (HSA). Complexul Al(1I) cu 5-hidroxiflavona se remarcd prin afinitatea crescutad de legare atat
pentru CT-ADN, cét si pentru proteine.

Valorile constantelor de legare ale complecsilor (mai putin A) indica o afinitate optima a acestora
pentru proteinele serice. Astfel cd acestea indica o stabilitate suficient de mare a sistemului format de compusi
cu proteinele serice, dar in acelasi timp posibilitatea eliberarii substantelor la contactul cu celulele sau
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moleculele tint. Intrucat receptorii pentru transferind sunt upreglati la suprafata membranelor celulelor
tumorale, studiile in vitro de interactiune cu transferina aduc in atentie potentiala utilizare a acestor complecsi
in terapia antitumorald tintitd. Asadar, studiile de interactiune cu biomacromolecule (ADN, transferind si
albumind sericd umanad) sustin potentiala utilitate terapeutica a acestor complecsi.

Studiile de toxicitate acuti a complecsilor A, G, | pe crustaceul Daphnia magna au evidentiat
toxicitatea redusd a acestora.

Activitatea antimicrobiana a compusilor sintetizati a fost testata asupra unor tulpini bacteriene
Gram-pozitive (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 si Enterococcus faecalis ATCC 29212). Rezultatele nu au evidentiat o actiune
antibacteriand pe tulpinile testate pentru complecsii A, G, . Complecsii SO — To prezintd activitate
antimicrobiand moderata asupra tulpinilor bacteriene Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 si actiune buna asupra tulpinii Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Activitatea citotoxica a complecsilor A, G, I, So, Eo, Go, To si a liganzilor 5-hidroxiflavona si
1,10-fenantrolind a fost evaluata pe doua linii celulare: HT-29 si MCF-7. Rezultatele obtinute pentru A, G, |
sunt modeste, 1nsa rezultatele obtinute pentru seria de complecsi So, Eo, Go, To sunt bune si evidentiaza
potentiala actiune antitumorald a acetora. Sunt 1nsa necesare studii de citotoxicitate pe alte tipuri de linii
celulare.

Testele efectuate asupra reactiei de procesare a capétului 3° al ADN-ului viral catalizata de
integraza utilizand complecsii A, G, | si 5-hidroxiflavona au evidentiat o potentiala actiune antivirald a celor
patru compusi. Cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru ligand. Mentionez ca literatura citeaza un
numar mic de studii efectuate in privinta proprietatilor antivirale ale flavonoidelor si complecsilor acestora.
Acest aspect va fi investigat in continuare in cadrul unor studii viitoare, intrucat poate oferi noi directii de
cercetare, cu impact major in ceea ce priveste interesul stiintific.

In concluzie, complecsii prezinti potentiald actiune biologica, in aceastd privintd remarcandu-se
complecsii micsti ai lantanidelor cu 5-hidroxiflavona si 1,10-fenantrolind. Avand in vedere proprietatile
fluorescente ale complecsilor A, G, | si a seriei SO — To si afinitatea crescuta pentru ADN, se remarca
posibilitatea utilizarii acestora ca biosenzori de recunoasterea acizilor nucleici. Complecsii lantanidelor pot
fi utilizati in imagistica medicala pe baza proprietatilor paramagnetice ale ionilor metalici.

Mai mult, datoritd afinitatii optime pentru proteinele serice (transferind si albumina sericd umana),
complecsii obtinuti in cadrul tezei de doctorat pot fi utilizati pentru studiul biodistributiei si eficientei
terapeutice a unor sisteme de transport la tinta in terapia antitumorala.
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