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INTRODUCERE

Rezistenta bacteriana si tumorala la schemele clasice de tratament reprezinta o continua provocare
pentru medicina moderna. In acest context, repozitionarea medicamentelor poate reprezenta o strategie mai
eficientd; acest proces are la baza gasirea de noi utilizari terapeutice pentru medicamente deja existente, dar
care nu mai sunt utilizate in terapie din diferite motive precum: aparitia unor molecule cu un mecanism nou
de actiune, mai potente, aparitia rezistentei, efecte toxicologice etc.

Scopul tezei de doctorat a fost dezvoltarea de noi combinatii complexe cu atiune biologica, care sa
largeasca gama de compusi metalici cu potentiale aplicatii terapeutice. Ca liganzi au fost alesi trei
reprezentanti din clasa chinolonelor, o clasd importantd de chimioterapice cu o largd permeabilitate in
tesuturi si spectru larg de actiune, proprietati care le fac utile in tratarea infectiilor la diferite nivele. Larga
utilizare atrage dupa sine si aparitia rezistentei microbiene, magnitudinea procesului fiind direct
proportionala cu numarul de specii microbiene sensibile.
coordinare, 1n functie de natura cationului: gruparea carboxil din pozitia 3 si gruparea cetonica din pozitia
4 pentru cationii oxofili si atomii de azot ai inelului piperazinic din pozitia 7 pentru cationii cu afinitate
pentru atomii de azot. Numeroase combinatii complexe au fost sintetizate si studiate din punct de vedere al
capacitatii antimicrobiene, antitumorale si al interactiunilor cu macromolecula de ADN si cu proteinele
serice, prezentand activitati promitatoare. In unele cazuri, se poate observa o activitate antimicrobiani mai
intensd comparativ cu ligandul liber, inclusiv pe tulpini microbiene rezistente. Nici actiunea antitumorala
testata pe multiple linii celulare nu este de ignorat, toate aceste aspecte punand chinolonele pe lista de
candidati ideali pentru repozitionare.

Chinolonele utilizate ca liganzi pentru obtinerea combinatiilor complexe studiate in cadrul tezei de
doctorat sunt reprezentanti din generatia I, de uz uman (acidul nalidixic si acidul oxolinic), si o
fluorochinolona din generatia a II-a, de uz veterinar (difloxacina). Cationii selectati sunt ioni trivalenti ai
pamanturilor rare: Y¥, La*, Sm3*, Eu®" Gd*, Tb*, putin investigati pAnd in prezent in obtinerea de
combinatii complexe ale chinolonelor.

Teza de doctorat este compusé din doua pérti: Partea generala si cea a Contributiilor personale. La
cele doua parti principale ale tezei se adauga Introducerea, Bibliografia si Anexele, ce cuprind articolele
publicate din teza de doctorat.

In prima parte a tezei sunt descrise evolutia chinolonelor, elementele de farmacologie si
toxicologie, interactiunile medicamentoase, fenomenul de rezistentd, prezenta chinolonelor in mediul
inconjurator — un subiect de mare interes, precum si particularitatile complecsilor chinolonelor cu ioni ai
lantanidelor studiati pana in prezent. Cercetarea minutioasa a literaturii de specialitate in ceea ce priveste
actiunea biologica a chinolonelor a evidentiat doud alte actiuni care transforma chinolonele in candidati
propice pentru procesul de ~repozitionare”: actiunea antitumorala si cea imunomodulatoare.

Partea de contributii personale este structurata in patru capitole: obiectivele studiului si materiale
si metode, complecsi ai acidului nalidixic, complecsi ai acidului oxolinic, complecsi ai difloxacinei,
concluzii generale si contributii personale.

Au fost obtinuti 1n total 17 complecsi metalici noi, 9 ai acidului nalidixic, 6 ai acidului oxolinic si
doi ai difloxacinei. Fiecare clasa de complecsi metalici a fost tratata separat si caracterizata din punct de
vedere fizico-chimic prin analiza elementala, spectroscopie in domeniile UV-vizibil-NIR, IR si analiza
termica. In urma acestor analize a fost posibila atribuirea structurilor chimice probabile. Deoarece nu a fost
posibila obtinerea de monocristale, structurile propuse pentru complecsii obtinuti au fost confirmate prin
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calcule DFT (density-functional theory), atat prin generarea structurii corespunzatoare unei energii minime,
cat si prin generarea spectrelor in IR si compararea acestora cu cele obtinute experimental.

Urmatoarea etapa a constat in evaluarea actiunii biologice a compusilor obtinuti, care a cuprins
studii de citotoxicitate, studii asupra interactiunilor cu macromolecula de ADN si studii asupra interactiunii
cu proteinele serice precum albumina serica umana si apotransferina. Pentru studiile de citotoxicitate au
fost utilizate trei linii celulare: HUVEC (celule normale endoteliale din vena ombilicald umana), LoVo
(adenocarcinom colorectal) si MDA-MB 231 (adenocarcinom mamar). Studiile asupra interactiunilor cu
macromolecula de ADN au constat in evaluarea capacitatii de legare prin tehnici de spectroscopie in
domeniul UV-vizibil si in efectuarea studiilor de legare competitive cu bromura de etidiu, un cunoscut
intercalator al moleculei de ADN, prin inregistrarea spectrelor de emisie de fluorescenta. Fiecare
determinare a fost insotitd de calcularea constantelor caracteristice fiecarui tip de interactiune si anume, Ky
(constanta de legare), Ksv (constanta Stern-Volmer) si Kso (constanta de disociere).

Studiile asupra interactiunilor noilor combinatii complexe cu proteinele serice au inclus studii
privind efectul de diminuare a fluorescentei native a proteinelor si studii asupra modificérii conformatiei
acestora; toate acestea au fost realizate prin intermediul spectroscopiei de fluorescentd. Evaluarea
interactiunilor a fost realizata prin intermediul parametrilor caracteristici: K, (constanta de afinitate), Ksv
(constanta Stern-Volmer), Ky (constanta de diminuare a fluorescentei), Kq (constanta de disociere), fa
(fractia accesibila de fluorofor), n1 (numarul de situsuri de legare), n, (coeficientul Hill).

In ansamblu, compusii testati prezinti o activitate biologica satisfacitoare. Actiunea citotoxici
asupra liniilor celulare tumorale este una moderata, in unele cazuri apropiata de cea a substantei de referinta,
in timp ce citoxicitatea asupra liniei celulare normale aste inferioara cisplatinului. Interactiunile cu
macromolecula de ADN pot fi caracterizate ca fiind medii, cel mai probabil prin groove binding; modul de
legare intercalativ, desi sugerat de spectrele de fluorescenta, nu este sustinut de valorile constantei Ksy.
Interactiunile cu proteinele serice sunt suficient de puternice pentru a putea asigura un transport eficient al
complecsilor in sange, dar, in acelasi timp, suficient de labile incat s nu determine modificari
farmacocinetice sau farmacodinamice. Complecsii studiati prezintd o afinitate mai mare fatd de albumina
serica.



|.Parte generala
I.1. Notiuni generale despre chinolone

Chinolonele reprezintd o clasa de agenti antibacterieni sintetici cu spectru larg de actiune si o buna
biodisponibilitate [1], [2] caracteristici care le plaseaza pe lista candidatilor potriviti petru tratarea infectiilor
cu diferite localizari: cutanate, urinare, respiratorii, 0soase, gastrointestinale etc. [3]. Pentru a largi spectrul
antibacterian si pentru a Tmbunatati proprietatile farmacocinetice, la scheletul acidului nalidixic au fost
aduse numeroase modificari; cele aduse in pozitiile 5, 6, 7 si 8 au condus la imbunatatirea proprietatilor
farmacocinetice precum: timpi de injumadtatire prelungiti, penetrare tisularda imbunatatita, volum de
distributie marit si o biodisponibilitate superioara [4].

Chinolonele prezintd un mecanism de actiune bactericid ce rezultd din inhibarea transcrierii si replicarii
ADN-ului bacterian. In esenta, in micobacterii [5] si in majoritatea bacteriilor Gram-negative, chinolonele
actioneaza predominant prin Intreruperea activitatii topoizomerazei II, cunoscuta si sub denumirea de ADN-
giraza [6], in timp ce in bacteriile Gram-pozitive [7,8] topoizomeraza IV este tinta principala [9].

Familia de enzime ADN-topoizomeraza specifice celulei eucariote prezinta aceleasi functii: reglare a
replicdrii, transcriptia ADN-ului, reparare prin recombinare, decondensarea cromatinei [10]. Blocarea
activitatii acestor enzime se traduce prin obtinerea unui efect antitumoral; agenti atitumorali utilizati in
practica prezentand acest mecanism de actiune sunt etopozid, antraciclinele (doxorubicina, daunorubicina)
si mitoxantrona [11]. In ceea ce priveste efectul imunomodulator, a fost observati influenta chinolonelor
asupra proceselor de aderare bacteriand si colonizare a suprafetelor epiteliale, precum si asupra eliberarii
de produse bacteriene proinflamtorii [12,13].

I.2. Complecsi ai chinolonelor cu ioni ai lantanidelor

In majoritatea cazurilor chinolonele actioneaza ca liganzi bidentati, legandu-se la ionul metalic prin
unul din cei doi atomi de oxigen din gruparea carboxil si atomul de oxigen din gruparea 4-oxo (Figura 1.).
mai rar si In conditii de lucru speciale se intdmpla ca legarea sa aiba loc doar prin intermediul celor doi
atomi de oxigen din gruparea carboxil sau, depinzand de proprietatile ionului metalic (spre exemplu, ionul
de argint), prin unul sau ambii atomi de azot ai inelului piperazinic [8], [14], [15,16].
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Figura 1. Atomii donori n structura generala a fluorochinolonelor [17].

Chelatii chinolonelor cu ioni lantanidici trivalenti (Ln®*) au devenit de interes pentru cercetdtori dupa
ce au fost observate o serie de efecte fiziologice Tn urma Tnlocuirii ionului de Ca?* de catre cel de La®* in
diferite situsuri fiziologice [18]. De asemenea, dezvoltarea agentilor de contrast pentru RMN pe baza de
chelati ai gadoliniului (I1T) [19-21] si observarea abilitatii complecsilor luminiscenti ai Tb*" si Eu® de a se



lega de ’situsul pentru medicamente II” al albuminei [22] au determinat explorarea proprietatilor chelatoare
si luminiscente ale complecsilor.

Chelatarea este cea mai stabild si cea mai importanta modalitate de formare a complecsilor pentru
ionii lantanidelor. Numerele de coordinare variaza in general intre 6 si 12; pentru molecule biologice,
totusi, cele mai intalnite sunt 8 si 9. Acesti chelati prezinta o serie de proprietati Spectroscopice propice
analizei: benzi de emisie inguste si bine structurate, diferente mari intre lungimile de unda de absorbtie si
cele de emisie (deplasari Stokes), timp de viata lungi ai starilor excitate [23,24]. Toate caracteristicile
Mentionate determind o buna sensibilitate si selectivitate.



Il. Contributii personale
11.1 Obiectivele studiului. Materiale si metode utilizate

11.1.1. Obiectivele studiului

Data fiind tema acestei lucrari, scopul a fost obtinerea de noi complecsi ai unor chinolone cu utilizari
limitate Tn prezent, acidului nalidixic, acidului oxolinic si difloxacina, si testarea activititii biologice a
acestora. Cercetdrile personale efectuate in cadrul acestei teze de doctorat au avut urmétoarele obiective:
sinteza de combinatii complexe ale unor cationi ai metalelor tranzitionale Y3*, La*, Sm3*, Eu®*, Gd®", Th**
cu acidul nalidixic, acidul oxolinic si difloxacina, caracterizarea structurala a acestora prin analiza chimica
alementala, spectroscopie in domeniile UV-vizibil-NIR si IR, analiza termogravimetrica, spectrometrie de
masa si studii DFT (density functional theory), testarea preliminara a activitatii citotoxice a complecsilor
obtinuti si testarea interactiunii complecsilor cu macromolecula de ADN si cu proteinele serice albumina
serica umana (HSA) si apotransferina (apo-Tf).

11.1.2. Materiale si metode
11.1.2.1. Materiale utilizate

Totii reactivii si solventii au fost de puritate analitica si au fost utilizati fara aplicarea altor metode de
purificare. Acidul oxolinic, acidul nalidixic, clorhidratul de difloxacina, sarurile metalice YCls-6H,0,
LaCls, EuCls-6H,0, GdCls-6H,0, SmCl3-6H,0, ThCls:6H-0, transferina umana, albumina serica umana si
ADN-ul dublu catenar obtinut din timus de vitel (CT-ADN) au fost achizitionate de la Sigma Aldrich
Chemical Co. (Schnelldorf, Germany). Toate celelalte substante chimice si solventi sunt disponibile
comercial, si au fost utilizate fara purificare suplimentard. Urmatoarele abrevieri au fost utilizate pentru
descrierea benzilor in spectrele IR: w = weak (intensitate slaba), m = medium (intensitate medie), s = strong
(intensitate puternica), b= broad (banda larga).

I1.1.2.2. Metode de sinteza si purificare
11.1.2.2.1. Obtinerea combinatiilor complexe ale acidului nalidixic

Sinteza generala a presupus urmatorii pasi:

e acidul nalidixic se aduce Tntr-un balon cu fund rotund, impreuna cu 0 cantitate corespunzatoare de
NaOH solid, peste care se adaugd apa distilata; amestecul este incalzit la reflux, sub agitare
magnetica, aproximativ 30 min., pana la dizolvarea completa a acidului nalidixic;

e solutia fierbinte se adauga treptat, picatura cu picaturd peste cantitatea necesard de sare metalica
pentru obtinerea de complecsi in raport molar 1:2 si 1:3; Tn cadrul acestei etape, pH-ul amestecului
este constant verificat si ajustat la valoarea 5, utilizand solutii proaspat preparate de HCI 0.5 M sau
NaOH 1M, dupa caz; la final, pH-ul amestecului de reactie este adus la valoarea 7, utilizand aceleasi
solutii;

e amestecul este mentinut la reflux aproximativ 4.5 ore, timp in care se observa formarea unor
precipitate albe, gelatinoase;



e dupa racire, continutul balonului se aduce ntr-un pahar Berzelius, iar peste el se adauga 50 mL
acetona cu scopul obtinerii de precipitate cristaline; amestecul este pastrat la frigider aproximativ
15 h;

e adoua zi este adus la temperatura camerei si filtrat prin creuzet filtrant, sub vacuum; precipitatele
se spala de 3 ori, alternativ cu cate 5 mL apa si 5 mL acetona si se usuca In exsicator.

11.1.2.2.2. Obtinerea combinatiilor complexe ale acidului oxolinic

Pentru obtinerea combinatiilor complexe, au fost parcursi urmatorii pasi:

e acidul oxolinic este dizolvat in solutie NaOH 1M, sub continua agitare si usoara incalzire, pentru
obtinerea sarii de sodiu a acestuia; apa este evaporata prin Incilzire, izoland sarea in forma solida;

e peste aceasta se adaugd clorurd metalica solida si apa distilatd; aceasta ctapd a sintezei este
executata la sintetizatorul cu microunde (aparatul utilizat: sintetizator marca Biotage, Suedia) unde
amestecul a fost mentinut timp de 30 de minute, la 165°C, sub agitare continua;

e se obtin precipitate galbui care se filtreaza, apoi se spala cu apa distilata (3 x 10 mL) si se lasd la
uscat Tn exsicator.

11.1.2.2.3. Obtinerea combinatiilor complexe ale difloxacinei

Sinteza complecsilor a presupus urmatorii pasi:

o difloxacina clorhidrat se aduce intr-un balon cu fund rotund, impreuna cu hidroxidul de sodiu solid,
peste care se adauga apa distilata;

e amestecul este incalzit la reflux, pe baie de apa, la aproximativ 70-75°C, sub agitare magnetica,
pana la dizolvarea completa a difloxacinei si obtinerea unei solutii limpezi, galbene;

e solutia fierbinte se adauga treptat, picatura cu picatura peste cantitatea necesara de clorura metalica,
n cadrul acestei etape, pH-ul amestecului este constant verificat si ajustat la valoarea 6, utilizand
solutii proaspat preparate de HCI 0.5 M sau NaOH 1M, dupa caz; la final, pH-ul amestecului de
reactie este adus la valoarea 7, utilizand aceleasi solutii;

e amestecul este mentinut la reflux aproximativ 4.5 ore, pe baie de apa la aproximativ 80-85°C, timp
in care se observa formarea unor precipitate alb -galbui;

e dupa racire, continutul balonului este adus intr-un pahar Berzelius, lasat peste noapte la frigider si
filtrat a doua zi prin hartie de filtru; precipitatele sunt spalate de trei ori cu cate 5 mL apa, alternativ
cu 5 mL acetona.

11.1.2.3. Caracterizarea fizico-chimica a complecsilor

Analiza elementald a compusilor obtinuti a fost efectuatd pentru elementele C, H si N, utilizand
aparatul PE 2400 (Perkin Elmer).

Spectrele in domeniul UV-vizibil-NIR au fost inregistrate prin metoda reflectantei difuze, pe
domeniul 200- 2000 nm, utilizand probe solide si spectralon ca proba de referintd, la spectrofotometrul V-
670 (Jasco).

Spectrele in domeniul infrarosu (IR) au fost inregistrate pe probe solide, utilizdnd aparatul FT-IR
VERTEX 70 (Bruker) prevazut cu accesoriu ATR cu cristal de diamant.



Comportamentul termic (TG si DTA) a fost analizat utilizdnd instrumentul Labsys 1200 Setaram,
pe probe cu o masda medie de 12 mg introduse in creuzete de alumind, in intervalul de temepratura 20-
1000°C, cu o rata de incalzire de 10°C/min; masuratorile au fost executate intr-o atmosfera de aer sintetic
cu un debit de 16.66 cm*/min.

Pentru spectrometria de masa de inalta rezolutie (HRMS), complecsii au fost dizolvati in DMSO,
iar probele diluate cu metanol in raport 1:10 (V:V) au fost injectate in analizorul LTQ-Orbitrap Velos Pro
cu interfata nanoESI. Datele au fost achizitionate manual si prelucrate utilizand soft-ul LTQ Tune v2.7.

11.1.2.4. Calcule DFT (density functional theory)

Utilizand soft-ul Gaussian 09 (versiunea A.02) [25] si functia B3LYP DFT a fost posibila obtinerea
structurilor optimizare ale combinatiilor complexe Sm oxo, Sm(nal) si Eu(dflx).. Potentialul de nucleu
ECP52MWB a fost utilizat pentru cation si setul de baza 6-31G(d,p) pentru atomii de H, C si O.
Multiplicitatea dubletelor de spin si metoda campului auto-sustinut (self-consistent field (SCF)) au fost
utilizate pentru obtinerea geometriilor opitimizate corespunzatoare unui potential minim al energiei de
suprafatd. Nu au fost impuse restrictii de simetrie la prelucrarea geometriilor optimizate, iar absenta
frecventelor imaginare a fost verificatd in analiza vibrationald pentru a confirma ca fiecare structura
corespunde unui minim adevarat. Soft-urile Gauss View 6.0.16 [26] si Mercury 4.0 [27] au fost utilizate
pentru vizualizarea datelor si, respectiv, pentru captura imaginilor.

I1.1.2.5. Studii asupra actiunii biologice
11.1.2.5.1. Citotoxicitate

Studiul de citotoxicitate are la bazd capacitatea celulelor metabolic active de a reduce substanta
MTS, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol, sare interna), 0
sare tetrazolica de culoare galbena, la formazan, substanta coloratd si solubild in mediul de cultura;
concentratia de formazan poate fi cuantificata spectrofotometric. Celulele au fost tratate timp de 24 h,
respectiv, 48 h cu solutii ale complecsilor de concentratie 200, 100, 50, 25, 12.5, respectiv 6.25 puM.
Concentratia formei reduse a MTS a fost evaluatd spectrofotometric la lungimea de unda A = 492 nm.
Testele au fost efectuate pe 3 linii celulare si anume: HUVEC (celule normale endoteliale din vena
ombilicala umana), LoVo (adenocarcinom de colon) si MDA-MB 231 (adenocarcinom mamar). Datele sunt
exprimate ca viabilitate celulard prin compararea cu celulele netratate, considerate 100% viabile, utilizand
urmatoarea formula de calcul:

X 100 Ec. (1)

N . A celule tratate — A mediu de cultura
viabilitate celulard (%) = - -
A celule netratate — A mediu de cultura

unde A= absorbanta.

A fost utilizat si procentul de citotoxicitate celulara conform formulei:

Citotoxicitate celulara (%) = 100- viabilitate celulara (%).

Determinarile au fost realizate in triplicat (n=3), iar rezultatele au fost exprimate ca valoare medie
+ deviatie standard (SD). Analiza statistica a fost realizatd prin metoda ANOVA si testul Tukey; o valoare
a parametrului p < 0.05 a fost consideratd semnificativa statistic. In paralel, a fost evaluata citoxicitatea
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DMSO in aceleasi conditii experimentale; nu a fost observata toxicitate celulara la concentratii mai mici de
1%.

Liniile celulare utilizate sunt MDA-MB 231 (adenocarcinoma mamar) si LoVo (adenocarcinom
colorectal), iar efectele observate pentru complecsii testati au fost comparate cu cele ale adriamicinei
(ADR), respectiv cisplatin (Cis-Pt).

Toate testele au fost derulate utilizand pléci de microtitrare cu 96 de cuve cu fundul plat (Falcon),
kit-ul de proliferare celulara CellTiter 96 Aqueous One Solution (Promega). Concentratia de formazan a
fost evaluata spectrofotometric utilizind aparatul Tecan GENios.

11.1.2.5.2. Interactiunea cu molecula de ADN
11.1.2.5.2.1. Investigarea interactiunii cu ADN prin spectrometrie in domeniul UV-vizibil

Studiile asupra interactiunii complecsilor cu molecula de ADN au fost realizate prin inregistrarea
spectrelor de absorbtie in domeniul UV-Vis ale probelor ce contin compus de interes si cantitdti crescatoare
de solutie stoc de ADN. Probele au fost preparate utilizand solutia tampon Tris-HCI ca solvent (5 mM Tris-
HCI/ 50 mM NaCl cu pH ajustat la 7.4 utilizand o solutie de 0.1 M HCI). Concentratia solutiei stoc de ADN
a fost determinata prin masurarea absorbantei la lungimea de unda de 260 nm si utilizand valoarea de 6600
M cm™ pentru coeficientul molar de extinctie. Determinarea incarcaturii proteice a solutiei stoc de ADN
a fost posibild prin calcularea raportului absorbantelor solutiei la lungimile de undd 260 nm si 280nm;
raportul avand o valoare de 1.8 se incadreaza in intervalul optim de 1.8- 2.0 corespunzitor unei incarcaturi
proteice minime [28]. Aceste studii au fost derulate utilizand spectrofotometrul Jasco V650, in cuve de
cuart cu drumul optic de 1 cm, la temperatura camerei.

Ecuatia (2) a fost utilizata pentru calcularea constantei de legare (Kb):
[ADN] [ADN] 1 Ec. (2)

€ —& & — & Kp(ep — &)

unde [ADN] reprezinta concentratia de ADN din proba, exprimata in nucleobaze, &, ¢, €f, coeficientii de
absorbtie aparenta, coeficientul de extinctie pentru complexul in forma total legata si, respectiv, coeficientul
de extinctie pentru complexul n forma libera, iar Ky este constanta de legare intrinsecd; aceasta poate fi
determinata ca raportul dintre panta dreptei ecuatiei (1/(ep - €f)) si intersectia cu axa ordonata (1/Ko(ep - €f))
[29].

1.2.5.2.2. Teste de legare competitiva cu bromura de etidiu (EB) prin Tnregistrarea spectrelor de emisie de
fluorescenta

Testele de legare competitiva au fost realizate utilizand fluorimetrul Jasco FP 6500, la temperatura
camerei, in cuve de cuart cu drumul optic de 1 cm. Spectrele de fluorecenta au fost inregistrate pe probe cu
volumul de 1.6 mL contindnd 10 uM CT-ADN si 2 uM EB in absenta, respectiv prezenta cantitatilor
crescatoare (0 - 40 UM cu un increment de 5 pM) de complecsi, dupa o perioada de incubatie de 10 min. la
temperatura camerei, sub continud agitare si ferit de lumina. Lungimea de unda de excitatie utilizata a fost
500 nm, iar spectrul a fost inregistrat pe domeniul 520 - 800 nm.

Datele pot fi interpretate utilizand ecuatia clasica Stern-Volmer (Ec. (3)) [30]:
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F
FO =1+ Kgv - [Q] Ec. (3)

unde Fo si F sunt intensitatile fluorescentelor probelor de EB-ADN in absenta, respectiv prezenta
compusilor de testat si [Q] este concentratia compugilor; Ksy este constanta Stern-Volmer si poate fi
calculata ca panta dreptei din graficul Fo/F vs. [Q].

Constanta Kso corespunzitoare concentratiei de compus pentru un procent de legare de 50% a putut
fi calculata utilizand functia Hill modificata (Ec. (4)); aceasta permite inldturarea efectului pe care DMSO
7l are asupra fluorescentei. Rerezentarea grafica a datelor a fost posibild utilizand softul Origin®;

(Az —Ag) Xx"
Kso" + xM

unde y este raportul intensitatilor fluorescentei (F/Fo) si x este concentratia de complex, A; este valoarea
minima dintre valorile y obtinute, A, este valoarea maxima dintre valorile obtinute pentru y, Kso este
concentratia corespunzatoare unui procent de legare de 50% si n este coeficientul Hill [31].

1.2.5.3. Interactiunea cu proteinele serice
1.2.5.3.1. Mecanismul de scadere a fluorescentei native a proteinelor

Spectrele de fluorescentd ale albuminei serice (HSA) si apo-transferinei (apo-Tf) au fost
inregistrate cu spectrofluorimetrul Jasco FP 6500, in cuve de cuart cu drumul optic de 1 cm. 2.5 mL de
proba continand 2.5 pM HSA sau 1 puM apo-TfT, au fost titrati prin addugarea succesiva a cate 5 pL solutie
compus de testat, corespunzator unui increment de 1 pM, 1n intervalul 0-8 uM. Probele au fost mentinute
3 min. sub agitare continua si apoi au fost Inregistrate spectrele corespunzatoare in intervalul 300-500 nm
la lungimea de unda de excitatie de 280 nm (HSA), respectiv 305-500 nm si 295 nm (apo-Tf). Probele au
fost obtinute utilizand ca solvent solutia tampon Tris-HCI cu un pH=7.4 (5 mM Tris-HCI/ 50 mM NaCl
pentru HSA, respectiv 5 mM Tris-HCI/ 50 mM NaCl/ 25 mM NaHCOs pentru apo-Tf). Ecuatia Stern-
Volmer modificata a fost utilizata pentru calcularea constantei cu acelasi nume:

Fpb 1 N 1 Ec. (5)
FO —F fa KSV[Q] fa

unde Fosi F sunt intensitatile fluorescentei inregistrate in absenta, respectiv prezenta compusilor testati, fa

este fractia de fluorofor accesibild compusului, [Q] este concentratia compusului si Ksv (M) este constanta
Stern-Volmer; din reprezentarea grafica a raportului Fo/(Fo-F) vs. 1/[Q], Ksvsi fapot fi calculate drept panta,
respectiv intersectia cu axa ordonata.

Ksv = KqTo Ec. (6)

unde Kq (M s) este constanta bimoleculara a ratei de scadere a fluorescentei si 1o este timpul de viata al
fluoroforului in absenta compusului studiat [32,33]. Valoarea K, este utila pentru evaluarea mecanismului
ce std la baza fenomenului de diminuare a fluorescentei ca fiind static sau dinamic [28].

Constanta de afinitate (Ka) si numarul de situsuri de legare (n1) au fost calculate utilizand
urmatoarea ecuatie:

Fo—F Ec. (7
OF = IgK, +nlgQ O

Ig
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Pentru calcularea constantei de disociere, Kq, urmatoarea ecuatie poate fi utilizata:

Fo—F _ [Ple+[Q] +Kq— V([P]e + [Q] + Ko)* — 4[P1:[Q] Ec. (8)
Fo - Fb B Z[P]t |

unde F si Foreprezinta intensitatile fluorescentelor proteinelor obtinute in prezenta, respectiv absenta
compusilor de interes, Fy, este fluorescenta compusului n totalitate legat de proteina, [P]: este concentratia
totala a proteinei si [Q] este concentratia adaugata de compus. Pentru cuantificarea afinitatii de legare,
fiecare izoterma de legare a fost reprezentata grafic ca raport al proteinei legate si libera (F/Fo) 1n functie
de concentratia totala a compusului In solutie; apoi izotermele au fost potrivite functiei nonliniare de

regresie:
n

i Fi1+ (F2 —F1) 7 S Ec. (9)
Fo Ka +[Q]"

unde n este coeficientul Hill (ny), iar F2 si F1 sunt asimptotele verticala, respectiv orizontala. Parametrul Kg
din ec. (9) este derivat din functia cvadratica de legare (eq. (8)) [31]. Datele au fost obtinute in triplicat si
exprimate ca medie + deviatie standard (SD). Toate functiile de procesare a datelor au fost definite si
dezvoltate utilizand softul OriginPro 2018.

1.2.5.3.2. Studii asupra modificarilor conformationale ale proteinelor datorate interactiunii cu complecsii
testati

Aceste studii au presupus inregistrarea spectrelor sincron de fluorescenta ale celor doud proteine in
absenta, respectiv prezenta compusilor studiati; au fost utilizate aceleasi probe ca in experimentul descris
anterior, dar utilizand AAL = 60 nm si AL = 15 nm, respectiv, in intervalul 250 - 400 nm.
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11.2. Complecsi ai acidului nalidixic

Au fost sintetizate si caracterizate 5 combinatii complexe noi in raport molar 1:2 ale ligandului acid
nalidixic cu ionii La**, Sm®", Eu®*, Gd**, Th*" si 4 combinatii complexe in raport molar 1:3 cu ionii La%",
Eu**, Gd* si Tb%. Compusii sunt de tip chelat si corespund formulelor generale
[M(nal)2(OH)(H20)]-nH,0 (n=2 pentru La**, n=3 pentru Sm*", Eu®*, Gd*", n=1.5 pentru Tb*"), respectiv
[La(nal)3(H20).]-nH.O (n=6 pentru La*, n=2.5 pentru Eu®*, n= 1.5 pentru Gd*" si Tb*"). Formulele
chimice si structura probabilda au fost propuse Tn urma efectudrii mai multor analize: elementala,
termogravimetrica si spectroscopie in domeniile UV-viz-NIR si IR. Geometria de coordinare a fost
confirmata prin studii DFT. In urma acestor studii, in cazul combinatiilor complexe 1:2 a fost propusi o
geometrie octaedrica, ionul metalic fiind inconjurat de doud molecule deprotonate de ligand (legate de
acesta prin atomii de oxigen), o molecula de apa si o grupare hidroxid. In cazul complecsilor obtinuti in
raport molar 1:3, numarul de coordinare al ionului metalic este 8, acesta fiind Tnconjurate de trei molecule
deprotonate de ligand si doud molecule de apa.

A. B. HBCﬁ

N N CH,
N
o] OH | |
o] /
= 0] |
[s] o
[ ] e
HsC N N |

Figura 2. Structura chimica a: A. acidului nalidixic, B. complecsii acidului nalidixic n raport molar 1:2,
C. complecsii acidului nalidixic in raport molar 1:3.
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Tabel 1. Procentele de C, H si N obtinute in urma analizei elementale a complecsilor acidului nalidixic
n raport 1:2, respectiv 1:3.

C (%) H (%) N (%)
COMPUS
Teoretic Practic Teoretic Practic Teoretic  Practic

[La(nal)2(OH)(H20)]-2H20 42.87 42.35 4.35 4.45 8.33 8.09
La(nal): M = 672.41 g/mol

[Sm(nal)2(OH)(H20)]-3H20 41.07 40.65 4.45 4.28 7.98 7.51
Sm(nal)z M = 701.88 g/mol

[Eu(nal)2(OH)(H20)]-3H20 40.98 40.47 4.44 451 7.96 7.45
Eu(nal)2 M = 703.49 g/mol

[Gd(nal)2(OH)(H20)]-3H20 40.67 41.07 4.41 4.69 7.90 7.21
Gd(nal)2 M =708.77 g/mol

[Tb(L)2(OH)(H20)]-1.5H20 42.18 42,78 413 4.78 7.20 7.57
Tb(nal): M =683.43 g/mol

[La(nal)3(H20)2]-6H20 44.27 44.97 5.06 5.15 8.60 8.41
La(nal)s M =976.71 g/mol

[Eu(nal)3(H20)2]-2.5H20 46.66 47.08 4.57 4.55 9.07 9.48

Eu(nal)s M = 926.71 g/mol

[Gd(nal)s(H20)2]-1.5H20 48.75 48.24 4.20 451 9.48 9.32
Gd(nal)s M = 886.96 g/mol

[Tb(nal)3(H20)2]-1.5H20 48.66 48.57 4.20 4.68 9.46 9.73

Tb(nal): M =888.64 g/mol

Tabel 2. Benzile observate in domeniul IR pentru acidul nalidixic, sarea de sodiu si complecsii acestuia

Compus vC=0 vC=0 vO-C-O vO-C-O A vM-O
carboxilic  piridonic as S
Nal 1707 1613 - - - -
Nal'Na* - 1578 1632 1438 140 -
La(nal)z - 1570 1618 1443 127 578 ,492
477 410
Sm(nal)2 - 1569 1616 1443 126 599 559
492 409
Eu(nal)2 - 1567 1615 1442 125 599 559
492 409
Gd(nal)2 - 1567 1614 1441 126 558 408
Th(nal): - 1568 1615 1442 126 602 559
469
La(nal)s - 1562 1615 1442 120 558 425
Eu(nal)s - 1563 1616 1442 121 463 433
402
Gd(nal)s - 1559 1615 1439 120 599 558
405
Th(nal)s - 1559 1614 1439 120 590 558
403
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Actiunea citotoxica a noilor combinatii complexe a fost studiata pe trei linii celulare: HUVEC, LoVo
si MDA-MB 231. Complecsii de tipul M(nal), si M(nal)s prezinta o activitate satisfacatoare pe ambele linii
celulare, unii complecsi fiind caracterizati de un indice I1Cso superior substantei de referinta, cisplatin, pe
linia celulard LoVo. Seria 1:3 oferd doi reprezentanti mai activi decét cisplatinul, iar toti compusii din
aceasti serie sunt mai activi decat omologii din seria 1:2. In cazul liniei celulare MDA-MB 231 complecsii
din seria 1:2 sunt mai acitivi decat omologii 1:3. Efectul toxic asupra liniei de celule normale, HUVEC,
este mai slab comparativ cu cel observat asupra celor dou linii celulare tumorale. In ansamblu, se poate
evidentia un potential citotoxic pentru acesti complecsi dar este necesara testarea si pe alte linii celulare.

Tabel 3. Indicele ICsp calculat pentru acidul nalidixic si complecsii acestuia.

Compus 1Cs0 (uM)

LoVo MDA-MB 231 HUVEC
Ac nalidixic > 100 43.59 +14.11 > 200
La(nal)2 > 200 50.69 £ 6.71 > 100
Sm(nal)2 70.89 £ 7.86 > 100 > 200
Eu(nal): 9224 £1.79 30.45+2.38 > 100
Gd(nal)2 68.88 £ 0,03 83.91+21.14 > 100
Th(nal)2 31.41£0.96 > 100 > 100
La(nal)s 40.98 + 3.42 > 200 > 100
Eu(nal)s 71.94 +17.58 75.99 £22.24 > 100
Gd(nal)s 32.95+1.39 > 100 > 100
Th(nal)z > 200 44.08 £4.70 > 100
Cis-Pt 40.15+13.94 - 28.46 £ 6.28
ADR - 7.85+0.70

In ceea ce priveste capacitatea de legare si, respectiv, de intercalare a macromoleculei de ADN,
acestea au fost studiate prin spectroscopie in UV-vizibil si spectroscopie de fluorescenta, complecsii
prezentand valori medii (10°, respectiv 10°) ale constantelor ce caracterizeaza aceste procese (Kb, respectiv
Ksv); valorile sunt mai mici ca ale unor agenti intercalanti clasici, totusi, fenomenul este confirmat de
spectrele de fluorescentd inregistrate. In cazul complecsilor din seria 1:3, constantele Ksv si Ky scad n
aceeasi ordine dealungul seriei. Interactiunile cu proteinele serice au fost investigate prin tehnici de titrare
fluorescenta, prin urmarirea fenomenului de diminuare a fluorescentei si inregistrarea de spectre sincron 15
si 60. Datele sugereazd o afinitate ridicatd pentru acestea, prezentadnd valori ridicate ale constantelor;
complecsii prezinta o afinitate mai crescuta pentru HSA decét pentru apo-Tf, mecanismul de atenuare a
fluorescentei fiind unul static. Valorile obtinute pentru constanta Kq nu sunt suficient de mari pentru a cauza
retentie semnificativa a complecsilor 1n tesuturi, ceea ce ar avea repercursiuni negative asupra cineticii si
eficacitatii lor.

Tn concluzie, noile combinatii complexe prezinti un potential biologic.
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Figura 3. Spectrele de fluorescenta ale sistemului EB — ADN in absenta, respectiv prezenta cantitatilor crescatoare

de compusi. dex = 500 nm, [EB] =2 uM, [ADN] = 10 uM, [compus] =0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 uM. Sagetile
indicd modul de descrestere al intensitatii fluorescentei odata cu cresterea cantitdtilor de compus adaugate.
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Figura 4. Variatia intensitatii fluorescentei proteinelor studiate (HSA si apo-Tf) la addugarea de cantitati crescatoare
de compus studiat. [apo-Tf] =1 uM, [HSA] =2.5 uM, [compus] =0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 uM. Sagetile negre indica
modul de descrestere a ariilor maximelor cu cresterea concentratiei de complex.
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11.3. Complecsi ai acidului oxolinic

Au fost sintetizati si caracterizati 6 complecsi noi in raport molar 1:2 ai ligandului acid oxolinic cu
ionii Y®" La*, Sm3*, Eu®*, Gd*si Th*". Compusii sunt de tip chelat si corespund formulelor generale
[M(0x0)2(OH)(H20)]-nH20 (n=0 pentru Y3* La* si Eu*, n=1 pentru Sm®* si 0.5 pentru Gd®* si Tb®*).
Structura probabild a acestora a fost atribuitd in urma efectudrii mai multor analize: elementala,
termogravimetrica si determinari spectroscopice in domeniile UV-viz-NIR si IR. Geometriile propuse au
fost confirmate prin studii DFT. In urma acestor studii se poate afirma ca aceste noi combinatii complexe
prezintd o geometrie octaedrica distrosionatd, ionul metalic fiind inconjurat de doud molecule deprotonate
de ligand, legate de acesta prin atomii de oxigen, o molecula de apa si o grupare hidroxid.

W

N
(0] (0] I O>
QO
0 O
< | OH o l)
H O%W—OH
z (o] 0]

A. B. HsC

0 o
w S0

Figura 5. Structura chimica a: A. acidului oxolinic, B. complecsilor acidului oxolinic.

Tabel 4. Procentele de C, H si N obtinute in urma analizei elementale a complecsilor acidului oxolinic.

C (%) H (%) N (%)
COMPUS Teoretic Practic Teoretic Practic Teoretic Practic
[Y (0x0)2(OH)(H20)] 48.46 48.97 3.60 3.53 4.35 3.89
Y oxo M = 644.37 g/mol
[La(ox0)2(OH)(H20)] 44.97 44,95 3.34 3.08 4.03 4.16
La oxo M = 694.37 g/mol
[Sm(ox0)2(OH)(H20)] H20 43.14 41.13 3.48 3.19 3.87 4.47
Sm oxo M =723.84 g/mol
[Eu(ox0)2(OH)(H20)] 4414 43.91 3.28 2.92 3.96 4.24

Eu oxo M =707.43 g/mol
[Gd(ox0)2(OH)(H20)] 0,5H0  43.62 43.52 3.35 3.17 3.88 4.17
Gd oxo M =721.72 g/mol
[Tb(ox0)2(OH)(H20)] 0,5H.0  43.16 43.31 3.35 3.39 3.87 4.18
Tb oxo M = 723.40 g/mol

Complecsii acidului oxolinic cu ionii metalici studiati prezinta o activitate citotoxicd moderata pe
ambele linii celulare, complecsii Sm 0xo si Tb oxo, prezentand valori ale indicelui ICso comparabile cu ale
cisplatinului. Citotoxicitatea compusilor testati este mai ridicata pe linia LoVo decat pe MDA-MB 231,
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totusi, complexul Sm 0x0 se detaseaza ca fiind singurul moderat activ pe ambele linii celulare. Efectul toxic
asupra linei celulare HUVEC este inferior celui observat in cazul liniilor celulare tumorale si inferior celui

observat pentru cisplatin.

Tabel 5. Benzile inregistrate in domeniul IR pentru acidul oxolinic, sarea de sodiu si complecsii acestuia.

Compus vC=0 vC=0 vO-C-O vO-C-O A vM-O
carboxilic piridonic as S
Oxo 1698 1632 - - - -
Oxo'Na* - 1592 1634 1337 297 -
Y-oxo - 1594 1630 1338 292 500, 512,
611
La-oxo - 1577 1632 1341 292 510
Sm-oxo - 1577 1634 1340 293 500, 513,
610
Eu-oxo - 1579 1633 1340 293 512, 643
Gd-oxo - 1579 1633 1341 292 511, 609
Th-oxo - 1631 1562 1336 295 511, 610

Tabel 6. Indicele 1Cs calculat pentru acidul oxolinic si complecsii acestuia.

Compus |Cso (M)

LoVo MDA-MB 231 HUVEC
0X0 >200 uM 43.49 £ 4,94 >200 uM
Y oxo 90.41 +£9.30 33.22+£14.92 >200 uM
La oxo 52.10 +5.54 > 100 uM >200 uM
Sm oxo 41.51 +15.28 40.42 +6.27 >200 uM
Eu oxo 106.60 + 16.04 73.65 + 19.80 >200 uM
Gd oxo 56.49 + 3.83 73.79 + 18.50 >200 uM
Tb oxo 40.59 £ 7.43 >200 uM >200 uM
Cis-Pt 40.15+13.94 - 28.46 + 6.28
ADR - 7.85+0.70 -

Interactiunea cu macromolecula de ADN este caracterizatd de valori moderate ale constantelor.
Fenomenul de intercalare nu poate fi confirmat prin testele efectuate, valorile constantei Ksyv neincadrandu-
se in limitele agentilor intercalanti consacrati, dar nu poate fi nici infirmat intrucat fenomenul de diminuare

a fluorescentei are loc conform experimentelor.
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Figura 6. Spectrele de absorbtie ale compusilor testati in prezenta, respectiv absenta cantitatilor crescatoare de
CT-ADN. [compus] =20 uM; [CT-ADN] =0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 uM. Sagetile indicd modificarile
absorbantei la aditia de cantitati crescatoare de CT-ADN.

Datele obtinute in urma interactiunilor cu proteinele serice sugereaza o afinitate ridicatd pentru
acestea, prezentand valori ridicate ale constantelor; complecsii prezinta o afinitate mai mare pentru HSA
decét pentru apo-Tf. Valorile Ksy calculate incadreaza aceste interactiuni la mecanismul static de atenuare
a fluorescentei. Valorile obtinute pentru constanta Kq nu sunt suficient de mari pentru a cauza retentie
semnificativa a complecsilor 1n tesuturi, cee ace ar avea repercursiuni negative asupra cineticii si eficacitatii
lor.
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Figura 7. Variatia intensitatii fluorescentei proteinelor studiate (HSA si apo-Tf) la adaugarea de cantitati crescatoare

de compus studiat. [apo-Tf] =1 uM, [HSA] = 2.5 uM, [compu

s]1=0,1,2,3,4,5,6,7, 8 uM. Sagetile negre indica

modul de descrestere a ariilor maximelor cu cresterea concentratiei de complex.
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11.4. Complecsi ai difloxacinei

Au fost sintetizati si caracterizati 2 complecsi noi in raport molar 1:2 ai ligandului difloxacina cu
ionii Eu®* si Tb3". Compusii sunt de tip chelat si corespund formulei generale [M(dfIx).(OH)(H.0)]-3H.0O
(M = Gd*, respectiv Th®"). Formulele chimice si structura probabild a combinatiilor complexe au fost
stabilite in urma efectudrii mai multor determindri fizico-chimice: analizd elementald, analiza
termogravimetrica si spectroscopie in domeniile UV-viz-NIR si IR. Geometria complecsilor a fost
investigata suplimentar prin studii DFT. Tn urma acestor studii se poate afirma ci aceste noi combinatii
complexe prezintd o geometrie octaedrica, ionul metalic fiind inconjurat de doud molecule deprotonate de
ligand legate de acesta prin atomii de oxigen, o molecula de apa si o grupare hidroxid.

Complecsii difloxacinei cu cationii Eu* si Tb** prezintd o activitate citotoxicd moderata reflectata
de valorile indicelui 1Cso; complecsii sunt comparabili ca activitate cu substanta de referinta doar pe linia
celulard LoVo.

A B. F
(\N/CH3
o OH N N\)
‘ o
0 | F
o o

-n

Figura 8. Structura chimica a: A. Difloxacinei, B. complecsii difloxacinei.

Tabel 7. Procentele de C, H si N obtinute in urma analizei elementale a complecsilor difloxacinei.

C (%) H (%) N (%)
COMPUS
Teoretic  Practic  Teoretic Practic  Teoretic  Practic
[Eu(dflx)2(OH)(H20)]-3H.O 48.61 48.35 4.37 4.64 8.10 8.97
Eu(dflx)2 M = 1037.80
[Tb(dflx)2(OH)(H20)]-3H.0 48.28 49.03 4.34 4.19 8.04 8.15

Th(dflx)s M = 1044.76

22



Tabel 8. Benzile inregistrate in domeniul IR pentru difloxacina, sarea de sodiu si complecsii acesteia.

Compus vC=0 vC=0 vO-C-Oas vO-C-O A vM-O
carboxilic piridonic S
Difloxacina 1714 1614 - - - -
Dflx'Na* 1578 1615 1375 240 -
Eu(dflx)2 1560 1612 1375 237 546
Th(dflx)2 1573 1613 1374 239 546

Tabel 9. Indicele ICs calculat pentru difloxacind si complecsii acesteia.

Compus |Cso (M)

LoVo MDA-MB 231 HUVEC
Difloxacina 71.91+13.01 85.98 + 0.06 >100
Eu(dflx)2 46.61 + 1.58 52.22 +6.92 33.33+7.28
Th(dflx): 49.25 + 13.37 29.01+1.24 31.53+£11.48
Cis-Pt 40.15+13.94 - 28.46 + 6.28
ADR - 7.85+£0.70

Interactiunile Intre cei trei compusi testati si macromolecula de ADN pot fi considerate similare, dar
de intensitati diferite; valorile Ky sugereaza o legare moderata a complecsilor de macromolecula ADN, dar
nu ofera informatii cu privire la tipul acesteia.

In ceea ce priveste interactiunile cu proteinele serice se remarci complexul Eu(dflx), , acesta
prezentand atat afinitate cit si capacitatea de diminuare a fluorescentei mai mare decat complexul Tb(dflx)>,
atat in cazul interactiunii cu apo-Tf, cat si in cea cu HSA. De remarcat este diferenta de doud ordine de
marime intre constantele de afinitate corespunzatoare interactiunii cu HSA si cele interactiunii cu apo-Tf.
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Figura 9. Spectrele de absorbtie ale compusilor testati in prezenta, respectiv absenta cantitatilor crescatoare de

CT-ADN. [compus] =20 uM; [CT-ADN] =0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 uM. Sagetile indica modificarile
absorbantei la aditia de cantitati crescatoare de CT-ADN.
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Figura 10. Prezentarea in paralel a modificarilor spectrelor de fluorescenta ale HSA (stdnga) si apo-Tf (dreapta) in
absenta, respectiv prezenta compusilor testati; [HSA] = 2.5 uM, [apo-Tf] =1 uM,
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I1.5. Concluzii generale. Caracterul original si interdisciplinar al cercetarilor

11.5.1. Concluzii generale

In cadrul tezei de doctorat au fost sintetizate si caracterizate din punct de vedere fizico-chimic si
biologic 17 noi combinatii complexe ale unor ioni trivalenti de pamanturi rare continand ca liganzi trei
chinolone din primele generatii, scoase din schemele tarepeutice actuale (acid nalidixic — Hnal, acid
oxolinic — Hoxo si difloxacina — Hdflx).

Combinatiile complexe obtinute prezinta urmatoarele formule generale:

e [M(nal)2(OH)(H.0)]-nH:0, (M=La%**, n=2; M=Sm*', Eu®*, Gd*', n=3; M=Tb%*", n =1,5),

e [M(nal)s3(H20).]-nH.0 (M = La*, n =6; M= Eu®*", n =2.5; M= Gd**, Tb%n = 1.5),

e [M(0x0)2(OH)(H.0)]-nH.O (M=Y?", La**, Eu®*, n=0; M=Sm*', n=1; M=Gd**, Tb*®" n=0,5) si
o [M(dfIx)2(OH)(H-0)]-3H:0 (M = Eu*, Tb*).

Caracterizarea fizico-chimicd a combinatiilor complexe obtinute a fost realizata pe baza
determindrilor de analizd elementala, spectrometrie UV-viz, IR, de masa si analiza termicd. Acestea au
permis determinarea numarului de liganzi coordinati de catre ionul metalic, determinarea modului de
coordinare a ligandului — bidentat, printr-un atom de oxigen carboxilic si unul piridonic, a numarului si
naturii moleculelor de apa (de coordinare si de cristalizare). Intrucat nu a fost posibila obtinerea compusilor
sub fomd de monocristale, studiile DFT au permis propunerea structurii complecsilor si modul de
coordinare, descriind geometria de coordinare ca fiind, in general, un octaedru deformat.

Evaluarea actiunii biologice a acestor noi combinatii complexe a presupus testarea citotoxicitatii
asupra trei linii celulare (HUVEC, LoVo si MDA-MB 231), testarea intensitatii si naturii interactiunilor cu
macromolecula de ADN si investigarea interactiunilor cu doud proteine serice de interes, albumina serica
umana si apotransferina.

In ceea ce priveste citotoxicitatea asupra liniei celulare LoVo, combinatiile complexe cu acid
nalidixic, atat in raport molar 1:2 cét si 1:3, prezintd un indice ICsp mai mic decat al substantei de referinta,
cisplatinul; sunt urmate, ca intensitate a actiunii, de complecsii acidului oxolinic si apoi de cei ai
difloxacinei. Ficand o comparatie intre activitatea citotoxicad a ligandului si cea a complecsilor
corespunzatori, cea mai mare Tmbunatatire se observa in cazul complecsilor acidului oxolinic, valoarea
indicelui 1Cso reducéndu-se de la peste 200 uM in cazul ligandului liber, la aproximativ 40 pM, minimul
obtinut pentru aceasti serie si foarte apropiat de valoarea corespunzitoare substantei de referinta. In cazul
acidului nalidixic, indicele ICso cu o valoare de peste 100 uM scade la aproximativ 32 uM, o valoare sub
cea corepunzatoare substantei de referintd. Difloxacina prezintd o activitate citotoxica superioara celorlalti
liganzi (ICso ~72 uM), scaderea valorii indicelui 1Cso nefiind la fel de accentuata.

Activitatea Inregistratd de combinatiile complexe si liganzii liberi pe linia celularda MDA-MB 231
este mai slaba, toti compusii prezentand valori ale ICsop mult mai mari decat a substantei de referinta,
adriamicina (ICso ~ 8 uM). Totusi, se poate observa o diminuare a indicelui corespunzator complecsilor
testati fatd de ligand, cea mai semnificativd imbunatatire fiind observatd in cazul seriei de complecsi a
difloxacinei (de la ~86 uM la ~ 29 uM).

Citotoxicitatea asupra liniei celulare HUVEC, in cazul cérora indicii ICsp prezintd valori mai mari
de 100 uM, este mai slaba decét cea prezentatd fatd de liniile celulare tumorale. Compusii studiati au,
asadar, o toxicitate mai mica decat cisplatin asupra celulelor normale. Exceptie face din nou seria
difloxacinei, compusii testati prezentdnd valori asemanatoare cisplatinului.
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Interactiunile tuturor combinatiilor complexe testate cu macromolecula de ADN sunt unele
moderate, constanta caracteristicd de legare, Ky, prezentand valori de ordinul 10%; in cazul complecsilor
acidului oxolinic si difloxacinei procesul de complexare atrage dupa sine o crestere a afinitatii pentru ADN,
fapt reflectat de cresterea valorii constantei de legare cu un ordin de marime. Acesta nu este cazul
complecsilor acidului nalidixic, ambele serii de complecsi si ligandul liber prezentand valori de ordinul 10°
pentru constanta de legare. In ceea ce priveste procesul de intercalare, acesta este evidentiat prin spectrele
de fluorescentd obtinute in cadrul testelor de legare competitiva; totusi, valorile medii ale constantelor
caracteristice fiecdrui sistem EB-ADN-complex nu sustin aceastd ipoteza. Se pot observa diferente Intre
seriile de complecsi; astfel, ambele serii ale acidului nalidixic prezinta valori apropiate, dar cu un ordin de
marime mai mici de cat cele corespunzdtoare complecsilor acidului oxolinic si difloxacinei. Mai mult,
acidul nalidixic si complecsii sai prezinta valori apropiate ale constantei Ksv, ceea ce sugereaza ca procesul
de complexare nu conduce la o imbunétatire a acestei proprietati.

Interactiunile cu proteinele serice, albumina si apotransferina, au fost de asemenea studiate; in
esenta, interactiunile ce induc scaderea fluorescentei native a proteinelor sunt de instensitate medie in cazul
ambelor proteine studiate si pentru toate seriile de combinatii complexe, valorile constantei caracteristice
Ksv indicand un proces static la baza acestui fenomen. Complecsii acidului nalidixic si ai difloxacinei
prezinta valori mai mari (10°) decat cele inregistrate de complecsii acidului oxolinic (10*). Afinitatea pentru
cele doua proteine este diferentiata, constanta K. prezentand valori mai mari pentru albumina serica fatd de
apotransferind. Complecsii difloxacinei se diferentiaza de ceilalti, prezentdnd afinitati mai mari de ordinul
107 pentru HSA si 10° pentru apo-Tf, in timp ce complecsii acidului nalidixic si oxolinic prezintd valori de
ordinul 10° pentru HSA si 10* pentru apo-Tf. Aceste valori sugereaza un transport si o interactiune eficientd
cu potentialii receptori, dar nu sunt suficient de mari pentru a ridica probleme de retentie tisulara.

In concluzie, cele 17 noi combinatii complexe prezintd potential biologic, avand o activitate
antitumorald medie, toxicitate redusa asupra celulelor normale, interactiunea si capacitatea de a interacla
ADN-ul fiind, de asemenea, moderate. in ceea ce priveste interactiunea cu proteinele serice, combinatiile
complexe obtinute prezintd o buna afinitate de legare si un proces static de diminuare a fluorescentei.

11.5.2. Caracterul original si interdisciplinar al cercetirilor

Caracterul actual al cercetarilor efectuate in cadrul acestei teze de doctorat este sustinut de
publicarea a doua articole [34], [35] in doua numere ale revistei Molecules, cu factor de impact peste 3,
suma factorilor de impact ai articolelor publicate depasind astfel valoarea 6.

Prin sinteza, caracterizarea fizico-chimica si evaluarea actiunii biologice a celor 17 noi compusi,
am contribuit la extinderea clasei de combinatii complexe ale chinolonelor; prin utilizarea unor liganzi mai
putin studiati, a caror utilizare a devenit foarte restransa, sperdm sa trezim interesul pentru cautarea de noi
aplicatii pentru aceste chimioterapice.

Primul capitol al tezei trateaza clasa chinolonelor din punct de vedere farmacologic, punand accent
pe mecanismul de actiune, aspecte de farmacocinetica, farmacodinamie si farmacotoxicologie. Explorarea
literaturii de specialitate in aceastd directie a avut ca scop punerea in evidentd a unor noi mecanisme de
actiune care pot fi utile in procesul de repozitionare. In subcapitolul de farmacotoxicologie sunt mentionati
multi membri ai clasei a caror utilizare a fost limitata sau total abandonata; considerarea acestora pentru
repozitionarea terapeutica sau aplicabilitatea Tn domeniul chemiluminiscentei ar merita explorata.

Caracterul interdisciplinar al cercetdrilor realizate in cadrul tezei de doctorat este sustinut de
completarea studiilor de chimie coordinativa (sinteza si caracterizarea fizico-chimica a unor noi combinatii
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complexe) cu calcule de optimizare a geometriei moleculare, determinari analitice privind interactiunea cu
macromolecule de interes precum ADN si proteinele serice albumina si transferina, studii de biologie
celulara.

Perspectivele pe care le deschide teza de doctorat pentru cercetarile viitoare includ:

o evaluarea efectului antibacterian al acestor combinatii complexe, comparativ cu liganzii, inclusiv
pe tulpini rezistente;

o evaluarea efectului antibiofilm, un factor important in dezvoltarea de tulpini rezistente;

e Obtinerea unor combinatii complexe ternare utilizand aceleasi chinolone studiate 1n aceasta lucrare,
impreuna cu alti liganzi potriviti pentru intercalare; ne dorim ca prin modificarea mecanismului de
interactiune cu macromolecula de ADN, sa obtinem o Tmbunatatire a activitatii antitumorale;

e cvaluarea gradului de incluziune celulara a combinatiilor complexe pe diferite linii celulare
tumorale;

e investigarea mecanismului de actiune citotoxica;

e evaluarea aplicabilitatii utilizarii sistemelor formate din liganzii studiati si cationii lantanidelor Eu®*
si Tb% in dozarea chinolonelor in cauzd sau a ADN-ului dublu catenar;

e cvaluarea proprietatilor magnetice ale combinatiilor complexe studiate cu ioni lantanidici si
potentiala lor utilizare ca agenti de contrast pentru imagistica medicala.

In plus, un subiect de interes poate fi contributia la dezvoltarea metodelor de detectie si cuantificare a
chinolonelor in mediul inconjurdtor, pe baza formarii de combinatii complexe. Contaminarea mediului
inconjurator cu fluorochinolone este un aspect bine cunoscut dar caruia nu 1i este acordata suficienta atentie;
discutia poate fi extinsa si cétre alte clase de antibiotice sau alte medicamente, reiesind nevoia elaborérii
unui sistem functional de strangere, depozitare si distrugere a deseurilor medicamentoase, a unui sistem
eficient de Indepartare a reziduurilor medicamentoase din apele menajere, precum si instruirea populatiei
in ceea ce priveste consumul si achizitionarea responsabila de medicamente.
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