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Sinteza lucrarii:

50 polioxometalati (POMs), incluzand 7 compusi originali, 40 sintetizati dupa metode din literatura
si 3 de provenientd comerciald, au fost caracterizati fizico-chimic apeland la tehnicile de absorbtie
atomicd, analizd termica, spectroscopie UV-Vis, FT-IR, RES si RMN, respectiv microscopie
electronicd de transmisie. Au fost studiate activitatile biologice hipoglicemianta, antibacteriana si
antitumorala. Prin studii in vivo si in vitro, am demonstrat ca doi POMs cu W testati in tratamentul
sobolanilor cu diabet indus de streptozotocind si pentru stimularea diferentierii celulelor stem
mezenchimale 1n celule producdtoare de insulind au realizat efecte hipoglicemiante prin doua
mecanisme concomitente, prevenind apoptoza celulelor pancreatice B si stimuland diferentierea
celulelor stem din pancreas in celule noi producatoare de insulind. Activitatea antibacteriana a 37
POMs a fost investigatd comparativ cu noud antibiotice clasice pe specii bacteriene Gram-pozitive si
Gram-negative, 20 POMs prezentand activitate antibacteriana semnificativa la concentratiile testate.
Activitatile antitumorale ale 9 POMs cu Mo si 18 cu W au fost investigate in vitro pe liniile celulare
HUVEC si HelLa, efectele fiind diferite: toti POMs cu Mo si 9 cu W au avut efecte citotoxice asupra
celor doua linii prin initierea apoptozei, alti 7 POMs cu W nu au influentat proliferarea celulara, iar 2

compusi au stimulat-0.

Cuvinte cheie:

polioxometalati, wolfram, vanadiu, molibden, sinteze, activitate antibacteriana, diabet, celule beta

pancreatice, celule stem, activitate antitumorala



INTRODUCERE

Dezvoltarea unor noi compusi inovatori, non-toXici cu efecte antitumorale, antivirale,
antibacteriene si antidiabetice eficiente poate oferi o abordare alternativa la tratamentele clasice ale
cancerului, ale bolilor infectioase sau ale diabetului, unele dintre cele mai grave amenintari la adresa
sanatatii umane. Datoritd proprietatilor lor fizico-chimice unice, compusii anorganici de tip clusteri
metal-oxidici cu sarcina negativa mare modelati prin derivatizare sau functionalizare sunt adecvati
pentru sinteza ulterioarda a unor medicamente cu proprietati biologice tintite. Polioxometalatii
(POMs) sunt considerati nanomateriale inteligente intrucat aceste agregate oligomerice se formeaza
prin procese de auto-asamblare, cunoscute ca fiind cele mai ieftine procese de sinteza si apartinand
,, Chimiei verzi”.

Aplicatiile lor biomedicale au fost dezvoltate mai intens in ultimele decenii, avand la baza
particularitatea cd modelarea oricarei proprietdti moleculare a polioxometalatilor (schimbarea
polaritatii, modificarea usoara a potentialelor redox si a distributiilor de sarcind pe suprafata, de
forma sau aciditate) contribuie decisiv la recunoasterea macromoleculelor tinta ale diferitelor
substrate biologice (normale/patologice) si la reactivitatea acestor macromolecule (proteine, ADN,
sinteze complexe prin procese de autoasamblare sau biomimetice deschise de noile tehnologii
disponibile au facut ca acest domeniu sd fie unul dintre cele mai active in domeniile cercetarii
stiintifice si tehnologice.

Aceste perspective sunt fundamentul abordarii din prezenta teza de doctorat.

Rezultatele prezentate aici au fost obtinute dupd cum urmeaza:

> sintezele si unele caracterizari fizico-chimice ale polioxometalatilor s-au realizat in cadrul

Departamentului de Chimie — Chimie Anorganica a Facultatii de Chimie si Inginerie Chimica

a Universitatii ,,Babes-Bolyai”, Cluj-Napoca;

» caracterizarea fizico-chimica a unor polioxometalati s-a efectuat in colaborare cu

Departamentul 2 la Disciplina Chimie-Fizica si la Disciplina Chimie Generala si Anorganica

a Facultatii de Farmacie a Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Iuliu Hatieganu”, Cluj-

Napoca, si in colaborare cu Institutul de Chimie ,,Raluca Ripan”;

» caracterizarea relatiei structurda moleculara-activitate biologica s-a realizat Tn colaborare cu

mai multe unitati de cercetare din Cluj-Napoca, astfel:



» determinarea activitatii antibacteriene a compusilor sintetizati s-a realizat in colaborare cu
doud departamente: Departamentul III Paraclinic la Disciplina Microbiologie, Imunologie si
Epidemiologie, Departamentul IV Invatimant Clinic cu Disciplina Reproductie, Obstetrici si
Patologia Reproductiei si cu Disciplina Boli Infectioase si Medicina Preventiva ale Facultatii
de Medicina Veterinara a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara;

» determinarea activitatii antitumorale (studii in vitro) s-a realizat in colaborare cu Laboratorul
de Radiobiologie si Biologie Tumorald, Institutul Oncologic ,,Prof. Dr. Ion Chiricuta”;

» determinarea activitatii antidiabetice a doi polioxometalati s-a realizat astfel:

- studiul in vivo: in cadrul Departamentului 3 — Stiinte Moleculare la Disciplina Biologie
Celulara si Moleculara si in Laboratorul de Microscopie Electronica din cadrul
disciplinei, Facultatea de Medicind a Universitatii de Medicind si Farmacie ,,Iuliu
Hatieganu”, cu participarea si a Asist. Dr. Modeste Wankeu-Nya de la Catedra de
Fiziologia Animalelor si Fitofarmacie, Facultatea de Stiinte a Universitdtii din Douala,
Camerun;

- studiul in vitro: s-a realizat in colaborare cu Laboratorul de Radiobiologie si Biologie
Tumorald, Institutul Oncologic ,,Prof. Dr. Ion Chiricuta”.

Rezultatele prezentate in lucrare au fost publicate, comunicate sau sunt in curs de publicare.

Motivarea alegerii temei

Teza de doctorat contribuie la dezvoltarea cunoasterii intr-un domeniu de actualitate atat pe plan
national cat si international, domeniu cu o dinamica exponentiald, avand 1n vedere necesitatea credrii
unor noi nanocompusi cu aplicatii in: medicind, energie, cataliza, stiinta materialelor, etc.

Ca urmare, s-a impus dezvoltarea unei strategii de sinteza pentru obfinerea facild a acestora in
vederea propunerii de noi formule farmaceutice si relativ ieftine, i care ar contribui fundamental la
imbunatatirea si cresterea calitatii vietii. Pentru atingerea acestui deziderat s-au realizat sintezele
unor nanocompusi — polioxometalati cu structuri arhetipale care stau la baza arhitecturilor formate
prin auto-asamblare, avand ulterior ca finalitate stabilirea relatiei structura chimicad — activitate
biologica. S-a cautat atingerea acestui obiectiv major pentru a se evita In timp repetarea unor pasi in

cercetarea avansatd din acest domeniu, al chimiei polioxometalatilor.



OBIECTIVE

Pentru atingerea dezideratelor propuse s-au efectuat: 1. sintezele (prin metode cunoscute din
literatura si prin modificarea acestora) mai multor tipuri de polioxometalati, astfel s-au sintetizat
compusi cu structuri: saturate Keggin si pseudo-Keggin de tip sandwich, cu structuri lacunare
(monolacunare cu adenzi identici §i micsti, si trilacunare), Wells-Dawson, Anderson, si a unor
clusteri; 2. caracterizarea fizico-chimicd a tuturor compusilor sintetizati: stabilirea compozitiei
chimice (analiza elementald), stabilirea structurii chimice prin metode spectroscopice (UV-Vis, FT-
IR, RMN), stabilitatea in solutie apoasd la pH fiziologic, analize termogravimetrice; 3. stabilirea
activitatii antibacteriene, antitumorale si hipoglicemiante a polioxometalatilor sintetizati (studii
comparative); 4. descrierea si stabilirea relatiei structura chimica-activitate biologica in vederea
optimizarii metodelor de sinteza ale acestor nanocompusi si implicit a modelarii structurii lor pentru

obtinerea unui raspuns maxim de la substratele biologice tinta.
I. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Capitolul 1. Aspecte teoretice in studiul polioxometalatilor — structura si clasificarea lor
Polioxometalatii (POMs), au fost descoperiti cu peste 200 de ani in urma [1] de catre Schele (1727)
si Berzelius (1826), iar Marignac in 1862 a stabilit compozitia acestora [2]. In urma studiilor ficute
de Pauling pe cristalele unor complecsi, Keggin a stabilit prima structurd a acestora prin difractie de
raze X [3-5]. Polioxometalatii sunt compusi coordinativi de tipul clusterilor metal-oxigenici, cu
formula reprezentativd [XyMmOy]%; x<m [6, 7], formati prin policondensarea unor oxoanioni ai
metalelor tranzitionale din grupele 5 si 6 (atomi adenzi) — uzual Mo, W, si V, si mult mai rar Nb, Cr
si Ta, in stare inaltd de oxidare (configuratie electronica d° si d') cu oxoanioni ai unor metale sau
nemetale (heteroatomi primari) [7-9].

Dupa compozitia lor chimica polioxometalatii pot fi: izopolioxometalati (fara heteroatom in
constitutia lor) — si care contin numai atomi adenzi aldturi de O si H; si heteropolioxometalati, care
contin pe langa atomii de oxigen, hidrogen, si atomii adenzi si alfi atomi in structura lor numiti
heteroatomi — cum ar fi cele peste 70 de elemente din Sistemul Periodic [2, 6-8].

O formuld generala care sta la baza structurii lor poate fi redatd simplu: [HaXXZZMmI\/In*OyL|Hh*]p',
unde x < m si: H — atom de hidrogen ionizabil; X — heteroatom primar (element aflat intr-o proportie
mai mica si in stare de oxidare pozitiva; pot fi majoritatea elementelor din Sistemul Periodic cu

exceptia gazelor rare si a halogenilor); Z — heteroatom secundar; M — primul atom adend (metal
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tranzitional aflat intr-o proportie atomica mai mare si in stare de oxidare pozitiva superioara; si care
este coordinat octaedric de catre atomi de oxigen); M” — al doilea atom adend; O — atom de oxigen; L
— ligand diferit de ionul oxid 0% (liganzi coordinati de heteroatomul secundar, cum ar fi: H,O, N3,
02, NO, NH3, NSC, s.a.); H" — atom de hidrogen de constitutie [7, 8].

Capitolul 2. Sinteza si caracterizarea polioxometalatilor — stadiul actual al cercetarii
Mecanismele de reactie pentru formarea polioxometalatilor sunt complexe si in timpul sintezelor au
loc procese de reorganizare, aceasta ingreunand practic uneori desfasurarea reactiei chimice urmarite,
cea de formare a noilor compusi. Metodele de sinteza cele mai simple §i cunoscute sunt: sinteza din
componente, sinteza pornind de la alti polioxoanioni, sinteza indirecta s.a. [8].

Parametrii determinanti ai sintezei structurilor polioxometalice, precum si a sintezei unor ansambluri
arhitecturale mari sunt: pH-ul, temperatura favorabild desfasurarii reactiilor, modul de realizare al
sintezei (in conditii de reflux, hidrotermale, sau sub actiunea microundelor), tipul si concentratia
anionilor metal-oxigenici, prezenta/absenta unui anumit tip de heteroatom si concentratia acestuia in
solutie, forta ionicd, prezenta agentilor de reducere, natura solventului (organic/anorganic),
prezenta/absenta altor adenzi [2, 23].

Sinteza ,,all in one-pot” are loc intr-un singur pas sau intr-un numar mic de pasi, este cea mai simpla
metoda de sinteza si consta in acidularea unei solutii apoase (arhitectura speciei compusului format
este pH dependenta, figura 1.2.1.) de oxomolibdat sau de oxowolframat. Astfel in timp ce valoarea
pH-ului solutiei scade creste nuclearitatea fragmentelor oxoanionice, cu menfiunea ca oxovanadatii

se obtin la un pH ridicat.

/ Conditii hidrotermale, reflux, conditii ambientale \
Agenti reducitori /

e —- ;
= | / distilata

Cationi

Amestec de

/ solventi organici
Heteroatomi
"

[MO4]™

Schema sintezei ,,all in one-por” a polioxometalatilor
Qtndi de sinteza intr-un singur pas, ce are la bazi mecanisme de auto-asamblare)

7

Fig. 1.2.1. Schema sintezei ,, all in one-pot” [modificata dupa 23].
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Caracterizarea fizico-chimica a polioxometalatilor — metode de analiza

Pentru a determina conditiile optime de sintezd a polioxometalatilor (POM) in solutie si pentru a
caracteriza speciile chimice din punct de vedere al structurii lor moleculare, cele mai utilizate metode
sunt metodele colorimetrice, metodele spectrofotometrice, metodele conductometrice si metodele
polarografice [8]. Metodele fizice pentru caracterizarea compusilor chimici ca polioxometalatii,
printre care: metodele care au la baza interactiunea radiatiei luminoase cu substanta, metode optice
ca: refractometria, colorimetria, spectrofotometria — spectrometria in domeniul ultraviolet si vizibil
(UV-Vis) (stabilirea spectrelor electronice, cu maxime dependente de structura heteropolianionului),
spectrometria de microunde (stabilirea spectrelor de rotatie); spectrometria in IR, FT-IR
(spectrometria in infrarosu cu transformatd Fourier, stabilirea spectrelor de vibratie) si metode care
au la baza comportarea substantelor in campuri electrice, ca masuratorile de dipolmoment; metode
care se bazeazd pe comportarea substantelor in camp magnetic: masurdtori de susceptibilitate
magneticd, spectrometria de rezonanta electronica de spin — RES [21], spectrometria de rezonanta
magnetica nucleara — RMN si care ofera date despre structura polioxoanionilor si dinamica lor in
anumite medii, despre fenomene de relaxare care au loc, despre modificarile chimice care pot aparea,
cea mai precisd si rapida metoda fiind spectroscopia RMN multinucleara (multinuclear NMR
spectroscopy) [24-31]. Studiile cristalografice sunt cele mai performante metode de analiza
cunoscute. Acestea au la baza difractia razelor X ce conduce la stabilirea structurii intr-un mod mult
mai exact, descifrarea celulei elementare a polioxometalatilor, avand ca finalitate si stabilirea retelei
cristaline [53-55].

Capitolul 3. Aplicatiile polioxometalatilor si importanta lor

Tn capitolul 3 sunt descrise succint aplicatiile POMs pe baza interactiunilor moleculare, aplicatii

redate in figura 1.3.2.

REACTIVI PENTRU

CATALIZA, FOTO-

PIGMENTIL, VOPSELE, )‘ ELECTROCATALIZA
CERNELURI, TONERE gle

CELULE FOTOVOLTAICE
DISPOZITIVE
OPTOELECTRONICE

BIOLOGIE
MEDICINA

Fig. 1.3.2. Aplicatiile polioxometalatilor.
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Capitolul 4. Polioxometalatii — nanocompusi biologic-activi cu aplicatii medicale multiple

In ceea ce priveste posibile aplicatii medicale, heteropolioxometalatii sunt mai eficienti decat
izopolioxometalatii in ceea ce priveste activitatea biologica, din cauza versatilitatii lor ce permit
schimbari structurale in timpul proceselor de sinteze. Compatibilitatea biologica este cea mai mare
provocare, mai ales ca acestia sunt substante anorganice ceea ce constituie un dezavantaj. Cu toate
acestea, modificari ale proprietatilor lor moleculare (potentiale redox, distributie de sarcina electrica,
aciditate), functionalizare, asamblare selectivd controlatd cinetic, stabilizare in medii apoase si
derivatizare pot intensifica compatibilitatea acestora cu mediul biologic la un pH fiziologic [62].
Actiunile lor cele mai importante biologice cu posibile aplicatii Tn medicina sunt cele antibacteriene,
antivirale si antitumorale si au fost evidentiate in timpul studiilor de cercetare aplicata.

Desi mai multe studii au demonstrat in mod clar capacitatea unor heteropolioxoanioni sa patrunda
prin membranele celulare, mecanismul molecular complex este inca enigmatic.

Activitatea antibacteriana a polioxometalatilor a fost demonstratd pe un numar mare de tulpini
rezistente la diverse antibiotice. Diverse studii (Tajima si Yamase in special) au raportat anumite
activitati antibacteriene ale polioxometalatilor combinati cu antibioticele p-lactamice, teste realizate
Tmpotriva unor specii ca Escherichia coli, Staphylococcus aureus meticilino-rezistent (MRSA),
vancomicino-rezistent la meticilina (VRSA), Helicobacter pylori sau Bacillus subtilis [72-80]. Mai
recent au fost demonstrate actiunea heteropolioxometalatilor impotriva prionilor [84].

Inca din 1971, a fost observati activitatea antivirala a polioxometalatilor asupra virusurilor ca MLSV
(virusul sarcomului murin leucemiei), VSV (virusul stomatitei veziculoase), virusul polio, virusul
rubeolei, RLV (virusul leucemiei Rauscher), RV (virusul rabiei), rhabdovirus sau EBV (EBV -
virusul Epstein-Barr) [94-102]. Rezultate promititoare dau polioxometalatilor 0 sansa de lupta
Tmpotriva HIV, HBV, a unor virusuri herpetice (HSV-1, HSV-2, HCMV), si impotriva unor virusuri
gripale agresive [102, 103]. Numeroase studii au aratat ca transcriptaza inversa a virusului HIV-1
(HIV-1 RT) este inhibata selectiv de anumiti polioxometalati [100]. Deoarece nu interactioneaza
direct cu virusurile in organismele gazda, actiunea principala este antivirala, si nu virucidala, si
depinde de marime, incarcare, structura, de compozitia polioxoanionilor, precum si de tipul de virus
(ADN, ARN) impotriva carora au fost testati [72]. Au fost descrise si actiuni anticoagulante ale
acestor compusi datorita gradului de hidratare al POMs [123-125]. Mecanismele antitumorale ale
actiunii POMs nu sunt bine intelese, singurul studiu uman in vivo in 1965 raporta blocarea cu succes

a evolutiei carcinomului de vezica urinara dupa tratarea cu POMSs in combinatie cu cofeina [106].
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Studiile in vitro asupra celulelor maligne au relevat ca activitatea antitumorald a polioxometalatilor
este superioara unor medicamente citostatice [107-109]. S-a observat ca activitatea antitumorala este
influentata de forma anionului din complex, in timp ce contracationul determina biodisponibilitatea
acestuia. Polioxometalatii inhiband generarea de ATP, reduc activitatea mitocondriilor si activeaza
apoptoza. Mecanismul propus de Yamase Tn 1994 are la baza o reactie redox [8]. Polioxometalatii au
dovedit a prezenta o mare specificitate impotriva protein-kinazei CK2, un agent anti-apoptotic global
[110-115]. Tn anii 80 un numir de experimente in vivo folosind streptozotocini sau alloxan
stabilitactivitatea hipoglicemianta a unor compusi cu vanadiu, dar au indicat o toxicitate ridicata
[149-152]. Vanadil sulfatul este folosit ca un supliment in nutritie si testat din 2000 in studiile clinice
cu rezultate promitatoare si fara efecte secundare semnificative [145-148]. Studii suplimentare s-au
concentrat pe compusi de wolfram si molibden, pentru a le reduce toxicitatea in timp si a creste
activitatea hipoglicemianta. Acesta a fost stabilit ca vanadiu imbunatateste actiunea insulinei, dar
mecanismele reale sunt inca in curs de dezbatere [149-152]. Grupul lui Nomiya a ramas pana in anul
2014 singurul care a publicat rezultate in acest domeniu al tratarii diabetului indus experimental cu

STZ la soareci de laborator, tratament cu polioxowolframati substituiti cu ioni vanadil [153].

I1. CONTRIBUTII PERSONALE

S-au caracterizat 50 de compusi, din care 40 sintetizati prin diferite metode adaptate dupa cele
descrise in literatura de specialitate, iar 7 sunt compusi noi. Acestia sunt enumerati mai jos.

. (NHz)4[NBug4]s[Na(BuSn)3SbgW;;0g6]- 17H,0 (POM 2 D=POM BI-28)

. Nag[Laz(H,0)s(BiW20070)]-37H,0 (POM T-8)

. Nas[(Ce0)3(H20)2(BiWg033),]-48H,0 (POM T-10)

4. Kg[SiVW11040]-12H,0 (POM BI-30)

. Ks[Si(VO)Mo0;WO3]-11H,0 (POM BI-7)

. Nas[Fe(H,0)GeW:; 03] -26H,0 (POM BI-24a,b=POM T-26)

. Nawa[Mns(H>0)3(SiWeOs4),]-28H,0 (POM BI-27=POM T-11).

w N

~N O Ol
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Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a (NH,)4[NBus]s[Na(BuSn)s;SbgW,10g6]-17H,0.
Complexul (NHg4)4(NBug)s[Na(BuSn)3SbgW,;0g6]-17H,O (POM2 D=POM BI-28), cu o formula
ineditd propusa, specifica sintezei unui POM mai mare, derivat cu fragmente organometalice, a fost
preparat si caracterizat in premiera, astfel:

La o solutie 0.66 mL (continand 3.3 mmoli) de n-C4HoSnCl3 in 50 mL apa bidistilata si deionizata s-
a adaugat repede si sub agitare continua la 50-60°C 1 mmol (6.94 g) din pulberea ligandului
(NH4)17Na[NaShgW,10g6]-14H,0. Tn cateva secunde, cea mai mare parte a criptatului SboWo; s-a
dizolvat si solutia a devenit limpede la un pH final de 5.0. Urmele de ligand nereactionat au fost
eliminate prin filtrare dupd 10 minute, apoi filtratului i s-au adaugat in cantitati mici 2.7 mmoli (1 g)
de (NBuy)Br, obtinandu-se un precipitat alb. Acesta a fost apoi colectat pe o palnie cu frita fina, uscat
sub vid timp de 1 h, si spalat ulterior cu solutie saturatd de (NBuy)Br. S-a lasat la uscat sub vid peste
noapte, obtinandu-se 3.60 g (cu un randament de 39%). Pentru purificare pulberea alba a acestui
compus s-a spilat cu etanol si Tn final s-a obtinut o cantitate de 2.94 g (cu un randament final de
31%).

lonii BuSn®" au reactionat in solutie apoasa cu [NaSb9W21036]18' (L2) conform reactiei:
(NH,4)17Na[NaShgW,;0gs] + 3BuUSNCl; — (NHz)g[Na(BuSn);SbgW,10g6] + 8(NH4)Cl + NaCl
Produsul final a fost izolat sub forma de sare mixta de amoniu si tetrabutil-amoniu, cu un randament
bun, in conformitate cu urmatoarea ecuatie:

(NHgz)o[Na(BuSn)3ShgW210g6]+5(NBus)Br —(NH4)4(NBug)s[Na(BuSn)3;SbgWo1Ogs] +5(NH4)Br
Criptatul (complexul) polioxometalic ca ligand pentavacant a fost_functionalizat cu unii cationi ai
metalelor tranzitionale si de noi cu fragmente organometalice [80].

Analiza elementala a POM2 (NH4)4(NBus)s[Na(BuSn)s;SbgW,;0g6]-17H,O a validat formula
propusa. Calcule teoretice pentru CgpoH257NgNaShgSnzW,10103 (M=8473.62): C 13.04; H 3.06; N
1.49; Na 0.27; Sb 12.93; Sn 4.20; W 45.56; H,0 3.61. Rezultate experimentale: C 13.06; H 3.10; N
1.54; Na 0.28; Sb 12.94; Sn 4.35; W 45.61; H,0 3.64. Analiza termicd a nanocompusului POM2 a
relevat prezenta a 17 molecule de apa de cristalizare (retea).

Aspectul cel mai interesant in formarea acestui compus a fost interactiunea dintre BuSn®* si
[NaShgW,10g]*® printr-o auto-asamblare ciclicd a anionilor (B-B-SbW7Oz4)3' legati de doua
fragmente externe ShsO; cu formarea complexului [Na(BuSn)sSbeW-10ss]%. Produsul reactiei in
solutie apoasa dintre ionii [NaSb9W21Ogs]18' si BuSn3+, izolat sub forma de sare mixta de amoniu si

tetrabutil-amoniu, s-a dovedit a fi (NH4)4(NBu4)s[Na(BuSn);SbgW,;0g6]-17H,0, in care anionul
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B-B-[NaShoW,10g5]™® a fost legat prin punti O-Sn-O. Anionul de polioxowolframic a fost constituit
dintr-un fragment B-B-[NaShgWOgs] (L2), care lega trei fragmente BuSn®* in trei liganzi
pentavacanti prin cinci atomi de oxigen terminali si astfel toti ionii de staniu aveau cate un n-butil
terminal, rezultdnd o geometrie cu coordinare octaedrica. Acest anion (POM2) a fost primul derivat
(pentru prima datd raportat) al anionului B-B-[NaSboW,10g6]*® si cationi de butilstaniu. Anionul
wolframoantimonat (111) [NaSheW-;10gs]'® continea trei grupari {SbW;0..} legate de un miez
central format din doud grupari {Sh3O-} Tncapsuland un cation de sodiu, formand situsul activ
central. Unitatile {SbW;O2} erau derivati lacunari pentavacanti ai ipoteticului anion Keggin {p-
SbWa3,}, rezultat prin indepartarea a cinci octaedre WQOg (un triplet W3013 si cite un octaedru din
doua triplete diferite), formand alte sase situsuri active dispuse cate doud spre cele trei subunitati
{SbW-04}. Doua site-uri lacunare adiacente pe fiecare grup {SbW-O4}ar putea fi ocupate cu unul
sau doi cationi tranzitionali pentru a forma nanocomplecsi [81,82]. Toate aceste aspecte sunt redate
in figura 11.2.11.

Fig. 11.2.1. Structura polianionului B-B-[NaShgW,10g4]'®, reprezentarea poliedricad a celor trei
fragmente {SbW-}: poliedrele WOg in mov, bilad alba atomul de O, bile roz atomii de Sb, si bila mai
mare orange cationul Na* [modificata dupa Zhang, 1995].

Analizele termice au relevat urmatoarele aspecte. Primul proces important a fost pierderea in
greutate, insotita de doua efecte endoterme la temperaturi cuprinse in intervalul 40-240°C. Aceasta a
corespuns elimindrii a 17 molecule de apd (3.61%), in fapt pierderea apei de cristalizare in doua
etape. Urmatorul proces important, observat la 200-350°C, a fost legat de modificarile in arhitectura
polioxoanionului, comparativ cu alti polioxometalati. Peste 380°C, dupa arderea componentelor
organice, reziduurile anorganice au prezentat unele efecte exoterme minore, probabil din cauza unei

transformari polimorfe.
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Spectrele electronice UV ale HPA-23 ca ligand al lui POM2 (diabet, POM BI-28) au prezentat doua
benzi de transfer de sarcina (figura 11.2.2 si prezentate in tabelul 11.2.1), aspect caracteristic in

structurile polioxometalice.

T T t
400 600 800
Wavelength [nm]

Fig. 11.2.2. Spectrele electronice in UV ale POM2=POM BI-28 (in rosu) si
ale ligandului HPA-23 (L2, in negru).

Tabel 11.2.1. Deplasiriile chimice in spectrele UV ale L2 si POM2 (nm/cm™).
V2 (W:Ot) V1 (W'OC’Q'W)

L2-HPA23 194 nm/51546 cm™ 250 nm/40000 cm™
POM2=POM BI-28 191 nm/52356 cm™ 275 nm/36363 cm™

O este un oxigen intern care leaga atomii de Sb si W; O e sunt atomii de oxigen care leaga colturile
si muchiile comune ale octaedrului WOg, iar Ot este un oxigen terminal.

Spectrele UV ale L2 si POM2 au fost foarte asemandtoare, evidentiind ca transferul de sarcind in
interiorul structurii polioxowolframatului nu a fost afectat in mod semnificativ de coordinare. Banda
mai intensa, corespunzand tranzitiei p;(O;)—d(W), a fost centratd la 51546 cm™ (194 nm) in L2 si la
52356 cm™ (191 nm) in POM2. Acest lucru a fost in acord cu coordinarea ionilor metalici de citre
atomii de oxigen terminali ai ligandului pentavacant L2. Banda largd centratd la 40000 cm™ (250
nm) in spectrul L2 corespundea tranzitiei transferului de sarcind pn(Oce)—d+(W) in benzile
tricentrice W-O¢e-W. Aceasta banda a fost mult mai deplasata spre energii mai joase in cazul POM2,
la 36363 cm™ (275 nm). Acest lucru a fost in acord cu intensificarea neechivalentei acestor legaturi,

prezentand 1n final si o scadere a simetriei datoritad distorsionarii octaedrelor WOg corespunzatoare.
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Spectrele vibrationale. Toti POMs preparati si liganzii corespunzatori lor au benzi spectrale IR
caracteristice in intervalul 700-1000 cm™ [83]. Spectrele FT-IR ale polioxometalatilor arati, in
general, contributiile fragmentelor la structurile finale ale polioxoanionilor [84-87].

Aceste benzi au fost deplasate in comparatie cu polioxometalatii lacunari din cauza schimbarilor
structurale cauzate de coordinarea fragmentelor organometalice (butilstaniu) din POM2. Spectrul
FT-IR al noului nanocomplex (NHj)4(NBus)s[Na(BuSn);SbgW,10g6]-17H,0 (POM2), prin
comparatie cu spectrul (NHz)17Na[NaSbgW,10g6]-14H,0 (L2 ) (figura 11.2.3), a oferit informatii
privind coordinarea ionilor BuSn®" de citre diferitele tipuri de atomi de oxigen in structura POM2.
Dupa cum am presupus, L2 si POM2 au redat benzile spectrale IR caracteristice pentru

polioxometalati (tabelul 11.2.2).

B0

IR A=

1248 36 cm -1 —
1080.01 cm-1—

60

129312 cm- 1
18622 em-1—

%T

1647 98 em- 1

800,364 ¢
TE5.640

207G 00 iy

[ 348496 cm-1

2 | L |
4000 3000 2000 1000 400

Wavenumber [em-1]

Fig. 11.2.3. Spectrele FT-IR ale POM2=POM BI-28 (in rosu) si
ale ligandului HPA-23 (L2, in negru).
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Table 11.2.2. Numerele de undi (cm™) din spectrele FT-IR ale L2 si POM2.

Atribuire L2 POM2
Vas(W=0y) 933s 958s, 927m
Vas(W-Oc-W) 870s, 845s 881s, 871s, 851s
Vas(W-0¢-W) 797vs, 749vs 800vs, 766Vvs
Vas(Sb-O;) 657s, 518w 681s, 613m, 549s
Vas(Sn-0) - 681s, 549s
Vas(C'Sn'O) - 681s, 549s
Vas(C-Sn) - 489m, 418m
v(C-N) - 1293m, 701 sh
vas(O-H) din H,O 3416s 3485s, 3373vs

vas(N-H) din NH,"  3144vs, 3022sh 3171m, b
S(W-0-W) 493w 489vw
8(Sb-0) 446m 431w

3(0O-H) din H,0 1617m 1648m, 1621sh
S(N-H) din NHs*  1400vs 1404s

Vas(C-H) din -
fragmentele BuSn

1000-1300, 1700-1950, >2800

Spectrele RMN.

Spectrele RMN *H si **C au indicat echivalenta tuturor fragmentelor de butilstaniu. Din pacate, pan
in prezent nu am putut obtine spectre de inalta calitate. Acest lucru s-a datorat solubilitdtii foarte
scazute a compusilor in solventul utilizat (CDCls) [94]. Cu toate acestea, spectrele RMN *H si *C
ale n-BuSnCl; si POM2 au avut o alura similara si au prezentat rezonantele asteptate. Ele au aratat,
de asemenea, patru semnale caracteristice grupul butil, dar aceste semnale (in POM2) au fost relativ
deplasate in comparatie cu n-BuSnCl; (ca standard de referintd) [95], aceste valori sunt redate in
tabelul 11.2.3. Comparativ spectrele *H-RMN ale (NH4)4(NBus)s[Na(BuSn)sSbeWo10gs]-17H,0 si
triclorurii de butilstaniu libere au fost aproape identice, ceea ce s-ar putea datora fie constantei de
legare slabe, fie schimbului rapid al fragmentelor de butilstaniu (ca timpi de rezonanta RMN). Tn
plus, datorita caracterului diamagnetic al W(VI), deplasarile in urma complexarii au fost usor diferite
[95, 96]. Tn spectrul *H-RMN al POM2 deplasarile chimice (8, ppm) ale semnalelor de rezonanta
erau centrate la 2.05 (multiplet, CH,,a), 1.85 (quintet, CHy,B), 1.42 (sextuplet, CH,,y) si respectiv
0.88 (triplet, CHs3,6) fatd de n-BuSnCls (2.41; 1.90; 1.50 si 0.98 ppm) in regiunea alifatica. Spectrul
'H-RMN nu a fost foarte bine rezolvat, dar toate rezonantele au putut fi atribuite, totusi alura
spectrului a sugerat existenta unei singure specii chimice, si anume POM?2. Semnalelor date de
atomii de carbon n spectrele "*C-RMN au aritat ca deplasirile chimice sunt in corelatie cu natura
gruparilor butilstaniu si cu noua legatura C-Sn-O [95] in structura POM2. Semnalele de rezonanta
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ale POM2 n spectrele *C-RMN au fost usor deplasate la 32.04 (CH,,0); 27.83 (CH,.,B); 26.22
(CHa,y) si 13.51 ppm (CHs3,0) comparativ cu n-BuSnCls (33.54; 26.93; 25.74 si 13.44 ppm), ceea ce
este Tn concordantd cu coordinarea atomilor de staniu legati de atomii de oxigen terminali din
octaedrele WOQs. Spectrul *C-RMN al POM2 in CDCl; a prezentat rezonantele anticipate pentru
atomii de carbon alifatici i a aratat patru linii clare, confirmand puritatea si natura unui singur de
produs rezultat in sinteza.

Table 11.2.3. Deplasirile semnalelor de rezonanta (8, ppm) in spectrele "H-NMR
5i"*C-NMR ale n-BuSnCl; (referinta) si POM2.

Spectrul 'H-NMR n-BusSnCl, POM2=POM BI-28
CH,,a 2.41 2.05

CH,, 1.90 1.85

CHay 1.50 1.42

CH3,8 0.98 0.88

Spectrul *C-NMR n-BuSnCl, POM2=POM BI-28
CH,,a 33.54 32.04

CH,,B 26.93 27.83

CH,,y 25.74 26.22

CH3,5 13.44 1351

- Sn—“CH, -”CH, - 'CH, - "CH;,

Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a Nag[Lay(H20)s(Bi2W20070)]-37H.0.

Acesta sinteza s-a realizat in solutie apoasa prin metoda amestecului din componente, in mediu acid,
Tn conformitate cu stoichimetria reactiilor chimice care au loc. Compusul a fost caracterizat prin mai
multe metode fizico-chimice. Doua subunitati BiWg ale heteropolioxoanionilor formati in timpul
sintezei capteaza intr-un sandwich doud octaedre WOg si Incd doi cationi La®* rezultand o structurd
Bi,Wy cu o simetrie Cy, (avand un centru de inversie), redata si propusa pentru compus in figura
11.2.15.

Fig. 11.2.15. Reprezentarea poliedrica a polioxoanionului [Lag(HZO)G(Bi2W20070)]8'. (in mov sunt
octaedrele WO, Tn gri octaedrele WO rotite cu 60°, cu bile verzi ionii La**, cu bile galbene heteroatomii
de Bi, bile roz moleculele de apa de coordinare, si cu bile rosii atomii de oxigen).
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lonii lantanidici Tn aceasta structura sunt heptacoordinati, ntr-o bipiramida pentagonald ca

geometrie. Astfel de structuri se pot auto-asambla in dimeri si pot forma straturi monodimesionale.

Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a Na;5[(CeO)3(H20)2(BiWgOs3),]-48H,0

Acesta sinteza s-a realizat in solutie apoasa prin metoda amestecului din componente, Tn mediu acid,
Tn conformitate cu stoichimetria reactiilor chimice care au loc si modificand metoda datd de Gouzerh
Tn 2002. Compusul a fost caracterizat prin mai multe metode fizico-chimice.

Structurile de tip sandwich care au incorporat ioni metalici f au fost descrise de Knoth. Propunem

pentru acest compus sintetizat [(CeO)s(H,0)(BiWgOs3),]™ structura redati in figura figura 11.2.19.

Fig. 11.2.19. Reprezentare poliedricd a structurii polioxometalatului [(CeO)3(H20)2(BiWoO33)2]™ (in
mov octaedrele WQOg, bile negre atomii de Ce, bile galbene atomii de Bi din structura sandwich, bile verzi
atomii de oxigen, bile roz moleculele de apa).

Capitolul 3. Caracterizarea activitatii biologice a polioxometalatilor sintetizati

3. 1. Activitatea hipoglicemianta a doi polioxometalati — studii in vitro si in vivo

Introducere

Doua grupuri de cercetatori, printre care si cel condus de Nomiya, au caracterizat anumifi
polioxometalati ca fiind molecule insulino-mimetice si care au activitate hipoglicemianta [153].

In studiul de fatd prezint rezultatele obtinute in urma investigatiilor privitoare la activitatea
hipoglicemiantd a doi heteropolioxowolframati care nu au fost cercetati din aceastd perspectiva,

POM BI-10 = POM T-7=POM1 D=K;H[(VO)3(SbW;033),]-27H,0=PM-1002 (descris pentru prima
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datda 1in literatura de Yamase si colaboratorii, 2001) si POM BI-28=POM2 D=
=(NH4)4(NBu4)s[Na(BuSn)sShgW,;0g6]-17H,0O propus pentru prima data aici in prezenta teza, s-au
dovedit a avea actiune hipoglicemianta.

Efectele hipogliceminate ale celor doi polioxometalati au fost stabilite intr-un studiu in vivo in urma
administrarii lor orale la sobolani cu diabet indus cu STZ (streptozotocina). in vederea elucidarii
mecanismului molecular de actiune al polioxometalatilor, experimentele in vitro au aratat capacitatea
celor doi POMs de a stimula diferentierea celulelor stem in celule producatoare si secretoare de

insulina.

__self-assembly
q

\

Hypoglycemiant effect J

Fig. 11.3.1.1. Efectelor hipoglicemiante ale polioxometalatilor (rezumat grafic).

Materiale si metode

Studiul in vivo. Au fost utilizati sobolani Wistar masculi, la care s-a indus diabetul printr-o injectie
intraperitoneald (o singurd doza) cu STZ (50 mg/kg corp). S-a colectat sange prin punctie venoasa de
la fiecare sobolan si s-a stabilit nivelul glicemiei folosind un glucometru Accu-Chek®Active (F.
Hoffmann, La Roche Diagnostics Ltd.). Sobolanii injectati cu STZ si care au avut glicemia mai mare
de 200 mg/dL au fost considerati ca fiind diabetici. S-au stabilit patru grupuri de control de sobolani
(sanatosi tratati cu apa Millipore, sandtosi tratati cu POM1, respectiv cu POM2, diabetici tratati cu

apa Millipore) si doud grupuri de sobolani diabetici tratati cu POM1, respectiv cu POM2. Animalele
20



din toate grupurile tratate cu POMs (concentratia solugiilor apoase stock a fiecarui POM a fost de 1
mg/mL) au primit zilnic prin gavaj oral o anumita cantitate In functie de greutatea corporald a
fiecarui animal, pana la o doza cumulativa de 4 mg/kg corp la finalul celor 3 saptamani de tratament.
Nivelul glucozei in sénge (a jeun) s-a analizat in prima zi, in ziua a-14-a si respectiv in ziua 21
(finalul tratamentului), atunci cand sobolanii au fost ucisi sub anestezie generald. Distributia si
caracteristicile ultrastructurale ale veziculelor secretorii din celulele B ale pancreasului endocrin,
celulele producatoare de insulind, precum si evaluarea hepatotoxicitdtii induse de administrarea
POMSs s-au realizat urmand protocolul standardizat de analiza la microscopul electronic de transmisie
(TEM) JEOL JEM 1010 (JEOL Ltd., Tokyo, Japan). Diametrele veziculelor secretorii din celulele B
si cele ale granulelor electron-dense din interiorul lor au fost masurate cu ajutorul programului de

morfometrie Cell*D (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster, Germany).

Studiul in vitro. Au fost utilizate in acest studiu trei linii celulare: celule stem mezenchimale adulte
umane din maduva osoasd (M-MSCs), celulele umane endoteliale ale venei ombilicale (HUVECs) si
celule stem mezenchimale adulte umane din membrana amniotica (A-MSCs). Celulele M-MSCs si
A-MSCs au fost cultivate in mediu standard de culturd a celulelor stem, iar celulele HUVEC au fost
cultivate Tn mediu RPMI-1640. Stabilirea citotoxicitatii POMs s-a realizat prin tehnica MTT pe
celulele M-MSCs si pe celulele HUVEC. Diferentierea in vitro a celulelor A-MSCs in celule
progenitoare insulind s-a efectuat urmand protocolul de diferentiere pancreatica.

Pentru analiza statistica si pentru reprezentarea grafica a tuturor rezultatelor a fost utilizat soft-ul
GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Diferentele au fost considerate

semnificative statistic la o valoare a p <0,05.

Rezultate si discutii
S-au caracterizat cei doi POMs din punct de vedere al dimensiunii lor prin TEM si s-au masurat
manual utilizdnd softul Cell"D (cate 6093 de masuratori pentru fiecare POM) diametrele in vederea

stabilirii distributiei dimensiunii lor, aspecte redate in figura I1.3.1.2.
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Numarul masuratorilor

POM 1 POM 2
POMs

C.

Fig. 11.3.1.2. Dimensiunile nanocompusilor. A. imaginea TEM a POM1;
B. imaginea TEM a POMZ2; C. distributia diametrelor POMs
(Tn negru diametre Tntre 2-3 nm, in alb diametre intre 3-4 nm si in mov diametre peste 4 nm).

Efectele POMs asupra greutatii corporale si ingestiei de alimente. Nu s-au observat diferente
semnificative statistic ale diferitelor tratamente aplicate in timpul studiului asupra ingestiei de
alimente. In ceea ce priveste greutatea corporald, printre animalele control negativ, numai grupul
grupul martor de sobolani sanatosi a prezentat constant o evolutie crescatoare. La grupurile tratate cu
POMs s-a observat o crestere dupa 14 zile a greutatii corporale, urmata de o revenire spre sfarsitul
studiului. Prin urmare, am presupus cd tratamentul cu POMs a fost responsabil de stimularea
metabolismului, efect care apoi a fost treptat anihilat in cursul ultimei saptimani de tratament, cel
mai probabil din cauza iritafiei mucoasei gastrice si intestinale produse de compusi. La toate
grupurile de animale diabetice (control pozitiv si cele doud grupuri tratate cu POMs), s-a observat o

scadere continua a greutdtii pe parcursul intregului experiment.

Efectele hipoglicemiante ale POMs. Glicemia a prezentat valori constante la cele 3 grupe grupe de
animale control negativ (netratate si tratate) pe parcursul intregului studiu. La grupul control pozitiv,
tratamentul cu STZ a fost urmat de o crestere dramaticd a glicemiei, datoritd unui numar mare de
celule pancreatice § afectate de STZ. La cele doud grupuri de animale diabetice tratate cu POM1,
respectiv POM2 s-a observat o crestere mult mai putin pronuntatd a glicemiei in comparatie cu
grupul control pozitiv, pe parcursul dar si la sfarsitul experimentului. Desi nu s-a inregistrat o

diferentd semnificativa statistic intre valorile glicemiei masurate in ziua 21 la grupul de animale
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diabetice tratat cu POM1 in comparatie cu cel tratat cu POM2, efectele hipoglicemiante ale POM1 au
fost mai accentuate. Toate aceste aspecte sunt redate n figura 11.3.1.3.
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Fig. 11.3.1.3. Evolutia glicemiei la sobolanii din toate loturile experimentale.
A. ziua 1 de tratament; B. ziua 14 de tratament; C. ziua 21 de tratament.

Aspecte ultrastructurale ale celulelor p-pancreatice.

Principala caracteristica ultrastructurald a acestor celule la grupul sobolanilor sandtosi a constat in
prezenta a numeroase vezicule secretorii, cu o distributie normald in interiorul celulelor B. S-a
dovedit ca metodele de fixare bazate pe glutaraldehida si tetraoxid de osmiu sunt responsabile pentru
,ultrastructura clasica” a veziculelor secretorii din celulele B, prezentand un miez electron-dens
(granule de insulind) inconjurat de un mare halo straveziu. Diametrul mediu calculat al vezicule
secretorii din grupul sobolanilor sdnatosi a fost de 466.67+58.40 nm, iar diametrul mediu al miezului
electron-dens a fost de 264.01+45.29 nm.

Tn grupurile de sobolani martor cu diabet (control pozitive) au fost gisite multe celule B in apoptozi
in insule. Ele erau micsorate si detasate de celulele invecinate, aveau nuclee neregulate, cu clusteri de
granule de cromatind si un spatiu perinuclear dilatat, reticul endoplasmatic dilatat, precum si o
citoplasma foarte vacuolizata. Cu toate acestea, alte celule B au pastrat o ultrastructura generala
normald, cu nuclei eucromatinici rotunzi sau ovali, reticulul endoplasmic rugos cu aspect
ultrastructural normal §i aparate Golgi proeminente. Pe de alta parte, in citoplasma s-au observat
organisme multilamelare si mitocondriile au fost umflate, cu matrice rarefiatad si creste intrerupte.
Majoritatea veziculelor secretorii nu prezentau miezul dens de insulind, sau aveau miezuri foarte

mici. Numarul de vezicule secretorii cu aspect normal a fost redus semnificativ, cele mai multe
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dintre acestea avand doar un subtire inel stralucitor in jurul miezului de insulina care ocupa aproape
n intregime veziculele secretorii. Unele dintre aceste granule au fost imature, cu o electron-densitate
redusd. Diametrul mediu al veziculelor secretorii in acest grup a fost de 273.30+42.88 nm, pentru
miezul dens fiind calculat un diametru mediu de 193.84+101.58 nm.

Celulele B din grupul sobolanilor diabetici tratati cu POM1 au ardtat nuclee eucromatinice de forma
ovala, cu contur neregulat, reticulul endoplasmatic dilatat si aparate Golgi proeminente. Printre
veziculele lor secretorii, prezente in numar mare, multe au avut aspect ultrastructural normal, chiar
daca au avut diametre mai mici. Multe alte vezicule observate erau inca lipsite de miez dens, iar
unele dintre veziculele goale aveau diametre mai mari. Diametrul mediu al veziculelor secretorii n
acest grup a fost de 359.88+67.12 nm, iar pentru miezul dens a fost calculat un diametru mediu de
124.82+111.29 nm.

Fig. 11.3.1.4. Aspectele ultrastructurale (imagini TEM) ale celulelor B-pancreatice de la diferitele loturi
experimentale. A. lot HCG — sobolani sanatosi; B. lot DCG — sobolani cu diabet STZ indus; C. lot DG-
POML1 - sobolani diabetici tratati cu POM1; D. Lot DG-POM2 — sobolani diabetici tratati cu POM2.

In grupul sobolanilor diabetici tratati cu POM2, au fost gisite citeva (rar) celule P necrozate.
Celulele B ramase intacte au fost In numar mai mare In acest grup comparativ cu grupul control
diabet. Veziculele secretorii au fost prezente in numar mare, dar veziculele fard granula centrala
electron-densa de insulind au predominate. Rareori veziculele au continut nuclee mici dense, si chiar
mai rar au fost cele cu granule de insulind de dimensiuni normale. Diametrul mediu al veziculelor

secretorii din acest grup a fost de 178.05£50.03 nm, iar pentru miezul dens, a fost calculat un

diametru mediu de 51.22+71.20 nm.
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O corelatie evidenta intre marimea medie a veziculelor secretorii (si a miezurilor lor dense) si
nivelurile glicemiei a fost observati doar la compararea grupurilor martor (sinitos si diabetic). In
grupul tratat cu POM1, celule B individuale au prezentat un model ultrastructural similar cu celulele
B ale sobolanilor martor sdnatosi. Acest aspect a indicat un grad mare de recuperare a functiilor lor
secretorii, constatare sustinuta si de diametrele mai mari ale veziculelor secretorii.

In grupul sobolanilor diabetici tratati cu POM2, celulele B semdnau mai mult cu cele din grupul
martor de sobolani cu diabet, in principal cu privire la degranulare, aspect care ar putea explica

activitatea hipoglicemianta diferita a celor doi POMs.

Aspecte ultrastructurale ale hepatocitelor. Examinarea imaginilor TEM din grupul de control
negativ de sobolani a relevat utrastructura normald a hepatocitelor. In grupul de sobolani martor cu
diabet s-au inregistrat modificari ultrastructurale importante ale hepatocitelor. Hepatocitele din
grupul sobolanilor diabetici tratati cu POM1 au prezentat ca principale caracteristici ultrastructurale
nuclee euchromatinice de formd ovald cu nuleoli proeminenti §i contur neregulat, reticulul
endoplasmatic dilatat, si multi lizozomi secundari eterogeni. Ultrastructura hepatocitelor in grupul
sobolanilor diabetici tratati cu POM2 a fost foarte aseménatoare cu cea a hepatocitelor din grupul
tratat cu POM1, dar un numar mai mic de celule a parut sa fie afectat, avand nuclee neregulate si
lisosomi secundari in numar mare. Aceste constatari ultrastructurale au indicat ca POMs (in dozele
utilizate aici) au avut capacitatea de a restabili activitatea metabolica deranjata initial a hepatocitelor
la sobolanii diabetici. Rezultatele noastre implica o lipsda a efectului toxic detectabil a celor doi

POMs. Aceste aspecte au fost confirmate si prin testele MTT efectuate pe celulele cultivate.

Testarea citotoxicitatii POMs prin testul MTT

HUVEC aproape ca nu au fost afectate de POM1, doar una dintre cele mai mari doze s-a dovedit a
avea un efect inhibitor semnificativ (0.11 mg/mL), dar au fost mai sensibile la aproape toate
concentratiile de POM2 testate. POM1 a indus o rata crescutd de proliferare a M-MSCs, modificari
care au fost statistic semnificative la concentratii de 1,12 si 0,56 pg/mL. Efectul POM2 a fost
citotoxic la concentratii ridicate de 0,2 si 0,11 mg/mL. Concentratiile mai mici de 9 pg/mL au
determinat si o crestere mai mare a celulelor M-MSCs, dar nu cu aceeasi amplitudine ca POMI.
Conform acestor rezultate, concentratia de 9 pg/mL pentru POM1 si POM2 (cea mai mare doza care
s-a dovedit a fi non-toxica pentru M-MSCs) a fost stabilita si aleasa pentru alte experimente de

diferentiere in vitro.
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Diferentierea celulelor stem pancreatice in celule producitoare de insulina

S-au parcurs trei etape de diferentiere a celulelor stem, in prezenta celor doi POMs, respectand
protocoalele de diferentiere pe parcursul a 4 saptamani, si toate testele s-au efectuat in triplicat pentru
a urmari reproductibilitatea rezultatelor. S-a demostrat diferentierea celulelor stem in celule
producatoare si secretoare de insulind prin colorarea cu ditizond, colorant specific pentru marcarea
insulinei functionale (asamblatd Tn hexameri). S-a observat prezenfa unor numeroase clustere

pozitive de ditizona in toate cele trei probe, dar acestea erau in numar mai mare in A-MSCs tratate cu
POMs.

Fig. 11.3.1.10. Imagini de microscopie in contrast de faza ale celulelor A-MSCs care se diferentiaza in celule
pancreatice producdtoare si secretoare de insulind. A-C: A-MSCs diferentiate in celule progenitoare
pancreatice la sfarsitul procesului de diferentiere, dupd 6 zile de cultivare cu mediu P3 suplimentat cu
glucagon si TGFB1. A. Control, multe clustere celulare ditizono-pozitive; B. in A-MSCs tratate cu POM1 s-au
format mult mai multe clustere celulare ditizono-pozitive; C. tratarea cu POM2 asemenea, a condus la un
numar mare de celule ditizono- pozitive. Detalii din A-C: redau clustere celulare care contin insulind; in B se
observa clustere colorate cu ditizona, si prezenta insulinei secretate culoarea rosie in afara clusterelor (marcata
cu sageata).
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Aceste rezultate au dovedit capacitatea ambilor POMs de a accelera diferentierea celulelor stem in
celule producitoare de insulina. Intre cei doi POMs testati, POM1 a fost mai puternic, iar prezenta
insulinei in interiorul celulelor a fost confirmatd de culoarca rosie intensa observatd in toate
clusterele celulare. In plus, in cazul ambilor POMs, intensitatea culorii rosii in unele grupuri
specifice de celule nu a fost atat de generalizata, dar in apropierea unor astfel de clustere un ,,nor”
amorf colorat in rosu a fost remarcat. Acest aspect este chiar mai important decat sinteza eficienta a
insulinei de catre celulele diferentiate, deoarece a dovedit ca aceste celule au nu doar abilitatea de a

sintetiza insulina, dar §i capacitatea de a secreta insulina produsa.

Concluzii

Cei doi polioxometalati, cu diametrul mediu de 2-4 nm, au aratat o activitate semnificativa
hipoglicemiantd, consecutiva tratamentului oral pe un model animal de diabet STZ-indus. Anionul
tris-(vanadil)-tungsto-antimoniatul(111) (POM1) testat s-a dovedit a fi mai puternic in toate privintele
decat anionul tris-butilstaniu-21-tungsto-9-antimoniatul(111) (POM2). Tn plus, unul dintre principalele
avantaje emergente din acest studiu cu acesti nanocompusi a fost reprezentat de toxicitatea lor
scazuta, in functie de doza. Pe baza studiilor in vivo si in vitro, am ajuns la concluzia ca cei doi
polioxometalati testati si-au exercitat efectele lor hipoglicemiante prin doua mecanisme diferite si
concomitente: au prevenit apoptoza celulelor B-pancreatice (si ulterioara reducere a cantitatii de
insulind) si au stimulat diferentierea celulelor stem rezidente 1n noi celule pancreatice producatoare si

secretoare de insulina.

3. 2. Activitatea antibacteriani a polioxometalatilor sintetizati — studii in vitro

Introducere

Una dintre cele mai interesante aplicatii ale polioxometalatilor (POMs) este stabilirea activitatii lor
antibacteriene si a comportamentului asemanator cu al antibioticelor. Cunoscuta fiind rezistenta la
antibiotice dobanditd de bacterii, descoperirea de noi compusi cu potential antibacterian puternic este
un obiectiv important. In acest subcapitol descriu rezultatele obtinute in urma testirii activitatilor
antibacteriene a 37 POMs astfel: 30 de compusi 1n setul I comparativ cu amoxicilina (antibiotic cu
spectru larg) si 7 compusi in setul al II-lea, polioxometalati pseudo-Keggin, cu structuri trilacunare
,»sandwich” (avand incorporate in structura lor cationi ai metalelor tranzitionale) comparativ cu 9

antibiotice. Acesti compusi au fost testati impotriva mai multor tulpini bacteriene Gram-pozitive si
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cele Gram-negative. Unii POMs testati au aratat efecte antibacteriene certe, constituind o posibila

alternativa la agentii chemoterapeutici cunoscuti. Imaginea de mai jos rezuma efectele constatate.

ATCC 14579—Bacillus cereus: MIC — 0.0048 mg/L
(NH,),(NBu,)s[Na(BuSn);Sby W, Og6] = POM 28

Fig. 11.3.2.1. Efectele antibacterine ale polioxometalatilor (rezumat grafic).

Materiale si metode

Determinarea activitatii antibacteriene prin metoda difuzimetrica

Activitatea antibacteriana a 30 de polioxometalati (setul I) a fost determinatd utilizind metoda
difuzimetrica, in acord cu standardele impuse de Clinical and Laboratory Standards Institute (2009).
S-au adaptat protocoale de lucru pentru acest studiu si s-au folosit cinci tulpini de referinta, doua
Gram-pozitive (Staphylcoccus aureus si Bacillus cereus) si trei specii Gram-negative (Escherichia
coli, Salmonella enteritidis si Pseudomonas aeruginosa), cumparate de la American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Citirea rezultatelor s-a realizat prin masurarea diametrului
zoneli (ariei) de inhibitie. Evidentierea efectelor polioxometalatilor s-a realizat prin metoda coloratiei
Gram. POMs din setul II au fost testati in vitro impotriva a sase tulpini bacteriene de referinta (doua
specii de bacterii Gram-pozitive — S. aureus, B. cereus — si patru specii de bacterii Gram-negative —
E. coli, S. enteritidis, P. Aeruginosa, S. typhimurium), precum si a unei tulpini de Staphylococcus
aureus meticilino-rezistent (MRSA) izolat de la un pacient cu ischemie cronica si piciorul amputat.
Determinarea activitatii antibacteriene prin metoda microdilutiilor

Stabilirea concentratiei minime inhibitorii (CMI)

Activitatea minimd de inhibare a bacteriilor determinatd de actiunea celor 30 de polioxometalati
(setul 1) a fost stabilitd prin metoda microdilutilor standardizata National Committee for Clinical

Laboratory Standards (2009) si pentru stabilirea CMI a celor 7 POMs din setul II s-a utilizat metoda
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de microdilutiilor seriate Tn mediu nutritiv lichid. Ambele testari s-au realizat pe aceleasi tulpini
bacteriene specifice fiecarui set. Citirea rezultatelor s-a realizat prin aprecierea limitei (dilutiei),
adica godeul 1n care nanocompusii inhibd dezvoltarea bacteriana.

Stabilirea concentratiei minime bactericide (CMB)

Activitatea minima bactericida s-a realizat numai pentru computii testati in setul I, si a fost
determinata prin metoda microdilutilor pe cele cinci specii bacteriene. Citirea s-a realizat la 24 de ore
prin observarea cresterii in mediul de culturd. Au fost incadrati polioxometalatii ca fiind bactericizi
dacd nu au permis cresterea pe aceste medii.

Rezultate si discutii

S-au constatat efectele mai bune ale unor polioxometalati, cu o eficientd dependentd de tulpina
bacteriana si de structura polioxometalatului prin masurarea diametrelor (in mm) zonei de inhibitie a

cresterii bacteriene.

Staphylocoecus— . Staphylococcus’ 3
aureus aureus

Staphylococeus NS
aureus

Fig. 11.3.2.2. Efectul polioxometalatilor (1-30) comparativ cu martorul (CN, control negativ, martor)
asupra germenilor tulpinii de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P); se observa prezenta zonelor de
inhibitie la unii polioxometalati testati si absenta lor la altii.

Singurul compus care si-a dovedit activitatea antibacteriand asupra celor 5 tulpini bacteriene testate
s-a dovedit a fi compusul 28 (POM2D=POM BI-28), mentinandu-si actiunea mai puternica decat a

amoxicilinei, chiar daca uneori aceasta s-a diminuat, aspecte redate in figura 11.3.2.4.
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Putem mentiona ca doar 9 compusi dintre cei 30 testati, la o concentratie de 20 pug, nu au prezentat
activitate antibacteriana. Presupunem ca folosirea unor concentratii mai mari de compusi apropiate
de a amoxicilinei ar imbunatati actiunea antibacteriana a acestora.

Concluzii

Pentru testarea activitatii antibacteriene (set I si set II) a polioxometalatilor am ales mai multe tipuri
de tulpini bacteriene de referinta, avand in vedere patologia determinata de acestea, atat tulpini din
speciile Gram-pozitive de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus cat si tulpini din speciile Gram-
negative de Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Escherichia coli si Pseudomonas
aeruginosa, precum si o tulpind de Staphylococcus aureus meticilino-rezistent, izolatd de la un
pacient cu ischemie cronica si cu piciorul amputat si care prezenta infectie cu MRSA.

1. S-a reusit caracterizarea polioxometalatilor testati din punct de vedere al relatiei structurda —
activitate antibacteriana. Efectele antibacteriene ale acestor compusi sunt direct dependente de
structura acestora si tulpina bacteriana testata, astfel sunt compusi la care dezvoltarea bacteriilor nu
este inhibatd (unii polioxometalati cu structura Keggin monolacunard), cu structura Keggin
trilacunara si Keggin trilacunard/sandwich la care bacteriile nu au dovedit rezistenta. Clusterii in
general (POM BI-19, 20, 28) si polioxometalatii cu structurd pseudo-Keggin trilacunara/sandwich
(POM BI-26) au cel mai puternic efect antibacterian pe toate tulpinile bacteriene testate, in cantitate
mica (20 pg) cu o eficientd mai mare decét antibioticul testat — amoxicilina (25pug) datorita unitatii
constitutive de tip pseudo-Keggin [Sb""'WoOs3]>. Unii POMs au avut efect bacteriostatic, dar nu
bactericid.

2. Sarurile simple de butil amoniu necomplexate au un efect mai slab antibacterian comparativ cu
cele care au fragmente de butilstaniu constituente pe toate tulpinile bacteriene testate. Putem sust{ine
ca in polioxometalatii (POM BI-20, 26, 27, 28) cu structurile pseudo-Keggin trilacunari/sandwich,
unitatea constitutivi a lor de tip pseudo-Keggin [Sb"'WgOs3]” este responsabild de activitatea
antibacteriana foarte buna.

3. Tn plus, la complexare in cluster (POM BI1-28) cu clorura de butil-staniu se constati o intensificare
a actiunii antibacteriene, si facem responsabil de aceasta atat fragmentele de constitutie ca
[Sb""'Wg0s33]® (unitati pseudo-Keggin), cat si cele trei fragmentele organometalice de butilstaniu
existente in structura clusterului.

4. Dintre cei sapte POMs (set II), primii cinci au dovedit efectele antibacteriane concurentiale (in
comparatie cu cele noud antibiotice), sau chiar au avut un efect mai bun decat antibioticele testate.

Au avut efecte la testarea in vitro Tmpotriva ambelor specii bacteriene Gram-pozitive (S. aureus si B.
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cereus) si Gram-negative (E. coli, S. enteritidis, S. typhimurium, P. aeruginosa), si foarte important,
Tmpotriva unor tulpini microbiene rezistente la antibiotice (MRSA si P. aeruginosa).

5. Efectele antibacteriene ale POMs (set IlI) au fost datorate structurii lor chimice:
heteropolioxowolframati cu structuri pseudo-Keggin sandwich, continind Bi** ca heteroatom,
sandwich care capteaza trei cationi ai metalelor tranzitionale. Ultimii doi POMs (set Il), dar care
contin cationii Fe in lacune, au avut activitate extrem de slaba, respectiv POM 6 (cu Fe®") a fost
eficace Tmpotriva P. aeruginosa si B. cereus, in timp ce POM 7 (cu Fe?") nu prezintd activitate

antibacteriana.

3.3. Activitatea antitumorala a polioxometalatilor sintetizati — studii in vitro

Activitatea antitumorald a POMs din gama hepta- sau hexawolframatilor/molibdatilor s-a dovedit a fi
mai puternica decat a unor citostatice (cisplatin, 5-fluorouracil, gemcitabin), testele fiind efectuate pe
linii celulare tumorale izolate din tumorile unor pacienti care aveau diagnosticate diferite forme de
cancer: pulmonar, gastric, pancreatic, mamar [107-109, 113, 115]. Inhiband generarea de ATP,
POMs reduc activitatea mitocondriilor si Tn final activeaza apoptoza. Unele proprietati
farmacocinetice si farmacodinamice ale polioxometalatilor fundamenteaza cercetarea privitoare la
potentialul lor citostatic. Tn acest subcapitol prezint rezultatele (sumar redate in figura 11.3.3.1)
obtinute in urma investigatiilor in vitro pe doua linii celulare (HUVEC si Hela) pentru a evalua
comparativ  potentialul  antitumoral al  heteropolioxomolibdatilor cu cel al unor

heteropolioxowolframati si a unui compus Anderson.

Fig. 11.3.3.1. Efectelor antitumorale ale polioxometalatilor (rezumat grafic).
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Materiale si metode

Sistemele biologice

S-au folosit doud linii celulare, o linie normald de celule endoteliale HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) si o linie tumorald de cancer de col uterin HeLa (avand origine infectarea cu
HPV — Human Papilloma Virus cu serotip 16, oncogenic).

Prepararea solutiilor POMs

POMs au fost solubilizati in apa bidistilata, etanol sau DMSO (dimetilsulfoxid) obtinandu-se solutii
stock, care apoi au fost diluate in mediul de culturd pornind de la concentratia maxima de 10mg/mL
pana la 0.0125 mg/mL pentru POM T 2, 19, 20, 21, 22 si 23 si o concentratie maxima de 1 mg/mL
pana la 0.00125mg/mL pentru POM T 15 si 16. Solutiile apoase au fost apoi filtrate in vederea
sterilizarii cu filtre Millipore cu porozitate de 0.22 pum.

Testele MTT s-au realizat pe celulele HUVEC si HeLa aflate in faza exponentiala a cresterii celulare
si s-au folosit placi cu 96 de godeuri. Un numar cunoscut de celule (2x10%) au fost insamantate in
fiecare godeu in 200 pL mediu complet. Dupa 16 ore de cultivare peste noapte, celulele au fost
tratate cu substantele de studiat. Fiecare determinare s-a efectuat in triplicat. Dupa 24 ore dupa
terapie, mediul a fost aspirat si 1n fiecare godeu s-au adaugat cate 100 uL de solutie de Img/mL de
MTT (Thyazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma-Aldrich).

Dupa terminarea perioadei de incubare, solutia de MTT a fost aspirata din godeuri si cristalele de
formazan au fost dizolvate cu 150 pL/godeu de DMSO (dimetil sulfoxid), obtinandu-se o reactie de
culoare. Pentru masurarea densitatii optice, placile au fost analizate la 492 nm folosind un cititor de
plici BioTek Synergy 2. Inainte de solubilizarea cu DMSO au fost preluate si imagini in microscopia
opticd cu un microscop Zeiss Axiovert D1 in fazd inversatd, cu obiective cu mariri de 20x, 40x,
1000x pentru a observa modificarile morfologice ale celulelor expuse la tratamente. Achizitia de
imagini s-a efectuat cu o camera MRC color, folosind un soft Axiovision Rel 8.6.

Analiza statistica S-a utilizat un soft de analiza statistica GraphPad Prism 5. Datele au fost procesate
folosind analiza one-way ANOVA ,,.Dunnett’s Multiple Comparison Test”, stabilind ca valoarea lui p
sa fie < 0.05.

Rezultate si discutii

Determinarea activitafii antitumorale a heteropolioxomolibdatilor

POM M2: S-a preparat o solutie stock de 200mg/mL in apa bidistilata. Atat celulele HUVEC cat si
HeLa au prezentat o sensibilitate crescuta la dozele mari pana la 0.5 mg/mL, dupa cum reiese din

figura 11.3.3.2. Diferentele fata de control la aceste concentratii au fost statistic diferite (p<0.0001).
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Fig. 11.3.3.2. Aspectul grafic al testarii MTT a celulelor HUVEC si HeLa cu POM M2.

Prin microscopie opticd s-a observat scaderea numarului de celule la concetratiile mari de 10 si 5
mg/mL, cu schimbarea morfologiei acestora, acestea devenind mai mari si mai etalate la suprafata
placii de cultivare. Unele s-au detasat sugerand initierea fenomenului de apoptoza celulara (figura
11.3.3.3 si figura 11.3.3.11).

Fig. 11.3.3.3. Aspectul morfologiei celulare a celulelor HUVEC si HeLa tratate cu POM M2
(10mg/mL si 5 mg/mL ).
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La microscopia optica s-a observat ca, la dozele mari, celulele au fost acoperite de precipitatul
format, dar la doza de 2.5 mg/mL s-au putut vizualiza si celulele, extrem de afectate de tratament atat

ca morfologie (rotunjite, probabil in apoptoza) cat si ca numar (figura 11.3.3.11).

M20‘$rr_}g./°r‘.t‘1l‘ M20 2.5mg/ml

M20 10mg/ml M20 5mg/ml M20 2.5mg/ml

Fig. 11.3.3.11. Aspectul morfologiei celulare a celulelor HUVEC si HeLa tratate cu POM M20
(10mg/mL, 5 mg/mL si 2.5 mg/mL).

Determinarea activititii antitumorale a heteropolioxowolframatilor

POM W3

S-a preparat 0 solutie de 200 mg/mL POMs in apa bidistilata. In cazul POM W3, celulele tumorale
Hela s-au dovedit a fi mai sensibile decat celulele endoteliale normale HUVEC, celulele tumorale

fiind afectate chiar si la doze mici de 0.1mg/mL (figura 11.3.3.22). Diferentele fata de control au fost
statistic semnificativ diferite (p<0.0001).
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Fig. 11.3.3.22. Aspectul grafic al testarii MTT a celulelor HUVEC si HeLa cu POM W3.

Acelasi aspect de celule apoptotice cu forma rotunjitd dar si scdderea numarului celulelor tumorale

au fost observate la concetratiile mari (figura 11.3.3.23).

Fig. 11.3.3.23. In stanga: aspectul morfologiei celulare a celulelor HUVEC si HeLa tratate cu POM
W3 (10mg/mL si 5 mg/mL). In dreapta: aspectul celulelor HUVEC tratate cu POM W3 (40x,
imagini preluate dupa 48 de ore).

Se observa internalizarea si acumularea POM W3 in apropierea spatiului perinuclear sugerand un

comportament de nanocompus.

POM W25

POM W25 este solubil in apa si s-a efectuat o solutie stock de 200 mg/mL. La testul de viabilitate
MTT s-a observat un efect citotoxic intens pentru ambele linii celulare. La doze mici a indus
proliferarea celulelor endoteliale (celule normale, figura 11.3.3.50).
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Fig. 11.3.3.50. Aspectul grafic al testarii MTT a celulelor HUVEC si HeLa cu POM W25.

La microscopia optica s-a demonstrat ca mecanismul citotoxicitatii este determinat de inducerea unui

fenomen de apoptoza foarte intens la dozele mari atit pentru celulele tumorale cat si pentru celulele

endoteliale (figura 11.3.3.51).

Fig. 11.3.3.51. Aspectul morfologiei celulare a celulelor HUVEC si HeLa tratate cu POM W25
(10 mg/mL si Smg/mL).
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In figura I1.3.3.52 se observa aspectul tipic al celulelor HeLa intrate in apoptozi dupi terapia cu
POM W25 la doza de 10 mg/mL: membrana balonizatd, condensarea cromatinei §i aparitia

fragmentelor nucleare.

Fig. 11.3.3.52. Aspectul celulelor tumorale HeLa dupa terapia cu POM W25 (10 mg/mL), modificari
morfologice tipice fenomenului de apoptozd (marire 400x).

Concluzii

Activitatea antitumorald a heteropolioxowolframgilor.

Efectul asupra celor doua linii celulare a POMs cu W a fost diferit in ceea ce priveste viabilitatea
celulara si influenta asupra cresterii/proliferarii celulare. Astfel, unii POMs s-au dovedit a fi complet
netoxici, neafectdnd proliferarea celulara, alti POMs au indus fenomenul de apotoza, mai ales la
tratamentul cu doze mai mari. Cel mai eficient a fost POM W25 care a indus moartea celulelor atat
tumorale cat si endoteliale si la doze mici de 0.25 mg/mL. La doze mici, unii compusi au determinat
chiar o crestere a proliferarii celulare (a celulelor tumorale HeLa): POM W10 si W14. S-a observat o
oarecare selectivitate, cu efecte mai pronuntate in functie de tipul celular. Aceste constatari nu sunt
nefavorabile dacd ne gandim la terapia cancerului, deoarece si celulele endoteliale sunt tinta
tratamentelor antitumorale, urmarindu-se inhibitia fenomenului de neoangiogeneza tumorala (factor
agravant al evolutiei §i metastazarii tumorale).

POM W3 a avut o particularitate observata in microscopia opticd la marire mare. Celulele tratate 48
ore cu o doza mare au acumulat §i concentrat In apropierea spatiului perinuclear compusul POM W3,
sugerand un comportament al acestuia similar cu cel al structurilor de tip nano. Acest aspect se

constituie intr-o dovada a dimensiunii acestor nanocompusi.

37



Activitatea antitumorali a heteropolioxomolibdatilor.

Toti POMs cu molibden au avut efect citotoxic asupra celor doua linii celulare, efect exercitat mai
ales prin initierea fenomenului de apoptoza. Acest efect s-a observat atat la doze mari cat si la doze
mici (POM M2, 15, 16). Selectivitatea in functie de linia celulard a fost evidenta. Astfel, POM M2,
15, 16, 20 au indus un raspuns apoptotic mai intens a celulelor de tip endotelial HUVEC, iar POM
M21, 22, 23 au actionat mai puternic asupra celulelor tumorale HelLa, cu posibila indicatie de
selectivitate terapeutica: antitumorald directa sau anti-angiogenica.

Un dezavantaj important I-a reprezentat solubilizarea dificila a unor POM chiar in solventi organici
(POM M19, 20, 21, 22, 23) si reprecipitarea lor in mediul de cultura (POM M20, 21, 22, 23). Chiar

si in aceste conditii, acesti POM si-au exercitat efectul citotoxic uneori chiar si la doze mici.

CONCLUZII GENERALE

1. S-au caracterizat din punct de vedere fizico-chimic si al activitatii biologice 50 de compusi, din
care 40 sintetizati prin diferite metode adaptate dupa cele descrise in literatura de specialitate si 7
sunt compusi noi:  (NHg)a[NBug]s[Na(BuSn)3;ShgW,10g6]-17H,O0 (POM 2 D=POM BI-28);
Nag[Laz(H20)6(BizW20070)]-37H,0 (POM T-8); Nays[(CeO)3(OH,)2(BiWgO33)2]-45H,0 (POM T-
10); Kg[SiVW1104]-12H,0 (POM BI-30); Kg[Si(VO)M0,W4030]-:11H,0 (POM  BI-7);
Nas[Fe(H,0)GeW;;039]-26H,0 (POM BI-24a,b=POM T-26); Nais[Mn3(H20)3(SiWg034)2]-25H,0
(POM BI-27=POM T-11).

2. Doi polioxometalati dintre care unul nou, cu diametrul mediu de 2-4 nm, au aratat o activitate
semnificativa hipoglicemiantd, consecutivd tratamentului oral pe un model animal de diabet STZ-
indus. Anionul tris-(vanadil)-tungsto-antimoniatul(111) (POM 1D=POM T-7=POM BI-10) testat s-a
dovedit a fi mai puternic in toate privintele decat anionul tris-butilstaniu-21-tungsto-9-
antimoniatul(111) (POM 2D=POM BI-28). In plus, unul dintre principalele avantaje emergente din
acest studiu cu acesti nanocompusi a fost reprezentat de toxicitatea lor scazuta, in functie de doza. Pe
baza studiilor in vivo si in vitro, am ajuns la concluzia ca cei doi polioxometalati testati si-au
exercitat efectele lor hipoglicemiante prin doud mecanisme diferite si concomitente: au prevenit
apoptoza celulelor B-pancreatice (si ulterioara reducere a cantitatii de insulind) si au stimulat
diferentierea celulelor stem rezidente in noi celule pancreatice producatoare si secretoare de insulina.
3. S-a reusit caracterizarea polioxometalatilor testati din punct de vedere al relatiei structurd —
activitate antibacteriana. Efectele antibacteriene ale acestor compusi sunt direct dependente de

structura acestora si tulpina bacteriana testata, astfel sunt compusi la care dezvoltarea bacteriilor nu
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este inhibatd (unii polioxometalati cu structurd Keggin monolacunard), cu structura Keggin
trilacunara si Keggin trilacunara/sandwich la care bacteriile nu au dovedit rezistenta. Unii POMs au
avut efect bacteriostatic, dar nu bactericid. Sarurile simple de butil amoniu necomplexate au un efect
mai slab antibacterian comparativ cu cele care au fragmente de butilstaniu constituente pe toate
tulpinile bacteriene testate. Putem sustine ca in polioxometalatii (POM BI-20, 26, 27, 28) cu
structurile pseudo-Keggin trilacunari/sandwich, unitatea constitutivd a lor de tip pseudo-Keggin
[Sb"'Wg033]® este responsabild de activitatea antibacteriana foarte bund. Dintre cei sapte POMs (set
IT), primii cinci au dovedit efectele antibacteriane concurentiale (in comparatie cu cele noua
antibiotice), sau chiar au avut un efect mai bun decat antibioticele testate. Au avut efecte la testarea
in vitro impotriva ambelor specii bacteriene Gram-pozitive (S. aureus si B. cereus) si Gram-negative
(E. coli, S. enteritidis, S. typhimurium, P. aeruginosa), si foarte important, impotriva unor tulpini
microbiene rezistente la antibiotice (MRSA si P. aeruginosa). Efectele antibacteriene ale POMs (set
I) au fost datorate structurii lor chimice: heteropolioxowolframati cu structuri pseudo-Keggin
sandwich, continand Bi®* ca heteroatom, sandwich care capteaza trei cationi ai metalelor
tranzitionale. Ultimii doi POMs (set II), dar care contin cationi Fe, au avut activitate extrem de slaba,
respectiv POM 6 (cu Fe**) a fost eficace impotriva P. aeruginosa si B. cereus, in timp ce POM 7 (cu
Fez+) nu prezinta activitate antibacteriana.

4. Din perspectiva actiunii antitumorale s-a reusit caracterizarea a 25 de POMs din cei 27 testati.
Efectul heteropolioxowolframatilor asupra celor doua linii celulare (HUVEC si celule tumorale
HelLa) a a fost diferit in ceea ce priveste viabilitatea celulara si influenta asupra cresterii/proliferarii
celulare. Astfel, unii POMs s-au dovedit a fi complet netoxici, neafectand proliferarea celulara, alti
POMs au indus fenomenul de apotoza, mai ales la tratamentul cu doze mai mari. Cel mai eficient a
fost POM W25 care a indus moartea celulelor atat tumorale cat si endoteliale si la doze mici de 0.25
mg/mL. S-a observat o oarecare selectivitate, cu efecte mai pronuntate in functie de tipul celular.

Toti heteropolioxomolibdatii au avut efect citotoxic asupra celor doua linii celulare, efect exercitat
mai ales prin initierea fenomenului de apoptoza. Acest efect s-a observat atat la doze mari cat si la
doze mici (POM M2, 15, 16). Selectivitatea in functie de linia celulara a fost evidenta. Astfel, POM
M2, 15, 16, 20 au indus un raspuns apoptotic mai intens a celulelor de tip endotelial HUVEC, iar
POM M21, 22, 23 au actionat mai puternic asupra celulelor tumorale HeLa, cu posibila indicatie de

selectivitate terapeutica: antitumorala directa sau anti-angiogenica.
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