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49 PROCEDEU DE PREPARARE A UNUI GEL AUTOASAMBLAT

PE BAZA DE PEPTIDE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui gel
autoasamblat pe baza de peptide pentru aplicatii
biomedicale ca matrice pentru culturi celulare. Proce-
deul, conform inventiei, constad intr-o reactie de reti-
culare prin interactiuni fizice necovalente cu auto-
asamblare, prin amestecarea unei solutii de lizina pro-
tejatd la ambele grupe aminice Fmoc-Lys-Fmoc in
dimetilsulfoxid cu o concentratie masica de
12,5...20,8% si pH ajustat la 7,4 pentru conditii fizio-
logice cu solutie salind tamponata cu fosfat, cu o solutie

Fmoc-Glu-Fmoc, sau Fmoc-Gly-Gly-Gly, respectiv,
Fmoc-Ser, amestecarea lenta a celor doua solutii In
raport volumetric 1:1, pastrare in regim stationar timp
de 24...48 h la temperatura de 22°C pentru definitivarea
procesului de gelifiere, rezultdnd un gel autoasamblat
care prezinta proprietati fizico-chimice similare cu ale
matricelor extracelulare.
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PROCEDEU DE PREPARARE A UNUI GEL AUTOASAMBLAT

PE BAZA DE PEPTIDE

Inventia se referd la un procedeu de preparare a unui gel autoasamblat pe baza de peptide
protejate cu N-(fluorenil-9-metoxicarbonil) Fmoc, ca matrice pentru culturi celulare.

Gelurile sunt materiale flexibile extrem de versatile, cu potential enorm pentru aplicatii
biomedicale. Similaritatea cu multe elemente tipice proprii matricii extracelulare native
(ECM) si cu proprietdti mecanice asemandtoare tesuturilor moi, este un factor cheie al
performantei lor pentru regenerare celulard si tisulard. Gelurile sunt o optiune promititoare
pentru culturile celulare 3D constituind o baza pentru aderenta i cresterea celulelor cat i
nutrientii necesari acestora. Gelurile autoasamblate se formeaza prin agregarea spontand a
componentelor monomerice in fibrile asemanatoare polimerilor prin interactiuni necovalente
si incdlcirea ulterioarda a acestor fibrile intr-o retea extinsid care provoacd gelifierea
solventului.

Peptidele sunt biomolecule aplicate pentru a proiecta materiale inovative functional §i
structural moi de tipul gelurilor. Biomaterialele sub forma de geluri pe baza de peptide sunt
retele de lanturi polimerice sau molecule de peptide de origine naturala sau sinteticd. Datorita
continutului ridicat de apa gelurile poseda caracteristici biofizice similare tesuturilor naturale,
respectiv. mediului extracelular al celulelor ECM si servesc ca elemente structurale
functionale 3D pentru diferite tipuri de celule i pentru regenerarea tisulara.

in acest cadru, matricea ofera site-uri de atasare a celulelor, capacitatea celulelor de a creste in
forma 3D si, pentru unele dintre ele, rigiditatea acestui mediu si factorii solubili asociati
(factori de crestere, sistem imunitar). Ca matrice flexibild 3D gelurile peptidice oferd un
control complet asupra proprietdtilor biochimice gi fizice, se pot personaliza pentru a se

potrivi cu tesutul tintd §i sustin cresterea unei game largi de celule, inclusiv celule stem
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pluripotente induse de om si linii celulare de cancer uman. Ele pot fi utilizate pentru a construi
modele relevante pentru diferite boli.

Gelurile peptidice autoasamblate folosite ca elemente structurale pentru cultura de celule au
avantajul gelurilor pe bazid de polimeri naturali, incluzind biocompatibilitatea,
biodegradabilitatea, si avantajele materialelor sintetice ca proprietiti mecanice §i structurale
controlate.

Adeziunea celulard si proliferarea diferitelor tipuri de celule poate fi crescutd/redusd prin
modificarea suprafetei gelului cu functionalitati chimice simple cum ar fi amina, carboxil si
hidroxil. Prin introducerea de blocuri cu functionalitate chimicd este posibil si se creeze
geluri care sunt potrivite cu cerintele unui anumit tip de celuld. De asemenea, liganzii
bioactivi ce pot fi introdusi cu usurintd in catena lantului peptidic promoveaza bioactivitati si
controleazd comportarea celulara.

Derivatii peptidici de dimensiuni mici cum sunt peptidele modificate cu grupe aromatice cum
este N-(fluorenil-9-metoxicarbonil) (Fmoc) se pot autoasambla formind geluri care se
autosustin. Aceste geluri prezintd similitudini cu matricile extracelulare datoritd hidratirii
inalte, rigiditatii relative si arhitecturii nanofibroase subliniate de analizele fizico-chimice. De
exemplu, Fmoc-difenilalanina (Fmoc-F(2)) oferd o matrice 3D destinata culturii celulare a
condrocitelor primare la bovine. Compozitiile combinate de gel de Fmoc-F(2) cu alti
aminoacizi protejati Fmoc, de exemplu lizina (cu grupa laterald R=(CH(2))(4)NH(2)) , acid
glutamic (cu grupa laterali R=CH(2)COOH)), serind (cu grupa laterala R=CH(2)OH)),
produc elemente structurale de natura fibroasa cu diametru al fibrei de 32-65 nm evaluat prin
microscopie crioelectronica si microscopie de fortd atomica. Analiza FTIR identifica faptul ca
segmentele peptidice adopta in principal o conformatie B-sheet antiparalela.

Compozitiile pe bazd de peptide mici, biocompatibile si biodegradabile, ce pot fi usor

modificate, sunt aplicate in mod deosebit in medicind. In functie de mediul biochimic se obtin
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spontan geluri autoasamblate cu forme diferite, agregate ordonate, prin combinare de forte
fizice de tipul legaturilor de hidrogen, interactiunilor hidrofobe, interactiunilor electrostatice
si a fortelor van der Waals, care mentin structurile autoasamblate peptidice intr-o stare de
energie joasd stabild. Caracteristicile acestor geluri, cum ar fi: capacitatea ridicatd de sorbtie
in microporii gelului §i proprietitile reologice asemanatoare solidelor, conditii de lucru
blande, receptivitatea la stimuli externi, biocompatibilitatea in vitro, biodegradabilitatea gi
lipsa de citotoxicitate dupa degradare, le conferd proprietdti care permit utilizarea lor in
domeniul biomedical ca biomateriale pentru ingineria tisulard, purtdtori de medicamente cu
capacitate mare de incarcare, vindecarea ranilor, etc. Totodata tipul acesta de autoasamblare
in retele al peptidelor imitd structurile fibroase ale matricii extracelulare (ECM), cum ar fi
arhitectura nanofibroasd si hidratarea ridicatd §i formeaza geluri ca si matrici extracelulare
(ECM) sintetice. Studii recente aratd ca secventele peptidice protejate cu N-(fluorenil-9-
metoxicarbonil) (Fmoc) si autoasamblate cu formare de geluri, permit dezvoltarea de
microambiente celulare cu reglare fina, care promoveaza si regleazd comportamentul celular,
cum ar fi aderenta, migrarea, proliferarea directionata si diferentierea celulelor.

De exemplu in brevetul EP 0811056 B1 din 1996 mediul de cultura pentru celule si tesuturi
pe baza de peptide este un kit complet ce include un container in care se introduc celulele si
mediul de cultura sub forma de amestec uscat la care se adaugi apa.

Mediul de cultura conform prezentei inventii contine ingredientele gisite in mod conventional
in medii pentru cultivarea celulelor eucariote, adicd vitamine, minerale, carbohidrati,
promotori de crestere i aminoacizi. Mai includ hidrolizate proteice ca sursi de alti aminoacizi
esentiali in mediul de culturd. Mediul de cultura astfel preparat a fost testat pe o linie celulara
de mielom uman, o linie celulard de mielom de soarece si o linie celularid de hibridom.

In brevetul WO 138274 A1 din 2016 se descriu formulari de tip gel din peptide sintetice, pe

baza de RADARADARADARADA (RADA 16-1), o peptidd amfifilicd din 16 resturi de
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aminoacizi, autoasamblabild in mod controlat in fibrile cu structuri ordonate functie de pH,
folosita ca matrice extracelulara pentru culturi celulare. RADA 16-1 consta din grupe repetate
hidrofobe (alanina) si hidrofile (arginind si acid aspartic), cu tendinta de a se autoasambla in
B-structuri foarte stabile, bine organizate.

WO 046277 Al din 2017 prezintd compozitii de tip gel imbunatitite pe baza de doi derivati
peptidici. Primul include un ligant aromatic si un diamino acid cu un ciclu aromatic. Al doilea
include un ligant aromatic si o dipeptida cu un aminoacid aromatic §i un alt aminoacid care
poate fi incidrcat electric sau polar. Aminoacizii aromatici pot fi fenilalanina, tirozina si
triptofanul. Aminoacizii incércati electric pot avea sarcind pozitiva: arginina, histidind si
lizina, iar cei Incarcati negativ includ acidul aspartic si acidul glutamic. Aceste geluri pot
functiona ca suport si element structural pentru cresterea celulara.

Brevetul US 8,420,605 din 2006 se referd la geluri pe baza de peptide sau derivati peptidici,
cu pH fiziologic 7, cum ar fi Fmoc-difenilalanina Fmoc-Phe-Phe, sau combinatii de difenil
alanind cu alanina, valina, leucina sau fenilalanina. Gelul pe bazi de Fmoc-Phe-Phe nu
formeaza totusi un element structural potrivit pentru cresterea celulelor ancorate deoarece este
prea hidrofob.

Pentru optimizarea §i sustinerea cresterii celulare astfel de compozitii trebuie sd formeze un
gel suficient de rigid sub pH-ul fiziologic. De asemenea gelul trebuie si fie transparent din
punct de vedere optic pentru a ajuta la monitorizarea celulelor, sa nu fie prea concentrat
(deoarece concentratia scdzuti a componentelor gelului sau dimensiunile mari ale porilor sunt
benefice pentru cresterea si longevitatea celulelor).

Brevetul US 0125611A1 din 2015 exemplifica un gel peptidic format prin autoasamblare cu
rezistentd mecanicd adecvatd care se compune dintr-o secventd de resturi de aminoacizi de
tipul : a;bicibzazbsdbaasbsc,bsas unde : al pana la a4 reprezinti rest de aminoacid bazic, bl

pind la b6 reprezintd rest de aminoacid polar neincércat si / sau un rest de aminoacid
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hidrofob, c1 si c2 fiecare reprezintd rest de aminoacid acid iar d reprezintd rest de aminoacid
hidrofob. Gelul conform inventiei cu aplicare potentiald ca suport pentru cultura celularid

confera celulelor o duratd de supravietuire satisfacatoare.

Problema pe care o rezolva inventia este realizarea unui procedeu de preparare a unui gel
autoasamblat pe bazd de peptide protejate cu N-fluorenil-9-metoxicarbonil Fmoc, din di-N-
fluorenil-9-metoxicarbonil-lizind reticulata prin interactiuni fizice necovalente cu N-fluorenil-
9-metoxicarbonil-acid glutamic, sau N-fluorenil-9-metoxicarbonil-triglicina, sau N- fluorenil-
9-metoxicarbonil — serina, in solutie de dimetilsulfoxid, care extinde gama de aplicatii
biomedicale ca matrice pentru culturi celulare sau pentru alte tipuri de biomateriale.
Procedeul de preparare al unui gel autoasamblat cu aplicatii biomedicale ca matrice pentru
culturi celulare conform inventiei, din di-N-fluorenil-9-metoxicarbonil-lizina reticulatd prin
interactiuni fizice necovalente cu N-fluorenil-9-metoxicarbonil-acid glutamic, sau N-
fluorenil-9-metoxicarbonil-triglicina, sau N-fluorenil-9-metoxicarbonil-serina, se realizeaza
printr-o reactie de autoasamblare in solutie de dimetilsulfoxid, la rapoarte volumetrice 1 : 1, la
temperatura ambientald de 22 °C timp de 24 ore, in regim stationar.
Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje :
e este un procedeu ecologic, fird emanatii toxice si energo-economic;
e este simplu de realizat in conditii de laborator dotate cu vase si ustensile de sticla,
sigur 1n exploatare;
e necesitd un numar redus de faze tehnologice;
e stabilitate la stocare cét §i operationald in decursul unei potentiale utilizari a gelului
preparat.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei.
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Exemplu

In prima fazi, chiar Tnainte de utilizare, separat in flacoane de sticld se prepard solutiile de
stocare in dimetilsulfoxid (DMSO) din peptidele selectate protejate cu N-fluorenil-9-
metoxicarbonil (Fmoc) la grupele aminice. Peptidele de puritate mai mare de 95% i pastrate
la — 20 °C, au fost folosite fara purificare ulterioara. Solutia de stocare 1 pe baza de: di-N-
fluorenil-9-metoxicarbonil - Lizind (Fmoc—Lys-Fmoc) si Solutia de stocare 2 pe bazd de: N-
fluorenil-9-metoxicarbonil - Acid glutamic (Fmoc - Glu), sau N- fluorenil-9-metoxicarbonil-
Triglicina (Fmoc — Gly-Gly-Gly), sau N- fluorenil-9-metoxicarbonil — Serina (Fmoc — Ser).
Preparare solutie de stocare 1 (pe baza de Fmoc-Lys-Fmoc) : intr-un flacon de laborator in
sine cunoscut se plaseaza 0,0125 g Fmoc-Lys-Fmoc §i se adaugd 0,06 ml DMSO pentru o
concentratie gravimetricid de 20,8 %. Se amestecd cu o baghetd de sticld pand cand solvirea
este completd. Se ajusteazi pH-ul la 7,4 pentru conditii fiziologice, prin adaus treptat cu
picatura de 2,44 ml solutie salind tamponata cu fosfat (solutie PBS). Rezultd 2,5 ml solutie
de stocare 1. Solutia PBS este o solutie de sare echilibratd utilizatd pentru diferite faze in
cultura celulard, cum ar fi spélarea celulelor inainte de disociere, transportul celulelor sau
tesuturilor, diluarea celulelor pentru numarare i pregitirea reactivilor. Initial solutia de
Fmoc-Lys-Fmoc este ‘opacé, dupd aproximativ 2-3 minute devine translucidd apoi
transparenta.

Preparare solutie de stocare 2 ( pe bazd de Fmoc-Glu, sau Fmoc — Gly-Gly-Gly, sau Fmoc -
Ser ) : intr-un flacon de laborator in sine cunoscut se plaseaza 0.0025 g Fmoc-Glu-Fmoc, sau
Fmoc — Gly-Gly-Gly, sau Fmoc — Ser si se adaugad 0.02 ml DMSO pentru o concentratie
gravimetrica de 12,5 %. Se amestecd cu o bagheti de sticld pana cind solvirea este completa.
Se ajusteazd pH-ul la 7,4 pentru conditii fiziologice, prin adaus treptat cu picatura de 2,48 ml
solutie salina tamponata cu fosfat (solutie PBS). Rezulta 2,5 ml solutie de stocare 2. Solutia

obtinuta este ugor translucida.
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In faza a doua se prepard gelul autoasamblat pe bazd de peptide prin amestecarea in raport
volumetric 1 : 1, a solutiei de stocare 1 de 2,5 ml cu solutia de stocare 2 de 2,5 ml. In Tabelul
1 se prezinti codificarea probelor de gel preparate prin autoasamblarea peptidelor selectate.

Tabelul 1. Codificare probelor de gel preparate

Proba Sistem
Proba 1 Fmoc-Lys-Fmoc / Fmoc-Glu
Proba 2 Fmoc-Lys-Fmoc / Fmoc — Gly-Gly-Gly
Proba 3 Fmoc-Lys-Fmoc / Fmoc — Ser

Se omogenizeazi cele doud solutii prin amestecare lentd cu bagheta de sticld si se transferd
pentru cultura celulari pe plici cu godeuri. Se verifica pastrarea pH-ului la nivel fiziologic de
7,4. Se pastreaza in continuare in regim stationar pentru 24 de ore la temperatura ambientala
de 22° C pentru definitivarea procesului de gelifiere pentru probele 1 si 2. In cazul probei 3
sunt necesare 48 de ore pentru gelifiere completd. In Tabelul 2 se prezintd unele observatii

preliminare asupra procesului de gelifiere spontand a probelor de gel preparate.

Tabelul 2. Observatii preliminare asupra procesului de gelifiere

Proba Sistem Crestere vascozitate Timp Aspect
gelifiere
1 Fmoc-Lys-Fmoc / Dupa 20 min 24 ore translucid
Fmoc-Glu
2 Fmoc-Lys-Fmoc / Dupa 20 min 24 ore ugor translucid

Fmoc — Gly-Gly-Gly

3 Fmoc-Lys-Fmoc / Dupia 45-60 min | 48 ore transparent

Fmoc — Ser
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Abilitatea de a gelifia este confirmatd de formarea de probe de gel care se autosustin, fira
elemente structurale ajutitoare cind se inverseaza cu 180° prin rasturnare.

In concordantd cu cerintele impuse de aplicatiile biomedicale potentiale ca matrice pentru
culturi celulare, probele de gel preparate au fost pregitite prin spilare repetatd cu solutie
salini tamponatd cu fosfat (solutie PBS) si uscate prin liofilizare, pentru caracterizarea
structurald prin spectroscopie FT-IR, comportarea termicd prin analiza termogravimetrica,
difractia luminii laser (DLS) pentru determinarea razei hidrodinamice, a indicelui de
polidispersitate, potentialului zeta §i a conductivitatii.

Structura chimica a gelurilor rezultate a fost confirmata prin spectroscopie FT-IR. Spectrele
aliniate corespunzator ale tuturor probelor sintetizate sunt ilustrate in Figura 1 iar in Tabelul 3
sunt nregistrate pozitiile peak-urilor de frecventd IR atribuite peptidelor protejate Fmoc din
structura gelurilor preparate.

Grupirile C=0 si N-H din structura peptidelor sunt implicate in mod direct in conformatia i
formarea legiturilor de hidrogen din lanturile peptidice. Frecventa benzilor din regiunea
3300cm™ este atribuitd gruparii N-H de intindere asimetrici din structura amidei secundare.
Prezenta benzilor amidi I se observa la 1689 cm™ si amida I (N-H si C-N) la 1530 cm’™,
regiuni ce indica o posibila autoaranjare a nanofibrelor peptidice de tip B-sheet in structura
secundarda a gelurilor supramoleculare. Gruparile aromatice din structura N-fluorenil-9-
metoxicarbonil Fmoc sunt predispuse la formarea interactiunilor intermoleculare aparute intre
electronii ® din inelele fluorenil aromatice. O altad regiune importantd in spectrul FT-IR al
gelurilor peptidice este banda amida III ce se observd la 1250-1260 cm™ . Intensitatea acestei
benzii (C-N si N-H) se reduce in cazul structurilor supramoleculare autoasamblate, in timp ce

intensitatea benzii din spectrul FT-IR al Fmoc-Lys-Fmoc este evident mai mare.
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Figura 1. Spectre FT-IR ale probelor de gel preparate pe bazé de peptide protejate Fmoc
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Tabelul 3. Peak-urile de frecventa IR atribuite peptidelor protejate Fmoc

N-H
amida
primard/
amida
secundard
C-H Intindere
C=0 intindere
Bandi amidi I
N-H
amind primara
C-N
Bandi amida
II
CH,

C-N
Bandi amida
11
C-O intindere
C-0
Cc=C
C-C

C-H

Fmoc-Lys

3343 ,3379

2947 , 2876

1689

1531

1448

1250

1062
1012
945
864

736

Proba 1

3339

2945

1693

1574

1533

1450

1252

1151
1070
943
862

738

Proba 2

3331, 3433

2945

1689

1537

1406 , 1448

1261

1151
1084

937

738

Proba 3

3343

2947, 2357

1689

1533

1448

1253

1151
1072
939
868

736
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Analiza termicd a structurilor preparate a fost realizatd pe sistemul simultan TG/FT-IR/MS

tip Jupiter STA 449 F1 (Netzsch). Probele au fost mentinute anterior 24 ore in atmosferd de

umiditate controlata in prezentid de CaCl,. 7.5-8 mg probi se incilzeste in creuzet deschis de

aluminiu in curent de azot cu un debit de 50 ml/min™. Rulirile au fost efectuate in modul

dinamic de la temperatura camerei pana la 600 ° C la o viteza de incalzire de 10 ° C / min.

Tabelul 4. Analiza termogravimetrica a variantelor de gel preparate

Proba Etapa de Ti,°C Tmax,°C Tf, °C AW(%) T,(°C) T20(°C)
degradare
Fmoc- I 62 144 172 10.44 178 193
Lys-Fmoc II 182 189 196 33.00
ca III 262 280 307 8.77
martor v 316 322 350 6.85
Vv 361 365 398 6.76
Proba 1 1 27 97 109 3.98 133 208
I 115 132 174 5.73
111 194 211 240 34.55
v 270 311 334 17.57
Proba 2 I 62 74 80 1.71 195 208
I 89 128 172 6.04
111 188 201 220 26.18
v 283 307 335 11.49
Proba 3 I 27 138 183 9.82 190 202
I 187 197 204 15.10
111 213 280 303 21.03
v 305 323 357 11.28
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x) - Ti, Tmax, Tf — temperatura initiald, temperatura vitezei maxime de pierdere in greutate si
temperatura finald a proceselor principale de descompunere termicd; AW - pierderi in
greutate pe intervalul Ti — Tf, Tio §i Tao—temperatura corespunzitoare pierderilor in

greutate de 10 %, respectiv 20%.

Proba Fmoc-Lys-Fmoc ca proba martor prezintd patru procese principale de degradare
termicd (1L, IIL, IV, V) cu pierderi in greutate mari (33, 8.77, 6.85, 6.76) in timp ce probele de
gel preparate 1,2 si 3 prezintd céte 3 procese principale de degradare termicid cu pierdere in
greutate totald de 45% in medie. In functie de temperatura la care apar 10 % pierderi in
greutate (T1o) si 20% pierderi in greutate (T20) gelul pe bazd de Fmoc-Lys-Fmoc / Fmoc-Gly-
Gly-Gly prezinta stabilitatea termicd mai buna.

Difuzia dinamici a luminii (DLS) este intens aplicatd in domeniul formulirilor si a analizei de
laborator a peptidelor. Intensitatea difuziei in solutie a unei peptide este proportionald cu
pitratul greutatii moleculare. Din acest motiv, DLS este extrem de sensibil la aparifia
agregarii moleculelor cauzatd de procesare, tensiuni induse §i depozitare, fiind astfel utilizata
pentru monitorizarea §i detectarea agregarii.

Raza hidrodinamica, distributia dimensiunii particulelor, potentialul zeta gi conductivitatea au
fost estimate prin folosirea tehnicii de difuzie dinamicd a luminii DLS, pe dispozitivul
Zetasizer model Nano ZS, cu laser He - Ne de 633 nm de la Malvern Instruments, UK.

Tabelul 5. Analiza DLS a probelor de gel preparate

Proba Ry (nm) PDI ZP (mV) | p (mS/cm)
Fmoc- Lys - Fmoc 327 0.533 -50 1.15
Proba 1 626 0.607 -73 1.48
Proba 2 715 0.691 -60.8 1.29
Proba 3 800 0.758 -69.6 2.53
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S
x) — Ry — raza hidrodinamica (nm); PDI - distributia dimensiunii particulelor; ZP - potentialul

zeta (mV); p — conductivitatea (mS/cm)

Se observi cregterea evidenta a razei hidrodinamice prin autoasamblarea Fmoc- Lys — Fmoc
cu Fmoc-Glu, Fmoc — Gly-Gly-Gly si Fmoc — Ser, 1n buna corelare cu valorile PDI. Totodata
ansamblul de grupe functionale generat de aminoacizii din structura gelului determina
micgorarea potentialului zeta de la -50 mV pentru lizina functionalizatd Fmoc la: -73 mV
pentru Fmoc-Lys-Fmoc reticulatd cu Fmoc-Glu, -60.8 mV la Fmoc-Lys-Fmoc reticulatd cu
Fmoc - Gly-Gly-Gly si la -69 mV la Fmoc-Lys-Fmoc reticulatd cu Fmoc-Ser. Scaderea
potentialului zeta in valori negative evidentiazi mdrirea stabilitdtii datoritda fortelor de
respingere electrostatice dintre particule. In acelasi tip conductivitatea are valori mai mari ca o

masurd a prezentei grupelor functionale cu incarcare electricd de pe suprafata gelului.
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Revendicare

Procedeu de preparare a unui gel autoasamblat pe baza de peptide protejate cu N-fluorenil-9-
metoxicarbonil Fmoc ca matrice pentru culturi celulare, caracterizat prin aceea cid se
realizeaza printr-o reactie de reticulare prin interactiuni fizice necovalente cu autoasamblare,
prin amestecarea unei solutii de lizind protejatd la ambele grupe aminice Fmoc-Lys-Fmoc in
dimetilsulfoxid cu o concentratie gravimetrica de 20,8 % si cu pH ajustat la 7,4 pentru conditii
fiziologice cu solutie salind tamponatd cu fosfat, cu o solutie de acid glutamic protejat
Fmoc-Glu, sau cu o solutie de triglicind protejatd Fmoc—Gly-Gly-Gly, sau cu o solutie de
serind protejatd Fmoc-Ser, in dimetilsulfoxid cu o concentratie gravimetrica de 12,5 % si cu
pH ajustat pentru conditii fiziologice la 7,4 cu solutie salind tamponatd cu fosfat, cu
amestecarea lentd a celor doud solutii in raport volumetric 1 : 1, pastrare in regim stationar
pentru 24 de ore la temperatura ambientald de 22° C pentru definitivarea procesului de
gelifiere pentru probele cu Fmoc-Lys-Fmoc / Fmoc-Glu-Fmoc §i Fmoc-Lys-Fmoc / Fmoc—
Gly-Gly-Gly si 48 ore pentru Fmoc-Lys-Fmoc / Fmoc-Ser, pregatire pentru analize prin

spalare repetatd cu solutie salina tamponatad cu fosfat §i uscare prin liofilizare.
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