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Introducere 
 

Odată cu descoperirea fulerenelor (unul dintre primele nanomateriale de carbon) şi 

depăşirea factorului critic în punerea la punct a unor tehnologii care să permită producţia la 

scară mare (în mai 2003, s-a început producția fulerenei C60 în tone, cu preţ rezonabil) a 

început utilizarea într-o gamă largă de domenii şi implicit dezvoltarea unui număr mare de 

transformări chimice care să permită sinteza unui număr impresionant de derivaţi. În chimia 

organică, fulerenele sunt considerate elemente constructive versatile (cu reactivitate 

semnificativ diferită de cea a moleculelor aromatice planare) capabile să introducă proprietăţi 

chimice, geometrice, electronice şi foto-fizice noi.  

Utilizarea derivaţilor de fulerenă în aplicaţii biomedicale este un domeniu insuficient 

exploatat în comparaţie cu sistemele terapeutice bazate pe nanotuburi de carbon, polimeri sau 

lipidele cationice. Încercările de utilizare a fulerenelor în aplicaţiile menţionate anterior au 

demonstrat eficienţă similară cu a agenţilor disponibili comercial. În continuare, sunt necesare 

studii care să faciliteze înţelegerea mecanismelor de acţiune, posibilele efecte dăunătoare şi 

„soarta” derivaţilor fulerenici după administrarea moleculei cu activitate biologică. 

Teza de doctorat intitulată "Nanoconjugate cu nucleu de fulerenă C60 şi dimensiuni 

subcelulare pentru aplicaţii biomedicale" abordează două direcţii distincte care utilizează 

derivaţii de fulerenă C60 solubili în apă: (A) primul domeniu urmăreşte dezvoltarea unui derivat 

de fulerenă cu structură unitară în vederea utilizării acestuia ca marker fluorescent capabil să 

cuantifice acizii nucleici dublu catenari din soluţii apoase şi (B) al doilea domeniu abordat în 

această teză constă în dezvoltarea unei structuri bazate pe fulerenă, care să aibă capacitatea de 

transfecţie a acizilor nucleici.  

Terapia genică este o abordare medicală relativ nouă a unor afecţiuni transmise genetic 

sau datorate unor mutaţii genetice, având ca scop remedierea afecţiunii prin introducerea în 

celulele vizate (ţinte) a unei gene terapeutice. În acest cadru este necesară dezvoltarea unui 

vector capabil să împacheteze, să transporte, să protejeze şi să elibereze informaţia genetică în 

nucleul celulei, fără a induce un efect citotoxic. În dezvoltarea unui astfel de vector trebuie să 

se ţină cont de interacţiile necesare complexării acidului nucleic (interacţii ionice, legături de 

hidrogen, van der Waals) şi de barierele celulare pe care sistemul terapeutic trebuie să le 

depăsească (circulaţia sangvină, interacţiile nespecifice, internalizarea în celulă, evadarea din 

compartimentele celulare, etc).  

Teza a fost structurată în două părți, prima parte cuprinde date de literatură (Capitolul I), 

iar partea a doua prezintă rezultatele proprii (Capitolele II şi III). Teza de doctorat se încheie 

cu Partea experimentală (Capitolul IV) şi Concluzii generale (Capitolul V). Fiecare capitol 

este însoţit de bibliografia specifică.  

În cadrul Capitolului I este prezentat un studiu de literatură care cuprinde aspecte legate 

de structura fulerenei C60, proprietăţile fizice ale acesteia precum şi posibilităţile de 

funcţionalizare ale acestui compus. De asemenea,  este cuprinsă şi o introducere în domeniul 

bioconjugatelor constând în condiţiile pe care trebuie să le îndeplinească un bioconjugat 

precum şi barierele biologice pe care trebuie să le depăşească. Capitolul se încheie cu o 

introducere în terapia genică. 
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Partea de contribuţii originale cuprinde descrierea tehnicilor de sinteză utilizate în 

timpul elaborării tezei de doctorat, alături de metodele de caracterizare structurală, morfologică 

şi funcţională ale produşilor sintetizaţi.  

În Capitolul II este descrisă sinteza fulerenolului C60(OH)24, un derivat de fulerenă C60 

solubil în apă, şi evaluarea drept marker fluorescent în cuantificarea acizilor nucleici dublu 

catenari. În vederea obţinerii unui compus cu un grad de funcţionalitate reproductibil, cu 

structură controlată, a fost sintetizată iniţial bromura de fulerenă, C60Br24. Structura derivatului 

a fost pusă în evidenţă prin spectroscopie FT-IR şi analiză termogravimetrică. În etapa 

următoare derivatul bromurat a fost supus reacţiei de hidroliză alcalină în vederea înlocuirii 

celor 24 atomi de Br cu grupări OH. Structura fulerenolului a fost confirmată prin 

spectroscopia FT-IR şi analiza elementală prin XPS. În acest capitol este prezentat şi un studiu 

amplu al C60(OH)24 prin spectrometria de masă cu ionizare prin electrospray (ESI-MS) cuplată 

cu cromatografia HPLC. ESI-MS confirmă gradul de funcţionalizare şi descrie 

comportamentul complex al derivatului în condiţiile de ionizare prin electrospray. Capacitatea 

de marker fluorescent a C60(OH)24 a fost evaluată prin spectroscopie de fluorescenţă în 

absenţa/prezenţa ADN-ului. Prin aceste studii s-a observat că fluorescenţa C60(OH)24 este 

puternic potenţată în prezenţa ADNdc datorită acţiunii C60(OH)24 asupra ADN în absenţa 

intercalărilor când fulerenolul C60(OH)24 se leagă de grupările fosfat din exteriorul catenei de 

ADNdc nativ, iar prin intermediul bazelor azotate se leagă la nivelul concavităţilor majore din 

sarea de sodiu a ADNdc. Fulerenolul, datorită afinităţii de legare a ADN-ului şi a sensibilităţii 

ridicate, poate fi considerat marker fluorescent pentru cuantificarea acizilor nucleici fără a fi 

necesară utilizarea unui sistem tampon.  

Capitolul III prezintă sinteza unui transportor de ADN cu nucleu de fulerenă C60, pe 

care sunt grefate lanţuri ramificate de polietilenimină de masă moleculară mică (2 kDa) (cu rol 

de împachetare a ADN-ului anionic) şi polietilen glicol (2 kDa) (cu rol de îmbunătăţire a  

citocompatibilităţii şi stabilităţii poliplecşilor în fluidele biologice). Structura vectorului non-

viral a fost elucidată prin tehnici de caracterizare complementare precum spectroscopia de 

rezonanță magnetică nucleară 
1
H RMN și 

13
C RMN, analiză termogravimetrică ATG şi 

spectroscopie de fotoelectroni cu raze X, XPS. Morfologia, dimensiunea şi valorile 

potenţialului zeta în apă au fost determinate prin difuzia dinamică a luminii DLS şi 

microscopie de forță atomică AFM. A fost testată abilitatea conjugatului de complexare a 

ADN-ului dublu catenar utilizând două tipuri de ADN de lungimi diferite (200 bp şi 4700 bp), 

iar poliplecşii obţinuţi au fost supuşi electroforezei pe gel de agaroză pentru stabilirea eficienţei 

de împachetare a acizilor nucleici. Raportul compoziţional N/P (raportul dintre numărul de 

atomi de N aparţinând nanovectorului şi numărul atomilor de P din ADNdc) influenţează 

dimensiunea şi stabilitatea coloidală a particulelor rezultate. Conjugatul C60-PEG-PEI şi 

poliplexul C60-PEG-PEIpEYFP au exprimat un efect de proliferare în testările de viabilitate 

celulară pe culturi de celule HEK 293T. Poliplexul C60-PEG-PEI/pEYFP prezintă o eficienţă 

de transfecţie de aproximativ 6%, eficienţă relativ mică dar comparabilă cu controlul pozitiv. 

Eficienţa în transfecţie relativ mică ar putea fi compensată de beneficiile PEG-lării, caz în care 

citocompatibilitatea este mult îmbunătăţită.  
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Partea experimentală (Capitolul IV) descrie reactivii şi solvenţii utilizaţi, metodele de 

sinteză utilizate pentru obţinerea produşilor şi a intermediarilor de reacţie, cât şi tehnicile şi 

instrumentele folosite la caracterizarea acestora.  

Fiecare capitol cuprinde concluzii şi bibliografia aferentă. Teza se încheie cu un capitol 

de concluzii generale (Capitolul V), urmat de lista lucrărilor publicate. 

 

Listă de abrevieri 

 

C60: fulerena C60; 

C60Br24: fulerena C60 bromurată cu 24 atomi de Br;   

C60OH24: fulerena C60 cu 24 grupări OH;  

FeBr3: bromura ferică; 

PEI: polietileimina ramificată (2 kDa); 

mPEG-NH2: α-(2-aminoetil)- ω′-metilpolietilen glicol; 

pEYFP: ADN plasmidic ce codifică o proteină fluorescentă (Enhanced Yellow-green 

Fluorescent Protein); 

ADNdc: ADN dublu catenar; 

u.a.: unități arbitrare; 

TAE: soluţie tampon tris-acetat-EDTA; 

N/P: raportul dintre numărul de atomi de N şi cel de P; 

SN2: substituţie nucleofilă de ordinul II; 

FT-IR: spectroscopie în infraroşu cu transformată Fourier; 

RMN: spectroscopie prin rezonanţă magnetică nucleară; 

UV-Vis: domeniul ultraviolet - vizibil; 

AFM: microscopie de forţă atomică; 

XPS: spectroscopie fotoelectronică de raze X; 

HPLC-ESI-MS: cromatografie de lichide de înaltă rezoluţie cuplată cu spectrometrie de masă 

cu ionizare prin electrospray; 

DLS: difuzia dinamică a luminii;  

ATG: analiză termogravimetrică; 

DTG: derivata curbei termogravimetrice; 

DSC: calorimetrie cu scanare diferenţială; 

Tg: temperatura de tranziţie sticloasă; 

IMF: intensitatea medie de fluorescenţă; 

bp: perechi de baze azotate. 
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Capitolul II. Marker fluorescent pentru cuantificarea ADNdc pe 

bază de C60 

 
Obiectivul ştiinţific al acestui studiu este sinteza şi caracterizarea unui marker fluorescent 

pe bază de fulerenă C60 modificată, capabil să cuantifice ADN-ul din soluţii apoase foarte 

diluate în absenţa unui sistem tampon pentru menţinerea pH-ului într-un interval fiziologic. 

 

II.2.1. Sinteza bromurii de fulerenă C60Br24 

 
Figura II.1. Reprezentare schematică a reacţiei de bromurare a C60. 

 

Catalizatorul FeBr3 creat in situ, polarizează moleculele de Br2, iar ionii de halogen 

rezultaţi sunt capabili să adiţioneze treptat la atomii de carbon sp
2
 din poziţiile 1,4 şi ulterior la 

cei din poziţiile 1,3 ai ciclurilor hexagonale din structura C60
1
 (Figura II.3.).  

 
Figura II.3. Diagrama Schlegell C60Br24 cu vedere în detaliu a unui fragment din moleculă. 

 

 

II.2.2. Caracterizarea bromurii de fulerenă C60Br24 prin spectroscopie FT-IR şi 

ATG 

Analiza prin spectroscopie de absorbţie în infraroşu cu transformată Fourier (FT-IR) 

prezintă benzile de la 605 şi 545 cm
-1

 specifice legăturilor C-Br nou formate (Figura II.5.). 

Spectrul vibraţional al moleculei de C60Br24 indică o structură înalt simetrică ce conţine un 

centru de inversiune. 
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Figura II.5. Spectrele FT-IR pentru compuşii C60 şi C60Br24. 

 

Adiţia celor 24 de atomi de brom pe suprafaţa fulerenei C60 a putut fi pusă în evidenţă 

prin analiza termogravimetrică (Figura II.6.). Curbele ATG şi DTA indică o pierdere de masă 

majoră de 72.77 % într-o singură etapă la 150 
0
C, atribuită eliminării totale a atomilor de brom, 

în timp ce descompunerea sferei de carbon începe la 778.32 ºC.  

 
Figura II.6. Spectrul ATG-DTG al C60Br24. 

 

Pierderea integrală a atomilor de brom într-o singură etapă sugerează o distribuţie 

simetrică a atomilor de halogen pe suprafaţa sferei de carbon,
2
 fapt ce confirmă şi observaţiile 

extrase din spectrul FT-IR. Pierderea de masă de 72.77 %, determinată din curbele ATG 

specifică degradării legăturii C-Br de la 150 
0
C, a făcut posibilă determinarea gradului de 

substituţie al derivatului bromurat după ecuaţia (1). Aplicând ecuaţia (1) a rezultat un număr de 

atomi de Br “n” de 24 unităţi pentru un raport procentual de 0.7277, confirmându-se structura 

compusului sintetizat C60Br24. 
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unde: 

“n” reprezintă numărul de atomi de brom ataşaţi pe fulerenă; 

“x” reprezintă raportul procentual al pierderii de masă extras din curba ATG; 

MC60Br24 reprezintă masa moleculară a bromurii de fulerenă C60Br24 (2638.2 g/mol); 

ABr reprezintă masa atomică a bromului (79.9 g/mol). 

 

II.2.3. Sinteza fulerenolului C60(OH)24 

În cadrul prezentei teze de doctorat, fulerenolul pur C60(OH)24 (Figura II.7.) a fost 

preparat prin metoda hidrolizei alcaline
3
 modificată a derivatului bromurat de fulerenă C60Br24, 

urmată de demetalizarea produsului intermediar (C60(OK)8(OH)16) cu răşini schimbătoare de 

ioni şi purificare avansată prin dializă. 

 
Figura II.7. Reprezentare schematică a reacţiei de hidroliză alcalină într-o secţiune din 

molecula bromurii de fulerenă. 

 

II.2.3. Caracterizarea fulerenolului C60(OH)24 

II.2.3.1. Spectroscopia FT-IR 

Spectrul FT-IR al fulerenolului (Figura II.8.) indică prezenţa benzilor de absorbţie 

atribuite grupărilor hidroxilice (C-OH) de la 3415 cm
-1

 şi 1384 cm
-1

. Banda de absorbţie 

atribuită legături C-O este prezentă la 1047 cm
-1

 în timp ce banda atribuită legăturilor duble 

apare la 1618 cm
-1

. 

 
Figura II.8. Spectrele FT-IR ale derivaţilor C60Br24 şi C60(OH)24. 

 

II.2.3.2. Spectrometria de masă cu ionizare prin electrospray (ESI-MS) 

Fulerenolii sunt vizibili în ambele moduri de ionizare la un voltaj al capilarei de 4.5kV şi 

al fragmentorului de 400V.
4
 Mecanismele de formare a anionilor fulerenolului C60(OH)24  şi a 

anionilor radicali distonici observaţi sunt indicate în Schema II.1. 
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Schema II.1. Reprezentare schematică a mecanismului propus pentru formarea anionilor de 

fulerenol şi a anionilor radical distonici observaţi în spectrele (-)ESI-MS a soluţiilor de 

C60OH24 în apă. 

 

II.2.3.2.2. Ionizarea fulerenolului în modul negativ  

II.2.3.2.2.1. Fulerenol în apă 

În intervalul m/z 600-1500 Da ionul cel mai abundent de la m/z 1127 Da corespunde 

ionului molecular [M – H]
–
 generat prin deprotonarea fulerenolului C60(OH)24.  

 
Figura II.9. Spectrul (-) ESI-MS al unei soluţii 0.5 x 10 

-5
 de C60(OH)24 în apă: (A) spectrul 

integral şi (B) domeniu m/z 600–1500. (●[M(n) − nH2O − xH]
x-

, ▲[M(n) + nH2O(m) − xH]
x−

, 

♦[M(n) − H2O(m) − yHO
•
 + ye − xH]

(x+y)−
,
 
○[M(n) − mH2O − yH

•
 − xH]

x−y•−
, Δ[M(n) + 

H2O(m) − yH
•
 − xH]

x−y•−
, ◊[M − mH2O − yHO

•
 − zH

•
 − xH]

x−(y+z)•−
. 

 

În Schema II.2.(A). sunt prezentate structurile intermediarilor ce suferă pierderi 

consecutive a câte 18 unităţi masice din molecula deprotonată [M – H]
–
 corespunzătoare valorii 
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m/z de 1127 Da prin prezenţă de ioni cu o singură sarcină la valorile m/z de 1055 [M – 4H2O – 

H]
–
 şi m/z 983 [M – 8H2O – H]

–
. 

Schema II.2. Exemple de structuri propuse pentru principalele molecule deprotonate şi ionii 

moleculari distonici observaţi în spectrul (-)ESI-MS al C60(OH)24 în apă (A) şi soluţie 

amoniacală apoasă (B). 

 

  Formarea ionilor [M – 4H2O – H]
–
 şi [M – 8H2O – H]

–
 poate fi explicată prin 

mecanismele prezentate în Schema II.1. şi indicate grafic în Schema II.3. Se poate presupune 

că în condiţiile sursei de ionizare, radicalii de tip M1-fulerenil şi M2-fulerenoxil sunt formaţi 

prin scindarea legăturilor C–OH şi O–H. Pe măsură ce sunt generaţi radicalii M1 fulerenil, 

conţinând un total de mai puţin de opt electroni impari cu distribuţie aleatorie, aceştia captează 

electroni liberi prezenţi în faza gazoasă, generând carbanioni tip fulerenid M3.  
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Schema II.3. Mecanismul de ionizare (-)ESI-MS propus pentru C60(OH)24 în apă. 

 

II.2.3.2.2.2. Fulerenol în soluţie apoasă de amoniac 

Pentru a îmbunătăţi procesul de ionizare a fulerenolului au fost utilizate mici cantităţi de 

soluţie apoasă de amoniac. În aceste condiţii au fost observaţi ioni cu sarcini duble 

corespunzători speciilor dimere doar atunci când s-a aplicat un voltaj de 4.5 kV pentru capilară şi 

de 400 V pentru fragmentor (Figura II.10.). 
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Figura II.10. Spectrul (-)ESI-MS al unei soluţii apoase de C60(OH)24 0.5 x 10

-5
 în amoniac: 

(A) spectrul integral şi (B) domeniul m/z 700-1200. 

 

Pierderi consecutive de unităţi masice cu m/z 17 sunt atribuite pierderii de radicali nOH 

(n = 2-48), urmate de rehibridizarea şi redistribuirea de electroni de la anionul radical fulerenil, 

explicându-se în acest fel formarea unui anion molecular final [2M – 48OH
 
+ 2e]

2-
, observat la 

valoarea m/z de 720 şi indicat în Schema II.2. În condiţii ESI, iniţial este generat un radical 

carbanion distonic [(C60(OH)24
–●

)
2
]
2–● 

din H2N
–
 produs prin ionizarea amoniacului, care 

ulterior suferă pierderi consecutive de radical OH şi redistribuire electronică până când este 

obţinută întreaga reconstrucţie a structurii electronice a fulerenei C60.     

 

II.2.3.2.3. Ionizarea fulerenolului în modul pozitiv 

Spectrele de masă în modul de ionizare pozitiv ale fulerenolului în soluţie apoasă de 

amoniac au fost semnificativ diferite de spectrele înregistrate în modul de ionizare negativ. În 

timp ce picul predominant de bază observat pentru C60(OH)24 în modul negativ a fost [M – H]
–
, 

cele observate în mod pozitiv au fost [M – 12H2O + 2NH3 + 6H]
6+ 

(96%) şi [M – H2O + 4H]
4+ 

(100%) ( D şi E în Schema II.4.) cu 10 μL 2 x 10
–2

 M soluţie apoasă de amoniac şi [M – 24HO 

+ 3NH4
+
 + 3H]

6+ 
(100%) (F în Schema II.4.) cu 10 μL 3 x 10

–1
 M.  
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Schema II.4. Mecanismul de ionizare (+)ESI-MS propus pentru C60(OH)24 în soluţie 

amoniacală. 

 

 



18 

 

 
Figura II.11. Spectrele (+)ESI-MS ale soluţiilor de C60(OH)24 în (a) 3 x 10

-1
 M şi (b) 2 x 10

-2
 

M soluţii amoniacale apoase. (●[M(n) + H2O(m) + xH]
x+

, ▲[M(n) − OH(m) + xH]
x+

, ♦[M(n) − 

H2O(m) + nNH3 + xH]
x+

, ○[M(n) − H2O(m) + xH]
x+

, Δ[M(n) − OH(m) + yNH4
+
 + xH]

(x+y)+
,
 

◊[M(n) + H2O(m) + nNH3 + xH]
x+

). 

 

 II.2.4. Testarea capacităţii de marker flurescent a derivatului C60(OH)24 pentru 

cuantificarea acizilor nucleici dublu catenari  prin spectroscopie de fluorescenţă 

Profilul curbei de emisie a fulerenolului la diferite concentraţii constituie baza întelegerii 

perturbaţiilor ulterioare asupra norului electronic al fulerenolui în prezenţa ADNdc. În acest 

sens, s-au înregistrat spectrele de emisie ale fulerenolui şi ale ADNdc de somon în apă la 

diferite concentraţii şi diferite lungimi de undă de excitaţie (λex). Pentru a acoperi un interval 

larg de concentraţii de fulerenol (1x10
-9 

÷ 4.5x10
-5

 mol·L
-1

), lungimile de undă de excitaţie 

(λex) şi de emisie (λem) luate în considerare pentru măsurătorile de fluorescenţă din cadrul 

acestui studiu au fost λex =420 nm, respectiv λem =469 nm când picul specific fulerenolului 

(469 nm) nu se suprapune peste picul specific ADN-ului (492 nm) (Figura II.16.).
5
 

În Figura II.14.(A). sunt prezentate spectrele de emisie ale complecşilor ADN-fulerenol, 

λex = 420 nm, în care concentraţia de ADNdc a fost menţinută constantă, iar concentraţia de 

fulerenol a fost crescătoare, păstrându-se intervalele de concentraţie optime, determinate 

anterior. Creşterea concentraţiei de fulerenol determină o creştere puternică a intensităţii de 

fluorescenţă, specifică fulerenolului, de la 50 u.a. la 500 u.a., fără a se produce vreo deplasare 

perceptibilă a maximului de emisie de la 469 nm.  
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Figura II.14. Datele de fluorescenţă ale C60(OH)24 în prezenţă de ADNdc. (A) Spectrele de 

emisie de fluorescenţă ale fulerenolului în prezenţă de ADNdc pentru λex = 420 nm, în funcţie 

de concentraţia de fulerenol: (A) [ADNdc]= 6.31 × 10
-5

 mol·L
-1

; (B) Reprezentarea grafică 

log[C60(OH)24] vs. log(variaţia intensităţii de fluorescenţă a complexului C60(OH)24 – ADNdc); 

[C60(OH)24] în intervalul 0,94 × 10
-7

 ÷ 4.5 × 10
-5

 mol·L
-1

 si [ADNdc] = 6,31 × 10
-5

 mol·L
-1

; 

abaterea medie standard: 0,17%. 

 

În vederea determinării abilităţii de legare a ADN-ului de către fulerenol, se reprezintă 

grafic (Figura II.14.(B).), ecuaţia (7) care derivă din ecuaţia de echilibru (2): 

n[C60(OH)24] + [DNA]  [C60(OH)24-DNA] (2) 

K = [C60(OH)24 - DNA]/[C60(OH)24]
n
 [DNA] (3) 

[C60(OH)24 - DNA] = K[C60(OH)24]
n
 [DNA] (4) 

log [C60(OH)24 - DNA] = log K + nlog [C60(OH)24] + log [DNA] (5) 

log [C60(OH)24 - DNA]/[DNA] = log K + nlog [C60(OH)24] (6) 
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log (F-F1/F0) = log K + nlog [C60(OH)24] (7) 

unde: 

F1 - reprezintă intensitatea de fluorescenţă a fulerenolului în absenţa ADN-ului; 

F0 - reprezintă intensitatea de fluorescenţă a ADN-ului în absenţa fulerenolului la λem =467 nm 

si λex = 420 nm; 

F - reprezintă intensitatea de fluorescenţă a complexului ADN-fulerenol la λem = 467 pentru 

diferite concentraţii de fulerenol (Figura II.14.(A).); 

n - numărul de molecule de fulerenol asociate cu o pereche de baze azotate din molecula de 

ADN. 

 

Din reprezentarea grafică log(F-F1)/F0) funcţie de log[C60(OH)24]) conform ecuaţiei (7) 

rezultă graficul din Figura II.14.(B). care respectă o variaţie liniară cu panta dreptei pozitivă. 

Din acest grafic prin intersecţia dreptei cu axa Y rezultă valoarea logK, iar panta dreptei 

reprezintă valoarea n; au fost estimate valorile: K= 6 x 10
5
 M

-1
, n= 0.8±0.2.  

 În ceea ce priveşte natura interacţiunilor dintre fulerenol şi ADN, pot fi luate în 

consideraţie doar interacţiunile de tip legături de hidrogen. Legăturile de hidrogen joacă un rol
6
 

principal în cazul interacţiunilor dintre fulerenol şi proteine. Prin urmare, cea mai probabilă 

este legarea fulerenolului la nivelul concavităţii majore din structura ADNdc prin intermediul 

legăturilor de hidrogen stabilite între grupările hidroxilice ale fulerenolului şi grupările aminice 

libere sau implicate în legături de hidrogen aparţinând bazelor azotate din ADNdc. 

 Din graficul liniar reprezentat în Figura II.14.(B). corespunzător ecuaţiei (2), valoarea 

lui n (numărul de molecule de fulerenol/pereche de baze azotate) a fost estimată a fi de 

0.8±0.2. Această valoare sugerează faptul că o singură moleculă de fulerenol este asociată cu o 

pereche de baze azotate din ADN. 

Fulerenolul C60(OH)24 este caracterizat de o structură tridimensională globulară al cărui 

diametru este de 9.8 Å şi în consecinţă nu poate pătrunde în concavitatea minoră (6Å) a ADN-

ului dublu catenar. Concavitatea majoră a ADN-ului este de 12 Å şi poate acomoda perfect 

molecula de fulerenol. Ţinând cont de aceste considerente s-a propus modelul prezentat în 

Schema II.5.(A). 

În urma interacţiei fulerenolului cu sarea de sodiu a ADN (Figura II.16.), intensitatea 

fluorescenţei fulerenolului scade ceea ce sugerează că doar în absenţa formării legăturilor de 

hidrogen P-OHADN-OHfulerenol, C60(OH)24 se leagă de bazele azotate la nivelul concavităţii 

majore, conform aceluiaşi model fără intercalări, ceea ce modifică semnificativ structura 

spaţiala locală. În condiţiile experimentale date, putem presupune că modul principal de legare 

al fulerenolului de molecula de ADNdc nativ este realizată prin intermediul legăturilor de 

hidrogen stabilite cu grupările fosfat, în afara helixului catenei de ADN (Schema II.5.(B).). 
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Schema II.5. Legarea fulerenolului C60(OH)24 la ADNdc: (A) Legarea fulerenolului la nivelul 

concavităţii majore al moleculei de ADN sare de sodiu; (B) Legarea fulerenolului în exteriorul 

catenei de ADNdc. 

 

 
Figura II.16. Spectrele de emisie ale C60(OH)24 (linia roşie), ADNdc sare de sodiu (linia 

albastră) şi complexul C60(OH)24-ADNdc-sare de sodiu (linia verde), λex=420 nm. 
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Capitolul III. Vectori non-virali utilizaţi în transfecţia ADN 
III.2. Sinteza conjugatului C60-PEG-PEI 

Conjugatul C60-PEG-PEI a fost sintetizat prin reacţia de adiţie a aminelor alifatice la 

legăturile duble din fulerena C60.
7,8

 În prima etapă a fost realizată conjugarea moleculelor C60 

cu molecule de PEG cu funcţiuni aminice terminale (CH3O-PEG-NH2·HCl), în raport molar 

1/1, urmată de conjugarea polietileniminei, la temperatura camerei în solvenţi nepolari fără a 

exclude lumina ambientală
9
 (Figura III.2.).  

 
Figura III.2. Reprezentare schematică a sintezei conjugatului C60-PEG-PEI. 

 

III.3. Caracterizarea structurală a conjugatului C60-PEG-PEI  

III.3.1. Caracterizarea conjugatului C60-PEG-PEI prin spectroscopie 
1
H  şi 

13
C RMN 

Spectrul 
1
H RMN al C60-PEG-PEI (Figura III.5.) este foarte asemănător cu cel 

corespunzător precursorilor PEI şi PEG. Protonii corespunzători segmentului de PEI (N-CH2-

CH2), sunt practic neschimbaţi. Semnalele corespunzătoare protonilor din lanţul de PEG 

prezintă deplasări chimice diferite în funcţie de poziţia acestora: semnalele corespunzătoare 

protonilor grupărilor O-CH2-CH2-O din lanţul principal (3.71 ppm) şi cele atribuite grupărilor 

terminale CH3O- (3.39 ppm) par neschimbate în urma adiţiei, în timp ce protonii din grupările 

terminale de tipul O-CH2-CH2-NH-C60 sunt deplasate spre câmpuri mai înalte cu câte 0.2 

respectiv 0.4 ppm. 
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Figura III.5. Spectrul 

1
H RMN al conjugatului C60-PEG-PEI. 

 

În spectrul 
13

C RMN al conjugatului C60-PEG-PEI este vizibilă regiunea caracteristică 

fulerenei sub forma unui semnal foarte larg în intervalul 130-160 ppm atribuită atomilor de 

carbon sp
2
 (Figura III.8.). Lărgirea semnalelor atomilor de carbon sp

2
 (specifici C60) poate fi 

atribuită schimbării simetriei fulerenei ca urmare a adiţiei precursorilor PEI şi PEG. Semnalele 

specifice atomilor de carbon din secvenţele O-CH2-CH2-O din lanţul principal (72.3 ppm) şi din 

grupările terminale CH3O- (60.9 ppm) din PEG sunt neschimbate, în timp ce semnalele atribuite 

atomilor de carbon din secvenţele terminale -O-CH2-CH2-NH-C60 sunt deplasate semnificativ 

către câmpuri mai joase cu 5.4 respectiv 0.6 ppm. Observaţiile privind deplasările fie a protonilor 

(din spectrul 
1
H RMN) fie a atomilor de carbon (din spectrul 

13
C RMN) din secvenţele terminale 

pot fi atribuite conversiei grupărilor aminice primare în amine secundare şi indirect confirmă 

grefarea moleculelor de PEG şi PEI pe suprafaţa fulerenei C60. 
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Figura III.8. Spectrul 

13
C RMN al conjugatului C60‐PEG‐PEI. 

 

III.3.2. Caracterizarea conjugatului C60-PEG-PEI prin spectroscopie XPS 

Spectrele XPS de largă scanare ale C60-PEG-PEI, PEI şi PEG prezintă picurile 

caracteristice C 1s la 285 eV, N 1s la 398 eV şi O 1s la 540 eV în concentraţii diferite, în 

funcţie de compusul analizat (Figura III.9., Tabel III.1.). Compoziţiile elementale determinate 

din spectrele integrale ale PEG, PEI şi C60-PEG-PEI (Tabel III.1.) au permis estimarea 

raportului molar al componenţilor din conjugatul C60-PEG-PEI, putându-se concluziona că la o 

moleculă de C60 sunt ataşate 2.5 molecule de PEI şi 0.9 molecule de PEG.  

 
Figura III.9. Spectrele XPS de scanare largă: (A) PEI; (B) C60-PEG-PEI; (C) mPEG-NH2. 
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Tabel III.1. Compoziţia elementală obţinută din spectrele XPS de scanare largă 

 

Codul probei 
Procente gravimetrice (%) 

C N O 

PEI 62.01 37.99 - 

C60-PEG-PEI 67.52 25.00 7.48 

PEG 68.74 0.80 30.46 

 

III.3.3. Caracterizarea conjugatului C60-PEG-PEI prin spectroscopie FT-IR 

Spectrul FT-IR al conjugatului C60-PEG-PEI a evidenţiat ataşarea lanţurilor de PEG şi 

PEI prin prezenţa benzilor caracteristice precursorilor polimerici, în timp ce benzile 

caracteristice C60 nu pot fi indentificate din cauza suprapunerii peste picurile provenite din 

PEG şi PEI. În spectrul conjugatului C60-PEG-PEI sunt prezente benzile specifice grupărilor 

aminice secundare la 3354 şi 3286 cm
-1

. Banda atribuită grupărilor aminice primare este 

deplasată de la 1659 cm
-1

 în PEI la 1663 cm
-1

 în spectrul conjugatului. De asemenea, spectrul 

FT-IR al C60-PEG-PEI conţine şi banda specifică grupărilor metilenice de la 2885 cm
-1

, 

datorată grupărilor metilenice din lanţurile de PEG si PEI cât şi benzile specifice legăturilor 

eterice (-C-O-C-) la 1280 şi 1143 cm
-1

. Deconvoluţia spectrelor FT-IR ale amestecului fizic 

PEI/PEG=2.5/1 şi C60-PEG-PEI din regiunea 1740-1500 cm
-1 

(Figura III.12.), specifică  pentru 

amina primară (1600 cm
-1

) şi secundară (1500 cm
-1

), a permis calcularea raportului integralelor 

acestora pentru fiecare probă (PEI/PEG=2.5/1 şi C60-PEG-PEI ca fiind 0.64, respectiv 0.55 

unităţi), demonstrându-se că reacţia fulerenei cu PEI are loc în special prin intermediul 

grupărilor aminice primare. Rezultatele sunt în concordanţă cu estimările compoziţionale 

calculate prin XPS. 

 

 
Figura III.11. Spectrele FT-IR ale precursorilor C60, PEI şi PEG şi conjugatului şi C60-PEG-PEI 
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Figura III.12. Deconvoluţia benzilor de absorbţie specifice aminei primare şi secundare din 

spectrele FT-IR pentru: (A) amestec fizic PEI şi PEG în raport molar 2.5/1; (B) conjugatul C60-

PEG-PEI. 

 

III.3.4. Caracterizarea conjugatului C60-PEG-PEI  prin analiză termogravimetrică  

În cazul conjugatului C60-PEG-PEI, prima etapă de descompunere termică observată este 

compusă din două trepte, uşor suprapuse, în domeniul de temperatură 93-174 °C caracterizate 

de pierderi de masă de 4% şi respectiv 6%. Aceste stagii au fost atribuite eliminării urmelor de 

solvent şi respectiv pierderii de amoniac din structura polietileniminei. Ataşarea precursorilor 

PEI şi PEG pe suprafaţa moleculei de fulerenă a fost reflectată printr-o scădere a stabilităţii 

termice a conjugatului C60-PEG-PEI până la o temperatură de 285 °C faţă de 300 °C, observată 

în cazul mPEG-NH2. Alte diferenţe în modalitatea de degradare a polietileniminei pure cât şi 

cea corespunzătoare conjugatului constau într-o creştere a stabilităţii termice în raport cu cea 

corespunzătoare PEI pur (285 °C pentru C60-PEG-PEI faţă de 270 °C pentru PEI). Conjugatul 

C60-PEG-PEI a prezentat o pierdere de masă iniţială de 50% în intervalul de temperatură 285-

372 °C, valoare dublă faţă de pierderea caracteristică PEI pur în intervalul 270-345 °C (25%). 

A doua pierdere de masă, de 35%, a fost observată pentru C60-PEG-PEI în intervalul 372-430 

°C, aproximativ jumătate din pierderea de masă a PEI pur în intervalul 350-420 °C (65%). 

Compoziţia conjugatului determinată din pierderile în greutate, confirmă faptul că la o  

moleculă de C60 corespund în medie 2.5 molecule de PEI şi 1 moleculă de PEG.  
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Figura III.13. Caracterizarea termică comparativă pentru precursorii PEI şi PEG, şi pentru 

conjugatul sintetizat C60-PEG-PEI. 

 

III.4. Prepararea şi caracterizarea poliplexului C60-PEG-PEI/acid nucleic dublu 

catenar (C60-PEG-PEI/ADNdc)  

În vederea evaluării capacităţii de complexare a conjugatului C60-PEG-PEI şi a 

precursorului PEI au fost preparaţi poliplecşi de tipul C60-PEG-PEI/ADN sau PEI/ADN prin 

amestecarea vectorului non-viral sau a PEI necomplexat cu două tipuri de ADNdc (~200 bp si 

~4700 bp). În prepararea poliplecşilor a fost luată în considerare compoziţia calculată ca raport 

molar N/P, unde N reprezintă conţinutul de azot din conjugat, iar P este conţinutul de fosfor din 

acidul nucleic.  

III.4.1. Evaluarea poliplexului C60-PEG-PEI prin măsurători de potenţial zeta  

În Figura III.15. sunt prezentate măsurătorile de potenţial zeta ale poliplexului C60-PEG-

PEI/ADNdc (~200 sau ~4700 bp) la diferite rapoarte N/P. Poliplecşii formaţi au încărcare 

globală negativă atunci când raportul N/P este cuprins în intervalul 3-10 unităţi, concluzionând 

că nu toate sarcinile negative ale ADN-ului au fost neutralizate de PEI. În cazul poliplecşilor cu 

N/P > 10, s-a observat o neutralizare a sarcinilor negative ale ADN-ului. Odată cu creşterea 

raportului N/P este evidentă o neutralizare totală a sarcinilor negative din ADN, iar valorile 

potenţialului zeta devin pozitive şi crescătoare până se atinge un platou (între 15-20 mV). 

Valorile de potenţial nu sunt influenţate de tăria ionică a sistemului în mod dramatic (Figura 

III.15.).  
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Figura III.15. Variaţia potenţialului zeta în funcţie de raportul N/P şi tăria ionica ale 

poliplecşilor (A) C60-PEG-PEI/ADNdc din spermă de somon; (B) C60-PEG-PEI/pEYFP ADN. 

 

III.4.2. Evaluarea dimensională şi morfologică a poliplecşilor prin microscopie de 

forţă atomică 

Imaginile AFM (Figura III.16.) indică o structură mult mai compactă a poliplecşilor în 

comparaţie cu conjugatul C60-PEG-PEI individual, acesta având tendinţa de a se auto-asambla 

în agregate puternic hidratate în mediu apos, în nanoparticule de formă sferică cu un diametru 

mediu de 79 nm. Particulele de poliplex C60-PEG-PEI/pEYFP corespunzătoare raportului N/P 

= 10 au prezentat morfologie sferică cu diametrul mediu de 48 nm. Diametrul mediu al 

poliplexului este mai mic decât cel al conjugatului liber, demonstrându-se o capacitate bună de 

împachetare a plasmidului EYFP de către conjugatul C60-PEG-PEI.  
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Figura III.16. Imaginile AFM şi distribuţia diametrelor particulelor pentru: (A, B) conjugatul 

C60‐PEG‐PEI; (C, D) poliplexul C60‐PEG‐PEI/pEYFP la un raport N/P = 10. 

 

III.5. Capacitatea de împachetare a ADNdc de către conjugatul C60-PEG-PEI prin 

electroforeză 

În Figura III.17. sunt prezentate benzile electroforetice  corespunzătoare ADNdc liber, 

poliplecşilor C60-PEG-PEI/ADNdc (din spermă de somon) şi ale C60-PEG-PEI/pEYFP la 

diferite rapoarte N/P.  

 
Figura III.17. Electroforeza pe gel de agaroză a poliplecşilor C60-PEG-PEI/ADNdc somon (A), 

C60-PEG-PEI/pEYFP (B) şi PEI/pEYFP la diferite valori N/P (C). 

 

Testul de migrare efectuat pentru poliplecşii plasmidului EYFP descrie o comportare 

complexă: particularităţile structurii secundare a pEYFP sunt puse în evidenţă de către 

migrarea spot-urilor multiple de forme topologic-distincte. În comparaţie cu pEYFP liber, 

migrarea plasmidului este complet blocată în cazul poliplexului C60-PEG-PEIpEYFP la valori 
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N/P mai mari decât 10. În cazul ADN-ului liniar din spermă de somon, migrarea poliplexului 

este practic blocată pentru N/P=3. Împachetarea eficientă a plasmidului EYFP de către 

conjugatul C60-PEG-PEI are loc la un raport N/P mare datorită prezenţei lanţurilor neutre de 

PEG, care reduc capacitatea PEI de a complexa acizii nucleici. Electroforeza în gel de agaroză 

pentru conjugaţii investigaţi indică o complexare totală a ADN plasmidic de la valori ale 

raportului N/P începând cu 10 pentru C60-PEG-PEI şi cu 20 pentru PEI liber.  

 

III.6. Citotoxicitatea conjugatului C60-PEG-PEI şi a poliplexului C60-PEG-PEI /pEYFP  

În cazul conjugatului C60-PEG-PEI a fost observată o creştere a proliferării celulare 

comparativ cu probele de control, indiferent de valoarea N/P. Efectul de proliferare celulară a 

fost atribuit prezenţei lanţurilor de PEG. Creşterea proliferării este proporţională cu creşterea 

raportului N/P, fiind dublă pentru N/P=200. În cazul PEI (2 kDa) necomplexat sau complexat 

cu pEYFP, nu s-a observat nici un efect negativ asupra viabilităţii celulare până la un raport 

N/P de 10. La valori N/P mai mari de 10, polietilenimina liberă induce o scădere a viabilităţii 

celulare cu aproximativ 20%, în timp ce poliplecşii PEI/pEYFP rămân cito-compatibili.  

 

 
Figura III.18. Viabilitatea celulelor HEK 293T incubate timp de 48 h în prezenţa conjugatelor 

C60-PEG-PEI şi PEI şi a poliplecşilor C60-PEG-PEI/pEYFP şi PEI/pEYFP la diferite rapoarte N/P. 
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III.7. Eficienţa transfecţiei poliplecşilor bazati pe conjugatul C60-PEG-PEI 

Eficienţa de transfecţie genică in vitro a poliplexului C60-PEG-PEI/pEYFP a fost 

urmărită cu ajutorul plasmidului pEYFP-C1, care codifică o proteină fluorescentă 

(excitaţie/emisie: 513/527 nm) ce poate fi vizualizată prin microscopie de fluorescenţă 

(calitativ) şi prin citometrie de flux (cantitativ). Drept control pozitiv a fost folosit un produs 

comercial de transfecţie SuperFect® de la Qiagen. Imagini reprezentative de microscopie de 

fluorescenţă pentru transfecţia celulară folosind diferite rapoarte N/P ale poliplexului C60-PEG-

PEI/pEYFP sunt prezentate în Figura III.19. 

 

 
Figura III.19. Imagini de microscopie de fluorescenţă (A) şi de contrast de fază pentru acelaşi 

câmp (B) ce prezintă exprimarea proteinei fluorescente EYFP în celule HEK 293T transfectate 

cu plasmidul pEYFP din poliplecşii C60-PEG-PEI/pEYFP cu diferite rapoarte N/P; Scala: 200 

µm. 

A 

B 
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Figura III.20. Analiza cu ajutorul citometriei în flux a celulelor HEK 293T trasfectate cu 

plasmidul pEYFP din poliplecşii C60-PEG-PEI/pEYFP la diferite rapoarte N/P. Sunt prezentate 

dot ploturi SSC versus FL1; în poarta R1 sunt celulele EYFP-negative, iar în poarta R2 celulele 

EYFP-pozitive. Pentru fiecare dot plot se poate observa procentajul de celule EYFP-pozitive 

(% hist) în poarta R2 şi intensitatea medie a fluorescenţei celulelor (mean). 

 

Eficienţa de transfecţie a fost, de asemenea, urmarită cu ajutorul citometriei în flux prin 

determinarea procentului de celule pozitive pentru proteina YFP în canalul FL1 (Figura 

III.20.). Această analiză cantitativă a confirmat rezultatele obţinute cu ajutorul microscopiei de 

fluorescenţă.  

 
Figura III.21. Eficienţa de transfecţie exprimată prin intensitatea medie a fluorescenţei IMF a 

poliplecşilor C60-PEG-PEI/pEYFP (A) şi respectiv PEI/pEYFP (B) la diferite valori N/P. 

 

Utilizarea poliplecşilor PEI/pEYFP a dus la randamente de transfecţie modeste indiferent 

de valoarea raportului N/P (Figura III.21.). Compararea valorilor IMF, relevă faptul că 

poliplexul C60-PEG-PEI/pEYFP este de 40 de ori mai eficient în transfecţia plasmidului faţă de 

PEI/pEYFP.  
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În cazul poliplecşilor C60-PEG-PEI/pEYFP, s-au obţinut randamente de transfecţie 

rezonabile pentru rapoarte N/P mai mari de 60 (procentul de celule transfectate a fost de 6.3% 

la N/P = 60 şi 10.6% la N/P = 200) (Figurile III.20. şi III.21.). Eficienţa scăzută a transfecţiei 

C60-PEG-PEI/pEYFP la valori N/P mai mici de 60 de unităţi poate fi explicată prin prezenţa 

lanţurilor PEG în structura vectorului, care ar împiedica împachetarea corespunzătoare a 

plasmidului prin acoperirea suprafeţei conjugatului înainte de a se produce împachetarea 

acestuia cu plasmid
10,11

. Trebuie remarcat faptul că dimensiunea (Figura III.22.) şi potenţialul 

zeta (Figura III.15.) măsurate pentru poliplecşii C60-PEG-PEI/pEYFP cu valori N/P mai mari 

de 60, sunt în jurul valorii de 50-100 nm, şi respectiv 10-20 mV, observându-se totuşi o 

tendinţă de aglomerare a particululelor, ceea ce conduce la o polidispersitate dimensională 

mare a nanoparticulelor pe de o parte, iar pe de altă parte s-a demonstrat că particulele cu 

dimensiuni mai mari de 200 nm, şi concertat cu existenţa PEG-ilării, nu au capacitatea de a fi 

transfectate, motiv pentru care şi procentul de celule transfectate este mai mic
12,10

. Influenţa 

negativă a prezenţei lanţurilor de PEG asupra abilităţii de complexare a acizilor nucleici, este 

depaşită de beneficiile PEG-ilării vizibile în aplicaţiile in vivo legate de reducerea citotoxicităţii 

(conjugatul C60-PEG-PEI a determinat o proliferare celulară de 200%), reducerea interacţiilor 

cu proteinele, activarea redusă a sistemului reticuloendotelial şi timp de circulaţie îmbunătăţit. 

 

 

Capitolul V. Concluzii generale 
 

Teza de doctorat intitulată "Nanoconjugate cu nucleu de fulerenă C60 şi dimensiuni 

subcelulare pentru aplicaţii biomedicale" are 144 pagini împarţite în 5 capitole care includ 4 

Tabele, 75 Figuri, 5 Scheme şi 380 indicaţii bibliografice. Teza este structurată în două părţi: 

Partea I rezumă informaţiile din literatură, cuprinzând aspecte legate de structura fulerenei 

C60, proprietăţile fizice ale acesteia precum şi posibilităţile de funcţionalizare a acestui compus. 

De asemenea, este cuprinsă şi o introducere în domeniul bioconjugatelor constând în condiţiile 

pe care trebuie să le indeplinească un bioconjugat precum şi barierele biologice pe care trebuie 

să le depăşească. Capitolul se încheie cu o introducere în terapia genică (Capitolul I). 

Partea a II-a care conţine contribuţiile proprii urmăreşte dezvoltarea unui derivat de 

fulerenă cu structură unitară în vederea utilizării acestuia drept marker fluorescent capabil să 

cuantifice acizii nucleici dublu catenari din soluţii apoase (Capitolul II) şi dezvoltarea unei 

structuri bazate pe fulerenă, care să aibă abilitatea de complexare, protejare şi eliberare a 

acizilor nucleici în transfecţia de gene (Capitolul III) şi se încheie cu Capitolul IV - Partea 

Experimentală alături de Capitolul V - Concluziile generale. 

Studiile proprii efectuate în cadrul tezei de doctorat s-au concentrat în următoarele 

direcţii: 

 S-a realizat bromurarea fulerenei C60 exploatând proprietatea de acid Lewis a FeBr3 

formată in situ în amestecul de reacţie, prin reacţia bromului lichid cu pilitură de fier. Bromura 

ferică a activat (polarizat) molecula de Br2 care a reacţionat preponderent cu atomii de carbon 

din poziţiile 1,4 din hexaciclurile moleculei de C60. 

 S-a caracterizat prin FT-IR şi ATG derivatul bromurat de fulerenă şi s-a demonstrat 

că la suprafaţa moleculei de C60 au fost adiţionaţi 24 atomi de brom (C60Br24). 



34 

 

 S-a sintetizat compusul hidroxilat prin substituţia atomilor de brom din C60Br24 cu 

grupări hidroxilice, prin reacţia C60Br24 din soluţie apoasă cu KOH, în mediu inert, urmată de 

conversia funcţiunilor alcoxidice O
-
K

+
 în funcţiuni hidroxilice (Cfulerenă-OH) cu ajutorul răşinii 

schimbătoare de ioni. 

 Structura chimică a compusului hidroxilat a fost pusă în evidenţă prin FT-IR. 

 S-a demonstrat că ESI-MS este o metodă adecvată pentru studiul fulerenolului 

C60(OH)24 în apă pură şi în soluţie apoasă de amoniac, în modurile de ionizare pozitiv şi 

negativ şi sub valori optime ale voltajului capilarei şi fragmentorului. Picurile observate în 

modul de ionizare pozitiv pentru C60(OH)24 au fost atribuite ionilor cu sarcini multiple [M – 

H2O + 4H]
4–

 la m/z 279 (100%) şi [M – 12H2O + 2NH3 + 6H]
6+

 la m/z 158 (96%), în timp ce 

picul de bază predominant observat pentru C60(OH)24 în modul de ionizare negativ a fost [M – 

H]
–
 la m/z 1127.  

 În modul de ionizare negativ, fulerenolul C60(OH)24  pierde H2O şi radicali OH
●
 şi 

H
●
, generând specii ionice conţinând radicali mai stabili de fulerenoxil şi/sau radicali mai puţin 

stabili de fulerenil. Afinitatea radicalilor mai puţin stabili de fulerenil pentru electroni liberi cu 

formarea de sarcini carbanionice de fulerenid pe sfera de C60 a urmărit un tipar atipic, 

caracterizat de scindarea legăturilor Cfulerenă–OH, cu formare de radicali fulerenil, care pot capta 

electroni liberi cu generarea de sarcini negative, în timp ce radicalii fulerenoxil produşi prin 

scindarea legăturii O–H sunt mult mai stabili împotriva radicalilor liberi.  

 Pe lângă simpla scindare de legături, ionii de fulerenol (conţinând cel puţin opt 

radicali fulerenil) suferă o rearanjare în fază gazoasă neanticipată care implică reconstrucţia 

parţială (în modul negativ în apă pură) sau totală (în modul pozitiv şi negativ în soluţie apoasă 

de amoniac) a legăturilor π din molecula de C60 prin rehibridizare şi redistribuire a electronilor 

impari ai radicalilor de fulerenil pentru a forma anioni sau cationi C60.  

 Fulerenolul C60(OH)24 se leagă de grupările fosfat din exteriorul catenei de ADNdc 

nativ şi prin intermediul bazelor azotate la nivelul concavităţilor majore din sarea de sodiu a 

ADNdc. Fluorescenţa fulerenolului C60(OH)24 este puternic potenţată de către ADNdc datorită 

interacției acestuia cu molecula de ADN fără intercalări. Datorită afinităţii de legare a ADN-

ului (K = 10
5
 M

-1
) şi sensibilităţii ridicate (1.2 × 10

-9
 g/mL), există perspective bune în ceea ce 

priveşte utilizarea C60(OH)24 ca şi marker fluorescent versatil de cuantificare a ADN. Pe lângă 

înalta sensibilitate, metoda elaborată este caracterizată de simplitate întrucât nu este necesară 

utilizarea unui sistem tampon, rapiditate şi lipsa toxicităţii.  

 A fost proiectat un transportor de ADN pe bază de fulerenă C60, PEI ramificat (2 

kDa) şi PEG (2 kDa), prezența lanțurilor de PEI cationice asigură împachetarea ADN anionic, 

iar prezența lanțurilor de PEG asigură creșterea cito-compatibilității și a stabilității poliplecșilor 

în fluidele biologice. 

 A fost utilizată o cale simplă şi reproductibilă de sinteză, efectuată în solvenți anhidri 

nepolari, la temperatura camerei şi în prezența luminii pentru obţinerea conjugatulului C60-

PEG-PEI al cărui raport compoziţional C60:PEG:PEI a fost de 1:0.9:2.5, determinat prin 
1
H 

RMN, 
13

C RMN, ATG și XPS. Morfologia, dimensiunea și valorile potențialului zeta în apă au 

fost determinate prin DLS și AFM. 
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 Conjugatul este capabil să acţioneze ca vector de gene, prin formarea poliplecşilor 

stabili cu ADNdc liniar sau plasmidic (au fost testaţi ADN din spermă de somon de 200 bp, şi 

ADN plasmidic pEYFP-C de 4700 bp). 

 În funcţie de tipul şi cantitatea de ADN asociat, poliplecşii au dimensiuni de 

particule variind între 50 şi 200 nm. 

 În funcție de raportul N/P, poliplexul C60-PEG-PEI/pEYFP prezintă o eficienţă de 

transfecţie de peste 6%. Eficienţa relativ mică în transfecţie a conjugatului C60-PEG-PEI este 

compensată de avantajele PEG-lării, caz în care este mărită stabilitatea poliplexului în fluidele 

biologice şi cito-compatibilitatea este mult îmbunătăţită. 

 Conjugatul C60-PEG-PEI este la fel de performant ca şi controlul pozitiv în ceea ce 

priveşte expresia genei reporter EYFP în cultura de celule şi, mai important, prezintă o mai 

bună cito-compatibilitate, determinând o proliferare puternică a celulelor de până la 200%.  

 Aceste rezultate pot oferi o perspectivă nouă în dezvoltarea vectorilor adaptivi 

multifuncţionali cu diverse funcţionalităţi pentru complexarea optimă a ADN-ului, penetrarea 

membranelor celulare, eliberarea controlată a ADN-ului şi abilitatea de evitare a opsonizării. 

 

 

Activitatea ştiinţifică 
 

Contribuţii în cadrul tematicii tezei de doctorat 
Articole în publicaţii indexate ISI  

1. C.M. Uritu, C.D. Varganici, L. Ursu, A. Coroabă, A. Nicolescu, A.I. Dascălu, D. 

Peptanariu, D. Stan, C.A. Constantinescu, V. Simion, M. Călin, S.S. Maier, M. Bărboiu, M. 

Pinteală, Hybrid fullerene conjugates as vectors for DNA cell-delivery, J. Mater. Chem. B, 

2015, 3, 2433-2446. (I.F.= 4.726). 

2. G. David, G. Fundueanu, M. Pinteală, B. Minea, A. Dascălu, B.C. Simionescu, Polymer 

engineering for drug/gene delivery: from simple towards complex architectures and hybrid 

materials, Pure Appl. Chem., 2014, 86(11), 1621-1635. (I.F.= 2.492). 

3. M. Silion, A. Dascălu, M. Pinteală, B.C. Simionescu, C. Ungurenaşu, A study on 

electrospray mass spectrometry of fullerenol C60(OH)24, Beilstein J. Org. Chem., 2013, 9, 

1285-1295. (I.F.= 2.762). 

4. M. Pinteală, A. Dascălu, C. Ungurenaşu, Binding fullerenol C60(OH)24 to dsDNA, Int. J. 

Nanomed., 2009, 4, 193-199. (I.F.= 4.383). 

 

Participări la conferinţe naţionale/internaţionale 

- comunicări 

1. C.M. Uritu, A.I. Dascălu, D. Peptanariu, S.S. Maier, B.C. Simionescu, M. Pinteală, Non-

viral vectors for gene therapy, 3
ème

 Colloque Franco-Roumain de Chimie Médicinale, 30-31 

octombrie 2014, Iaşi, România.  

2. M. Pinteală, A. Dascălu, C. Ungurenaşu, Binding fullerenol C60(OH)24 to dsDNA, Third 

Cristofor I. Simionescu Symposium Frontiers in Macromolecular and Supramolecular 

Science, 8-9 iunie 2010, Iaşi, România. 

 

 

 



36 

 

- postere 

1. C.M. Uritu, C.D. Varganici, A. Coroaba, A.I. Dascălu, D. Peptanariu, M. Calin, F. Doroftei, 

M.D. Bărboiu, M. Pinteală, Des nanoparticules a base de fullerene C60 fonctionnalisees par 

polyethylenimine et PEG pour delivrance d’ADN, 8
ème

 Colloque Franco-Roumain de Chimie 

Appliquée, COFrRoCA, 15-18 septembrie 2014, Montpellier, Franţa. 

2. A. Dascălu, M. Silion, C. Ungurenaşu, Determinarea compoziţiei şi structurii fulerenolului 

C60(OH)24 prin HPLC ESI-MS, Zilele Academice Ieşene, A XXIV-a Sesiune de Comunicări 

Ştiinţifice a Institutului de Chimie Macromoleculară „Petru Poni” Iaşi, Progrese în Ştiinţa 

Compuşilor Organici şi Macromoleculari, 3-5 octombrie 2013, Iaşi. 

3. M. Silion, A. Dascălu, C. Varganici, M. Pinteală, C. Ungurenaşu, Structural study of 

polyhydroxylated fullerenes C60(OH)24 by HPLC-ESI-MS; International Conference of 

Applied Science, Chemistry and Chemical Engineering, 24-27 aprilie 2012, Bacău. 

 

Membru în proiecte de cercetare 

1. Sisteme de Inspiraţie Biologică pentru Entităţi Proiectate Structural si Funcţional, Cod: PN- 

II-ID- PCCE-2011-2-0028, Contractul de finanţare nr. 4/2012, coordonator proiect: Dr. 

Mariana Pinteală. 

2. SupraChem Lab, Laboratory of Supramolecular Chemistry for Adaptive Delivery Systems, 

ERA Chair initiative, Horizon 2020 WIDESPREAD 2-2014: ERA Chairs, Project no.  667387, 

coordonator proiect:  Dr. Mariana Pinteală. 

3. Sinteza şi funcţionalizarea particulelor magnetice pentru separarea enzimelor, REALCAT-

PPIMC, PN-II-CT-RO-FR-2014-2-0050, 2015-2016, coordonator proiect: Dr. Mariana 

Pinteală. 

4. Functional DNA Nanostructures-Gold Nanoparticles For Targeted Gene Therapy Purposes 

(DNANANOGOLD), Proiect: PN-II-RU-TE-2014-4-1444, coordonator proiect: Dr. Alexandru 

Rotaru. 

5. Bionanoconjugates Formation by Laser Ablation in Liquid, PN-II-RU-TE-2011-3-0174, 

coordonator: Dr. Claudia Miheşan. 

6. Evaluarea potenţialului românesc de cercetare în domeniul chimiei şi elaborarea strategiei 

naţionale de cooperare internaţională, Director proiect: Acad. Bogdan C. Simionescu. 

 

Stagii de formare profesională 

1. Stagiu de cercetare în cadrul Proiectului de Cooperare Bilaterală Modul III Brâncuşi 

787/30.06.2004 la „Institut Charles VIOLLETTE” Université Lille 1, 1-9 noiembrie 2015, 

Lille, Franţa. 

2. Workshop „Kratos Analytical XPS European Users Meeting” Kratos Analytical Ltd, 24-29 

iunie 2012, Manchester, U.K.  

3. Stagiu de cercetare în cadrul Proiectului de Cooperare Bilaterală Modul III Brâncuşi nr. 

315/14.05.2009CEMEF - Sophia Antipolis, 19.11-09.12.2010, Franţa 

 

 

 

 

http://rotarualexandru.wix.com/dnananogold
http://rotarualexandru.wix.com/dnananogold


37 

 

Alte contribuţii conexe temei de doctorat 

Articole în publicaţii indexate ISI  

1. A. Durdureanu-Angheluţă, C. Miheşan, F. Doroftei, A. Dascălu, L. Ursu, M. Velegrakis, M. 

Pinteală, Formation by Laser Ablation In Liquid (LAL) and Characterization of Citric Acid-

Coated Iron Oxide Nanoparticles, Rev. Roum. Chim., 2014, 59(2), 151-159. (I.F.=0.311) 

2. A. Durdureanu-Angheluţă, A. Dascălu, A. Fifere, A. Coroabă, L. Pricop, H. Chiriac, V. 

Tura, M. Pinteală, B.C. Simionescu, Progress in the synthesis and characterization of magnetite 

nanoparticles with amino groups on the surface, J. Magn. Magn. Mater., 2012, 324, 1679-

1689. (I.F.=1.970) 

3. M. Silion, A. Dascălu, B.C. Simionescu, M. Pinteală, C. Ungurenaşu, Synthesis and anti-

HIV activity of β-cyclodextrin-C6-sulfate/3-azido-3′-deoxythymidine inclusion complex, J. 

Polym. Sci. Pol. Chem., 2011, 49(7), 1730-1733. (I.F.=3.113) 

4. A. Durdureanu-Angheluţă, L. Pricop, I. Stoica, C.A. Peptu, A. Dascălu, N. Marangoci, F. 

Doroftei, H. Chiriac, M. Pinteală, B.C. Simionescu, Synthesis and characterization of 

magnetite particles covered with alpha-trietoxysilil-polydimethylsiloxane, J. Magn. Magn. 

Mater., 2010,  322(19), 2956-2968. (I.F.=1.970) 

5. L. Pricop, A. Durdureanu-Angheluţă, M. Spulber, I. Stoica, A. Fifere, N.L. Marangoci, A.I. 

Dascălu, R. Ţigoianu, V. Harabagiu, M. Pinteală, B.C. Simionescu, Synthesis and 

micellization of polydimethylsiloxane-carboxy-terminated poly(ethylene oxide) graft 

copolymer in aqueous and organic media and its application for the synthesis of core-shell 

magnetite particles, e-Polymers, 2010, 10(1), 1043-1061. (I.F.=0.569) 

 

Articole în publicaţii neindexate ISI  

A. Dascălu, R. Ardeleanu, B.C. Simionescu, New Possibilities for the Synthesis of Reactive 

Functional Aminopolysilanes Using Azide Pathway, Memoirs of the Scientific Sections of the 

Romanian Academy, 2014, Tome XXXVII. 

 

Lucrări în extenso în volume de manifestări ştiinţifice 

1. A. Durdureanu-Angheluţă, A. Dascălu, L. Pricop, M. Pinteală, B.C. Simionescu, Particules 

magnetiques “core-shell“ solubles dans l’eau, precursors pour l’eliberation controllee des 

medicaments, Conference Proceedings, P51, 232-235, X
ème

 Colloque Franco Roumain sur les 

Polymères, Ecole des Mines de Douai, 6-8 septembrie 2011, Douai, Franţa. 

2. A. Durdureanu-Angheluţă, L. Pricop, A. Dascălu, M. Pinteală, B.C. Simionescu, Influence 

de la chaine polymerique sur la taille des particules magnetiques, Conference Proceedings, 

P52, 236-238, X
ème

 Colloque Franco Roumain sur les Polymères, Ecole des Mines de Douai, 6-

8 septembrie 2011, Douai, Franţa. 

 

Participări la conferinţe naţionale/internaţionale 

- comunicări 

1. C. Miheşan, F. Doroftei, A. Dascălu, L. Ursu, A. Angheluţă, M. Velegrakis, M. Pinteală, 

Formation des nanoparticules métalliques par ablation induite par LASER en milieu liquide 

(LAL), 8
ème

 Colloque Franco-Roumain de Chimie Appliquée, 15-18 septembrie 2014, 

Montpellier, Franţa. 



38 

 

- postere 

1. A. Durdureanu-Angheluţă, A. Dascălu, L. Pricop, M. Pinteală, B.C. Simionescu, Particules 

magnetiques “core-shell“ solubles dans l’eau, precursors pour l’eliberation controllee des 

medicaments, X
ème

 Colloque Franco Roumain sur les Polymères, Ecole des Mines de Douai, 6-

8 septembrie 2011, Douai, Franţa. 

2. A. Durdureanu-Angheluţă, L. Pricop, A. Dascălu, M. Pinteală, B.C. Simionescu, Influence 

de la chaine polymerique sur la taille des particules magnetiques, X
ème

 Colloque Franco 

Roumain sur les Polymères, Ecole des Mines de Douai, 6-8 septembrie 2011, Douai, Franţa. 

 

Bibliografie selectivă 

                                                 
1
 Tebbe F.N., Harlow R.L., Chase D.B., Thorn D.L., Creston Campbell G.Jr., Calabrese J.C., Herron N., Young 

Jr. J.R., Wasserman E., Science,  256, 822, 1992. 
2
 Djordjević A., Vojínović-Miloradov M., Petranović N., Devečerski A., Lazar D., Ribar B., Fullerene Science 

and Technology, 6(4), 689, 1998. 
3
 Troshin P.A., Astakova A.S., Lyubovskaya R.N. Fullerenes Nanotubes Carbon Nanostruct. 13, 1, 2005. 

4
 Pinteala M., Dascalu A., Ungurenasu C., Int. J. Nanomed., 4, 193, 2009.  

5
 Silion M., Dascalu A., Pinteala M., Simionescu B.C., Ungurenasu C., Beilstein J. Org. Chem. 9, 1285, 2013. 

6
 Bingshe X., Xuguang L., Xiaoqin Y., Jinli Q., Weijun J. Mat. Res. Soc. Symp. Proc. 675, W7.4.1, 2001. 

7
 Tzirakis D.M., Orfanopoulos M., Chem Rev. 113, 5262, 2013. 

8
 Miller G.P., C. R. Chim. 9, 952, 2006. 

9
 Uritu C.M., Varganici C.D., Ursu L., Coroaba A., Nicolescu A., Dascalu A.I., Peptanariu D., Stan D., 

Constantinescu C.A., Simion V., Calin M., Maier S.S., Barboiu M., Pinteala M. J. Mater. Chem. B, 3, 2433, 2015. 
10

 Sung S.-J., Min S.H.,. Cho K.Y, Lee S., Min Y.-J., Yeom Y.I., Park J.-K., Biol. Pharm. Bull. 26, 492, 2003. 
11

 Zhang X., Pan S.-R., Hu H.-M., Wu G.-F., Feng M., Zhang W., Luo X., J. Biomed. Mater. Res. A. 84, 795, 

2008. 
12

 Neu M., Fischer D., Kissel T., J. Gene Med., 7, 992, 2005. 


	prima pagina rezumat.pdf (p.1-2)
	prima pagina comisie semnata.PDF (p.3)
	pagina alba.pdf (p.4)
	multumiri.pdf (p.5-6)
	Andrei rezumat 14.02.2016.pdf (p.7-40)

