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Introducere

Odata cu descoperirea fulerenelor (unul dintre primele nanomateriale de carbon) si
depasirea factorului critic In punerea la punct a unor tehnologii care sa permita productia la
scard mare (in mai 2003, s-a inceput productia fulerenei Cgp in tone, cu pret rezonabil) a
inceput utilizarea intr-o gama larga de domenii si implicit dezvoltarea unui numar mare de
transformiri chimice care si permiti sinteza unui numar impresionant de derivati. In chimia
organicd, fulerenele sunt considerate elemente constructive versatile (cu reactivitate
semnificativ diferitd de cea a moleculelor aromatice planare) capabile sd introduca proprietati
chimice, geometrice, electronice si foto-fizice noi.

Utilizarea derivatilor de fulerena in aplicatii biomedicale este un domeniu insuficient
exploatat Tn comparatie cu sistemele terapeutice bazate pe nanotuburi de carbon, polimeri sau
lipidele cationice. Incercarile de utilizare a fulerenelor in aplicatiile mentionate anterior au
demonstrat eficientd similara cu a agentilor disponibili comercial. in continuare, sunt necesare
studii care sa faciliteze intelegerea mecanismelor de actiune, posibilele efecte daunatoare si
,soarta” derivatilor fulerenici dupa administrarea moleculei cu activitate biologica.

Teza de doctorat intitulata "*‘Nanoconjugate cu nucleu de fulerena Cg si dimensiuni
subcelulare pentru aplicatii biomedicale' abordeaza doua directii distincte care utilizeaza
derivatii de fulerena Cgp solubili in apa: (A) primul domeniu urmareste dezvoltarea unui derivat
de fulerena cu structura unitard in vederea utilizarii acestuia ca marker fluorescent capabil sa
cuantifice acizii nucleici dublu catenari din solutii apoase si (B) al doilea domeniu abordat n
aceastd teza constd in dezvoltarea unei structuri bazate pe fulerena, care sd aiba capacitatea de
transfectie a acizilor nucleici.

Terapia genica este o abordare medicala relativ noua a unor afectiuni transmise genetic
sau datorate unor mutatii genetice, avand ca scop remedierea afectiunii prin introducerea in
celulele vizate (finte) a unei gene terapeutice. In acest cadru este necesard dezvoltarea unui
vector capabil sa impacheteze, sa transporte, sa protejeze si sa elibereze informatia genetica in
nucleul celulei, fard a induce un efect citotoxic. In dezvoltarea unui astfel de vector trebuie si
se tind cont de interactiile necesare complexarii acidului nucleic (interactii ionice, legaturi de
hidrogen, van der Waals) si de barierele celulare pe care sistemul terapeutic trebuie sa le
depaseasca (circulatia sangvina, interactiile nespecifice, internalizarea in celuld, evadarea din
compartimentele celulare, etc).

Teza a fost structurata in doua parti, prima parte cuprinde date de literatura (Capitolul I),
iar partea a doua prezinta rezultatele proprii (Capitolele Il si 111). Teza de doctorat se incheie
cu Partea experimentala (Capitolul 1V) si Concluzii generale (Capitolul V). Fiecare capitol
este 1nsotit de bibliografia specifica.

Tn cadrul Capitolului | este prezentat un studiu de literaturd care cuprinde aspecte legate
functionalizare ale acestui compus. De asemenea, este cuprinsa si o introducere in domeniul
bioconjugatelor constand in conditiile pe care trebuie sd le Tndeplineasca un bioconjugat
precum si barierele biologice pe care trebuie sd le depaseasca. Capitolul se Tncheie cu o
introducere in terapia genica.



Partea de contributii originale cuprinde descrierea tehnicilor de sinteza utilizate in
timpul elaborarii tezei de doctorat, alaturi de metodele de caracterizare structurald, morfologica
si functionala ale produsilor sintetizati.

n Capitolul 11 este descrisa sinteza fulerenolului Cgo(OH)24, un derivat de fulerena Cgp
solubil in apa, si evaluarea drept marker fluorescent in cuantificarea acizilor nucleici dublu
catenari. In vederea obtinerii unui compus cu un grad de functionalitate reproductibil, cu
structura controlata, a fost sintetizata initial bromura de fulerena, CgoBro4. Structura derivatului
a fost pusi in evidentd prin spectroscopie FT-IR si analizd termogravimetrici. In etapa
urmatoare derivatul bromurat a fost supus reactiei de hidroliza alcalind in vederea inlocuirii
celor 24 atomi de Br cu grupari OH. Structura fulerenolului a fost confirmatd prin
spectroscopia FT-IR si analiza elementala prin XPS. In acest capitol este prezentat si un studiu
amplu al Cgo(OH),4 prin spectrometria de masa cu ionizare prin electrospray (ESI-MS) cuplata
cu cromatografia HPLC. ESI-MS confirmda gradul de functionalizare si descrie
comportamentul complex al derivatului in conditiile de ionizare prin electrospray. Capacitatea
de marker fluorescent a Cgo(OH),4 a fost evaluatd prin spectroscopie de fluorescenta in
absenta/prezenta ADN-ului. Prin aceste studii s-a observat cid fluorescenta Cgo(OH).4 este
puternic potentatd in prezenta ADNdc datoritd actiunii Ceo(OH),4 asupra ADN Tn absenta
intercalarilor cand fulerenolul Cgo(OH)24 se leaga de gruparile fosfat din exteriorul catenei de
ADN(dc nativ, iar prin intermediul bazelor azotate se leaga la nivelul concavitatilor majore din
ridicate, poate fi considerat marker fluorescent pentru cuantificarea acizilor nucleici fara a fi
necesara utilizarea unui sistem tampon.

Capitolul 11 prezinta sinteza unui transportor de ADN cu nucleu de fulerena Cgo, pe
care sunt grefate lanturi ramificate de polietilenimina de masa moleculard mica (2 kDa) (cu rol
de Tmpachetare a ADN-ului anionic) si polietilen glicol (2 kDa) (cu rol de imbunatatire a
viral a fost elucidatd prin tehnici de caracterizare complementare precum spectroscopia de
rezonanti magnetici nucleara '"H RMN si BC RMN, analiza termogravimetrica ATG si
spectroscopie de fotoelectroni cu raze X, XPS. Morfologia, dimensiunea si valorile
potentialului zeta Tn apd au fost determinate prin difuzia dinamicd a luminii DLS si
microscopie de fortd atomicd AFM. A fost testatd abilitatea conjugatului de complexare a
ADN-ului dublu catenar utilizand doua tipuri de ADN de lungimi diferite (200 bp si 4700 bp),
iar poliplecsii obtinuti au fost supusi electroforezei pe gel de agaroza pentru stabilirea eficientei
de impachetare a acizilor nucleici. Raportul compozitional N/P (raportul dintre numarul de
atomi de N apartindnd nanovectorului si numarul atomilor de P din ADNdc) influenteaza
dimensiunea si stabilitatea coloidala a particulelor rezultate. Conjugatul Cgo-PEG-PEI si
poliplexul Cgo-PEG-PEI/pEYFP au exprimat un efect de proliferare in testarile de viabilitate
celulara pe culturi de celule HEK 293T. Poliplexul Cgo-PEG-PEI/pEYFP prezinta o eficienta
de transfectie de aproximativ 6%, eficientd relativ mica dar comparabila cu controlul pozitiv.
Eficienta in transfectie relativ mica ar putea fi compensata de beneficiile PEG-larii, caz in care
citocompatibilitatea este mult imbunatatita.



Partea experimentala (Capitolul 1V) descrie reactivii si solventii utilizati, metodele de
sinteza utilizate pentru obtinerea produsilor si a intermediarilor de reactie, cat si tehnicile si
instrumentele folosite la caracterizarea acestora.

Fiecare capitol cuprinde concluzii si bibliografia aferenta. Teza se Incheie cu un capitol
de concluzii generale (Capitolul V), urmat de lista lucrarilor publicate.

Lista de abrevieri

Ceo: fulerena Cego;

CeoBr4: fulerena Cgp bromurata cu 24 atomi de Br;
Cs0OHaq4: fulerena Cgo cu 24 grupari OH;

FeBrs: bromura ferica;

PELI: polietileimina ramificata (2 kDa);

MPEG-NH,: a-(2-aminoetil)- o’-metilpolietilen glicol;
pEYFP: ADN plasmidic ce codifici o proteind fluorescentd (Enhanced Yellow-green
Fluorescent Protein);

ADNdc: ADN dublu catenar;

u.a.: unitati arbitrare;

TAE: solutie tampon tris-acetat-EDTA,

N/P: raportul dintre numarul de atomi de N si cel de P;
SNy: substitutie nucleofila de ordinul II;

FT-IR: spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier;
RMN: spectroscopie prin rezonanta magnetica nucleara;
UV-Vis: domeniul ultraviolet - vizibil;

AFM: microscopie de fortd atomica;

XPS: spectroscopie fotoelectronica de raze X;
HPLC-ESI-MS: cromatografie de lichide de Tnalta rezolutie cuplata cu spectrometrie de masa
cu ionizare prin electrospray;

DLS: difuzia dinamica a luminii;

ATG: analiza termogravimetrica;

DTG: derivata curbei termogravimetrice;

DSC: calorimetrie cu scanare diferentiala;

Ty temperatura de tranzitie sticloasa;

IMF: intensitatea medie de fluorescenta;

bp: perechi de baze azotate.



Capitolul Il. Marker fluorescent pentru cuantificarea ADNdc pe
baza de Cso

Obiectivul stiintific al acestui studiu este sinteza si caracterizarea unui marker fluorescent
pe baza de fulerend Cgy modificata, capabil sa cuantifice ADN-ul din solutii apoase foarte
diluate in absenta unui sistem tampon pentru mentinerea pH-ului Tntr-un interval fiziologic.

11.2.1. Sinteza bromurii de fulerena CgiBros

Br,, Fe®
Argon, 72 ore

Figura I1.1. Reprezentare schematica a reactiei de bromurare a Cgp.

Catalizatorul FeBr; creat in situ, polarizeaza moleculele de Br,, iar ionii de halogen
rezultati sunt capabili si aditioneze treptat la atomii de carbon sp? din pozitiile 1,4 si ulterior la
cei din pozitiile 1,3 ai ciclurilor hexagonale din structura Ceo" (Figura 11.3.).

Br
Figura 11.3. Diagrama Schlegell CgoBr,4 cu vedere in detaliu a unui fragment din molecula.

I1.2.2. Caracterizarea bromurii de fulerena CgBry, prin spectroscopie FT-IR si
ATG

Analiza prin spectroscopie de absorbtie in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR)
prezinta benzile de la 605 si 545 cm™ specifice legaturilor C-Br nou formate (Figura 11.5.).
Spectrul vibrational al moleculei de CgoBr4 indicd o structurd inalt simetrica ce contine un
centru de inversiune.
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Figura I1.5. Spectrele FT-IR pentru compusii Cgo i CgoBroa.

Aditia celor 24 de atomi de brom pe suprafata fulerenei Cgp a putut fi pusad in evidenta
prin analiza termogravimetrica (Figura I1.6.). Curbele ATG si DTA indica o pierdere de masa
majora de 72.77 % intr-o singura etapa la 150 0C, atribuita eliminarii totale a atomilor de brom,
in timp ce descompunerea sferei de carbon ncepe la 778.32 °C.
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Figura I1.6. Spectrul ATG-DTG al CgoBras.

Pierderea integrald a atomilor de brom intr-o singura etapa sugereaza o distributie
simetrica a atomilor de halogen pe suprafata sferei de carbon,? fapt ce confirma si observatiile
extrase din spectrul FT-IR. Pierderea de masa de 72.77 %, determinatd din curbele ATG
specifica degradarii legaturii C-Br de la 150 OC, a facut posibila determinarea gradului de
substitutie al derivatului bromurat dupa ecuatia (1). Aplicand ecuatia (1) a rezultat un numar de
atomi de Br “n” de 24 unitati pentru un raport procentual de 0.7277, confirmandu-se structura
compusului sintetizat CgoBroa.

M
n=x Co0Brr24 (1)
ABr
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unde:

“n” reprezintd numarul de atomi de brom atasati pe fulerena;

“x” reprezinta raportul procentual al pierderii de masa extras din curba ATG,;
MC¢.Br, reprezintd masa moleculara a bromurii de fulerena CgoBra4 (2638.2 g/mol);

Ag, reprezinta masa atomica a bromului (79.9 g/mol).

11.2.3. Sinteza fulerenolului Ceo(OH)24

Tn cadrul prezentei teze de doctorat, fulerenolul pur Ce(OH).4 (Figura 11.7.) a fost
preparat prin metoda hidrolizei alcaline® modificatd a derivatului bromurat de fulereni CgoBras,
urmata de demetalizarea produsului intermediar (Cgo(OK)g(OH)16) Cu rasini schimbatoare de
ioni si purificare avansata prin dializa.

Br. HO
[ [ p
KOH/H,0

—_—
‘a ultrasunete ‘@

CeoBras Ce0(OK)n(OH)24.
Figura I1.7. Reprezentare schematica a reactiei de hidroliza alcalind intr-o sectiune din
molecula bromurii de fulerena.

11.2.3. Caracterizarea fulerenolului Cg(OH)24
11.2.3.1. Spectroscopia FT-IR
Spectrul FT-IR al fulerenolului (Figura 11.8.) indicd prezenta benzilor de absorbtie
atribuite gruparilor hidroxilice (C-OH) de la 3415 cm™ si 1384 cm™. Banda de absorbtie
atribuitd legaturi C-O este prezentd la 1047 cm™ in timp ce banda atribuita legaturilor duble
apare la 1618 cm™.
2,1—CGOBr24

1,8 4
1,5

1,2 4
Coo(OH),,

Transmitanta
o
©
1

o
)
1

0,34

0’0 T T T T T T T
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Figura 11.8. Spectrele FT-IR ale derivatilor CgoBras si Ceo(OH)24.

I1.2.3.2. Spectrometria de masa cu ionizare prin electrospray (ESI-MS)

Fulerenolii sunt vizibili in ambele moduri de ionizare la un voltaj al capilarei de 4.5kV si
al fragmentorului de 400V.* Mecanismele de formare a anionilor fulerenolului Ceo(OH)24 si a
anionilor radicali distonici observati sunt indicate in Schema I1.1.
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C—OH
(6]
OH
Anion fulerenil-fulerenat Radical fulerenil Fulerenol Cgg(OH),4 Radical fulerenoxil
M7 M1 M M2
I |
o
-H* \
—_—
c-o**
O
Eoi OH

Anion fulerinidic-fulerenat Anion fuleredinic Anion fulerenat Anion radif:al distonic
Meé M3 M4 fulerenoli(/llléfulerenat

Schema I1.1. Reprezentare schematica a mecanismului propus pentru formarea anionilor de
fulerenol si a anionilor radical distonici observati in spectrele (-)ESI-MS a solutiilor de
C600H24 in ap'Zl.

11.2.3.2.2. lonizarea fulerenolului in modul negativ

11.2.3.2.2.1. Fulerenol in apa

Tn 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 Cgo(OH)24.

[M-HJ
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o0, : (A)
157.214 [M-4H,0-H]
173.05 1085.02

aof | 0 ;
227914 [M-8H,0-H] A . 3
guin A 3235 4142425 8 237525,
492511 133403 o 1869.66 247043
801 s 1581.62 52105630 ot I
4 6e510 Lo21 4| 22355 A
; A'82419 |

25
. A 273582

o] i A 64411

—_ e 56014 1M | l 4 * 282061 @
S ‘ 42930 ; ‘ ; 111l 2956.09
< + il 4

T o ' M x
2 )} Rl
b~
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—

2 10, T127.07 (B)
©
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= 8, %295, 17206 & qy;p3 142425

92511
A 781,65, 86518®
64411 82419

A 125218
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1026.18{1100.02
o

40

204

0 700 800 300 1000 1100 1200 1300 1400 1500
m/z
Figura I1.9. Spectrul (-) ESI-MS al unei solutii 0.5 x 10  de Cgo(OH)24 in apa: (A) spectrul
integral si (B) domeniu m/z 600-1500. ([M(n) — nH,O — xH]*, A[M(n) + nH,O(m) — xH]*,
¢[M(n) — H,O(m) — yHO" + ye — xH]*™", o[M(n) — mH,0 — yH' — xH]* ", A[M(n) +
H,O(m) — yH' — xH]* ", O[M — mH,0 — yHO" — zH" — xH]* """,

In Schema 11.2.(A). sunt prezentate structurile intermediarilor ce suferd pierderi

consecutive a cate 18 unitati masice din molecula deprotonata [M — H] ™ corespunzatoare valorii
13



m/z de 1127 Da prin prezenta de ioni cu o singura sarcind la valorile m/z de 1055 [M — 4H,0 —
H] si m/z 983 [M — 8H,0 — H]J .

(A) Cgp(OH),4 in apa

1127.07 1055.02
M] [M-H] [M-4H,0-H]" [M-8H,O-H]"
(B) C4o(OH),4 in solutie amoniacali
2-2°
—_—
I —J2 — —2
1128.06 1128.06 719.89
[2M] [2M+2e]?% [2M-48HO " +2¢]*2
\)/ = anion fulerenidic \’/ = radical
fulerenilic

Schema 11.2. Exemple de structuri propuse pentru principalele molecule deprotonate si ionii
moleculari distonici observati in spectrul (-)ESI-MS al Cgo(OH)24 1n apa (A) si solutie
amoniacala apoasa (B).

Formarea ionilor [M — 4H,0 — H] si [M — 8H,O — H] poate fi explicata prin
mecanismele prezentate in Schema I1.1. si indicate grafic in Schema I1.3. Se poate presupune
ca in conditiile sursei de ionizare, radicalii de tip M1-fulerenil si M2-fulerenoxil sunt formati
prin scindarea legaturilor C-OH si O-H. Pe masura ce sunt generati radicalii M1 fulerenil,
continand un total de mai putin de opt electroni impari cu distributie aleatorie, acestia capteaza
electroni liberi prezenti in faza gazoasa, generand carbanioni tip fulerenid M3.
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256.05 (70)
[M-2H,0-40H +4e]*

157.21 (86)
[M-9H,0-10H -6H]®"

227.91 (71) 173.05 (84) 253.74 (55)
[M-4H,0-8HO -4H -4H]*1% [M-2H,0-3HO "+3e-3H]> [M-6H,0-1H"-4H]*

\/./ = anion fulerenidic

\/./ = radical fulerenil

vo/ = radical fulerenoxil

70/ = anion fulerenat

227.91 (71)
[M-4H,0-8HO "-4H -4H]*4

Schema 11.3. Mecanismul de ionizare (-)ESI-MS propus pentru Cso(OH)24 1n apa.

11.2.3.2.2.2. Fulerenol in solutie apoasa de amoniac

Pentru a Tmbunatati procesul de ionizare a fulerenolului au fost utilizate mici cantitati de
solutie apoasi de amoniac. In aceste conditii au fost observati ioni cu sarcini duble
corespunzatori speciilor dimere doar atunci cand s-a aplicat un voltaj de 4.5 kV pentru capilara si
de 400 V pentru fragmentor (Figura 11.10.).
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Figura 11.10. Spectrul (-)ESI-MS al unei solutii apoase de Cgo(OH)4 0.5 x 10™° Tn amoniac:
(A) spectrul integral si (B) domeniul m/z 700-1200.

Pierderi consecutive de unitati masice cu m/z 17 sunt atribuite pierderii de radicali nOH
(n = 2-48), urmate de rehibridizarea si redistribuirea de electroni de la anionul radical fulerenil,
explicandu-se Tn acest fel formarea unui anion molecular final [2M — 480H + 2e]*, observat la
valoarea m/z de 720 si indicat in Schema 11.2. Tn conditii ESI, initial este generat un radical
carbanion distonic [(Ceo(OH)24 *)?]*® din H,N~ produs prin ionizarea amoniacului, care
ulterior suferd pierderi consecutive de radical OH si redistribuire electronica pana cand este
obtinuta intreaga reconstructie a structurii electronice a fulerenei Cgp.

11.2.3.2.3. lonizarea fulerenolului in modul pozitiv

Spectrele de masa in modul de ionizare pozitiv ale fulerenolului in solutie apoasa de
amoniac au fost semnificativ diferite de spectrele Tnregistrate in modul de ionizare negativ. Tn
timp ce picul predominant de baza observat pentru Cgo(OH)24 Tn modul negativ a fost [M — H],
cele observate in mod pozitiv au fost [M — 12H,0 + 2NHs + 6H]%" (96%) si [M — H,0 + 4H]**
(100%) ( D si E in Schema I1.4.) cu 10 pL 2 x 1072 M solutie apoasa de amoniac si [M — 24HO
+ 3NH," + 3H]®* (100%) (F in Schema I1.4.) cu 10 pL 3 x 101 M.
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A 721.02 (12)
[M-24HO *+H]"

D 158.63 (96) E 278.76 (100) F 129.50 (100)

[M-12H,0+2NH;+6H]%* [M-1H,0+4H]* [M-24HO®+3NH, +3H]%"
Schema 11.4. Mecanismul de ionizare (+)ESI-MS propus pentru Cgo(OH)24 in solutie
amoniacala.
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Figura I1.11. Spectrele (+)ESI-MS ale solutiilor de Cgo(OH)24 Tn () 3 x 10" M si (b) 2 x 10
M solutii amoniacale apoase. (¢[M(n) + H,O(m) + xH]**, A[M(n) — OH(m) + xH]**, ¢[M(n) —
H,O(m) + nNH; + xH]**, o[M(n) — H,O(m) + XH]**, A[M(n) — OH(m) + yNH," + xH]*"¥",
O[M(n) + H,O(m) + nNH3 + xH]*).

I1.2.4. Testarea capacititii de marker flurescent a derivatului Cgy(OH),4 pentru

cuantificarea acizilor nucleici dublu catenari prin spectroscopie de fluorescenta

Profilul curbei de emisie a fulerenolului la diferite concentratii constituie baza intelegerii
perturbatiilor ulterioare asupra norului electronic al fulerenolui in prezenta ADNdc. In acest
sens, s-au Inregistrat spectrele de emisie ale fulerenolui si ale ADNdc de somon in apa la
diferite concentratii si diferite lungimi de unda de excitatie (Aex). Pentru a acoperi un interval
larg de concentratii de fulerenol (1x10™ + 4.5x10° mol-L™), lungimile de undi de excitatie
(hex) si de emisie (Aem) luate Tn considerare pentru masuratorile de fluorescentd din cadrul
acestui studiu au fost Aex =420 nm, respectiv Aem =469 nm cand picul specific fulerenolului
(469 nm) nu se suprapune peste picul specific ADN-ului (492 nm) (Figura 11.16.).°

Tn Figura 11.14.(A). sunt prezentate spectrele de emisie ale complecsilor ADN-fulerenol,
Aex = 420 nm, in care concentratia de ADNdc a fost mentinuta constanta, iar concentratia de
fulerenol a fost crescdtoare, pastrandu-se intervalele de concentratie optime, determinate
anterior. Cresterea concentratiei de fulerenol determina o crestere puternica a intensitatii de
fluorescenta, specifica fulerenolului, de la 50 u.a. la 500 u.a., fara a se produce vreo deplasare
perceptibild a maximului de emisie de la 469 nm.
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Figura 11.14. Datele de fluorescenta ale Cgo(OH)24 in prezentd de ADNdc. (A) Spectrele de
emisie de fluorescenta ale fulerenolului in prezenta de ADNdc pentru Aex =420 nm, in functie
de concentratia de fulerenol: (A) [ADNdc]= 6.31 x 10 mol-L™; (B) Reprezentarea grafica
l0g[Cs0(OH)24] vs. log(variatia intensitatii de fluorescenta a complexului Cgo(OH)24 — ADNAC);
[Ceo(OH)24] Tn intervalul 0,94 x 107 + 4.5 x 10®° mol-L™ si [ADNdc] = 6,31 x 10 mol-L%;

abaterea medie standard: 0,17%.

In vederea determinarii abilitatii de legare a ADN-ului de citre fulerenol, se reprezinti
grafic (Figura 11.14.(B).), ecuatia (7) care deriva din ecuatia de echilibru (2):
N[Ce0(OH)24] + [DNA] S [Ceo(OH)24-DNA] (2)
K = [Ce0(OH)24 - DNA]J/[Ce0(OH)24]" [DNA] (3)
[Co0(OH)24 - DNA] = K[Cgo(OH)24]" [DNA] (4)
log [Ceo(OH)24 - DNA] = log K + nlog [Ceo(OH)24] + log [DNA] (5)
|Og [Cso(OH)24 - DNA]/[DNA] = |Og K+ nlog [Cso(OH)24] (6)
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log (F-F1/Fo) = log K + nlog [Ceo(OH)24] (7)
unde:
F1 - reprezinta intensitatea de fluorescenta a fulerenolului in absenta ADN-ului;
Fo - reprezinta intensitatea de fluorescentd a ADN-ului in absenta fulerenolului la Aemy =467 NM
s1 dex = 420 nm;
F - reprezintd intensitatea de fluorescentd a complexului ADN-fulerenol la Aem = 467 pentru
diferite concentratii de fulerenol (Figura I1.14.(A).);
n - numarul de molecule de fulerenol asociate cu o pereche de baze azotate din molecula de
ADN.

Din reprezentarea grafica log(F-F1)/Fo) functie de log[Cgo(OH)24]) conform ecuatiei (7)
rezulta graficul din Figura 11.14.(B). care respecta o variatie liniard cu panta dreptei pozitiva.
Din acest grafic prin intersectia dreptei cu axa Y rezultd valoarea logK, iar panta dreptei
reprezintd valoarea n; au fost estimate valorile: K= 6 x 10° M, n= 0.8+0.2.

In ceea ce priveste natura interactiunilor dintre fulerenol si ADN, pot fi luate in
consideratie doar interactiunile de tip legituri de hidrogen. Legaturile de hidrogen joaca un rol®
principal in cazul interactiunilor dintre fulerenol si proteine. Prin urmare, cea mai probabila
este legarea fulerenolului la nivelul concavitatii majore din structura ADNdc prin intermediul
legaturilor de hidrogen stabilite intre gruparile hidroxilice ale fulerenolului si gruparile aminice
libere sau implicate in legdturi de hidrogen apartinand bazelor azotate din ADNdc.

Din graficul liniar reprezentat in Figura 11.14.(B). corespunzator ecuatiei (2), valoarea
lui n (numarul de molecule de fulerenol/pereche de baze azotate) a fost estimatd a fi de
0.8+0.2. Aceastd valoare sugereaza faptul ca o singurd molecula de fulerenol este asociata cu o
pereche de baze azotate din ADN.

Fulerenolul Cgo(OH)y4 este caracterizat de o structura tridimensionald globulara al carui
diametru este de 9.8 A si in consecintd nu poate pitrunde in concavitatea minord (6A) a ADN-
ului dublu catenar. Concavitatea majord a ADN-ului este de 12 A si poate acomoda perfect
molecula de fulerenol. Tinand cont de aceste considerente s-a propus modelul prezentat in
Schema I1.5.(A).

In urma interactiei fulerenolului cu sarea de sodiu a ADN (Figura I1.16.), intensitatea
fluorescentei fulerenolului scade ceea ce sugereaza ca doar in absenta formarii legaturilor de
hidrogen P-OHapn-OHzuterenol; Ceo(OH)24 se leaga de bazele azotate la nivelul concavitatii
majore, conform aceluiasi model fard intercaldri, ceea ce modifica semnificativ structura
spatiala locald. In conditiile experimentale date, putem presupune ci modul principal de legare
al fulerenolului de molecula de ADNdc nativ este realizata prin intermediul legaturilor de
hidrogen stabilite cu gruparile fosfat, in afara helixului catenei de ADN (Schema I1.5.(B).).
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Schema 11.5. Legarea fulerenolului Cgo(OH)24 la ADNdc: (A) Legarea fulerenolului la nivelul
concavitdtii majore al moleculei de ADN sare de sodiu; (B) Legarea fulerenolului n exteriorul
catenei de ADNdc.
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Figura 11.16. Spectrele de emisie ale Cgo(OH),4 (linia rosie), ADNdc sare de sodiu (linia
albastra) si complexul Cgo(OH)24-ADNdc-sare de sodiu (linia verde), Aex=420 nm.
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Capitolul I11. Vectori non-virali utilizati in transfectia ADN

111.2. Sinteza conjugatului Cg-PEG-PEI

Conjugatul Cgo-PEG-PEI a fost sintetizat prin reactia de aditie a aminelor alifatice la
legaturile duble din fulerena Ceo.® In prima etapa a fost realizatd conjugarea moleculelor Cg
cu molecule de PEG cu functiuni aminice terminale (CH30-PEG-NH,'HCI), in raport molar
1/1, urmata de conjugarea polietileniminei, la temperatura camerei in solventi nepolari fara a
exclude lumina ambientala® (Figura 111.2.).
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Figura I11.2. Reprezentare schematica a sintezei conjugatului Cgo-PEG-PEI.

I11.3. Caracterizarea structurala a conjugatului Cgo-PEG-PEI

I11.3.1. Caracterizarea conjugatului Ce-PEG-PEI prin spectroscopie *H si °C RMN

Spectrul 'H RMN al Cg-PEG-PEI (Figura 111.5.) este foarte asemandtor cu cel
corespunzator precursorilor PEI si PEG. Protonii corespunzatori segmentului de PEI (N-CH,-
CH,), sunt practic neschimbati. Semnalele corespunzatoare protonilor din lantul de PEG
prezintd deplasdri chimice diferite in functie de pozitia acestora: semnalele corespunzatoare
protonilor gruparilor O-CH»-CH>-O din lantul principal (3.71 ppm) si cele atribuite gruparilor
terminale CH3O- (3.39 ppm) par neschimbate in urma aditiei, in timp ce protonii din gruparile
terminale de tipul O-CH,-CH»-NH-Cgo sunt deplasate spre campuri mai nalte cu cate 0.2
respectiv 0.4 ppm.
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Figura 111.5. Spectrul *H RMN al conjugatului Ceo-PEG-PEI.

in spectrul **C RMN al conjugatului Ceo-PEG-PEI este vizibild regiunea caracteristica
fulerenei sub forma unui semnal foarte larg in intervalul 130-160 ppm atribuitd atomilor de
carbon sp? (Figura 111.8.). Largirea semnalelor atomilor de carbon sp? (specifici Cgg) poate fi
atribuita schimbarii simetriei fulerenei ca urmare a aditiei precursorilor PEI si PEG. Semnalele
specifice atomilor de carbon din secventele O-CH,-CH»-O din lantul principal (72.3 ppm) si din
grupdrile terminale CH3O- (60.9 ppm) din PEG sunt neschimbate, in timp ce semnalele atribuite
atomilor de carbon din secventele terminale -O-CH,-CH>-NH-Cgo sunt deplasate semnificativ
catre campuri mai joase cu 5.4 respectiv 0.6 ppm. Observatiile privind deplasarile fie a protonilor
(din spectrul *H RMN) fie a atomilor de carbon (din spectrul *C RMN) din secventele terminale
pot fi atribuite conversiei gruparilor aminice primare in amine secundare si indirect confirma
grefarea moleculelor de PEG si PEI pe suprafata fulerenei Cg.

23



<2 13C NMR (D20, 100 MHz)

0.00

A < x o >
|\ 1|/ ‘
V1

-0-CH,~CH,-NH,

C60-PEG-PEI {o-cn-cmy ez 6
c- L=
. c-5 | !
. | c-4 1 |
IS c-1 M |“ | It el | c-8
g0 . | N
\ " / ‘\ ‘ “‘ J’ \ ) “ ‘\ i
\ FAAV RSV AVA A WA
ca,-o-c,-| | -CH,~0~CH,

. :
fullerene C60 \H l 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 ppm
1
||

| NH,~CH,~CH,~0- |

| il | ‘
e N \
, ./ L S

iyl N A x16

|
| |
T T
14 1 ‘ " M ‘
| TSP
il
—Ne N \___JUPUUL WL N J|
T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 0 70 60 20 10 0 ppm

Figura 111.8. Spectrul **C RMN al conjugatului Ceo-PEG-PEI.

111.3.2. Caracterizarea conjugatului Ce-PEG-PEI prin spectroscopie XPS

Spectrele XPS de larga scanare ale Cg-PEG-PEIL, PEI si PEG prezintd picurile
caracteristice C Is la 285 eV, N 1s la 398 eV si O 1s la 540 eV in concentratii diferite, in
functie de compusul analizat (Figura 111.9., Tabel I11.1.). Compozitiile elementale determinate
din spectrele integrale ale PEG, PEI si Cg-PEG-PEI (Tabel Ill.1.) au permis estimarea
raportului molar al componentilor din conjugatul Cg-PEG-PEI, putdndu-se concluziona ca la o
molecula de Cg sunt atasate 2.5 molecule de PEI si 0.9 molecule de PEG.
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Figura I11.9. Spectrele XPS de scanare larga: (A) PEI; (B) Cgo-PEG-PEI; (C) mPEG-NHs.
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Tabel I11.1. Compozitia elementala obtinuta din spectrele XPS de scanare larga

. | Procente gravimetrice (%)
Codul probei c N o
PEI 62.01 | 37.99 -
Ceo-PEG-PEI | 67.52 25.00 7.48
PEG 68.74 0.80 30.46

111.3.3. Caracterizarea conjugatului Cg-PEG-PEI prin spectroscopie FT-IR

Spectrul FT-IR al conjugatului Cgo-PEG-PEI a evidentiat atasarea lanturilor de PEG si
PEI prin prezenta benzilor caracteristice precursorilor polimerici, in timp ce benzile
caracteristice Cgo nu pot fi indentificate din cauza suprapunerii peste picurile provenite din
PEG si PEL In spectrul conjugatului Ceo-PEG-PEI sunt prezente benzile specifice gruparilor
aminice secundare la 3354 si 3286 cm™. Banda atribuitd grupdrilor aminice primare este
deplasata de la 1659 cm™ in PEI la 1663 cm™ in spectrul conjugatului. De asemenea, spectrul
FT-IR al Cgo-PEG-PEI contine si banda specifica gruparilor metilenice de la 2885 cm™,
datorata gruparilor metilenice din lanturile de PEG si PEI cat si benzile specifice legaturilor
eterice (-C-O-C-) la 1280 si 1143 cm™. Deconvolutia spectrelor FT-IR ale amestecului fizic
PEI/PEG=2.5/1 si Cgo-PEG-PEI din regiunea 1740-1500 cm™ (Figura 111.12.), specifica pentru
amina primara (1600 cm™) si secundara (1500 cm™), a permis calcularea raportului integralelor
acestora pentru fiecare proba (PEI/PEG=2.5/1 si Cgo-PEG-PEI ca fiind 0.64, respectiv 0.55
unitdfi), demonstrandu-se ca reactia fulerenei cu PEI are loc in special prin intermediul
grupdrilor aminice primare. Rezultatele sunt in concordanta cu estimarile compozitionale
calculate prin XPS.
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Figura 111.11. Spectrele FT-IR ale precursorilor Cgo, PEI si PEG si conjugatului si Cgo-PEG-PEI
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Figura 111.12. Deconvolutia benzilor de absorbtie specifice aminei primare si Secundare din
spectrele FT-IR pentru: (A) amestec fizic PEI si PEG in raport molar 2.5/1; (B) conjugatul Cgo-
PEG-PEL.

111.3.4. Caracterizarea conjugatului Cg-PEG-PEI prin analiza termogravimetrica

1n cazul conjugatului Ceo-PEG-PEI, prima etapi de descompunere termici observata este
compusa din doua trepte, usor suprapuse, in domeniul de temperatura 93-174 °C caracterizate
de pierderi de masa de 4% si respectiv 6%. Aceste stagii au fost atribuite eliminarii urmelor de
solvent si respectiv pierderii de amoniac din structura polietileniminei. Atasarea precursorilor
PEI si PEG pe suprafata moleculei de fulerend a fost reflectatd printr-o scadere a stabilitdfii
termice a conjugatului Ceo-PEG-PEI pana la o temperatura de 285 °C fata de 300 °C, observata
in cazul mMPEG-NH,. Alte diferente in modalitatea de degradare a polietileniminei pure cat si
cea corespunzatoare conjugatului constau intr-o crestere a stabilitatii termice in raport cu cea
corespunzatoare PEI pur (285 °C pentru Cgo-PEG-PEI fata de 270 °C pentru PEI). Conjugatul
Cs0-PEG-PEI a prezentat o pierdere de masa initiala de 50% in intervalul de temperatura 285-
372 °C, valoare dubla fata de pierderea caracteristica PEI pur in intervalul 270-345 °C (25%).
A doua pierdere de masa, de 35%, a fost observatd pentru Cgo-PEG-PEI in intervalul 372-430
°C, aproximativ jumatate din pierderea de masa a PEI pur in intervalul 350-420 °C (65%).

Compozitia conjugatului determinata din pierderile in greutate, confirma faptul ca la o
moleculad de Cgo corespund Tn medie 2.5 molecule de PEI si 1 molecula de PEG.
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Figura 111.13. Caracterizarea termica comparativa pentru precursorii PEI si PEG, si pentru
conjugatul sintetizat Cgo-PEG-PELI.

II1.4. Prepararea si caracterizarea poliplexului Cg-PEG-PEl/acid nucleic dublu
catenar (Cgo-PEG-PEI/ADNAC)

In vederea evaluirii capacititii de complexare a conjugatului Ce-PEG-PEI si a
precursorului PEI au fost preparati poliplecsi de tipul Cgo-PEG-PEI/ADN sau PEI/ADN prin
amestecarea vectorului non-viral sau a PEI necomplexat cu doua tipuri de ADNdc (~200 bp si
~4700 bp). In prepararea poliplecsilor a fost luatd in considerare compozitia calculati ca raport
molar N/P, unde N reprezinta continutul de azot din conjugat, iar P este continutul de fosfor din
acidul nucleic.

111.4.1. Evaluarea poliplexului Cg-PEG-PEI prin misuritori de potential zeta

In Figura 111.15. sunt prezentate masuritorile de potential zeta ale poliplexului Cgp-PEG-
PEI/ADNdc (~200 sau ~4700 bp) la diferite rapoarte N/P. Poliplecsii formati au incarcare
globala negativa atunci cand raportul N/P este cuprins in intervalul 3-10 unitati, concluzionand
ci nu toate sarcinile negative ale ADN-ului au fost neutralizate de PEI In cazul poliplecsilor cu
N/P > 10, s-a observat o neutralizare a sarcinilor negative ale ADN-ului. Odata cu cresterea
raportului N/P este evidentd o neutralizare totala a sarcinilor negative din ADN, iar valorile
potentialului zeta devin pozitive si crescatoare pana se atinge un platou (intre 15-20 mV).
Valorile de potential nu sunt influentate de taria ionica a sistemului i1n mod dramatic (Figura
111.15.).
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Figura I11.15. Variatia potentialului zeta in functie de raportul N/P si taria ionica ale
poliplecsilor (A) Cgo-PEG-PEI/ADNdc din sperma de somon; (B) Cgo-PEG-PEI/pEYFP ADN.

I11.4.2. Evaluarea dimensionala si morfologica a poliplecsilor prin microscopie de
forta atomica

Imaginile AFM (Figura 111.16.) indica o structurd mult mai compacta a poliplecsilor in
comparatie cu conjugatul Cg-PEG-PEI individual, acesta avand tendinta de a se auto-asambla
in agregate puternic hidratate in mediu apos, in nanoparticule de forma sfericd cu un diametru
mediu de 79 nm. Particulele de poliplex Cg-PEG-PEI/pEYFP corespunzatoare raportului N/P
= 10 au prezentat morfologie sferica cu diametrul mediu de 48 nm. Diametrul mediu al
poliplexului este mai mic decét cel al conjugatului liber, demonstrandu-se o capacitate buna de
Tmpachetare a plasmidului EYFP de catre conjugatul Cgo-PEG-PELI.
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Figura 111.16. Imaginile AFM si distributia diametrelor particulélor pentru: (A, B) conjugatul
Ceo-PEG-PEI; (C, D) poliplexul Cgo-PEG-PEI/pEYFP la un raport N/P = 10.

I11.5. Capacitatea de Tmpachetare a ADNdc de catre conjugatul Cg-PEG-PEI prin
electroforeza

In Figura 111.17. sunt prezentate benzile electroforetice corespunzitoare ADNdc liber,
poliplecsilor Cgo-PEG-PEI/ADNdc (din sperma de somon) si ale Cgo-PEG-PEI/PEYFP la
diferite rapoarte N/P.

N/P ratio

3 5 10 20 30

= ) G ) O

N/P ratio

- B2 =

Figura 111.17. Electroforeza pe gel de agaroza a poliplecsilor Cgo-PEG-PEI/ADNdc somon (A),
Ceo-PEG-PEI/pEYFP (B) si PEI/pEYFP la diferite valori N/P (C).

Testul de migrare efectuat pentru poliplecsii plasmidului EYFP descrie o comportare
complexa: particularitafile structurii secundare a pEYFP sunt puse in evidentd de catre
migrarea spot-urilor multiple de forme topologic-distincte. In comparatiec cu pEYFP liber,
migrarea plasmidului este complet blocata in cazul poliplexului Cgo-PEG-PEI/pEYFP la valori
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N/P mai mari decat 10. Tn cazul ADN-ului liniar din sperma de somon, migrarea poliplexului
este practic blocatd pentru N/P=3. Impachetarea eficientd a plasmidului EYFP de citre
conjugatul Cgp-PEG-PEI are loc la un raport N/P mare datorita prezentei lanturilor neutre de
PEG, care reduc capacitatea PEI de a complexa acizii nucleici. Electroforeza in gel de agaroza
pentru conjugatii investigati indica o complexare totala a ADN plasmidic de la valori ale
raportului N/P incepand cu 10 pentru Cgo-PEG-PEI si cu 20 pentru PEI liber.

111.6. Citotoxicitatea conjugatului Ce-PEG-PELI si a poliplexului Cso-PEG-PEI /pEYFP

Tn cazul conjugatului Ceo-PEG-PEI a fost observati o crestere a proliferarii celulare
comparativ cu probele de control, indiferent de valoarea N/P. Efectul de proliferare celulara a
fost atribuit prezentei lanturilor de PEG. Cresterea proliferarii este proportionald cu cresterea
raportului N/P, fiind dubld pentru N/P=200. In cazul PEI (2 kDa) necomplexat sau complexat
cu pEYFP, nu s-a observat nici un efect negativ asupra viabilitdtii celulare pana la un raport
N/P de 10. La valori N/P mai mari de 10, polietilenimina libera induce o scadere a viabilitatii
celulare cu aproximativ 20%, in timp ce poliplecsii PEI/pEYFP raman cito-compatibili.
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Figura 111.18. Viabilitatea celulelor HEK 293T incubate timp de 48 h in prezenta conjugatelor
Ceo-PEG-PEI si PEI si a poliplecsilor Ce-PEG-PEI/pEYFP si PEI/pEYFP la diferite rapoarte N/P.
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I11.7. Eficienta transfectiei poliplecsilor bazati pe conjugatul Csy-PEG-PEI

Eficienta de transfectie genica in vitro a poliplexului Cg-PEG-PEI/pPEYFP a fost
urmarita cu ajutorul plasmidului pEYFP-C1, care codifica o proteind fluorescenta
(excitatie/emisie: 513/527 nm) ce poate fi vizualizata prin microscopie de fluorescenta
(calitativ) si prin citometrie de flux (cantitativ). Drept control pozitiv a fost folosit un produs
comercial de transfectic SuperFect® de la Qiagen. Imagini reprezentative de microscopie de
fluorescenta pentru transfectia celulard folosind diferite rapoarte N/P ale poliplexului Cgo-PEG-
PEI/pEYFP sunt prezentate in Figura 111.19.

Ci0-PEG-PEI
N/P

A

N/P 100 150 200

Figura 111.19. Imagini de microscopie de fluorescenta (A) si de contrast de faza pentru acelasi

camp (B) ce prezinta exprimarea proteinei fluorescente EYFP in celule HEK 293T transfectate

cu plasmidul pEYFP din poliplecsii Cg-PEG-PEI/pEYFP cu diferite rapoarte N/P; Scala: 200
fm.
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Figura 111.20. Analiza cu ajutorul citometriei in flux a ceIuIeIor HEK 293T trasfectate cu
plasmidul pEYFP din poliplecsii Ceo-PEG-PEI/PEYFP la diferite rapoarte N/P. Sunt prezentate
dot ploturi SSC versus FL1; in poarta R1 sunt celulele EYFP-negative, iar in poarta R2 celulele

EYFP-pozitive. Pentru fiecare dot plot se poate observa procentajul de celule EYFP-pozitive
(% hist) in poarta R2 si intensitatea medie a fluorescentei celulelor (mean).

Eficienta de transfectie a fost, de asemenea, urmarita cu ajutorul citometriei in flux prin
determinarea procentului de celule pozitive pentru proteina YFP in canalul FL1 (Figura
111.20.). Aceasta analiza cantitativa a confirmat rezultatele obtinute cu ajutorul microscopiei de
fluorescenta.
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Figura 111.21. Eﬁc1en§a de transfectie exprimata prin intensitatea medie a fluorescentei IMF a
poliplecsilor Cgo-PEG-PEI/pEYFP (A) si respectiv PEI/pEYFP (B) la diferite valori N/P.

Utilizarea poliplecsilor PEI/pEYFP a dus la randamente de transfectie modeste indiferent
de valoarea raportului N/P (Figura I11.21.). Compararea valorilor IMF, releva faptul ca
poliplexul Cgo-PEG-PEI/PEYFP este de 40 de ori mai eficient in transfectia plasmidului fata de

PEI/pEYFP.
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In cazul poliplecsilor Cgo-PEG-PEI/PEYFP, s-au obtinut randamente de transfectie
rezonabile pentru rapoarte N/P mai mari de 60 (procentul de celule transfectate a fost de 6.3%
la N/P = 60 si 10.6% la N/P = 200) (Figurile 111.20. si I11.21.). Eficienta scdzuta a transfectiei
Cs0-PEG-PEI/pEYFP la valori N/P mai mici de 60 de unitati poate fi explicatd prin prezenta
lanturilor PEG in structura vectorului, care ar impiedica impachetarea corespunzatoare a
plasmidului prin acoperirea suprafetei conjugatului inainte de a se produce Tmpachetarea
acestuia cu plasmid'®*. Trebuie remarcat faptul ca dimensiunea (Figura 111.22.) si potentialul
zeta (Figura I11.15.) masurate pentru poliplecsii Cgo-PEG-PEI/PEYFP cu valori N/P mai mari
de 60, sunt in jurul valorii de 50-100 nm, si respectiv 10-20 mV, observandu-se totusi o
tendinta de aglomerare a particululelor, ceea ce conduce la o polidispersitate dimensionala
mare a nanoparticulelor pe de o parte, iar pe de alta parte s-a demonstrat ca particulele cu
dimensiuni mai mari de 200 nm, si concertat cu existenta PEG-ilarii, nu au capacitatea de a fi
transfectate, motiv pentru care si procentul de celule transfectate este mai mic*>™. Influenta
negativa a prezentei lanturilor de PEG asupra abilitatii de complexare a acizilor nucleici, este
depasitad de beneficiile PEG-ilarii vizibile n aplicatiile in vivo legate de reducerea citotoxicitatii
(conjugatul Cg-PEG-PEI a determinat o proliferare celulara de 200%), reducerea interactiilor
cu proteinele, activarea redusa a sistemului reticuloendotelial si timp de circulatie imbunatatit.

Capitolul V. Concluzii generale

Teza de doctorat intitulata "Nanoconjugate cu nucleu de fulerena Cgo si dimensiuni
subcelulare pentru aplicatii biomedicale™ are 144 pagini impartite in 5 capitole care includ 4
Tabele, 75 Figuri, 5 Scheme si 380 indicatii bibliografice. Teza este structurata in doua parti:
Partea | rezuma informatiile din literatura, cuprinzand aspecte legate de structura fulerenei
De asemenea, este cuprinsa si o introducere in domeniul bioconjugatelor constand in conditiile
pe care trebuie sd le indeplineasca un bioconjugat precum si barierele biologice pe care trebuie
sa le depaseasca. Capitolul se incheie cu o introducere in terapia genica (Capitolul I).

Partea a ll-a care contine contributiile proprii urmareste dezvoltarea unui derivat de
fulerena cu structura unitara in vederea utilizarii acestuia drept marker fluorescent capabil sa
cuantifice acizii nucleici dublu catenari din solutii apoase (Capitolul Il) si dezvoltarea unei
structuri bazate pe fulerena, care sa aiba abilitatea de complexare, protejare si eliberare a
acizilor nucleici in transfectia de gene (Capitolul I11) si se incheie cu Capitolul 1V - Partea
Experimentala alaturi de Capitolul V - Concluziile generale.

Studiile proprii efectuate in cadrul tezei de doctorat s-au concentrat in urmatoarele
directii:

++ S-a realizat bromurarea fulerenei Cgo exploatand proprietatea de acid Lewis a FeBr;
formata in situ in amestecul de reactie, prin reactia bromului lichid cu pilitura de fier. Bromura
ferica a activat (polarizat) molecula de Br; care a reactionat preponderent cu atomii de carbon
din pozitiile 1,4 din hexaciclurile moleculei de Cgp.

¢+ S-a caracterizat prin FT-IR si ATG derivatul bromurat de fulerena si s-a demonstrat

ca la suprafata moleculei de Cgo au fost aditionati 24 atomi de brom (CgoBras).
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% S-a sintetizat compusul hidroxilat prin substitutia atomilor de brom din CgoBra4 cu
grupari hidroxilice, prin reactia CgoBry4 din solutie apoasd cu KOH, in mediu inert, urmata de
conversia functiunilor alcoxidice OK" in functiuni hidroxilice (Cgyjerens-OH) cu ajutorul rasinii
schimbatoare de ioni.

¢ Structura chimica a compusului hidroxilat a fost pusa in evidenta prin FT-IR.

* S-a demonstrat ca ESI-MS este o metodd adecvata pentru studiul fulerenolului
C60(OH)24 in apa pura si in solutie apoasa de amoniac, in modurile de ionizare pozitiv si
negativ si sub valori optime ale voltajului capilarei si fragmentorului. Picurile observate in
modul de ionizare pozitiv pentru Ceo(OH)24 au fost atribuite ionilor cu sarcini multiple [M —
H,O + 4H]* la m/z 279 (100%) si [M — 12H,0 + 2NH3 + 6H]** la m/z 158 (96%), n timp ce
picul de baza predominant observat pentru Cgo(OH)24 Tn modul de ionizare negativ a fost [M —
H] lam/z 1127.

< Tn modul de ionizare negativ, fulerenolul Ceo(OH).4 pierde H,O si radicali OH® si
H®, generand specii ionice contindnd radicali mai stabili de fulerenoxil si/sau radicali mai putin
stabili de fulerenil. Afinitatea radicalilor mai putin stabili de fulerenil pentru electroni liberi cu
formarea de sarcini carbanionice de fulerenid pe sfera de Cgy a urmarit un tipar atipic,
caracterizat de scindarea legaturilor Cgerens—OH cu formare de radicali fulerenil, care pot capta
electroni liberi cu generarea de sarcini negative, in timp ce radicalii fulerenoxil produsi prin
scindarea legaturii O—H sunt mult mai stabili impotriva radicalilor liberi.

% Pe langa simpla scindare de legaturi, ionii de fulerenol (contindnd cel putin opt
radicali fulerenil) suferd o rearanjare in faza gazoasd neanticipatd care implica reconstructia
partiald (in modul negativ in apa purd) sau totala (in modul pozitiv si negativ in solutie apoasa
de amoniac) a legaturilor @ din molecula de Cgg prin rehibridizare si redistribuire a electronilor
impari ai radicalilor de fulerenil pentru a forma anioni sau cationi Ce.

s Fulerenolul Cgo(OH)y4 se leaga de gruparile fosfat din exteriorul catenei de ADNdc
nativ si prin intermediul bazelor azotate la nivelul concavitatilor majore din sarea de sodiu a
ADN(dc. Fluorescenta fulerenolului Cgo(OH)24 este puternic potentata de catre ADNdc datorita
interactiei acestuia cu molecula de ADN fard intercalari. Datoritd afinitatii de legare a ADN-
ului (K = 10° M™) si sensibilitatii ridicate (1.2 x 10 g/mL), existd perspective bune in ceea ce
priveste utilizarea Cgo(OH)24 ca si marker fluorescent versatil de cuantificare a ADN. Pe langa
inalta sensibilitate, metoda elaborata este caracterizata de simplitate intrucat nu este necesara
utilizarea unui sistem tampon, rapiditate si lipsa toxicitatii.

% A fost proiectat un transportor de ADN pe baza de fulerena Cg, PEI ramificat (2
kDa) si PEG (2 kDa), prezenta lanturilor de PEI cationice asigura impachetarea ADN anionic,

.....

n fluidele biologice.

% A fost utilizata o cale simpla si reproductibila de sinteza, efectuata in solventi anhidri
nepolari, la temperatura camerei si In prezenta luminii pentru obtinerea conjugatulului Cgo-
PEG-PEI al carui raport compozitional Cgo:PEG:PEI a fost de 1:0.9:2.5, determinat prin H
RMN, °C RMN, ATG si XPS. Morfologia, dimensiunea si valorile potentialului zeta in apd au

fost determinate prin DLS si AFM.
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« Conjugatul este capabil sa actioneze ca vector de gene, prin formarea poliplecsilor
stabili cu ADNdc liniar sau plasmidic (au fost testati ADN din sperma de somon de 200 bp, si
ADN plasmidic pEYFP-C de 4700 bp).

% In functie de tipul si cantitatea de ADN asociat, poliplecsii au dimensiuni de
particule variind intre 50 si 200 nm.

< In functie de raportul N/P, poliplexul Cg-PEG-PEI/pEYFP prezinti o eficientd de
transfectie de peste 6%. Eficienta relativ mica in transfectie a conjugatului Cgo-PEG-PEI este
compensata de avantajele PEG-larii, caz in care este marita stabilitatea poliplexului in fluidele
biologice si cito-compatibilitatea este mult Tmbunatatita.

s Conjugatul Cg-PEG-PEI este la fel de performant ca si controlul pozitiv in ceea ce
priveste expresia genei reporter EYFP in cultura de celule si, mai important, prezintd o mai
buna cito-compatibilitate, determinand o proliferare puternica a celulelor de pana la 200%.

* Aceste rezultate pot oferi o perspectivd nouad in dezvoltarea vectorilor adaptivi
multifunctionali cu diverse functionalitati pentru complexarea optima a ADN-ului, penetrarea
membranelor celulare, eliberarea controlatd a ADN-ului si abilitatea de evitare a opsonizarii.
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