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INTRODUCERE  

Cercetările interdisciplinare privind obţinerea unor forme farmaceutice care să asigure 

identificarea şi terapia formaţiunilor de natură tumorală ȋntr-un singur pas, ocupă un loc 

aparte ȋn domeniul biomedical şi se constituie ca tematici prioritare ale obiectivelor ce 

vizează ȋmbunătăţirea stării de sanătate a populaţiei.  

Ȋn ciuda eforturilor specialiştilor de a găsi soluţii optime ȋn acest sens, cancerul rămâne în 

mare ca o amenințare globală colosală. În prezent, statisticile privind mortalitatea asociata 

cancerului din ȋntreaga lume sunt alarmante. Astfel, la nivel mondial, numărul de pacienți 

cu cancer este speculat să ajungă de la 16,6 milioane în 2015 la 21 de milioane până în 

2030. Statisticile privind implicaţiile financiare ȋn domeniul terapiei antitumorale indică 

costuri enorme, astfel că ȋn 2015 costurile medicamentelor antitumorale au ajuns la nivel 

global la 100 de miliarde de dolari. Aceste statistici justifica necesitatea intensificării la 

nivel mondial a cercetărilor multidisciplinare ȋn vederea identificării unor strategii eficiente 

de diagnoză şi terapie a formațiunilor de natură tumorală [Roy si colab., 2016]. 

Obiectivul principal ȋn realizarea tezei de doctorat a vizat obţinerea de noi substanţe 

active, cu proprietăţi de marker şi fotosensibilizator, ȋn vederea dezvoltării unei strategii 

terapeutice optime bazate pe activarea fotochimică a agentului teranostic.  

Elementele principale ale cercetărilor sunt noi structuri macrociclice cu profil 

arhitectural, spectral si farmaco-toxicologic optim pentru aplicaţii ȋn teranostică iar 

metodologia obţinerii pentru astfel de structuri a fost stabilită ȋn acord cu cerinţele actuale 

din domeniul sintezei medicamentului.  

Pentru realizarea temei alese, etapele cercetărilor experimentale au urmărit:  

 stabilirea designului structural şi evluarea parametrilor de stabilitate a compuşilor 

destinaţi studiului, 

 obţinerea, evaluarea structurală şi spectrală a compuşilor tetrapirolici de tip ligand şi 

combinaţii complexe cu ionii Zn(II) şi Cu(II), prin abordarea celor mai noi tehnici de 

sinteză şi analiză spectrală, 

 evaluarea comportamentului biofizic la nivel membranar al compuşilor tetrapirolici 

nou sintetizaţi, 

  evaluarea in vitro la nivel celular a structurilor nou sintetizate utilizând linii de celule 

tumorale umane de adenocarcinom de colon HT-29, fibroblaşti de şoarece din linia L929, 

celule primare mononucleare (PBMC) izolate din sânge periferic, celulele monocitare 

umane SC. Studiile au fost efectuate în relaţie cu concentrația în compus porfirinic şi timpul de 

acţiune, prin monitorizarea gradului de încorporare celulară a structurilor tetrapirolice, a 

viabilității şi multiplicării celulare, a integrității membranare, a gradului de apoptoză şi 

necroză celulară.  

Au fost obţinuţi şi evaluaţi din punct de vedere structural şi funcţional, compuşi 

tetrapirolici noi cu structuri asimetrice de tip A3B sau A2B2: 

 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina  

 Zn(II)-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina  

 Cu(II)- 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina  

 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirina  

 Zn(II)-5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirina  
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Cercetările interdisciplinare care au permis realizarea părţii experimentale a tezei de 

doctorat s-au desfăşurat ȋn laboratoarele de cercetare ale Disciplinei de Chimie Anorganică 

din Facultatea de Farmacie, U.M.F. ,,Carol Davila”, Institutului Național de Cercetare 

Dezvoltare în Domeniul Patologiei şi Ştiintelor Biomedicale ,,Victor Babeş”, Centrului de 

Chimie Fizica Moleculară, Universitatea din Lisabona şi au fost finanţate din fondurile 

proiectului internaţional ERA NET, „Advanced theranostic approach in cancer combining 

photodynamic therapy and NPs”, proiect din colectivul căruia am facut parte ȋn perioada 

2016-2019.  

Proprietaţile şi potenţialul biomedical al compuşilor cu structuri macrociclice de tip 

porfirinic 

Porfirinele se încadreaza printre cele mai studiate structuri macrociclice tetrapirolice cu 

aplicabilitate apreciabilă ȋn domeniul biomedical.  

Înca de la începutul secolului XX a fost evidențiat faptul că structurile macrociclice de 

tip tetrapirolic prezintă caracter fotosensibil şi afinitate intrinsecă în raport cu celulele 

tumorale, dovedind potenţial de utilizare în terapia antitumorală [Dolmans  si colab., 2003; 

Juzeniene  si colab., 2007].  

Caracteristicile structurale, profilul spectral şi capacitatea coordinativă mare a 

moleculelor de tip tetrapirolic sunt factori determinanți ce guvernează potenţialul terapeutic 

al acestora. Structurile porfirinice sunt versatile şi pot fi modelate prin complexare cu 

biocationi sau ataşare de substituienți periferici cu grad de polaritate adecvat internalizării 

celulare, cu rezultat în optimizarea profilului structural şi spectral şi implicit a potenţialului 

lor terapeutic. Calitatea de ligand tetradentat a porfirinelor baze libere se manifestă la 

interacția cu cationi metalici la valori de pH bazic; aproape toți ionii metalici formează 

combinaţii complexe porfirinice în raport ion metalic:ligand 1:1 [Sessler si Tomat, 2007]. O 

serie de structuri macrociclice de tip metaloporfirină îndeplinesc roluri vitale în sistemele 

biologice. Hemoglobina, mioglobina, clorofila, citocromii, catalazele, peroxidazele sunt 

exemple de macromolecule ce conțin structuri metaloporfirinice şi au rol determinant în 

fotosinteză, transportul oxigenului molecular, procesul respirator, moartea celulară şi 

combaterea stresului oxidativ [Battersby si colab., 1980, Mauzerall, 1977; Armstrong si 

Stratton, 2016, Nantes si colab., 2010]. 

Proprietățile structurale şi spectrale unice, în special proprietățile fotochimice şi 

fotofizice superioare, definesc profilul de candidat terapeutic al porfirinelor şi 

metaloporfirinelor. Designul structural al unui fotosensibilizator influențează în mod direct 

capacitatea de internalizare la nivel celular dar şi proprietățile spectrale ale moleculei 

respective. 

Fotosensibilizatorii porfirinoizi au un spectru de absorbţie tipic descris de o bandă intensă 

(banda Soret) localizată ȋn regiunea spectrală 400-440 nm şi patru benzi Q (Qy(1,0) Qy(0,0) 

Qx(1,0) Qx(0,0)), mai reduse ca intensitate cu maxime ce pot fi identificate la lungimi de undă λ 

= 440-800nm. Banda Soret nu este relevantă pentru terapia fotodinamică a țesuturilor 

tumorale mai profunde, doar domeniul spectral 600-800nm este reprezentativ pentru terapia 

antitumorală prin efect de fotosensibilizare.  

Profilul spectral al compuşilor porfirinici este determinat de simetria moleculară, natura 

şi pozitia substituienţilor periferici macrociclului precum şi natura ionului metalic în cazul 

metaloporfirinelor [Gouterman şi colab., 1963; Gouterman, 1978]. Substituienții cu 
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electroni  atasați pozițiilor  ale macrociclului, determină modificari spectrale prin 

deplasarea maximelor de absorbţie spre lungimi de undă mai mari (spre rosu) şi modificări 

în raportul intesităților benzilor Q [Milgron, 1997]. 

Proprietățile remarcabile de absorbţie şi emisie ale structurilor cromofore de tip 

tetrapirolic sunt relevante din punct de vedere al aplicabilitații biomedicale a acestora 

[Dabrowski şi colab., 2016; Meshkov şi colab., 2017; Horváth şi colab., 2016].  

Structura moleculară a tetrapirolilor imprimă acestora potenţial fluorescent cu capacitate 

de emisie în domeniul spectral 600-800 nm şi potenţial de generare a speciilor reactive de 

oxigen (ROS) prin iradiere şi în prezența oxigenului molecular. Spectrul de fluorescența al 

unui compus tetrapirolic include două benzi spectrale, rezultate în urma emisiilor de radiații 

ce au loc la trecerea moleculei din starea singlet S1( nivel energetic superior stării 

fundamentale) în starea fundamentală S0. Parametrii specifici fluorescenței moleculare sunt: 

timpul de viața al fluorescenței (s) şi randamentul de fluorescența (ΦF) şi pot fi determinați 

experimental prin analiza spectrală apelând la aparatură modernă cu laseri cu timpi de 

excitare a probelor de ordinul picosecundelor şi fotodiode cu răspuns rapid [Vieira Ferreira 

şi Ferreira Machado, 2007; Strickler şi Berg, 1962; Harriman şi Hosie, 1981].  

Unul dintre obiectivele primordiale ale cercetătorilor din domeniul farmaceutic şi 

oncologic este de a stabili un protocol cadru pentru vindecarea completă a cancerului, prin 

utilizarea de molecule cu proprietăți farmacologice optime şi efecte adverse minime. 

Structurile macrociclice tetra- sau pentapirolice sunt printre cele mai studiate în ce priveşte 

potenţialul lor terapeutic, în special antitumoral deoarece au potențial de generare a speciilor 

reactive oxigen singlet în prezența oxigenului molecular şi a luminii [Ethirajan, 2011; 

Allison şi colab, 2004; Jori, 1996; Decreau si colab., 1999]. Acest tip de structuri au fost 

clasificate ca a doua generatie de fotosensibilizatori şi reprezintă substanţa activă pentru 

forme farmaceutice cum sunt: Foscan®, Photochlor®, Laserphyrin®, Visudyne®, 

Radachlorin®, Levulan®, Tookad®,  Lutrin®, Photosens®. 

În ultimii ani, cercetările au fost orientate spre obţinerea unor fotosensibilizatori cu 

proprietați farmacologice superioare celor din a doua generație, prin modelarea structurală a 

macrociclurilor tetrapirolice cu grupe farmacologic active şi cu selectivitate mare în raport 

cu celula tumorală [Sandland şi Boyle, 2019].  

Terapia fotodinamică a cancerului reprezintă alternativa terapeutică cu potențial în 

medicina personalizată şi de aceea introducerea de fotosensibilizatori noi pentru diagnoza şi 

terapia antitumorală constituie un obiectiv prioritar al domeniului farmaceutic [Cui şi colab., 

2015]. Ataşarea la structurile tetrapirolice a unor fragmente de acid folic, peptide, steroli, 

proteine, anticorpi, polietilenglicol, nanaoparticule, reprezinta strategii avansate de 

modelare structurală a fotosensibilizatorilor, cu scopul creşterii eficienței biomedicale a 

formelor farmaceutice destinate unei abordări teranostice în cancer [Myrzakhmetov şi 

colab., 2017; Clark şi colab., 2016; Zhang şi colab., 2016; Lapa şi colab., 2017; Broughton 

şi colab., 2016; Yan şi colab., 2011; Mokwena şi colab., 2018; Fakayode şi colab., 2018; 

Penon şi colab., 2017]. Acesti compuşi reprezintă o a treia generație de fotosensibilizatori, 

caracterizați de selectivitate mare pentru țesutul tumoral, asigurând o doza mai mică de 

tratament cu număr redus de efecte secundare. În plus, prezintă avantajul unei absorbții 

optime a radiației luminoase la fotoactivare şi au un clereance bun cu eliminare rapidă din 

organism [Yoon şi colab., 2013; Van Straten Demian şi colab., 2017]. 
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În prezent, terapia fotodinamică constituie o metodă terapeutică eficientă, aplicată cu 

success în tratamentul formațiunilor tumorale localizate la nivel cutanat, în cancerul de sân, 

în cancerul pulmonar dar şi al tumorilor localizate la nivelul capului şi gâtului [Josefsen şi 

Boyle, 2008, Allison şi colab, 2011, Banerjee şi colab., 2017, Sandland şi colab., 2018]. 

 O abordare moderna în domeniul biomedical, tratamentul personalizat cu molecule noi 

cu potenţial de marker şi agent antitumoral, s-a dovedit deosebit de eficient din punct de 

vedere clinic,  porfirinele şi clorinele fiind structurile macrociclice cele mai frecvent 

utilizate în acest scop [Stegh, 2012, Cui şi colab., 2015].  

Asigurarea unei eficiențe biomedicale optime, impune respectarea de către 

fotosensibilizator a unor cerințe obligatorii [Sandland şi colab., 2018]: 

 structura unică, bine definită, cu grad maxim de puritate şi care poate fi obţinută prin 

metode moderne şi ecologice de sinteză,  

 profil structural care să permită internalizarea optimă la nivelul masei tumorale, 

profil descris de o distribuţie bine definită a grupărilor lipofile/hidrofile la periferia 

macrociclului tetrapirolic,   

 profil spectral definit de maxime de absorbţie moleculară în domeniul 600-850 nm, 

asociat cu un randament cuantic bun în generarea oxigenului singlet,  

 solubilitate în solvenţi netoxici, acceptați pentru formularea farmaceutică, 

 lipsa toxicității în absența luminii, 

 eliminare rapidă din organism, 

 absența oricărui efect toxic la doza necesară efectului therapeutic, 

 absența toxicității pentru metaboliții fotosensibilizatorului. 

Pentru a ȋncadra tematica lucrării ȋn stadiul actual al cercetarilor privind identificarea de 

noi structuri cu potenţial de marker si fotosensibilizator, obiectivul principal al cercetărilor a 

vizat obţinerea, caracterizarea spectrală si evaluarea biologică in vitro la nivel celular a unor 

noi compuşi macrociclici de tip porfirinic, cu arhitecturi structurale descrise de o distribuţie 

asimetrică a substituienţilor macrociclici. 



7 
 

PARTEA EXPERIMENTALĂ 

Evaluarea structurală in silico a noilor compuşi macrociclici de tip ligand şi combinaţii 

complexe ale acestora cu ioni metalici ai seriei 3d 

Prima etapă ȋn dezvoltarea parţii experimentale a tezei de doctorat a fost definită de 

stabilirea designului structural cu evaluarea parametrilor de stabilitate pentru compuşii 

macrociclici de tip tetrapirolic ce urmează a fi sintetizaţi. Programele de calcul utilizate au 

fost HYPERCHEM 8.0.8.
®
 (metodele AM1, ZINDO1 şi ZINDO/S) şi WaveFunction 

Spartan 14
® 

(metoda PM6 ȋn cadrul optimizării structurale Semi-empirice) 

(HyperChem(TM) Professional 8.0.8, Hypercube, Inc., 1115 NW 4th Street, Gainesville, 

Florida 32601, USA;Wave function Spartan’14, Wave function, Inc.18401, Von Karman 

Avenue, Suite 370, Irvine, CA 92612 USA). 

Rezultatele obţinute prin rularea celor două programe de calcul au sugerat stabilitate 

structurală pentru compuşii evaluati. Justificat de faptul că structurile incluse ȋn studiu vor 

fi evaluate din punct de vedere al comportamentului la nivel celular, ȋncepand cu 

potenţialul de acumulare intracelular, respectiv capacitatea lor de a traversa stratul 

membranar dublu lipidic, ȋn analiza teoretică prin modelare in silico au fost calculaţi şi 

parametrii ce definesc polaritatea moleculelor.  

 

 
a.                                                             b. 

M = 2H, Zn(II), Cu(II) 

a. 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (P2.2) 

Zn(II)-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (Zn(II)2.2) 

Cu(II)-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (Cu(II)2.2) 

b. 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20- bis-(4-carboximetilfenil)porfirina (P1.3) 

Zn(II)-5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirina (Zn(II)1.3) 

Formulele structurale ale compuşilor porfirinici evaluaţi prin modelare in silico cu 

programele HYPERCHEM 8.0.8.
 ®

 şi WaveFunction Spartan 14
®
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a. 

         
b.                                                                                c. 

 

                 
d.                                                                        e. 

 

Conformaţii optimizate ale compuşilor porfirinici P2.2 (a), Zn(II)2.2 (b), Cu(II)2.2 (c), 

P1.3 (d), Zn(II)1.3 (e), evaluati in silico cu programele HYPERCHEM 8.0.8.
 ®

 şi 

WaveFunction Spartan 14
® 
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Caracteristici fizice asociate compuşilor porfirinici evaluati in silico cu programele 

HYPERCHEM 8.0.8.
 ®

 şi WaveFunction Spartan 14
®
 

Compus 

porfirinic 

Masa 

moleculară 

(u.m.a.) 

Aria 

relativă 

(Å
2
) 

Aria 

suprafată 

cadru (Å
2
) 

Volumul 

(Å
3
) 

Refractivi-

tate 

(Å
3
) 

Polariza- 

bilitate 

(Å
3
) 

Moment 

de dipol 

total (Dt) 

P1.3 834,78 930,27 1110,58 2080,12 249,33 91,37 5,16 

Zn(II)1.3 898,24 928,41 1108,95 2067,67 226,06 90,90 4,76 

P.2.2 924,96 1044,08 1241,05 2319,35 267,53 98,79 5,67 

Zn(II)2.2 988,32 1044,76 1242,11 2319,18 244,22 98,35 5,55 

Cu(II)2.2 986,49 1044,79 1242,07 2319,12 244.26 98,31 5,34 

 

Avȃnd ȋn vedere realizarea unui profil teoretic al potenţialului reactiv al acestor 

structuri, prin simulare in silico s-au identificat posibile zone structurale susceptibile 

atacului nucleofil şi electrofil al diverşilor reactanţi prezenţi ȋn mediul biologic.  

     
a.                                                b. 

Diagrama zonelor teoretice susceptibile atacului nucleofil/electrofil rezultate din calcul ȋn 

cazul compuşilor P1.3 (a)  si Zn(II)1.3 (b)  

 

Sinteza compuşilor macrociclici de tip ligand şi combinaţii complexe  

Studiile experimentale au urmărit obţinerea de noi structuri porfirinice cu profil 

arhitectural, spectral şi farmaco-toxicologic optim pentru aplicaţii ȋn teranostica iar 

metodele obţinerii unor astfel de structuri au fost stabilite ȋn acord cu cerinţele actuale din 

domeniul sintezei medicamentului. S-au utilizat metode actualizate de sinteză care decurg 

cu randamente optime, ȋn condiţii ecologice, cu posibilitatea monitorizării lor prin tehnici 

simple de laborator. Am urmărit obţinerea unui set de parametri asociați reacţiilor de 

sinteză precum şi evaluarea structurală a compuşilor nou sintetizaţi. 

Ȋntr-o primă etapă de realizare a obiectivelor tezei de doctorat am sintetizat liganzii 

macrociclici porfirinici cu simetrie A3B sau A2B2: 

 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (P2.2) 

 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirina (P1.3) 
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Obţinerea liganzilor cu structuri macrociclice asimetric substituiţi s-a realizat prin:  

a. procedeul clasic – procedeu adaptat după metoda Adler şi Little [Adler şi colab., 

1967; Little şi colab., 1974] şi descris ȋn ref. [Boscencu şi colab., 2017]  

b. procedeul iradierii cu microunde a amestecului de reactanţi descris de 

urmatoarele etape:  

 reacţia stoechiometrică dintre benzaldehidele substituite şi pirol pe suport de 

silicagel neutru sau oxid de aluminiu neutru, reacţie care se desfaşoara prin iradiere cu 

microunde.  

  extracţia compusului de interes din produsul de reacţie prin dizolvare ȋn amestec 

diclormetan/eter etilic şi filtrare la presiune normală. 

 separarea şi purificarea avansată a compusului macrociclic asimetric utilizȃnd 

cromatografia pe coloană şi cromatografia ȋn strat subţire (plăci PLC silica gel 60, 2mm, 

20x20cm) 

 recristalizarea ligandului din diclormetan 

Reactivii utilizaţi ȋn realizarea sintezelor au fost de provenienţa Merk: 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, metil 

4-formilbenzoat, 4-acetoxi-3-metoxibenzaldehida, pirol, acid propionic, silicagel 60 Merck, 200-500m; 

Al2O3 90, Merck, 63-200m 70-230mesh, plăci PLC cu fază staţionară silica gel60, 2mm, 20x20cm, clorură 

de metilen p.a., dietileter p.a.  

Ȋn procedeele experimentale de sinteză am utilizat: flacoane din sticlă, pipete, capilare, spatule, pȃlnii de 

filtrare, pahare Erlenmeyer, exicator de vid, sticle de ceas, balanţă analitică, coloane cromatografice. 

Iradierile amestecurilor de reactanţi s-au desfaşurat ȋntr-un sintetizator cu microunde Biotage Initiator+ cu 

control de putere şi temperatură. Spectrele RMN s-au înregistrat cu spectrometru tip Bruker Avance DRX 

400, spectrele IR cu spectrometru FT-IR de tip Bruker-Tensor 27 iar spectrele de absorbţie au fost 

ȋnregistrate cu spectrometrul UV-Vizibil SPECORD 200.  

Sinteza 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetifenil)porfirinei 

Metoda iradierii cu microunde a amestecului de reactanţi 

Ȋn reacţia 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida cu metil 4-formil benzoat si pirol pe suport de oxid 

de aluminiu neutru, s-au obţinut si izolat izomerii A4 şi A2B2. Procedeul de obţinere s-a realizat 

prin iradiere cu microunde a amestecului de reactanţi, respectiv 3 iradieri succesive (650W–450W-

350W) a cȃte 5 minute fiecare. Temperatura de reacţie a fost fixată la 180ºC iar procedeul de 

sinteză a inclus racirea la interval de 5 minute a amestecului reactant. La prepararea porfirinelor de 

tip ligand, metil 4-formil benzoatul (25mmoli) şi 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida (25mmoli) s-au 

adăugat ȋn vasul de sinteză peste 5-6 g oxid de aluminu neutru (Al2O3 90 Merck, 63-200m 70-230 

mesh). Dupa omogenizarea amestecului s-a adaugat pirolul proaspăt distilat (50mmoli) şi 

amestecul reactant a fost iradiat timp de 15 minute, cu răcirea probelor la interval de 5 minute. 

Evoluţia calitativă a reacţiilor de condensare a fost urmarită prin prelevarea, dupa fiecare iradiere, 

a unor probe din amestecul de reactanţi, dizolvarea acestora ȋn diclormetan şi ȋnregistrarea 

spectrelor de absorbţie ȋn domeniul vizibil. Prezenţa structurilor macrociclice de tip porfirinic ȋn 

produsul brut de reacţie a fost confirmată de spectrul de tip etio (banda Soret şi cele 4 benzi Q) 

obţinut pentru probele test. Produsul brut obţinut ȋn reacţia de condensare a fost dizolvat ȋn 

amestec diclormetan/eter etilic în raport 50v/1v, soluţia obţinută a fost filtrată la presiune normală 

şi concentrată prin distilare simplă. Separarea şi purificarea 5,15-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-

bis-(4-carboximetilfenil) porfirinei s-a realizat prin cromatografie pe coloană cu oxid de aluminiu 

neutru (Al2O3 90 Merck) fază staţionară şi diclormetan/eter etilic ȋn raport 50/1(v/v) eluent. 

Analiza RMN a compuşilor obţinuţi din fracţiile eluate pe colana cromatogafică a confirmat 
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prezenţa a 6 izomeri cu structură tetrapirolică (A4, A3B, A2B2(cis), A2B2(trans), AB3, B4), ȋn 

amestecul brut de reacţie. Ȋn compoziţia primei fracţii eluate a fost evidențiat compusul porfirinic 

simetric substituit 5,10,15,20-meso-tetrakis-(4-carboximetilfenil)porfirină (P1.1), a doua fracţie a 

evidențiat prezenţa ȋn cantitate mică a 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-

carboximetilfenil)porfirinei iar structura 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-

carboximetilfenil)porfirinei (P1.3) a fost identificată ȋn a treia fracţie eluată. Soluţiile porfirinice 

colectate au fost concentrate prin distilare simpla iar produşii obţinuţi au fost recristalizaţi din 

diclormetan. 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetifenil)porfirina a fost 

obţinută cu un randament de 32%, sub forma de cristale violet insolubile ȋn apă, solubile ȋn clorură 

de metilen, cloroform, alcool metilic, alcool etilic, alcool isopropilic, dimetil sulfoxid, 

dimetilformamida, PEG200. 

Metoda clasică 

Un amestec format din metil 4-formil benzoat (25mmoli) şi 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida 

(25mmoli) a fost adus ȋntr–un balon de sinteza şi refluxat la 100C ȋn mediu de acid propionic 

(100 mL). După 30 minute s-a adăugat ȋn picătura pirolul proaspăt distilat (50mmoli); amestecul a 

fost lăsat sub agitare la 130C, timp de 6 ore. Produsul de reacţie a fost racit la temperatura 

camerei, spălat pe filtru cu multă apă pentru ȋndepartarea urmelor de acid propionic. După uscare 

precipitatul s-a dizolvat ȋn amestec diclormetan/eter etilic în raport 50/1 (v/v), soluţia concentrată a 

fost cromatografiată ȋn vederea separării compusului A2B2. Pentru purificare s-a utilizat ca fază 

staţionară oxid de aluminiu neutru (Al2O3 90 Merck, 63-200m 70-230 mesh) iar ca eluent un 

amestec diclormetan/eter etilic în raport 50/1 (v/v). Ȋn etapa finală a procedeului de sinteză, 

compusul util a fost purificat prin cromatografie ȋn strat subţire, utilizȃnd plăci PLC silica gel 60, 

2mm, 20x20cm şi diclormetan/eter etilic ca eluent. Compusul 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-

10,20-bis-(4-carboximetifenil)porfirină a fost obţinut cu un randament de 9% sub formă de cristale 

aciculare de culoare violet, solubile ȋn clorură de metilen, alcool etilic, dimetil sulfoxid, 

polietilenglicol 200. 

Sinteza 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirinei  

Metoda iradierii cu microunde a amestecului de reactanţi 

Un amestec format din 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehidă (12,5mmoli), 4-acetoxi-3-

metoxibenzaldehidă (37,5mmoli), pirol proaspăt distilat (50mmoli) şi oxid de aluminiu neutru (Al2O3 

90, Merck, 63-200m, 70-230 mesh) s-a omogenizat şi apoi iradiat 6 minute la 650W. După 3 

minute de răcire s-a reluat iradierea la 350W pentru un interval de timp de alte 6 minute. Produsul 

final s-a dizolvat ȋntr-un amestec diclormetan/eter etilic ȋn raport 30v/1v, soluţia obţinută s-a filtrat 

la presiune normală; filtratul concentrat prin distilare simplă a fost purificat prin cromatografie pe 

coloană utilizănd Al2O3 90, Merck, 63-200m ca fază staţionară şi amestec diclormetan/eter etilic în 

raport 30v/1v pentru eluarea compuşilor porfirinici. Reacţia de sinteză a furnizat un amestec de 6 

izomeri porfirinici (A4, A3B, A2B2(cis), A2B2(trans), AB3, B4), iar metoda cromatografică a permis 

separarea acestora, şi obţinerea compusului de interes (A3B) cu un randament de 36%. Etapa finală a 

procedeului de obţinere a inclus şi purificarea compusului de interes apelȃnd la cromatografia ȋn 

strat subţire pe plăci de silicagel 60, 2mm, 20x20cm şi eluent diclormetan/eter etilic (30v/1v). 5-(4-

hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil) porfirina a fost obţinută sub formă 

de cristale violet insolubile ȋn apă, solubile ȋn clorură de metilen, cloroform, alcool metilic, alcool 

etilic, alcool isopropilic, dimetil sulfoxid, polietilenglicol 200. 

Metoda clasică  

Un amestec format din 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida (12,5mmoli), 4-acetoxi-3-

metoxibenzaldehidă (37,5 mmoli) a fost dizolvat prin agitare la 100°C ȋn acid propionic (100mL). 

Pirolul proaspăt distilat (50mmoli) a fost adăugat ȋn porţiuni mici şi amestecul a fost refluxat 3 ore la 
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125°C. Produsul de reacţie a fost răcit la temperatura camerei, filtrat la vid iar precipitatul a fost 

spălat cu apă distilată pentru ȋndepartarea urmelor de acid propionic. Purificarea compusului util s-a 

realizat prin metoda descrisă la varianta A. Randamentul de obţinere a fost 7%, metoda clasica 

dovedindu-se mai puţin avantajoasă comparativ cu metoda iradierii cu microunde. Prin purificare, s-a 

izolat şi compusul simetric, 5,10,15,20-meso-tetrakis-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (P2.1) sub 

forma de cristale violet, solubile ȋn clorură de metilen, cloroform, alcool metilic, alcool etilic, alcool 

isopropilic, dimetil sulfoxid, polietilenglicol 200.  

Sinteza compuşilor macrociclici de tip combinaţii complexe 

Au fost  sintetizate urmatoarele combinaţii complexe cu structură asimetrică: 

 Zn(II)-5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirina (Zn(II)1.3) 

  Zn(II)-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (Zn(II)2.2) 

 Cu(II)- 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (Cu(II)2.2) 

Pentru obţinerea combinaţiilor complexe cu structuri macrociclice am abordat două 

variante diferite de sinteză: 

a. complexarea ligandului tetrapirolic cu ionul metalic ȋn mediu bazic, la temperaturi 

moderate, printr-o reacţie stoechiometrică ȋntre ligand şi sarea ce conţine ionul metalic. 

b. reacţia sub acţiunea microundelor a unui amestec stoechiometric format din 

benzaldehide substituite, pirol, sare metalică şi catalizator bazic ȋn absenţa solventului pe 

suport de silicagel neutru sau oxid de aluminiu.  

Ȋn reacţiile de sinteza s-au utilizat reactivi Merk: metil 4-formilbenzoat, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, 4-

acetoxi-3-metoxibenzaldehida, acetat de zinc anhidru, clorura de cupru anhidra, pirol, 2,6-dimetilpiridina, 

silicagel 60, 200-500m; 35-70 mesh, Al2O3 90, 63-200m 70-230 mesh, placi PLC cu fază staţionară 

silicagel 60, 2mm, 20x20cm, clorură de metilen p.a., dietileter p.a. Compuşii sintetizaţi au fost caracterizaţi 

prin analiză elementală, spectrometrie FT-IR, RMN, UV-Vis. 

Sinteza combinaţiilor complexe prin procedeul clasic 

Ȋntr-o primă variantă de obţinere a combinaţiilor complexe am abordat reacţia clasică dintre 

ligandul porfirinic şi ionul metalic la valori de pH bazic generate de 2,6-lutidină, compus cu 

proprietăţi de acid Lewis şi capacitate de deprotonare a atomilor de azot interiori macrociclului de 

tip ligand. Soluţiile obţinute prin dizolvarea ligandului ȋn diclormetan au fost aduse ȋn vasul de 

sinteză şi ȋncalzite uşor sub agitare timp de 5 minute ȋn prezenta 2,6-lutidinei. Ȋn vasul de reacţie s-a 

adăugat apoi volumul corespunzător de soluţie metanolică ce conţine acetat de zinc anhidru sau 

clorură de cupru ȋn cantitate stoechiometrică [1mol ligand/1mol Zn(II) sau 1mol Cu(II)] şi s-a 

refluxat amestecul de reacţie sub agitare continuă timp de o oră. Gradul de interacţie ligand-ion 

metalic a fost monitorizat prin prelevarea de probe din vasul de reacţie şi evaluarea spectrală a 

acestora ȋn domeniul vizibil; acest tip de monitorizare a reacţiei de complexare este specifică clasei 

de compuşi tetrapirolici deoarece ȋnserarea ionului metalic ȋn macrociclul porfirinic determină 

reducerea numărului de benzi Q (de la 4 la 2) ȋn spectrul de absorbţie electronică al complecşilor 

comparativ cu ligandul. Pentru stabilirea condiţiilor de purificare a complecşilor sintetizaţi, reacţia 

de complexare a fost monitorizată şi prin cromatografie ȋn strat subţire. Purificarea compuşilor de 

interes s-a realizat prin cromatografierea produsului brut de reacţie, cu amestec diclormetan/eter 

etilic, pe o coloană ce conţine silicagel 60H Merck ca fază staţionară. Soluţiile complecşilor 

porfirinici au fost concentrate prin distilare simplă. Cristalele de culoare violet au fost uscate la 

100ºC. Randamentele reacţiilor de sinteză a combinaţiilor complexe au fost peste 80%.  
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Sinteza combinaţiilor complexe prin procedeul iradierii cu microunde  

Etapele procedeului de obţinere a combinaţiilor complexe prin iradiere cu microunde: 

 reacţia stoechiometrică dintre benzaldehidele substituite, pirol şi sarea ionului 

metalic pe suport de  silicagel neutru (sau oxid de aluminiu neutru) sub acţiunea 

microundelor 

 dizolvarea produsului brut ȋntr-un amestec clorură de metilen/eter etilic (40v/1v), 

filtrare şi concentrare prin distilare simplă a soluţiei obţinute. 

 separarea şi purificarea complexului porfirinic prin metode cromatografice 

Amestecul format din cantităţi stoechiometrice de benzaldehide substituite şi sare metalică s-a 

introdus ȋn vasul de sinteză peste suportul de reacţie (silicagel neutru 60H, 200–500μm, 35–70mesh 

sau Al2O3 90 Merck, 63-200m 70-230mesh). După omogenizare s-a adaugat pirolul proaspăt 

distilat şi 2-3 picături de 2,6-dimetilpiridină (lutidină). Reacţia de sinteză s-a desfaşurat prin 

iradierea amestecului de reactanţi pentru un interval de timp cuprins ȋntre 9 şi 12 minute şi putere de 

iradiere 350-650W, ȋntr-o instalaţie de tip Biotage Initiator+ cu control de putere şi temperatură. S-

au efectuat iradieri cu răciri succesive la interval de 3-4 minute. 

Ȋn a doua etapă a procedeului de obţinere, produsul util a fost extras din amestecul de reacţie prin 

dizolvarea ȋntr-un amestec diclormetan/eter etilic în raport 40:1 (v/v), apoi filtrat la presiune 

normală. Soluţia obţinuta dupa filtrarea extractului s-a concentrat prin distilare simpla şi s-a obţinut 

o masă solidă, cristalină care ulterior s-a purificat prin cromatografie pe coloană. 

Ȋn etapa trei s-a realizat purificarea complexului porfirinic prin cromatografiere pe coloană 

utilizȃnd ca fază staţionară oxid de aluminiu neutru Al2O3 90, Merck, 63-200m 70-230 mesh sau 

silicagel neutru 60H, 200–500μm, 35–70 mesh şi eluent amestec diclormetan/eter etilic ȋn raport 

40:1(v/v) sau 30:1(v/v). Soluţiile fracţiilor colectate s-au concentrat prin distilare simplă şi 

recristalizat; s-au obţinut cristale violet solubile ȋn: metanol, etanol, polietilenglicol 200, 

dimetilsulfoxid, clorură de metilen. Randamentele reacţiilor de sinteza au fost: 32% pentru 

Zn(II)2.2, 37% pentru Cu(II)2.2 şi 30% pentru Zn(II)1.3. 

Evaluarea structurală şi spectrală a compuşilor macrociclici nou sintetizaţi  

Compuşii cu structuri macrociclice nou sintetizaţi sunt caracterizati printr-o solubilitate 

bună ȋn solvenţi cu polarităţi diferite (metanol, etanol, polietilenglicol 200, dimetilsulfoxid, 

clorură de metilen) şi au fost confirmaţi structural prin analiză spectrală RMN, FT-IR, UV-

Vis şi spectrometria de fluorescenţă. 

Ȋn evaluarea spectrală a structurilor de tip porfirinic destinate aplicațiilor biomedicale se 

impune studiul comportamentului spectral al acestora raportat la medii cu polarităţi diferite, 

deoarece calitatea de marker sau agent fotosensibilizator se manifestă după localizarea ȋn 

mediul celular, respectiv după traversarea stratului membranar dublu lipidic. De aceea 

studiile din cadrul tezei de doctorat, au inclus şi analiza spectrală UV-Vis ȋn solvenţi cu 

polarităţi diferite (diclormetan, dimetilsulfoxid, etanol, polietilenglicol 200). Alegerea 

solvenţilor a fost facută tinȃnd cont de determinările biologice şi de faptul că etanolul şi 

PEG 200 se numără printre solvenţii foarte utilizaţi ȋn formularea farmaceutică a compuşilor 

porfirinici [Harris şi Chess, 2003].  
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Date analitice şi spectrale ale compuşilor macrociclici nou sintetizaţi (*
400 MHz, CDCl3, 

**
solvent CH2Cl2) 

Spectrele de absorbţie au fost ȋnregistrate la temperatura camerei, ȋn soluţii ale compuşilor 

porfirinici de concentratie c=2.5x10
-6

M, cu un spectrometru SPECORD 200. Comportarea 

spectrală a noilor porfirine ȋn medii cu polarităţi diferite a confirmat absenta fenomenelor de 

asociere moleculară la o concentratie ȋn compus porfirinic de 2.5x10
-6 

M şi posibilitatea 

continuării studiilor privind comportamentul la nivel celular al acestora pentru concentraţia 

menţionata.  

Compus 

Formula 

moleculară 

M (g/mol) 

Analiza 

elementală% 

(calc/exp) 

 

IR  

(, cm
−1

) 

 

 

1
H-RMN

* 

(, ppm) 

 

UV-VIS
** 

max (nm) 

C   H   N 

P1.3 

C50H38N4O8 

M =822g/mol 

72.99 (72.87) 

4.62 (4.53) 

6.81 (6.67 

3414, 3314, 2922, 

2862, 1717, 1624, 

1606, 1511, 1436, 

1261, 1099, 1020, 

 867, 798, 734  

-2.79 (s, 2H), 4,01 (s, 6H); 

4,11 (s, 6H), 5,34 (s, 2H); 

7,26 (s, 2H); 7,30 (d, 2H); 

7,71 (d, 2H); 7,98 (d, 4H); 

8,20 (d, 4H); 8,30 (d, 4H); 

8,44 (d, 4H) 

403, 

498, 530, 

572, 628 

     

P2.2 

C54H44N4O11 

M=924g/mol 

70.13(70.02)  

4.76 (4.72)  

6.06 (5.94) 

3460, 3165, 2945, 

2854, 1692, 1663, 

1587, 1509, 1428, 

1298, 1264, 1151, 

1121, 1026,  

859, 812, 732 

-2.78 (s, 2H), 3.93 (s, 3H), 

3.98 (s, 9H), 4.01 (s, 9H), 

6,23 (s, 1H), 7,10 (d, 3H), 

7,30 (s, 1H), 7,48 (d, 3H), 

7,70 (d, 1H), 7,83(s, 1H), 

7,85 (d, 1H); 8,90 (d, 6H); 

8,96 (d, 2H)  

 

402,  

497, 532, 

570, 626       

     

Zn(II)2.2 

C54H42N4O11Zn  

M=987g/mol  

65.62(65.56) 

4.25 (4.18) 

5.67 (5.56) 

3462, 2923, 2852, 

1665, 1645, 1581, 

1510, 1468, 1334, 

1274, 1162, 1108, 

1024, 838  

3.93 (s, 3H), 3.97 (s, 9H), 

4.00 (s, 9H), 6,19 (s, 1H), 

7,05 (d, 3H), 7,26 (s, 1H), 

7,43 (d, 3H), 7,73 (d, 1H), 

7,79(s, 1H), 7,84 (d, 1H); 

8,90 (d, 6H); 9,02 (d, 2H)  

402,  

527, 566 

     

Zn(II)1.3  

C50H36N4O8Zn,  

M =885g/mol 

70.17(70.02) 

4.21(4.11) 

6.54(6.38) 

3418, 2924, 2860, 

1720, 1624, 1608, 

1515, 1446, 1264, 

1080, 1025, 860, 

797,  

3,80 (s, 6H); 4,11 (s, 6H), 

5,20 (s, 2H);7,12 (s, 2H); 

7,22 (d, 2H); 7,70 (d, 

2H);7,82 (d, 4H); 8,20 (d, 

4H); 8,38 (d, 4H); 8,64 (d, 

4H) 

403,  

527, 566.8 

     

Cu(II)2.2  

C54H42N4O11Cu   

M=985,54g/mol  

65.75(65.62) 

4.26(4.18) 

5.68(5.58) 

3460, 2920, 2853, 

1673, 1590, 1503, 

1463, 1328, 1260, 

1190, 1028, 856; 

 

…………………………… 

400,  

518 
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Maxime de absorbţie (max) şi valori ale coeficienţilor molari de extincţie (lg)) asociaţi benzilor de 

absorbţie din spectrele electronice ale compuşilor porfirinici studiaţi (c = 2,5x10
-6
M) 

 

Solvent 

λmax (nm) [lg ε] (L mol
−1

 cm
−1

) 

Banda Soret      Qy(1,0)             Qy(0,0)           Qx(1,0)          Qx(0,0) 

5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina 
 

CH
2
Cl

2
 402.0[5.629]    497.6[4.340]    532.8[4.073]    570.0[3.729]    626.4[3.482] 

DMSO 404.4[5.505]    498.0[4.492]    535.2[4.330]    572.8[4.200]    629.2[3.980] 

EtOH 400.0[5.479]    495.6[4.542]    530.8[4.400]    571.6[4.388]    627.6[4.371] 

PEG 200 404.4[5.580]    498.0[4.630]    534.0[4.358]    572.4[3.978]    628.8[3.940] 

Zn(II)-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina 

CH
2
Cl

2
 402.8[5.706]    ----------------    527.6[4.459]    566.4[3.903]    --------------- 

DMSO 411.6[5.470]    ----------------    542.0[4.429]    583.0[4.302]    --------------- 

EtOH 405.6[5.602]    ----------------    537.6[4.450]    577.6[4.365]    --------------- 

PEG 200 409.6[5.421]    ----------------    538.2[3.908]    579.5[3.602]    --------------- 

Cu(II)- 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina 

CH
2
Cl

2
 400.4[5.457]    ----------------    518.4[4.343]    ----------------    --------------- 

DMSO 402.4[5.436]    ----------------    524.6[4.500]    ----------------    --------------- 

EtOH 396.4[5.386]    ----------------    516.2[4.360]    ----------------    --------------- 

PEG 200 400.0[5.440]    ----------------    521.2[4.455]    ----------------    --------------- 

5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirina 

CH
2
Cl

2
 402.8[5.560]    498.4[4.264]    530.0[4.162]     572.2[3.763]     628.4[3.526] 

DMSO 405.6[5.548]    499.2[4.527]    536.8[4.433]     573.0[4.218]     629.2[3.980] 

EtOH 402.4[5.480]    499.6[4.490]    533.4[4.402]     575.6[4.268]     628.8[3.886] 

PEG 200 404.0[5.538]    498.2[4.560]    534.6[4.442]     573.0[4.360]     629.8[3.980] 

Zn(II)-5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirina 

CH
2
Cl

2
 403.0[5.570]    ----------------    527.6[4.343]    566.8[3.392]    --------------- 

DMSO 411.8[5.620]    ----------------    545.6[4.442]    584.0[4.280]    ---------------  

EtOH 410.6[5.612]    ----------------    539.4[4.540]    583.2[4.388]    --------------- 

PEG 200 411.0[5.276]    ----------------    540.2[4.215]    582.3[3.812]    --------------- 

 

Spectrele de absorbţie moleculară ale compuşilor nou sintetizaţi sunt rezultatul unei 

absorbţii intense ȋn domeniul lungimilor de undă ∼400-409 nm (banda Soret) cu valori ale 

coeficienţilor molari de extincţie (exprimate ca lg) ȋncadrate ȋntre 5.27-5.70 L·mol
−1

·cm
−1

.  

Porfirinele asimetrice de tip ligand (P1.3, P2.2) au ȋn spectru o banda Soret cu maxim la 

∼400 nm şi patru benzi Q ȋn regiunea 495–629 nm [Boscencu şi colab., 2017; Boscencu şi 

colab., 2019]. Intensităţile relative ale benzilor Q sunt ȋntr-un raport ce descrie profilul unui 

spectru de tip etio (εIV>εIII>εII>εI), tipic macrociclilor tetrapirolici. Rezultatele corelate cu 

datele RMN şi FT-IR au confirmat formarea ȋn reacţiile de sinteză a compuşilor macrociclici de 

tip porfirinic. Maximul de absorbţie corespunzător benzii Qx(0,0), localizata la ~628–629 nm, 

confirmă faptul că, structurile porfirinice de tip ligand au absorbţii ȋn domeniul fototerapeutic, 

relevant pentru terapia antitumorală prin efect fotodinamic. In plus, rezultatele experimentale 
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indică o influenţă slabă a polarităţii mediului asupra intensităţilor benzilor de absorbţie din 

spectrele compuşilor studiati, diferenţele spectrale observate fiind ȋn principal determinate de 

natura structurii electronice a ionului metalic.  

Pentru combinaţiile complexe porfirinice cu stuctură asimetrică (Zn(II)1.3, Zn(II)2.2, 

Cu(II)2.2,), banda Soret se localizează la ∼400–412nm ȋn timp ce benzile Q prezintă unul sau 

două maxime ȋn domeniul spectral 516–584 nm. Scăderea numarului de benzi Q ȋn cazul 

metaloporfirinelor se explică prin modificarea simetriei moleculare de la D2h ȋn cazul 

liganzilor la D4h ȋn cazul complecşilor. Pentru acelaşi solvent, benzile spectrale ale 

complecşilor cu zinc sunt deplasate batocrom comparativ cu cele ale porfirinelor cu cupru, 

diferenţe de comportament spectral care sunt ȋn acord cu rezultatele experimentale obţinute ȋn 

studii anterioare şi pot fi explicate pe baza efectelor de conjugare ce apar ȋntre electronii π ai 

nucleului tetrapirolic şi electronii din stratul de valentă ai ionului metalic [Ferreira şi colab., 

2012; Boscencu şi colab., 2010; Boscencu, 2011; Boscencu, 2012; Socoteanu şi colab., 2015; 

Oliveira şi colab., 2009; Vasiliu şi colab., 2014]. Interacţiile respective determină scăderea 

energiei orbitalilor a1u(π) şi a2u(π) comparativ cu cea a orbitalilor eg(π*) şi creşterea energiei 

necesare tranziţiilor ȋn cazul complecşilor cu ionul Cu(II), cu rezultat ȋn deplasarea 

hipsocromă a benzilor de absorbţie comparativ cu zinc porfirinele [Gouterman, 1978; 

Gouterman şi colab., 1963]. 

      
a.                                                                         b. 

Spectre UV-Vis ale 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirinei (a) şi 

Zn(II)-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirinei (b), ȋn solvenţi cu 

polarităţi diferite (c=2,5x10
-6

 M) 

Evaluarea proprietăţilor flurescente ale compuşilor macrociclici nou sintetizaţi  

Profilul fluorescent al compuşilor porfirinici ȋi recomandă pentru utilizare ȋn diagnoza 

formatiunilor tumorale. De aceea, o altă etapă a cercetarilor experimentale ȋn realizarea tezei de 

doctorat a urmărit evaluarea proprietăţilor fluorescente ale noilor compuşi macrociclici, cu 

determinarea randamentului de fluorescenţă,a timpului de viaţă al fluorescenţei şi a 

randamentului cuantic de generare a oxigenului singlet. 

Determinările experimentale au fost realizate ȋn laboratorul de cercetare al Centrului de 

Chimie Fizica Moleculară, Universitatea din Lisabona, sub coordonarea Prof. Dr. Luise Filipe 

Vieira Fereira, şi au fost finanţate din fondurile proiectului internaţional ERA NET, „Advanced 

theranostic approach in cancer combining photodynamic therapy and NPs”, proiect din 

colectivul căruia am facut parte pe toată durata de desfaşurare.  
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Evaluarea fotofizică a compuşilor tetrapirolici s-a realizat cu laseri cu timpi de excitare a probelor de 

ordinul picosecundelor şi fotodiode cu răspuns rapid. Timpul de viaţă al fluorescenţei a fost determinat 

ȋn intervalul 100ps-3μs cu un echipament de tip Easylife VTM de la compania OBB (Birmingham, NJ, 

SUA). Tehnica utilizează surse de lumină pulsatorie de la diferite leduri (310 nm ȋn acest caz) şi 

masoară intensitatea fluorescenţei la diferite intervale de timp după impulsul de excitare al probei. Ȋn 

funcţie de proba studiată, atȃt pentru soluţii cȃt şi pentru probe solide au fost utilizate filtre de tip cut-off 

de 590 nm. Funcţia de răspuns a aparatului a fost masurată utilizȃnd o soluţie de dispersie Ludox. Softul 

de tip FelixGX de la OBB (Birmingham, NJ, SUA) a fost utilizat pentru analiza dinamicii degradării, de 

la 1 la 4 exponenţiale şi de asemenea analiza distribuţiei timpului de viaţa [Branco şi colab., 2005; 

metoda exponenţiala a seriilor (ESM). Diagrama schematică a sistemului LIL este descris ȋn referinţa 

Vieira Ferreira şi Ferreira Machado, 2007]. Un laser de tip N2 (modelul PTI 2000, cca. 600 ps FWHM, 

~1.0 mJ per impuls), a fost utilizat ȋn experimentele cu luminiscenţă indusă de laser.; ȋn acest caz 

lungimea de undă de excitare a fost 337 nm. Lumina de la iradierea probelor cu laser a fost colectată 

printr-o sondă cu fascicul de colimare cuplată la o fibră optică (silice topită) şi detectată de un dispozitiv 

Andor ICCD, model i-Star 720 (Andor Technology Limited, Belfast, UK). Dispozitivul ICCD a fost 

cuplat cu un spectrograf de tip Andor, model Shamrock 163. Sistemul poate fi utilizat prin captarea 

tuturor radiaţiilor emise de probă sau ȋn mod ,,time-resolved” şi acoperă cel puţin intervalul spectral 

250–950 nm. Spectrele de absorbţie şi emisie sunt obţinute ȋntr-un interval de timp de la nanosecunde la 

secunde. Cu acest sistem de lucru, atȃt spectrele de fluorescenţa sunt uşor de obţinut. Pentru 

determinările de oxigen singlet a fost utilizat un laser cu azot ca sursă de excitare şi un detector model 

InGaAs CCD (model i-Dus de la Andor) care funcţionează la temperaturi scăzute (−60°C), cuplat la un 

spectrograf fix (model Shamrock 163i de la Andor) [Ferreira şi colab., 2016]. Randamentul cuantic de 

generare a oxigenului singlet, , reprezintă numarul de molecule de oxigen  singlet (
1
O2) generate de 

porfirină la fiecare foton absorbit; determinările experimentale s-au făcut ȋn raport cu o referinţa, un 

compus pentru care valoarea  este cunoscută. Ȋn cazul compuşilor investigaţi, valorile ΦΔ au fost 

obţinute prin compararea ariei totale a spectrelor de emisie a porfirinelor cu cea a referinţei, ȋn soluţii 

obţinute ȋn acelaşi solvent şi cu densităţi optice identice.  

Prin comparaţie cu TPP ca referinţa [Wilkinson, 1985; Murov şi colab,. 1989; Eaton, 1989], 

rezultatele au demonstrat proprietăţi fluorescente bune pentru compuşii P2.2, P1.3, Zn(II)2.2, 

Zn(II)1.3 şi capacitatea acestora de a genera specii reactive oxigen singlet. Complexul 

Cu(II)2.2 nu a dovedit proprietăţi fluorescente. Ȋn studiile realizate eficienţa 

fotosensibilizatorilor ȋn generarea speciilor reactive, a fost evaluată prin determinarea 

randamentului cuantic de generare a oxigenului singlet (Φ∆). Determinarile au fost realizate ȋn 

soluţii obţinute prin dizolvarea compuşilor porfirinici ȋn chloroform; ca referinţă s-a utilizat 

fenazina. 

Randament de fluorescenţa (ΦF), timp de viaţa al fluorescenţei (τF) şi randament cuantic de 

generare a oxigenului singlet (Φ∆) pentru compuşii sintetizaţi 

Compus ΦF in EtOH τF (ns) in EtOH Φ∆ in CHCl3 

Phenazine 
(
*

)
 - - 0.84 

TPP 
(
*

) 
0.13 10.8 ± 0.1 - 

P2.1 0.06 8.7 ± 0.1 0.21 

P2.2 0.04 10.1 ± 0.1 0.16 

Zn(II)2.2 0.002 1.7 ± 0.05 0.17 

P1.1 0.06 5.1 ± 0.1 0.49 

P1.3 0.05 8.2 ± 0.1 0.32 

Zn(II)1.3 0.02 2.8 ± 0.05 0.24 
             (*) Ref. [Wilkinson, 1985; Murov  si colab,. 1989; Eaton, 1989; Rechmond  si Braslavsky, 1988]. 
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Spectre de emisie luminiscentă ale compuşilor P2.2 şi Zn(II)2.2 ȋn cloroform (referinţă-fenazina)  

Valorile Φ∆ obţinute experimental evidenţiază un potenţial bun de generare a oxigenului 

singlet pentru familia de fotosensibilizatori evaluată, cu rezultate mai bune ȋn cazul 

porfirinelor de tip bază liberă. Rezultatele obţinute se ȋncadrează ȋn valorile impuse unui 

fotosensibilizator [Murov şi colab., 1989; Wilkinson, 1985] şi permit atribuirea compuşilor 

investigaţi (excepţie Cu(II)2.2 ) a calităţii de candidaţi pentru terapia antitumorala prin 

fotosensibilizare. 

Concluzii 

 Liganzii şi combinaţiile complexe corespunzătoare cu ionii metalici Zn(II) şi Cu(II) au 

fost obţinuţi prin metode actualizate de sinteză, ȋn condiţii ecologice, cu posibilitatea 

monitorizării reacţiilor prin tehnici simple de laborator şi realizării unor protocoale de 

transfer de tehnologie către laboratoare micropilot cu specific ȋn sinteza substanţelor active 

antitumorale. 

 Evaluarea structurală şi spectrală a compuşilor obţinuţi, s-a realizat prin analiza 

elementală, analiza spectrală RMN, FT-IR, UV-Vis şi evaluarea profilului fluorescent al 

acestora.  

 Spectrele RMN, FT-IR şi UV-Vis au confirmat prezenţa structurilor porfirinice de tip 

A2B2 sau A3B ȋn probele investigate precum şi implicarea celor patru atomi de azot pirolici ȋn 

procesul de coordinare a ionilor metalici.  

 Analiza spectrală UV-Vis a confirmat absenţa fenomenelor de asociere moleculară ȋn 

soluţie pentru concentraţii de ordinul 10
-6

M şi absorbţii ȋn domeniul fototerapeutic pentru 

liganzii porfirinici P1.3 şi P2.2.  

 Solvenţii au demonstrat o influenţă slabă asupra profilului spectral al compuşilor 

investigaţi, cu mici modificari ȋn poziţionarea maximelor de absorbţie.  

 Evaluarea profilului fluorescent al noilor compuşi a urmărit determinarea 

randamentului de fluorescenţă, timpului de viaţă al fluorescenţei şi randamentului cuantic de 

generare a oxigenului singlet. Compuşii P2.2, P1.3, Zn(II)2.2 şi Zn(II)1.3 au demonstrat 

proprietăţi fluorescente bune. Cu excepţia complexului Cu(II)2.2, valorile obţinute pentru 

parametrii de fluorescenţă, se ȋncadrează ȋn valorile impuse unui fotosensibilizator şi permit 

atribuirea compuşilor investigaţi a calităţii de candidaţi pentru terapia antitumorala prin 

fotosensibilizare. 
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Evaluarea comportamentului biofizic la nivel membranar al compuşilor macrociclici 

tetrapirolici nou sintetizaţi 

Studiile privind efectul diferitelor molecule cu potenţial terapeutic asupra potenţialului de 

membrana sunt utilizate frecvent ȋn cercetarea biomedicală [Jensen şi Bräuner-Osborne, 2004; 

Parent şi colab., 2009; Panickar şi colab., 2009; Detre şi colab., 2006; Saar şi colab., 2005].  

Selectivitatea, transferul şi distribuţia moleculelor cu potenţial antitumoral, ȋn principal a 

structurilor de tip porfirinic, ȋn diferite tipuri de tesuturi şi celule, depinde ȋn mod evident de 

arhitectura structurală a fiecărui compus, prezenţa unui ion metalic ȋn macrociclul tetrapirolic 

şi profilul amfifil al moleculei (balanta hidrofob/hidrofila a moleculei). Ȋn plus, eficiența 

fotodinamică a unui fotosensibilizator porfirinic este direct corelată cu mecanismul de 

activare a acestuia şi distrugerea celulei maligne. 

Moleculele tetrapirolice cu rol de fotosensibilizator, pot traversa membrana celulară prin 

difuzie, prin endocitoză nespecifică sau chiar prin pinocitoză. Agregatele mari pot fi, de 

asemenea, internalizate prin fagocitoză [Rosenkranz şi colab., 2000]. Printre mecanismele de 

acţiune implicate ȋn terapia fotodinamică, se numără peroxidarea lipidică indusă de oxigenul 

singlet generat prin iradiere ȋn prezenţa moleculei tetrapirolice sau mecanismul de modulare a 

canalelor gramicidin A [Lavi şi colab., 2002; Dror şi colab., 2009; Rokitskaya şi colab., 

2015]. Studiile privind evaluarea potenţialului transmembranar se realizează prin diferite 

tehnici, apelȃnd la molecule (sonde) cu proprietăţi fluorescente dependente de potenţial şi care 

permit o metodă indirectă de evaluare a transferului ionic prin membrana celulară. Sondele 

potenţiometrice utile monitorizării modificărilor de potenţial transmembranar ȋn cazul 

celulelor neexcitabile sunt cele cu raspuns lent de tip derivati ai acidului bis-barbituric; 

acestea au maxime de excitaţie ȋn intervalul spectral 490-590nm, leaga proteine intracelulare 

cu efect asupra creşterii intensităţii fluorescente şi deplasării maximului de emisie spre 

lungimi de undă mai mari. Depolarizarea membranei celulare determină creşterea semnalului 

fluorescent. Ȋn determinările experimentale am utilizat ca sondă fluorescentă, bis(1,3 acid 

dibutilbarbituric)trimetin oxonolul (DiBAC4 (3), o sondă fluorescentă care se leaga la 

proteinele membranei celulare cu rezultat ȋn creşterea semnalului fluorescent. Depolarizarea 

membranei generează o creştere a intensităţii de emisie; ȋn mod similar, hiperpolarizarea 

membranei diminuează fluxul sondei ȋn celulă, prin urmare semnalul fluorescent este redus 

comparativ cu celula normală (control) [Klapperstück şi colab., 2009].  

Studiul realizat ȋn cadrul acestei teze a urmărit evaluarea influenţei expunerii unor celule 

din linia celulară L929 la acţiunea de lungă durată (20 min) a compuşilor nou sintetizaţi 

asupra potenţialului transmembranar folosind sonda fluorescentă DiBAC4(3). Studiul s-a 

efectuat ȋntr-un experiment de fluorescenţă staţionară pentru compuşii P1.3, Zn(II)1.3, P2.2, 

Zn(II)2.2. 

Pentru evaluarea modificărilor de potenţial transmembranar s-a utilizat sonda de potenţial lenta 

DiBAC4 (3), de la Molecular Probes Fisher Scientific, Inc.; sub forma de soluţie 2mM (soluție stoc) ȋn 

DMSO care a fost pastrata la -20°C pe parcursul experimentelor. Probe de suspensie celulară 2 mL, au 

fost incubate la temperatura camerei, timp de 20 minute, cu compus porfirinic ȋn diferite concentraţii 

(domeniul 0,5-2,5 μM) şi s-a evaluat efectul porfirinelor asupra potenţialului transmembranar prin 

monitorizarea creşterii/scăderii intensitaţii emisiei fluorescente a sondei DiBAC4 (3) masurată la 513 

nm, cu excitaţe la 495 nm (unități relative). Concentrația sondei pe celule a fost de 2 μM. Ca martor s-

au folosit seturi de celule incubate numai cu solvent PEG 200. Pentru fiecare compus porfirinic de 

testat s-au preparat soluţii stoc 0,25 mM, care s-au utilizat pentru a testa efectul porfirinelor asupra 
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celulelor. Determinările experimentale s-au realizat cu un spectrofluorimetru Jasco FP 6500 iar 

rezultatele sunt exprimate ca efect relativ al porfirinelor asupra potenţialului transmembranar, utilizȃnd 

formula: Ie=100x(1-Ip/Im); (Im = semnal martor, Ip= semnal proba). Datorită faptului că porfirina bază 

liberă şi complexul cu Zn(II) prezintă fluorescența în apropierea lungimii de undă a sondei 

DiBAC4(3), am testat pentru primă dată dacă vreo interferență spectrală a stimulilor și a sondei ar 

putea afecta rezultatele. Astfel, lungimea de undă de excitare a probelor de testat a fost 405 nm și 

semnalul de emisie a fost monitorizat în intervalul spectral 500-600 nm. S-a remarcat faptul că emisia 

porfirinei în acest interval este foarte slabă, astfel încât nu poate exista nici o interferență spectrală 

între sondă și porfirine, adică semnalul sondei nu este afectat. 

Rezultatele au evidențiat faptul că, sub acțiunea porfirinelor dizolvate în PEG 200, în 

general, membrana celulară a fost depolarizată (adică, valoarea absolută a potențialului 

transmembranar a scăzut la probele incubate timp de 20 de minute cu porfirinele în 

comparație cu celulele martor). Depolarizarea, deși scăzută, a fost dependentă de doză. De 

remarcat faptul că, pentru proba ce conține cea mai mică doză de porfirină (0,5 μM), o 

hiperpolarizare membranară s-a manifestat în cazul compușilor testaţi. Acest efect s-ar putea 

datora dozei mici de compus porfirinic în celule, astfel încât efectul general asupra canalului 

este scăzut. Pentru complecşii Zn(II)1.3 şi Zn(II)2.2 efectul de depolarizare asupra membranei 

a fost superior celui manifestat de liganzii P1.3 şi P2.2. Rezultatele obţinute de noi sunt în 

acord cu cele obţinute de Horning şi colab. [Hornig şi colab., 2013], care a demonstrat faptul 

ca derivații de tetrafenilporfină se pot lega la canalul ionic de potasiu.  

 

 
Efectul 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirinei şi Zn(II)- 

5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirinei (c=0.5-2.5M, 

solvent PEG 200) asupra potenţialului transmembranar în celule de tip L929 

Studiile referitoare la influența structurilor porfirinice asupra potenţialului transmembranar 

au demonstrat că unul dintre mecanismele prin care porfirinele pătrund în membrana celulară 

este difuziunea pasivă, oarecum inhibată la temperaturi mai scăzute [Szeimies şi colab., 

1996]; Berg şi colaboratorii au aratat că meso-tetrafenilporfirinele anionice se acumulează 

inițial în lizozomi, dar la iradierea celulelor își schimbă localizarea [Berg şi colab., 1991]. 

Redistribuirea indusă de iradiere a acestor compuși pare să depindă de starea ciclului celular 

[Strauss şi colab., 1995]. Acest lucru poate fi de asemenea luat în considerare pentru 

rezultatele noastre și se impune a fi un parametru de discuție în studii ulterioare. 
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Concluzii 

 Studiile au evidențiat un efect de depolarizare a membranei celulare sub influenta 

compuşilor testati, efect dependent de doza de compus porfirinic.  

 Atȃt ligandul porfirinic căt şi complexul corespunzator cu ionii Zn(II), exercită la 

concentrații mici un efect de usoară hiperpolarizare membranară. Cu creşterea concentrației, 

efectul polarizant al porfirinelor se diminuează.  

 În prezența soluțiilor cu un conținut de 2μM complex (Zn(II)1.3, Zn(II)2.2) sau ligand 

(P1.3, P2.2) s-au inregistrat efecte de depolarizare membranară, fenomen mai pronunțat în 

cazul complecşilor.  

 Studiile au evidențiat un efect de depolarizare a membranei celulare sub influenta 

compuşilor testati, efect dependent de doza de compus porfirinic.  

 Modelul dezvoltat,  prin experimentele prezentate cu stabilirea unei corelații ȋntre 

concentrația compusului activ şi efectul de polarizare a membranei celulare, reprezintă un 

protocol eficient în determinările ulterioare ce vizează dezvoltarea porfirinelor ca agenți 

teranostici. 

Evaluarea in vitro la nivel celular a 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-

3-metoxifenil)porfirinei şi complecşilor corespunzători cu ionii Zn(II) şi Cu(II). Studii 

pe linii de celule tumorale umane de adenocarcinom de colon HT-29, fibroblaşti de 

şoarece din linia L929, celule PBMC şi celulele monocitare umane SC 

Evaluarea in vitro la nivel celular a compuşilor seriei P2.2 s-a realizat utilizând linii de celule 

umane de adenocarcinom de colon HT-29 (linie standard, nr. catalog ATCC HTB-38), fibroblaşti 

de şoarece din linia L929 (linie standard, nr. catalog ATCC CCL-1), celule primare 

mononucleare (PBMC) izolate din sânge periferic şi celulele monocitare umane SC (linia 

celulară ATCC® CRL-9855™).  

Determinările experimentale s-au realizat în relaţie cu concentrația în compus porfirinic şi 

timpul de acţiune prin monitorizarea următorilor parametri celulari: 

 gradul de încorporare celulară a structurilor tetrapirolice  

 viabilitatea şi multiplicarea celulară, evaluate prin testul reducerii sării de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium (MTS) 

 integritatea membranară (moartea celulară), evaluată ca integritate a membranei 

plasmatice prin testul eliberării extracelulare a lactat dehidrogenazei (LDH) 

 gradul de apoptoză şi necroză celulară 

Au fost realizate şi investigații privind biocompatibilitatea solventului PEG 200 la diluții 

mai mari de 1/500. Au fost testați compuşii macrociclici porfirinici de tip ligand şi combinație 

complexă cu ioni metalici Zn(II) sau Cu(II):  

 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (P2.2) 

 Zn(II)-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (Zn(II)2.2) 

 Cu(II)-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina 

(Cu(II)2.2) 

Determinările experimentale au fost realizate în cadrul Institutului Național de Cercetare 

Dezvoltare în Domeniul Patologiei şi Ştiintelor Biomedicale ,,Victor Babeş”, Bucureşti; 

rezultatele obţinute au fost diseminate prin publicarea lor în articolul: Studies on the synthesis, 



22 
 

photophysical and biological evaluation of some unsymmetrical meso-tetrasubstituted phenyl 

porphyrins, Molecules, 22, 1815, doi:10.3390/molecules22111815, 2017. 

Evaluarea profilului citotoxic al compuşilor seriei P2.2 s-a realizat in vitro în intervalul de 

concentrații 0-20 μM. Compuşii de testat au fost dizolvați inițial în PEG 200 (sigma-Aldrich) 

în concentrații de 10mM. Celulele tumorale HT-29 și fibroblastele L929 au fost tratate cu 

compuși porfirinici timp de 48 ore, în timp ce PBMC au fost tratate doar 24 ore, ținând cont 

de faptul că fotosensibilizatorii sunt mai rapid eliminați din sânge decât din tumori şi țesuturi. 

Pentru prepararea soluțiilor de fotosensibilizatori a fost utilizat PEG 200, acesta fiind unul 

dintre solvenţii des utilizaţi în formularea farmaceutică deoarece nu favorizează agregarea 

moleculară prin asocierea structurilor porfirinice. Mai mult, este cunoscut faptul că PEG 200 

limitează absorbția nanostructurilor de către fagocitele sanguine, crescând astfel 

biodisponibilitatea acestora [Karra şi Borlak, 2012]. Au fost investigate diluții necitotoxice ale 

PEG 200 (PEG, 1/4000-1/500). Ținând cont de faptul că PEG 200 poate atinge concentrații 

mai mari în sânge și țesut imediat după inocularea intravenoasă a fotosensibilizatorului, un 

studiu suplimentar a fost realizat şi pentru concentrații mai mari in PEG 200 (diluții PEG 

10x1/400-1/50). Alegerea celulelor tumorale HT-29 şi fibroblaştii de șoarece L929, celule 

relevante pentru nișa tumorală [Melzer şi colab., 2017], a fost justificată de faptul că, 

porfirinele seriei P2.2 sunt vizate pentru utilizarea lor ca noi markeri şi fotosensibilizatori în 

terapia fotodinamică a tumorilor solide. Alegerea celulelor tumorale HT-29 pentru studii a 

fost justificată de faptul ca în procesul de iradiere în cadrul terapiei fotodinamice, lumina 

poate fi transmisă prin fibre optice, mai uşor către formațiunea tumorală, şi astfel se poate 

obține o iradiere eficientă a tumorii și o interacțiune minimă a luminii cu țesuturile normale.  

Considerând faptul că fotosensibilizatorii sunt în general administrați intravenos iar 

celulele de tip PBMC vor fi expuse unei concentrații semnificative de porfirină, în studiile in 

vitro la nivel celular am inclus şi celule mononucleare periferice umane (PBMC). 

Determinările experimentale au urmărit evaluarea capacității de acumulare a compusului P2.2 

la nivel celular precum şi efectele P2.2, Zn(II)2.2, Cu(II)2.2 asupra functionalității celulare, 

respectiv asupra parametrilor viabilitate/proliferare celulară şi integritate membranară.  

Celulele HT-29 şi L929 au fost menținute în mediu de cultură DMEM suplimentat cu 10% ser fetal 

bovin (FBS, Biochrom) şi soluție de antibiotic/antimicotic (Sigma-Aldrich). După încarcare, celulele 

aderente au fost tripsinizate utilizând 0.25%/0.02%-Trypsin/EDTA (Biochrom). Celulele primare 

mononucleare (PBMC) au fost izolate din sânge periferic. Sângele a fost recoltat în vacutainere cu 

heparina litica de la donatori voluntari sanatoşi. PBMC au fost izolate din sânge prin centrifugare 

[Boyum, 1968], utilizând soluție de separare Biocoll (Biochrom). PBMC s-au izolat și s-au 

resuspendat în mediu RPMI 1640 suplimentat cu ser fetal bovin 10% (FBS, Biochrom) și soluție 

antibiotic-antimicotic (Sigma-Aldrich). În studiile privind gradul de încorporare celulară s-au utilizat 

celulele monocitare umane SC (linia celulară ATCC® CRL-9855™), cultivate în mediu de cultură 

IMDM (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS, 

Biochrom) şi soluție de antibiotic/antimicotic (Sigma-Aldrich), 1% supliment HT (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA USA) şi 0.1% 2-mercaptoetanol (Sigma). Concentrația şi viabilitatea 

celulelor s-au determinat la microscopul optic prin numărare în camera Burker-Turk în albastru de 

tripan (20 μL suspensie celulară omogenizată cu 20 μL albastru de tripan). Viabilitatea celulară a fost 

evaluată prin testul de excludere cu albastru de triptan; în experimente au fost utilizate doar suspensiile 

celulare cu viabilitate peste 95%. Pentru experimente, celulele au fost însămânțate în plăci de cultura 

cu 96 godeuri, cu densitate de: 30.000 cell HT-29/cm
2
 şi 15.000 cell L929/ cm

2
. Celulele au fost 

incubate peste noapte la 37°C în 5% CO2 pentru a permite aderența lor. Celulele PBMC şi SC au fost 
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pasate şi reînsămânțate în plăci de cultură sterile cu 96 godeuri la o densitate de 1x10
5
celule/godeu și 

s-au utilizat imediat pentru experimente. Compușii porfirinici sau solventul PEG 200 au fost adaugați 

în celule. Volumul probei finale a fost de 100 μL/godeu. Probe acelulare, conținand doar mediu de 

cultura au fost utilizate pentru stabilirea fondului. Toate probele au fost incubate la 37°C în 5% CO2 

timp de 48 de ore în cazul liniilor celulare, sau timp de 24 de ore în cazul PBMC. 

Capacitatea de localizare la nivel celular a compusului 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-

10,15,20-tris-(4-acetoxi-3-metoxifenil)porfirina (P2.2) 

Studiul privind capacitatea de localizare intracelulară a structurilor tetrapirolice nou 

sintetizate s-a realizat doar asupra compusului P2.2, acesta fiind caracterizat de un profil 

fluorescent superior complecşilor Zn(II)2.2 şi Cu(II)2.2. Pentru evidențierea diferențelor 

structurale asupra capacității de integrare intracelulară, compusul P2.1 cu structură simetrică, 

a fost studiat ca referință. Datorită proprietăţilor fluorescente remarcabile ale compusului 

P2.2, încorporarea acestuia în celule s-a putut determina prin citometrie în flux ca fluorescența 

medie intracelulară. Celulele monocitare umane SC au fost cultivate şi tratate cu P2.2. După 

încarcare, celulele aderente au fost tripsinizate utilizând 0.25%/0.02%-Trypsin/EDTA (Biochrom). 

Celulele detaşate şi celulele neaderente au fost spălate de două ori prin centrifugare cu tampon fosfat 

salin (TFS -Gibco) rece şi au fost resuspendate în live cell imaging solution (Thermo Fisher 

Scientific). Citirea probelor s-a realizat imediat la citometrul în flux (BD FACSCalibur sau BD FACS 

Canto de la Becton Dickinson), utilizând pentru excitare un laser de 488 nm, iar emisia a fost 

înregistrată în canalul de fluorescența FL3 (roşu). Datele au fost achiziționate şi prelucrate la 

citometrul în flux cu ajutorul programului CellQuest sau DIVA (BD Biosciences). Datele au fost 

exprimate ca intensitate medie de fluorescență exprimată în unități de fluorescență arbitrare. Imaginile 

ce redau încorporarea celulară a compusului P2.2 au fost obţinute prin microscopie confocală. Celulele 

monocitare SC tratate cu P2.2 au fost spalate de două ori cu tampon fosfat rece, şi fixate 15 minute cu 

FluoroFix (BioLegend, San Diego, CA, USA) si apoi colorate cu 1.0 μg/mL 4′,6-diamidino-2-

phenylindol (DAPI) (Sigma-Aldrich). Probele au fost analizate cu un microscop confocal Leica TCS 

SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germania) iar imaginile au fost achiziţionate cu softul LASX 

(Leica Microsystems). Rezultatele experimentale obţinute în cazul celulelor SC monocitare 

umane tratate timp de 24 ore cu 10µM P2.2 au relevat o fluorescența intracelulară 

semnificativ mai mare comparativ cu cea a celulelor tratate cu P2.1 în aceleași condiții 

experimentale. Deoarece valorile randamentelor cuantice de emisie fluorescentă sunt 

apropiate în cazul celor doi compuşi investigați (ΦF=0.06 pentru P2.1 şi ΦF=0.04 pentru 

P2.2), se poate afirma că P2.2 se acumulează mult mai usor la nivel celular comparativ cu 

forma simetrică P2.1. Acesta a fost unul dintre principalele argumente în continuarea evaluării 

potenţialului biomedical al compusului porfirinic cu structura asimetrică P2.2. 

Potenţialul de internalizare celulară a structurii asimetrice P2.2, a fost evaluat pentru trei 

tipuri celulare (HT-29, L929 şi PBMC), timp de incubare de 24 de ore şi concentrații în 

compus porfirinic în intervalul 0–10μM. În studiu au fost incluse celule tumorale (linia 

celulară de adenocarcinom uman de colon HT-29) dar şi celule normale (linia celulară de 

fibroblaste de șoarece L929 şi leucocite primare izolate din sânge uman, PBMC). Celulele 

normale au fost utilizate pentru a identifica potenţiale efecte negative exercitate la întuneric de 

către fotosensibilizatorii testați. Celulele tumorale au fost utilizate avand în vedere aplicația 

medicală a fostosensibilizatorilor nou sintetizați pentru PDT în cancer (tumori solide). Cea 

mai mare capacitate de încorporare a fotosensibilizatorului P2.2 a fost evidențiată în cazul 

celulelor umane de adenocarcinom de colon HT-29, urmate de fibroblaşti de soarece din linia 

L929 (p <0,005) şi celulele primare mononucleare (PBMC). Rezultatele experimentale indică 
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pentru porfirina P2.2, cel mai bun grad de încorporare în celulele tumorale de tip HT-29 şi o 

biodisponibilitate bună; în celule de tip PBMC rata de acumulare a ligandului P2.2 este 

scăzută. Complexul Zn(II)2.2 se încorporează în celulele tumorale de tip HT-29 și cele 

aparținând liniei L929, dar probabil, datorită fluorescenței sale mai scăzute comparativ cu 

P2.2, intensitatea medie a fluorescenței celulelor tratate cu Zn(II)2.2 a fost de aproximativ 

șapte ori mai mică decât în cazul ligandului P2.2. Cu toate acestea, încorporarea celulară a 

Zn(II)2.2 poate fi monitorizată prin măsurători de fluorescență. Imaginile obţinute prin 

microscopie electronică sugerează faptul că, pentru o concentrație de 10µM, moleculele 

fotosensibilizatorului P2.2 se distribuie în citosolul celulelor tumorale HT-29, cel mai 

probabil lângă membrana plasmatică. Studiul detaliat privind localizarea porfirinei P2.2 la 

nivel subcelular este justificat de cercetările ulterioare privind stabilirea mecanismelor în 

procesul de terapie fotodinamică, deoarece tipul de localizare a fotosensibilizatorului poate 

dicta în mod decisiv rezultatul PDT relativ la tipul de moarte celulară declanșată [Agostinis şi 

colab., 2011].  

  
a.                                                                      b. 

Încorporarea compuşilor P2.2 şi P2.1 (c = 10 µM) în celulele monocitare umane SC (timp de incubare 

24 ore). Încorporare celulară evaluată prin citometrie în flux ( excitare = 488 nm; emisia a fost 

înregistrată în canalul de fluorescența FL3-roşu). Rezultatele sunt prezentate ca: (a) intensitate medie 

de fluorescența (unități de fluorescență arbitrare) şi coeficientul de variație (CV) a distribuţiei 

fluorescenței celulare (b) histograma reprezentativă (Control, P2.1, P2.2). 

 

          
(a)                                                        (b) 

(a) Încorporarea celulară a compusului P2.2. în celulele tumorale umane de adenocarcinom de colon 

HT-29, fibroblaşti normali de soarece din linia L929 şi celule PBMC; timpi de incubare 24 ore, c = 0–

10μM. (b) Încorporarea celulară a complexului Zn(II)2.2 comparativ cu ligandul P2.2., în celule HT-

29 şi L929 tratate 24 h cu compus porfirinic de concentrație 10 μM. Încorporarea celulară a fost 

evaluată prin citometrie în flux (utilizând pentru excitare un laser de 488 nm; emisia a fost înregistrată 

în canalul de fluorescența FL3 -roşu). Rezultatele sunt prezentate ca medie ± abatere standard a mediei 

pentru triplicate de probe. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agostinis%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agostinis%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21617154
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Imagine reprezentativă privind încorporarea de către celulele tumorale de adenocarcinom uman din 

linia HT-29 a compusului P2.2 (10 µM) cu fluorescența roşie. Imaginea a fost obţinuta prin 

microscopie confocală. Nucleii au fost colorați cu DAPI (albasru).  

 

Efectul in vitro al compuşilor porfirinici asupra viabilitații și proliferării celulare 

Viabilitatea și proliferarea celulelor în prezența și absența compușilor porfirinici sau 

solventului PEG 200 a fost evaluată ca număr de celule metabolic active folosind testul 

reducerii MTS. În experiment s-a utilizat kitul CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay de la Promega Corporation cu aplicarea metodologiei recomandata de 

producator (https://www.promega.ro/resources/protocols/technical-bulletins/0/celltiter-96-

aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-system-protocol). Kitul folosit în determinările 

experimentale conţine sare de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-

sulfofenil)-2H-tetrazoliu (MTS) şi un compus cuplat electronic (fenazin etosulfat; PES). MTS 

este încărcat negativ și nu penetrează ușor celulele, dar se combină cu acceptorul de electroni 

PES care poate transfera electroni din citoplasma sau membrana plasmatică pentru a facilita 

reducerea tetrazoliului într-un produs formazan colorat şi solubil în mediu de cultura 

[Moravec şi colab., 2004]. Această conversie este posibilă în prezența NADPH sau NADH 

produse de dehidrogenazele din celulele metabolic active [Berridge şi Tan, 1993]. Prin 

măsurarea numărului de celule metabolic active, testul de reducere MTS oferă informații 

despre viabilitatea și proliferarea celulelor în cultură.  

Celulele au fost cultivate în plăci de cultură cu 96 godeuri, în 100 µL mediu de cultură, în 

absența sau prezența derivatului porfirinic sau a solventului PEG 200. Celulele aderente au 

fost precultivate 24 de ore pentru a permite celulelor să adere la godeu. Celulele neaderente 

investigate au fost direct cultivate în prezența compusului porfirinic sau a solventului PEG 

200. După încheierea timpului de incubare/tratament cu porfirină a celulelor, în fiecare probă 

se adaugă 20μL din reactivul kitului. Celulele vor fi incubate încă 3ore (depinzând de tipul de 

celule şi de metabolismul redox al acestora) la 37
o
C, în atmosferă de 5% CO2, pentru a 

permite dezvoltarea reacției de reducere a MTS de către celulele metabolic active. Densitatea 

optică (DO) a probelor şi controalelor s-a măsurat la 490 nm fața de referința de 620nm, la 

sfârşitul perioadei de incubare (cititor ELISA -Tecan Sunrise, prevăzut cu program de analiză 

https://www.promega.ro/resources/protocols/technical-bulletins/0/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-system-protocol/
https://www.promega.ro/resources/protocols/technical-bulletins/0/celltiter-96-aqueous-one-solution-cell-proliferation-assay-system-protocol/
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a datelor). DO a fost corectată în probele celulare prin scaderea DO a probelor acelulare 

(soluție derivat porfirinic în PEG 200 şi mediu de cultură, sau mediu de cultură). Rezultatele 

sunt prezentate ca medie ± abatere standard a mediei (SEM) pentru triplicate de probă.  

Rezultatele experimentale au demonstrat că proliferarea și viabilitatea celulelor tumorale 

HT-29 sau fibroblaştilor L929, expuse timp de 48 ore la soluțiile compuşilor porfirinici nu au 

fost semnificativ modificate comparativ cu probele tratate doar cu solventul PEG 200.  

Diferențe semnificative au fost observate în culturile PBMC, pentru comportamentul 

compușilor porfirinici testați.  

În timp ce ligandul P2.2 nu afectează semnificativ viabilitatea celulelor PBMC, reducerea 

MTS a fost semnificativ scăzută de complecşii Zn(II)2.2 (c=20μM) şi Cu(II)2.2 (c=10-20μM). 

În plus, s-a constatat faptul că efectul in vitro exercitat de Cu(II)2.2 asupra viabilității 

celulelor de tip PBMC, este mult mai intens comparativ cu efectul Zn(II)2.2.  

Cu(II)2.2 manifestă efect inhibitor asupra proliferării celulare începand cu concentrații mai 

mici (10 μM) comparativ cu Zn(II)2.2 (20 μM). Pentru concentrații 20μM în Cu(II)2.2, s-a 

înregistrat un efectul inhibitor pronunțat, o scădere a reducerii MTS la 68% în PBMC tratat cu 

Cu(II)2.2, comparativ cu răspunsul de 77% indus de Zn(II)2.2. 

 

         
a.                                                   b. 

 
c. 

Efectul exercitat in vitro de compuşii seriei P2.2 şi solventul PEG200 asupra viabilității/multiplicării 

celulelor tumorale umane de adenocarcinom de colon HT-29 (a), fibroblaştilor normali de şoarece din 

linia L929 (b) şi celulelor PBMC (c); evaluare prin testul reducerii MTS pentru concentrații în compus 

porfirinic c = 0–20μM, timpi de incubare 24h (PBMC) sau 48h (HT-29 şi L929); rezultate exprimate 

ca medie ± abatere standard a mediei pentru triplicate de probă. *p < 0.05, **p < 0.01 comparativ cu 

solventul 
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Efectul in vitro al compuşilor porfirinici asupra integrității membranare  

Evaluarea integrității membranare şi implicit a potenţialulului citotoxic al compuşilor 

testați s-a realizat prin testul eliberării lactat dehidrogenazei (LDH) utilizând kitul colorimetric 

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega Corporation)  si metodologia 

producatorului (https://www.promega.ro/resources/protocols/technical-bulletins/0/cytotox-96-

non-radioactive-cytotoxicity-assay-protocol). S-a analizat activitatea enzimatică a LDH în 

supernatantul de cultură. LDH este o enzimă solubilă, stabilă, cu localizare citosolică, care 

este eliberăta în spațiul extracelular atunci când membrana celulară este distrusă. Prin urmare, 

prezența LDH în supernatantul culturii este un indicator al morții celulare, cel mai probabil 

reflectând necroza celulară [Chan şi colab., 2013]. 

Pentru precizie, eliberarea LDH și reducerea MTS au fost măsurate în aceleași probe 

experimentale. La sfarşitul perioadei de incubare placile de cultura au fost centrifugate la 200rpm, 
5min pentru clarificarea supernatantului de cultură în vederea recoltării a 50µL din acesta. Peste cei 50 

µL de supernatant s-au adaugat 50µL din reactivul de detecție a kitului. Probele au fost incubate 30 

min la temperatura camerei şi la intuneric pentru a permite dezvoltarea reacției LDH. Reacția LDH a 

fost stopată la final cu reactivul de blocare a reacției din kitul mai sus mentionat. La un cititor ELISA 
(Tecan Sunrise), prevăzut cu program de analiză a datelor, s-a măsurat densitatea optica (DO) a 

probelor şi controalelor la lungimea de undă 490 nm fată de referința de 620 nm. DO a fost corectată 

în probele celulare prin scaderea DO a probelor acelulare (soluție derivat porfirinic în PEG 200 şi 
mediu de cultura, sau mediu de cultura). Rezultatele sunt prezentate ca medie ± abatere standard a 

mediei (SEM) pentru triplicate de probă.  

Rezultatele experimentale au demonstrat că ligandul P2.2 și complexul Zn(II)2.2 nu 

manifestă un efect semnificativ asupra eliberării LDH de catre celulele tumorale HT-29 şi 

fibroblaştii L929. Rezultatele obţinute au fost în acord cu datele privind efectul compuşilor 

mentionați asupra reducerii MTS şi anume faptul că P2.2 și Zn(II)2.2 nu afectează 

semnificativ viabilitatea tipurilor de celule menționate mai sus.  

 
a. 

  
b.                                                                  c. 

Efectul exercitat in vitro de compuşii seriei P2.2 şi solventul PEG200 asupra morții celulelor tumorale 

umane de adenocarcinom de colon HT-29 (a), fibroblaştilor normali de şoarece din linia L929 (b) şi 

celulelor PBMC (c); evaluare prin testul eliberării LDH pentru concentrații în compus porfirinic c = 0–

20μM, timpi de incubare 24h (PBMC) sau 48h (HT-29 şi L929) cu rezultate exprimate ca medie ± 

abatere standard a mediei pentru triplicate de proba. * p < 0.05, ** p < 0.01 comparativ cu solventul 

https://www.promega.ro/resources/protocols/technical-bulletins/0/cytotox-96-non-radioactive-cytotoxicity-assay-protocol
https://www.promega.ro/resources/protocols/technical-bulletins/0/cytotox-96-non-radioactive-cytotoxicity-assay-protocol
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Complexul Cu(II)2.2 determină o scădere neașteptată a reacției LDH în supernatantul 

culturilor celulare HT-29 și L929, deşi la testul reducerii MTS, Cu(II)2.2 nu a modificat 

numărul de celule metabolic active. Astfel, pentru o concentrație de 10μM, Cu(II)2.2 inhibă 

eliberarea LDH în culturile de celule HT-29 la 72% și 83% în culturile de celule L929 (p 

<0,05), din valoarea probelor tratate cu solvenți (p <0,01).  

Concentrații mai mari de Cu(II)2.2 (20 μM) au avut un efect inhibitor și mai pronunțat, 

determinând reducerea răspunsului LDH atât în celulele tumorale HT-29, cât și în fibroblaştii 

L929 până la aproximativ 44% din efectul indus de solvent (p < 0,05).  

Acțiunea inhibitoare a fost aparent determinată de inactivarea enzimei LDH de către ionii 

Cu(II), aşa cum s-a demonstrat în probe acelulare ce conțin doar mediul complet de cultură 

DMEM. 

 
a.                                                                   b. 

Activitatea celulară a LDH în mediu complet de cultură DMEM, tratat cu complex Cu(II)2.2 sau 

solvent PEG 200 timp de 48 de ore (a) sau 24 de ore (b). Rezultate exprimate ca medie ± abatere 

standard a mediei pentru triplicate de proba. Efectul Cu(II)2.2 raportat la PEG 200 este prezentat 

procentual. 

 

Efectele suplimentare ale complexului Cu(II)2.2 asupra activității celulare a LDH, nu pot fi 

excluse, având în vedere că acțiunea inhibitoare a fost mai pronunțată în  sistemele celulare 

decât cele acelulare [Pamp şi colab., 2005].  

În cazul celulelor PBMC, eliberarea LDH nu a fost afectată statistic de nici unul dintre 

compuşii studiați. De remarcat faptul că la concentrații de 20 μM ale complexului Zn(II)2.2 

scăderea reducerii MTS nu a fost însoțită de creşterea semnificativă a eliberării LDH. 

Probabil, la concentrații 20μM, porfirina Zn(II)2.2 inhibă metabolismul celulelor PBMC, dar 

nu declanșează moartea celulară prin necroză.  

Evaluarea procesului de apoptoză şi necroză celulară 

Pentru obținerea unor informații mai detaliate despre moartea celulară, s-a investigat, prin 

citometrie în flux, apoptoza și necroza PBMC tratate 24 h cu 5–20 µM Zn(II)2.2, utilizând ca 

referința celule tratate cu PEG 200.  

Fenomenul fiziologic de apoptoză este caracterizat de anumite trăsături morfologice care 

includ pierderea asimetriei de membrană, condensarea citoplasmei şi a nucleului, clivarea 

internucleozomală a ADN [Cheng şi colab., 2008]. 

La nivelul celulelor apoptotice, fosfatidil serina (FS) – fosfolipid membranar – este 

translocata de pe fata interna pe cea externa a membranei astfel incat FS devine expusa 

micromediului celular extern. Anexina V este o proteină de 35-36 kDa, Ca
2+

 dependentă, care 

se leagă cu mare afinitate la celulele care expun FS. Anexina V poate fi conjugată cu un 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pamp%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15875809
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fluorocrom, FITC. Aceasta cuplare contribuie deopotrivă la menținerea afinității înalte pentru 

FS şi serveşte drept marcator sensibil pentru analiza în citometrie în flux a celulelor antrenate 

pe calea apoptozei. Iodura de propidium (PI), este un marcator standrad în citometrie pentru 

viabilitate celulară, astfel celulele viabile cu membrana intactă vor exclude PI. Celulele non-

viabile sunt permeabile pentru PI. Celulele marcate pozitiv pentru anexina V-FITC şi negativ 

pentru PI, sunt apoptotice. Marcarea pozitivă atât pentru anexina V-FITC cât şi pentru PI, sunt 

fie în apoptoză târzie, sunt angajate în necroza sau moarte. Celulele vii sunt negative atât 

pentru anexina V-FITC cât şi pentru PI. Identificarea gradului de apoptoză la celulele incubate 

cu porfirinele de sinteză, s-a realizat prin marcarea cu Anexina V – FITC. Acest marcator se 

leagă cu înaltă specificitate de fosfolipidul de membrana fosfatidil serina, încărcată negativ, 

care este expusă pe fața externă a membranei doar de către celulele care s-au angajat în 

procesul fiziologic al apoptozei.  

Apoptoza şi necroza celulelor de tip PBMC a fost evaluată prin citometrie în flux utilizând 

testul Anexina V-Iodura de propidiu (PI) (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, Becton 

Dickinson)- evaluarea prin citometrie în flux a asimetriei și permeabiliătății membranare 

asociate apoptozei și respectiv necrozei celulare. 

În experiment celulele PBMC la o concentrație 1x10
5
 celule/ml au fost tratate pentru 24h 

cu compus porfirinic sau solvent PEG 200), apoi spălate de două ori cu tampon fosfat salin 

(PBS) rece şi o dată cu Anexina V (prin centrifugare pentru 5 min la 1200 rpm şi 4
o
C).  

Celulele PBMC în Annexin V (10
5
 cells/100 µL) au fost marcate prin adiția de 5 µL soluție 

Anexina V-FITC şi 5µL soluție iodură de propidium; probele s-au incubat la temperatura 

camerei şi întuneric timp de 15 minute. Marcarea a fost oprită prin adăugarea a 450 µL 

tamponul de legare (Annexin V) şi populațiile celulare; probele au fost analizate în decurs de 

o ora utilizând citometrul în flux FACSCalibur (Becon Dickinson). Achiziția şi analiza datelor 

s-a realizat utilizând software-ul BD CellQuest (Becton Dickinson).  

Rezultatele analizei sunt exprimate în procent de celule caracterizate de anumite stadii 

apoptotice: apoptoză timpurie, apoptoză târzie sau necroză (Annexin V-FITC Apoptosis 

Detection kit I, Becton Dickinson). Celulele marcate pozitiv pentru Anexina V au fost 

considerate apoptotice; celulele marcate negativ pentru Anexina V şi pozitiv pentru PI au fost 

considerate în necroza sau moarte.  

      
a.                                                                       b. 

Apoptoza (a) şi necroza (b) celulelor de tip PBMC tratate timp de 24 h cu soluții ale Zn(II)2.2 în 

solventul PEG 200 (c=0-20 μM); evaluare prin citometrie în flux utilizând testul Anexina V-Iodura de 

propidium (PI). Celulele marcate pozitiv pentru Anexina V au fost considerate apoptotice în timp ce 

pentru celulele marcate negativ pentru Anexina V şi pozitiv pentru PI au fost considerate în necroză 

sau moarte. 
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Datele experimentale indică faptul că, începand de la concentrații de 10µM, Zn(II)2.2 

declanşează o creștere dependentă de concentrație a PBMC apoptotice în cultură de 24 de ore.  

Necroza a fost de asemenea evidentă, dar procentul de celule PBMC necrotice nu a depășit 

8%. Acesta este motivul pentru care eliberarea LDH, nu a fost considerată ca fiind 

semnificativ afectată de Zn(II)2.2.  

Solutiile ce conțin 10–20 μM Cu(II)2.2, induc o ușoară creștere a eliberării LDH în 

culturile celulare PBMC.  

Prin corelarea acestor rezultate cu scăderea reducerii MTS indusă de 10-20 μM Cu(II)2.2, 

se confirmă faptul că, pentru concentrații mai mari de 10 μM, porfirina Cu(II)2.2 manifestă 

citotoxicitate în raport cu celulele PBMC umane. Corelând acest aspect cu efectul inhibitor 

înregistrat la 48 h în probele acelulare, se presupune că activitatea Cu(II)2.2 este dependentă 

de timp, efectul inhibitor se manifestă la timpi mai mari de incubare. 

În concluzie, dintre compuşii porfirinici investigați, ligandul P2.2 nu afectează viabilitatea 

si/sau proliferarea celulelor tumorale sau normale investigate şi poate fi considerat candidat 

promițător pentru dezvoltarea lui ca fotosensibilizator destinat terapiei fotodinamice a 

cancerului.  

Structurile porfirinice complexe Zn(II)2.2 şi Cu(II)2.2 au obţinut, prin determinările in 

vitro la nivel celular, un profil citotoxic mai putin convenabil aplicării lor în PDT, comparativ 

cu P2.2. Din aceste considerente, aplicarea Zn(II)2.2 în terapia antitumorală (PDT) va fi 

limitată de efectele sale toxice manifestate pentru concentrațtii mai mari (20 μM), asupra 

metabolismului/viabilității celulelor de tip PBMC.   

Pentru Cu(II)2.2 rezultatele au demonstrat o toxicitate mai mare asupra celulelor sanguine 

PBMC, în intervalul de concentratii 10–20μM, nu numai prin scăderea 

viabilității/metabolismului celulelor PBMC, dar şi prin inhibarea activității LDH. Din acest 

motiv complexul porfirinic Cu(II)2.2 nu poate fi considerat ca potenţial agent teranostic în 

cancer.  

Efectul in vitro exercitat de compuşii 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-

acetoxi-3-metoxifenil)porfirina şi Zn(II) 5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,15,20-tris-(4-

acetoxi-3-metoxifenil)porfirina în soluții cu concentrații mari de PEG 200 

Ținând cont de faptul că solventul PEG 200 poate atinge concentrații mari în sânge și țesut 

imediat după administrarea intravenoasă a fotosensibilizatorului, am investigat şi efectul 

compușilor P2.2 și Zn(II)2.2 în prezența unei concentrații mai mari de PEG 200 (dilution PEG 

10x, 1/400–1/50). Rezultatele au evidențiat o scădere a reducerii MTS în cazul celulelor HT-

29 la 42% comparativ cu celulele netratate (p <0,05), în timp ce diluțiile PEG 200 mai mari 

(1/500) nu au manifestat efecte semnificative.  

Un efect inhibitor similar al PEG 10x (diluție 1/50) a fost observat în cazul fibroblaştilor 

L929 pentru care reducerea MTS a scăzut la 59% din răspunsul celulelor netratate (p <0,001); 

soluțiile diluate ale porfirinelor în PEG 200 (diluții 1/500) nu au manifestat un efect 

semnificativ asupra reducerii MTS. 

Rezultatele experimentale au evidențiat faptul că inhibarea metabolismului celular 

(citotoxicitatea) apare în tumorile şi țesuturile în care se poate acumula PEG 200 în timpul 

PDT cu fotosensibilizatorii porfirinici. La diluție 1/50 PEG 10x s-a înregistrat o tendința de 

scădere a procesului de reducere a MTS în cazul PBMC, fără diferențe semnificative din 

punct de vedere statistic comparativ cu celulele netratate. Prin urmare, 
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viabilitatea/metabolismul celulelor PBMC nu vor fi influențate semnificativ de concentrații 

mai mari ale PEG 200, concentrații rezultate prin acumularea locală a acestuia în timpul 

administrării intravenoase a soluției de fotosensibilizator.  

Efectul exercitat asupra viabilitătii/multiplicării celulare de compuşii P2.2 şi Zn(II)2.2 

pentru concentrații mari de solvent se manifestă ca efect inhibitor al solventului (PEG 10×). 

La concentrații mai mari de compus porfirinic P2.2 și Zn(II)2.2 (20 μM), se observă 

tendința de a proteja celulele împotriva toxicității solventului PEG 10×, dar, în general 

răspunsurile celulare nu au atins parametrii celulelor netratate. 

 
a. 

 
b.                                                                c. 

Efectul exercitat in vitro de compuşii P2.2, Zn(II)2.2 şi solventul PEG 200 asupra 

viabilității/multiplicării celulelor tumorale HT-29 (a), fibroblaştilor normali de şoarece din linia L929 

(b) şi celulelor PBMC (c); evaluare prin testul reducerii MTS pentru timpi de incubare 24h (PBMC) 

sau 48h (HT-29 şi L929) pentru soluții cu concentrații mari în PEG 200 (PEG 10x). rezultate 

exprimate ca medie ± abatere standard a mediei pentru triplicate de probă. * p < 0.05, ** p< 0.01, *** 

p < 0.001 comparativ cu celule netratate (C) sau cu dilutii PEG10x  
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a. 

 
b.                                                                            c. 

Efectul exercitat in vitro de compuşii P2.2, Zn(II)2.2 şi solventul PEG 200 asupra morții celulelor 
tumorale umane de adenocarcinom de colon HT-29 (a), fibroblaştilor normali de şoarece din linia 

L929 (b) şi celulelor PBMC (c); evaluare prin testul eliberării LDH, timpi de incubare 24h (PBMC) 

sau 48h (HT-29 şi L929) pentru soluții cu concentrații mari în PEG 200 (PEG 10x); rezultate 
exprimate ca medie ± abatere standard a mediei pentru triplicate de probă.  

Concluzii 

Profilul structural şi spectral al compusului porfirinic P2.2 a determinat o comportare la 

nivel celular favorabilă dezvoltării ulterioare ca agent teranostic pentru PDT în tumori solide, 

având în vedere urmatoarele: 

  manifestă o solubilitate bună în mediul biologic, cu un grad bun de acumulare în celule 

tumorale şi mai mic în celule sanguine, acumularea celulara realizându-se în zona 

membranei plasmatice 

 nu a exercitat in vitro efecte citotoxice semnificative asupra celulelor tumorale şi 

normale; 

 inhibarea metabolică a celulelor mononucleare din sânge (PBMC) impune utilizarea 

unor concentrații de compus <10 µM.  

 în cazul compusului cu structură simetrica (P2.1) s-au evidențiat unele efecte citotoxice 

prin inducerea unei apoptoze moderate a celulelor, dar nu a necrozei; 

 generează cantitati acceptabile de singlet oxigen atunci când este activat cu lumină de 

lungime de undă specifică (aprox. 600 nm); 

 are proprietăți fluorescente bune, care permit investigarea acumulării în celule prin 

citometrie în flux şi microscopie confocală; 

 introducerea în structura compusului P2.2 a ionului Zn(II) sau Cu(II) afectează unele 

dintre proprietățile relevante pentru teranostica PDT ale compusului, cum ar fi fluorescența; 

compusul Zn(II)2.2 are fluorescența mai mică decât compusul nemetalat, în timp ce Cu(II)2.2 

nu este fluorescent şi are efect inhibitor asupra activității LDH. 
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Efectele inhibitoare exercitate de Zn(II)2.2 asupra metabolismului/viabilității celulelor 

sanguine, limitează concentrația sa pentru investigațiile biologice. 

Complexul Cu(II)2.2 nu este fluorescent şi manifestă o toxicitate pronunțată asupra 

celulelor sanguine; la concentrații mai mari exercită un efect inhibitor drastic asupra eliberării 

LDH şi de aceea nu poate fi considerat ca potenţial agent teranostic în cancer.  

Rezultatele experimentale obținute prin evaluarea structurală, spectrală si biologică a 

compuşilor P2.2, Zn(II)2.2 şi Cu(II)2.2, constituie pentru compusul P2.2 argumente 

consistente pentru continuarea studiilor privind dezvoltarea acestuia ca agent teranostic.  

Evaluarea in vitro a profilului citotoxic al 5, 15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-

bis-(4-carboximetilfenil)porfirinei şi complexului Zn(II)-5,15-bis-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)-10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirina. Studii pe linii de celule tumorale 

umane de adenocarcinom de colon HT-29 şi fibroblaşti de şoarece din linia L929 

Evaluarea profilului citotoxic al 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-(4-

carboximetilfenil)porfirinei şi complexului Zn(II)-5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-

bis-(4-carboximetilfenil)porfirină, s-a realizat prin monitorizarea efectului exercitat asupra 

viabilităţii şi proliferării celulare, în relaţie cu concentraţia şi timpul de acţiune.  

Determinările experimentale au fost realizate ȋn cadrul Institutului National de Cercetare 

Dezvoltare ȋn Domeniul Patologiei şi Ştiintelor Biomedicale ,,Victor Babes” Bucuresti, iar 

rezultatele obţinute au fost diseminate partial prin publicarea lor ȋn brevetul de invenţie: 

Compus tetrapirolic cu aplicaţii ȋn teranostica şi procedeu de obţinere a acestuia, Brevet nr. 

131946/2019. 

Studiul biologic in vitro s-a realizat utilizȃnd linii de celule umane de adenocarcinom de 

colon HT-29 şi fibroblaşti de şoarece din linia L929 şi a urmărit investigarea următorilor 

parametri celulari: 

 viabilitatea şi multiplicarea celulară, evaluate prin testul reducerii sării de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium (MTS) 

 moartea celulară, evaluată ca integritate a membranei plasmatice prin testul eliberării 

extracelulare a lactat dehidrogenazei (LDH); 

Modelul experimental a fost cel dezvoltat ȋn cazul compuşilor seriei P2.2. Evaluarea 

viabilităţii/multiplicarii şi a morţii celulelor de tip HT-29 şi L929, s-a realizat pentru 

concentraţii de 5µM, 10µM si 20µM ale compusului 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-

10,20-bis-(4-carboximetilfenil)porfirină şi timpi de 24h şi 48h de tratament ȋn cultură.  

Ȋn cazul complexului porfirinic Zn(II)1.3, evaluarea biologica preliminara s-a realizat ȋn 

raport cu celulele de tip HT-29 şi L929, pentru concentraţii de compus 5µM, 10µM, 20µM la 

48h de tratament in cultura. Rezultatele experimentale obţinute au evidenţiat pentru compuşii 

P1.3 şi Zn(II)1.3 următoarele: 

 Compusul porfirinic P1.3 prin designul structural şi solubilitatea bună ȋn medii cu 

polarități diferite prezintă un grad optim de acumulare la nivel celular.  

 Profiul fluorescent al P1.3 indică un randament bun în generarea speciilor reactive 

de oxigen singlet la iradiere cu lumina laser de 635nm. 

 Evaluarea in vitro a compusului P1.3 utilizând celule tumorale din linia umană de 

adenocarcinom de colon HT-29 şi celule normale din linia fibroblaştilor de şoarece L929, a 
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evidențiat faptul că P1.3 nu manifestă citotoxicitate semnificativă în condiții de întuneric, 

ceea ce îl face adecvat pentru dezvoltare ulterioară ca agent fluorescent în scop diagnostic şi 

ca fotosensibilizator pentru terapia tumorilor solide. 

 În cazul complexului Zn(II)1.3, datele obţinute prin testul reducerii MTS, referitoare 

la numărul de celule metabolic active în cultura, sunt confirmate de datele experimentale 

obţinute prin testul eliberării LDH care oferă informatii privind integritatea membranei 

plasmatice. 

 Zn(II)1.3 nu afectează semnificativ eliberarea LDH de către celulele tumorale de 

adenocarcinom de colon din linia HT-29 şi de către fibroblaştii normali de şoarece din linia 

L929 şi astfel se confirmă biocompatibilitatea complexului în raport cu tipul de celule testate.  

 

CONCLUZII GENERALE 

Teza de doctorat “Cercetări interdişciplinare asupra unor compuşi cu structuri 

macrociclice cu potenţiale aplicaţii in diagnoza şi terapia antitumorală”, descrie ȋn prima 

parte proprietăţile generale ale compuşilor tetrapirolici şi evaluarea teoretică privind 

aplicaţiile lor biomedicale cumulat cu evidenţierea aspectelor chimice, farmaceutice şi 

biologice privind fotosensibilizatorii porfirinici.  

Datele bibliografice referitoare la proprietăţile si potenţialul biomedical al acestei clase de 

compuşi, sunt completate cu noţiuni referitoare la strategiile actuale privind modificările 

structurale ce conduc la ȋmbunătăţirea potenţialului biomedical al compuşilor cu structuri 

macrociclice. 

A doua parte a tezei de doctorat este structurată ȋn patru capitole ȋn care sunt incluse 

rezultatele obţinute ȋn realizarea temei propuse. Sunt prezentate datele experimentale rezultate 

din evaluarea structurală in silico a compuşilor macrociclici sintetizaţi, urmate de descrierea 

metodelor de sinteza abordate, a proprietăţilor spectrale cumulat cu rezultate ce evidenţiază 

comportamentul noilor compuşi ȋn raport cu diferite linii de celule tumorale. 

Rezultatele obţinute prin modelarea in silico au sugerat stabilitate structurală pentru 

compuşii evaluati, au permis identificarea zonelor susceptibile atacului electrofil sau nucleofil 

al unor biomolecule asupra structurilor tetrapirolice şi au definit parametrii asociați polarității 

moleculelor. 

În capitolul 2 al lucrării sunt descrise metodele aplicate pentru obţinerea noilor compuşi şi 

rezultatele evaluării structurale şi spectrale a compuşilor nou sintetizaţi.  

Liganzii şi combinaţiile complexe corespunzătoare cu ionii metalici Zn(II) şi Cu(II) au fost 

obţinuţi prin metode actualizate de sinteză, ȋn condiţii ecologice, cu posibilitatea monitorizării 

reacţiilor prin tehnici simple de laborator. Metodele abordate ȋn această etapă au permis 

obţinerea unor randamente optime ȋn raport cu compuşii de interes şi posibilitatea realizării pe 

viitor a unor protocoale de transfer de tehnologie către laboratoare micropilot cu specific ȋn 

sinteza substanţelor active antitumorale.  

Procedeul aplicat ȋn obţinerea compusului 5,15-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-10,20-bis-

(4-carboximetifenil)porfirina a fost publicat ȋn descrierea tehnica a brevetului de invenţie, 

,,Compus tetrapirolic cu aplicaţii ȋn teranostica şi procedeu de obţinere a acestuia” (Brevet 

nr. 131946/2019), brevet la care sunt coautor ȋmpreună cu membrii colectivului de cercetare 

din care am făcut parte pe durata desfăşurării studiilor doctorale. 



35 
 

Procedeele de separare şi purificare a compuşilor de tip ligand sau combinaţie complexă au 

fost alese ȋn scopul utilizării unor cantităţi reduse de solvent şi pentru a asigura o eficienţă 

optimă ȋn separarea produşilor utili. După purificarea prin cromatografie pe coloană, respectiv 

cromatografie ȋn strat subţire, evaluarea structurală şi spectrală a compuşilor obţinuţi, s-a 

realizat prin analiza elementală, analiza spectrală RMN, FT-IR, UV-Vis şi evaluarea 

profilului fluorescent al acestora. Rezultatele analizei spectrale UV-Vis, corelate cu datele 

RMN şi FT-IR au confirmat formarea ȋn reacţiile de sinteză a compuşilor macrociclici de tip 

porfirinic. Studiile prin analiză spectrală UV-Vis au fost realizate ȋn soluţii obţinute prin 

dizolvarea compuşilor ȋn diverşi solvenţi (diclormetan, dimetilsulfoxid, etanol, polietilenglicol 

200), cu scopul evaluării comportamentului spectral ȋn medii cu polarităţi diferite. Alegerea 

solvenţilor a fost facută ţinȃnd cont de faptul că etanolul şi PEG 200 se numără printre cei mai 

utilizaţi solvenţi ȋn formularea farmaceutică; PEG 200 a fost folosit ca solvent şi pentru 

evaluarea in vitro la nivel celular a noilor porfirine. Pentru concentraţiile utilizate, profilul 

spectrelor de absorbţie moleculară ale compuşilor nou sintetizaţi, au demonstrat absenţa 

fenomenelor de asociere moleculară. Rezultatele experimentale au confirmat pentru liganzii 

porfirinici P1.3 şi P2.2, structura tetrapirolică de tip porfirina şi absorbţii ȋn domeniul 

fototerapeutic (banda spectrală la ~630 nm), relevant pentru terapia antitumorală prin efect 

fotodinamic. Solvenţii au manifestat o influenţă slabă asupra profilului spectral al compuşilor 

investigaţi, cu mici modificari ȋn poziţionarea maximelor de absorbţie, modificări care permit 

utilizarea polietilenglicol 200 ȋn procedeele de formulare ce vor fi aplicate porfirinelor de 

sinteză.  

O altă etapă a cercetarilor experimentale ȋn realizarea tezei de doctorat a urmărit evaluarea 

profilului fluorescent al noilor compuşi cu determinarea parametrilor ce ȋl descriu, şi anume 

randamentul de fluorescenţă, timpul de viaţă al fluorescenţei şi randamentul cuantic de 

generare a oxigenului singlet. Determinările experimentale au fost realizate ȋn laboratorul de 

cercetare al Centrului de Chimie Fizica Moleculară, Universitatea din Lisabona, sub 

coordonarea Prof. Dr. Luise Filipe Vieira Fereira. Rezultatele experimentale obţinute au 

demonstrat proprietăţi fluorescente bune pentru compuşii P2.2, P1.3, Zn(II)2.2 şi Zn(II)1.3 şi 

capacitatea acestora de a genera specii reactive oxigen singlet Φ∆. Cu excepţia complexului 

Cu(II)2.2, valorile obţinute pentru parametrii de fluorescenţă, se ȋncadrează ȋn valorile impuse 

unui fotosensibilizator şi permit atribuirea compuşilor investigaţi a calităţii de candidaţi 

pentru diagnoza şi terapia formaţiunilor tumorale. 

Evaluarea comportamentului biofizic la nivel membranar al compuşilor nou sintetizaţi a 

fost realizată ȋn prezenţa sondei fluorescente DiBAC4(3), utilizȃnd celule tumorale de tip 

L929 şi timpi de expunere de 20 minute. Rezultatele experimentale au evidențiat un efect de 

depolarizare membranară sub influenta compuşilor testati, efect dependent de doza de compus 

porfirinic. La concentrații mici compuşii testaţi au un efect de usoară hiperpolarizare asupra 

membranei, efect care se diminuează cu creşterea concentrației. Modelul dezvoltat, prin 

experimentele prezentate ȋn capitolul 3 al lucrării şi stabilirea unei corelații ȋntre concentrația 

compusului activ şi efectul asupra membranei celulare, reprezintă un protocol eficient în 

determinările ulterioare ce vizează dezvoltarea porfirinelor ca agenți teranostici. 

În capitolele 4 şi 5 ale tezei de doctorat, sunt prezentate rezultatele obținute la evaluarea in 

vitro la nivel celular a compuşilor sintetizați, evaluare realizată utilizând linii de celule umane 

de adenocarcinom de colon HT-29, fibroblaşti de şoarece din linia L929, celule primare 

mononucleare (PBMC) izolate din sânge periferic şi celulele monocitare umane SC. 
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Determinările experimentale au fost efectuate în relaţie cu concentrația în compus porfirinic şi 

timpul de acţiune, prin monitorizarea gradului de încorporare celulară a structurilor tetrapirolice, 

a viabilității şi multiplicării celulare, a integrității membranare (moartea celulară), a gradului 

de apoptoză şi necroză celulară. Alegerea solventului a fost justificată de faptul că PEG 200 

este unul dintre solvenţii des utilizaţi în formularea farmaceutică, nu favorizează fenomenele 

de asociere moleculară şi limitează absorbția nanostructurilor de către fagocitele sanguine, 

crescând astfel biodisponibilitatea acestora. Pentru o evaluare corectă au fost realizate şi 

investigații privind biocompatibilitatea solventului PEG 200 la diluții mai mari de 1/500. 

Influenta asimetriei moleculare asupra gradului de localizare la nivel celular a fost evaluată 

pentru soluții în PEG 200 ale compuşilor P2.2 şi Zn(II)2.2, pe un domeniu de concentrații 0–

10μM. Ținând cont de faptul că fotosensibilizatorii sunt mai rapid eliminați din sânge decât 

din tumori şi țesuturi timpul de incubare a fost de 24 ore pentru celulele PBMC şi 48 de ore 

pentru celule tumorale umane de adenocarcinom de colon HT-29 şi fibroblaşti normali de 

şoarece din linia L929. Rezultatele determinarilor la nivel celular au evidentiat pentru 

compusul P2.2 un grad de ȋncorporare maxim ȋn celule umane de adenocarcinom de colon HT-

29, urmate de celulele L929 si celulele primare mononucleare (PBMC).  

Ȋncorporarea celulara a Zn(II)2.2 a fost monitorizata prin măsurători de fluorescență şi s-a 

constatat un grad de internalizare celulară mai scăzut comparativ cu ligandul P2.2. Ȋn cazul 

ligandului, pentru o concentraţie de 10µM, rezultatele obţinute prin imagini de microscopie 

electronica au relevat o distribuţie a acestuia în citosolul celulelor tumorale HT-29, cel mai 

probabil lângă membrana plasmatică.  

Prin evaluare in vitro la nivel celular s-a demonstrat că ligandul P2.2 nu afectează 

viabilitatea si/sau proliferarea celulelor tumorale sau normale investigate şi poate fi considerat 

candidat promițător pentru dezvoltarea lui ca fotosensibilizator destinat terapiei fotodinamice 

a cancerului; inhibarea metabolică a celulelor mononucleare din sânge (PBMC) impune 

utilizarea unor concentrații de compus <10 µM. Pentru compusul cu structura simetrică P2.1, 

testele in vitro au evidențiat unele efecte citotoxice prin inducerea unei apoptoze moderate a 

celulelor, dar nu a necrozei. Structurile porfirinice complexe Zn(II)2.2 şi Cu(II)2.2 au obţinut 

la evaluarea in vitro un profil citotoxic mai putin convenabil aplicării lor în PDT, comparativ 

cu P2.2, aplicarea Zn(II)2.2 în terapia antitumorală (PDT) fiind limitată de efectele sale toxice 

manifestate (pentru concentrațtii 20μM), asupra metabolismului/viabilității celulelor de tip 

PBMC. Concluziile privind comportarea la nivel celular a complexului Cu(II)2.2 sunt 

rezumate la existenţa efectelor toxice exercitate asupra celulelor sanguine PBMC, pentru 

concentratii 10–20μM, atȃt prin scăderea viabilității/metabolismului celulelor PBMC, dar şi 

prin inhibarea activității LDH. Din acest motiv complexul porfirinic Cu(II)2.2 nu poate fi 

considerat ca potenţial agent teranostic în cancer.  

Pentru o evaluare comparativă privind efectul asupra funcţionalitătii celulare a gradului de 

asimetrie structurală corelat cu polaritatea moleculei, studiile in vitro asupra compuşilor P1.3 

şi Zn(II)1.3 s-au realizat utilizând celule tumorale din linia umană de adenocarcinom de colon 

HT-29 şi celule normale din linia fibroblaştilor de şoarece L929. Protocolul experimental a 

fost similar celui aplicat compuşilor seriei P2.2 iar rezultatele au evidențiat pentru ligandul 

P1.3 lipsa citotoxicităţii în condiții de întuneric, ceea ce îl recomandă pentru dezvoltare 

ulterioară ca agent fluorescent în scop diagnostic şi ca fotosensibilizator pentru terapia 

tumorilor solide. În cazul complexului Zn(II)1.3 rezultatele au confirmat o biocompatibilitate 

buna în raport cu tipul de celule testate.  
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