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Introducere

Tumorile canceroase sunt considerate cauza principald a deceselor in intreaga
lume. Deoarece celulele canceroase sunt mai susceptibile la replicare fatd de celulele
normale, cercetdrile cu privire la terapia cancerului sunt conduse catre studiul proceselor
de inhibare a diviziunii celulare de citre majoritatea agentilor chimioterapeutici. In
ultimii ani eforturile s-au concentrat pe design-ul si descoperirea de noi medicamente
care sa posede eficientd antitumorala Imbunatatita, toxicitate scazuta, un cost final cat
mai accesibil si care si fie cAt mai putin predispuse la a dezvolta rezistenti la tratament”
3.

in lupta acerba a omenirii impotriva cancerului se folosesc medicamente care
actioneaza tintit, tintele alese fiind variate (ADN-ul sau ARN-ul, diverse enzime sau
proteine, procesul de angiogeneza, etc).

Unul dintre mecanismele de actiune considerat a avea potential in design-ul
medicamentelor anticanceroase, este cel de inhibare a polimerizirii tubulinei®”.

Una dintre cele mai simple structuri sintetizate care a aratat proprietati de
inhibare a polimerizarii tubulinei prin legarea la situsul-ul colchicinic al acesteia, este
fenstatina (Figura 1.1)'213. Datoritd proprietitilor biologice pe care le poseda si a
simplitatii structurale a moleculei, fenstatina continud sa fie un bun reper pentru
numeroase cercetdri privind sinteza si proprietdtile unor analogi ai acesteia, raportate in

ultimii ani+18,
(0]
MeO E E OH
MeO OMe
OMe
Fenstatina

Figura I.1. Structura fenstatinei



Derivatii fuzionati pirolo-heterociclici Tnsumeazd o clasd de compusi cu
reprezentanti biologic activi care par sa fie molecule promitatoare in dezvoltarea de
medicamente antitumorale, antimicrobiale, antivirale, antimalarice, antituberculoase,
antiinflamatorii sau cu actiune inhibitorie pentru enzime'’.

Inlocuirea unuia dintre ciclurile fenstatinei (Figura 1.1) cu diversi pirolo-
heterocicli a reprezentat in ultimii ani una din directiile atractive pentru descoperirea de
noi molecule cu actiune antitumorald. Astfel, in literatura de specialitate exista rapoarte
asupra sintezei si proprietatilor unor compusi analogi ai fenstatinei care poseda un ciclu
indolic®’, indolizinic*? sau a unui sistem pirolo[2,3-d]pirimidinic*. Pana in prezent
insd nu au fost raportati analogi ai fenstatinei in care unul dintre ciclurile A sau B ale
acesteia (Figura I1.1) sa fie inlocuit cu cicluri pirolo[1,2-b]piridazinice, pirolo[2,1-
a]ftalazinice, 7-(piridin-4-il)-indolizinice, pirolo[1,2-c]pirimidinice, pirolo[1,2-
a]pirazinice sau pirolo-fenantrolinice.

Astfel, in prezenta lucrare ne-am propus sinteza de noi analogi ai fenstatinei
care sd contind astfel de sisteme in locul ciclului B al acesteia, precum si testarea
proprietatilor biologice (anticanceroase) ale acestora.

Am ales ca heterocicluri care sa Inlocuiasca unul dintre ciclurile fenstatinei:
pirolo[1,2-b]piridazina, pirolo[2,1-a]ftalazina, pirolo[1,2-c]pirimidina, pirolo[1,2-
a]pirazina, respectiv diverse pirolo-fenantroline si derivati 7-(piridin-4-il)-indolizinici,
atat datoritd faptului cd exista numeroase studii recente care aratd proprietati biologice
reactiilor de cicloaditie 3+2 dipolare a ilidelor generate in situ de sarurile
monocuaternare de piridiniu, pirimidiniu, piraziniu, pirimidiniu, ftalaziniu, respectiv
fenantroliniu, domeniu de traditie al Colectivului de Chimie Organica din cadrul
Facultatii de Chimie a Universitatii ,,Al. I. Cuza” din Iasi.

Un alt obiectiv propus in cadrul acestei teze a fost obtinerea de derivati cu structura
indolizinica substituiti cu substituenti care contin o grupare antracenil si realizarea unui

studiu privind interactiunea cu ADN-ul a unor compusi cu structurd indolizinica.
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I1.2. Sinteza si evaluarea activititii anticanceroase a unor noi derivati cu

v e o v

structura pirolo[1,2-b]piridazinica si pirolo[2,1-a]ftalazinica
I1.2.1. Sinteza unor derivati cu structuri pirolo[1,2-b]piridazinica

Sarurile de piridazin-1-iu 9a-u au fost sintetizate prin reactia directd dintre
piridazinele 4-8 si 2-halogeno-acetofenonele 3a—e (Schema I1.3). Precizam ca
piridazinele 6-8 au fost sintetizate anterior in grupul dlui. prof. lonel Mangalagiu®2%24,

iar piridazinele 4 si 5 se gasesc disponibile comercial.

(e]
A X
XN R4 acetona
| +
_N
Ry R,
4-8 Rs

4. A= H; 5. A= Me; 6. A= CgH,Cl(p) 3a-e
7. A= CgH,4Br(p); 8. A= CgHysMe(p)

9a-u

Schema 11.3. Reactia de sinteza a sarurilor de piridazin-1-iu

Structura sarurilor 9a-U a fost dovedita cu ajutorul spectroscopiei IR, *H-RMN
si 3C-RMN.

Pentru obtinerea derivatilor pirolopiridazinici corespunzatori, s-au efectuat
reactii de cicloaditie 3+2 dipolara a ilidelor obtinute in situ in mediu bazic din sérurile

monocuaternare 9a-u la propiolatul de etil (Schema 11.4).

NP
| DN xe
N

——COOEt
0 Et;N
[
R4
Ry R, 10a-t
Rs
9a-u

Schema I1.4. Sinteza compusilor cu structura pirolopiridazinica 10a-t
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In urma reactiei, au fost obtinuti compusii aromatizati cu structura
pirolopiridazinica 10a-t, structura acestora fiind dovedita cu ajutorul spectroscopiei IR,
IH-RMN, C-RMN, dar si prin analiza spectrelor de corelatie *H-H-COSY , H-13C-
HMQC si H-1*C-HMBC.

I1.2.2. Sinteza unor derivati cu structura pirolo[2,1-a]ftalazinica

In continuare, intr-o maniera similara celei prezentate anterior, am realizat si
sinteza sarurilor 12a-d.

Pentru obtinerea derivatilor piroloftalazinici doriti, s-au efectuat reactii de
cicloaditie 3+2 dipolara a ilidelor obtinute in situ corespunzitoare sarurilor 12a-d la
propiolatul de etil (Schema I1.6). In urma reactiei, au fost obtinuti compusii aromatizati
cu structura piroloftalazinica 13a-d, structura acestora fiind dovedita cu ajutorul
spectroscopiei IR, *H-RMN, *C-RMN, dar si prin analiza spectrelor de corelatie *H-
1H-COSY , H-BC-HMQC si *H-*C-HMBC.

2
Br
1- p1= R3=
=—=—COOEt a.R'=R'=R3= OMe
o ELN b. R?= H, R'=R%= OMe
S c. R3%=H, R'= R%= OMe
d.R'=R3=H, R?=Br
RS R? 13a-d
RZ
12a-d

Schema I1.7. Reactia de obtinere a compusilor cu structura piroloftalazinica 13(a-d)



I1.2.3. Evaluarea activititii anticanceroase a derivatilor cu structura pirolo[1,2-
b]piridazinica si pirolo[2,1-a]ftalazinica

Dintre analogii sintetizati, paisprezece compusi (10a, 10b, 10d, 10f, 10g, 10i,
10j, 10Kk, 10, 100, 10r, 13a, 13b, 13c) au fost selectati de Institutul National de Cancer
(NCI) din SUA pentru primul stadiu de testari pe cele 60 de linii celulare tumorale
umane la o singura concentratie de 10 uM.

Datorita capacititii excelente de a inhiba cresterea celor mai multe dintre liniile
celulare, compusii 10a, 10b, 10f, 10g si 13b au fost selectati pentru a doua etapa de
testare constand in efectuarea de masurdtori ale inhibarii cresterii celulare tumorale la 5
concentratii diferite. Rezultatele relevante obtinute sunt prezentate in tabelul I1.2.

Toti cei cinci compusi testati au confirmat rezultatele preliminare din prima
faza de testdri, aratdnd o buna actiune antiproliferativa. Cel mai bun candidat, 2-metil-
pirolo[1,2-b]piridazina 10f a aratat valori Glsp (concentratia molara a compusilor la care
se observa o activitate inhibitorie de 50% a cresterii celulelor tumorale) < 100 nM
impotriva a treisprezece linii celulare. Cele mai bune rezultate au fost inregistrate
impotriva celulelelor cancerului de piele MDA-MB-435 (Glsp = 25.6 nM), a celor
leucemice SR (Glsp = 48.1 nM) si impotriva celulelor MCF7 (Glsp = 48.1 nM)

apartinnd cancerului de san.



Tabelul 11.2. Procentul de inhibare a cresterii celulare (Glso) pentru compusii 10a, 10b, 10f, 10g
si 13b la testarea pe 60 de linii celulare tumorale

_N‘N ome (N i
e N
: \ OMe : W
EtOOC OMe EtOOC OMe
10a 10b
13b
Tip de Compus/Procentul de inhibare Glso (NM)
cancer/linie

celulard Fenstatina 10a 10b 10f 10g 13b

Leucemie
SR - 46.1 573 48.1 75.9 442
Cancer de colon
HCT-15 - 171 587 84.4 280 484
KM12 - 216 n.d. 57.7 254 351
SW-620 - 155 518 68.7 280 483
Cancer cerebral
SF-295 52% 180 2100 65.7 311 483
Cancer de piele
MDA-MB-435 - 314 221 25.6 45.6 188
SK-MEL-5 - 269 508 58.5 276 623
UACC-62 176 523 61.5 477 692
Cancer ovarian
OVCAR-3 2.0* 145 402 64.9 289 341

Cancer renal
A498 380* 46.6 nd. 76.2 388 nd.
Cancer de sin

MCF7 4374/34% 94.6 1310 48.1 313 410
MDA-MB-468 - 281 1110 66.8 297 403

a
Date obtinute de catre NCI la testarea in vitro pe 60 de linii celulare la cinci concentratii-

b

Glso — concentratia molara a compusilor la care se observa o activitate inhibitorie de 50% a cresterii
celulelor tumorale.
°n.d. — Nedeterminat



Chiar daca in medie, actiunea inhibitorie exercitatd de compusul 10a este mai
redusd decat cea a compusului 2-metil substituit 10f, acesta arata o selectivitate mai bun
si 0 excelentd actiune de inhibare a cresterii impotriva celulelor MDA -MB-435 (cancer
de piele) cu o valoare Glsp = 46.1 nM si a celor de cancer renal A498 cu o valoare Glsg
= 46.6 nM. De asemenea, si compusul 10g a aritat o foarte buna activitate
antiproliferativa si selectivitate impotriva celulelor MDA-MB-435 (cancer de piele) cu
0 valoare Glsp = 45.6 nM.

Activitate citotoxicd semnificativa a fost inregistrata doar in cazul compusului
10a impotriva liniei celulare MDA-MB-435 (cancer de piele) cu o valoare LCso
(concentratia la care se inregistreaza un procent de mortalitate a celulelor de 50%) de
438 nM.

Desi pirolo[2,1-a]ftalazina 13b a aratat cea mai buna actiune inhibitorie medie
in prima etapd de evaluare (tabel I1.1), in cazul acesteia nu s-au obtinut valori Glso Sub
100nM, asa cum a fost in cazul celorlalti compusi cu structurd mai simpla pirolo[1,2-
b]piridazinica. Introducerea unui heterociclu mai voluminos cum este cel pirolo[2,1-
a]ftalazinic in locul ciclului 3'-hidroxi-4'-metoxifenil (ciclul A) al fenstatinei se pare ca
nu este favorabil in ceea ce priveste activitatea antiproliferativa.

Se observa de asemenea cd pe anumite linii celulare activitatea inhibitorie
inregistratd in cazul compusilor testati este similard sau chiar mai mica decat cea

raportatd in cazul fenstatinei.

11.2.4. Modelare moleculara

Deoarece atat modelele computationale cat si datele biologice ale analogilor
de fenstatina contindnd ciclul A 3,4,5-trimetoxifenilic sustin ipoteza ca efectele
antiproliferative ale acestor compusi sunt induse prin inhibarea polimerizarii
tubulinei,>*1%31% am presupus ci si compusii nou sintetizati cu activitate biologica

relevanta prezentati aici actioneaza printr-un procedeu molecular similar.



activitate antiproliferativa prin actiunea asupra procesului de polimerizare a tubulinei,
s-au realizat studii teoretice de docking molecular in Autodock Vina 5, utilizand o
cuscd de 18x22x22 AZ centrati la situsul colchicinic de legare a heterodimerului o, B-
tubulind (PDB: 1SA0)™®. Astfel se pot evalua forma si complementaritatea
electrostatica intre liganzi si interfata heterodimerului o, B-tubulina, care ar putea
explica observarea efectelor antiproliferative ale acestora. Structurile 3D a compusilor
au fost construite in programul Avogadro v1.2.0 ¥ si au fost supuse la 10000 de pasi
determinand energiile minime in cAmpul de forti MMFF94. In urma acestor optimizari
au fost generate 100 de conformatii posibile pentru fiecare ligand, iar cele mai bune
rezultatelor docking generate in concordantd cu alte sisteme docking cunoscute ale
colchicinei (cu proprietati inhibitorii). Graficele moleculare si analizele vizuale au fost
realizate cu PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8.2. (Schrodinger, LLC).
Valorile LogP au fost calculate utilizind serverul ChemAxon/Chemicalize®®

(www.chemicalize.com)

Compusii 10a si 10b au prezentat conformatii similare de legare grupate in
doua categorii distincte, ambele avand subunitatea trimetoxifenil suprapusa cu cea a
ligandului DAMA colchicina co-cristalizat (Figura 11.16.a) si interactioneazd cu
tubulina prin legaturi de hidrogen cu fCys241. Liganzii sunt in continuare stabilizati in
punctul de legare prin interactiuni hidrofobe cu BLeu242, BLeu248, BAla250, fLeu252,
BLeu255 si fVal238.

Gruparea diazinica este fie agezata pe partea de sus a punctului de legare, avand
gruparea functionala orientatd spre interfata cu dimerul (Figura I1.16.b si Figura. 11.16.c)
sau este rasturnata la aproximativ 180°, pentru a avea gruparea esterica suprapusa cu al
treilea inel de colchicind in structura cristalind. Interesant este faptul ca compusul 4-
bromosubstituit 10d, care prezintd o activitate biologica mai putin pronuntata decat
compusii 10a si 10b, a adoptat o conformatie in care gruparea p-bromofenil a fost
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incapsulata mai adanc in situsului de legare a colchicinei, avand ca rezultat o schimbare
in pozitia heterociclului central fata de centrul situsului de legare din colchicina, ceea
ce a dus la intreruperea legaturilor de hidrogen cu BCys241 (Figura I1.17.d).

In general, experimentele de modelare moleculard sugereaza ci indepartarea
grupdrii 4-metoxi nu influenteaza localizarea ligandului in situsul de legare, in acord cu
datele biologice, in timp ce introducerea unui substituent cum este atomul de brom poate
induce o conformatie diferitd de legare care conduce la intreruperea legaturilor de
hidrogen dintre ligand si PCys241, care ar putea sa influenteze activitatea
antiproliferativa redusd a compusului 10d.

Analogii 2-metil-substituiti ai lui 10a si 10b (compusii 10f si 10g) au fost
introdusi in situsul de legare Intr-o maniera similara cu cea a compusilor de baza (Figura
11.16), sugerand ca introducerea unui substituent metil nu influenteaza modalitatea de
legare a compusilor a colchicinei in situs, aceasta fiind in acord cu datele biologice.
Compusul 10i, care a prezentat o scddere marcanta a activitatii biologice in comparatie
cu compusul 10d, nu a format cele doua clustere conformationale asteptate bine definite,
ci mai degraba are o gama largd de pozitii de interactiune, cel mai favorizat din punct
de vedere energetic fiind similar cu cel de-al doilea cluster din compusul 10d.

Studiile moleculare pentru compusii pirolo[2,1-a]ftalazinici 13a-c au aratat
formarea unui singur cluster conformational pentru fiecare compus, cluster similar celui
de-al doilea obtinut pentru pirolo[1,2-b]piridazinele 10a, 10b, 10f si 10g, in care
subunitatea heterociclicd este orientata astfel incat gruparea esterului sa se suprapuna
aproximativ cu al treilea inel de colchicina din structura cristalina (Figura 11.18).

Subunitatea metoxifenil este stabilizata printr-o interactiune tip legatura de
hidrogen cu BCys241, similar cu cazul analogilor pirolo[1,2-b]piridazinici. Un caz
diferit a fost observat pentru compusul 13b care adoptd o conformatie ce se leagd mai
adanc in structura hidrofoba ceea ce induce o rotatie a nucleului heterociclic si
faciliteaza o interactiune hidrofoba cu fLeu248, acest caz fiind unic Intre cei trei derivati
pirolo[2,1-a]ftalazinici. Aceastda particularitate ar putea explica activitatea
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antiproliferativa mai pronuntatd exercitata de compusul 13b dintre cele trei pirolo[2,1-

a]ftalazine testate.

Figura. 11.16. Structura si interactiunile diazinelor in situsul de legare a tubulinei: (a) DAMA-
colchicina, (b) 10a, (c) 10b, (d) 10d, (e) 10f, (f) 10g; heterodimerul de a, B-tubulind este
reprezentat ca panglici; aminoacizii din locul de legare sunt reprezentati ca bastoane.
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Figura 11.18. Structura si interactiunile ftalazinelor in situsul de legare a tubulinei: (a) 13a, (b)

13b, (c) 13c; heterodimerul o, B-tubulina este reprezentat ca panglici; aminoacizii din situsul de

legare sunt reprezentati ca bastoane.
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11.3. Sinteza si evaluarea activititii anticanceroase a unor noi derivati cu
structurd indolizinica, pirolo[1,2-c]pirimidinica, pirolo[1,2-b]pirazinica,
pirolo[1,2-i][1,7]fenantrolinica, pirolo[2,1-c][4,7]fenantrolinica si

pirolo[1,2-a][1,10]fenatrolinica

11.3.3. Sinteza unor derivati de tip pirolo[1,2-b]pirazinic

Cicloaductii cu structurd pirolopirazinicd 25a-d au fost sintetizati in conditii
similare din ilidele generate in situ corespunzitoare sarurilor de piraziniu 24a-d
(Schema 11.13).

N
[@j 5 =——COOEt
N~ Br Et;N
(0]
Rj3 Ry
R,
24a-d

Schema 11.13. Reactia de obtinere a compusilor cu structura pirolopirazinica 25a-d

I1.3.5. Evaluarea activititii anticanceroase a derivatilor cu structura indolizinica,
pirolo[1,2-c]pirimidinica, pirolo[1,2-b]pirazinici, pirolo[1,2-i][1,7]fenantrolinica,
pirolo[2,1-c][4,7]fenantrolinica si pirolo[1,2-a][1,10]fenantrolinic:i

Dintre analogii sintetizati, paisprezece compusi (18a-b, 18d, 19a-b, 22b-c,
25b-d, 32c, 33a-b si 34c) au fost selectati de Institutul National de Cancer (NCI) din
SUA pentru primul stadiu de testari pe cele 60 de linii celulare tumorale umane la o

singurd concentratie de 10 pM.2%8
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Compusii 18a si 34c au fost selectati pentru stadiul al doilea de testari care
consta in determinarea activitatii inhibitorii la cinci concentratii diferite, aceasta testare
permitand determinarea Glso (concentratia molard a compusilor la care se observa o
activitate inhibitorie de 50% a cresterii celulelor tumorale), rezultatele fiind prezentate
in tabelul I1.5.

Compusul 18a prezintd o activitate inhibitorie Glso < 54 nM asupra a 26 de
linii celulare tumorale din cele 54 testate. O activitate excelentd se remarca asupra
celulelor de cancer de piele MDA-MB-435 (Glsp < 10 nM).

Compusul 34c prezintd in general o activitate inhibitorie mai slaba decéat
compusul 18a, insa se remarcé prin valori Glso de 0.3—1 uM pe 12 dintre liniile celulare,
cea mai buna activitate fiind pe celulele de cancer de picle MDA-MB-435 (296 nM).

I1.3.6. Modelare moleculara

Ca si in cazul derivatilor pirolopiridazinici si piroloftalazinici anterior

prezentati, si in aceasta serie s-au efectuat studii docking la situsul colchicinic de legare
a heterodimerului o,p -tubulina (PDB: 1SAO0), in cazul compusilor care au prezentat
actiune inhibitorie a cresterii celulelor tumorale.
Experimentele de docking molecular pentru compusii 18a si 18b au scos in evidenta un
singur cluster conformational pentru fiecare compus, asemeni pirolo[ 1,2-b]piridazinelor
prezentate anterior, in care subunitatea 4-metoxifenil este stabilizatd printr-0
interactiune tip legdtura de hidrogen cu fCys241 din situsul de legare a colchicinei.
Compusul 18a este dispus pe intreaga suprafata a situsului de legare, cu subunitatea
heterociclica extinsa spre BLys254, si este stabilizat la nivelul interfatei dimerice de
acest aminoacid printr-o legatura de hidrogen cu gruparea esterica (Figura 11.40).

In cazul compusului 18b, indepirtarea grupirii 4-metoxi conduce la o
pozitionare a nucleului heteroaromatic in asa fel incat gruparea esterica sa se suprapund
aproximativ cu al treilea inel de colchicina din structura cristalind, fara formarea de
legaturi aditionale de hidrogen. Compusul 4-bromosubstituit 18d, care prezinta o
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activitate biologicd mai putin pronuntatd decdt compusii 18a si 18b, adoptd o
conformatie similara derivatului 2,5-dimetoxilat, insa nu formeaza legaturi de hidrogen
cu aminoacizi de la nivelul situsului de legare. Prezenta interactiunilor de tip legatura
de hidrogen dintre aminoacizii de la nivelul situsului de legare a colchicinei si compusii

18a si 18b este in concordanta cu datele biologice.

Figura 11.40. Structura si interactiunile a indolizinelor in situsul de legare a tubulinei: (a) 18a,

(b) 18b, (c) 18d; heterodimerul o, B-tubulini este reprezentat ca panglici; aminoacizii din situsul
de legare sunt reprezentati ca bastoane, iar legaturile de hidrogen sunt reprezentate prin linii

punctate

Derivatul de 1,10-fenantrolina 34c este acomodat la nivelul situsului de legare
a colchicinei asemandtor compusului 33a, avand gruparea estericd aproximativ
suprapusa cu al treilea inel de colchicina din structura cristalind, asemeni 18b. Ciclul
3,4-dimetoxisubstituit este stabilizat in cavitatea de legare prin legaturi de hidrogen cu

BCys241, lucru reflectat prin activitatea biologica pronuntatd a acestui compus.
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Figura 11.41. Structura si interactiunile a indolizinelor in situsul de legare a tubulinei: (a) 33a,

(b) 33b, (c) 34c; heterodimerul o, B-tubulina este reprezentat ca panglici; aminoacizii din situsul
de legare sunt reprezentati ca bastoane, iar legaturile de hidrogen sunt reprezentate prin linii

punctate

I1.4. Derivati de 7-(piridin-4-il)indolizina ca intercalatori ADN si coloranti
fluorescenti sensibili la pH

Acest capitol a fost realizat in colaborare cu dr. Alexandru Rotaru, din cadrul

Institutului de Chimie Macromoleculara ,, Petru Poni” Iasi.

Studii recente prezinta sinteza si structura proprietatilor de emisie ale
platformelor fluorescente pe bazi de indolizind, denumite Seoul-Fluor'®®, structuri care
prezinta potentialul imens al derivatilor de indolizina pentru aplicatii In bioimagistica si
ca biosenzori. Pe baza studiilor anterioare efectuate in grupul de cercetare si a
progreselor recente in aplicatiile derivatilor de indolizina, ne-am géandit cd trasaturile
unice ale piridin-indolizinelor si structura lor plana ar putea conduce la noi aplicatii ca
intercalanzi ai acizilor nucleici sau coloranti sensibili la pH.

in acest scop, am inceput si investigim proprietitile de legare la ADN a
moleculelor noastre prin variatia substituentilor specifici din inelul indolizinic. in
special, am conceput o cale de sintezd pentru a introduce fragmentul antracenic pe
scheletul de indolizind datoritd proprietatilor electro-optice bine cunoscute ale

antracenului. In acelasi timp, gruparea antracenil ar putea spori afinitatea de legare la
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acizii nucleici, prin prezenta panourilor rigide aromatice capabile sa favorizeze diferite
interactiuni aromatice, oferind interactiuni ideale cu structura elicoidald a ADN-ului.*”®
In plus, am dorit si investigam diferentele in proprietitile de legare la acidul nucleic a
indolizinelor substituite cu antracen A si B si a precursorilor acestora care contin numai
portiunea piridil-indolizind pentru a intelege mai bine influenta substituentului

antracenic in mecanismul de legare a acidului nucleic (Figura 11.42).

Figura 11.42. Structura 7-(piridin-4-il)indolizinelor studiate

Spectrele de absorbtie ale indolizinei 39a in apa la diferite valori ale pH-ului
prezinta benzi largi cu un maxim bine definit la 395 nm, cu exceptia formei protonate
in HCI 0.1M, care prezinta doud maxime distincte la 358 nm si 415 nm (Figura 11.45).
Indolizina 44 (Figura 11.46) prezintd benzi structurale largi, datoritd prezentei
fragmentului antracenic, la aproximativ 380 nm, cu variatii usoare de intensitate, cu
exceptia spectrului in HCI 0.1M care datorita substituentului piridinic complet protonat

prezintd de asemenea un maxim mai mare la 370 nm si o banda larga la 440 nm.

0.254

—— pH=2.0
—— pH=5.0
——pH=55
—— pH=6.0
——pH=6.5
——pH=7.0
——pH=75
—— pH=8.0
——pH=12.0

0.20 4

Absorbance (a.u.)

T T T =
350 400 450 500
‘Wavelenght (nm)

Figura 11.45. Spectrele UV-Vis in apa pentru compusul 39a la pH = 2.0 (0.1M, HCI); 5.0; 5.5;
6.0; 6.5; 7.0; 7.5; 8.0; 12.0 (0.1M, NaOH)
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Figura 11.46. Spectrele UV-Vis in apa pentru compusul 44 la pH = 2.0 (0.1M, HCI); 5.0; 5.5;
6.0; 6.5; 7.0; 7.5; 8.0; 12.0 (0.1 M, NaOH)

I1.4.4. Interactiunile dintre compusii 39a si 44 cu acizi nucleici in solutie apoasa
In sistemele biologice, derivatii de antracen se leaga intens de ADN75176 unde

interactioneaza prin intercalare si prin legare in cavitdtile minord si majora ale
acestuial’’. Aceasta a constituit baza pentru utilizarea lor ca agenti chimioterapeutici.
Pentru a investiga interactiunea acizilor nucleici cu piridin-indolizinele 39a si 44, am
efectuat analize de electroforeza pe gel de agaroza si investigatii spectroscopice. Astfel,
acidul deoxiribonucleic cu greutatea moleculara scazuta extras din sperma de somon
(sADN) a fost utilizat ca ADN dublu catenar natural pentru a testa proprietatile de legare
ale compusilor 39a si 44 (Figura 11.48).

Compusii 39a si 44 (5 uL, 1 x 10° M in DMF) au fost amestecati cu solutie
apoasd de ADN (40 pL, 5mg/ml) si incubati timp de 24 de ore si apoi supusi
electroforezei pe un gel de agaroza nedenaturat 1,0%. Legarea compusilor 39a si 44 cu
SsADN a fost vizualizata la lungimea de unda de 254 nm utilizdnd un sistem DNR de
Bioimagistica in absenta (Figura 11.48.A) si in prezenta (Figura 11.48.B) colorantului
bromura de etidiu.

Dintr-o examinare a gelului din figura 11.48.A, este evident ca ambii compusi
investigati interactioneazd cu sADN obtindndu-se spoturi de migrare cu fluorescenta
scazuta in banda 3 si banda 4, corespunzatoare amestecurilor de compus 39a respectiv

44 cu sADN. Compusii nativi 39a si 44 nu au prezentat mobilitate (liniile 2 si 5)
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reprezentand spoturi fluorescente la baza gelului, in timp ce sSADN nativ nu a fost vizibil
in aceste conditii.

Dupa colorarea aceluiasi gel cu bromura de etidiu (Figura 11.48.B), spotul de
referinta de migrare al ADN-ului a putut fi vizualizat (linia 1) si comparat cu spoturile
de migrare similare ale amestecurilor de reactie din liniile 3 si 4, aratdnd natura ADN-
compus organic a spoturilor fluorescente. in mod deosebit, intensitatea punctului de
referintd al SADN dupa colorare (Figura 11.48.B, linia 1) este mai slaba atunci cand se
compari cu spoturile din liniile 3 si 4 (intensitdtile spoturilor masurate cu software-ul,
datele comparative nu sunt prezentate) probabil datoritd emisiilor combinate in benzile
corespunzatoare atat ale bromurii de etidiu intercalate cu sADN cat si ale compusilor

39a si 44 legati de SADN.

B

Figura 11.48. Fotografii ale gelului de agaroza nedenaturat 1% care arata interactiunea
compusilor 39a si 44 cu sADN finainte (A) si dupa (B) developarea gelului cu bromura de
etidiu. Linia 1: SADN; Banda 2: compusul 44; Banda 3: compusul 39a + ADN; Banda 4:

compus 44 + ADN; Banda 5: compusul 44.
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Au fost inregistrate si spectrele UV-VIS si de fluorescenta, pentru a examina
si in acest mod interactiunile compusilor 39a si 44 cu SADN (Figura 11.49).

Astfel, compusii 39a si 44 (30 pL, 1 x 10 M in DMF) au fost dizolvati in
solutie tampon IXxTAE (3 ml, pH 7.4) si s-au Inregistrat spectrele de absorbtie UV-
vizibil in regiunea 600 -300 nm la 22°C inainte de addugarea sADN, imediat dupa
adaugarea solutiei de SADN (10 pL, 5 mg/ml) si dupd incubarea amestecului de SADN-
indolizina la temperatura camerei timp de 24 de ore. Spectrul de absorbtie al compusului
39a nu a prezentat modificari ale formei sau a intensitatii benzii imediat dupa adaugarea
sADN (Figura 11.49.A), diferentele putand fi observate insa dupa perioada de incubare
de 24 de ore prin scdderea intensitatii benzii de absorbtie.

in mod contrar, dupa adaugarea sADN, spectrul de absorbtie al compusului 44
a prezentat modificari instantanee in forma benzii (Figura 11.49.B), banda structurata
specifica antracenului suferind modificari, iar dupa 24 de ore transformandu-se intr-0
banda largd cu o intensitate usor scazuta. Aceste modificari in forma benzii de absorbtie
sugereaza interactiunea aproape imediata a compusului 44 cu SADN.

Diferitele comportamente in interactiunea indolizinelor 39a si 44 cu SADN
sugereaza diferente in mecanismele de interactiune, acestea fiind determinate de
structura compusilor. Aparent, prezenta portiunii de antracen in structura indolizinei 44
faciliteaza interactiunea mai usoard cu acizii nucleici datorita afinitatii sale mai mari
pentru ADN comparativ cu portiunea propargil a indolizinei 39a.

Aceasta afirmatie este sustinutd de diferentele dintre spectrele de emisie ale
amestecurilor. In cazul compusului 39a, addugarea de ADN, nu a produs modificari
semnificative ale formei sau intensitatii benzii de emisie initiale (Figura 11.49.C),
diferenta fiind observatd numai dupd 24 de ore de incubare. Pe de alta parte, dupa
adaugarea ADN la solutia compusului 44 in conditii experimentale similare, s-a
observat o crestere imediatd a intensitatii fluorescentei amestecului (Figura 11.49.D),

urmata de o crestere suplimentara dupa cele 24 de ore de incubare.
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Figura 11.49. Spectrele de absorbtie UV-vizibil ale compusilor 39a (A) si 44 (B) si spectrele de
emisie de fluorescenta ale compusilor 39a (C) si 44 (D) inregistrate la 22 °C in solutie tampon

IXTAE pH 7.4 inainte si dupa adaugarea ADN-ului (0 min si 24 ore).

O posibila explicatie a intensititii scazute a fluorescentei compusului 44
inainte de adaugarea sADN ar putea fi explicatd prin stingerea fluorescentei cauzata de
agregarea fragmentului antracenic din structura acestuia in apa, agregare care este

intreruptd in prezenta unei tinte biologice (in cazul acesta, ADN-ul), ceea ce a condus

la o crestere considerabild a fluorescentei.’
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I1.4.5. Studii de modelare moleculari

Pentru a intelege diferentele din mecanismul de legare al compusilor 39a si 44
la ADN, am efectuat studii de docking molecular ale sistemelor corespunzatoare.
Aceasta tehnica este o metodd computationala aplicata pentru predictia interactiunii si
afinitatii necovalente a macromoleculelor, sau a unei macromolecule (receptor) si a unei
molecule mici (ligand), pornind de la structurile lor nelegate.'™ in acest studiu, pentru
docking molecular s-a folosit metoda AutoDock Metoda Vina®® implementatd in
pachetul software YASARA Structure.'8

Structurile piridin-indolizinelor 39a si 44 (liganzi) au fost mai inti
reprezentate si optimizate in teoria PM3 utilizind software-ul Hyperchem?®®! si apoi
exportate in programul YASARA. Oligonucleotida (receptorul) de ADN simulat in
acest studiu a fost Dude-Dickerson dodecamer d (CGCGAATTCGCG) continind 24 de
nucleotide, construita direct de programul YASARA. Programul implicd o procedura
de parametrizare automata (denumita "AutoSMILES") pentru structurile necunoscute,
algoritmul fiind utilizat pentru a genera parametrii cAmpului de fortd pentru receptorul
ADN si liganzi (compusii 39a si 44). Toate simuldrile moleculare au fost realizate
utilizind campul de forti YASARA bazat pe auto-parametrizare!®2183. fnainte de
simularea moleculara, minimizarea energiei a fost efectuatd pe structurile receptorului
(ADN) si liganzi. Astfel, structurile nelegate ale receptorului si liganzilor au fost
optimizate mai inti, solventul utilizat fiind apa la pH 7,4. In timpul simularilor
moleculare, receptorul a fost tratat ca structura rigida, in timp ce liganzii au fost tratati
ca molecule flexibile. Calculele (VINA) au fost efectuate folosind un numar de 100 de
ruliri de docking urmate de analiza clusterilor. in mod obisnuit, rezultatele de docking
sunt grupate in jurul anumitor conformatii, iar complexul care prezintd energia minima
din fiecare grup este salvat de programul YASARA. De retinut cad doua complexe
apartin unor clustere diferite daca ligandul RMSD (deviatia standard medie-patratica)
este mai mare decat o valoare minima impusa. In aceastd lucrare am mentinut un cluster

RMSD (pentru atomi grei) egal cu 5 A. Dupi efectuarea celor 100 de runde docking, s-
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au gasit conformatii complexe distincte si acestea au fost grupate in 7 clusteri pentru
ligandul 44 si 9 clusteri pentru ligandul 39a. Aceste rezultate au sugerat multiple
hotspot-uri pentru legare si pentru fiecare conformer complex s-a determinat energia de
legare si constanta de disociere.3® Rezultatele simuldrii moleculare de docking VINA
au prezis cele mai probabile conformatii ale complecsilor dintre ADN (receptorul) si
indolizinele 39a si 44 asa cum se aratd in figura I1.50.

Valorile calculate ale energiei de legare Ep si constanta de disociere Kq au fost
urmatoarele:
1) Ep = -9.87 kecal/mol si Kq = 58.1 nM, pentru complexul ADN-ligand 44 (Figura
I1.50.a) si
2) Ep =-7.60 kcal / mol si Kq = 2681.6 nM, pentru complexul ADN-ligand 39a (Figura
11.50.b).

Aceste rezultate sugereazd ca indolizina 44 modificatd cu antracen are o
afinitate superioara fatd de receptor (ADN) comparativ cu indolizina sa precursor 39a,
datorita valorii mult mai scizute a energiei de legare si a constantei de disociere a

complexului corespunzator.

Figura 11.50. Structurile docking ale complecsilor dintre: (a) oligonucleotida ADN
(receptor) si indolizind 44 (ligand): Ep = -9.87 kcal/mol si K4 = 58.1 nM; (b) oligonucleotida
ADN (receptor) si indolizina 39a (ligand): Eb = -7.60 kcal/mol si K¢= 2681.6 nM.
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Asa cum se poate vedea in figura 11.50, ambele indolizine 39a si 44 s-au legat
la receptorul ADN la cavitatea minora prin interactiuni hidrofobe. Conform figurii
11.50.a, urmatoarele grupari ale ligandului 44 au fost inglobate in cavitatea minora a
ADN-ului: portiunea piridinica, grupa peptidica, gruparea triazolica si o parte din restul
antracenil. In mod similar, pentru ligandul 39a, grupurile conectate la cavitateda minora
a ADN-ului au fost: grupa piridinica si peptidica (Figura 11.50.b). in ambele cazuri,
gruparea fenacil din pozitia 3 a inelului indolizinic al liganzilor (39b si 44) a fost

pozitionati in afara canvititii minore a receptorului.®
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Concluzii generale

> In cadrul prezentei teze au fost sintetizate mai multe serii de compusi, ca
analogi ai fenstatinei, in vederea testarii activitatii anticanceroase a acestora. Toate
sintezele au avut la baza reactii de cuaternizare ale atomului de azot din heterociclii de
bazi (nesubstituiti sau substituiti cu diversi substituenti), urmate de generarea in situ a
cicloimoniu ilidelor corespunzatoare sarurilor monocuaternare, si cicloaditia 3+2
dipolara a acestora la propiolatul de etil.

> A fost de asemenea sintetizat si un derivat de indolizina 7-(piridin-4-il)-
substituit cu un substituent contindnd un fragment antracenil in vederea studierii
proprietatilor acestuia de emisie precum si a celor de legare la acizii nucleici.

> Toti compusii sintetizati au fost caracterizati din punct de vedere structural
utilizand spectroscopia FTIR si RMN, si in unele cazuri si spectrometria de masa.

[ 2 Pentru compusii 10a, 10b, 10d, 10f, 10g, 10i, 10j, 10k, 10I, 100, 10r, 13a,
13b, 13c, 18a, 18b, 18d, 19a, 19b, 22b, 22c, 25b, 25c, 25d, 32c, 33a, 33b si 34c a fost
determinata capacitatea acestora de a inhiba cresterea celulelor tumorale.

e in prima etapa, testarea s-a efectuat pe 60 de linii celulare din diferite tipuri de cancer
la concentratia unica de 10° M;

e rezultatele promitatoare privind activitatea de inhibare a cresterii celulelor tumorale
a compusilor 10a, 10b, 10f, 10g, 13b, 18a si 34c au condus la selectarea acestora pentru
testarea in vitro din stadiul al doilea, pe aceleasi linii celulare, dar la 5 concentratii
diferite;

e compusul 10a prezintd o activitate inhibitorie cu valori GIso de 0.030 — 0.540 uM
asupra a 21 de linii celulare tumorale din cele 60 testate. O activitate foarte buna se
remarcd asupra celulelor MDA-MB-435 care apartin cancerului de piele (Glso = 30 nM).
e in cazul 2-metil-pirolo[1,2-b]piridazinei 10f au fost obtinute valori ale Glsp < 100 nM
pe treisprezece linii celulare, cele mai bune rezultate fiind inregistrate mpotriva

celulelor cancerului de piele MDA-MB-435 (Glsp = 25.6 nM), a celor leucemice SR
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(Glsp = 48.1 nM) si impotriva celulelor MCF7 (Glso= 48.1 nM) apartinind cancerului
de san.

e compusul 18a prezintd o activitate inhibitorie Glso < 54 nM Tmpotriva a 26 de linii
celulare tumorale din cele 60 testate. O activitate excelenta se remarca impotriva liniei
celulare MDA-MB-435 care apartine cancerului de piele (Glso < 10 nM);

e se remarcd de asemenea si activitatea inhibitorie foarte buna (pe toate liniile celulare
testate) a compusului pirolofenantrolinic 34c la care cele mai bune rezultate au fost
obtinute Impotriva cancerului de colon COLO205, cancerului de piele MDA-MB-435
si cancerului renal A498, 1nsa cu valori Glsg > 296 nM.

> In vederea sustinerii ipotezei ca efectele antiproliferative ale compusilor sunt
induse prin inhibarea polimerizarii tubulinei (asa cum s-a dovedit in cazul fenstatinei),
pentru compusii testati s-au realizat studii teoretice de docking molecular, acestea fiind
efectuate la situsul colchicinic de legare a heterodimerului a,p -tubulina (PDB: 1SAQ).
e rezultatele simuldrii au evidentiat faptul cd o posibild cale de actiune a compusilor
activi, care sa explice actiunea biologica a acestora, este interactiunea cu situsul
colchicinic de legare a heterodimerului a,f —tubulina.

e in cazul compusilor 2-(p-halogenofenil)-substituiti 10j, 10k, 10l si 100, care au
prezentat o scadere semnificativa a activitatii biologice in comparatie cu analogii
nesubstituiti, studiile docking au aratat de asemenea o legare intr-o maniera similara cu
cea a analogilor nesubstituiti sau 2-metil-substituiti (compusi cu activitate biologicd), la
heterodimerul o,B-tubulind. Lipsa activitdtii proliferative in cazul acestora ar putea fi
explicata prin lipofilicitatea si solubilitatea acestora, care nu este cea optima.

> Pentru derivatul de indolizina 7-(piridin-4-il)-substituit cu un substituent
continand un fragment antracenil si precursorul propargilat al acestuia, au fost realizate
comparativ studii de absorbtie si fluorescentd, acestia prezentand proprietati de emisie

dependente de pH.
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> Derivatii de indolizina investigati se leagd la ADN la pH fiziologic, fapt
dovedit atdt de modificarile spectrelor de absorbtie si de emisie inainte si dupa
adaugarea de ADN, cét si prin experimente de electroforeza pe gel.

> A fost realizat un studiu de modelare moleculara asupra mecanismului de
interactiune a indolizinelor 39 si 43 si ADN-ului dublu catenar, acesta evidentiind faptul
ca indolizina 43 care contine un fragment antracenic are o afinitate mult mai buna pentru
ADN decat indolizina 39 care contine doar portiunea piridin-indolizind, date care se
coreleaza cu datele privind absorbtia si emisia indolizinelor si SADN-ului, investigate.
> Rezultatele prezentate in cadrul acestei teze de doctorat au facut panad in
prezent subiectul a doud articole stiintifice publicate in reviste cotate ISI si a 5

participari la conferinte stiintifice nationale si internationale:

Lucrari stiintifice:

+ Narcisa-Laura Marangoci, Lacramioara Popovici, Elena-Laura Ursu, Ramona
Danac, Lilia Clima, Corneliu Cojocaru, Adina Coroaba, Andrei Neamtu, lonel
Mangalagiu, Mariana Pinteala and Alexandru Rotaru, Pyridylindolizine derivatives as
DNA binders and pHsensitive fluorescent dyes, Tetrahedron, 72(50), (2016), 8215-
8222.

¢ Lacramioara Popovici, Roxana-Maria Amarandi, lonel.l. Mangalagiu, Ramona
Danac, Synthesis, molecular modelling and anticancer evaluation of new pyrrolo[1,2-
b]pyridazine and pyrrolo[2,1-a]phthalazine based derivatives, Eur. J. Med. Chem.,
acceptata cu revizuiri majore.

Participari la conferinte:

¢ Lacramioara Popovici, Ramona Danac, lonel I. Mangalagiu, Synthesis of new
fluorescent indolizine derivatives bearing 1,2,3. triazoles with potential sensor
applications, The XVIlI-th International Conference ,Physical Methods in
Coordination and Supramolecular Chemistry”, Chisinau, 8-9 Octombrie, 2015.
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¢ Narcisa-Laura Marangonci, Lacramioara Popovici, Ramona Danac, lonel
Mangalagiu, Pyridylindolizine derivatives as DNA binders and pHsensitive fluorescent
dyes, Conferinta Facultatii de chimie, Zilele Universitatii, lasi Octombrie, 2016.

¢ Lacramioara Popovici, lonel I. Mangalagiu, Ramona Danac, Synthesis and
anticancer evaluation of new pyrrolo-heterocyclic compounds, Conferinta Facultatii de
chimie, Zilele Universitatii, [asi Octombrie, 2017.

¢ Lacramioara Popovici, lonel I. Mangalagiu, Ramona Danac, Synthesis and
anticancer evaluation of new azaindolizines, 4éme Colloque Franco-Roumain de
Chimie Médicinale, lasi, Octombrie, 2017.

¢ Ramona Danac, Lacramioara Popovici, lonel I. Mangalagiu, Synthesis and
anticancer evaluation of new heterocyclic compounds designed as Phenstatin
analogues, 4th Euro-Organic-Chemistry, Londra, 2018.

Doctorandul multumeste urmatoarelor proiecte pentru suportul acordat:

POSCCE-O 2.2.1, SMIS-CSNR 13984-901, nr. 257/28.09.2010, CERNESIM.
Institutului National de Cancer (NCI) din SUA.

26



