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Introducere

Cancerul reprezintd una dintre cele mai devastatoare boli, implicind diverse modificari
genetice si anomalii celulare. Complexitatea, respectiv cresterea agresiva a celulelor canceroase
conduce la 0 morbiditate si o mortalitate semnificativa la pacienti. in prezent, diferiti agenti
chimioterapeutici sunt utilizati in mod eficient pentru terapia anticancerigena, vizand diferite cai.

Astfel, cercetarile prezentate in cadrul tezei de doctorat au avut ca scop sintetizarea de noi
compusi azaheterociclici, caracterizarea structurald a acestora, precum si evaluarea proprietatilor
lor, in special cele biologice, iar in cazul compusilor biologici activi determinarea mecanismului
prin care acestia actioneaza.

Pe parcursul stagiului doctoral am urmarit realizarea urmatoarelor obiective principale:

OL. Sinteza a doua serii de noi indolizine, pornind de la derivati de 2,4’-bipiridil si 2,2’-
bipiridil, prin intermediul reactiilor de cicloaditie 3+2 dipolar3;

0O2. Sinteza unor serii de noi monoindolizine si bisindolizine pornind de la trans-1,2-
di(4-piridil)etilend, prin intermediul reactiilor de cicloaditie 3+2 dipolara;

03. Sinteza unor noi derivati de tetrazol-1,5-disubstituiti prin intermediul reactiilor de
cicloaditie 342 dipolara de tip ,,click”;

O4. Sinteza unor noi derivati pe baza de piridina, bipiridil, respectiv 1,7-fenantrolina,
proiectati ca stabilizatori de ADN G-cvadruplex;

O5. Obtinerea de noi compusi de incluziune ai p-ciclodextrinei cu saruri
monocuaternare de (indolizin-7-il)piridiniu;

O6. Caracterizarea structurald a noilor compusi sintetizati prin spectrometrie de
rezonanatd magneticad nucleard (RMN), spectroscopie FTIR, spectrometric de masda (MS) si
difractie de raze X pe monocristal (DRX);

O7. Evaluarea proprietatilor anticanceroase ale compusilor sintetizati in cadrul
obiectivelor O1, 02, O3 si investigarea mecanismului de actiune in cazul compusilor activi;

08. Investigarea biologica a complecsilor de incluziune obtinuti in cadrul obiectivului

OS5 si testarea acestora ca posibili markeri ai organitelor celulare.



CAPITOLUL II. COMPUSI AZAHETEROCICLICI CU POTENTIALE
APLICATII PRACTICE

1I.1. Sinteza si proprietatile unor noi derivati heterociclici proiectati ca analogi ai

Fenstatinei

Au fost sintetizati 8 derivati indolizinici pe bazd de 2,4'-bipiridil utilizand ca

dipolarofil propiolatul de etil.

6a: R= COC¢H,(OMe); (m, p, m'); X= Br

7\ — X 7\ — X@ 6b: R= COC¢H3(OMe), (m, m'); X=Br
\ N + ) —_— \ €] N—\ 6¢: R= COCgH;(OMe), (m, p); X=Br
—N / R — / R 6d: R= COC¢H,Br (p); X= Br
5a-i 6a-i

6e: R= COC4H,F (p); X=Br
4 6f: R= COC¢H,CN (p); X=Brr
6g: R=CN; X=Br
EtN 6h: R= COOMe, X= Br
6i: R=CONH,, X=1

-Et;NH]'Br-

/ \ _@N—CH<—> / \ _N—gH
—N \ Y ..\R —N \ ® ..\R

7a: R= COC¢H,(OMe); (m, p, m")

7b: R= COC4H5(OMe), (m, m") Et00C
7¢: R= COC4H;(OMe), (m, p)
7d: R= COC4H,Br (p) 7a-h

7e: R= COCGH,F (p)
7f: R= COCGH,CN (p)
7g: R=CN

7h: R= COOMe

Schema 11.3. Sinteza sarurilor monocuaternare 6a-i si a derivatilor indolizinici 7a-h pe baza de
2,4'-bipiridil

Spectroscopia FTIR si RMN au demonstrat obtinerea compusilor propusi prin

aparitia benzilor, respectiv semnalelor caracteristice in spectrele Tnregistrate.



Au fost sintetizati 4 derivati indolizinici pe bazd de 2,2'-bipiridil utilizand ca

dipolarofil propiolatul de etil, compusul 10d fiind raportat in literatura.

/ \ / \ Br  acetona / \ —
+ ) t \ @ / 9a: R= COC¢H,(OMe); (m, p, m');
—N N= R o =N o N 9b: R= COC4H;(OMe), (m, m’);
8

Br < 9¢: R= COCgH;(OMe), (m, p);
9d: R= COC¢H,yBr (p);

R
9a-d
EN
-Et;NH]*Br
7\ /@ Ve 7 N7 \
Y —N o N e
HC: HC:
\ \
R R
l: COOEt
4 7\ 7 N/ N\
—N N € —N N
10a: R= COCgH,(OMe); (m, p, m') \ -2[H]
10b: R= COC¢H;3(OMe), (m, m") R X COOEt R V7 COOEt
10¢: R= COC4H;(OMe), (m, p)
10d: R= COC4HyBr (p) 10a-d

Schema 11.4. Sinteza sarurilor monocuaternare 9a-d si a derivatilor indolizinici 10a-d pe baza
de 2,2"-bipiridil

Spectroscopia FTIR si RMN au demonstrat obtinerea compusilor propusi prin
aparitia benzilor, respectiv semnalelor caracteristice in spectrele inregistrate.

Compusii de tip 11 si 13 au fost sintetizati in grupul nostru de cercetare, sinteza
acestora fiind prezentatd in cadrul tezelor de doctorat realizate de Lacramioara-Elena
Tiru (cds. Popovici), respectiv Anda-Mihaela Olaru (cas. Craciun)

In vederea testarii activitatii biologice a compusilor, Tn urma unui proces de
selectie, au fost acceptati spre testare 14 compusi (7a, 7b, 7c, 7d, 10a, 10d, 11a, 11b,
11d, 12a, 12b, 12c, 13a, 13b). Aceasta testare s-a realizat pe 60 de linii celulare tumorale
umane la o singura concentratie de 10 uM, rezultatele testarii activitatii de inhibitie a

cresterii acestora fiind raportate in tabelul II.1 (selectie).



Tabel 11.1. Rezultatele testarii activitatii de inhibare a cresterii a 60 de linii celulare tumorale
umane (GI %), pentru compusii 7a, 7b, 7c, 10a, 11a, 11b, 11d, 123, 12b, 13a si 13b la concentratia
10 pM (selectie)

Tip de Compus /Procentul de inhibare a cresterii (GI, %)*
cancer/
linie celulari Ta b 7c 10a 11a 11b 11d 12a 12b 13a 13b
Leucemie
CCRF-CEM 0 0 0 0 83 65 24 10 20 100°P 100"
K-562 0 0 0 2 89 86 23 1 11 100°4 100%
SR 0 0 14 5 76 84 32 30 30 1000 100P%
HL-60(TB) 0 0 0 2 100°¢ 100°! 30 35 28 67 75
MOLT-4 0 0 0 3 76 69 34 0 0 100°s 89
RPMI-8226 0 0 27 15 77 72 10 43 13 1000t 77
Cancer
pulmonar
AS549/ATCC 0 14 53 0 74 64 11 20 11 68 68
HOP-62 13 4 47 4 72 70 10 10 11 5 12
NCI-H460 0 12 82 0 86 85 0 3 0 100P¢ 96
10
NCI-H522 34 7 (o 13 74 59 25 21 19 1000V 29
Cancer de
Colon
COL0205 0 0 35 0 100°¢ 86 0 0 0 56 57
HCT-116 11 0 0 3 81 88 19 24 3 1000w 95
HCT-15 0 0 17 3 71 74 17 1 0 17 25
HT-29 0 0 23 0 99 90 23 8 12 1000 100P!
SW-620 0 0 41 4 70 78 7 0 0 100°? 100Pm
KM12 0 0 23 0 75 76 2 0 2 55 36
Cancer al
SNC
SF-295 9 0 31 0 79 73 3 0 0 6 0
SF-539 12 11 70 0 100°¢ 55 3 6 0 70 10
SNB-75 17 15 76 38 67 79 2 11 9 24 7
U251 26 14 78 0 78 61 10 7 5 100" 87
SF-268 3 7 75 11 44 53 11 4 0 100> 21
Cancer de
piele
LOX IMVI 0 0 15 6 53 61 8 1 3 1002 87
M14 5 0 0 0 100°f 96 0 0 0 45 43
b,
M- 0 o0 29 11 1oee 0 o o o 31 2
UACC-62 8 1 16 6 50 69 11 1 2 13 0
SK-MEL-5 0 7 63 4 62 73 7 17 3 18 2
Cancer
Ovarian
OVCAR-3 0 0 21 0 100°"  100P" 0 0 0 18 63
NC DR 0O 0 3 5 89 8 8 1 0 6 11
SK-OV-3 6 0 94 0 78 64 18 13 19 0 9
OVCAR-8 0 9 63 8 67 58 12 9 6 93 23
OVCAR-4 - - - 0 32 28 8 4 0 100>¢ 70




Cancer

Renal

A498 0 6 58 0 100°" 71 2 14 0 20 26
RXF393 9 6 36 0 100°i 50 3 5 0 34 27
ACHN 19 10 70 8 41 51 0 0 0 9 4
786-0 9 0 0 - 65 64 0 10 0 100°¢ 91
TK10 0 0 45 0 51 44 0 10 0 87 0

Cancer de

san

MCF7 5 10 17 6 76 78 15 0 0 100>F 99
Z’égA'MB' 0 6 25 0 100 70 3 30 9 57 29
T-47D 9 20 77 0 53 51 16 16 0 50 17
MDA-MB- b
231/ATCC 10 6 42 12 62 44 18 30 11 100" 29
BT-549 13 0 4 0 60 64 0 9 0 100 18

Cancer de

prostatd
PC-3 2 9 13 2 88 60 17 15 12 46 49
DU-145 0 0 35 0 75 46 0 0 0 55 70

aDate furnizate de NCI in urma testarilor in vitro pe 60 de linii celulare tumorale umane, valori raportate pentru
testarea la o singura concentratie (10 uM);
PEfect citotoxic;
Procentul de citotoxicitate: ©-25;9-32;¢-7; f-22; 9-42;1-6; 1-1;1-0.4; k-7;-14; ™ -5; "-5; °-4; P-15: 9-45; ' -16;
$-9;1-22;1-10; V-21; ¥-61; *-10; 2-65; ¥ -74," -14.< -44; ¢ -33; ¢ -82; '-29; ¢ -23; 1" -6; '-3; 7 -53; ¥ -27; '-10;
"-30;

In urma rezultatelor obtinute in cadrul primului stadiu de testare, cei mai activi

compusi (11a, 13a si 13b) au fost selectati pentru etapa a doua de testare privind
evaluarea activitatii antiproliferative pe cele 60 de linii celulare ale NCI, la cinci
concentratii diferite, testarea realizandu-se in aceleasi conditii si pentru Fenstatina, ca si
control pozitiv. O selectie a rezultatelor obtinute Th urma etapei a doua de testare este
prezentata Tn tabelul 11.2.

Tabel 11.2. Rezultatele inhibarii cresterii celulare in vitro (Glso) pentru compusii 11a, 13a si 13b
si Fenstatina (control). (selectie)

Compus

1lla 1lla 13a 13a 13b 13b  Fenstatina Fenstatina
Glso LCso Glsy LCs Glsg LCx
(M) @M  @eM @M @eEM) @M

Tip de cancer/

line celulari Glso (nM) LCso (uM)

Leucemie
K-562 0.036  >100 n.d. n.d. n.d. n.d. <0.010 >100
HL-60(TB) 0.032 >100 2.58 >100 2.05 >100 0.011 >100
SR 0.023 >100 2.9 >100 0.33 >100 <0.010 >100
CCRF-CEM 0.055 >100 328 >100 1.75 >100 0.034 >100
MOLT-4 0.077 >100 2.58 >100 2.04 >100 0.04 >100
RPMI-8226 0.044 >100 n.d. n.d. n.d. n.d. 0.037 >100




Cancer

pulmonar
NCI-H460 0.042 >100 2 7.16 1.63 n.d. 0.033 >100
NCI-H522 0.041 >100 213 >100 193 7.81 0.027 >100
AB549/ATCC 0.074 >100 3.29 >100 1.88 n.d. 0.057 >100
HOP-62 0.051 >100 1.83 n.d. 1.78 n.d. 0.073 >100

Cancer de

Colon
COLO0205 0.035 >100 n.d. n.d. n.d. n.d. 3.05 >100
HCT-15 0.035 >100 2.62 >100 1.64 7.87 <0.010 >100
HT29 0.037 >100 1.83 7.38 1.63 n.d. 2.95 >100
SW-620 0.036 >100 1.76 6.83 1.38 7.7 <0.010 >100
KM12 0.038 >100 1.81 6.46 1.93 n.d. <0.010 >100
HCT-116 0.053 >100 1.72 7.1 1.61 n.d. 0.038 >100
Cancer al SNC
SF-295 0.032 >100 1.86 n.d. 1.7 6.46 0.367 >100
SF-539 0.053 >100 1.61 6.77 1.68 6.35 0.011 >100
SNB-75 0.039 >100 1.46 777 1.47 6.5 <0.010 >100
U251 0.053 >100 217 n.d. 1.7 7.39 0.043 >100
SF268 0.088  >100 1.9 n.d. 1.86 n.d. 0.053 >100
SNB-19 0.098 >100 212 n.d. 1.83 n.d. 0.031 >100
Cancer de piele
LOX IMVI 0.133 >100 1.87 n.d. 1.82 n.d. 0.013 >100
M14 0.038 >100 1.91 n.d. 2.02 n.d. <0.010 >100
MDA-MB-435 <0.010 20.4 19 7.82 1.86 7.22 <0.010 >100
UACC-62 0.031 >100 2.32 39.9 1.82 6.79 0.448 >100
MALME-3M 0.089 >100 1.73 7.82 2.01 7.88 n.d. >100
SK-MEL-2 0.067  >100 2.6 >100 2.04 9.32 0.52 >100
SK-MEL-5 0.041 >100 1.81 6.93 1.77 6.6 0.04 >100
Cancer Ovarian
OVCAR-3 0.033 >100 1.83 7.11 1.88 7.08 0.021 >100
NCI/ADR-RES 0.039 >100 >100 >100 3.16 >100 0.012 >100
SK-OV-3 0.06 >100 196 >100 2.01 6.51 0.623 >100
Cancer Renal

786-0 0.047 >100 1.75 6.58 1.8 n.d. 0.905 >100
A498 0.027 >100 1.96 7.55 1.6 6.29 2.28 >100
CAKI-1 0.066 >100 n.d. n.d. n.d. n.d. 0.296 >100
RXF 393 0.07 >100 1.66 7.27 14 6.57 0.016 >100
Cancer de san
MCF7 0.044 >100 1.79 n.d. 1.4 8.11 0.033 >100
HS 578T 0.046 >100 1.74 25 181 >100 0.031 >100
BT-549 0.06 >100 198 >100 1.87 n.d. 0.034 >100
T-47D 0.051 >100 1.94 >100 1.83 n.d. 30.4 >100
MDA-MB-468 0.094 >100 1.66 7.49 1.84 7.62 2.71 >100

Cancer de

prostata
PC-3 0.038 >100 261 >100 1.93 n.d. 0.045 >100
DU-145 0.09 >100 1.8 6.4 1.69 6.05 0.039 >100

Glso- concentratia molara a compusului testat care conduce la inhibarea cresterii a 50 % din celulele tumorale;
LCso- concentratia molara a compusului testat care conduce la moartea a 50 % din celulelor tumorale;
n.d.- nedeterminat;



Pentru a confirma daca activitatea anticanceroasa observata la compusii prezentati
este conferitd printr-un mecanism de interactiune cu tubulina, am evaluat efectul
compusilor activi 7¢, 11a, 11b, 13a si 13b, dar si al compusului inactiv 10a (pentru
comparatie) asupra polimerizdrii tubulinei. De asemenea, pentru validarea datelor
experimentale, a fost realizat si un studiu docking privind interactiunea compusilor cu
situsul colchicinic al tubulinei. Compusii au fost testati la o concentratie finald de 10
uM, in triplicat, pentru a putea compara datele obtinute prin realizarea testului de
polimerizare a tubulinei in vitro cu cele furnizate de NCI. Au fost utilizate doua controale
pozitive: Paclitaxelul (ca promotor al polimerizarii tubulinei si stabilizator al
microtubulilor) si Fenstatina (ca inhibitor al polimerizarii tubulinei). in figura I1.9. sunt

prezentate rezultatele obtinute in urma experimentul.

0.4
0.35 4 @ Control

u Paclitaxel

S
w

A Fenstatina

0.25 1

®7c

10a

0.15 s

e
=

11b
0.05 A
0

4133
= 13p

Densitate Optici (340 nm)
(=)
[

30 60
Timp (min)

Figura 11.9. Efectele compusilor 7c, 10a, 11a, 11b, 13a si 13b (10 uM) asupra polimerizarii
tubulinei folosind Paclitaxel (10 uM) ca agent de stabilizare a microtubulilor si Fenstatina (10
1M) ca agent de destabilizare a microtubulilor

Asa cum se poate observa in figura I1.9., Paclitaxelul stimuleaza polimerizarea
tubulinei, in timp ce Fenstatina si toti ceilalti sase compusi testati inhibad procesul de
polimerizare a acesteia. Datele obtinute au indicat faptul ca toti compusii tinta testati
prezintd un grad ridicat de inhibare a polimerizarii tubulinei in vitro, desi nu la fel de

eficient ca Fenstatina (control).



I1.1.2. Sinteza si proprietitile unor noi derivati de indolizina substituiti cu
unititi piridinice prin intermediul unei punti trans-etilenice, precum si a unor

derivati cu structura bisindolizinica

Acest subcapitol cuprinde sinteza si proprietatile unor noi analogi de Fenstatina,
derivatii indolizinici si bisindolizinici, obtinuti plecand de la trans-1,2-di(4-piridil)-
etilena. Sinteza noilor derivati s-a efectuat in conformitate cu strategia raportata n
grupul nostru, succesiunea de reactii utilizate fiind prezentata in Schema 11.7. Astfel,
compusii monoindolizinici 15a-f si bisindolizinici (simetrici sau nesimetrici) 17a-d au
fost obtinuti prin reactii de cicloaditie 3+2 dipolara la propiolatul de etil.

Spectroscopia FTIR si RMN au demonstrat obtinerea compusilor propusi prin
aparitia benzilor, respectiv semnalelor caracteristice Tn spectrele inregistrate. Compusul

14a a fost raportat anterior in literatura.

— 9X R,
\//:\>—//—@ _acetona C\>_//—@N N
— o
Ry

14a: Ry, Ry=H; Ry=Br; X= Br

14a-g
TEA \==—COOEt
CH,Cl,
acetona/
rcflux
\ N \
Nu N N \ \ 74 S \
Et00C E100C
16a: R, Ry, Ry, Rg=H; Ry, Ry=Br
16b: Ry, Ry, Ry, Rg=H; 16a-e 15a-f
16¢: Ry, Ry, Ry, R
16d: R;, Ry, Ry, R=H g 15a: R,, R,=H; R,=Br
16e: Ry, Ry, Ry, Rg=H; Ry, Ry=Cl TEA |==—COOEt 15b: Ry, Ry=OMe: Ry=H
CH,Cl, Ry, Ry= OMe, Ry=H
15d: Ry, Ry=H;
15¢: Ry, Ry

15f: Ry, Ry=H; R,=Cl

17b: Ry, Ry, Ry, Rg=H: R, e 17a-d
17¢: Ry, Ry, Ry, Rs= OMe, R

17d: R}, Ry, Ry, Rg=H; R,=Br; Rs=OMe

Schema 11.5. Schema de reactie corespunzatoare sintezei derivatilor 14a-g, 15a-f, 16a-e si 17a-d

Din aceasti serie, au fost selectati de catre NCI, 14 compusi (14a-d, 15a-c, 16a-d,

17a-b, 17d) pentru a fi testati in prima etapa la concentratia unica de 10 pM.



11.1.2.5. Studii preliminare de fluorescenta pentru compusii 15a, 15c-d si 17a-c

Proprietatile de emisie a indolizinelor fac ca acestea sa poata fi folosite ca senzori
sau fluorofori pentru legarea biomoleculelor. Tindnd cont de studiile anterioare efectuate
in grupul de cercetare si a progreselor recente in aplicatiile derivatilor de indolizina, am
efectuat un studiu preliminar de investigare a fluorescentei in cazul compusilor cu
structurd piroloindolizinica 15a, 15¢, 15d, 17a, 17b si 17c. Acest studiu a fost realizat
in colaborare cu grupul domnului dr. Anton Airinei de la Institutul de Chimie
Macromoleculara ,,Petru Poni” din Tasi.

In cazul compusilor de tip 15 se poate observa o diferenta majora intre fluorescenta
compusilor 15b-c si 15a, acesta din urma prezentdnd o fluorescentd foarte slaba

comparativ cu ceilalti doi compusi (Figura 11.21.).
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Figura 11.21. Spectrele de fluorescenta ale compusilor 15a, 15¢ si 15d in clorurd de metilen
(stanga) si DMF (dreapta)

De asemenea, au fost determinate randamentele cuantice pentru cei 6 compusi
investigati, Insa cele mai bune randamente cuantice au fost obtinute in cazul derivatilor
bisindolizinici de tip 17, rezultatele fiind prezentate in tabelul 11.7.

Tabel 11.7. Valorile randamentelor cuantice (®), pentru compusii 17, in clorurd de metilen,
respectiv DMF

Solvent Compus @ (%)

17a 69.52

Clorura de metilen 17c 48.28
17d 48.66

17a 34.67

DMF 17¢ 54.44

17d 69.75




I1.1.3. Sinteza si proprietitile unor noi derivati de tetrazol 1,5-disubstituiti

De asemenea, ne-am propus sintetizarea unor analogi ai Fenstatinei, ce prezinta in
structura lor un rest tetrazolic 1,5-disubstituit.

Sinteza tetrazolilor se bazeaza pe o metoda de ciclizare recent raportata in literatura
de specialitate, care utilizeaza reactii de cicloaditie 3+2 dipolare de tip ,.click” dintre
azide si diferiti dipolarofili cu grupdri C=N activate, 1n prezenta catalizatorului complex
Cu(OTy)2-CeHe. Astfel, au fost sintetizati derivatii 24a-e, utilizdnd ca si dipolarofili
cianoformiatul de etil, si respectiv cianura de benzoil (Schema II.8.). Structura
tetrazolica 1,5-disubstituitd a acestora a fost confirmata prin spectroscopie RMN si IR si

DRX (in cazul compusului 24).

o o
N3 R, 24a. R|= H, R,, Ry, R4= OMe, X= Br, R=OEt
R, R N \1}1 24b. R,= H, Ry, Ry, Ry= OMe, X= Br, R=C¢Hs
Cu,(OTf),. C¢H \ _ _ _ "
+ N= [/ _(Cu 226l g N=N  24e. Ry, Ry, Ry= H, Ry= Br, X= Br, R=OEt
R R % CH,Cl,, reflux 3 24d. R, Ry, Ry=H, Ry= Br, X=Br, R=C¢H;
4 2 0 24¢. R, Ry=F, R,= Ry= H, X= CI, R=OEt

Ry R, R,
23a-c 24a-e

Schema 11.8. Schema de reactie pentru sinteza tetrazolilor 24a-e
Din aceasti serie, au fost selectati de cétre NCI, 4 compusi (24a, 24b, 24d si 24e)
pentru a fi testati In prima etapa la concentratia unica de 10 uM. Tetrazolii au aratat un
efect inhibitor slab asupra cresterii celulelor tumorale, procentul maxim de inhibare fiind

de 22% Tn cazul compusului 24b (Tabel 11.8.).
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Tabel 11.8. Rezultatele testarii activitatii de inhibare a cresterii a 60 de linii celulare tumorale
umane (G1,%)2, pentru compusii 24a, 24b, 24c si 24e la concentratia 10 pM (selectie)

Compus/ Procentul de inhibare a cresterii

Tip de cancer/ linie celulara (Gl, %)
24a 24b 24c 24e
Cancer pulmonar
A549/ ATCC 7.39 1.13 11.69  0.00
HOP-62 9.99 3.42 4.13 6.24
NCI-H23 3.84 4.57 6.24 3.26
NCI-H522 19.30 1.89 3.57 1.43

Cancer al sistemului nervos
central (SNC)

SF-268 0.00 4.57 0.00 16.50
SNB-75 14.00 0.00 12.83 13.64
Cancer Ovarian
IGROV1 0.28 5.51 7.94 0.00
OVCAR-4 8.80 1.09 n.d. 0.00
SK-OV-3 10.64 0.00 0.00 4.09
Cancer Renal

A498 3.00 22.02  0.00 4.60
CAKI-1 n.d. 14.26 15.90 n.d.

UO-31 11.45 16.97 14.39 8.11

2Date furnizate de NCI in urma testarilor in vitro pe 60 de linii celulare tumorale umane, valori raportate pentru
testarea la o singura concentratie 10 pM;
n.d.- nedeterminat;
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II.2. Sinteza si proprietatile unor noi derivati proiectati ca

stabilizatori pentru ADN-ul G-cvadruplex (G4-ADN)

Au fost sintezate doud serii de derivati proiectati ca stabilizatori pentru ADN-ul G-
cvadruplex, una cu structura indolizinica si cealalta cu structurd pirolofenantrolinica.
Etapa de cuplare a acizilor 27a-f, care au fost sintetizati anterior, cu diverse amine

aromatice s-a realizat prin intermediul clorurilor acide.

A 30a-b

a: A=H, Ry, Ry, Ry= OCH;
b: A= H, R, Ry= H, R,= Br
¢ A=H, R, Ry= H, Ry=Cl
d. A= pirid-4-il, R, Ry, Ry= OCHj
e: A= pirid-4-il, Ry, Ry= H, R,= Br
f: A= pirid-4-il, R, Ry= H, R,= CI

31b

Schema 11.10. Schema de obtinere a derivatilor amidici 29a-f, 30b si 31b
Toti compusii sintetizati au fost complet caracterizati din punct de vedere

structural, utilizand spectroscopia RMN si IR.
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In cazul derivatilor pirolofenantrolinici, sinteza compusilor tinta a urmat etapele
prezentate in Schema 11.11.

Obtinerea derivatilor 33a-c, raportati in literaturd, a fost realizatd printr-un
mecanism de cicloaditie 3+2 dipolara, etapd urmata de hidroliza grupdrii esterice cu
formarea derivatilor 34a-c. Etapa de cuplare a acizilor 34a-c cu 8 aminochinolina s-a

realizat prin intermediul clorurilor acide 35b-c.

7 | 0, Br =z | =z
Na acetona N =——COOEt N
+ CH,Cl,
| A Rlﬁm | \@ o TEA
_N R _N Br o
4 R, a:Rj, Ry R;=OCH;

R b:R,, Ry= H, R,=Br
R, ¢ Ry, Ry= H,Ry=Cl
32a-c 33a-c

Ry

EtOH/MeOH/KOH
reflux

36b-c 35b-c

Schema 11.11. Calea de sinteza a derivatilor 36a-c
Toti compusii sintetizati au fost complet caracterizati din punct de vedere
structural, utilizdnd spectroscopia RMN si IR.
In vederea testarii activititii anticanceroase a noilor derivati, structurile acestora au
fost inregistrate pe platforma electronica a NCI. Astfel in urma procesului de selectie, au

fost selectati 6 compusi pentru testare (29b, 29¢, 29d, 29f, 36b si 36¢).
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11.3. Studiu asupra unor noi ansambluri host-guest (oaspete-gazda)

supramoleculare sensibile la pH, pentru marcarea organitelor

celulare acide

In ultimele decenii, una dintre temele de interes pentru cercetitori a fost abilitatea
distinctiva a ciclodextrinelor (CD) de a forma complecsi de incluziune cu molecule sau
polimeri lipofili. in cercetirile noastre recente, am raportat studii experimentale si
teoretice asupra mecanismului formarii complecsilor de incluziune intre un derivat
fluorescent de indolizinil-piridiniu si f-CD cu aplicarea lor in marcarea celulelor si a
componentelor celulare.

Pentru a extinde seria de complecsi de incluziune ai CD sensibili la pH, pentru
aplicatii de colorare a celulelor si pentru a investiga afinitatea lor selectiva pentru
componentele celulare acide, am utilizat trei saruri fluorescente de indolizinil-piridiniu,

divers substituite la resturile fenilice.

B@ 7N\ - i B(? e
t —
o No® N® \ N
— | [¢] — \ |
\ \
Cl Br
EtOOC EtOOC
OMe OMe
13a

MeO

13¢

Formarea complecsilor de incluziune a fost demonstrata prin experimentele ESI-
MS, metoda frecvent utilizata in studiul fenomenelor de incluziune si in determinarea
ulterioara a stoechiometriei complecsilor. In spectrele ESI-MS se observi formarea

complecsilor de incluziune atat in raport 1:1, cat si 1:2. De asemenea, formarea
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complecsilor de incluziune in cele doud rapoarte a fost confirmata si de studiile de

modelare moleculara (Figura 11.48)

A

Figura 11.48. Modelele moleculare de simulare ale complexului 13a_CD, in raport molar 1:1
(A)si 1:2 (B)

Evaluarea citotoxicitatii compusilor 13a-c_CD in comparatie cu cea a compusilor
13a-c, s-a realizat folosind metoda MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu. Testul a fost realizat utilizand linia

de celule canceroase HeL a, apartinand cancerului cervical (Figura I1.51)

LR 3

Viabilitate celulard relativd, %

Concentratie

Figura 11.51. Rezultatele testului de viabilitate celulard in vitro (test MTS) pentru compusii 13a-
¢ (rosu), respectiv compusii 13a-c_CD (albastru) la concentratii de 52uM, 70uM, respectiv
87uM pe linia de celule canceroase HelLa

Compusii initiali, sdrurile de indolizinil-piridiniu 13a-c, au prezentat o toxicitate
puternici la toate concentratiile investigate. In cazul complecsilor de incluziune a fost
observata o viabilitate celulard semnificativ imbunatatita. Rezultate obtinute sunt in
conformitate cu toxicitatea ridicata raportata anterior a sarurilor de piridiniu, respectiv
cu observatiile noastre recente privind atenuarea toxicitatii dupa formarea complecsilor

de incluziune.
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Compusii 13a-c_CD au fost evaluati pentru capacitatea lor de a traversa membrana
celulara, si de a patrunde in interiorul celulei, dar si cea de marcare a componentelor
celulare 1n celulele vii in microscopia de fluorescentd. Astfel, celulele HeLa au fost
incubate cu o solutie apoasa de complecsi 13a-c_CD (52uM), apoi s-au comparat
imaginile (dupa 15 minute, respectiv 24h). Tn figura 11.52 sunt prezentate rezultatele

obtinute in cazul complexului de incluziune 13b_CD.

100 pm 100 pm

Figura 11.52. Imaginile complexul 13b_CD acumulat in liniile de celule HeLa dupa 15 minute
(stanga), respectiv 24h de incubare (dreapta)

Dupa 15 minute de incubare a celulelor HeLa cu solutiile investigate, a fost
observata o localizare intracelulara, extranucleara, clar vizibila pentru toate esantioanele.
Incubarea celulelor tratate pana la 24h, a evidentiat o crestere puternicd a semnalului
fluorescent, insotita de aglomeratii localizate particular in citoplasma.

Aceste localizari specifice a complecsilor de incluziune 13a-c_CD au fost
examinate in continuare folosind markeri specifici ai organitelor celulare. Astfel, pentru
a verifica specificitatea complecsilor 13a-c_CD de a marca selectiv organitele celulare,
s-au efectuat experimente de co-colorare (co-developare) paralele in celulele HelLa cu
LysoTracker (marker specific lizozmilor) si MitoTracker (marker specific
mitocondriilor). In consecinti, celulele au fost incubate timp de 24h cu solutiile
complecsilor 13a-c_CD, apoi au fost tratate cu LysoTracker Red timp de 30 de minute,
si in final au fost nregistrate imagini pentru a observa un eventual model distinct de
etichetare lizozomala. Suprapunerea imaginilor rezultate a sugerat localizarea
complecsilor de incluziune n lizozomi. Tn figura I1.53. sunt prezentate datele obtinute

n cazul complexului de incluziune 13b_CD.
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100 um 100 uym 100 pm

Figura 11.53. Imaginile distributiei celulare a complexului 13b_CD (stdnga) comparata cu
imaginea cu LysoTracker Red (mijloc) si suprapunerea acestora (dreapta)

Experimentul de co-developare efectuat in mod similar cu MitoTrackerRed pe
celulele HeLa incubate 24h cu solutiiile compusilor de incluziune 13a-c_CD, a condus
la rezultate complet diferite (Figura 11.54.), complecsii prezentdnd o distributie si o
localizare in afara mitocondriilor. Analiza imaginilor suprapuse a sugerat o suprapunere
scazuta Intre semnalele fluorescente ale complecsilor 13a-c_CD si agentul de colorare.
In figura I1.54. sunt prezentate datele obtinute in cazul complexului de incluziune

13b_CD.

100 um 100 um 100 pm

Figura 11.54. Imaginile distributiei celulare a complexului 13b_CD (stdnga) comparata cu
imaginea cu MitoTracker Red (mijloc) si suprapunerea acestora (dreapta)

in consecinti, rezultate de co-developare dubla a mitocondriilor au pus sub semul
intrebarii ipoteza noastra cu privire la aseméandrile structurale dintre complecsii 13a-
c_CD si alti agenti cunoscuti de marcare a mitocondriilor, precum si la obtinerea de noi
markeri mitocondriali fluorescenti. Pe de alta parte, rezultatele pozitive pentru colorarea
lizozomilor recomanda compusii 13a-c_CD nu numai ca markeri fluorescenti selectivi
de lungd durata, ci si ca agenti pentru monitorizarea modificarilor de pH in timp, in

organitele celulare respective.
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Concluzii generale

In cadrul prezentei teze de doctorat a fost sintetizat un numér de 103 compusi dintre care 68

neraportati in literatura, acesti compusi fiind grupati in urmatoarele serii de compusi:

v
v

doua serii de derivati indolizinici piridil-substituiti (7a-h si 10a-d);

o serie derivati de indolizina substituiti cu unitati piridinice prin intermediul unei punti
trans-etilenice 15a-f;

o serie derivati de derivati cu structurd bisindolizinica 17a-d, cele doua cicluri
indolizinice fiind separate prin intermediul unei punti trans-etilenice;

o serie de tetrazoli 1,5-disubstituiti 24a-€;

o serie de compusi proiectati ca stabilizatori de ADN G4 cu structura indolizinica
(29b-d, 29f, 30a-b, 31b);

o serie de compusi proiectati ca stabilizatori de ADN G4 cu structurd pirolo[1,2-

i][1,7]fenantrolinica (36b-c);

Toti compusii sintetizati au fost caracterizati din punct de vedere structural utilizand

spectroscopia RMN si FTIR, dar si difractia de raze X in cazul compusului 24a.

Compusii 7a-d, 10a, 10d, 11a-b, 11d, 12a-c, 13a-b, 14a-d, 15a-b, 16a-c, 17a-b, 17d, 24a-c,

24e, 29b-d, 29f si 36b-c au fost testati pentru a determina capacitatea de inhibare a cresterii

celulare tumorale umane, astfel:

v

in primul stadiu testarea compusilor s-a efectuat pe 60 de linii celulare din diferite
tipuri de cancer la o singura concentratie (10uM);

Rezultatele promitatoare privind activitatea de inhibare a cresterii celulare tumorale a
compusilor 11a, 13a-b, 16b au condus la selectarea acestora pentru testarea in vitro la
5 concentratii diferite pe aceleasi linii celulare;

Compusul 1la s-a remarcat datoritd activitdtii inhibitorii foarte bune pe 47 de linii
celulare cu o valoare Glso< 100 nM, dar si datoritd activitatii sale citotoxice selective
doar pe linia MDA-MB-435 (LCso = 20.4 uM) care apartine cancerului de piele;
Compusii 13a si 13b au ardtat o activitate citotoxicd excelentd impotriva tuturor
liniilor celulare apartindnd cancerului de colon, cancerului renal, cancerului de piele,
cancerului pulmonar, cancerului ovarian, cancerului de san si, respectiv cancerului de
prostata;

Compusul 16b prezentat valori Glso superioare Fenstatinei (control) in cazul celulelor
COLO205 (cancer de colon) si T47-D si MDA-MB-468 (cancer de séan) ;
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In cazul compusilor 7¢, 10a, 11a-b, 15a-b, 16b si 16d a fost investigat un posibil mecanism
de actiune al acestora prin determinarea efectului asupra polimerizarii tubulinei in vitro, toti
compusii investigati aratand proprietati de inhibare a polimerizarii tubulinei.

in vederea sustinerii ipotezei privind mecanismul de actiune al compusilor 7a-c, 10a, 11a-b,
11d, 12a-b si 13a-b, s-au realizat studii teoretice de docking molecular, acestea fiind efectuate
la situsul colchicinic de legare a heterodimerului o, —tubulina, rezultatele obtinute sustinand
datele experimentale obtinute in ceea ce priveste actiunea de inhibare a polimerizarii tubulinei.
O serie de compusi au fost investigati privind activitatea biologicd impotriva tulpinilor
Escherichia coli ATCC25922, Staphylococcus aureus ATCC25923 si Candida albicans
ATCC10231, rezultatele obtinute fiind sintetizate astfel:

v Compusii 6a-k, 7c-i, l4c-d, 15a-d, 16b-c si 17a-c nu prezintd activitate
antimicrobiand asupra liniilor testate;

v' Compusii 14a si 16a au fost moderat eficienti impotriva tulpinii Gram-pozitive
reprezentate de S. Aureus. Diametrul zonei de inhibitie a compusului 14a a fost de
10£0.11 mm, in timp ce diametrul zonei de inhibitie pentru compusul 16a a fost de
8.4+0.18 mm;

in cazul compusilor 24a, 24c, 24e a fost investigat caracterul redox, voltamogramele obtinute
aratand existenta unor picuri de oxidare/reducere atribuite transferului electronic la nivelul
ciclului tetrazolic si restului fenil; Astfel, un studiu mai avansat urmeaza sa fie realizat in
vederea stabilirii unei posibile utilizari a acestor compusi ca senzori electrochimici.

A fost efectuat un studiu privind obtinerea, caracterizarea si proprietatile unei serii de trei
complecsi de incluziune 13a-c_CD ai S-ciclodextrinei cu saruri monocuaternare de (indolizin-
7-il)piridiniu, obtinandu-se urmatoarele concluzii:

v" Complecsii de incluziune 13a-c_CD au fost investigati prin experimente ESI-MS,
microscopie TEM si prin studii de modelare moleculard, aceste studii demostrand
formarea in cazul celor trei compusi a complecsilor de incluziune in raport molar 1:1
si 1:2 (13 : CD);

v’ Studiile de fluorescentd atét a sdrurilor de indolizin-7-il piridiniu, cat si a complecsilor
de incluziune au aratat variatia fluorescentei acestora in functie de pH;

v Investigarea proprietatilor biologice pe celule HeLa a ardtat cresterea viabilitatii
celulare in cazul complecsilor de incluziune (> 80%) comparativ cu a sarurilor

monocuaternare de (indolizin-7-il) piridiniu (< 10 %);
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Compusii 13a-c_CD au fost evaluati pentru capacitatea lor de a traversa membrana
celulard, si de a patrunde in interiorul celulei, dar si cea de marcare a componentelor
celulare in celulele vii in microscopia de fluorescentd, prin experimente de co-colorare
paralele in celulele HeLa cu LysoTracker si MitoTracker. Suprapunerea imaginilor a
ardtat localizarea complecsilor de incluziune in lizozomi, in afara mitocondriilor,
sugerand o posibila utilizare a acestora pentru marcarea intracelulard a organitelor
acide.

Complecsii prezinta o stabilitate celulara excelenta (nu se observa scaderea intensitatii

fluorescentei in 24h) comparativ cu agentii comerciali LysoTracker si MitoTracker.

e Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat au facut pand acum subiectul a 3 articole

stiintifice publicate in reviste indexate Web of Science din cvartila Q1 (zona rosie, conform

UEFISCDI) si a 9 participari la conferinte, astfel:

v

Articole stiintifice:

¢+ Pricope G., Ursu E.L., Sardaru M., Cojocaru C., Clima L., Marangoci N., Danac
R., Mangalagiu L.I., Simionescu B.C., Pinteala M., Rotaru A., ,,Novel cyclodextrin-
based pH-sensitive supramolecular host-guest assembly for staining acidic cellular
organelles”, Polymer Chemistry., 9, 968, 2018. (IF=5.342)

« Sardaru M.-C., Craciun A.M., Al Matarneh C.-M., Sandu 1.S., Amarandi R.M.,
Popovici L., Ciobanu C.I., Peptanariu D., Pinteala M., Mangalagiu I.I., Danac R.,
,Cytotoxic substituted indolizines as new colchicine site tubulin polymerization
inhibitors”, Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 35(1), 1581-1595,
(2020). (IF= 4.673)

« Sardaru M., Carp O., Ursu E.L., Craciun A.M., Cojocaru C., Silion M., Kovalska
V., Mangalagiu I., Danac R., Rotaru A., “Cyclodextrin encapsulated pH sensitive dyes
as fluorescent cellular probes: self-aggregation and in vitro assessments”, Molecules.
(under review).

Participari la conferinte:

% Monica- Cornelia Sardaru, Ramona Danac, Catalina lonica Ciobanu, Mircea
Odin Apostu, “Synthesis, structure and evaluation of potential anticancer activity of
new tetrazoles derivatives” , Conferinta stiintifica “Zilele Universitatii Alexandru Ioan
Cuza”, 27-28 Octombrie 2016, lasi, Romania.

% Monica-Cornelia Sardaru, Gabriela Pricope, Cornel Cojocaru, Ramona Danac,

Tonel Mangalagiu, Alexandru Rotaru, “Novel pH-sensitive supramolecular host-guest
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assembly for staining acidic cellular organelles”, Zilele Universitatii
“TasiChem2017”, 26-27 Octombrie 2017, Iasi, Romania.

< Monica-Cornelia Sardaru, lonel Mangalagiu Ramona Danac, Catalina lonica
Ciobanu, Mircea Odin Apostu, “Synthesis and anticancer evaluation of new tetrazoles
derivatives®, “Chemistry Conferince for Young Scientists (ChemCys 2018)*, 21-23
Februarie 2018, Blankenberge, Belgia.

+ Monica-Cornelia Sardaru, Sinziana Oniciuc, lonel Mangalagiu, Ramona
Danac, Catalina Ionica Ciobanu, “Synthesis and anticancer evaluation of new
Phenstatin analogues®, Sesiunea de comunicari stiintifice a studentilor, masteranzilor
si doctoranzilor “CHIMIA - FRONTIERA DESCHISA SPRE CUNOASTERE®,
editia a IX-a, 29-30 Iunie 2018, Iasi, Romania.

% Monica-Cornelia Sardaru, lonel Mangalagiu Ramona Danac, Catalina lonica
Ciobanu, “Pyrollo-fused heterocyclic compounds designed as quadruplex DNA
ligands: synthesis and anticancer evaluation®, “22nd International Conference on
Organic Synthesis, (22-ICOS)*, 16-21 Septembrie 2018, Florenta, Italia.

K3

% Monica-Cornelia Sardaru, Maria Sobaru, Catalina Ciobanu, Ramona Danac,
“Synthesis and structure of new 7,7‘-(ethane-1,2-diyl)bisindolizine derivatives“, “a
XXXV-a Conferinta Nationala de Chimie®, 2-5 Octombrie 2018, Caciulata(Valcea),
Romania.

< Monica-Cornelia Sardaru, lonel Mangalagiu, Ramona Danac, Violeta
Mangalagiu, “Synthesis of new aza-heterocyclic compounds designed as quadruplex
DNA ligands and their anticancer activity, Zilele Universitatii “lasiChem2018”, 25-
26 Octombrie 2018, Iasi, Romania.

+« Monica-Cornelia Sardaru, Ramona Danac, lonel Mangalagiu, Catalina I.
Ciobanu, “Synthesis and anticancer evaluation of new indolizine derivatives®,
Sesiunea de comunicari stiintifice a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor
“CHIMIA - FRONTIERA DESCHISA SPRE CUNOASTERE®, editia a X-a, 20-31
Tunie 2019, Iasi, Romania.

< Monica-Cornelia Sardaru, Ramona Danac, Catalina Ciobanu, lonel Mangalagiu,
“Synthesis, structure and properties of new bisindolizine derivatives”, Zilele

Universitatii “lasiChem2019”, 310ctombrie-1Noiembrie 2019, lasi, Romania.

21



e Pe parcursul stagiului doctoral am beneficiat de doua proiecte de mobilitate, astfel:
< Proiect  PN-1ll-P1-1.1-MC-2017-1104  Contract de  finantare  nr:
https://uefiscdi.ro/index.php (Titlu actiune: Proiect mobilitate pentru cercetatori,
Participare la Chemistry Conferince for Young Scientists (Belgium))
< Proiect PN-111-P1-1.1-MC-2018-0672 Contract de finantare nr. 203/09.07.2018
https://uefiscdi.ro/index.php (Titlu actiune: Proiect mobilitate pentru cercetatori,
Participare la 22nd International Conference on Organic Synthesis (ltaly)).

e Pe parcursul stagiului doctoral am fost, de asemenea, membru Tn echipa unor proiect de

cercetare, astfel:

« Proiect “Polimeri coordinativi porosi noi cu liganzi organici de dimensiuni
variabile pentru stocarea gazelor”, acronim POCPOLIG (ID P_37_707, cod MySMIS:
104810, Contract de finantare nr. 67/8.09.2016) (pozitie asistent cercetare).
+«* Proiect ”Noi structure polifunctionale azasteroid-mimetice: compusi fluorescenti
si biologic activi”, cod PN-I11-P1-1.1-TE-2016-1205, acronim NPAMFB, Contract de
finantare nr.15/2018.

e Pe parcursul stagiului doctoral am publicat in calitate de coautor un numar de 5 articole ISI

(rezultate care nu sunt incluse in teza), astfel:
% Bejan D., Bahrin L.G., Shova S., Sardaru M., Clima L., Nicolescu A., Marangoci
N., Lozan V., Janiak C., “Spontaneous resolution of non-centrosymmetric
coordination polymers of zinc(ll) with achiral imidazole-biphenyl-carboxylate
ligands”, Inorganica Chimica Acta, 482, 275-283, (2018). (IF: 2.304)
«+ Bahrin L.G., Rosca I., Clima L., Shova S., Bejan D., Nicolescu A., Marangoci
N.L., Sardaru M.C., Lozan V., Rotaru A.,”Zinc(II) coordination polymer on the base
of 3’-(1H-tetrazol-5-yl)-[1,1°-biphenyl]-4-carboxylic acid: Synthesis, crystal structure
and antimicrobial properties”, Inorganic Chemistry Communications, 92, 60-63,
(2018). (IF = 1.943)
< Bahrin L.G., Clima L., Shova S., Rosca I., Cojocaru C., Bejan D., Sardaru M.C.,
Marangoci N., Lozan V., Rotaru A., “Synthesis, structure, computational modeling
and biological activity of two novel bimesitylene derivatives”, Research on Chemical
Intermediates, 2019, 45(2), 453-469, (2019). (IF = 2.262)
« Ursu E.L., Rosca I, Bahrin L.G., Clima L., Bejan D., Sardaru M.C., Marangoci
N., Lozan V., Rotaru A., “Aqueous Dispersion of Single-Walled Carbon Nanotubes
Using Tetra-Phenyl Bimesitylene Derivative via Noncovalent Modification and
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Improved Antimicrobial Activity”, Journal of Nanoscience and Nanotechnology, 19,
7960-7966, (2019). (IF =1.134)

< Al Matarneh C.M., Sardaru M.C., Apostu M.O., Rosca I., Ciobanu C.I.,
Mangalagiu 1.I., Danac R., “Synthesis and antibacterial evaluation of new
pyrrolo[3°,4°:3 4]pyrrolo[1,2-a] quinolone and pyrrolo[3',4":3,4]pyrrolo[2,1-
aJisoquinoline derivatives, STUDIA UBB CHEMIA, LXIV, 3, 67-80, (2019).
(IF=0.275)

Doctorandul multumeste urmaétoarelor proiecte pentru suportul acordat:
% Proiectului POSCCE-O 2.2.1, SMIS-CSNR 13984-901, nr. 257/28.09.2010,
CERNESIM, pentru experimentele RMN si de difractie de raze X si Institutului
National de Cancer (NCI) din SUA pentru testarile biologice.
«  Proiectului "Polimeri coordinativi porosi noi cu liganzi organici de dimensiuni
variabile pentru stocarea gazelor”, acronim POCPOLIG (ID P_37_707, cod
MySMIS: 104810, Contract de finantare nr. 67/8.09.2016)
< Proiectului PN-IlI-P1-1.1-MC-2017-1104 Contract de finantare nr:
https://uefiscdi.ro/index.php (Titlu actiune: Proiect mobilitate pentru cercetatori,
Participare la Chemistry Conferince for Young Scientists (Belgium))
< Proiectului  PN-III-P1-1.1-MC-2018-0672 Contract de finantare nr.
203/09.07.2018 https://uefiscdi.ro/index.php (Titlu actiune: Proiect mobilitate pentru

cercetitori, Participare la 22nd International Conference on Organic Synthesis (lItaly)).
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