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Rezumatul cuprinde rezultatele cercetarilor efectuate pe parcursul celor trei ani de studii
doctorale prezentate pe scurt, concluzii generale precum si o parte din cele 248 de referinte
bibliografice care insotesc teza. Este pastratda numerotarea din teza a capitolelor, tabelelor,

figurilor, schemelor de reactie si a structurilor.
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Introducere

Cancerul a devenit una dintre maladiile cele mai temute ale zilelor noastre. Fiind definit
ca o boald complexa® intrucat e determinat de factori genetici, factori de mediu si stil de viata,
este greu de combatut si cu sanse mari de recidiva. Doar in 2012 s-au semnalat in jur de 8.2
milioane de noi decese cauzate de cancer si se pare ca acest numar va creste cu 70% 1In

urmitoarele doui decenii.?

Cancerul se manifestd prin dezvoltarea rapidda si haoticd a unor celule anormale.
Aglomerarea acestora genereaza tumori care se pot localiza la nivelul oricarui organ. Migrarea
celulelor canceroase de la nivelul organelor pe care s-au format initial si invazia acestora in

tesuturile straine genereaza asa-numitele metastaze.

Principalele metode de tratare sunt chirurgia, imunoterapia, radioterapia, hormonoterapia
si chimioterapia. Aceasta din urma foloseste molecule capabile sa atace Tn mod selectiv celulele
canceroase. Aceste molecule au ca tinte diferite enzime, proteine sau procese de la nivel celular

care sunt esentiale multiplicarii.

Printre obiectivele chimioterapiei actuale se numara augmentarea transportului agentilor
chimioterapici la tumori, imbunatatirea controlului asupra cresterii tumorale, reducerea

metastazei si marirea ratei de supravietuire.

Datorita eficientei taxanilor si alcaloizilor din Vinca unii ar putea spune ca tubulina este
una dintre cele mai promititoare tinte anticancer. O multitudine de inhibitori ai
polimerizarii/depolimerizarii tubulinei gasiti in naturd, precum si analogi sintetici ai acestora au
dovedit activitate citotoxicd pe un domeniu vast de celule canceroase.” Aceste aspecte ne-au
indreptat cercetarile spre sinteza de agenti antitubulind pentru a ne atinge scopul: obtinerea unor
viitoare medicamente anticancer. Pentru aceasta am pornit de la structura fenstatinei (Figura 6),

molecula cu buna activitate citotoxica in vitro.

Figura 6. Structura Fenstatinei
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O alta abordare a medicinei pentru obtinerea unor efecte terapeutice optime este asocierea
noilor compusi antitumorali cu agenti citotoxici clasici, utilizarea combinatiilor de medicamente
pentru eficientd sporiti a tratamentului. In consecinti, o a doua tinta care a suscitat interesul
nostru este farneziltransferaza. Un concept de care am fost interesati este cel de medicament
dual, un compus ce actioneazad asupra a doud tinte biologice de la nivelul celulei. Prin vizarea
mai multor cdi de actiune se poate obtine un efect citotoxic mult mai puternic, fard marirea si

. : . . . . 96-98
inmultirea efectelor adverse care ar rezulta din combinarea mai multor medicamente.

Cercetarile au aratat ca asocierea unor inhibitori ai farneziltransferazei (FTi) cu
stabilizanti ai microtubulilor precum taxanii imbunatateste actiunea de legare a taxolului. Pe
langa Tmbunatatirea actiunii taxolului, FTi anuleaza rezistenta la taxani a celulelor canceroase. "
10 Evidentierea eficacitatii compusilor micsti se poate dovedi esentiald, conducand la o strategie
inovatoare pentru conceptia de noi agenti anticancerosi. S-ar putea obtine, cu o singurd molecula,
o actiune sinergicd asemanatoare asocierii taxanilor cu inhibitorii de farneziltransferaza, astfel
marind eficacitatea si diminuind efectele toxice ale tratamentelor. Pe 1angd realizarea efectului
sinergic urmarit, reactiile adverse ar fi mult scazute. Acest lucru se datoreaza pe de o parte
utilizarii un singur medicament si nu a unei combinatii de substante active, iar pe de alta parte
micsordrii concentratiei necesare manifestarii efectului terapeutic. Aceastd tactica inventiva
poate ajuta la avansarea mai rapida a cercetarilor din domeniul medical, cercetdri ce privesc

chimioterapia cancerului in scopul vindecdrii, oferind o solutie de combatere a rezistentei

dezvoltate de tumori.

O mare parte din cercetarile intreprinse pe durata tezei se axeaza, asadar, pe obtinerea de

medicamente duale: inhibitori micsti tubulina/farneziltransferaza.

Datoritd numeroaselor proprietdti biologice demonstrate de compusii continand
fenotiazind, in special in domeniul anticancer, am decis sa folosim acest heterociclu in

majoritatea compusilor sintetizati.
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Contributii personale
Obiective principale

Cercetarile din cadrul celor trei ani de doctorat se axeaza pe sinteza, caracterizarea
structurala si evaluarea biologicd a unor noi analogi ai fenstatinei, cu scopul de a obtine agenti
anticancer eficienti, cu structurd inovatoare. Cercetarile s-au bazat pe studiul literaturii prezentat
in prima parte a tezei si au constat in varierea celor trei elemente structurale ale fenstatinei tinand
cont de relatiile structura-activitate descoperite pana in prezent.
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Figura 1. Principalele modulari propuse pentru structura fenstatinei

o Ciclul A, trimetoxifenil a fost inlocuit cu fenil substituit cu grupari precum: metoxi,
halogeno, fenil, ciano, dar si cu tricicluri condensate cu azot ca: fenotiazina, 1-
azafenotiazina, fenoxazina, acridona sau iminodibenzilul.

o Ciclul B a fost substituit cu nuclee fenilice diferit substituite (cu metoxi, amine, halogeni
etc.) si cu azaheterocicluri (indol, indolizina).

o Structurile care au luat locul conectorului carbonilic sunt: metilen, tiocarbonil, oxima si
2-propen-1-ona.

Toti compusii nou sintetizati sunt testati in vitro pentru potentialul anticancer gratie
colaboririlor cu Franta (Ecole des Hautes Etudes d’Ingénieurs, Lille; CNRS, Paris) si cu NCI,
USA (asupra a 60 linii celulare tumorale).
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Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor derivati de tip N-benzoilfenotiazini -
Seria A

Printre structurile ce pot lua locul nucleului trimetoxifenilic se numara fenotiazina
combinatd cu ciclul B clasic.*® Tn urma investigatiilor efectuate de catre grupul nostru de
cercetare, a fost publicatda o serie de analogi ai fenstatinei unde fenotiazina ia locul ciclului A
clasic, serie ce a dus la descoperirea unor compusi cu activitate promitatoare. La Tnlocuirea
ciclului B cu grupari aril diferit substituite, moleculele care s-au dovedit cele mai active
prezentau un nucleu 3-fluoro-4-metoxifenilic (Compusul C, Figura 2, ICso(Tubulind) = 9,5 uM),
3-amino-4-metoxifenilic (Compusul D, Figura 2, ICsy(Tubulind) = 12 pM).*
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Structuri dorite
Figura 2. Analogi ai fenstatinei cu ciclul A fenotiazina si compusii urmariti
Am hotarat asadar sd continudm explorarea acestui tip de compusi, de aceastd data
analizand cu precadere influenta substituentilor din pozitia 2 a ciclului B (compusii 1a-i, Figura
2). Un alt compus interesant din punct de vedere al activitatii biologice este fenotiazina acilata
in pozitia 3 (E, Figura 2, ICso(Tubulind) = 38 uM). Pentru a explora aceasta pozitie a scheletului
fenotiazinic si a aprofunda relatiile structurd-activitate, a fost imaginatd o moleculd in care N-

metilfenotiazin-3-il ar lua locul fenotiazin-10-ilului ca ciclu A (compusul 2, Figura 2).

Pentru a obtine compusii de tip N-benzoilfenotiazind a fost utilizatd calea de sinteza
facila, in doua etape, folosita anterior in cadrul grupului nostru de cercetare. Aceasta porneste de
la acizii benzoici doriti (4a-i) care sunt disponibili comercial. Ei sunt mai intdi transformati in
cloruri acide (3a-i) si apoi supusi unei reactii de condensare cu fenotiazina pentru a da compusii

doriti (Schema 2).
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Schema 2. Sinteza N-benzoilfenotiazinelor
Prin aceastd metoda s-au obtinut 9 compusi (Tabelul 1) care au fost caracterizati si
evaluati din punct de vedere biologic.

Tabelul 1. Substituentii si randamentele de obtinere ale compusilor 1a-i

Compus R; R» Randament (%0)
la OMe 2-F 60
1b OMe 2-CF3 53
1c OMe 2-OMe 77
1d Cl 2-Cl 78
le F 3-Cl 78
1f Br 3-Me 81
1g F 2-F 76
1h F 2-Cl 91
1i OCF; 3-F 42

Pentru obtinerea fenotiazinei acilate in pozitia 3 au fost incercate mai multe moduri de
lucru. Dintre acestea, utilizarea reactivului lui Eaton a furnizat derivatul dorit 2a ca produs

majoritar (randament 24%) impreuna cu derivatul bisacilat 2b (randament 7%) (Schema 3).

o 0} o
SOSLas Ul GRS SRS
HO -
+
N OMe MeO N OMe
Me Me

6 4j 2b (20%)
(ii) o) o) o)
S F F S F
SOCACEINOASSOAS
l}l OMe MeO l?l OMe
Me Me
2a (24%) 2b (7%)

Schema 3. Reactivi si conditii: (i) (2) 1.5 echiv. SOCI,, DCM/DMF, temp.cam., atmosfera
inerta, 2 h, apoi (b) 2.0 echiv AlCl3, DCM, reflux, atmosfera inerta, 24 h; (ii) 4.0 echiv. reactivul
lui Eaton (P,05:CH3SO3H 1:10 w:w), 60°C, 24 h.

Cetonele 2a si 2b au prezentat fluorescentd intrinsecd ce nu a permis cuantificarea

posibilei activitati de inhibare a polimerizarii tubulinei.
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A fost observat si efectul solventului asupra fluorescentei cetonelor 2a si 2b (Figura 6).
Desi N-metilfenotiazinele 2a si 2b au proprietati similare, intensitatea fluorescentei pentru
compusul bisacilat 2b este mai mare decat cea a compusului 2a, fapt ce poate fi explicat de

conjugarea mai extinsd pe care acesta o prezinta.

(b)

Figura 6. Solutiile derivatilor de fenotiazina 2a si 2b in diferiti solventi organici (de la

stanga la dreapta): CHCl3, CH,Cl,, MeOH, EtOH, EtOAc, THF si DMSO, observate cu ajutorul

unei lampe UV la A =365 nm: (a) compusul 2a la o concentratie de 0.1 mg/mL (274 uM); (b)
compusul 2b Ia o concentratie de 0.1 mg/mL (193 uM).

Compusii sintetizati au fost evaluati biologic pentru a masura capacitatea lor de inhibare a

polimerizarii tubulinei in vitro (Tabelul 2).

In urma testului se poate spune ci, in general, fenotiazin-amidele 1a-i sunt inhibitori mai
puternici decat fenotiazin-cetonele 2a-b. Compusii cei mai activi au fost cei ce contin nucleul 2’-
trifluorometil-4’-metoxifenil 1b sau 2’-fluoro-4’-metoxifenil 1a. Testele au confirmat inca o
datd necesitatea gruparii metoxi in pozitia 4 a fenilului pentru pastrarea activitatii de inhibare a

polimerizarii tubulinei.

Opt dintre derivatii de fenotiazina sintetizati la-e, 1g, 2a-b au fost acceptati spre a fi
testati la National Cancer Institute (NCI). Aici, a fost evaluat potentialul de inhibare a cresterii
celulare pe 60 de linii de celule canceroase printre care se numara si linii ale unor tumori
rezistente la mai multe medicamente (MDR). Un prim test a fost efectuat la o concentratie de 10
MM pe toate cele 60 de linii celulare, iar pentru cei mai activi compusi a fost determinat Gls

(concentratia la care cresterea celulara este inhibata in proportie de 50%).

Comportarea moleculelor la nivelul liniilor celulare canceroase a fost in concordanta cu
rezultatele obtinute la testul tubulind, cei mai potenti inhibitori ai polimerizarii tubulinei fiind si

cei mai activi agenti antitumorali in vitro.
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Tabelul 2. Activitatea de inhibare a polimerizarii tubulinei in vitro pentru compusii 1a-i,

Compus % TPI*° ICso° (UM * SD°) R Log P®
la 75 225+ 1.6 0.9398 4.54+0.89
1b 80 11.9+1.7 0.8649 6.32+0.88
1c 53 n.d.’ - 4.39+0.86
1d 44 n.d. - 5.56+0.86
1e 42 n.d. - 5.54+0.89
1f 43 n.d. - 6.01+0.88
19 25 n.d. - 4.4740.92
1h 44 n.d. - 4.56+0.89
1i 48 n.d. - 6.03+0.91

Fenstatina B 99 3.4+0.7 0.9378 2.7520.42
Dezoxipodofilotoxina 100 1.8+04 0.9740 2.44+0.45

% Inhibarea polimerizirii tubulinei la o concentratie de 100 uM.
® Valorile reprezinta media a doud experimente.

¢ Deviatia standard.

Y Nedeterminat.

® Calculat cu ACD Software.

Linia celulara pe care noii analogi ai fenstatinei au fost foarte activi este MDA-MB-435
(melanom-adenocarcinom uman). Pe aceasta linie, compusii anterior sintetizati, fenotiazinamida
C si fenotiazincetona E sunt cei mai activi, cu valori Glsp = 36 nM, respectiv Glsgp = 98 nM,
urmati de fenotiazinamidele din noua serie 1a si 1b (Glsp = 177 nM, respectiv 176 nM) si apoi
1c (Glsp = 212 nM).

Compusul continand gruparea trifluorometil 1b a fost cel mai activ in inhibarea cresterii
celulelor de tip CCRF-CEM - leucemie limfoblastica acuta (Glsgp = 88 nM). Toti compusii testati
au prezentat activitate antiproliferativd mai accentuata decat molecula “mama”- fenstatina pe
liniile celulare COLO 205 (adenocarcinom colorectal), A498 (adenocarcinomul renal uman) si

HCT-15 (adenocarcinom colorectal rezistent la medicamente).
Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor derivati de tip benzilamina - Seria B

Studiind literatura de specialitate, am putut observa ca gruparea carbonilica poate fi
inlocuitd de catre grupari relativ mici care sa pdstreze pozitia cisoidd a nucleelor aromatice.
Pentru a aprofunda relatiile Structura-activitate dobandite pana in prezent si a trage concluzii cu
privire la importanta conectorului carbonilic, am cdutat nlocuirea acestuia in compusii activi

sintetizati pAnd acum.

10
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Am hotarat sa sintetizim noi analogi ai fenstatinei in care conectorul este unul metilenic

(compusii 7a-j, Figura 8), pastrand ciclurile A si B care s-au dovedit a fi cele mai active.

| (@)

\ w

ORD

~

< 5 o AS 0
A S ! - B

O&
O

O CFy, ~ 7ad %|

Triciclu: O OH
A N @ fenotiazina, fenoxazina, @ @
S 1-azafenotiazina, iminodibenzil, ~
@) 9-(10H)-acridona (@] (@)
| R; = H, F, CFs; o |
~

R, =H, F, OH.
1b Structuri dorite F

Figura 8. Structura compusilor urmariti 7a-J si a produsilor de referinta (Combretastatina A-4 si

analogi)
R R
1 R H Y. 1 R
Br 2 .\ @ | AN NaH, DMF N 2
0°C-temp.cam. X
ga-d o) XN P 7y o)
8a:R1=H;R2=F; | | |
8b: R, = H; R, = OH, 31% 5,9-12 x
8c: R, = F; R, = H, 78% 5:X=S;Y=CH; 7a
8d: Ry = CF3; Ry = H. 9:X=0;Y =CH;
10: X = CH2-CH2; Y = CH
PBrs, Et,0 11: X=C=0;Y=CH
0°C 12:X=S;Y=N
Ry
Rz
HO
7
13a-b

13a: R; = H; R, = OH, 31%
13b: R; = F; R, =H, 78%

Schema 4. Sinteza benzilaminelor 7a-j
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Pentru a merge mai departe cu relatiile structura-activitate ne-am propus inlocuirea
fenotiazinei cu diferite tricicluri asemanatoare ca structura cum ar fi fenoxazina, 10-H-acridona,
iminodibenzil (10,11-dihidro-5H-dibenzo[b,f]azepind) si 1-azafenotiazina (10H-pirido[3,2-
b][1,4]benzotiazina). Compusii doriti 7a-j au fost obtinuti pornind de la bromurile de benzil cu
subtituentii doriti si triciclurile alese. Bromurile de benzil 8a-d au fost puse in reactie cu aminele
(5, 9-12) deprotonate (Schema 4). Bromurile nedisponibile comercial 8b si 8c au fost preparate

din alcoolii corespunzitori, prin metoda intlnita in literatura.'*

Compusii astfel obtinuti (Tabelul 5) au fost evaluati biologic pentru capacitatea de

inhibare a polimerizarii tubulinei, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6.

Tabelul 5. Randamentele de obtinere pentru compusii 7a-j

Compus R R? X Y Randament (%)
7a F S CH 44
7b CF; S CH 32
7c H OH S CH 26
7d H S CH 57
Te CF; H 0] CH 87
7f H OH 0] CH 23
79 H F 0] CH 41
7h H F CH,-CH, CH 65
7i H F C=0 CH 64
7j H F S N 61

Din cele 10 molecule, patru s-au dovedit a fi inhibitori ai polimerizarii tubulinei (7c, 7d,
7h, 7j). Cel mai eficient compus a fost cel ce contine iminodibenzil 7h in locul fenotiazinei, cu o
concentratie inhibitorie medie comparabila cu cea a compusului parinte (ICsp = 6.43 uM fata de

ICs0 = 3.43 UM pentru fenstatind).

Dintre noii analogi ai fenstatinei sintetizati cu conector metilenic, sapte (7a-d, 7f-h) au
fost acceptati de citre NCI. In urma primului screening efectuat la o concentratie de 10 uM, cinci
dintre moleculele testate (7a-d, 7h) au fost suficient de active pentru a fi evaluate in testul in

cinci doze spre a li se determina Gls.

Compusul 7a prezinta activitatea antiproliferativa cea mai pronuntata pe 12 linii celulare cu

Glso de ordinul zecilor de nanomoli pentru 11 din aceste linii (MCF7 — 32.7 nM, IGROV1 - 45.6
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nM, MDA-MB-435 — 24.6 nM, M14 — 38.1 nM, HCT116 — 39.8 nM, HCT15 — 37.9 nM, HT29
— 35 nM, KM12 - 43.2 nM, SW620 — 36.3 nM, K562 — 38 nM, SR —59.6 nM). Compusul 7b
este cel mai activ impotriva celulelor de cancer pulmonar HOP92 (Glso = 227 nM), compusul 7c,
care posedd ciclul B clasic al fenstatinei, a inhibat cel mai eficient cresterea celulelor de
glioblastom de tip SNB-75 (Glso = 180 nM). 3-fluoro-4-metoxibenzilamina fenotiazinei 7d si a
iminodibenzilului 7h au impiedicat, cu aceeasi potentd, in special multiplicarea celulelor de
melanom MDA-MB-435 (Glsp = 189 nM pentru compusul 7d si Glsg = 187 nM pentru

compusul 7h).

Tabelul 6. Activitatea de inhibare a polimerizarii tubulinei pentru compusii 7a-j

Compus % TPI?® ICso” (UM + SD°) R? Log P®
7a 7 n.d.® - 6.23+0.35
7b 15 n.d. - 7.18 £0.33
7c 64 9.18 0.8936 5.10 £ 0.26
7d 63 20.66 0.62807 6.05 £ 0.43
Te 44 n.d. - 5.26 + 0.55
7f 4 n.d. - 3.17+0.50
79 1 n.d. - 4.12 +0.60
7h 58 6.43 0.7085 3.77+0.55
7i 13 n.d. - 2.54 +0.57
7j 72 10.47 0.7985 3.98+0.46

Fenstatina B 99 3.43 0.93782 2.75+0.42
Dezoxipodofilotoxina 100 1.76 0.97402 2.44 £ 0.45

% Inhibarea polimerizarii tubulinei la o concentratie de 100 pM.
® Valorile reprezinti media a doud experimente.

¢ Deviatia standard.

¢ Nedeterminat.

® Valori calculate cu ACD Software.

Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor derivati de tip tiocarbonil si oxima - Seria C

Studiile au aradtat ca la combinarea unor inhibitori ai farneziltranferazei cu agenti

109-112 3 .
09 Incurajati de aceste date, am

antitubulind se obtine o foarte buna activitate anticancer.
urmadrit sinteza unor molecule care sd posede cele douad activitati, fara sa fie necesard combinarea
mai multor agenti chimioterapeutici. In acest sens, am dorit sa obtinem analogi ai fenstatinei care

sa aiba caracteristici structurale compatibile cu farneziltransferaza. O strategie pentru obtinerea

13
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inhibitorilor duali constd in inlocuirea oxigenului cetonic cu sulf, obtinand astfel analogi ai

fenstatinei cu conector de tip tiocetona.

Dupa rezultatele promitatoare furnizate de studiile de docking, tiofenstatina (compusul
14a, Figura 13) a fost sintetizata si testata in vitro pe cele doua proteine de interes, molecula
inhiband polimerizarea tubulinei (ICso (Tubulind) = 1.2 uM) si farneziltransferaza (ICso(FTaza) =
6.3 uM) mai eficient decat fenstatina (ICso (Tubulind) = 3.4 uM, 40% inh FTaza la 100 uM).108

Aceste rezultate ne-au determinat sa sintetizam o serie de tiocetone (14b-j, Figura 14)
pornind de la produsi cu actiune de inhibare a polimerizarii tubulinei, urmarind obtinerea
efectului biologic suplimentar de inhibare a farneziltransferazei, si astfel, de generare de agenti

micsti cu potential citotoxic crescut.

‘ S ‘ NOH
o o
\O C‘) \O C‘)
/o 14a /o 15a
Figura 13. Structurile tiofenstatinei si a oximei provenite de la fenstatina

Testele efectuate pentru a evalua metabolizarea potentiald a tiocetonelor au aratat insa ca
acesti produsi sunt instabili metabolic.'® Aceasta explica de ce produsii continand gruparea
tiocarbonil nu prezintd mult interes pentru chimia medicinala. Este de mentionat, totusi, faptul ca
tiofenstatina ar putea actiona ca pro-drog al fenstatinei, intrucat ea prezintd actiune duala
tubulind/farneziltransferaza foarte buna, iar prin metabolizare elibereaza in organism fenstatina -

un compus ce pastreazad actiunea citotoxica.

Am sintetizat, asadar, o serie aditionala de analogi ai fenstatinei, cu o functiune de tip
oxima inlocuind atomul de oxigen/sulf. Oxima corespunzatoare fenstatinei a fost si ea sintetizata
si prezinta activitate duala (compusul 15a, Figura 13, I1Cs (Tubulind) = 67.1 uM, ICso(FTaza) =

8.8 uM ),'% ceea ce ne-a determinat sa sintetizam si seria oximelor (15b-j, Figura 14).

In ceea ce priveste structurile produsilor chimici pe care am dorit si efectuim
farmacomodularile mai sus mentionate, au fost selectati compusii “lead” ai seriilor de analogi de
fenstatind sintetizate pand in prezent de grupul nostru de cercetare. Printre acestia se numara
benzofenone,® indolizine® si derivati de fenotiazina.® Sinteza acestora a fost reluatd conform

metodelor deja descrise.>* %4810
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NH

Figura 14. Structurile produsilor de referinta si ale compusilor tinta

Pentru a inlocui atomul de oxigen cu cel de sulf a fost preferata utilizarea pentasulfurii de
fosfor in prezenta hexametildisiloxanului (P4S;0/HMDSO). Pentru sinteza oximelor am hotarat sa

pornim de la tiocarbonilii obtinuti prin tratare cu hidroxilamina generata in situ (Schema 11).

(6] S NOH
| 7 ~ | o \ 7 ~ | o Q o~

16a-c 14b-d 15b-e
R2 R, R,
0 _— s _— NOH =
R 4 O R s M R
: N,/ L L N,/
—_— —_—
~ ~ N
S COOEt S COOEt o COOEt
16d-g 14e-h 15f-i
0 S
u 9y NOH
N~ @ N -~ @ s
S X
(12 ) I
s N N NH
C,E 14i-j H1sj

Schema 11. Reactivi si conditii: (i) P4S10, HMDSO, CH3Ph, reflux; (ii) NH,OH.HCI, NaOMe,
MeOH, temp. cam.
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Sinteza tiocarbonililor si oximelor a decurs conform asteptérilor cu o singurd exceptie.
Oximele au fost obtinute doar pornind de la tiocetonele 14a-i si nu de la tioamida 14j. Dupa

sinteza, produsii seriei discutate (Tabelul 10) au fost caracterizati si evaluati biologic.

Tabelul 10. Compusii obtinuti din seria tiocarbonililor si oximelor

Carbonili Tiocarbonili Oxime R R,

B 14a° 153 3,4,5-triOMe 3’-OH
16a* 14b 15b | 15c 3,4,5-triOMe 3’-NH;-2°-OMe
16b° 14c 15d 2,4,5-triF-3-Ome 3’-OH
16¢? 14d 15e 3,5-diMe-4-Ome 3’-OH
16d° l4e 15f - 6’,8’-diMe
16€° 14f 159 3,5-diOMe 6’,8’-diMe
16f 14qg 15h 2-Br-3,5-diOMe 6’,8’-diMe
16¢° 14h 15i 3,5-diOMe 5°-Me

Fenotiazina Ar/Het
o 14i - 10H-fenotiazin-10-il 3’-F-4’-OMefenil
E 14j 15j 10H-fenotiazin-3-il indol-3-il

# Compusi publicati in Ref. 108.
b Compusi publicati in Ref. 84.
¢ Compusi publicati in Ref. 59.
9 Compusi publicati in Ref. 86.

Oximele si tiocarbonilii sintetizati in aceastd etapa a cercetdrilor au fost testati biologic
atat pentru a li se evalua activitatea de inhibare a farneziltransferazei cat si cea de inhibare a
polimerizarii tubulinei.

Testele au ardtat cd au fost obtinuti inhibitori duali, in special dintre tiocetonele

sintetizate. Compusul 15a este un inhibitor dual, dar nu echipotent cu 14a.'%®

Dupa tiofenstatina, cel mai activ compus al seriei este 14d ce poseda ciclul B clasic,
ciclul A 4-metoxi-3,5-dimetilfenil si conectorul tiocarbonilic. Analogul sau cu o grupare oxima
15e a pastrat activitatea antitubulind, dar nu si pe cea antifarneziltransferazd, inhiband

metaloenzima in proportie de 40% la o concentratie de 100 uM.

Tiocarbonilul 14b contindnd un ciclu B 2,4-dimetoxi-3-aminofenil este un inhibitor dual
farneziltransferaza/tubulind cu activitate excelenta asupra tubulinei si activitate bund asupra

farneziltransferazei.
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Tabelul 11. Rezultatele testelor biologice efectuate asupra tubulinei si FTazei

Compus % TPI? ICso (UM)® R™ % FTI° ICso (ULM)®

Fenstatina B 99 3.4 0.9378 40 -

14a° 100 1.23 0.9071 96 6.32

14b 100 0.395 0.9503 88 16.02

14d 99 2.17 0.8076 99 2.05

14e 0 -¢ - 97 0.178

14f 15 - - 99 2.08
14g 22 - - 99 -

14h 0 - - 99 0.187

14i 14 - - 97 1.70

14j 10 - - 98 0.67

15a° 70 67.1 59 8.8

15b 0 - - n.t! -
15¢c 3 - - n.t. -
15d 98 2477 0.65455 n.t. -
15e 100 1.81 0.9024 40 -
15f 25 - - 5 -
15g 14 - - 60 -
15h 0 - - n.t. -
15i 0 - - 99 -

15j 15 - - 100 1.12

FTI-276 - - - 100 0.007
Dezoxipodofilotoxina 100 4.32 0.8483 - -

® Inhibarea polimerizarii tubulinei la o concentratie de 100 pM.
® Inhibarea farneziltransferazei la o concentratie de 100puM.
°Valorile reprezintd media a doud experimente.

¢ Factorul de regresie.

® Nedeterminat.

"Netestabil, fluorescenta intrinseca.

9Date obtinute din ref. 108.

Sapte oxime au fost acceptate la NCI. Cinci dintre acesti produsi au fost suficient de

activi pentru a fi testati in cinci doze spre a li se determina Glsp.

Cea mai activa oxima este 15d, contindnd ciclul B clasic al fenstatinei si un ciclu A
fluorurat (2,4,5-trifluoro-4-metoxifenil). Aceasta are valori Glsy submicromolare pentru
majoritatea celulelor canceroase. Toti compusii au avut cea mai buna activitate citostatica pe

linia celulara de melanom MDA-MB-435. Dupa aceasta, linia de celule apartindnd leucemiei SR
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a fost cea mai sensibila la actiunea moleculelor sintetizate. Compusul 15d a mai prezentat Glsg
cu valoare mai mica de 300 nM pe liniile HL-60(TB), K-562 de leucemie si NCI-H522 de cancer

la plaman. Toate oximele au avut activitate comparabild cu a fenstatinei pe linia de cancer la

colon COLO 205.

Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor hibrizi indolizina-fenotiazina - Seria D

In domeniul chimiei medicinale, indolizina este un heterociclu promitator, prezentand
numeroase actiuni biologice. Utilizarea lui in conceptia si sinteza unor analogi ai fenstatinei a

dus la rezultatele sperate, obtinandu-se compusi cu activitate biologica promitatoare.*?%

In cdutarea de molecule active a fost conceputd o serie unde ciclul B este o indolizina si
ciclul A este fenotiazina, azaheterociclu ce face parte din expertiza laboratorului si care s-a

dovedit a fi un Tnlocuitor de succes al trimetoxifenilului.

Tn cadrul grupului nostru de cercetare a fost descoperit faptul ci indolizinele si
fenotiazina au potential de inhibare a farneziltransferazei (compusii 49: 1Cso(FTazd) = 1.3 uM,
50: ICso(FTaza) = 0.6 uM, Figura 23).102%%?

F M
N R = Me, OMe, Br;
\O ©/S R;=CN, COCH3

Structurile dorite l

C 169

Figura 23. Structura inhibitorilor FTazei si a polimerizarii tubulinei continand fenotiazina si
indolizina si a compusilor urmariti
S-a cautat astfel obtinerea unei sinergii de efecte biologice utilizdndu-se in aceeasi
structura doua heterocicluri care au, fiecare in parte, o buna activitate anticancer atat ca analogi

ai fenstatinei cat si ca inhibitori ai FTazei.
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Pentru a obtine produsii doriti a fost imaginata o sinteza in cinci etape. Prima etapa consta
in obtinerea sarurilor de piridiniu prin reactia derivatilor de piridind cu un derivat clorurat, in
speta cloroacetona sau cloroacetonitril. Odata obtinute, aceste saruri sunt supuse unei reactii de
cicloaditie 1,3-dipolar in prezenta unei baze, pentru a furniza heterociclul indolizinic. In aceasti
reactie propiolatul de etil sau de metil a fost folosit ca dipolarofil (Schema 13). Cea de-a treia
etapd este saponificarea grupdrii esterice, urmand sa se obtind gruparea libera carboxil ce urma
sa fie transformatd in clorurd acidd in cea de-a patra etapa, aceasta fiind pusd mai departe in

reactie cu fenotiazina sau N-metilfenotiazina pentru a furniza compusii tinta 51.

R

0
SR // R\—
/‘ j S ORZ
| j 0 @ @\
S — N N
N k cl =
Rl Rl
56a-g 55a-m 54a-p

Schema 13. Reactivi si conditii: (i) cloroacetona (1,3 echiv), THF/ CH3;CN (1,3 echiv), CH3;CN,
24h, 60°C; (ii) propiolat de etil/metil (1,5 echiv), TEA (1,4 echiv), 24h, temp. cam.

224-228

Sinteza sarurilor 55a-m a decurs cu randamente bune, in timp ce reactia de

cicloaditie a prezentat ca inconvenient randamentul scazut al produsilor izolati.

Figura 26. Difractia de RX si structura compusului 57¢

In reactiile sarurilor de 1-cianometil piridiniu a fost observatia formarea unor produsi
neasteptati. Cu ajutorul spectrometriei de masa si difractiei de raze X am putut elucida structura
compusului necunoscut din reactia clorurii de 1-cianometil-3,5-dimetil piridiniu cu propiolat de

metil, iar acesta contine o 1-azaindolizind in pozitia 3 a indolizinei ( 57¢ Figura 26).
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Odatd obtinuti, derivatii indolizinici sunt supusi saponificarii pentru a se obtine acizii

carboxilici necesari in etapa urmatoare (Schema 14).

0) o (0} OH a: H:

R ~ R b: 5-Me:
— — - B_-Mea-
= NaOH, EtOH = 3'. g_mgt
Y/, — Y/, iy !
N\ reflux, 3h x> N e: 7-Me;

f: 3,5-diMe;

(0] (0) g: 7-OMe;
_h: 6-Br;
54a-i 53a-i i: 8-Br.

Schema 14. Sinteza acizilor 53a-i

Ultimele doua etape din calea de sinteza prevazuta initial au fost inlocuite cu una singura,

folosindu-ne de reactivul lui Eaton pentru a acila derivatii de fenotiazina. S-au obtinut prin

aceasta metoda compusii 51a-j, dar si compusi neasteptati (Tabelul 16).

Tabelul 16. Hibrizii indolizina-fenotiazina obtinuti alaturi de produsii secundari ai reactiilor cu

reactivul lui Eaton

Acid Triciclu Produs de acilare Subprodus izolat
Oy on 53a s s Q - 5la ° 63a
AN ©:N]© @ iN/ Z N
N " N (8%) W, (6%)
(0]
°“or  53p s . 9 F 51b ° o _ 65
7N @ND @: :N/ Z N
NS H N (5%) S N7 (3%)
- LT @ (4%) Qf; (6%)
Oy-on 53d S 51d 64a
PN ©:N]© Za—
N " (6%) SN (32%)
=0
51e
(4%)
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% o 53e s o 51f -
s 51k -
ses R
SR Sm e (3%)
|
0 OH s = 0
@ 53f @EN]@ . 0 be 51g 1 63b
o9 g 99 3 a%) L0 (6%)
H d o
64b
hd (35%)
(0]
20 OH 53f @[g@ . 0 = 51l -
K | LT (@
o] ‘ g
(‘) 0 OH 539 Q:SD \O 51h 63C
N N (o] =
SN H
C&O @: A N/ (11%) ‘ o (22%)
H o Zh—
© N
o~ 51 ©
(o) —
@m A (14%)
<l
° 53h s ~__Br 51j -
o OH @[N]@ @\NO / ) B J
o NN H s N (7%)
Br o OH 53| s
e QNQ - o 64c
o ég o
=0
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Compusii sintetizati din aceasta serie au fost testati in vitro atat pentru capacitatea de
inhibare a farneziltransferazei cat si pentru potentialul de inhibare a polimerizarii tubulinei,

rezultatele fiind prezentate in Tabelul 17 si Tabelul 18.

Zece dintre produsii testati sunt inhibitori ai farneziltransferazei in procent de peste 65%
la 100uM. Dintre acestia, cinci prezintd concentratii medii de inhibare 1n domeniul
submicromolar (51a,d,f-h, Tabelul 17). Se poate observa ca modificarile structurale optime
pentru activitatea la nivelul farneziltransferazei sunt pe de o parte plasarea heterociclului
indolizinic 1n pozitia 3 a fenotiazinei si pe de alta parte pastrarea atomului de azot nesubstituit la

nivelul triciclului.

Tabelul 17. Rezultatele testelor biologice efectuate asupra FTazei pentru compusii 51a-j

Compus % FTI?P ICso (UM)° R*
5la 95 0.351 0.7179
51b 73 4796 -
51c 79 2.9 0.9970
51d 89 0.806 0.9034
5le 49 -4 -
51f 96 0.25 0.8982
51g 95 0.679 0.8829
51h 86 0.391 0.8938
51i 37 - -
51j 65 26.48 0.9902
51k 82 14.56 0.9662
511 81 6.46 0.8632

FTI-276 100 0.007 0.8369

® Inhibarea farneziltransferazei la o concentratie de 100pM.
® Valorile reprezintd media a doud experimente.

¢ Factorul de regresie

¢ Nedeterminat.

In urma testului in vitro efectuat asupra tubulinei, doar trei dintre produsii testati s-au
dovedit activi, insa doi dintre ei (51f, 51h) prezinta activitate comparabild cu cea a compusului
parinte, fenstatina B. Substituentii de la nivelul indolizinei care au determinat cea mai buna

activitate sunt metil si metoxi in pozitia 7 a heterociclului (51f, 51h).
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Tabelul 18. Rezultatele testelor biologice efectuate asupra tubulinei pentru hibrizii 51a-j

Compus % TPI? ICso (UM)® R*
5la 43 - -
51b 41 - -
51c 44 -
51d 84 27.7 0.9046
5le 46 - -
51f 77 3.32 0.8844
519 56 n.d. -
51h 100 1.11 0.8929
51i 32 - -
51j 19 - -
51k 0 - -
511 9 - -

Fenstatind B 99 3.43 0.9378
Desoxipodofillotoxina 100 4.32 0.8483

% Inhibarea polimerizarii tubulinei la o concentratie de 100 pM.
® Valorile reprezinta media a doua experimente.

¢ Factorul de regresie.

¢ Nedeterminat.

Noua dintre moleculele acestei serii au fost acceptate la NCI. Fenotiazinele acilate in pozitia
3, 51f, 51a, 51h, 519 au fost acceptate pentru calcularea Glso. Compusii au fost cei mai activi pe
linia de melanom MDA-MB-435, dar au aratat un foarte bun potential de inhibare a cresterii
celulare si pe linii precum NCI-H522 de cancer de plaman non-microcelular, OVCAR-3 si
NCI/ADR-RES ale cancerului ovarian, HL-60(TB)(leucemie). Acestea s-au dovedit la fel de
active sau chiar mai active decat molecula-parinte pe liniile de celule canceroase COLO 205,
A498, SF-295, MCF7. Derivatii fenotiazinici 51f (Gl,,< 100 nM pe 33 linii celulare) si 51h

(Gl,,< 100 nM pe 50 linii celulare) au ardtat o inhibare a cresterii celulare comparabild cu
fenstatina si pentru linia de cancer pulmonar NCI-460, iar 51h prezinta acelasi comportament si

pentru linia de cancer de prostata DU-145.

Cel mai bun compus al seriei este fenotiazincetona 51a care prezinta concentratii medii
de inhibare a proliferarii celulare Glsg <5 nM pe 45 de linii celulare canceroase (1.8 nM pentru
liniile celulare NCI-H522 si MDA-MB-435). El are, asadar, un efect citotoxic comparabil sau

mai mare decat al fenstatinei.
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Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor derivati de tip calcona - Seria E

Ne-am propus modularea conectorului carbonilic prin inlocuirea acestuia cu 2-propen-1-
ona si am avut ca obiectiv sinteza de calcone drept analogi ai fenstatinei in care cele doua nuclee
arilice sunt indolizina cu rol de ciclu B si fenotiazina, un fenil substituit in pozitia 4 sau 3,4,5-
trimetoxifenil ca inel A (Figura 39). De asemenea, prin introducerea fenotiazinei si a indolizinei
in structura am urmarit obtinerea unor compusi cu actiune duala, asemanatori Seriei D. Sinteza a
fost efectuatd prin condensarea indolizinelor contindnd o grupare acetil in pozitia 3 54a-g cu

diferite aldehide (Schema 18).

COOEt

CN

Compusi urmariti

{1

Punte de tip calcona

C 169

Figura 39. Structura inhibitorilor farneziltransferazei si polimerizarii tubulinei cu nucleu
indolizinic si fenotiazinic si a compusilor urmariti 70a-l si 71a-d
Pentru a evalua importanta grupdrii de tip ester etilic din pozitia 1 a indolizinei aceasta a
fost modificata prin saponificare cu hidroxid de sodiu pentru compusul 70h, obtinandu-se astfel
acidul carboxilic liber 70h’. In acest mod, relatiile structuri-activitate ce reies din testarea

acestor molecule sunt mai amanuntite.
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(0]
|
N
R
N :@
S
72

Schema 18. Reactivi si conditii: 1 echiv NaOH, EtOH, 24h, temp. cam.

71a-d

Astfel, prin sinteza in trei etape descrisa au fost obtinuti analogi de tip calcona 70a-f, h-l,
si 71a-d (Tabelul 21) care au fost caracterizati si apoi testati biologic.
Tabelul 21. Calconele sintetizate 70a-f, h-1 si71la-d

Compus R R! R’ R® Randament (%)
70a H OMe OMe OMe 49
70b 5-Me OMe OMe OMe 49
70c 6-Me OMe OMe OMe 90
70d 7-Me OMe OMe OMe 30
70e 8-Me OMe OMe OMe 79
70f 7-OMe OMe OMe OMe 42
70h 7-OMe H Cl H 65
70i 7-OMe H Br H 75
70j 7-OMe H CN H 54
70k 7-OMe H OMe H 68
701 7-OMe H Ph H 72
7la H - - - 20
71b 5-Me - - - 49
71c 7-Me - - - 11
71d 7-OMe - - - 25
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Noua familie sintetizatd a fost testatd pentru capacitatea de inhibare a polimerizarii
tubulinei, insa produsii s-au dovedit inactivi in acest sens. Rezultatele au fost insa promitatoare

cand produsii au fost testati in vitro asupra farneziltransferazei umane (Tabelul 22).

Cei mai activi compusi au fost aceia care contineau triciclul fenotiazinic (71a-d). Cel mai
potent inhibitor prezinta indolizina cu o grupare de tip ester etilic in pozitia 1 ca unic substituent
(71a: ICsp = 9 nM). O grupare metil in pozitia 5 a dus la scaderea usoara a activitatii (71b: I1Csq =

23 nM), iar o grupare metil/metoxi in pozitia 7 a dus la o scadere importanta a acesteia .

Tabelul 22. Activitatea inhibitorie a compusilor 70a-l and 7la-d asupra

farneziltransferazei umane in vitro

Numar compus % FTI?P ICso (NM)° R* LogP?+ SD
70a 94 19280 0.9317 4.66 +1.10
70b 7 n.d.' - 512 +1.11
70c n.tt n.d. - 5.12+1.11
70d n.tt n.d. - 5.12+1.11
70e n.t® n.d. - 512 +1.11
70f 76 11630 0.9506 457 +1.48
709 88 15890 0.9852 475+1.11
70g’ 88 726 0.8604 479 +0.85
70h 85 931 0.9507 5.58 + 1.47
70h’ 88 2330 0.9340 475+ 1.47
70i 100 602 0.9273 5.76 + 1.48
70j 95 8740 0.9496 4.42 +1.48
70k 68 n.d. - 4.93 +1.47
701 95 1320 0.9333 6.74 +1.48
71a 85 9 0.9550 7.34+1.09
71b 91 23 0.9248 7.80 +1.09
71c 98 155 0.9845 7.80 + 1.09
71d 84 711 0.9457 7.26 + 1.47

FTI-276 100 7 0.8369 2.90 + 0.719

% Inhibarea farneziltransferazei la o concentratie de 100uM.

® Valorile reprezintd media a doud experimente.

¢ Factorul de regresie

9 Valori calculate cu ACD software.

¢ Netestabil, fluorescentd intrinseci.

"Nedeterminat.

9Valoare calculatd cu ACD software pentru derivatul cu gruparea amino libera.
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Concluzii generale si perspective

> Descoperirea unor inhibitori ai polimerizdrii tubulinei este o strategie promitdtoare in
gasirea unor noi agenti cu actiune anticancer puternica. Cercetarile din cadrul acestei teze au fost
indreptate asupra unui bun inhibitor al polimerizarii tubulinei — fenstatina, moleculd asupra
careia au fost efectuate diverse farmacomodulari cu scopul de o obtine compusi cu activitate
citostaticd. Cele trei elemente structurale ale fenstatinei, la nivelul carora au fost efectuate
modificari si inlocuiri, sunt Ciclul A, Ciclul B si conectorul dintre cele doua.

> Trasatura definitorie in ceea ce priveste obiectivele si cercetdrile din cadrul prezentei
lucrari de doctorat este faptul ca designul moleculelor a fost efectuat pe baza relatiilor
structura-activitate stabilite anterior in cadrul grupului de cercetare.

> Au fost concepute si sintetizate doud serii de produsi chimici, analogi ai fenstatinei cu
potentiald activitate de inhibare a polimerizarii tubulinei : Seria A si Seria B.

> Seria A este alcatuita din derivati de tip N-benzoilfenotiazina si doua fenotiazin-cetone.
Cei 11 compusi noi sintetizati au fenotiazina pe post de ciclu A (acilata la nivelul atomului de N
sau in pozitia 3- sau 3,7-), conectorul clasic de tip carbonil si ciclul B clasic inlocuit cu un nucleu
fenilic diferit substituit, in special cu atomi de halogen. Aceasta familie de compusi a furnizat 2
noi inhibitori ai polimerizarii tubulinei si 3 compusi cu efect de inhibare a proliferdrii mai multor
linii de celule tumorale in domeniul submicromolar. Dintre acestia, unul prezinta activitate de
inhibare la 88 nM asupra celulelor de leucemie limfoblastica acuta CCRF-CEM.

> Seria B, a derivatilor de tip N-benzilamina este formata din 10 compusi noi in care au
fost utilizate ciclurile B gasite ca fiind cele mai active in fenotiazin-amidele descrise. Conectorul
carbonilic a fost Tnlocuit cu unul metilenic, iar aldturi de fenotiazina, au fost introduse si alte
tricicluri aminice pentru a juca rolul inelului A. Din compusii sintetizati, 4 au activitate de
inhibare a polimerizarii tubulinei. La testele in vitro efectuate pe celulele canceroase, cel mai
activ compus prezintd Glso de sub 100 nM pe 11 linii celulare.

> O strategie pentru a combate rezistenta celulelor tumorale la agentii chimioterapici, a
mari eficienta chimioterapiei fara a Tnmulti efectele secundare este utilizarea unor medicamente
duale farneziltransferaza/tubulina.

> Au fost concepute si sintetizate trei serii de noi compusi chimici, contindnd caracteristici
structurale care sa prezinte activitate de inhibare a polimerizarii tubulinei, dar si activitate de

inhibare a farneziltransferazei: Seria C, Seria D si Seria E.
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> Seria C formata din derivati de tip tiocarbonil si oxima reuneste 18 compusi noi care
contin scheletele inhibitorilor cei mai buni ai tubulinei cu modificarea conectorului, in scopul de
a chelatiza atomul metalic al FTazei. Doi dintre produsii acestei familii au dovedit buna
activitate de inhibare asupra ambelor tinte vizate, iar 4 oxime testate la NCI au activitate de
inhibare a cresterii celulare in domeniul micromolar.
> Compusii Seriei D pastreaza conectorul fenstatinei i urmaresc obtinerea efectului dual
prin utilizarea in aceeasi molecula a heterociclurilor fenotiazind si indolizina, structuri care s-au
dovedit promitatoare atdt in obtinerea unor agenti antitubulind cat si anti FTaza. Trei dintre cei
12 compusi noi sintetizati au aratat activitatea duala dorita, iar la testele efectuate in vitro asupra
celor 60 de linii celulare, unul din derivati prezinta activitate antiproliferativa la concentratic mai
mica de 3 nM pe mai multe linii celulare canceroase. Faptul ca aceasta molecula nu este cea mai
activa din serie pe tubulind si FTaza ne indica o potentiald actiune pe mai multe tinte 1a nivel
celular.

Alaturi de cei 12 produsi finali, cercetarile efectuate Tn aceastd etapa au dus la obtinerea a
46 de compusi noi ca intermediari de reactie si produsi secundari.
> Seria E asociaza aceleasi heterocicluri ca si seria anterioara (fenotiazina si indolizina), de
aceastd datda utilizdnd conectorul 2-propen-l-ona prezent in calcone. Pentru 14 din cei 18
compusi noi sintetizati inelul A fenotiazinic a fost Inlocuit cu nuclee de tip fenil substituit care
au aratat activitate biologica buna. Conectorul de lungime mai mare decat cel carbonilic nu s-a
dovedit prielnic pentru actiunea asupra tubulinei, in schimb a furnizat inhibitori ai FTazei foarte
puternici, cei mai buni avand ICsy de 9 nM si 23 nM.
> Aceasta lucrare de doctorat descrie conceperea si sinteza a 115 produsi noi nedescrisi in
literaturdi. Toti au fost caracterizati cu ajutorul spectrelor IR, RMN (*H, *C, °F) si in unele
cazuri cu difractie de raze X si spectre de masa.
> Produsii finali au fost evaluati biologic in vitro pentru capacitatea de inhibare a
polimerizarii tubulinei, a FTazei si pentru abilitatea de a inhiba cresterea celulelor canceroase.
Produsul cel mai activ asupra celulelor canceroase (Glsp mai mic de 3 nM) are in structura un
heterociclu indolizinic si unul fenotiazinic unite printr-un conector carbonilic. Cel mai puternic
inhibitor al FTazei uneste aceleasi heterocicluri printr-o punte de tip calcona (1Cso(FTazd) = 9
nM), iar cel mai activ agent de inhibare a polimerizarii tubulinei (1Cso(Tubulini ) = 395 nM)

contine un ciclu A clasic, ciclul B de tip aminofenil unite printr-un conector de tip tiocarbonil.
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>

Cinci dintre produsii finali au prezentat activitatea duald doritd, iar dintre acestia, cei

testati pe celulele canceroase au dovedit o buna activitate citotoxica.

>

Cercetdrile ce vor fi intreprinse in continuare urmaresc, pe de o parte, optimizarea

reactiilor de acilare in prezenta reactivului lui Eaton si, pe de alta parte, utilizarea relatiilor

structura-activitate dobandite pentru sinteza de agenti duali mai puternici. Aceasta va consta,

printre altele, in utilizarea noilor cicluri A si B gasite ca fiind active in sinteza de noi produsi

anticancer.

>
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