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Introducere

In prezent, cancerul reprezinti o cauzid majora de deces la nivel mondial. Agentii
antitumorali utilizati In tratarea cancerului au in general activitate citostatica sau citotoxica, prin
interferente cu mecanismele responsabile de diviziunea celulara. Chiar daca s-au depus eforturi
uriase pentru gasirea unui tratament, cancerul ramane una dintre cele mai dificile boli de tratat,
deoarece majoritatea pacientilor obtin doar o supravietuire mai lunga. In fiecare an, numarul de
cazuri noi de cancer creste, acesta fiind principalul motiv pentru care cercetdtorii isi Indreapta
atentia spre sinteza unor noi compusi cu actiune antitumorald, cu scopul de a vindeca unde este
posibil sau de a prelungi si de a imbunatati calitatea vietii pacientilor.

Potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatitiil, cancerul este a doua cauzi principald de deces
la nivel mondial, dupa bolile cardiovasculare, acesta provocand aproximativ 10 milioane de decese
in ultimul an. In 2020, cele mai frecvente tipuri de cancer au fost cancerul de san, cancerul
pulmonar, cancerul de colon, cancerul de prostata, cancerul de piele (hon-melanom) si cancerul de
stomac. Cancerul pulmonar, cancerul de colon, cancerul de ficat, cancerul de stomac si cancerul
de san au fost cele mai frecvente cauze de deces provocate de cancer in acelasi an. Se estimeaza
ca intre 30-50% din cazurile de cancer pot fi prevenite in prezent prin evitarea factorilor de risc si
ca povara cancerului poate fi redusa prin depistarea precoce, tratamentul adecvat si ingrijirea
pacientilor.

In prezent, cercetirile in oncologie au ca strategie principala tintirea unor anumite enzime,
cum ar fi tubulina, farneziltransferaza, kinaza si topoizomeraza, care au un rol important in
diviziunea celulara. Astfel, se realizeaza sinteza unor compusi cu activitate biologica potentiala,
in special anticancer, prin utilizarea studiilor si structurilor de compusi cunoscuti ca agenti
antitumorali. Noua generatie de compusi antitumorali este adesea asociatd cu agenti citotoxici
clasici pentru a obtine efecte terapeutice. Pentru a evita mecanismele de rezistentd dezvoltate de
multe tumori la agentii antitubulina, este necesara identificarea unor noi compusi cu mecanisme

de actiune diferite si cu proprietdti farmacodinamice imbunatatite

Figura I.1. Structura colchicinei.
Un exemplu de compus cu activitate antitumorali este colchicina? (compusul 1, Figura
1.1), alcaloid care se gdseste in brandusa de toamna si se utilizeazd ca citostatic (Impiedica

divizinea celulara) numai in stadiile finale ale bolii, fara o alta alternativa.
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Plecand de la structura colchicinei au fost sintetizati analogi cu actiune antitumorala, de

exemplu combrestatina A-4% (CA-4), izocombrestatina®si fenstatina® (Figura 1.2).

R O I
~—0 O0— 0— g 0 (0]
' 6)

2 >3
Combrestatina A-4 : Izocombrestatina
(o)
/O OH
\0 g O O/
O\
4
Fenstatina

Figura 1.2. Structurile analogilor de colchicina.

Tubulina joacd un rol important intr-o varietate de procese celulare esentiale, cum ar fi
transportul intracelular, formarea si mentinerea formei celulare, astfel, prin inhibarea polimerizarii
acesteia, celulele canceroase nu se mai pot dezvolta, medicamentele avand fie efect citostatic
(opresc dezvoltarea celulelor canceroase), fie efect citotoxic (distrug celulele canceroase).

Un inhibitor al polimerizarii tubulinei este CA-4 care are ca elemente structurale doua
nuclee A si B de tip 3,4,5-trimetoxifenil si respectiv 3-hidroxi-4-metoxifenil legate printr-o
legatura dubla. Existd doud forme ale CA-4, cis si trans, insa doar forma Cis prezinta activitate
antitumorald. Din acest motiv au fost facute modulari pe structura, obtinandu-se analogii de tipul
izocombrestatinei si fenstatinei.>*

Fenstatina este un analog al CA-4 de tip benzofenoni, sintetizati de Pettit si colaboratorii®,
cu un conector de tip carbonilic intre inelele aromatice. Aceasta este echivalenta cu Combrestatina
A-4 in interactiunile sale cu tubulina, in prezent aflandu-se in studii clinice pentru evaluarea
activitatii antitumorale.

Atomul de carbon ce apartine grupirii carbonil din fenstatina, hibridizat sp? constrange
orientarea cis si adesea imbunatateste stabilitatea chimica si solubilitatea in apa. Acest lucru a dus
la sinteza de noi inhibitori ai microtubulilor care prezinta profiluri farmacologice imbunatatite (cu
activitate antiproliferativd la concentratii nanomolare impotriva unui panou de linii celulare de
cancer uman).*

Fenstatina si derivatii sdi sunt potentiali candidati anticancer datorita proprietatilor lor

inhibitoare asupra polimerizarii tubulinei, cresterii celulare si activitatii antivasculare.
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De-a lungul timpului, s-au facut diferite modulari pe structura fenstatinei, cu scopul
obtinerii de noi compusi cu activitate biologica. S-au inlocuit, pe rand, nucleele A si B, iar
compusii obtinuti au fost testati pentru activitatea lor anticancer. In Figura 1.4 sunt prezentate
cateva exemple de analogi ai fenstatinei, cu ciclul B modificat, ce prezinta activitate asupra

inhibrii polimerizirii tubulinei.”®

IPT ICs= 2,4 + 0,2 uM IPTICso= 1,1 uM
6 7

Figura 1.4. Analogi ai fenstatinei cu nucleul B modificat.

IPT IC5p= 1,40 uM

IPT IC5y= 0,52 pM

8
9

Figura 1.5. Analogi ai fenstatinei cu nucleul A modificat.

Inlocuirea nucleului A si conservarea nucleului B a reprezentat o altd modulare ce a dus la
sinteza unor compusi cu activitate asupra inhibarii polimerizarii tubulinei (compusii 8 si 9, Figura
1.5).°

In cadrul acestei teze de doctorat, ne-am propus sinteza si analiza proprietitilor biologice
a unor noi compusi care vor fi evaluati pentru capacitatea de inhibare a unor enzime ca tubulina
si/sau farneziltransferaza. Astfel, pornind de la structura fenstatinei, prin diferite modulari, se
doreste introducerea In structurd a unor heterocicluri cu azot, deoarece, asa cum este prezentat in
continuare, azaheterociclurile reprezintd o clasda de compusi de mare importantd in chimia

medicala.
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Obiective principale

Scopul acestei teze de doctorat a fost sinteza de noi compusi, analogi ai fenstatinei, care
contin in structura lor heterocicluri cu unul sau mai multi atomi de azot, deoarece, asa cum S-a
evidentiat in partea de literatura a acestei lucrari, compusii cu azot trezesc interesul oamenilor de
stiintd prezentand numeroase activitati biologice. Plecand de la structura fenstatinei, s-au facut
diferite modulari pentru a sintetiza noi serii de compusi si pentru a le studia activitatea biologica.

Primul pas in designul noilor compusi a fost conservarea conectorului de tip cetonic si
inlocuirea nucleului B din structura fenstatinei cu ciclul pirolic. Nucleul A a fost variat prin
inlocuirea lui, fie cu nuclee de tip fenil diferit substituit, fie cu alti heterocicli.

O alta modulare a fost modificarea conectorului de tip cetonic, astfel incét acesta sd fie
inlocuit pe rand cu heterocicli precum pirazol si piridind, iar nucleele A si B sa fie variate,

inlocuindu-se cu alte structuri de tip fenil diferit substituit sau alti heterocicli (Figura I1.1).

Modificarea nucleelor !
' A si/sau B

Figura I1.1. Farmacomodulari facute pe structura fenstatinei.
Designul molecular a fost proiectat pentru obtinerea a trei serii de noi compusi, a céror
structurd sa contina cei trei azaheterocicli studiati in primul capitol al acestei teze de doctorat:
e Seria |: analogi ai fenstatinei in structura carora nucleul B este inlocuit cu ciclul
pirolic;
e Seria ll: analogi ai fenstatinei in care conectorul sa fie de tip pirazolic;

e Seria lll: analogi ai fenstatinei in care conectorul sa fie de tip piridinic.
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I.1. Designul, sinteza si evaluarea biologicd a unor derivati de piroli - Seria |

Studiile de specialitate au aratat faptul cd prezenta in structura a unui nucleu pirolic, poate
creste potentialul biologic al structurilor sintetizate. Astfel, pornind de la structura fenstatinei, prin
diferite modulari, S-au sintetizat o serie de derivati pirolici, In vederea studierii activitatii biologice.
O primd modulare a fost introducerea in locul nucleului B din fenstatind a nucleului pirolic
substituit cu grupdrile ciano (-CN) si amino (-NH2) si conservarea lui in structurile tuturor
compusilor sintetizati. S-a introdus apoi si nucleul (zona) C legat direct sau prin puntea metilenica
(=CH>-) de nucleul B. Astfel, s-au variat nucleele A si C inlocuindu-le cu cicluri fenil diferit

substituit.

=)
‘@
=

| AA\ n=0, 1
F
(o} R
/O @ O OH Seria I.1 si Seria .2
~ - :
(0] (0) " n n=0,1
o ‘ A Y= COCH;, CO,CH,CH;
~ K P
R Y

Structura Fenstatinei

Figura 11.3. Structurile generéle ale dssirl\i;;ilor pirolici sintetizati.
S-au obtinut doua serii de compusi (Figura 11.3):
» Seria I.1: Nucleul B, fix, de tip pirol si varierea nucleului A, prin inlocuirea lui cu
un nucleu de tip fenil diferit substituit si introducerea nucleului C, legat direct de
nucleul B.
> Seria 1.2: Nucleul B, fix de tip pirol, varierea nucleului A, prin inlocuirea lui cu un
nucleu de tip fenil diferit substituit si introducerea nucleului C, legat de nucleul B
printr-un conector de tip metilen.
Prima etapa in obtinerea compusilor tintd a fost sinteza intermediarilor de tip S-diciano-
enamine prin intermediul reactiei dintre 2-etoximetilen-malononitril si aniline diferit substituite

respectiv benzilamine diferit substituite, disponibile comercial (Schema 11.2).128:128

CN CN
. X7 X

Xﬂﬁ/{’ﬁl}NHz . < i @/VH\E/Y

A n=0,1 EtO CN O NC

R X=CH, N 1a-i

2a-e

Schema 11.2. Reactia de sinteza a interemediarilor de tip S-diciano-enamine. Reactivi si
conditii: (i) EtOH, reflux, 6-8 ore.
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,,,,,,,,, CN L ;
i n=0: HN\C(N HN/\/CN HN/\(CN pion=l ﬁ \)C\N oN H \)C\N
CN CN : Z CN H N~
: CN
~ /@\ \© /@ ; N\/\CN
~ - -0
1a, 5% 1b, 77% Ic, 82% .0 0
oN s O~ N
HN SN HNY : 2a, 65% 2b, 62% 2¢, 64%
/O\©\CN CN f
0~ H CN
NO;, i "
1d, 80% Te, 69% 5 \/kCN NAen
5 cl
HN CN i
R s
cl CN 5 Cl
g 2d, 70% 2e, 69%
80% 1g, s 1h, 72% |

Figura I11.6. Structurile compusilor 1a-h si 2a-e.

Pentru a sintetiza derivatii pirolici de interes, s-a utilizat metoda descrisa in literatura?812°,
inchiderea ciclului pirolic realizandu-se prin intermediul reactiei dintre intermediarii de tip f-
diciano-enamine (seria la-h si seria 2a-e) sintetizati anterior si diferite a-halogeno-cetone, in
mediu bazic (Schema 11.3).

P

7 R,
n=0,1 l
X=CH, N O
Y=CI, Br R

Seria 1.1: 3-41
Seria 1.2: 42a-n

Schema I1.3. Reactia de sinteza a derivatilor de piroli. Reactivi si conditii: (i) 3 echiv. TEA,
DMF, reflux, 12-24 ore.

S-au sintetizat astfel, 39 de compusi noi, Seria 1.1, (Figura I11.7) in structura carora s-au
variat atat substituientii nucleului A cat si substituientii nucleului C, fie cu halogeni (clor, brom
sau fluor), fie cu alte grupari de tip metoxi sau metil.

Pentru a putea compara influenta conectorului de tip metilen dintre nucleele B si C, s-a
sintetizat Seria 1.2 de piroli, utilizand aceeasi reactie (Schema 11.3), obtinand 14 compusi noi a
caror structura este prezentatd in Figura 11.13.

10
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7, 82% 8, 75% 9, 63% 10, 69% 11, 59%
Br /| O~ Cl

30’ Q O

12, 86% 13, 66% 14, 58% 15, 65% 16, 55%
o~ Cl
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Q o R 7¢f° Q
0
o 0~ 0 o
Cl
[ ) { o “un - / < /
F H,N - ? H,N N 2 CN O H,N N H,N N

17,71% 18, 67% 19, 59% 20, 61% 21,70%

o O Gﬁ“ﬁ?

H,N
22, 65% 23, 49% 24, 68% 25, 70% 85% s
T
/ 0 Cl
(2 o Q
(0] _ (0]
NI 0 0 N o 0 Cl N
H,N NC H,N
CN HZN CN HzN CN HzN N CN
27, 58% 28, 65% 29, 65% 30, 66% 31, 80%
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Cl
e HZN NN
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_0 4 d 0 Q
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N N N |/
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Cl HN N HZN N H,oN N O
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37, 72% 38, 60% 0% 40, 49% 41, 65%

Figura I1.7. Structurile si randamentele de obtinere ale compusilor din Seria I.1.
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O—

Cl d c1
0 K\U 0]
N N \
|/ | ) /
NN HN" Wy
42a, 63% 42b, 42% 42¢, 63% 42d, 45%
/
c1 J
0 o N/( 3
NC H,N HN oy
42e,61% 42f, 60% 42g, 47% 42h, 46%
Cl [ /
@/Cl 0 [ 4
0 o LJ o @
\N N N
Br H,N { L/ |/
2 CN Br H,N CN Br H,N ox
42i, 62% 42, 42% 42k, 44%
o o

[
[ O /
o )
(0] Cl O @ Cl O //Q/
oy AN ¢
| ) L/ | )
B HNT N c LN N o N N

421, 59% 42m, 45% 42n, 42%

Figura I11.13. Structurile si randamentele de obtinere ale compusilor de tip pirol Seriei 1.2 cu doi
conectori, unul de tip cetonic si unul de tip metilen.

Ultima serie de derivati pirolici sintetizata (Seria 1.3) conform Schemei 11.4, este alcatuita
din compusi a caror structurd este formatd din doud nuclee: nucleul A de tip fenil diferit substituit,

fie cu halogeni, fie cu grupari metoxi si nucleul B de tip pirol.

CN X _
‘ AN "E/\( ) < i N \ CN
CN =
R// Y R Y NH
2
n=0,1 43a-1

X=Cl, Br
Y= COCH3, C02CH2CH3

Schema 11.4. Reactia de sinteza a derivatilor de piroli cu doud nuclee, Seria 1.3. Reactivi si

conditii: (i) 3 echiv. TEA, DMF, reflux, 12-24 ore.

Pentru a realiza relatia structura activitate, nucleul B este substituit diferit in pozitia 2 cu
gruparea acetil sau cu grupare de tip ester etilic. O alta modulare facuta a fost prezenta conectorului

intre cele doua nuclee, astfel in structura compusilor 43a-g nucleele A si B sunt legate direct, iar

12
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in structura compusilor 43h-l cele doud nuclee sunt legate prin conectorul de tip metilen.

Structurile compusilor sintetizati sunt prezentate in Figura I1.17.

@E S E O

43a, 89% 43b, 88% 43¢, 60% 43d,91%

f f f

43g, 779
43e, 72% 43f, 69% &77%

0/
N7\
wCN /@AN NN KDAN N —CN
.
NH,
43h, 56%

43Kk, 60%

43, 75% 43j, 67%

431, 65%

Figura 11.17. Structurile si randamentele de obtinere ale compusilor de tip pirol din Seria I.3.

Cele trei serii de compusi de tip pirol (Seria 1.1, Seria 1.2 si Seria 1.3) au fost propuse la
Institutul National de Cancer (NCI) pentru a le fi studiatd activitatea anticancer prin capacitatea de
inhibare a cresterii celulare pe 60 de linii celulare canceroase.

Valorile procentului inhibarii cresterii celulare pentru cei 12 compusi activi sunt prezentate
in Tabelul 11.3.

Cei mai activi compusi, dintre cei testati pentru activitatea antiproliferativa sunt 18 si 36.
Acestia fac parte din Seria 1.1 de derivati de piroli, nucleul C fiind legat direct de nucleul B de tip
pirol (n=0, Figura I1.4). O alta asemanare structurala o reprezinta faptul ca nucleul C al celor doi
compusi este substituit cu o grupare de tip metoxi (meta-metoxi pentru compusul 18 si orto-metoxi
pentru compusul 36).

In cazul compusului 18 nucleul A este substituit tot cu o grupare metoxi aflati in pozitia
para, iar in cazul compusului 36 nucleul A este substituit cu doi atomi de clor in pozitiile orto si
para. Compusul 18 a prezentat citotoxicitate pe 6 linii celulare canceroase, iar compusul 36 pe 9
linii canceroase. Tipurile de cancer pe care cei doi compusi au prezentat actiune citotoxicad sunt:
cancer al sistemului nervos central (liniile celulare SF-539 si SNB-75), melanom (linia MDA-MB-
435) si cancer renal (linia A498).
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Tabel 11.3. Rezultatele in vitro de inhibare a cresterii celulelor canceroase umane pentru compusii 5, 8, 13, 18, 19, 27, 36, 37, 42h, 42j, 42m si 43k.

Tip cancer COMPUS 5 8 13 18 19 27 36 37 42h 42 42m 43K
Linie celulara Inhibarea cresterii celulare, GI%*° 10 pM
CCRF-CEM 23 31 0 81 80 14 92 88 11 55 0 15
HL-60(TB) 63 64 13 96 10044 43 08 97 50 79 11 39
Leucemie K-562 79 79 60 85 86 71 87 85 75 84 11 75
MOLT-4 35 38 0 70 69 16 79 70 31 79 0 34
RPMI-8226 11 0 0 77 64 0 85 60 0 41 0 16
SR 76 59 53 72 83 50 88 86 65 85 11 73
A549/ATCC 0 21 0 57 46 10 58 48 0 53 15 23
EKVX 13 14 11 61 51 10 70 57 0 41 15 18
HOP-62 12 36 0 69 43 22 61 50 0 59 34 31
Cancer pulmonar non- HOP-92 0 ndt 22 78 47 ndt 55 0 35 44 30 26
microcelular
NCI-H23 0 12 0 50 67 10 84 82 20 45 12 15
NCI-H460 12 20 0 72 82 0 87 67 13 58 25 18
NCI-H522 77 51 33 96 1004k 36 1009" 92 0 10042 22 32
COLO 205 13 23 0 74 61 0 80 67 0 69 0 0
HTC-116 36 41 19 83 77 23 63 70 23 75 20 35
Cancer de colon HCT-15 63 64 31 80 73 52 75 78 41 73 10 51
HT29 47 55 16 92 93 26 100d° 95 12 95 14 19
KM12 41 60 24 76 72 40 77 72 14 59 12 39
SW-620 59 61 0 90 79 47 75 73 23 68 0 55
SF-295 21 54 16 100de 91 25 80 71 23 60 22 19
SF-539 0 17 0 100df 87 0 1004 74 21 52 36 26
Cancer al SNC SNB-19 30 28 0 73 70 22 69 54 16 44 63 31
SNB-75 37 25 17 1009 70 17 100%a 1009* O 49 35 52
U251 0 33 10 66 65 20 83 75 0 73 47 35
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LOX IMVI 32 33 0 62 76 19 60 51 20 50 16 21
MALME-3M 40 57 0 59 58 40 62 49 15 57 37 14
M14 nd® ndf 16 89 nd® ndf 79 76 21 66 12 27
MDA-MB-435  100¢™ 96 61 10099 1004! 94 1004r 1004y 78 99 12 100%¢
Melanom SK-MEL-2 21 29 0 71 54 20 1009s 1009w O 95 23 0
SK-MEL-28 25 30 0 54 40 26 42 40 14 45 0 0
SK-MEL-5 39 22 0 64 93 0 82 45 0 73 0 22
UACC-257 12 27 12 52 33 21 47 36 0 44 14 0
UACC-62 53 54 34 81 76 77 73 69 19 70 24 40
IGROV1 22 32 0 68 66 15 61 46 0 51 11 36
_ OVCAR-3 36 26 0 69 85 0 82 71 0 44 0 n.d.c
Cancer ovarian OVCAR-8 0 0 0 66 44 0 65 31 0 66 44 0
NCI/ADR-RES 59 57 21 90 86 39 83 69 0 76 35 38
786-0 0 0 0 62 56 0 47 3 10 3 32 23
A498 42 39 13 100d¢h 92 25 1009t 71 0 13 0 26
ACHN 0 0 0 61 53 0 51 46 0 15 40 12
Cancer renal CAKI-1 n.d.c 31 32 69 n.d.c 21 66 63 0 54 35 37
RXF 393 n.d.c 14 15 82 ndt 23 1009v 44 0 58 42 36
SN12C 0 17 0 67 54 0 65 51 0 35 23 18
UO0-31 22 27 21 66 52 10 57 43 24 65 20 40
Cancer de prostats PC-3 42 36 0 66 63 25 81 62 0 34 33 28
DU-145 0 0 0 49 47 0 64 34 0 20 0 0
MCF7 67 66 18 82 86 48 83 83 27 72 0 40
MDA-MB
Cancer de sdn 23U /ATCE 31 20 0 60 51 0 53 35 0 39 18 56
HS 578T 25 21 0 88 86 14 1009V 61 0 54 32 36
BT-549 0 11 0 58 35 16 68 51 0 1004V’ 0 18
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é

T-47D 11 39 12 84 67 17 71 57 0 64 0 21

MDA-MB-468 48 68 62  100% 68 53 84 80 39 97 19 54

&l Date obtinute din screeningul in vitro al celulelor tumorale umane de la NCI pentru o singurd dozi (concentratie de 10 uM). ! Procent de inhibare a cresterii celulare.
[] Nedeterminat. [ Efect citotoxic: procent de crestere celulard <0; inhibitia totald a proliferdrii celulare si moartea celulelor.
(1 Procent de crestere celulari: -25%. [l Procent de crestere celulari: -24%. [9 Procent de crestere celulari: -38%. "l Procent de crestere celulari: -2%. 1 Procent de crestere celulari:
-4%. U1 Procent de crestere celulari: -7%. X Procent de crestere celulari: -1%. [ Procent de crestere celulard: -27%. [™ Procent de crestere celulari: -16%. ["l Procent de crestere
celulari: -55%. [ Procent de crestere celulard: -14%. [Pl Procent de crestere celulari: -1%. [ Procent de crestere celulara: -22%. [l Procent de crestere celulari: -38%. [ Procent de
crestere celulara: -51%. [ Procent de crestere celulari: -1%. [ Procent de crestere celulara: -8%. M Procent de crestere celulari: -2%. X Procent de crestere celulari: -7%. Y Procent

de crestere celulara: -37%. ™ Procent de crestere celulara: -27%. 1 Procent de crestere celulard: -29%. '] Procent de crestere celulari: -86%. [ Procent de crestere celulara: -7%.
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Cei mai activi compusi ai aceste etape (testarea la o singurad doza, 10 uM), 18 si 36, au fost
selectati pentru a trece in urmatoarea etapa de testare, pentru a se determina Glso (concentratia la
care cresterea celulara este inhibatd in proportie de 50%). Rezultatele sunt prezentate in Tabelul
1.4.

Tabel 11.4. Valorile pentru Glsp in urma testului NCI in vitro pe 60 de linii celulare

pentru compusii 18 si 36.

Tip Compus 18 36 Tip Compus 18 36
cancer Linie celulari Glso*® (uM) cancer Linie celulara Glse*® (uM)
CCRF-CEM 2.68 4.68 IGROV1 5.00 7.49
HL-60(TB) 201  3.15 OVCAR-3 2.87 3.86
K-562 0.70 3.63 OVCAR-4 18.0 8.96
Leucemie MOLT-4 365 4.84  Cancer OVCAR-5 7.36 9.71
RPMI-8226 ~ 2.94 939  °ovanan OVCAR-8 5.30 21.0
SR 0.77 3.53 NCI/ADR-RES  2.35 3.55
A549/ATCC 5.68 7.39 SK-OV-3 4.09 3.36
EKVX 467 8.24 786-0 4.64 7.12
Cancer HOP-62 4.12 6.40 A498 2.73 72.0
pu:g?:‘af HOP-92 953 16.8 ACHN 652  7.79
microcelul NCI-H226 4.50 5.79 Cancer CAKI-1 3.20 4.70
ar NCI-H23 5.61 7.55 renal RXF 393 2.05 4.37
NCI-H460 341  4.66 SN12C 5.64 5.24
NCI-H522 1.99 187 TK-10 6.14 52.9
COLO 205 3.01 5.70 Uo0-31 5.42 7.87
HCC-2998 4.98 12.4 Cancer de PC-3 3.75 5.60
HTC-116 350 4.02  prostatd DU-145 4.70 9.73
Can(ier de HCT-15 2.49 3.62 MCF7 3.07 3.94
colon
HT29 264 318 e 780 9.05
KM12 417 390 Cancerde HS 578T 2.42 3.02
SW-620 285  3.98 sdn BT-549 4.41 3.41
SF-268 5.65 9.77 T-47D 3.72 4.53
SF-295 290 3.72 MDA-MB-468  1.12 2.48
Cancer al SF-539 241 3.37
SNC SNB-19 3.92 6.60
SNB-75 1.88 2.61
U251 3.45 4.45

LOX IMVI 4.60 4.89
MALME-3M  N.D.9  4.20
Melanom M14 251  3.27

MDA-MB-435 0.78 1.92
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SK-MEL-2 4.58 2.69
SK-MEL-28 49.8 7.58
SK-MEL-5 3.19 4.83
UACC-257 9.48 6.31

UACC-62 3.22 3.67
&l Date obtinute in urma testului NCI in vitro pe 60 linii celulare pentru 5 doze. ! Glso reprezinti concentratia molari

a compusului ce cauzeaza 50% din inhibarea cresterii celulelor tumorale. ! Valorile ingrosate reprezinti cele mai

bune valori Glsp obtinute pentru compusii testati (Glso < 1.00 pM). . [9 Nedeterminat.

In urma rezultatelor primite pentru testele efectuate la 5 concentratii diferite, compusul 18
a prezentat cea mai buna activitate anticancer, avand 3 linii celulare cu Glso < 1.00 uM (pentru

leucemie pe liniile K-562, SR si melanom pe linia MDA-MB-435).
11.2. Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor derivati de hidrazone - Seria |1

O alta modulare facuta pe structura fenstatinei s-a dorit a fi aceea in care conectorul cetonic
dintre cele doua nuclee de tip fenil substituit sa fie inlocuit cu un heterociclu de tip pirazol,
deoarece compusii care contin in structura lor un astfel de heterociclu sunt cunoscuti in literatura
ca avand un spectru larg de activititi biologice (de exemplu activitate anticancer®® sau

antiinflamatoare®*®) (Figura 11.23).

zT

N/

Structura compusilor tintd

.................................................................

Figura 11.23. Structrura generala a seriei derivatilor de pirazol.

Pentru a obtine aceastd clasa de compusi a fost utilizatd o metoda de sinteza descrisa in
literatura', prin intermediul compusilor de tip 2-(Aril(Het)metilen)-malononitril si o serie de
hidrazine diferit substituite. Conform datelor de literatura inchiderea ciclului pirazolic poate avea
loc in doud moduri:

e Cu ajutorul unei grupari ciano (CN) si legatura dubla, prezente in structura
derivatilor de tip 2-(Aril(Het)metilen)-malononitril (calea 1);
e prin intermediul celor doua grupari ciano (CN), (calea 2), conform Schemei 11.5,

obtinandu-se dihidropirazoli substituiti.
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/\ H X
~CN B
+ HzN

Schema I1.5. Schema generala de sinteza a derivatilor dihidropirazolici.

Primul pas in designul noilor structuri a fost sinteza intermediarilor de tip
benzilidenmalononitril, respectiv Het-metilenmalononitril prin intermediul reactiei Knoevenagel,
in mediu bazic, intre diferite aldehide si malononitril (Schema 11.6).1*! Randamentele si

substituentii fiecarui compus din seria 44a-j sunt prezentate in Tabelul I1.5.

N o
'R N
—0 — : N
CN | ah 4““
i :
5 ' |
@ + NC\/CN -H,0 @ : (:[N
Knoevenagel SD\;‘

44 a-j 44

Schema I1.6. Reactia de obtinere a intermediarilor Aril(Het)-metilenmalononitril. Reactivi si
conditii: (i) piperidina, EtOH, reflux, 6-8 ore.

Tabelul 11.5. Substituentii si randamentele intermediarilor Aril(Het)-metilenmalononitril.

Compus R Randament (%0)
44314 3,4,5-triOCHs3 90
44p13 2,5-diOCH3 85
44¢144 3-OCHs 87
44415 NS 4-OCHs 80
44146 A 4-Br 79
441147 4-NO> 87
A4gree 4-N(CHa)2 85
441 4-OCH3-3-NO3 85

44i @\:\C - 86
a0, : 72
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Strategia de sinteza a compusilor tinta a fost reactia dintre intermediarii 44a-j sintetizati
anterior si diferite hidrazine. Primele reactii au fost realizate pornind de la 3,4,5-
trimetoxibenzilidenmalononitril si diferite hidrazine, pentru a pastra nucleul A de la fenstatina si
pentru a modifica atat nucleul B cat si conectorul de tip cetonic, conform schemei generale de
sintezd prezentatd anterior, (Schema 11.5) si pentru a obtine compusii tinta din Figura 11.19.
Compusii rezultati din aceasta reactie, dupa purificare, nu au fost cei asteptati deoarece heterociclul

de tip pirazol nu s-a inchis, eliminandu-se malononitrilul conform Schemei 11.8, obtinandu-se

NH, NH R,
Ry
~/- \ .
,N@ sau R/O/ti}\/@
/ H,N

astfel compusi de tip hidrazona (Figura 11.25).

1 1 sau 2

: NN CN
RI_/ CN)Z

44 a, 44e, 44f
_r o
+
H N
Nnr-
G DA
oo x
R, - CHy(CN), R R,

46 a-o

Schema 11.8. Schema de obtinere a compusilor de tip hidrazona. Reactivi si conditii: (i) EtOH,
reflux, 4-8 ore.

aH CF; H OMe a Br
MeO \N‘N\© MeO Sy N i MeO \N,N\©
MeO MeO MeO
OMe OMe OMe
46a, 79% 46b, 71% 46¢, 79%
Me
cl cl H F H
H H N
MeO Sy N \@ MeO sy N \@\ MeOD/%N N\©\ MeO SN \@
MeO MeO c MeO F MeO
OMe OMe OMe OMe
0, 0,
46d,71% 46e,79% 461, 65% 46g, 8%
H H F g F H
MeO sy N MeO sy N MeO sy N F MeODAN N\©\
MeO C\Cl MeO MeO F F MeO Br
OMe OMe OMe F OMe
46h, 79% 46i, 75% 46j, 77% 46Kk, 73%
H H OMe H H
MeO. \N N /©/§N N, t \N N \N N Me
MeO : Me O,N Br- : : Br- : : Me
OMe
461, 55% 46m, 68% 46n, 61% 460, 69%

Figura I11.25. Structurile si randamentele de obtinere ale compusilor de tip hidrazona.
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Compusii 46e si 46i au fost analizati si prin metoda difractiei cu raze X pe monocristal,
confirmandu-se astfel structura de tip hidrazona.

a b

atac nucleofil
—_—

N\N - CH,(CN),

Schema 11.9. Mecanismul propus pentru obtinerea structurilor de tip hidrazona 46a-o.

Mecanismul de reactie propus pentru a explica formarea compusilor de tip hidrazona 46a-
0 (Schema 11.9) implica urmatoarele etape:
» prima etapa este reprezentatd de clasicul atac nucleofil al azotului marginal al
hidrazinei asupra carbonului etilenic al 2-ciano-3-aril-acrilonitrilului;
» intermediarul format a suferit o migrare 1,3 de proton §i acest lucru a permis
eliminarea malononitrilului si formarea hidrazonelor.
Plecand de la faptul ca hidrazonele prezintd o gama variata de activitagi biologice (cum ar

%% sau anticancer®®®) si pentru a putea completa seria de compusi de tip hidrazona

fi antibacterian
obtinuti (Schema 11.7), s-a realizat si reactia directd dintre diferite aldehide atat aromatice cat si

heteroaromatice cu diferite hidrazine aromatice respectiv heteroaromatice (Schema 11.9).
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N N
N ; -
S0 . HNT v . N
-H,0

47-73
N S
_0 sy N Br @N \©i O,N N a cl
I / PR I
SO0 ORI oy Qs Iy O D
H H
S 47,84% 48,65 % 49,70 % 50,74 % 51,68 %
Cl1 o N ﬁl | | |
Bl W oL L o :
- _N |
NS o JA L T T
H Cl 0\ H s ﬂ
52,71 % 53,69% Cl 54,79 % cl 55,81 %
| Br _N =
X N Br N NN r
CLOL Y OO o0, >
N, S Z "N ~N. N
56,81 % 57,75 % 58,72 % 59,73 %
= / H N
=N~ SN ‘ AL O »N%D ” T
HN HN 0 H ~N A =
Q_g\ Q N\ OB]’ N\ m\ S m\ﬂNOBr
I;Il H ﬂ Cl N ﬁ
60, 82 % 61,79 % 62,78 % H 63,58% 64,65 %
_ Cl =N — - _N =
o =N N= Q{HN W Q_{;N@\ <N N o NN N
{ N ) | { )-Br Q—( HN\O N
N N N N N
\ |
H | \ Cl
65,72 % 66, 68 % Cl 67, 54 % 68,76 % 69, 68 %
_N /= =
~0 =N N= Br NN N Br =N OBr Br =N = A
lostaw : { § ™
N N N N
| H 1 H H
70,70 % 71,72 % 72,71 % 73,68 %
Schema 11.10. Reactia de obtinere a hidrazonelor 47-73. Reactivi si conditii: (i) EtOH, reflux,

4-8 ore.

Din reactia de condensare directd dintre aldehide si hidrazine (aditie nucleofila si eliminare
de apd) s-au obtinut o serie de 27 de compusi de tip hidrazona care au fost caracterizati din punct
de vedere fizico-chimic si evaluati biologic.

Seria de compusi 46a-0 a fost testatd biologic pentru actiunea antifungica impotriva a opt
tipuri de fungi: Candida albicans SC5314, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida albicans de la pacientii cu mucoviscidoza (C. albicans (mucoviscidosis)),
Candida albicans resistenta la echinocandine (C. albicans (R echinocandine)) si Candida glabrata
rezistenta la azoli (C. glabrata (R azoli)).

Testarea preliminara a inhibarii cresterii celulare la o concentratie unica de 32 pg/mL a fost
realizatd in mod triplicat. A fost determinatd astfel Concentratia Minimum Inhibitoare (MIC).
Actiunea antifungica a fost studiatd in colaborare cu Institutul Pole de Biologie Pathologie

Génétique, Centre Hospitalier Universitaire (CHU) din Lille, Franta. Cinci dintre hidrazonele
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testate 46¢, 46d, 46i, 46k si 46 au prezentat activitate antifungica impotriva speciilor Candida cu
valori MIC intre 16 si 32 pg/mL.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 11.7, avand ca referinta Fluconazolul.
Celelalte hidrazone sintetizate au fost mai putin active, cu valori MIC > 32 pg/mL (datele nu sunt
prezentate).

Tabel 11.7. Valorile MIC ale hidrazonelor active 46c¢, 46d, 46i, 46k si 461 pe Candida spp.

Valoare MIC (ug/mL) pe Candida spp. [2b<edl

C. albicans

C. albicans C. o . C. albicans C. glabrata
Compus SC5314  dubliniensis C- glabrata - C. parapsilosis - C. tropicalis (mucoviscidosis) . (R , (Rg azoli)
echinocandins)

46¢ 32 >32lel 32 32 >32 >32 >32 32

46d 32 >32 16 >32 >32 >32 >32 32

46i 32 >32 32 32 >32 >32 >32 32

46k 32 >32 16 32 32 >32 >32 >32

46l 32 >32 16 32 32 >32 >32 32
Fluconazol 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 >32

@ Procentul de inhibare in vitro a agentilor patogeni. ! Valorile reprezinti media a trei experimente. ! Compusii au fost testati la
concentratii de 32, 16, 8, 4 si 1 ug/mL. [ Valorile MIC date in tabel corespund MICqg (inhibarea totali a cresterii Candida spp.). ! MIC nu a fost

calculatd deoarece inhibarea totala a Candida spp. nu a fost obtinuta la 32 pg/mL.

Hidrazonele active au ca unitate structurald comund nucleul A 3,4,5-trimetoxifenil si
nucleul B de tip fenil monosubstituit. Cea mai bund modulare chimica a fost substitutia nucleului
B de tip fenil in pozitia orto cu un atom de halogen (Br, Cl si F) in hidrazonele 46c, 46d si 46i.
Prin comparatie, compusul 46d a prezentat cea mai mare activitate, in special pe C. glabrata
(MIC=16 pg/mL).

Pe langa testarea activitatii antifungice impotriva speciilor Candida, seria de hidrazone
46a-0 si 55 au fost testate biologic si pentru evaluarea activitatii de inhibare a farneziltransferazei,
in colaborare cu JUNIA, Lille si Institut de Chimie des Substances Naturelles, Centre de Recherche

de Gif, Franta. Sase compusi au fost activi, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 11.8.

Tabel 11.8. Activitatea de inhibare in vitro a FTazei pentru hidrazonele 46b, 46i, 46l,
46h, 46m si 55.

Compus % FTI2 ICso (uM)®  R%
46b 94.9 20.93 0.8705
46i 22.7 - -

46l 38.9 - -

46h 28.7 - -
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46m 98.8 0.27 0.8288
55 76.1 4.89 0.9929

[al Inhibarea farneziltransferazei la o concentratie de 100uM. 1 Valorile reprezinti media a doud experimente. [°]

Factorul de regresie.

Dintre toti compusii testati, doar trei au prezentat activitate foarte buna de inhibare a
farneziltransferazei (46b, 46m si 55). Cea mai activa este hidrazona 46m care este alcatuita
structural dintr-un nucleu de tip para-nitrofenil si un nucleu de tip orto-metoxifenil, procentul de
inhibare a acesteia fiind 98.8% si valoarea ICso de 0.27 uM. Prezenta in structura a nucleului 3,4,5-
trimetoxifenil in locul nucleului para-nitrofenil a condus la scaderea activitatii pana la reducerea
completa a acesteia.

Toate hidrazonele sintetizate (seria 46a-0 si seria 47-73) au fost acceptate la Institutul
National de Cancer (NCI-SUA) pentru a fi testat potentialul de inhibare a cresterii celulare pe 60
de linii celulare canceroase. Prima etapa a fost testarea la o concentratie de 10 uM pe toate liniile
celulare ale screening-ului experimental.

Hidrazonele din seria 46a-0 au prezentat activitate moderata a inhibarii cresterii celulare,
cele mai active hidrazone fiind 46k, 469 si 46f, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 11.9.

Tabel 11.9. Rezultatele in vitro de inhibare a cresterii celulelor canceroase umane pentru
hidrazonele 46k, 469 si 46f.

Compus 46k 469 46f
Tip cancer Linie celulara Inhibarea cresterii

celulare, G1%*° 10 uM

CCRF-CEM 68 31 49

HL-60(TB) 67 0 34

L eucemie K-562 90 53 81

MOLT-4 56 20 39

RPMI-8226 41 18 21

SR 31 11 16

Cancer pulmonar A549/ATCC 45 22 25

non-microcelular NCI-H460 68 0 0

NCI-H522 60 28 39

HCC-2998 54 0 0

HCT-15 81 46 42

Cancer de colon HT29 70 0 30

KM12 83 48 53

SW-620 53 0 25

SF-268 47 27 30

Cancer al SNC SE-295 39 60 12

LOX IMVI 86 51 60

Melanom MALME-3M 44 0 0

M14 81 27 43
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MDA-MB-435 60 19 28

UACC-62 63 71 71

IGROV1 42 19 29

Cancer ovarian OVCAR-4 49 16 20
OVCAR-8 45 13 29

NCI/ADR-RES 42 0 15

ACHN 68 21 42

Cancer renal CAKI-1 89 64 67
UuO-31 65 38 35

MCF7 49 21 15

Cancer de sin MDA-MB-231/ATCC 53 11 28
T-47D 69 24 46

MDA-MB-468 50 0 0

el Date obtinute din screeningul in vitro al celulelor tumorale umane de la NCI pentru o singurd dozi (concentratie de 10 uM). [!
Procent de inhibare a cresterii celulare. ! Nedeterminat.

Dupa cum se observa in tabelul de mai sus, cea mai activa structura este 46k alcatuita
structural din nucleul A de tip 3,4,5-trimetoxifenil si nucleul B de tip para-bromofenil. Procentul
de inhibare a cresterii celulare este de peste 50% pe 21 de linii celulare, cea mai buna activitate
avand-o asupra liniei K-562, cu un procent de 90% a inhibarii cresterii celulare. Modificarile
structurale asupra nucleului B au dus la scaderea activitatii sau la pierderea totald a acesteia.

Tot pentru a se studia activitatea anticancer, a fost propus la NCI si intermediarul 44j,
descris in literaturd, dar netestat. In prima etapd de testare, acesta a prezentat activitate buna
anticancer, avand procentul de inhibitie GI%= 53 pe linia celulara UACC-62 (melanom) si G1%=
62 pe linia celulard OVCAR-5 (cancer ovarian). A prezentat si activitate citotoxica pe 3 linii
celulare: G1%=-32 pentru NCI-H226 (cancer pulmonar non-microcelular), G1%=-19 pentru A498
(cancer renal) si G1%= -24 pentru MDA-MB-468 (cancer de san).

Hidrazonele din seria 47-73 au fost si ele testate la NCI pe cele 60 de linii celulare.
Rezultatele pentru cei mai activi compusi sunt prezentate in Tabelul 11.10.

Hidrazonele 52, 53, 59, 62, 66, 69 si 71 prezinta activitate citotoxica pe majoritatea liniilor
celulare. Asemanarea structurald dintre cei sapte compusi este prezenta in structurd in locul
nucleului B a nucleului 7-clorochinolina.

Cea mai activa structurd, cu valoarea medie a activitatii citotoxice pe cele 60 de linii
celulare de -80, este hidrazona 62 si are ca elemente structurale heterociclul de tip indol substituit
in pozitia 5 cu gruparea metoxi si heterociclul de tip chinolind substituit in pozitia 7 cu un atom de
clor. Comparand structurile celor mai activi compusi se observa faptul cd heterociclul de tip 7-
clorochinolina joaca un rol extrem de important in cresterea activitdtii antiproliferative, astfel toti
compusii care contin in structura lor un astfel de nucleu au avut efect citotoxic.
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Tabel 11.10. Rezultatele, in vitro, de inhibare a cresterii celulelor canceroase umane, la o doza, pentru hidrazonele 47, 52, 53, 55, 58-66, 68, 69, 71.

Tip cancer COMPUS 47 52 53 55 58 59 60 61 62 63 64 65 66 68 69 71
Linie celulara Inhibarea cresterii celulare, G1%*" 10 pM
CCRF-CEM 53 -19d 90 26 43 -10 91 93 -42 52 88 90 35 51 -29 -7
_ HL-60(TB) 56 -37d -44 42 32 -34 86 86 -56 60 94 76 60 43 B2 74
Leucemie K-562 84 -52d 54 95 77 -2 86 88 -4 75 90 80 97 79 -48 -25
MOLT-4 54 -25d -13 61 23 -48 76 82 -48 64 75 85 32 67 49 -48
RPMI-8226 28 -37d -9 21 0 -25 95 97 -62 52 11 -1 41 52 42 -42
SR 76 -gd -23 57 66 87 86 97 27 54 96 82 25 72 22 -45
AB549/ATCC 31 -41 -82 42 0 -24 47 62 -49 47 77 30 38 24 69 98
EKVX 15 87 71 34 0o -79 67 75 -96 50 77 55 85 42 81 -92
HOP-62 0 -42 -78 33 0o -75 53 68 56  N.D¢ 54 40 63 24 81 59
Cancer pulmonar HOP-96 29 57 74 32 0 -88 -10 -28 91 47 24 73 68 57 -81 -69
non-microcelular NCI-H226 28 30 0 -68 15  -52 49 64 -78 24 60 51 67 41 52 -64
NCI-H23 29 11 41 23 0 -88 42 58 91 32 63 35 84 40 -80 -85
NCI-H322M 38 -64 -45 22 17 -89 34 52 -100 20 56 28 99 10 -95 -96
NCI-H460 48 -78 -63 71 0o  -87 71 91 -78 67 83 52 67 36 -79 90
NCI-H522 63 -73 -73 53 58 77 83 75 -62 71 61 72 68 25 -65 -66
COLO 205 0 -82 28 0 0 -85 62 51 -56 19 62 42 59 32 -8 -44
HCC-2998 48 -39 -81 15 0o -2 69 -1 -89 58 89 60 87 51 -86 -92
HTC-116 35 -89 -68 46 33 91 76 93 50 53 91 62 46 66 -82 -10
Cancer de colon HCT-15 47 -20 -58 15 28 -82 81 91 -88 77 93 70 92 71 -85 -80
HT29 49 -55 91 0 0o 72 69 86 42 40 76 39 40 55  -44 -3
KM12 66 -88 -53 83 47 77 90 99 77 86 -1 78 94 66 -78 -81
SW-620 66 -88 -30 72 42 74 47 79 71 25 80 20 62 34 -76 97
SF-268 44 -64 37 46 19 58 80 78 -60 44 79 67 73 44 67 -35
SF-295 40 53 -80 93 0 -85 50 74 100 41 82 52 93 26 -84 -99
Cancer al SNC SF-539 31 -90 -84 42 0 -8 93 89  -100 29 81 73 92 35 -8 -87
SNB-19 0 -79 24 19 0o -9 56 56 -100 20 48 38 79 23  -68 -85
SNB-75 13 -88 -81 24 11 -9 84 73 -94 33 56 38 85 29 01 91
U251 33 -90 -87 36 17 -84 65 80 -83 44 79 42 49 43 -80 -25
LOX IMVI 71 -35 -96 71 50 -92 82 2 92 69 92 71 83 49 -78 77
MALME-3M 23 -78 -88 0 0 -9 49 35 97 0 36 23 82 29 77 -83
M14 48 -84 -90 59 0 -89 56 85 79 48 91 50 66 44 71 -46
Melanom MDA-MB-435 53 -84 -85 82 37 -2 80 69 -90 33 86 55 83 89 -2 77
SK-MEL-2 0 -88 0 0 0o -8 26 26 -83 19 26 0 72 12 -80 -93
SK-MEL-28 19 -92 0 0 0o -9 20 36 -100 16 38 0 -89 0 -85 -98
SK-MEL-5 14 -93 -92 23 0o -98 58 48  -100 16 78 35 98 28 -95 -100
UACC-257 13 -84 0 0 0o -9 32 29 -84 18 47 15 71 11 -84 -83
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UACC-62 59 -86 0 81 20 -61 44 45 -98 26 48 38 66 32 -57 -85
IGROV1 27 59 -83 44 15  -87 -4 98 94 70 89 94 72 53 -8 41
OVCAR-3 N.D.° -92 N.D.° 22 ND° -GG -12 80 82  ND° 69 82 89 36 -80 -82
OVCAR-4 43 -60 -50 31 32 61 58 58  -100 32 46 40 76 39 -76 -78
Cancer ovarian OVCAR-5 34 71 -5 46 17 83 47 54  -100 26 44 22 -90 0 -87 -66
OVCAR-8 47 57 -95 34 34 67 59 55 -70 32 66 42 52 19 -66 -64
NCI/ADR-RES 46 99 97 20 2% 7 -4 94 -60 33 92 77 79 63 71 77
SK-OV-3 0 0 0 12 0 -85 36 28 -95 34 34 0 -71 0 -89 -84
786-0 33 94 -87 11 16 -89 86 99 -92 47 -4 74 65 36 -81 54
A498 29 63 0 82 0 93 24 58 -98 36 49 0 -80 0 -89 77
ACHN 77 -99 -98 48 37 -98 55 72 -100 36 73 52 92 28 97 -90
Cancer renal CAKI-1 73 -83 -92 73 53  -97 64 73 -99 58 69 53 85 33 92 -94
RXF 393 29 -58 -86 0 0 -87 NDe  ND°S 100 39 N.D.:c NDe  NDS N 8] N.D.c
SN12C 25 -70 -64 20 0o -77 83 84 100 30 76 61 59 D° g1 -56
TK-10 0 -81 -69 0 0 91 28 40 95 0 46 0 72 30 g9 -67
Uuo-31 58 -89 -96 57 24 -95 89 97 -100 62 89 66 -90 509 -89 -95
Cancer de PC-3 57 24 61 56 51 -81 74 79 -86 66 87 64 51 41 -83 52
prostati DU-145 22 57 24 41 0 -90 51 62 -98 39 69 35 92 27 -93 -79
MCF7 49 -12 72 67 28 -71 82 90 -69 77 96 68 78 64 -80 -56
MDA-
MB231/ATCC 43 71 74 15 19  -83 -1 25 93 32 93 96 90 48 -8 -90
Cancer de sin HS 578T 12 53 -38 0 0 -47 71 48 -49 39 74 50 63 30 -53 58
BT-549 0 -79 0 0 0 -89 96 2 91 41 -3 87 64 56 -76 -79
T-47D 62 61 56 48 44 54 72 74 53 97 73 68 60 52 -64 54
MDA-MB-468 44 71 72 N.D.c 20 -75 -10 35  -80 59 -40 13 83 -1 -87 -94

[a] Date obtinute din screeningul in vitro al celulelor tumorale umane de la NCI pentru o singura doza (concentratie de 10 pM). [b] Procent de inhibare a cresterii celulare. [c]

Nedeterminat. [d] Efect citotoxic: procent de crestere celulard <0; inhibitia totala a proliferarii celulare si moartea celulelor.
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In Figura 11.35 este prezentata diagrama in care se observa faptul ca hidrazonele 52, 53,
59, 62, 66, 69, si 71, care contin nucleul cu 7-clorochinolind, au media activitatiisub 0, adica sunt

citotoxici.

Citotoxicitate

Compus
L — 2
<75 69
70 66

64 2
-8 ... 62

61 2

60 o
<7559
-3 53
-5 52
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

Figura 11.35. Valoarea mediei activitatii hidrazonelor rezultate din screeningul in vitro al
celulelor tumorale umane de la NCI pentru o singura doza (concentratie de 10 uM).
Compusii din aceasta serie au prezentat o puternica activitate antiproliferativa. Hidrazonele

52, 53, 59-62, 64, 66, 69, 71 au avut efect anticancer (citostatic sau citotoxic) pe aproape toate
liniile celulare testate, astfel indeplinind conditiile pentru a trece in urmatoarea etapa si de a fi
testati pentru a se determina Glso (concentratia la care cresterea celulara este inhibata in proportie
de 50%). Valorile obtinute pentru Glso in urma testului NCI in vitro pe 60 de linii celulare sunt
prezentate in Tabelul 11.11.
Tabel 11.11. Valorile pentru Glso in urma testului NCI in vitro pe 60 de linii celulare
pentru compusii 52, 53, 59-62, 64, 66, 69, 71.

Tip cancer Compus 52 53 59 60 61 62 64 66 69 71
Linie celulari Glso* (uM)

CCRF-CEM 214 NDFf 032 030 083 031 046 028 025 0.20
HL-60(TB) 196 189 024 128 281 026 254 020 025 046
Leucemie K-562 249 163 024 194 405 030 294 020 019 0.20
MOLT-4 220 2.36 1.05 155 267 0.26 2.85 0.34 0.23 0.26
RPMI-8226 220 2.18 118 083 3.07 027 161 030 024 0.22
SR 070 190 025 293 228 012 480 025 015 0.8
A549/ATCC 177 174 145 132 126 148 812 148 018 158
EKVX 173 174 1.45 197 444 1.69 2.71 126 143 1.16
Cancer HOP-62 1.66 1.69 1.67 100 110 191 10.1 152 1.45 1.58
pulmonar HOP-92 138 144 053 532 6.66 1.32 2.22 142 0.50 1.33
non- NCI-H226 180 1.79 1.89 165 378 1.86 2.02 150 1.93 147
microcelular NCI-H322M 172 172 173 114 >100 144 134 156 030 157
NCI-H460 2.04 2.05 172 115 141 202 768 050 019 0.37

NCI-H522 1.68 1.66 177 103 253 134 311 116 022 1.79

Cancer de COLO 205 182 1.86 179 138 >100 025 157 121 035 0.35
colon HCC-2998 1.75 173 1.78 120 935 1.62 5.74 071 0.26 0.76
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HTC-116 1.69 1.92 033 121 132 019 597 019 016 0.19
HCT-15 162 1.78 037 810 919 018 446 029 017 0.18
HT29 153 181 035 150 294 021 8.77 018 017 0.27
KM12 208 239 179 978 368 165 271 165 018 180
SW-620 190 169 079 133 760 018 157 024 0.18 0.36
SF-268 190 200 176 299 415 18 523 172 155 170
SF-295 179 179 182 114 191 132 913 136 143 161
Cancer al SF-539 1.80 1.75 172 147 470 018 265 018 021 166
SNC SNB-19 193 1.97 167 127 114 117 207 165 036 154
SNB-75 155 1.67 138 014 038 158 028 036 123 107
U251 174 181 0.83 107 210 0.75 159 025 017 0.27
LOX IMVI 202 215 023 332 647 021 340 017 018 0.17
MALME-3M 190 187 176 733 >100 180 827 162 140 160
M14 180 176 173 119 785 154 727 157 057 169
MDA-MB-435 179 1.69 175 246 794 161 673 060 020 1.69
Melanom SK-MEL-2 179 163 183 129 >100 183 214 160 174 179
SK-MEL-28 175 1.79 181 145 >100 1.69 291 159 184 159
SK-MEL-5 177 177 175 861 256 165 741 129 176 150
UACC-257 1.69 1.77 165 116 >100 1.82 251 152 182 158
UACC-62 176 171 177 103 373 163 845 150 175 1.66
IGROV1 191 185 154 137 163 030 0.63 164 017 165
OVCAR-3 188 241 NDFf 38 863 158 116 0.17 N.D.F 166
Cancer OVCAR-4 183 1.85 183 105 779 136 432 129 028 177
ovarian OVCAR-5 185 1.67 163 110 >100 117 4.17 159 019 153
OVCAR-8 209 202 168 812 263 040 208 163 020 1.80
NCI/ADR-RES 198 213 193 298 703 058 533 1.04 024 141
SK-OV-3 1.82 1.72 167 240 562 186 6.19 156 154 157
786-0 155 1.89 141 111 132 031 126 047 017 144
AA498 172 189 151 187 352 149 205 207 173 187
ACHN 195 1.83 187 105 116 034 7.76 159 028 166
Cancer renal CAKI-1 1.68 1.66 168 223 435 154 301 130 158 146
RXF 393 175 175 147 284 250 140 209 148 154 142
SN12C 175 1.80 156 228 228 065 238 173 019 175
TK-10 174 181 209 195 480 180 186 2.61 281 227
UO-31 1.68 1.69 132 121 146 147 1.09 143 153 144
Cancer de PC-3 1.64 1.66 155 298 483 053 255 115 024 131
prostati DU-145 195 190 153 130 205 046 133 130 019 0.92
MCF7 1.63 1.58 125 267 243 018 170 028 016 095
MDA-
Cancer de MB231/ATCC 193 205 165 137 220 025 193 019 017 124
sin HS 578T 199 2.03 173 417 745 200 691 132 170 152
BT-549 154 1.75 155 024 017 176 0.17 162 195 148
T-47D 1.83 1.80 155 404 397 128 322 033 016 161

MDA-MB-468 1.76  1.65 101 189 188 080 174 0.27 0.22 1.24

[ Date obtinute in urma testului NCI in vitro pe 60 linii celulare pentru 5 doze. [’ Glso reprezinti concentratia molari a
compusului ce cauzeazd 50% din inhibarea cresterii celulelor tumorale. [l Valorile Ingrosate reprezintd cele mai bune valori Glso
obtinute pentru structurile testate (Glso < 1.00 uM).

Rezultatele obtinute arata faptul cd hidrazona 69 este cea mai activa, avand 38 de linii
celulare cu Glso < 1.00 uM. Structural, acest compus, este alcatuit dintr-un nucleu de tip indol
substituit in pozitia 5 cu gruparea metoxi si la atomul de azot cu gruparea metil si nucleul de tip 7-
clorochinolina.

O parte dintre hidrazonele testate (59, 60, 62, 64, 66, 69, 71) prezinta activitate selectiva
pe cateva linii celulare: CCRF-CEM si HL-60(TB) pentru Leucemie, SNB-75 si U251 pentru

cancerul sistemului nervos central si LOX IMVI pentru melanom.
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Hidrazonele 47-73 si intermediarii de tip 2-(Aril(Het)metilen)-malononitril 44a-j au fost
testati la Université de Brest, Franta, pentru activitatea lor impotriva bolilor rare de tip prion.

Termenul de “prion” provine de la ,,particula infectioasa proteinacee” si face referire la
agentii patogeni transmisibili, anormali, acelulari, care sunt capabili sa produca erori in procesul
de formare a unor proteine specifice, numite proteine prion, ce se gasesc in special in tesutul
cerebral. 164

Principala caracteristica a bolilor prionice este dementa rapid progresiva. Avand in vedere
faptul ca, pana in prezent, nu exista terapii care sa conduca la reversia procesului de transformare
a proteinei modificate in proteina normala sau sa limiteze procesul de acumulare a acestor proteine
in organismul uman, se doreste sinteza de noi compusi cu activitate impotriva bolii prionice.1%

Rezultatele obtinute in urma testarilor au aratat faptul ca doi intermediari (44d, 44e) si
patru hidrazone (48, 51, 55, 72) au prezentat activitate impotriva bolii prionice, acestea fiind
oglindite in Tabelul 11.12, cu “+” sunt notati compusii cu activitate ridicata, iar cele cu ”+/- ” sunt
cele cu actiune moderata.

Tabel 11.12. Rezultatele testarilor impotriva bolilor prionice.

Compus Structura [PSI+]
~CN
444 m +/-
O\

44 jons +
€
Br CN
g
\N/
48 e +
ol

g

. o
I HN

_N N=
Br. HN Br
2 o +
N
H
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Intermediarul substituit cu meta-metoxi (44d) a prezentat actiune moderata, in schimb, cel
substituit cu para-bromo (44e) a avut activitate ridicati. In ceea ce priveste activitatea
hidrazonelor, aceasta a fost ridicata in toate cele 4 cazuri.

Asemanarea structurala dintre cele patru hidrazone active este prezenta unui heterociclu,
astfel, hidrazonele 48 si 51 au in locul nucleului B, nucleul de tip 4,5-dihidro-1H-imidazol,
compusul 55 are nucleul A de tip fenotiazinic, iar compusul 72 are nucleul A de tip 5-bromoindol

si nucleul B de tip 5-bromopiridina
I1.3. Designul, sinteza si evaluarea biologicd a unor derivati de piridine - Seria 111

In ultimul subcapitol al acestei lucriri de doctorat s-au sintetizat o noud serie de azaderivati
de tip piridina, prin introducerea ciclului piridinic in locul conectorului de tip cetonic din
fenstatind. De asemenea, s-au variat si cele doua nuclee A si B prin inlocuirea lor, fie alte nuclee
de tip fenil diferit substituit, fie cu heterocicluri care pot creste activitatea biologica a structurilor
finale. Modularile facute sunt prezentate in Figura 11.40.

Primul pas in designul noilor structuri a fost conservarea nucleului A, 3,4,5-trimetoxifenil
din fenstatind si inlocuirea conectorului de tip cetonic cu piridina substituitd in pozitia 2 cu
gruparea amino i in pozitia 3 cu gruparea ciano, iar nucleul B a fost inlocuit cu 3,4-dimetoxifenil.
Urmatorul pas a fost varierea nucleelor A si B, atét prin inlocuirea lor, fie cu fenil diferit substituit,

fie cu heterocicluri.

Figura 11.40. Modulari ale fenstatinei pentru a obtinerea seriei derivatilor de piridina.
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Introducerea heterociclului de tip fenotiazina in structura derivatilor de piridind, in locul
nucleului A, se bazeaza pe experinta acumulatd pana in prezent in cadrul grupului nostru de
cercetare, deoarece, compusii sintetizati in cadrul grupului care au in structura lor ciclul
fenotiazinic prezinta o buna activitate biologica.

Pentru a sintetiza compusii doriti a fost utilizata seria intermediarilor 44a-j sintetizati

anterior (Schema 11.6, Capitolul 11.2). Intermediarii astfel sintetizati au reactionat cu diferite

cetone, disponibile comercial, inchizandu-se ciclul piridinic si obtinerea compusii doriti.>">1"

CN NH

H;C_ O 2
= NC_

CN ’ N

i 7

44 a-j

75a-k

Schema 11.13. Reactia de sinteza a derivatilor de piridina. Reactivi si conditii: (i) EtOH, reflux,
7-12 ore.
Mecanismul de reactie si modul de formare a compusilor tinta, de tip piridind, este

prezentat in Schema 11.14.17

NC___CN
(no ——
NH H,C NH
H3C 0 H3C 2 2
CH;COONH,
) e G )

-CH;COOH

Schema 11.14. Mecanismul de formare a compusilor de tip piridina.

Prin intermediul acestei reactii S-a obtinut o noud serie de 11 compusi noi, derivati de

piridina, a caror structura este prezentata in Figura 11.43.
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Figura 11.43. Structurile si randamentele de obtinere ale compusilor din Seria lll , 75a-K.

Toti compusii sintetizati au fost propusi, acceptati si testati, in vitro, la Institutul National

de Cancer (NCI) pentru a le studia activitatea anticancer pe 60 de linii celulare canceroase, prima

etapa fiind testarea la o concentratie de 10 uM. In Tabelul 11.13 sunt prezentate procentele de

inhibare a cresterii celulare pentru cele mai active sase dintre structurile testate.

Tabel 11.13. Rezultatele in vitro a inhibarii cresterii celulelor canceroase umane pentru

piridinele 75c, 75e-i.

Tip cancer ~ COMPUS 75¢c  75e 75f 759 75h  75i

Linie 9 Inhibarea cresterii celulare, GI%®*" 10 uM
celulara

CCRF-CEM 91 65 67 58 70 27

HL-60(TB) 100¢" 71 63 51 79 39

L eucemie K-562 91 8L 77 76 82 69

MOLT-4 92 58 68 55 64 27

RPMI-8226 93 65 60 64 95 0

SR 91 74 83 81 90 69

AB49/ATCC 78 57 57 56 74 28

EKVX 86 48 N.D.c 34 38 0

Cancer HOP-62 90 57 37 25 64 31

pulmonar HOP-92 1009 56 38 31 72 36

non- NCI-226 86 39 24 20 37 0

microcelular  NCI-H23 1004 48 22 17 45 15

NCI-H322M 75 32 0 20 30 0

NCI-H460 1004k 83 76 79 92 35
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NCI-H522 100" 89 65 64 97 27
COLO205 100%™ 48 37 0 77 18
HCC-2998 1009" 39 37 23 50 24
; HTC-116 1009 72 67 59 85 40
Cirgig:] ® T HCT-15 100 83 82 76 88 68
HT29 1009 72 60 55 88 49
KM12 1009 71 63 73 81 41
SW-620 93 72 52 52 78 42
SF-268 90 43 39 41 47 10
SF-295  1009" 47 45 50 73 31
Cancer al SF-539 1009s 56 51 56 62 12
SNC SNB-19 88 33 26 19 59 19
SNB-75 1009t 62 48 26 78 14
U251 10094 47 59 61 73 20
LOX IMVI 1009%v 71 70 61 88 22
AT 100% 26 0 30 35 11
M14 1009% 55 48 46 100% 26
MDA-MB- .
Melanom 3 1009¥ 100 72 66 86 88
SK-MEL-2 1009 60 29 0 100% 30
SK-MEL-28 95 40 27 24 40 10
SK-MEL-5 100% 41 40 50 70 13
UACC257 77 0 21 0 40 0
UACC-62 100 35 24 25 58 25
IGROV1 84 65 45 38 57 21
OVCAR-3 1004 32 31 27 42 NDS
OVCAR-4 77 25 33 19 30 0
Cancer OVCAR5 84 36 0 29 51 0
ovarian OVCAR-8 93 33 44 36 74 10
NCI/ADR- :
RES 10044 75 65 49 85 41
SK-OV-3 65 47 31 0 69 13
786-0  100%¢ 20 48 59 82 11
A498 97 36 53 60 10099 21
ACHN 91 42 26 29 52 0
Cancer CAKI-1 92 69 53 55 75 46
renal RXF393 NDS 74 52 49 97 31
SN12C 97 33 23 28 56 0
TK-10 62 0 21 0 27 0
UO-31 1004 56 40 45 55 19
Cancer de PC-3 86 44 48 32 62 23
prostati DU-145 87 30 34 5 50 0
MCF7 96 81 48 47 72 52
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MDA-MB
salatce 87 54 36 59 64 22
. ; HS578T 1004 41 31 40 64 0
ar;‘g € BT-549 100" 67 23 21 72 20
T-47D 100 70 34 39 60 41

M DA' M B- d i’
168 1004" 92 50 70 60 53

[@l Date obtinute din screeningul in vitro al celulelor tumorale umane de la NCI pentru o singurd doza (concentratie de
10 uM). b1 Procent de inhibare a cresterii celulare. ! Nedeterminat. [ Efect citotoxic: procent de crestere celulara <0;
inhibitia total a proliferirii celulare si moartea celulelor. [l Procent de crestere celulari: -27%. [ Procent de crestere
celulari: -1%. 9 Procent de crestere celulari: -1%. (" Procent de crestere celulari: -33%. [ Procent de crestere celulari:
-37%. U Procent de crestere celulara: -10%. I Procent de crestere celulara: -43%. " Procent de crestere celulara: -6%.
(M Procent de crestere celulari: - 24%. ["l Procent de crestere celulara: -38%. [°! Procent de crestere celulara: -46%. [P!
Procent de crestere celulari: -13%. [ Procent de crestere celulari: -28%. [ Procent de crestere celulari: -70%. !
Procent de crestere celulari: -61%. [ Procent de crestere celulara: -9%. [l Procent de crestere celulara: -2%. M Procent
de crestere celulard: -66%. ™ Procent de crestere celulard: -4%. X Procent de crestere celulara: -9%. M Procent de
crestere celulard: -6%. 1 Procent de crestere celulard: -19%. (' Procent de crestere celulard: -85%. [*'1 Procent de
crestere celulard: -9%. [°1 Procent de crestere celulard: -24%. [7 Procent de crestere celulard: -35%. €7 Procent de
crestere celulard: -53%. [1 Procent de crestere celulard: -16%. &7 Procent de crestere celulara: -17%. "1 Procent de
crestere celulard:-26%. ['IProcentde crestere celulari: -10%.

Cei mai activi compusi ai primei etape de testare sunt 75¢ si 75h. Acestia au fost selectati
pentru a trece in urmatoarea etapa si pentru a fi testati la 5 doze diferite, deterninandu-se Glso
(concentratia la care cresterea celulara este inhibatd in proportie de 50%). Rezultatele etapei a
doua de testare a celor doua structuri, 75¢ si 75h, la cinci concentratii diferite, sunt prezentate in
Tabelul 11.14.

Tabel 11.14. Valorile pentru Glso in urma testului NCI in vitro pe 60 de linii celulare

pentru compusii 75¢ si 75h.

Compus 75¢  75h Compus 75¢c 75h

Tip cancer ce';:l'l:ia Glso™ (uM) Tip cancer Linie celulari Glso™ (uM)
CCRF-CEM 240 154 IGROV1 5.59 2.35
HL-60(TB) 242 1.79 OVCAR-3 2.94 N.D.
K-562 0.88 0.65 OVCAR-4 5.42 4.78
Leucemie  nMoLT-4 384 189  Cancer OVCAR-5 5.94 3.17
RPMI-8226 195 195  ovanan OVCAR-8 4.94 2.78
SR 053 041 NCI/ADR-RES 1.22 1.82
AB49/ATCC  3.74 1.92 SK-OV-3 3.63 2.05
EKVX 157 3.38 786-0 2.61 1.93
Cancer HOP-62 2.88 1.83 A498 8.86 1.78
pulmonar HOP-92 130 2.14 ACHN 4.92 2.79

non- Cancer

microcelul _ NCI-H226 581 423 enal CAKI-1 1.51 1.67
ar NCI-H23  2.82 3.3 RXF 393 1.77 1.30
NCI-H460 158 1.06 SN12C 5.06 2.87
NCI-H522  0.73  0.44 TK-10 11.1 4.10
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COLO 205 281 211 U0-31 3.90 1.88
HCC-2998 298 215 Cancer de PC-3 1.93 2.79
HTC-116 242 1.60 prostata DU-145 8.20 3.45
Cancer de HCT-15 090 0.48 MCF7 0.13 151
colon MDA-MB-
HT?29 274 172 231/ATCC 2.06 2.16
KM12 271 185 Cancer de HS 578T 2.17 2.08
SW-620 290 216 sdn BT-549 1.96 2.22
SF-268 3.63 3.89 T-47D 2.18 2.32
SF-295 343 1.86 MDA-MB-468 0.06 1.97
Cancer al SF-539 290 1.33
SNC
SNB-19 547 297
SNB-75 1.30 1.84
U251 3.20 153
LOX IMVI 295 152
MALME-
3M 325 1.72
M14 1.60 1.70
MDA-MB-
Melanom 435 0.39 0.46

SK-MEL-28 346 1.79
SK-MEL-5 0.80 1.84

UACC-257 947 1.89
UACC-62 2.67 2.05

&l Date obtinute in urma testului NCI in vitro pe 60 linii celulare pentru 5 doze. ! Gls; reprezinti concentratia molard a compusului ce

cauzeazi 50% din inhibarea cresterii celulelor tumorale. [l Valorile ingrosate reprezinta cele mai bune valori Gls; obtinute pentru compusii testati

(Glsp < 1.00 uM). [ Nedeterminat.

In urma rezultatelor primite pentru cea de-a doua etapa de testare, a rezultat faptul ca
structura 75c¢ este cea mai activa, avand valoarea Glso < 1.00 uM pe 8 linii celulare, iar 75h pe 5
linii celulare. Ambele structuri au prezentat si activitate selectiva pe anumite linii celulare: K-562
si SR pentru leucemie, NCI-H522 si HCT-15 pentru cancerul de colon si MDA-MB-435 pentru

melanom.

11.4. Concluzii generale si perspective

Punctul de plecare al acestui studiu, urmarind indeplinirea obiectivelor lucrarii de doctorat,
I-a reprezentat structura fenstatinei, pe care s-au facut diferite modulari, obtinandu-se astfel, 121
de compusi noi, nedescrisi in literatura de specialitate, grupati in trei serii si caracterizati cu
ajutorul spectrelor IR, *H-RMN, 3C-RMN si in unele cazuri RX.

Modularile facute pe structura fenstatinei au constat in Inlocuirea pe rand, fie a conectorului
cetonic, fie a celor doua inele aromatice, A si B. Compusii obtinuti au fost grupati in trei serii,

dupa cum urmeaza:
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Seria I: 65 de noi compusi pirolici, grupati in trei serii, in functie de particularitatile
structurale:

e Seria l.1: 39 de compusi a caror structura este alcatuita din 3 cicluri, dintre care, ciclul B

este pirolic. Acesta este legat direct de nucleul C;

e Seria |.2: 14 derivati de pirol a céror structura este formata din trei cicluri, iar ciclul B, de
tip pirol, este legat de ciclul C printr-un conector de tip metilen;

e Serial.3: 12 compusi alcatuiti structural din doud nuclee (unul de tip pirol), cele doua fiind
legate direct sau printr-un conector de tip metilen.

Toti compusii sintetizati au fost testati la Institutul National de Cancer-SUA, iar rezultatele
au aratat faptul ca seria a prezentat o bund activitate anticancer, doi compusi fiind selectati pentru
a trece in urmatoarea etapa de testare, pentru a se determina Glsp (concentratia la care cresterea
celulara este inhibata in proportie de 50%). Compusul 18 a fost cel mai activ, avand Glsg < 1.00
uM pe trei linii celulare canceroase (leucemie pe liniile K-562, SR si melanom pe linia MDA-MB-
435).

Seria 1l: alcatuita din 42 de hidrazone impartite in doud miniserii (46a-0 si 47-73), in
functie de modalitatea de sinteza:
1. Prin reactia derivatilor de tip 2-(Aril(Het)metilen)-malononitril si diferite hidrazine;
2. Prin reactia directd de condensare dintre aldehide si hidrazine.
Compusii au fost obtinuti prin realizarea urmatoarelor modulari structurale:
% Conectorul cetonic din fenstatina a fost inlocuit cu cel de tip hidrazona;
¢ Nucleul A a fost inlocuit fie cu un ciclu fenilic diferit substituit, fie cu heterociclii
ca tiofen, 10-metilfenotiazina si indol diferit substituit;
%+ Nucleul B a fost inlocuit cu fenil diferit substituit sau cu heterociclii cu azot cum ar
fi chinolina, piridina diferit substituita, benzotiazolul si 4,5-dihidro-1H-imidazolul.
Activitatea biologica a hidrazonelor sintetizate variaza, astfel:
» Hidrazonele 46a-0, obtinute prin prima metoda de sinteza, au prezentat o buna
activitate antifungica, Cea mai activa structurd (in special pe C. glabrata, cu
MIC=16 nug/mL) este accea in care nucleul B este orto-clorofenil. Activitatea
anticancer a acestei serii a fost moderata (testarile au fost realizate la Institutul
National de cancer-NCI-SUA).
» Hidrazonele 47-73 au prezentat o excelenta activitate anticancer (Institutul National

de cancer-NCI-SUA). In prima etapa a testirilor, pe o singura doza (10 uM), zece
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compusi au fost activi pe toate liniile celulare, sapte dintre acestia prezentand
activitate citotoxica pe toate liniile celulare testate. Cea mai activa a fost hidrazona
62 cu nucleul A indol substituit In pozitia 5 cu gruparea metoxi. Aceasta a prezentat
activitate citotoxica pe toate liniile celulare testate, avand media activitatii -80. Cele
zece hidrazone active au trecut in a doua etapa, pe 5 doze, cea mai activa a fost
hidrazona 69, avand 38 de linii celulare cu Glso < 1.00 uM, cu nucleul A de tip
indol substituit atat in pozitia 5 cu gruparea metoxi cat si la atomul de azot cu
gruparea metil.

» doi intermediari de tip benzilidenmalononitril diferit substituit (44d, 44e) si patru
structuri de tip hidrazona (48, 51, 55, 72) au prezentat activitate impotriva bolii
prionice. iar intermediarul 44e si toate cele patru hidrazone au prezentat activitate

ridicata.

Seria I11: ultima serie a acestei lucrari de doctorat este formata din 11 noi compusi de tip
piriding, substituita in pozitia 2 cu gruparea amino (-NH2) si in pozitia 3 cu gruparea ciano (-CN).
Nucleele A si B din fenstatind au fost inlocuite cu fenil diferit substituit sau cu heterocicluri
(fenotiazina si indol) care au capacitatea de a creste activitatea biologica a structurilor finale.

Activitatea anticancer a fost studiata la NCI-SUA (Institutul National de Cancer) pe 60 de
linii celulare pentru capacitatea de inhibare a cresterii celulelor canceroase.

Dintre derivatii piridinici sintetizati, sase au prezentat o bund activitate anticancer, cinci
dintre acestia avand activitate selectiva cateva linii celulare canceroase, procentul de inhibitie fiind
de peste 50%. Cei mai activi doi compusi (75¢ si 75h) au fost selectati pentru a trece in urmatoarea
etapa (testare la 5 doze) si pentru li se calcula Glso. Derivatul piridinic cel mai activ anticancer

(75c) a avut valoarea Glsp < 1.00 uM pe 8 linii celulare canceroase.

Activitatea anticancer, in vitro, a tuturor compusilor sintetizati a fost studiata la Institutul
National de Cancer-SUA prin analiza capacitdtii de inhibare a cresterii celulare pe 60 de linii
celulare canceroase. In cazul primei etape, testare la doza unica (10 pM), cei mai activi compusi
au fost hidrazonele 52, 53, 59, 62, 66, 69, 71, care au avut activitate citotoxica pe toate liniile
celulare canceroase si piridina 75C care a avut activitate citotoxica pe 28 de linii celulare. In a doua
etapa de testare, la 5 doze, hidrazonele 62, 66, 69 si 71 prezinta o activitate foarte buna anticancer,
compusul 69 avand 38 de linii cu valoarea Glso < 1.00 pM.

Activitatea antifungicd a fost testatd, in colaborare cu Institutul Péle de Biologie

Pathologie Génétique, Centre Hospitalier Universitaire (CHU) din Lille, Franta, pentru seria de
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hidrazone 46a-o, iar cel mai activ compus a fost 46d (in special pe C. glabrata, cu MIC=16
ug/mL).

Activitatea impotriva bolilor prionice (boli rare) a fost testatd in colaborare cu
Université de Brest din Franta, iar cei mai activi compusu s-au dovedit a fi hidrazonele 48, 51, 55,
72.

O parte dintre rezultatele obtinute au fost diseminate prin prezentarea lor la diferite

conferinte:

Negru, G., Ghinet, A., Belei, D., Bicu, E., Synthesis and characterization of some
arylidenmalononitriles, Sesiunea de comunicari stiingifice a studengilor, masteranzilor si

doctoranzilor, lasi, Romdnia, 20-21 lunie 2019.

Negru, G., Ghinet, A., Shova, S., Bicu, E.,Synthesis and characterization of some of
analogues of phenstatin, lasiChem 2019, Faculty of Chemistry Conference, lasi, Romdnia, 31
Octombrie-01 Noiembrie 2019.

Negru, G., Ghinet, A., Bicu, E., Design,synthesis,chemical and biological characterization
of new compounds, pyrrole derivatives, Sesiunea de comunicari stiingifice a studenyilor,

masteranzilor si doctoranzilor, lasi, Romdnia, 29-30 Octombrie 2020.

Negru, G., Kamus, L., Bicu, E., Shova, S., Sendid, B., Dubar, F., Ghinet, A., A new series
of hydrazones with antifungal activity against candida species, Sesiunea de comunicari stiingifice

a studenyilor, masteranzilor si doctoranzilor, lasi, Romdnia, 11-12 Noiembrie 2021.

Negru, G.,Zubas, A., Ghinet, A., Bicu, E., A new series of pyridine derivatives as anticancer
agents: design, synthesis and biological evaluation, Sesiunea de comunicari stiingifice a

studenyilor, masteranzilor si doctoranzilor, lasi, Romdnia, 28 Octombrie 2022.
Prin publicarea unor articole:

Negru, G., Kamus, L., Bicu, E., Shova, S., Sendid, B., Dubar, F., Ghinet, A., Attempts to
access a series of pyrazoles lead to new hydrazones with antifungal potential against Candida
species including azole-resistant strains, Molecules, 26(19), 5861, 2021. DOI:
https://doi.org/10.3390/molecules26195861, Factor de impact 4.412.

Negru (Apostol), G.; Ghinet, A.; Bicu, E. 7-Chloroquinolinehydrazones as First-in-Class
Anticancer Experimental Drugs in the NCI-60 Screen among Different Investigated Series of
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Aryl, Quinoline, Pyridine, Benzothiazole and Imidazolehydrazones!’®, Pharmaceuticals 2023,
16(5), 691. DOI: https://doi.org/10.3390/ph16050691. Factor de impact: 5.215.

Pe parcursul stagiului doctroral am fost membru in doua proiecte de cercetare:

+ POCU/380/6/13/123623 (Doctoranzi si cercetatori postdoctorat pregititi pentru piata
muncii 2019-2020);

+ PN-111-P4-1D-PCE-2020-0818/195/2021 (Liganzi P2X7R ca agenti terapeutici
potentiali pentru tratamentul bolilor inflamatorii cronice ale intestinului si ale
cancerului aferent 2021-2023).

De asemenea, am beneficiat de cinci stagii de practica/cercetare la institutia Yncrea-Ecole
des Hautes Etudes d’Ingenieur, Universite Catolique de Lille, Franta, finantate prin
programele: Erasmus+, proiectul PCDS-19-04 (Acord de colaborare intre Yncréa Hauts-de-
France - Lille, Franta si Universitatea “Alexandru Ioan Cuza”, lasi, Romania; Synthése et
¢valuation biologique de nouveaux composés hétérocycliques pour combattre la progéria,
acronim HOPE), proiectul UAIC-INOV-IMP2 ( Sustinerea competitivitatii in cercetare-
dezvoltare si inovare prin dezvoltarea capacitatii institutionale a Universitdtii ,,Alexandru loan
Cuza” din lasi) si proiectul PN-111-P4-1D-PCE-2020-0818/195/2021 (Liganzi P2X7R ca
agenti terapeutici potentiali pentru tratamentul bolilor inflamatorii cronice ale intestinului si

ale cancerului aferent 2021-2023).
Multumiri Centrului CERNESIM, din cadrul Institutului de Cercetari Interdisciplinare de

la Universitatea " Alexandru loan Cuza" din lasi, pentru infrastructura folosita in inregistrarea

experimentelor RMN.
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