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Introducere

Bolile fac parte din istoria civilizatiei umane, depunandu-se constant eforturi pentru
combaterea acestora, in speranta supravietuirii si a Tmbunatatirii calitatii vietii. De-a lungul
timpului, acestea au evoluat si au influentat existenta umana, cele mai cunoscute fiind bolile care
au condus la decesul unui numar mare de persoane, spre exemplu prin infectie: variola, gripa,
ciuma, tuberculoza.! In secolul nostru, la fel de cunoscut a devenit si cancerul.

Cancerul este o boald genetica ce se caracterizeaza prin inmultirea necontrolatd a celulelor
si raspandirea acestora in tesuturile invecinate. O forma de cancer se poate dezvolta din orice parte
a corpului uman. In conditii obisnuite, celulele normale cresc si se divid pentru formarea unor noi
celule necesare organismului, care vor suferi procesul de apoptoza atunci cand imbatranesc sau nu
isi mai pot Indeplini functiile specifice. Spre deosebire de celulele normale, celulele anormale nu
indeplinesc functii specifice si sunt capabile sd ignore semnalele organismului precum oprirea
diviziunii sau inceperea apoptozei celulare, formandu-se si multiplicAndu-se necontrolat.® Aceste
celule, pot forma tumori canceroase (maligne) sau necanceroase (benigne).

Tumorile maligne se raspandesc in tesuturile invecinate si de asemenea, pot migra spre alte
zone indepartate ale corpului, formand noi tumori, proces numit metastaza (Figura 2).° in
majoritatea tipurilor de cancer, tumorile au un aspect solid si uneori pot fi indepartate, insa in cazul
leucemiilor acest lucru nu este posibil. Tumorile benigne nu se raspandesc si atunci cand sunt
indepartate, in general, nu reapar.

Cancerul se dezvolti ca urmare a mutatiilor genetice. In general, nu se poate determina cu
exactitate de ce apare cancerul la o anumitd persoand, insd pe baza studiilor efectuate au fost
stabiliti anumiti factori de risc care pot creste rata imbolnavirii.®

Existd mai multe tipuri de tratamente care se aplicd In cazul cancerului, insa comportamentul
si raspunsul organismului la o terapie este diferit in functie de organism si forma bolii. In unele
cazuri poate fi utilizat un singur tratament (precum chirurgia), insa preponderent tratamentele sunt
combinate (spre exemplu: operatia cu chimioterapia, radioterapia, hipertermia). Hipertermia,
cunoscuta si sub denumirea de termoterapie, presupune incalzirea celulelor la temperatura de 45
°C cu scopul de a distruge celulele canceroase, fara a fi afectate cele normale.”® Chimioterapia
este tratamentul in care sunt utilizate medicamente citostatice si citotoxice.

Existd peste 100 de forme de cancer, in general denumirea fiind atribuitd dupd organul sau
tesutul afectat sau tipul celulei de la care porneste cancerul: de colon, pulmonar, ovarian, de
prostata, la san, leucemie, carcinom, sarcom.® In anul 2018, IARC estima faptul ca la nivel global

vor apdrea 18,1 milioane de noi cazuri de cancer si 9,6 milioane de decese vor fi provocate de
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cancer®, cele mai rispandite forme fiind: cancerul de prostati, cancerul pulmonar, de colon, la
stomac si la san.' In anul 2020, au fost estimate 19,3 milioane de noi cazuri de cancer si 10
milioane de decese cauzate de cancer. Aproximativ un sfert din noile cazuri de cancer (4,4
milioane) si 1/5 (1,9 milioane) din decese au fost estimate in Europa, desi reprezinta doar 9% din
populatia globali.!!

Ca urmare, la nivel global se urmareste mobilizarea comunitatii stiintifice de cercetare a
cancerului spre dezvoltarea de noi cdi pentru identificarea si intelegerea tintelor anticancer
(proteine, enzime sau procese implicate in transductie si multiplicare) si implicit dezvoltarea unor
noi agenti inhibitori ai acestora.
ridicate a organismului, cercetdrile in domeniul acestora si al compusilor derivati au dobandit un
interes deosebit in designul unor noi agenti anticancer. In prezent, un numar important de compusi

care contin unititi calconice se afli in studii clinice.?

0}
/O OH
/
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Figura 3. Structurile calconei 1 si a fenstatinei 2.

Prezenta lucrare este compusa din doud parti principale (parte de literatura si cercetari
personale), structurate in trei capitole: studiu de literaturd, contributii personale si partea
experimentald. Contributiile personale se bazeaza pe designul, sinteza si evaluarea biologica a unor
noi compusi de tip calcone (analogi ai fenstatinei, compusul 2 din Figura 3) si compusi
azaheterociclici cu cinci sau sase atomi, respectiv imbundtdtirea unor metode de sinteza, pentru
eficientizarea procesului din punct de vedere al timpului, randamentului, toxicitatii, respectiv al
implicatiilor asupra mediului inconjurator (chimia verde), care reprezintd pentru noi o directie
atractiva de cercetare. In ceea ce priveste proprietitile biologice au fost urmdrite activitatile:
anticancer si antimicrobiene. In proiectarea compusilor anticancer cele doui tinte urmarite au fost

farneziltransferaza si tubulina.
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1. Contributii personale

Obiectivele tezei

Cercetarile realizate pe parcursul anilor de doctorat au avut ca obiectiv central obtinerea unor
noi compusi cu proprietati biologice, in principal actiune anticancer si antimicrobiana.

Cercetarile au la baza studiul literaturii rezumat in prima parte a tezei de doctorat si au
presupus parcurgerea urmdtoarelor etape:

4 designul compusilor de interes (derivati de tip calcond, indolizina si piridind), tinAnd cont de
relatiile structurd-activitate cunoscute pana in prezent,

+ sinteza compusilor, avand in vedere eficientizarea procesului din punct de vedere al timpului,
randamentului, economiei de atomi, toxicitatii, respectiv al implicatiilor asupra mediului
inconjurator (respectarea unor principii ale chimiei verzi), si

+ evaluarea biologica.

In proiectarea compusilor tinta au fost variate cele trei elemente structurale ale calconei,

considerata un analog al fenstatinei.

z P
N
calcona &O: >

s
E 7

(0]
fenstatina

;U/Z

Figura 1. Principalele modulari propuse in designul compusilor de interes.

Contributiic personale 5
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Modularile de la structura fenstatinei presupun:

+* inlocuirea inelului aromatic A cu heterocicluri cu azot precum: fenotiazina, 2-
metiltiofenotiazina, 6-cloropiridina, indolizina diferit substituita;

* inlocuirea inelului aromatic B cu nuclee fenil diferit substituite (cu grupari: metil, metoxi,
ciano, dimetilamino, halogeno), cu 2-metoxinaftalen, cu heterocicluri cu azot (indol, piridina,
fenotiazind), cu oxigen (1,3-benzodioxol) sau sulf (tiofen);

* inlocuirea conectorului cetonic cu puntea de trei atomi de carbon de tip 2-propenona; in
ceea ce priveste modularile asupra conectorului din calcona s-a urmarit introducerea gruparii ciano
in pozitia o fatd de gruparea carbonil >C=0 din catena nesaturatd de trei atomi de carbon,
inlocuirea gruparii cetonice cu gruparea amidica si modificarea conectorului intr-un heterociclu cu

azot: piridina, 4,5-dihidro-1H-pirazol.
Evaluarea potentialului biologic al noilor compusi sintetizati, si anume:

v’ actiune anticancer asupra panoului de linii celulare canceroase (~ 60 linii) in colaborare cu
NCI, SUA si asupra FTazei in colaborare cu Junia, Lille, Franta si Institut de Chimie des
Substances Naturelles, UPR2301 CNRS, Centre de Recherche de Gif, Gif-sur-Yvette Cedex,
Franta;

V' actiune antifungica in colaborare cu Junia, Lille si Facultatea de Medicina, Universitatea din
Lille — Pole Recherche (CNRS-UMR 8576, Inserm U1285, Glycobiologie structurale et

fonctionnelle).

Contribwtil personale 6
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Il. 1. Strategii de sinteza ale derivatilor de calcone ce contin heterocicluri cu azot

(piridina si fenotiazina) - SERIA A

In cadrul acestui studiu ne-am propus aplicarea a doud proceduri de sintezd diferite a
derivatilor de calcona prin reactia de condensare Claisen-Schmidt, cu scopul identificarii metodei
mai eficiente pentru obtinerea seriilor compusilor de interes.

Unul dintre obiectivele acestei teze de doctorat a fost inlocuirea nucleului A din structura
calconei (Figura 2) cu diverse heterocicluri cu azot. Pentru realizarea studiului comparativ s-au
aplicat procedura conventionald si condensarea asistata de ultrasunete pentru trei reactii de sinteza
aunor derivati de calcona ce au n structurd nucleele piridina sau fenotiazina. A fost aleasa piridina,
deoarece in literaturd au fost raportati'*®® derivati de tip piridinil-calcone obtinuti prin metoda
mediatd de ultrasunete, o parte dintre compusi (compusii C, D, Figura 2) prezentand actiune

anticancer prin inhibarea FTazei si a cresterii unor liniile celulare canceroase umane.

‘ o

o ‘ OH
\ O

0 o

O fenstatina \ 1a: Het = 6-cloro-piridin-3-il ¢, &
1b: Het = fenotiazin-2-il ~
o)
o} = .
N
- C[ Z Y
O @ s 1c Z
calcona

Figura 2. Structurile derivatilor de calcona sintetizati (1a-C) si ale compusilor de referinta.

Obtinerea unor familii de compusi cu activitate biologica a reprezentat obiectivul nostru
principal, astfel in sintezele realizate a fost utilizat trimetoxifenilul facand analogie cu fenstatina
(Figura 2) si 6-cloropiridin-3-il prin analogie cu structura compusului C (Figura 2).

In stabilirea metodei mai eficiente pentru sintezele noastre am avut in vedere o serie de
factori: timpul, randamentul, prelucrarea reactiei, existenta reactiilor secundare, solventul,
catalizatorul, toxicitatea, care vine totodata in sprijinul unei strategii de ,,chimie verde”, tinand
cont de initiativele mondiale de reducere a poluarii mediului inconjurator.

Cele trei reactii de sinteza a derivatilor de calcona au presupus condensarea unei aldehide
aromatice (trimetoxibenzaldehida) sau heteroaromatice (6-cloropiridin-3-carbaldehida) cu o metil-
cetona heteroaromatica (3-acetil-6-cloropiridina, 2-acetilfenotiazina), in mediu bazic (Schema 1).
Pentru exemplificare am realizat sinteza unui compus cunoscut in literatura 1b*°2 si a doui structuri

noi la, 1c (Figura 3).

Contribuwtil personale 7
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Schema 1. Sinteza generala a derivatilor de calcone din metil-cetone si aldehide.

In cazul metodei clasice (metoda A), compusii de interes 1a-C au fost sintetizati conform
procedurii din literatura.’® Conditiile de reactie si randamentele de obtinere a celor trei derivati

de calcone sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabel 1. Conditiile reactiei de condensare Claisen-Schmidt in sinteza clasica a derivatilor de

calcone la-c.
Cod Cantitate
Nr. Solvent reactanti Catalizator Timp (h) t(°C) n (%)
compus .
(equiv)
1 la EtOH 1/1 LiOH 1 78 23
2 1b MeOH 1/1 KOH 5 65 35
3 1c MeOH 1/1 KOH 4 65 amestec

(1c + 2¢)

ag — solutie apoasa t = temperatura; n = randament.
Reactia de condensare a fost realizati utilizind un reactor cu ultrasunete QSONICA. in
functie de aldehida sau metil-cetona utilizatd si solubilitatea acestora, timpul de reactie,
temperatura si energia au variat, in timp ce amplitudinea a fost constantd 30%. Experimentele

asistate de ultrasunete au fost realizate in Laboratoire Chimie durable et Santé, Lille, Franta.

Tabel 2. Conditiile reactiei de condensare Claisen-Schmidt in sinteza asistatd de US a derivatilor

de calcone la-c.

Compus Solvent iir;i;ii? Cat.  Amp Timp ti—tr Energie n.(%) Nsec
5 . o 0

ML) equiv) ® O O (%)

la 50 1/1 LIOH 0.3 30 19-26 102 29 20
1b 50 1/1 LiOH 0.3 60 17-34 201 amestec 0
1c 50 1/1 LIOH 0.3 60 17-33 187 55 0

Cat. = catalizator; tj = temperatura medie initiala; tr = temperatura medie finald; n = randament

produs principal; nsec = randament produs secundar;
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Tabel 3. Produsi obtinuti prin cele doua proceduri de condensare Claisen-Schmidt.

Metoda A Metoda B

Produs principal

Produs secundar

Produs principal

Produs secundar

Amestec inseparabil

ZT

@( Y
1c
S Z ¢

Obtinut in amestec cu compusul 2¢c

ZT

Identificat spectral

ZT

(55 %)

SN

Cl
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1. 2. Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor analogi de tip fenotiazin-10-il-calcone
- SERIAB

I1. 2. 1. Designul analogilor de tip fenotiazin-10-il-calcone

Unul dintre heterociclurile cu potential farmacologic cunoscut este fenotiazina. Analizand
rezultatele biologice promititoare ale derivatilor N-benzoilfenotiazinici, raportate in literatura®®
195,156 am decis sa introducem acest heterociclu in dezvoltarea unei noi serii de analogi ai calconei
de tip fenotiazin-10-il-calcone, cu scopul imbunatatirii proprietatilor biologice si obtinerii unor

inhibitori anticancer duali, ai polimerizarii tubulinei si FTazei.

O
H;CO N =
A Ar/Het
—> S CN
H;CO OCHj3
OCHj3 R
3a-f, R=H,
4a-0, R = SCH3

Compusi tinta

Figura 9. Structurile compusilor de interes (3a-f, 4a-0) si ale compusilor de referinta

)}\‘: CH3
) e B T ]
Ciss OCH,

F155
ITP ICsp (UM) = 1.40 ITP ICqy (UM) = 4.96 0 ICso (FTaza) (uM) = 2.84
o
\© OCH; J\‘\Ocm R L J%
156
G HT% R = H; ICs (FTaza) (nM) = 9
R = CHa; ICsp ("M) = 23

ITP ICsp (UM) = 9.50 ITP ICg (M) = 11.90

Figura 10. Analogi ai fenstatinei cu nucleu fenotiazinic studiati ca agenti anticancer.

Pentru a analiza si influenta conectorului clasic carbonil asupra activitatii antitumorale am
urmarit modularea acestuia. Derivatul de calcona 1c (Figura 10) in structura caruia s-a introdus
fenotiazina drept nucleu A a prezentat potential anticancer prin inhibarea FTazei la o concentratie

ICs0 = 2,84 uM. Plecand de la aceste rezultate Tncurajatoare, in noua serie de compusi am inlocuit
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Sinteze de not derivati de Hip calecond, indolizind s pirldind cw proprietdtl biologice
gruparea carbonilica cu prop-2-en-1-ona si am introdus substituentul nitril in pozitia o fata de
gruparea carbonil din catena nesaturata de trei atomi de carbon.

Pentru a avea o viziunea ampla asupra relatiilor structura-activitate, am utilizat drept ciclu

A nucleul fenotiazinic nesubstituit si substituit cu gruparea tiometil.
I1. 2. 2. Strategii de sinteza ale analogilor de tip fenotiazin-10-il-calcone

Metoda generala de sinteza a celor 21 noi analogi de tip fenotiazin-10-il-calcone 3a-f si 4a-
o (Figura 13) este condensarea Claisen-Schmidt a unei aldehide aromatice sau heteroaromatice
cu o componentd metilenica, in a carei structurd se regaseste gruparea amidicd >N-CO-CH..
Derivatii amidici utilizati drept componente metilenice 10H-(2’-cianoacetil)-fenotiazina si 10H-
(2’-cianoacetil)-2-metiltiofenotiazina au fost sintetizati printr-o reactie de acilare la atomul de azot
cu anhidrida mixta obtinuta din anhidrida acetica si acid cianoacetic conform procedurilor din
literatura®™’.
Pentru obtinerea analogilor calconici 3a-d, 4b, 4g, 4k-n (Schema 2) a fost aplicata reactia

de condensare clasica (metoda A). Prin aceasta metoda au fost obtinuti 10 noi compusi cu

randamente peste 55% (Schema 2).

O Q\ -
H r/Het
N R .
- @“Ij : |
—
S S 7b-d, 7h R

7j’ 7n'q
6a: R=H 5a: R=H 3a-d:R=H
6b: R= SCHj; 5b: R= SCHj 4b, 49, 4k-n: R = SCH;,

F \
IL\ O Br CN E cl a © o~
| .
7a 7b Tc 7d Te 7f 78 7h 7i
I | o— o . . {/\O
(o) N 0, s —~ ~ ~
o]
O O AT D 00 T o™ OO
o— N N /N
7i 7k 7 7m 7n Ho 70 7p 7q Tr

Schema 2. Reactivi si conditii: (i) 1.0 equiv 6a sau 6b, 2.0 equiv acid cianoacetic, 2.0 equiv

anhidrida acetica, 50 — 100 °C, 1h; (ii) 1.0 equiv 5a sau 5b, 1.2 equiv aldehida, piperidina (cat.),
EtOH sau CH3CN, reflux, 3-24 h.

Metoda B a fost aplicata, utilizand un reactor cu ultrasunete QSONICA cu amplitudinea

constantd 30%. Prin aceastd metoda s-au obtinut 11 noi compusi cu randamente peste 50%.
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(e} BN
OY\CN O\ W/Het:’ 7 =
N R N A o NM
T - g <. T
S R
S

5a:R=H 7a, 7e-g, 7i 3e,3f: R=H; |

5b: R = SCH, 7k-m, 7r 4a, 4c-f, 4h-j : R = SCH; 4o

Schema 3. Experimente mediate de US in sinteza analogilor de tip fenotiazin-10-il-calcone.
Reactivi si conditii: (i) 0.7 equiv LiOH, EtOH, 45-120 s.

Tabel 4. Conditiile reactiei de condensare Claisen-Schmidt mediate de US in sinteza analogilor
de tip fenotiazin-10-il-calcone 3d, 3f, 4a, 4c-f, 4h-j, 4o0.

Cantitate )
) Cantitate ) ) )
EtOH  derivat LiOH Timp ti—tr  Energie n
Nr. Comp. o aldehida )
(mL) amidic (equiv)  (s) (°C) ) (%)
(mmol)
(mmol)
1 3e 25 0.94 1.13 0.7 120 20-50 539 75
2 3f 30 1.87 2.26 0.7 120 19-52 575 74
3 4a 30 1.28 1.41 0.7 45 19-35 125 68
4 4c 30 1.28 1.60 0.7 60 18-41 169 78
5 4d 30 1.28 1.44 0.7 60 19-41 158 61
6 de 30 1.28 1.53 0.7 60 19-45 160 74
7 4f 30 1.28 141 0.7 60 18-45 149 67
8 4h 25 1.08 1.08 0.7 90 20-59 282 67
9 4i 25 0.80 0.82 0.7 90 20-59 343 72
10 4j 30 1.28 1.43 0.7 60 19-44 169 77
11 40 30 1.28 141 0.7 60 19-44 166 61

Comp. — compus; tj = temperatura medie initiald; ti = temperatura medie finald; n = randament.

Am avut in vedere cele doua procedee de sinteza, deoarece am dorit sa aplicim o metoda
mai eficienta din punct de vedere al timpului, randamentului, dar si o procedura de ,,chimie verde”,
tinand cont de initiativele mondiale de reducere a toxicitatii si poludrii mediului inconjurdtor.

Pentru a avea o perspectiva extinsa asupra relatiilor structura-activitate si pentru a stabili
influenta substituentului tiometil asupra randamentului, am mentinut constant ciclul B in
urmatoarele 3 cazuri: 4-dimetilaminofenil, 3a (85%) si 4b (70%), 2,4-diclorofenil, 3e (75%) si 4h
(67%), 3,4,5-trimetoxifenil, 3f (74%) si 4i (72%).

Dupa purificare, produsii 3a-f si 4a-0, au fost caracterizati fizico-chimic si structural cu
ajutorul spectrelor IR si 'H, *C, 1°F RMN, precum si ale experimentelor bidimensionale HMQC
si HMBC.

Contriputil personale 12
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Ny

0 g EIJ@ (I @SD

3a (85 %) 3b (79 %) 3¢ (71 %) 3d (75 %) 3e (75 %)

Lo S
0o oo @Ijilij\

3t (66 %, 74 %) 4a (68 %) 4b (70 %) 4c (78 %)

Yg ©§ @Ij\ Coc:fir*
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Figura 13. Analogi de tip fenotiazin-10-il-calcone sintetizati si randamentele de obtinere.
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1. 2. 3. Evaluare biologica

Seria B reprezinta o parte a unui studiu amplu al grupului nostru de cercetare ce presupune

obtinerea unor compusi cu actiune duala anticancer, cele doua tinte vizate fiind FTaza si tubulina.

Tabel 5. Activitatea inhibitoare a FTazei umane si a polimerizarii tubulinei in vitro pentru

compusii sintetizati 3a-f, 4h, 4i.

Nr. Compus % FTaza®*® 1Cs R2 % I1Cso R
(M)° TPI® (nM)°

1 3a 65 n.d.* - n. d. - -

2 3b 0 n. d. - n. d. - -

3 3c 48 n. d. - n. d. - -

4 3d 76 7.268 0.9335 5 - -

5 3e n.d - - n. d. - -

6 3f 68 n. d. - n. d. - -

7 4h 72 30.510 0.9818 n. d. - -

8 4i 58 n. d. - n. d. - -
Fenstatina 3b 40 - - 99 3.430 0.9378
Dezoxipodofilotoxina - - - 100 1.760 0.9740
FTI-276 100 7 0.8369 - - -

2 Inhibarea FTazei umane la concentratia de 100 uM

® Valorile 1Csp reprezinti media a doua experimente independente

¢ Factor de regresie liniara

d Inhibarea polimerizirii tubulinei la concentratia de 100 uM

¢ Nedeterminat

Prin inlocuirea ciclului A cu nucleul fenotiazinic sau 2-metiltiofenotiazinic s-a observat ca

activitatea inhibitoare a polimerizarii tubulinei scade semnificativ (pana la inactivare), iar cea a

FTazei este redusa.

Rezultatele in vitro ale inhibarii cresteriile celulelor canceroase umane

100
—
S 30
=
o 60
-
mO
X 20
O 0
S a3 T RSEIYZENBABSLATRBAIRRINUNITTIVREIRIRID LS
CELLE Y EgdafI2NT L ESYYULaYSTEOOSICENZELRTY
L8%¥2% S¥oiITopeTEezgzz 2395935 =42
e 25 ¢ Tggoz“T @ 29 2<523 < T =2
T o O n
© 4 2 Eﬁ <D(
( 1 l | LS ) { L 2
Leucemie  Cancer pulomonar  Cancer Cancer al SNC Melanom Cancer  Cancer Cancer Cancer
non-microcelular de colon ovarian  renal de  desan
prostata
Tip de cancer (Linie celulara
M4k w4l mdo P ( )

Figura 3. Rezultatele in vitro ale inhibarii cresteriile celulelor canceroase umane pentru

compusii 4K, 4l si 40.
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Sinteze de noi derivati de tip caleond, indolizind si piridind cw proprietiti biologice

Cel mai eficient inhibitor al FTazei din aceasta serie este compusul 3d, care contine 2,5-
dimetoxifenilul drept ciclu B si fenotiazin-10-ilul drept ciclu A, avand o concentratie inhibitorie
medie comparabila cu a substantei strandard FTI-276 (inhibitor FTaza 276) (1Cso = 7.268 uM fata
de ICs0 = 7 uM). Atunci cand in pozitia para a fenilului sunt introdusi substituentii metoxi (3b)
sau bromo (3c) activitatea biologica este redusa semnificativ.

O parte (16 compusi) dintre noii analogi de tip fenotiazin-10-il-calcone sintetizati, 3e, 4a-0,
au fost testati in vitro pentru capacitatea de inhibare a cresterii celulare pe 60 linii celulare
canceroase umane, la concentratia de 10 puM de catre NCI. Pentru evidentierea actiunii
antiproliferative am facut o selectie a celor mai bune rezultate, acestea fiind prezentate in Tabelul

6 si ilustrate in Figura 19.

I1. 3. Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor derivati indolizinici - SERIA C
I1. 3. 1. Designul derivatilor de tip indolizinic

Indolizina (pirolo[1,2-a]piridina) este un izomer structural al indolului. Desi pe piatd sunt
disponibile medicamente care contin in structurd indolul, din ceea ce cunoastem, pana in prezent
nu este cunoscut un medicament cu nucleul indolizinic. Totodata in literatura, sunt raportate
numeroase studii cu rezultate promitatoare, in care au fost evaluate proprietatile antitumorale ale
derivatilor indolizinici. 15! 1°6. 160-163

Intrucat analogii de tip fenotiazin-10-il-calconi ai seriei B au demonstrat potential
anticancer, am dorit sa vedem daca prin utilizarea nucleului indolizinic si mentinerea conectorului
2-propenona al calconei, vom obtine Structuri mai active, atat anticancer, cat si cu alte actiuni
biologice. In acest context, a fost conceputa seria derivatilor indolizinici, pe care i-am considerat
atat analogi ai fenstatinei din perspectiva proprietatilor biologice, cat si intermediari in sintezele
pentru obtinerea unor noi serii de compusi (hibrizi indolizin-1-il-calcona cu trei centre A, B si C
unite prin puntile carbonil, specifica fenstatinei, si 2-propenona, specifica calconei - seria D - si
alti derivati heterociclici hibrizi indolizina-piridina - seria E-).

Pentru a aprofunda relatiile structura-activitate am variat si ciclul A (3,4,5-trimetoxifenil) cu
nuclee de tip fenil nesubstituit sau substituit si heterociclu de tip 2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-
ona sau fenotiazin-10-il.

O alta modulare importanta in conceperea acestei familii de compusi a reprezentat-0 grefarea
gruparii acetil n pozitia 1 a nucleului indolizinic, atat din perspectiva relatiilor structura-activitate,
cat si a formdrii unui centru de reactie pentru obtinerea unor noi serii de compusi cu potential

biologic (seria D si seria E).
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H5CO
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Figura 4. Structurile compusilor de referinta descrisi in literatura (K-N) si ale compusilor tinta

(8aa-am, 8ba-bq).

I1. 3. 2. Strategii de sintezi ale derivatilor indolizinici

0]

Aceasta serie de compusi a fost obtinuta printr-o sinteza in doua etape, utilizata anterior in

cadrul grupului nostru de cercetare. Prima etapa consta in sinteza sarurilor de piridiniu, chinoliniu

si izochinoliniu, necesare generarii in situ a piridiniu, chinoliniu sau izochinoliniu N-ilidelor

corespunzatoare, prin reactia de N-alchilare a derivatilor piridinici cu un derivat halogenat reactiv

(de tip halogenuri de fenacil) ), obtinand 31 de saruri (Schema 4).

R
(
L

47a-1
47a: R =4-CN
47b: R = 4-Me
47c: R = 3-Me
47d: R = 2-Me
47e: R = 3,5-diMe
47f: R = 4-OMe
47g: R =3-CN
47h: R = 3-COMe
47i: R = 4-N(Me)
47j: R = 3,4-(CH),
47k: R =2,3-(CH),

X:Br, Cl
X
Me,CO
W
reflux
46a-k

46a: X = Br, R; =4-Br

46b: X = Br, R, = H

46¢: X =Br,R; =4-CN

46d: X = Br, R; = 4-OMe

46e: X = Br, R, = 3,4-diOMe

46f: X = Br, R; = 3,4,5-triOMe

46g: X = Br, R, = 2-Br-3,4,5-triOMe
46h: X = Br, w = OEt

46i: X =Cl, w = Me

46j: X = Cl, w = Het;

471: R = 2,3-(CH)C(OMe)(CH), 46k: X = Cl, w = Het,

[}
R X
@

74
)
- }W
(0]
15-45

-

w= @Rll é—ocsz, §7CH3

( ] H
;;\" N_O
Nf S (Hetf@[of(Hetz)

.

N

Schema 4. Sinteza sarurilor de piridiniu, chinoliniu si izochinoliniu.
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Séarurile de piridiniu, chinoliniu si izochinoliniu au fost obtinute

58, 156, 161, 165-170 cu

randamente foarte bune, conform procedurii din literaturd. Derivatii halogenati au fost disponibili

comercial, cu exceptia 2-bromo-3’,4°,5’-trimetoxiacetofenonei pe care am sintetizat-o in laborator

prin reactia de bromurare a 3,4,5-trimetoxiacetofenonei, conform procedurii din literatura.*°®

Tabel 6. Substituentii sarurilor de piridiniu, chinoliniu si izochinoliniu 15-45.

Sare X R R1sau w
15 Br 4-CN 4-Br
16 Br 4-Me H
17 Br 4-Me 4-CN
18 Br 4-Me 4-Br
19 Br 3-Me 3,4,5-triOMe
20 Br 3,5-diMe 4-Br
21 Br 3,5-diMe 4-OMe
22 Br 3,5-diMe 4-CN
23 Br 4-Me w = OEt
24 Cl 3-Me w = Me
25 Cl 4-Me w = Het
26 Br 2,3-(CH)C(OMe)(CH): 4-Br
27 Cl 4,5-(CH)a4 w = Het
28 Br 2-Me H
29 Br 2-Me 4-Br
30 Br 4-Me 4-OCHzs
31 Br 4-OMe 4-Br
32 Br 3-CN 4-Br
33 Br 2-Me 3,4,5-triOMe
34 Br 4-Me 3,4,5-triOMe
35 Br 3-COCHs OMe
36 Br 4-N(Me): 3,4-diOMe
37 Br 3,5-diMe H
38 Br 3,5-diMe 3,4,5-triOMe
39 Cl 2-Me w = Het
40 Br 2,3-(CH)4 H
41 Br 3,4-(CH)4 H
42 Br 3,4-(CH)4 3,4,5-triOMe
43 Cl 2,3-(CH)4 w = Hety
44 Cl 3,4-(CH)4 w = Hety
45 Br 2-Me 2-Br-3,4,5-triOMe

Cea de-a doua etapa consta in sinteza derivatilor de tip acetilindolizin-3-acil-substituiti de

interes printr-o reactie de cicloaditie 1,3-dipolara dintre N-ilidele corespunzatoare si un dipolarofil

17



Sinteze de noi derivati de Hp calcond, indolizind sio piridind cw proprietiti biologice

de tip alchini activatd.'®* Am utilizat doi agenti dipolarofili de tip alchin activata: 4-(trimetilsilil)-
3-butin-2-ona (Schema 5) si 3-butin-2-ona (Schema 7).

Dipolarofilul substituit cu trimetilsilil are o toxicitate mai scazuta si este mai avantajos din
punct de vedere financiar, insa randamentele de obtinere a produsilor de interes sunt mai mici,
obtinandu-se diversi produsi secundari neasteptati.

Pe aceasta cale am obtinut 22 de noi derivati indolizinici (8ac-8am, 9a,c,g,h,m, 10a,i, 11b,f,
12), dintre care 10 compusi ce contin gruparea trimetilsilil in structura (9-12) si 3 compusi

cunoscuti in literaturi (8aa, 8ab, 8aj’)!%°1" (Figura 21).

8aa: R=7-CN, Ry = 4-Br
8ab: R = 7-Me, R, = H

(0] 8ac: R =7-Me, R; = 4-CN
(0] 8ad: R = 7-Me, R, = 4-Br;

]
RZ T\ X \ _ (i) R 8ae: R = 8-Me, R, = 3,4,5-trilOMe
14 l\?’—>7 + —/SI — — X = 8ae': R = 6-Me, R, = 3,4,5-triOMe
— w 8af: R = 6,8-diMe, R, = 4-Br
~ N /

8ag: R = 6,8-diMe, R; = 4-OMe

g ,
8ah: R = 6,8-diMe, R, = 4-CN
i a ) y R
15-27 w 8ai: R=7-Me, w = OEt
0 8aj: R = 8-Me, w = Me
8aa-am 8aj: R=6-Me, w = Me

8ak: R =7-Me, w = Het,
8al: R = 5,6-(CH),C(OMe)(CH); R, = 4-Bf
8am: R =7,8-(CH),; w = Het,

o
R
i\// — \SI//
si/sau R
N _ o
~_N /
o
11b,f 10a, i 9a,¢, g, h,m 12

Schema 5. Sinteza derivatilor acetilindolizinici cu 4-trimetilsilil-3-butin-2-ona. Reactivi si
conditii: (i) 1.3 equiv TEA, 1.3 equiv 4-(trimetilsilil)-3-butin-2-ona, DMF:DMSO (5:1 v:v),
80°C, 24 -30h.

Structurile celor doi compusi cu gruparea trimetilsilil, 9a si 10a (Figura 21), obtinuti in
reactia de cicloaditie 1,3-dipolara a bromurii de 4-ciano-fenacil piridiniu cu 4-trimetilsilil-3-butin-

2-ona, au fost elucidate cu ajutorul difractiei de raze X (Figura 22).

Figura 22. Structurile regioizomerilor 9a si 10a elucidate prin difractie de RX.
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8ac g =\ 8ad o
(53%) (71%)
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N / N /
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(67%)

O,

7N Z N Z N N /
~ N / ~ N / ~ N / ~ N / NN
8ah O 8ai 8aj

g 8ak
(50%) (570/) (36%) (24% (71%)

8al

17%) (17%)
(51%) Br (7%
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N
R / Si
~ N / S Z N
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NG s N/ 7Y N—si— 7Y Nsi—
0 s N \ s N \
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Figura 21. Compusi obtinuti in reactia de cicloaditie cu 4-trimetilsilil-3-butin-2-ona

Derivatii de tip indolizinic cu siliciu sunt o noutate, dipolarofilul 4-trimetilsilil-3-butin-2-

ona, din ceea ce cunoasteam noi, fiind utilizat pentru prima data in reactii de cicloaditie [3+2] cu
saruri de cicloimoniu.
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Figura 23. Suprapunerea spectrelor *H (zona aromatici) a compusilor 8aa, 9a si 10a.

Pentru a evalua stabilitatea gruparii trimetilsilil in structurile produsilor obtinuti, am

HoN
Z N
EtOH, reflux H
4 zile SN /

efectuat o serie de reactii (Schema 6).

HoN
| 7N
o / NH
EtOIT;, r'gflux, SN
4 zile
(o] =\
(@)
N [0]
Si— DMSO
N
~ -H,0
1f O Br

Schema 6. Reactii ale derivatilor trimetilsilil-indolizinici.

Pentru a determina influenta dipolarofilului asupra reactiei de cicloaditie, am efectuat sinteza

compusului 8ad cu cei doi dipolarofili in aceleasi conditii de reactie (Schema 7).

o
)k@\ + X— Cr< N N /
g
b: X = H (80%) Br
18 a:X= s|(c1-|3)3 (71%) 8ad

Schema 7. Reactivi si conditii: (i) 1.3 equiv TEA, 1.3 equiv dipolarofil,
DMF:DMSO (5:1 v:v), 80 °C, 24 h.
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In sinteza altor derivati indolizinici am utilizat drept dipolarofil 3-butin-2-ona (Schema 8).
Cu acest dipolarofil am obtinut 20 noi derivati de tip indolizinic (8ba-bl, 8bo-br, 14), dintre care

)}, prezentati in Figura

2 compusi partial aromatizati (13c, 13r), si 2 compusi cunoscuti (8bm, bn
28.

In urma reactiilor efectuate cu 3-butin-2-ona am constatat faptul ci puritatea acesteia
determind calea reactiei. In situatiile in care am utilizat un reactant depozitat in conditii
corespunzatoare, reactia de cicloaditie 1,3-dipolara a decurs in modul asteptat, obtinand 1n acest

mod compusii 8ba-8br (Schema 8).

(o) (o)
© (0] R R H
R \e 0w KO X
N + H — —_— k/ y, si/sau L/ H
o ‘>7w N NN~y
o w w
b (0] (o)

28-45
8ba-br 13c,r
8ba:R=5-Me,R; =H 8bj: R = 6,8-diMe, R; = H
8bb: R = 5-Me, R, = 4-Br 8bk: R = 6,8-diMe, R; = 3,4,5-triOMe
8bc: R = 7-Me, R, = 4-OMe 8bl: R = 5-Me, w = Het,
8bd: R = 7-OMe, R, = 4-Br 8bm: R =5,6-(CH), Ry = H
8be: R = 8-CN, R, = 4-Br 8bn:R=7,8-(CH),R; =H

8bf: R = 5-Me, R, = 3,4,5-triOMe | | 8bo: R =7,8-(CH),, R, = 3,4,5-triOMe
8bg: R = 7-Me, R, = 3,4,5-triOMe | | 8bp: R =5,6-(CH),, w = Het,

8bh: R = 6-COMe, R, = 4-OMe 8bq: R = 7,8-(CH),, w = Het,

8bh': R = 8-COMe, R, = 4-OMe 8br: R = 5-Me, R; = 2-Br-3,4,5-triOMe
8bi: R = 7-N(Me),, R, = 3,4-diOMe| | 13c: R =7-Me, R; = 4-OMe

13r: R = 5-Me, R, = 2-Br-3,4,5-triOMe

Schema 8. Sinteza derivatilor acetilindolizinici cu 3-butin-2-ona.

Structurile compusilor 8bh si 13r au fost confirmate cu ajutorul difractiei de raze X (Figura

29).

Figura 29. Structurile compusilor 8bh si 13r confirmate prin difractia de raze X.
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R A N 7N
s N/ s N/ s N/ \N/

8ba (69%) 8bb (74%) 8bc (54%) 8bd (49%)
0 o)
o)
CN
Z N Z N
N
~ N / — N / _
“ N—/ o] N o]
0 O/ o o
o) Br
8be (11%) 8bf (66%) O 8bg (79%) O— 8bh (50%)
0 o)
o] o)
N Z N \
~ ~_N / N / 0
N /
o Y o
o]
o] ) /
8bh' (24%) 8bi (57%) 8bj (73%) 8bk (75%)
0 o)

7 N 7N
N / Q N_ /
'SHe
o av.
8bl (56%) 8bm (78%) 8bn (79%) 8bo (55%) O0—

N/Q \N/Q \N/Br o

@ ’
0—
8bp (55%) 8bq (59%) 8r (58%)

Figura 28. Compusii obtinuti in reactia de cicloaditie 1,3 dipolara cu 3-butin-2-ona si

randamentele acestora.

Atunci cand, experimentul a fost realizat cu un reactant de puritate scazuta, fapt observabil

vizual si confirmat ulterior prin spectrul *H RMN, reactia a urmat o noud cale, obtinandu-se

compusul de interes (8be) si un produs neasteptat 14 (Schema 9). Structura compusului 14 a fost

elucidata cu ajutorul difractiei de raze X. Pentru aceasta reactie a fost propus un mecanism de

reactie (Schema 10).
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NC

X N
\@/ I °
OO
HC O | e 0, AN / . N
_ NZ N /
(0] Br
(0] Br
32 g 14,27 % 8be, 11 %

Schema 9. Reactivi si conditii: (i) 1.3 equiv TEA, 1.3 equiv 3-butin-2-ona,
DMF:DMSO (5:1 v:v), 80 °C, 24 h.

NC NC NC NC
‘ A X X AN CN
€]
N ‘ ® ‘ ®_- ‘ Br =
S . N oN N
BrY | _B: lo Br | |HZC/N\ /
H.C O _uBr HC: o) CH, o CH/ o
C—0
32b zBr
32 Br 32a g, Br 32 Br l
CN
NC
NC N X CN
/ S}
‘ Q I ’ Br—
N N~ o
CH@X: | HE—R\ J
o crde B® © CH\C/ OH
37 CCZ\OH i Z
Br
Br
(raze X) Br 32d Br 32¢

Schema 10. Mecanism propus pentru obtinerea produsului 14.

Figura 30. Structura compusului 14 obtinuta prin difractie de raze X.

Seria C contine un numar de 78 de compusi sintetizati, dintre care 48 sunt noi. Unele reactii

au condus la obtinerea a doi sau mai multi produsi, prezentati in Tabelul 8.
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Tabel 7. Compusi de interes si produsii secundari izolati.

Nr.crt.  Produs de interes izolat Subprodusi izolati
1. ° -
N% N 7N
N SN Y
8aa o 0 Br
(40%) 10a (13%)
2. o
7 - Si/—-
s~ N / N \
8ab o
(61%)
3. 0
7N
~ N /
8ac ~
(53%) —N (17%)
4, 0 0
Z N \ 7N
N / Is) N / \O
o o/ g O/
8ae
O0— 8ae'
43% —
(43%) (33%) ©
5 . °
7z AN
N ~ AN h
Saf 11f ¢ Br
Br %
s 17%)
6 ) O,
7N
N /
8ag O o/
(63%)
7. 0
7N
~ N /
8ah o =
(50%) N
o}
8. -
/ — / —
~ N / N / o)
)
8ai o A o
(57%) 10i (16%)
9. o) o
Z N Z N
N / N /
8aj 8aj'
(36%) (24%)
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10. 0
\J
A Si—
N/ H AN
N ~° Vi
1 %
av
Im (21%) 12 (9%)
8am (43%)
11. 0 0
N Z N
~ N / N
O o] O o/
8bc (54%) 13¢ (12%)
12. N
7N
N /
[e] Br
8be (11%)
13. 0
Z N
SN B o
(o} o/

13r (10%) b

11. 3. 3. Evaluare biologica

In ceea ce priveste activitatea biologicd, 40 dintre derivatii indolizinici obtinuti (sapte
derivati cu gruparea trimetilsilil) au fost acceptati spre a fi testati de catre NCI pentru capacitatea
de inhibare a cresterii celulare pe 60 linii celulare canceroase umane. Testarea pentru determinarea
potentialului anticancer a fost efectuata la concentratia de 10 uM pe aproximativ 60 linii celulare.
Pentru evidentierea actiunii antiproliferative (citostatic) si a efectului citotoxic (inhibare 100% a
proliferarii celulare si moarte celulard) am facut o selectie a celor mai bune rezultate, acestea fiind

prezentate in Tabelul 9.

Tabel 8. Rezultatele inhibarii in vitro a cresterii celulelor canceroase umane pentru compusii

selectati 8ae, 8ae’, 8ag, 8ak, 8al, 8am, 12, 8bf, 8bi, 8bl, 8bo, 8bp, 8bg.

Compus 8ae 8ae’ 8ag 8ak 8al 8am 12 8bl 8bf 8bi 8bo 8bp 8bhqg

Tip de Linie G1%? ® (10 uM)

cancer celulara

Leucemie CCRF-CEM 4 53 0 75 0 17 18 0 55 23 51 64 72
HL-60(TB) 11 91 22 67 0 5 0 36 89 27 67 86 90
K-562 5 81 14 81 18 16 37 32 84 18 76 76 80
MOLT-4 8 72 18 7 0 33 40 40 61 21 65 45 51
RPMI-8226 5 45 32 80 0 37 35 42 49 14 48 52 60
SR 3 73 68 93 22 37 31 44 83 55 83 89 83

Cancer A549/ATCC 0 53 55 43 17 70 11 12 50 6 38 41 50

ﬁg:ﬂ“)”af EKVX 0 53 51 47 19 25 10 11 46 4 9 21 39

microcelular HOP-62 0 48 65 41 60 26 0 7 63 18 44 44 58
HOP-92 0 3 53 62 19 0 7 - 66 0 73 15 55
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NCI-H226 10 34 56 60 36 38 12 8 48 19 33 40 55
NCI-H23 0 51 52 58 27 42 23 8 40 4 36 21 37
NCI-H460 0 84 56 88 22 36 0 0 84 32 55 62 70
NCI-H522 10 62 98 50 35 28 9 22 81 25 48 100¢ 100°
Cancer de COLO 205 0 60 7 32 14 8 0 0 89 11 61 60 64
colon HCC-2998 0 38 24 67 14 12 9 0 39 0 37 22 26
HCT-116 5 82 80 93 27 55 31 39 85 38 58 74 76
HCT-15 11 81 34 90 9 28 28 27 82 59 71 58 71
HT29 0 84 28 67 19 43 43 18 91 0 60 70 85
KM12 3 71 29 72 0 49 18 4 70 5 56 55 68
SW-620 0 68 18 74 19 7 9 6 74 3 55 58 74
Cancer al SF-268 0 39 7 51 26 21 6 8 46 18 26 32 56
SNC SF-295 0 92 69 64 45 0 0 8 82 0 45 59 81
SF-539 2 65 76 67 34 68 7 11 55 15 25 31 70
SNB-19 21 60 75 50 38 30 7 19 60 7 36 42 51
SNB-75 35 94 98 17 55 0 0 - 95 22 55 61 65
U251 3 66 68 64 28 73 12 5 69 24 26 52 62
Melanom LOX IMVI 3 66 45 100 18 43 6 8 60 20 42 41 59
MALME-3M 11 56 28 46 23 100 O 0 54 8 35 38 50
M14 4 84 15 64 0 35 5 17 94 0 41 59 57
MDA-MB- 3 100 51 72 27 19 0 3 100 3 95 97 99
435
SK-MEL-2 0 62 29 28 0 0 0 0 100 O 49 62 100
SK-MEL-28 0 42 27 51 20 12 0 0 38 10 19 38 37
SK-MEL-5 3 63 76 100 14 42 19 14 66 34 73 56 63
UACC-257 0 33 21 68 0 14 6 6 44 0 24 48 43
UACC-62 30 83 37 76 29 5 13 37 87 25 62 66 79
Cancer IGROV1 0 58 19 63 7 4 6 16 56 8 47 47 50
ovarian OVCAR-3 0 72 56 42 7 0 5 0 26 8 34 34 -
OVCAR-4 10 20 50 48 40 52 29 13 34 3 31 22 26
OVCAR-8 0 49 20 54 0 50 6 0 49 3 37 28 30
NCI/ADR- 0 82 65 82 33 31 0 7 88 8 72 64 87
RES
SK-OV-3 0 23 71 0 17 0 21 19 53 13 44 40 51
Cancer renal  786-0 9 49 55 56 30 48 0 16 53 0 30 39 62
A498 100 62 14 15 0 3 9 0 78 22 66 70 87
ACHN 0 49 44 71 33 50 0 15 49 19 28 50 58
CAKI-1 16 66 61 65 38 45 0 40 67 18 70 55 60
RXF 393 19 41 92 58 5 14 12 0 53 0 51 33 68
SN12C 19 58 45 58 32 22 14 8 55 16 26 13 34
UO-31 24 56 32 65 10 41 17 39 55 28 57 35 57
Cancer de PC-3 10 44 17 72 12 20 12 40 44 31 52 54 62
prostata
Cancer de MCF7 17 85 65 74 23 36 31 - 80 20 56 69 82
san MDA-MB- 24 45 25 54 29 70 3 22 63 21 43 0 23
231/ATCC
HS 578T 9 41 57 46 26 37 7 17 56 21 59 45 84
BT-549 0 47 75 84 7 22 6 26 74 6 41 47 63
T-47D 18 62 51 79 16 25 70 39 80 11 75 24 72
MDA-MB- 18 100 40 97 13 50 18 25 85 14 56 49 57
468

2 Date obtinute de la NCI — screening monodoza in vitro la o concetratie de 10 pM

b G1% este procentul de inhibare a cresterii celulelor canceroase

¢ Efectul citotoxic; inhibarea 100% a cresterii celulare si moartea celulara: -10% pe linia A498 indus de
compusul 8ae, -13% pe linia MDA-MB-435 si -3% pe linia MDA-MB-468 indus de 8ae’, -40% pe linia
LOX IMVI si -36% pe linia SK-MEL-5 indus de 8ak, -6% pe linia MALME-3M indus de 8am, -30% pe
linia MDA-MB-435 si -12% pe linia SK-MEL-2 indus de 8bf, -1% pe linia NCI-H522 indus de 8bp, -
38% pe linia NCI-H522 si -78% pe linia SK-MEL-2 indus de 8bqg.

4 Nedeterminat
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Noua dintre compusii testati inhiba total cresterea celulara (100%) pe unele linii celulare
canceroase, prezentand un efect citotoxic cuprins Intre -1 si -78, ceea sugereazd o moarte a
celulelor canceroase de pana la 78%. Cei mai activi derivati ai acestei serii pentru efectul citostatic

(inhibare mai mare de 50% pe mai multe linii celulare) si citotoxic sunt 8ae, 8ae’, 8ag, 8ak, 8am,

8bf, 8bo, 8bp, 8bq.

Il. 4. Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor hibrizi de tip indolizin-1-il-calcone -
SERIAD

Il. 4. 1. Designul compusilor de tip indolizin-1-il-calcone

Rezultatele testelor anticancer obtinute pentru compusii sintetizati in seriile anterioare sunt
promitatoare astfel ca in conceperea acestei noi serii de compusi ne-am propus sa aprofundam
relatiile structura-activitate. Noii hibrizi proiectati contin in structura trei cicluri, A, B si C, unite
prin doi conectori si sunt clasificati in doua subserii: hibrizi de tip indolizin-1-il-calcona si bis-

calcone (Figura 31).

Compusi tinta

O 1.J58

8ad-af, 8aj, 8al,
8ba-bc, 8bf, 8bo

R=H; IC5( (Ftaza)(nM) = 9
R=CHjs; IC5q (Ftaza)(nM) = 23

48a-s /ﬂ

indolizin-calcone

49a-c
bis-calcone 8aj

Figura 31. Structurile compusilor tintd (48a-s, 49a-c) si ale celor de referinta cu nucleu
indolizinic.
In subseria hibrizilor indolizin-1-il-calcona, ciclurile A si B sunt unite printr-un conector

carbonilic, iar ciclurile B si C printr-un conector de tip 2-propenoni. in subseria bis-calconelor,
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cele trei cicluri sunt unite prin conectorul 2-propenonic. in ambele subserii, ciclul B este

reprezentat de un nucleu indolizinic.
I1. 4. 2. Strategii de sintezi ale hibrizilor de tip indolizin-1-il-calcona — seria D1

Compusii doriti au fost sintetizati prin reactia de condensare Claisen-Schmidt a unei aldehide
aromatice sau heteroaromatice cu un derivat indolizinic (8ad-af, 8al, 8ba-bc, 8bf, 8bo), ce contine
gruparea acetil in pozitia 1 cu rol de componenta metilenica, in mediu bazic (Schema 11). 3-
formil-10-metil-fenotiazina a fost sintetizata in laborator prin formilarea Vilsmeier.!”

In aceasta serie am obtinut 19 noi hibrizi de tip indolizin-1-il-calcona (48a-s) cu randamente

satisfacatoare peste 73%, care au fost caracterizati si ulterior evaluati biologic.

(0}
/O
/ —
R—— V. + S
\/N | \/
O SX
\ /Ri Tb-dgkp H,
8ad-af, al 7s: R,=4-0-C C=CH
8ba-bc, bf, bo

Br 480
Schema 11. Reactivi si conditii: (i) NaOH, EtOH, reflux.

Pentru obtinerea hibrizilor de tip indolizin-1-il-calcond am avut in vedere realizarea
experimentele cu ajutorul ultrasunetelor, Insa nu am reusit izolarea acestora (48t, 48u) din amestec
cu derivatii indolizinici de plecare. Astfel, am decis sa realizam sintezele prin metoda clasica.

Toti compusii sintetizati au fost purificati si analizati spectral prin IR si 'H, 3C RMN si

experimente bidimensionale.
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48u-impur

48s (87%) 48t-impur
Figura 32. Hibrizii indolizin-calcona sintetizati 48a-u.
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Il. 4. 3. Strategii de sinteza ale bis-calconelor — seria D2

Pentru a continua explorarea relatiilor structura-activitate am decis sa sintetizam derivatii de

tip bis-calcone, printr-o reactie intr-o singura etapa (Schema 12).

(@)
/O

= R4

- NaOH

+ 2 —
X N/ EtOH/ reflux
Ry
o R

8aj 7b, c, h

49a: R, = Ry = H, R, = OMe; 81%
49b: R; = Ry = H, R, = N(Me)y; 77%
49¢c: R, = Ry = OMe, R, = H; 73%

Schema 12. Sinteza bis-calconelor 49a-c.

Cu ajutorul spectrelor *H RMN si 3C RMN a fost confirmat faptul ci reactia de condensare

are loc la ambele grupari acetil din nucleul indolizinic.

Il. 4. 4. Reactii ale hibrizilor de tip indolizin-1-il-calcona — compusi ciclizati
Pentru a demonstra posibilitatea utilizarii acestei serii de hibrizi intr-o noua directie, am

realizat sinteza derivatului ciclizat 50 (Schema 13).

(0] /O
Z N .
) + _
NN ~o o
O Br O\
8ad Tk

Br

Schema 13. Reactivi si conditii: (i) NaOH, EtOH, reflux; (ii) EtOH, reflux.
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Instrumant Bn.*h'g Avanca III SO0 MEz wo—-ngﬁnn :Egm::ﬁ: T‘ E rD-
gsaagn __s_ﬁ - D DD DA e Mg =g by o n
Hogiatoy no. 3Be wr.r:mm;w;sifj “ - .
_'EEJIP:.G ‘_'hir.g_:,r mn, 1
e e T AT e
3H,
9H, CHs
30CH;3
1H, CH;
CHind-S lH'
1H,CHind-s 1H CH /\
CHpae | 1H, 1 1H /
| NH B
JLM X g l l ).
I T T T T T T T T T T 1
10 9 8 7 [ 5 4 3 2 1 ppm

E B EER W H B e
Figura 37. Spectrul *H RMN (CDClIs) al compusului 50.

In spectrul de *H RMN (Figura 37), sunt evidentiate semnalele care apartin protonilor din
ciclul dihidropirazolic. Semnalele corespunzdtoare protonilor care apartin 4,5-dihidro-1H-
pirazolului au fost identificate cu ajutorul corelatiilor directe.

11.4.5. Evaluare biologica

In ceea ce priveste activitatea biologica, compusii seriei D au fost testati anticancer si
antifungic.

Cei 22 de compusi noi de tip indolizin-1-il-calcona au fost testati pentru capacitatea de
inhibare a cresterii celulare pe 60 linii celulare canceroase umane de catre NCI. Cel mai activ

compus (48p) se remarca printr-un efect citostatic bun, cu G1% > 50 pe 25 de linii celulare.

Tabel 9. Rezultatele inhibarii in vitro a cresterii celulelor canceroase umane pentru compusii 48a,

48b, 48k, 48m, 48p, 48r.

Compus 48a 48b 48k 48m 48p  48r
Tipdecancer  Linie celulari G1%? b (10 pM)
Leucemie CCRF-CEM 27 16 28 19 81 21
K-562 66 69 9 34 53 43
MOLT-4 29 0 14 11 62 20
RPMI-8226 29 15 -d 11 83 0
SR 100° 51 10 37 78 67
Cancer HOP-62 35 22 26 11 50 5
pulmonar non- HOP-92 13 13 70 35 67 0
microcelular NCI-H460 58 24 56 0 35 31
NCI-H522 42 67 53 26 49 27
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HCT-116 3 3 27 19 84 0
Cancer de colon HCT-15 54 54 13 41 63 36
KM12 20 20 15 36 51 35
SNB-19 29 21 56 9 36 34
Cancer al SNC SF-295 66 41 91
SNB-75 - - - 38 82 -
MDA-MB-435 84 93 12 75 41 52
Melanom LOX IMVI 68 26 56
MALME-3M 75
UACC-62 47 38 16 27 54 22
OVCAR-3 7 5 31 11 67 0
OVCAR-4 21 4 0 8 54 62
Cancer ovarian OVCAR 8 65
NCI/ADR-RES - - 27 30 61 -
SK-OV-3 14 0 30 - 62 0
Cancer renal 786-0 24 25 51 0 21 57
ACHN 32 22 41 40 56 8
CAKI-1 51 51 72 30 70 15
RXF 393 43 18 73 0 62 19
UO0-31 12 17 15 13 58 17
Cancer de san MCF7 55 35 12 33 84 48
MDA-MB 28 23 30 16 54 24
231/ATCC
HS578T 50 44 75 0 34 51
BT-549 52 54 39 7 51 98
T-47D 42 25 27 22 56 21
MDA-MB-468 51 33 49 37 84 51

2 Date obtinute de la NCI — screening monodoza in vitro la o concetratie de 10 pM

b G1% este procentul de inhibare a cresterii celulelor canceroase

¢ Efectul citotoxic; inhibarea 100% a cresterii celulare si moartea celulard: -22% pe linia SR indus de compusul 48a;
4 Nedeterminat

Seria D se distinge insa prin activitatea antifungica impotriva ciupercii C. albicans, astfel
ca lipsa generala a citotoxicitatii reprezintd un avantaj in contextul obtinerii unor antifungice.

Activitatea antifungica a fost evaluata impotriva C. albicans in vitro pentru toti hibrizii si in
Vivo pentru cei mai eficienti compusi conform MIC.

Prin determinarea concentratiei minime inhibitorii s-a constatat faptul cd 5 compusi
prezinta MIC sub 32 pg/mL. Aceasta valoare este stabilitd de catre Comitetul European pentru
Testarea Susceptibilitatii La Antimicrobiene (EUCAST) si indicd potentialul unei substante
antimicrobiene pentru dezvoltarea industriald. Rezultatele celor mai activi compusi pentru aceasta

actiune biologica sunt evidentiate in Tabelul 11.

Tabel 10. Rezultatele evaluarii actiunii antifungice in vitro — MIC obtinute pentru hibrizii testati
48a-s si 49a-c.

Concentratie
Compus MIC? (ug/mlL)
finala (ug/mL)
48d 5.00E-04 237.000
A8f 5.00E-04 234.270
489 5.00E-05 23.2170
48h 5.00E-05 23.9300
48m 5.00E-05 26.7200
480 5.00E-04 296.765
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48p 5.00E-05 22.7850
48s 5.00E-05 29.1700
49c 5.00E-04 255.785

& MIC — concentratia minima inhibitorie la care cresterea C. albicans este complet inhibata,

Testarea in vivo a celor mai buni agenti antifungici a fost efectuata la doud concentratii
diferite, 10* ng/mL si 5-:10° pg/mL, pe nematodul Caenorhabditis elegans, care a fost infectat in
prealabil cu C. albicans. In prima etapa a testelor, niciun nematod nu a supravietuit, urmand a fi

efectuate invenstigatii suplimentare.
11. 5. Designul, sinteza si evaluarea biologica a unor hibrizi indolizina-piridina — SERIA E

I1.5. 1. Designul compusilor hibrizi indolizina-piridina

O alta modulare prin care ne-am propus sda aprofundam relatiile structura-activitate
dobandite pana in prezent este modificarea conectorului calconei. Studiind literatura am constatat

faptul ca puntea de tip 2-propenona poate fi transformati intr-un heterociclu cu cincit’>17®

sau sase
atomi®® 181 in functie de reactantul care participa la reactie. Un heterociclu cu sase atomi,

interesant din punct de vedere farmacologic este piridinal®3-1¢

Compusi tinta

8ab, 8ad, 8af, 8bk

Figura 41. Structurile compusilor de referinta cu nucleu 3-ciano-2-amino-piridinic cu activitate

anticancer (R, S, T, Q) si ale celor de interes 51a-g.
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In cadrul acestei serii, ne-am concentrat atentia spre dezvoltarea unor noi hibrizi indolizina-
piridina (Figura 41). Noii hibrizi sintetizati in seria E contin in structura patru cicluri A, B, C si
D. Ciclurile A si B sunt unite prin conectorul cetonic, iar B si C prin ciclul D. In ceea ce priveste

ciclul D, care poate fi privit si ca un conector, acesta este constant 2-amino-3-cianopiridina-4,6-

disubstituita.
11.5. 2. Strategii de sinteza ale compusilor hibrizi indolizina-piridina

Compusii acestei serii au fost sintetizati prin reactia derivatilor 1-acetilindolizinici (8ab,
8ad, 8af, 8bk) din seria C, ce au rol de metil-cetona, cu derivatii de benzilidenmalononitril (52a-
C) si acetat de amoniu (Schema 14), conform procedurii din literatura!®®. Derivatii de
benzilidenmalononitril au fost obtinuti in cadrul grupului® si utilizati in continuare in reactia de
sinteza a hibrizilor de tip indolizind-piridina. Precursorii 1-acetilindolizinici au fost sintetizati
conform metodelor descrise in sinteza seriei C.

Astfel, cei 7 noi hibrizi indolizina-piridina (51a-g, Tabel 12, Figura 41) au fost obtinuti

printr-o sinteza in trei etape.

Rs3

8ab,ad,af,bk

52a-c
52a: R, = H, R; = OCH;3
52b: R, = H, R3 = N(CHs),
52c: R, = OCH3, R3 = OCH3

Schema 14. Reactivi si conditii: (i) HSCCOONH,, EtOH, reflux, 14-20h;

Tabel 11. Hibrizii indolizina-piridina sintetizati 51a-g

Compus R R1 R2 Rs Randament (%)
5la 7-Me H OMe 63
51b 7-Me H H N(Me), 64
Slc 7-Me Br H OMe 68
51d 7-Me Br H N(Me). 69
5le 6,8-diMe Br H N(Me), 59
51f 6,8-diMe Br OMe OMe 65
51g 6,8-diMe | 3,4,5-triOMe H N(Me). 74
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Compusii obtinuti au fost purificati prin cromatografie pe coloand si/sau recristalizare si
ulterior caracterizati cu ajutorul spectrelor de H, *3C RMN, experimente bidimensionale si de IR.

I1. 5. 3. Evaluarea biologica

Cei 7 compusi hibrizi obtinuti in aceasta serie au fost testati pentru capacitatea de inhibare
in vitro a cresterii celulelor canceroase pe aproximativ 60 de linii celulare umane de catre NCI.
Testarea actiunii anticancer a fost efectuatd la concentratia de 10 pM pe toate liniile celulare.
Pentru evidentierea actiunii citostatice si citotoxice am facut o selectie a celor mai bune rezultate,

acestea fiind prezentate in Tabelul 13.

Tabel 12. Rezultatele inhibarii in vitro a cresterii celulelor canceroase umane pentru compusii

5la-d.
Tip de cancer Compus 5la 51b 51c 51d
Linie celulara G1%?> ° (10 nM)
Leucemie RPMI-8226 21 18 13 16
SR 13 24 21 36
Cancer pulmonar Ab549/ATCC 20 54 7 30
non-microcelular EKVX 19 12 10 32
HOP-62 70 43 5 21
HOP-92 100¢ 76 13 69
NCI-H226 64 83 40 39
NCI-H23 45 54 37 72
NCI-H460 55 44 15 59
NCI-H522 29 21 10 46
Cancer de colon COLO 205 27 34 33 55
HCC-2998 19 8 0 35
HCT-116 42 37 26 64
HCT-15 22 27 10 60
HT29 25 37 23 65
KM12 15 27 18 38
SW-620 21 30 8 59
Cancer al SNC SF-268 59 39 6 32
SF-295 55 31 11 32
SF-539 92 100 95 76
SNB-19 55 39 9 32
SNB-75 8 22 0 0
U251 55 68 35 80
Melanom LOX IMVI 49 88 46 69
MALME-3M 49 36 26 100
M14 20 19 35 43
MDA-MB-435 21 21 7 42
SK-MEL-2 15 19 0 35
SK-MEL-28 12 26 30 49
SK-MEL-5 32 42 13 47
UACC-257 16 14 12 20
UACC-62 34 35 19 23
Cancer ovarian IGROV1 21 14 10 23
OVCAR-3 40 42 0 50
OVCAR-4 76 56 14 37
OVCAR-8 80 85 34 34
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NCI/ADR-RES 56 49 18 62
SK-OV-3 6 35 0 6
Cancer renal 786-0 86 79 43 59
A498 0 0 0 8
ACHN 44 69 18 29
CAKI-1 30 47 32 33
SN12C 30 38 7 23
UO0-31 35 35 36 37
Cancer de prostata PC-3 37 22 11 35
Cancer de san MCF7 47 46 21 54
MDA-MB- 66 74 40 60
231/ATCC
HS 578T 91 67 9 30
BT-549 88 42 0 38
T-47D 35 36 17 49
MDA-MB-468 51 49 76 100

& Date obtinute de la NCI — screening monodoza in vitro la o concetratie de 10 uM

b G1% este procentul de inhibare a cresterii celulelor canceroase

¢ Efectul citotoxic; inhibarea 100% a cresterii celulare si moartea celulara: -7% pe linia HOP-92
indus de compusul 51a; -62% pe linia SF-539 indus de compusul 51b; -2%o pe linia MALME-3M
si -15% pe linia MDA-MB-468 indus de compusul 51d,;

Cei mai activi hibrizi indolizina-piridina din perspectiva efectului antiproliferativ si citotoxic

sunt 51a-d. Trei dintre compusii testati (51a, 51b, 51d) prezinta si efect citotoxic pe cateva linii

celulare diferite.

Prin compararea procentului de inhibare a cresterii celulelor canceroase pentru compusii 51a
cu 51b (Tabelul 13), respectiv 51c cu 51d (Figura 46 si Tabelul 13), putem deduce ca

introducerea 4-dimetilaminofenilului drept nucleu C (51b, 51d), determina o activitate anticancer

mai buna fata de 4-metoxifenil (51a, 51c).

Rezultatele inhibarii in vitro a cresterii celulelor canceroase umane
pentru compusii 51c, 51d
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Figura 46. Compararea rezultatelor G1% in vitro pentru hibrizii 51c si 51d.
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I1. 6. Concluzii generale si perspective

Cercetarile efectuate in cadrul acestei tezei de doctorat au fost concentrate asupra dezvoltarii
unor noi compusi cu proprietati biologice, in principal cu actiune anticancer sau antimicrobiana,
urmarind o strategie de ,,chimie verde” in sintezele efectuate. In prezenta teza de doctorat sunt
descrise conceperea, sinteza si proprietatile biologice a 103 noi compusi nedescrisi in literatura,
care au fost caracterizati cu ajutorul spectrelor RMN (*H, 13C, °F, experimente bidimensionale),
IR si in unele cazuri MS sau difractie de raze X.

Designul compusilor a fost realizat pe baza relatiile structurd-activitate cunoscute pana in
prezent in cadrul grupului nostru de cercetare in raport cu structura calconei, compus cu multiple
actiuni farmacologice.

In conceperea compusilor, au fost efectuate moduliri asupra celor trei elementre structurale
ale calconei, considerata analog al fenstatinei, acestea fiind: ciclul A, ciclul B si conectorul.

La nivel global se urmareste mobilizarea comunitatii stiintifice de cercetare a cancerului spre
dezvoltarea de noi cai pentru identificarea si intelegerea tintelor anticancer si implicit dezvoltarea
unor noi inhibitori ai acestora. Astfel, unul dintre obiectivele noastre a fost proiectarea unor noi
agenti antitumorali, care sd fie inhibitori ai farneziltransferazei si/sau compusi cu activitate
citostatica. Totodati am urmdrit realizarea sintezelor prin metode cat mai ,,verzi”. In acest context,
au fost concepute si obtinute primele doua serii de compusi: Seria A si seria B.

Seria A este formata din 3 derivati de calcone ce contin heterocicluri cu azot si un derivat
policiclic. In structura derivatilor de calcona, ciclul A introdus este piridina sau fenotiazina, iar
ciclul B este 3,4,5-trimetoxifenilul sau piridina, conectorul fiind 2-propenona. Compusii au fost
obtinuti prin doua metode: condensare Claisen-Schmidt in conditii clasice (metoda A) si sinteza
asistatd de ultrasunete (metoda B). Avantajele aplicarii metodei neconventionale in sintezele
noastre sunt: timpul scurt de reactie (30-60 secunde), utilizarea unor solventi si catalizatori cu o
toxicitate redusi, temperaturi mai joase (20-35 °C), ceea ce determind un consum mai scizut al
resurselor (energie si apd). Noii compusi obtinuti in aceasta serie au fost testati pentru capacitatea
de inhibare a FTazei umane in vitro. Cel mai activ compus (1c) contine nucleul fenotiazinic (ciclul
A) si nucleul piridinic (ciclul B) si prezinta inhibare a actiunii farneziltransferazei de 90% cu o
concentratie 1Cso=2.84 pM.

Seria B, a analogilor de tip fenotiazin-10-il-calcone, cuprinde modulari in toate cele trei
puncte din structura calconei: ciclul A - fenotiazina sau 2-metiltiofenotiazina, iar ciclul B - fenil
diferit substituit sau heterocicluri cu azot, oxigen sau sulf. In puntea de tip 2-propenoni a fost

introdus substituentul ciano in pozitia o fata de gruparea carbonil. In aceast serie au fost sintetizati
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23 compusi: 21 analogi de tip fenotiazin-10-il-calcona si 2 intermediari, 10H-(2’-cianoacetil)-
fenotiazina si 10H-(2’-cianoacetil)-2-metiltiofenotiazina. Cei 21 noi analogi calconici au fost
obtinuti prin condensarea Claisen-Schmidt, 10 prin metoda conventionald si 11 prin sinteza
asistata de US (1-2 minute), abordand o strategie de chimie verde. In ceea ce priveste activitatea
biologica, 3 analogi de tip 2-metiltiofenotiazin-10-il-calcone au potential antiproliferativ bun
asupra cancerului de prostata (linia PC-3) si cancerului de san (liniile MDA-MB-468, MCF7, T-
47D). Cel mai activ compus, 4k cu 2-metiltiofenotiazin-10-il (nucleu A) si 1H-indol-3-il (nucleu
B), are efect citostatic pe toate tipurile de cancer, cea mai pronuntata activitate antiproliferativa
fiind asupra liniei NCI-H522 (cancer pulmonar non-microcelular, G1% ~ 95). O parte din
compusii acestei serii au fost testati in vitro si pentru capacitatea de inhibare a FTazei, cel mai
activ analog (3d) prezinta 1Cso = 7.268 pM.

Intrucat analogii de tip fenotiazin-10-il-calcond ai seriei B au demonstrat potential
anticancer, am dorit s continudm explorarea relatiilor structura-activitate si sa introducem un alt
heterociclu (indolizina) in noua serie de compusi (seria C), cunoscut pentru imbunatatirea
proprietatilor biologice. Astfel am obtinut o noua serie de compusi pe care am abordat-o din doua
perspective: analogi ai fenstatinei urmarind proprietatile anticancer si intermediari in sintezele
unor noi serii de compusi: hibrizi de tip indolizin-1-il-calcona, seria D, si hibrizi indolizina-
piridina, seria E.

Seria C este formatd din derivatii acetilindolizinici si presupune unirea prin conectorul
cetonic a ciclului B de tip indolizinic (indolizinic, pirolo[1,2-a]chinolinic si pirolo[2,1-
aJizochinolinic) cu ciclul A clasic: trimetoxifenil, fenil substituit cu grupari metoxi, bromo, ciano,
sau neclasic: fenotiazina, 2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona. Totodata a fost grefata gruparea
acetil in pozitia 1 a nucleului de tip indolizinc pentru crearea unui nou centru de reactie. In aceasta
serie au fost sintetizati 78 compusi, dintre care 47 produsi finali si subprodusi si 31 de intermediari.
Din compusii obtinuti, sunt noi 42 derivati indolizinici si 6 saruri de piridiniu.

In sintezele derivatilor indolizinici am folosit doi dipolarofili de tip alchini activati. Cu
dipolarofilul trimetilsilil-3-butin-2-ona am obtinut 25 de compusi dintre care 22 produsi noi.
Experimentele realizate cu trimetilsilil-3-butin-2-ona au condus la obtinerea a doi sau mai multi
produsi de reactie: 1-acetilindolizinici, 1-acetil-2-trimetilsilil-indolizinici, 2-acetil-1-trimetilsilil-
indolizinici. Cu dipolarofilul 3-butin-2-ona au fost obtinuti 22 de compusi, dintre care 20 produsi
noi. Atunci cand reactia de cicloaditie s-a efectuat cu o 3-butin-2-ona de puritate inferioara, reactia
a urmat o alta cale, obtinandu-se un produs de cicloaditie neasteptat.

In ceea ce priveste activitatea anticancer, Noui compusi din aceasti serie prezinti un efect

antiproliferativ foarte bun, iar sapte dintre acestia prezinta efect citotoxic. Cel mai activ derivat
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este 1-(3-(10H-fenotiazin-10-carbonil)pirolo[2,1-a]izochinolin-1-il)etanona (8bq) si prezinta
efect citotoxic GI de -78% pe linia SK-MEL-. Compusii din aceasta serie au prezentat cele mai
bune rezultate anticancer asupra melanomului (G1% = 100 asupra unor linii celulare). Produsii cu
nucleu fenotiazinic au prezentat citotoxicitate si asupra liniei NCI-H522 corespunzatoare
cancerului pulmonar non-microcelular. Compusul cu nucleul A 3,4,5-trimetoxifenil si nucleul B
1-acetil-8-metilindolizin-3-il a fost citotoxic selectiv asupra liniei celulare A498 (cancerul renal).

Calconele sunt cunoscute in literatura pentru diversitatea proprietdtilor biologice. Din acest
motiv, am dorit obtinerea unor compusi, analogi de calcona, cu actiuni biologice multiple.

Seria D este formata din 23 noi compusi impartiti in: 19 hibrizi de tip indolizin-1-il-calcona,
3 bis-calcone si un derivat cu puntea de tip 2-propenona transformata in dihidropirazol. Compusii
acestei serii contin in structura 3 cicluri A, B si C, care sunt unite prin doi conectori. In cazul
hibrizilor de tip indolizin-1-il-calcona, un conector este cetonic si al doilea 2-propenonic, iar in
cazul bis-calconelor cei doi conectori sunt de tip 2-propenond, ciclurile A si C fiind identice.
Rezultatele biologice au confirmat potentialul antifungic al acestei serii impotriva C. albicans: 5
produsi prezinta MIC-uri foarte bune, in jurul valorii de 20 pg/mL si 4 compusi prezinta MIC-
uri cu o semnificatie biologica mai scazuta (200-300 pg/mL). Totodata compusii au fost evaluati
si anticancer, cel mai activ compus (48p) remarcandu-se printr-un efect citostatic bun, ceea ce
indicd activitatea biologica multipla a acestuia, fiind in acelasi timp citostatic si antifungic.
Ceilalti compusi ai seriei au capacitatea de inhibare a cresterii celulare moderatd, cu exceptia
hibridului 48a care prezinta efect citotoxic pe o linie celulara. Absenta citotoxicitatii reprezinta un
avantaj in perspectiva dezvoltarii unor antifungice.

Seria E de compusi este formata din 7 noi hibrizi indolizina-piridina si a fost conceputa
pentru a evalua influenta conectorului, 2-amino-3-cianopiridinic introdus, asupra activitatii
biologice. Structurile acestor hibrizi indolizind-piridind contin 4 cicluri: ciclul A este fenil diferit
substituit unit de ciclul B, indolizine-3-il, prin conectorul cetonic, ciclul C introdus este 4-
aminofenilul, 4-metoxifenilul si 3,4-dimetoxifenilul, iar ciclul D este 2-amino-3-cianopiridina-
4,6-disubstituit. Compusi obtinuti in aceasta serie au fost testati anticancer pentru capacitatea de
inhibare a cresterii celulelor canceroase. Patru hibrizi au efect citostatic bun asupra mai multor
linii celulare canceroase (G1% > 50), iar trei dintre acestia (51a, 51b, 51d) prezinta efect citotoxic
(G1% = 100) asupra unor linii celulare: HOP-92 (cancer pulmonar non-microcelular), SF-539
(cancer al CNS), MALME-3M (melanom) si MDA-MB-468 (cancer de san), cu valori -2% <
GI% < -62%.

In ceea ce priveste evaluarea biologica, compusii finali au fost selectati pentru a fi testati

anticancer in vitro pentru capacitatea de inhibarea a cresterii celulelor canceroase de catre NCI, la
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concentratia de 10 pM. Produsii noi din seria A si o parte a produsilor seriei B au fost testati
anticancer in vitro si pentru capacitatea de inhibare a actiunii FTazei. Cel mai activ inhibitor al
farneziltransferazei (ICso = 2.84 pM) contine in structura nucleul fenotiazin-2-il unit prin
conectorul 2-propenona cu nucleul 6-cloropiridin-3-il. Produsii seriei D au fost testati si pentru
activitatea antifungica in vitro si in vivo la Facultatea de Medicina, Universitatea din Lille. Cel mai
eficient antifungic (MIC = 22.785 ug/mL) s-a dovedit a fi si un citostatic bun, avand in structura
3,4,5-trimetoxifenilul (ciclul A) unit cu 8-metilindolizina (ciclul B) prin puntea cetonica in pozitia
3 si fenilul unit prin puntea 2-propenonica in pozitia 1 a nucleului indolizinic.

In viitor ne propunem si imbunititim metoda de sinteza asistata de ultrasunete a compusilor,
pentru a largi aria reactiilor in care poate fi aplicatd. De asemenea, dorim sa continudm sinteza
hibrizilor indolizind-piridind pentru a obtine rezultate concludente in ceea ce priveste relatiile
structura-activitate, compusii dovedindu-se in aceastd etapa mai activi antitumoral. O alta
perspectiva este aceea a transformarii puntii de tip 2-propenona din hibrizii indolizin-1-il-calcona
intr-un heterociclu cu cinci sau sase atomi (precum derivatul dihidropirazolic) pentru a imbogati
relatiile structurd-activitate dobandite panda in prezent si pentru dezvoltarea unor agenti
antitumorali mai puternici. Totodatd ne propunem ca ciclurile cele mai bune sa fie investigate in
continuare pentru proprietétile biologice in scopul obtinerii unor inhibitori anticancer duali si a
unor agenti duali antimicrobieni si antiinflamatori.

O parte a cercetarilor intreprinse in cadrul acestei teze de doctorat au fost valorificate prin
publicarea a doua articole:

+ Zubas, A.; Ghinet, A.; Shova, S.; Bicu, E. 1,3-Dipolar cycloaddition of cycloimmonium

salts and 4-(trimethylsilyl)-3-butyn-2-one to access new functionalized indolizines with
potential cytostatic activity. New J. Chem. 2023, 47, 3758-3772.1%! (I.F. = 3.925)

+ Zubas, A.; Ghinet, A.; Farce, A.; Dubois, J.; Bicu, E. Phenothiazine- and carbazole-
cyanochalcones as dual inhibitors of tubulin polymerization and human
farnesyltransferase. Pharmaceuticals 2023, 16, 888.1 (1.F. = 5.215)

si prin participarea la manifestari stiintifice:

+ Design and synthesis of new phenothiazine-chalcones with potential biological activities.
Zubas, A.; Ghinet, A.; Dubois, J.; Bicu, E. Sesiunea de Comunicdri Stiintifice a
Studentilor, Masteranzilor si Doctoranzilor, lasi (Romania), 29-30 Octombrie 2020.
(poster)

+ A new electron-deficient alkyne as dipolarophile in the synthesis of new indolizine

derivatives. Zubas, A.; Ghinet, A.; Shova, S.; Bicu, E. Sesiunea de comunicari stiintifice
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a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor, Iasi (Romania), 11-12 Noiembrie 2021.
(poster)

New indolizine-1-yl-chalcone hybrids as antifungal and anti-inflammatory agents:
synthesis and biological evaluation. Zubas, A.; Ghinet, A.; Jawhara, S.; Bicu, E. Sesiunea
de comunicari stiintifice a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor, lasi (Romania), 28
Octombrie 2022. (comunicare orald)

A new series of pyridine derivatives as anticancer agents: design, synthesis and biological
evaluation. Negru, G.; Zubas, A.; Ghinet, A.; Bicu, E., Sesiunea de comunicari stiintifice
a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor, Iasi (Romania), 28 Octombrie 2022.

(comunicare orald).

Multumiri pentru suportul acordat urmatoarelor:

Proiect PN-I11-P4-1D-PCE-2020-0818/195/2021. Titlu: Liganzi P2X7R ca agenti
terapeutici potentiali pentru tratamentul bolilor inflamatorii cronice ale intestinului si ale
cancerului aferent. Acronim REPAIR, membru in proiect 2021-2023.

Proiect PN-I11-P4-1D-PCE-2020-0818/195/2021. Titlu: Liganzi P2X7R ca agenti
terapeutici potentiali pentru tratamentul bolilor inflamatorii cronice ale intestinului si ale
cancerului aferent. Acronim REPAIR, stagiu de documentare la Junia, Lille, Franta, aprilie-
mai 2022.

Proiect UAIC-INOV-IMAP?2. Titlu: Sustinerea competitivitatii in cercetare-dezvoltare si
inovare prin dezvoltarea capacitatii institutionale a Universitatii ,,Alexandru Ioan Cuza”
din Iasi. Stagiu de cercetare la Junia, Lille, Franta, martie 2022.

Program ERASMUS+ KA103 2019-2020. Contract de finantare nr. 2019-1-RO01-
KA103-061892. Stagiu de practicd student, Université Catholique De Lille, Yncréa- Ecole
des Hautes Etudes d’Ingeniéur, Laboratoire Chimie durable et Santé, Lille, France,
februarie-martie 2020.

Proiect PCDS-19-04. Acord de colaborare intre Yncréa Hauts-de-France - Lille, Franta si
Universitatea ,,Alexandru loan Cuza”, lasi, Romania. Titlu: Synthese et évaluation
biologique de nouveaux composés hétérocycliques pour combattre la progéria. Acronim
HOPE, stagiu de cercetare la Yncréa - Ecole des Hautes Etudes d’Ingeniéur, Laboratoire
Chimie durable et Santé, Lille, France, aprilie-iunie 2020.

Multumiri Centrului CERNESIM, din cadrul Institutului de Cercetari Interdisciplinare de
la Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” din lasi, pentru infrastructura folositd in

inregistrarea experimentelor RMN.
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