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INTRODUCERE

De-a lungul anilor, compusii azaheterociclici cu nuclee condensate, au primit o atentie
sporitd datoritd multiplelor aplicatiilor in domenii variate precum: farmaceutic, industrial sau
sintetic. Importanta acestor compusi, in domeniul farmaceutic, este evidentiata prin prezenta
unui heterociclu in structura diferitelor medicamente naturale si a celor obtinute pe cale
sintetica. Din aceasta categoria, clasa heterociclurilor cu azot reprezinta cea mai semnificativa
clasa din naturd, ca si unitate structurala.

Aceste structuri reprezintd scheletul de baza ale unor categorii de medicamente,
materiale plastice, coloranti si chiar produse cosmetice. Prezenta 1n aceeasi unitate structurala
a doua sau mai multe structuri heterociclice ar putea aduce aportul unor noi proprietati. Tindnd
cont de cele cateva aspecte prezentate, subiectul ales pentru teza de doctorat a fost sinteza,
caracterizarea structurald, proprietatile si testarile antimicrobiene/anticanceroase ale unor noi
saruri cuaternare, precum si a unor noi cicloaducti cu nucleu benzo[f]chinolinic.

Urmand traditia laboratorului de cercetare ,, Prof. univ. dr. Magda Petrovanu”, unde am
efectuat stagiul de pregatire doctorala, am dorit continuarea cercetarilor a caror baza a fost pusa
de Prof.univ. dr. Magda Petrovanu (a fost o mare onoare pentru mine sa-mi fie cadru didactic
si model in anii studentiei) si Prof. univ.dr. Ioan Zugravescu.

Sinteza acestor saruri de cicloimoniu s-a realizat plecand de la benzo[f]chinolina
cuaternizata cu diferiti derivati halogenati cu reactivitate marita, avand rest alifatic sau schelet
acetofenonic.

O preocupare importantd a constat in evidentierea structurii noilor cicloaducti prin
analiza spectrala si testarea lor pentru activitatea antimicrobiana si anticanceroasa.

Teza de doctorat, intitulata: ,, AZAHETEROCICLURI CU NUCLEE CONDENSATE.
SINTEZA, STRUCTURA, PROPRIETA TI”, este structuratd in doud parti principale: studiu
de literatura cu referire la benzo[f]chinolina, structura, metode de sinteza, proprietati fizice si
chimice, proprietati biologice (antimicrobiene, anticanceroasa), proprietati optice si partea de
cercetari personale ce a avut drept scop principal continuarea si aprofundarea cercetarilor in
domeniul benzol[f]chinolinei si a ilidelor derivate, atat pentru studierea si elucidarea unor
aspecte de ordin teoretic, cat si pentru studierea si gasirea unor aplicatii practice, cu precadere

in domeniul de virf al medicamentelor de sinteza.
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Il. CERCETARI PERSONALE

Obiectivele tezei de doctorat

Teza de doctorat intitulatd “AZAHETEROCICLURI CU NUCLEE CONDENSATE.
SINTEZA, STRUCTURA, PROPRIETATI”, a avut drept scop principal continuarea si
aprofundarea cercetarilor in domeniul benzo[f]chinolinei si a ilidelor derivate, atat pentru
studierea si elucidarea unor aspecte privind mecanismele de reactii, cat si pentru studierea si
gasirea unor aplicatii practice, cu precadere in domeniul de virf al medicamentelor de sinteza.
Cercetarile prezentate in aceastd lucrare au avut In vedere urmatoarele obiective operationale:

> Sinteza si caracterizarea structurald ale unor noi sdruri cuaternare cu schelet

benzo[f]chinolinic (de tip K);

> Studiul reactiilor de cicloaditie [3+2] dipolare ale benzo[f]chinoliniu ilidelor la
alchene activate simetric substituite. Aspecte de stereochimie;

> Studiul reactiilor de cicloaditie [3+2] dipolare ale benzo[f]chinoliniu ilidelor la

alchine activate simetric substituite;

> Studiul reactiilor de cicloaditie [3+2] dipolare ale benzo[f]chinoliniu ilidelor la

alchine activate nesimetric substituite. Aspecte de regiochimie;

> Obtinerea de noi compusi azaheterociclici cu structurd condensatd din clasa
benzochinon-pirolo-benzo[f]chinolinei (de tip L), pirolo-benzo[f]chinolinei (de tip M si
M) si tetrahidropirolo-benzo[f]chinolinei (de tip N);

> Dovedirea structurii noilor compusi obtinuti prin metodele analizei structurale
organice: FT-IR, 'H-RMN, 3 C-RMN, spectre de corelatie uni- si bidimensionale,

spectrometrie de masa de inalta rezolutie (HRMS), analiza de raze X pe monocristal;

> Studiul proprietdtilor biologice ale unora dintre noii compusi obtinuti, cu

precadere activitatea lor antibacteriana, antifungicd si anticanceroasa.

Obiectivele de mai sus pot fi rationalizate conform schemei de mai jos, Figura I1.1.
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YOC
Cicloaducti (M")
Alchine -
nesimetric substituite || Ri——
(Regiochimia)
=
0 O O N ﬁ 0 0
O, e e G A4 T
Br z = N
] N —— S N ®® Alchene Z
P (¢} Br Y H(l:: Y| simetric substituite
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e
XN . >

.
\Anticanceroase

Figura I1.1. Schema logica a obiectivelor tezei de doctorat

11.1. Sinteza sarurilor cuaternare de benzo[f|chinoliniu

Intr-o primi etapd a cercetdrilor s-a realizat sinteza de noi saruri cuaternare de
benzol[f]chinoliniu cu rest alifatic respectiv aromatic, adoptandu-se metoda sarii propuse de
Kronke*’, dar realizindu-se si o imbunatitire a metodelor descrise in literatura®®%, Astfel au
fost sintetizate o serie de saruri cuaternare de benzo[f]chinoliniu (4a-d), (5a-i), plecand de la
benzol[f]chinolina (1) si derivati halogenati cu reactivitate marita, avand rest alifatic (2a-d),
respectiv schelet acetofenonic (3a-i) (figura 11.2)%, Reactiile de cuaternizare au fost efectuate
folosind ca solvent acetona, sau amestec acetonitril: toluen (1,5:1 v/v) randamentele in produsul

dorit fiind satisfacatoare (57%-87%).
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X O
R (2a-c) ‘;j O AN
/ (Zd) =
a. X=-[, R NH2, ) @

O acetona e A= L R=- ;

acetonitril:toluen b. X=-Br, R=-OMe; Br \
l N ¢. X= -Br, R=-OFEt AN
N 0 (4a- c) (4d)
1 R
) . O

(3a-i) N
> .R'=-CN;
acetona O _ R' a.R=-H; ) — NO)L
f.R'=-NOy;
@ b.R'=-CHy; g. R'=-Br;
o ¢. R'=-OCH;; -l
Br d.R'= -C6H5; i R=-F ’

(5a-i)
Figura I1.2. Sinteza sarurilor cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-d),

respectiv schelet aromatic (5a-i).

Sarurile cuaternare cu rest alifatic (4a-C), respectiv sarea cuaternara cu rest aromatic
(5€) au fost raportate anterior in literatura®®%®, in cadrul acestei teze reusindu-se o eficientizare
a sintezei chimice, ce reiese prin cresterea randamentului in produsul dorit, scaderea cantitatii
de solvent folositd precum si reducerea timpului de lucru.

Ca reprezentant al seriei de saruri cuaternare cu rest alifatic (4a-d) s-a ales sarea de
benzo[f]chinoliniu (4d) cu rest propargilic.

Astfel in spectrul *H-RMN al sdrii cuaternare cu rest propargilic cel mai dezecranat
semnal este cel furnizat de protonul H-4, din nucleul piridinic, care apare la deplasarea chimica
de 10.22 ppm, sub forma de dublet, avand o constanta de cuplaj J = 8.5 Hz. Urmatorul semnal
este cel furnizat de protonul H-2, ce apare la 0 = 9.68 ppm, aceasta dezecranare fiind datorata
existentei lui in vecinatatea atomului de azot cuaternar. Atribuirea corectd a acestor semnale a
fost realizatd cu ajutorul corelatiei HMBC (corelatie *H-13C la distantd), astfel in acest spectru
se observa corelatia la distantd intre semnalul protonului H-2 si carbonul C-11 al restului
metilenic. Semnalul protonului acetilenic H-13 apare sub forma de singlet la o deplasare
chimica caracteristica de 6 = 4.07 ppm.

Spectrul 3C-RMN a sirii de benzo[f]chinoliniu alese reprezentativ (4d), confirma
structura propusa, astfel semnalul cel mai dezecranat este cel furnizat de carbonul C-2 din
nucleul piridinic (6 = 146.8 ppm), deplasare chimica datoratd existentei lui in vecinatatea
atomului de azot cuaternar. Semnalul carbonului metilenic C-11 apare la deplasari chimice

caracteristice (6 = 47.8 ppm). Atomii de carbon din tripla legatura C-12 respectiv C-13
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furnizeaza semnale caracteristice atomilor de carbon acetilenici (6 = 75.8 ppm, respectiv 6 =
81.6 ppm). Celelalte semnalele ramase din spectrele *H-RMN si 3C-RMN sunt, de asemenea,
in conformitate cu structura propusa.

In tabelul 11.1 sunt redate principalele benzi de vibratie si de deformare caracteristice
sarii cuaternare de benzo[f]chinoliniu alese reprezentativ (4d). Astfel benzile de vibratie cele
mai importante sunt furnizate de vibratia legdturii C-H alchinice, precum si de vibratia legaturii
C=C alchinice, ce apar la numerele de unda 3149 cm?, respectiv 2117 cm™, avand o intensitate

medie.

Tabelul 11.1 Principalele benzi de vibratie (v) si de deformare (8) a sarii cuaternare 4d.

Numir de undi (v) (cm™) Tipul legaturii/vibratiei

3149 VC-Haromatic, VC-Halchina
2894 VC-Halifatic
2117 ve=c

1602, 1511 VC=Caromatic; VC=Naromatic
1424 Ocsp®-H

1346-1235 dCsp’-Haromatic

807, 750 dc-H
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Figura 11.3. Spectrul *H-RMN al bromurii de 4-(prop-2-in-1-il)benzo[f]chinolin-4-iu

(4d).
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Figura 11.5. Spectrul 3C-RMN al bromurii de 4-(prop-2-in-1-il) benzo[f]chinolin-4-iu(4d).
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Din seria de noua saruri cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu schelet aromatic (5a-i) au
fost alese reprezentativ doua saruri de cicloimoniu (5f) avand ca substituient in para fata de
nucleul aromatic o grupare nitro, respectiv (5g) avand ca substituient in para un atom de
halogen si anume bromul.

In spectrul IR al sarii cuaternare cu rest p-nitro (5f) (figura 11.10) benzile de absorbtie
cele mai importante sunt furnizate de vibratia legaturii C-H aromatice, respectiv alifatice ce
apar la numerele de unda 3032 cm, respectiv 2963 cm™. Gruparea nitro este evidentiatd prin
doud benzi caracteristice ce apar la numerele de undd 1520 cm™ (corespunzitoare vibratiei de
valentd asimetrice a legaturii N-O (Vn-oasim)) respectiv 1349 cm™ (vn-osim). Banda caracteristicd
gruparii carbonil apare la 1717 cm™ (vc=0).

In spectrul IR al sarii cuaternare cu rest p-brom (5g) (figura 11.11) benzile de absorbtie
cele mai importante sunt furnizate de vibratia legaturii carbonil (1696 c¢cm™), precum si a

legaturilor C-H aromatice (3018 cm?), respectiv alifatice (2911 cm™).
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Figura 11.10. Spectrul IR al bromurii de 1-(4-nitrofenacil)benzo[f]chinoliniu (5f).
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Figura I1.11. Spectrul IR al bromurii de 1-(4-bromofenacil) benzo[f]chinoliniu (5g).

Avand in vedere cele prezentate in acest subcapitol pot fi formulate umatoarele
concluzii:

e au fost sintetizate o0 serie de saruri cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu rest

alifatic (4 saruri de cicloimoniu), respectiv cu schelet aromatic (9 saruri de

cicloimoniu);

11.2. Sinteza unor noi derivati pirolo-benzo[f]chinolinici respectiv

tetrahidropirolo-benzo[f]chinolinici

11.2.1.1 Reactii de cicloaditie [3+2] dipolare cu 1,4-naftochinona

O parte din sarurile cuaternare de benzo[f]chinoliniu, anterior sintetizate, au fost supuse
unor reactii de cicloaditie [3+2] dipolare in vederea sintetizarii unor noi compusi cu structurd
pirolo-benzo[f]chinolinica. Astfel, prin reactia sarurilor cuaternare cu rest alifatic (4a-C)
respectiv cu rest aromatic (5d,h,i) cu un dipolarofil alchena ciclica simetric substituita si anume
1,4-naftochinona (6), in cloroform folosind trietilamina ca baza, s-au obtinut cicloaductii cu
structura pirolo-benzo[f]chinolinica corespunzatori (7a-f), cu randamente in produsul de interes

(42%-62%) (figura 11.13)%°
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(4a,7a) R= -NH,
(4b,7b) R=-OMe
(4¢,7¢) R=-OEt
(5d,7d) R=-C¢HsPh(p)
(5h,7¢) R=-CcH;Cl(p)
(5i, 7f) R= -CHF(p)

PPN
® Et3N/CHC13 0
Z N
Bre Treflux . .
O

(4a-c/5d,h,l) (7a-1)

Figura 11.13. Sinteza cicloaductilor cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-f).

Mecanismul acestor reactii de cicloaditie [3+2] dipolare constd in generarea in Situ a
ilidelor (8a-c/9d,h,i), in prezenta trietilaminei, din sarurile cuaternare corespunzitoare (4a-
c/5d,h,i). Acestea reactioneaza sub forma de dipol-1,3 (B) cu 1,4-naftochinona (6), folosita
drept alchenad ciclica simetric substituitd, obtinandu-se astfel intermediari derivati
tetrahidropirolo-benzo[f]chinolinici (C) neizolabili, care in urma unui proces de dehidrogenare
oxidativa conduc la formarea cicloaductilor stabili (7a-f) cu structura total aromatizata (figura

11.14).

Et;N

Br
Kg/ R Et;N- HBr

(4a-c/5d,h,i)

dehidrogenare
oxidativa
~4[H]

- ©)
Figura 11.14. Mecanismul sintezei cicloaductilor pirolo-benzo[f]chinolinici (7a-f).
Structura noilor cicloaducti pirolo-benzo[f]chinolinici (7a-f) a fost dovedita cu ajutorul
spectroscopiei de rezonantd magnetica nucleara (spectre 'H-, $*C-RMN si bidimensionale 2D-

COSY, HMQC, HMBC), spectroscopiei de infrarosu (spectre FT-IR), spectrometriei de masa
(spectre HRMS), precum si raze-X pe monocristal (pentru compusul 7c).
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Din seria de sase noi cicloaducti cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-f) a fost ales
ca reprezentant compusul cu rest p-fenil (7d). Solubilizarea compusului pentru intregistrarea
spectrelor RMN s-a realizat in cloroform deuterat folosind si cateva picaturi de TFA deuterat
(acid trifluoroacetic), deoarece compusul nu este total solubil in cloroform.

In spectrul IR al derivatului cu structurd pirolo-benzo[f]chinolinica (7d) benzile de
absorbtie cele mai importante sunt furnizate de vibratia legaturii C-H aromatice, respectiv
alifatice ce apar la numerele de unda 2991 cm?, respectiv 2889 cm* (figura 11.18). Banda de
absorbtie caracteristicd gruparii carbonil cetonice (din restul acetofenonic) apare la 1661 cm™
(Vc=0acetofen). Gruparile carbonil cetonice din restul naftochinonic apar la numere de unda mai
mici 1633 cm?, respectiv 1599 cm™ (vc=onafto). In domeniul 1545-1464 cm apar benzi de
absorbtie caracteristice vibratiei de valenta a legaturii C-C aromatice suprapuse cu vibratiile de

valenta a legaturilor C-N din nucleele piridinic/pirolic (vc-carom, Ve-N piridinicrpirolic) (figura 11.18).

0,5 -
0,45
0,4
0,35
: yeCaom.
é 0,3 VC—N];\uu]dlmm‘p].mhl:
\ V=0 nafto
0,25 4 VC=0acett
0,2 | I
0,15 -
0,1 - | '
0,05 -+ u vCO-Hair_ vC-Harom
0 | ‘k. SN, . !/-_/\‘;I
650 1150 1650 2150 2650 3150

v (cm™)

Figura 11.18. Spectrul IR al 15-([1,1'-bifenil]-4-carbonil) benzo[f]benzo[5,6] isoindolo[2,1-
aJchinolin-9,14-diona (7d).

Studiile de raze-X pe monocristal au dezvaluit faptul ca derivatul cu structura pirolo-
benzo[f]chinolinica (7C) cristalizeazd intr-o forma anhidrd, unitatea asimetrica fiind
reprezentatd de o molecula (figura 11.19-a). Celula este descrisa de un sistem triclinic cu un
grup de simetrie P-1, avand parametriia=6,9814 A, b=11,3238 A, c=13,1202 A, a. = 78,690°,
£ =75,608°, y = 81,707°, ocupand un volum total de 980,18 A3, specific pentru 2 molecule de

compus. Interactiunile intermoleculare tipice nu sunt prezente pentru acest compus. La
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impachetare (figura 11.19-c), matricea de molecule este distribuita intr-o configuratie plana

unul fatd de celdlalt, cu exceptia gruparii etil carboxilice.

a b

@C
H 5 H
3 ! 4 : oN
b-axis view c-axis view

Figura 11.19. Unitatea asimetrica (a); celula elementara (b); si impachetarea moleculelor in

cristal 2x2x2 (c) pentru compusul (7c). “Atomii de hidrogen sunt evidentiati doar in figura (a).

In urmitorul tabel sunt evidentiate principalele informatii structurale referitoare la
analiza prin difractii de raze-X a cicloaductului (7c). Monocristalele de culoare portocalie au
fost obtinute printr-o cristalizare lenta folosind etanol absolut. In Anexa 1. sunt prezentate

datele din checkCIF files ale cicloaductului discutat (7c).

Tabelul 11.2 Datele cristalografice si informatiile structurii rafinate ale etil 9,14-dioxo—-9,14—
dihidrobenzo[f] benzo[5,6] isoindolo[2,1-a]chinolin—15—carboxilatului (7c).

Formula moleculara C27H17NOg4 Marimea 0.04 x 0.06 x 0.78
cristalului/mm?
Masa moleculara 419.42 Radiatie CuKa (A=
1.54184)
Temperatura/K 293(2) 20 range for data 3.528 t0 70.862
collection/°
Sistemul cristalin triclinic Index ranges -5<h<-8,-13<
k<13,-16<1<
15
Grup spatial P-1 Reflections collected 7201
Lungimile celulei (A) a=6.9814(4) | Independent 3685 [Rint =
b= reflections 0.0149, Rsigma =
11.3238(8) 0.0253]
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c=13.1202(9)
Unghiurile celulei/® a=78.690(6) | Data/restraints/param | 3685/6/290
B=75.608(6) | eters
v=81.707(5)
Volumul celulei/A® 980.18(12) Goodness-of-fiton F2 | 1.029
Z 2 Final R indexes R1 =0.0453,
[I>=26 (I)] WR =0.1193
Peaicg/cm® 1.421 Final R indexes [all R1=0.0637,
data] WR2 = 0.1353
p/mm? 0.781 Largest diff. peak/hole | 0.219/-0.187
/e A3
F(000) 436

11.2.1.2 Reactii de cicloaditie [3+2] dipolare cu N-fenilmaleinimida (NFMI) respectiv
N-etilmaleinimida (NEMI)

In vederea diversificarii compusilor nou sintetizati cu schelet benzo[f]chinolinic s-au
ales noi alchene ciclice simetric substituite (NFMI respectiv NEMI), precum si in vederea
studierii reactiilor de cicloaditie [3+2] dipolare a benzo[f]chinoliniu ilidelor cu aceste alchene,
reactii ce implica aspecte de stereochimie.

Intr-o prima fazi, pentru a studia aspectele de stereochimie mai sus mentionate, am
tratat sarurile cuaternare de benzo[f]chinoliniu de tip (4a-d si 5a-i) cu N-etilmaleinimida
(NEMI) (10) respectiv N-fenilmaleinimida (NFMI) (11) in 1,2-butilenoxid (12). In mod
surprinzdtor, indiferent de conditiile utilizate, incercarile noastre nu au fost Incununate de
succes decat 1n cazul reactiei sarii (5f), in rest au condus la produsi de degradare, neizolabili.
Pana in prezent nu avem o explicatie coerenta in acest sens, dar strddaniile noastre vor continua
atat pentru a realiza aceste reactii cit si pentru a gasi explicatii pertinente acolo unde reactiile
nu se desfasoara.

Astfel prin tratarea sarii cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu rest p-nitro (5f) cu N-
etilmaleinimida (NEMI) (10) respectiv N-fenilmaleinimidda (NFMI) (11) in 1,2-butilenoxid
(12), folosit atat ca solvent cat si ca acceptor, s-au obtinut cicloaductii cu structura tetrahidro-

pirolobenzolf]chinolinica (13a-b) (figura 11.20).
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®N R —
T

(4a-d) +
O (10) Z= -C,H;
1 = _
~ (11) Z= -C¢H5 //
O = R'
@
©
Br
(5a-e, g-i)

(13a) Z= -C,H;
~Z (13b) Z= -C4Hy

s o
Br + 2
(10) Z= -C,H,

(11) Z=-C4H;

Figura 11.20. Sinteza cicloaductilor cu structura tetrahidro-pirolo benzo[f]chinolinica (13a-b).
Pe baza literaturii de specialitate®” mecanismul reactiilor de cicloaditie presupune, intr-
0 prima etapa, atacul anionul halogenura din sarea cuaternara de amoniu (5f) asupra unui atom
de carbon din ciclul tensionat al 1,2-butilenoxidului (12), avand loc deschiderea ciclului si
formarea unui intermediar alcoxid (14). Acesta, preia protonul din guparea metilenica a sarii
cuaternare de benzo[f]chinoliniu (5f), generand astfel ilida, dipol-1,2 (A), si 2-bromobutan-1-
ol (15). Ilida astfel generata, sub forma de dipol-1,3 (B), reactioneaza, printr-un mecanism
concertat, cu dipolarofilul (NEMI (10) sau NFMI (11)), formand cicloaductii cu structura
tetrahidro-pirolo-benzo[f]chinolinica (13a-b) (figura 11.21).

P C 9
@N/ NO, \/% O AN O X
NO NO
QQ/T\ NG 20 SN 2
(5 r : r e:
a4 a as)
~ dipol 1,2 (A) H

(13a) Z=-C,H;
(13b) Z=-CgHs | O,N

Figura 11.21. Mecanismul propus pentru sinteza cicloaductilor cu structura tetrahidro-pirolo

benzo[f]chinolinica (13a-b).

dipol 1,3 (B)
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Din seria de doi noi cicloaducti cu structura tetrahidropirolo-benzo[f]chinolinici(13a-b)
a fost ales ca reprezentant compusul (13b).

In tabelul 11.3 sunt redate principalele benzi de vibratie si de deformare caracteristice
cicloaductului cu schelet benzo[f]chinolinic ales reprezentativ (13b). Astfel benzile de absorbtie
cele mai importante sunt furnizate de vibratia legaturilor carbonil din restul acetofenonic,
respectiv din restul pirolidinonic ce apar la numerele de unda 1701 cm™ (Vc=oacetofen) respectiv
1597 cm (ve=opirolidinons). Gruparea nitro este evidentiata prin doud benzi caracteristice ce apar
la numerele de unda 1525 cm™ (corespunzitoare vibratiei de valentd asimetrice a legaturii N-O

(VN-0asim)) respectiv 1342 cm1 (VN-Osim)-

Tabelul 11.3 Principalele benzi de vibratie (v) si de deformare (8) ale cicloaductului 13b.

Numair de unda (v) (cm?) Tipul legaturii/vibratiei

3105 VC-Haromatic
2930 VC-Halifatic
1701 VC=0acetofen
1597 VC=Opirolidinona
1525 VN-Oasim
1342 VN-Osim

1183-997 OCsp2-Haromatic

845, 743, 697 dc-H

11.2.2 Reactii de cicloaditie [3+2] dipolare ale benzo[f]chinoliniu ilidelor la alchine

activate simetric/nesimetric substituite

Conform datelor din literatura, o clasd de dipolarofili des folosita in reactiile de
cicloaditie [3+2] dipolare o reprezinta alchinele, datorita faptul ca, alchinele Z-substituite, sunt

dipolarofili cu reactivitate maritd, mai ales cAnd sunt conjugate>63.61.66.67,

11.2.2.1 Reactii de cicloaditie [3+2] dipolare ale benzo[f]chinoliniu ilidelor cu
acetilendicarboxilatul de metil (DMAD)

Conform datelor de literaturd prezentate anterior (capitolul 1.7 din referatul de
literaturd), reactiile de cicloaditie [3+2] dipolare ale benzo[f]chinoliniu ilidelor cu alchine

activate simetric substituite constituie o metoda excelenta de obtinere a unor heterocicluri
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condensate cu structura de tip pirolo-benzo[f]chinolinica. Potrivit datelor din literatura folosind
ca alchina activata simetric substituiti DMAD-ul (acetilendicarboxilatul de metil) prin
reactiilor cu benzo[f]chinoliniu ilidele se obtin cicloaducti aromatizati mai stabili, de tip pirolo-
benzo[f]chinolinici®%636667,

Astfel, prin reactia sarurilor cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-d) cu
acetilendicarboxilatul de metil (DMAD) (16), in 1,2-butilenoxid (12), folosit atat ca solvent cat
si ca acceptor a HBr, s-au obtinut cicloaductii cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica

corespunzatori (17a-d), cu randamente satisfacatoare (45%-70%) (figura 11.25).

DN 0

@N/ + H;COOC———COO0OCH; 12)
(16) a H—-CH
(4a-d) @)(KY ret-él‘x 3 (17a-d)

“CH;

(4a,17a) X=1, Y=-CONH, (4¢,17¢) X= Br, Y=-CO,C,H;
(4b,17b) X= Br, Y=-CO,CHj; (4d,17d) X= Br, Y= -C=CH

Figura 11.25. Sinteza cicloaductilor cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (17a-d)

Studiind literatura de specialitate®” mecanismul reactiilor de cicloaditie [3+2] dipolare
cu DMAD presupune:

e atacul anionul halogenura ale sarurile cuaternare de amoniu (4a-d) asupra unui
atom de carbon din ciclul tensionat al 1,2-butilenoxidului (12), avand loc
deschiderea ciclului si formarea unui intermediar alcoxid (14°);

e intermediarul (14) preia protonul din guparea metilenica a sarurilor cuaternare
de benzo[f]chinoliniu (4a-d), generand astfel ilidele, dipol-1,2 (A’), si 2-
bromobutan-1-ol (15) sau 2-iodobutan-1-ol (15°);

o ilidele generate in situ, sub forma de dipol-1,3 (B’), reactioneaza, printr-un
mecanism concertat, cu dipolarofilul DMAD (16), formand cicloaductii cu
structura dihidro-pirolo-benzol[f]chinolinica (C), instabili, care printr-un proces
de dehidrogenare oxidativa vor trece in compusii total aromatizati (17a-d)

(figura 11.26).
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*@ (12)
% Hoﬂx/\ N

(14 ) (15) X=Br
as") X=1

dehidrogenare

oxidativa

_H2

Figura 11.26. Mecanismul propus pentru sinteza cicloaductilor cu structura pirolo-

benzo[f]chinolinica (17a-d).

Din noua serie de patru cicloaducti cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (17a-d) a fost
ales ca reprezentant compusul cu restul Y carboetoxi (17c).

In spectrul IR al derivatului cu structurd pirolo-benzo[f]chinolinica (17¢) benzile de
absorbtie cele mai importante sunt furnizate de vibratia celor trei grupari carbonil esterice ce
apar la numere de unda caracteristice 1736 cm™, 1716 cm, respectiv 1693 cm™ (vc=oester)
(figura 11.30). In domeniul 1543-1361 cm™ apar benzi de absorbtie caracteristice vibratiei de
valenta a legaturii C-C aromatice suprapuse cu vibratiile de valenta a legaturilor C-N din
nucleele piridinic/pirolic (vc-carom, Ve-N piridinicipirolic). La numerele de undd 1217 ¢cm? respectiv
1174 cm* apar benzi de absorbtie ce sunt atribuite vibratiilor de valentd asimetrica respectiv
simetrica specifice gruparilor esterice C-O-C.

La numere de unda mari apar benzi de absorbtie de intensitate medie caracteristice

legaturilor C-H aromatice, respectiv C-H alifatice (3001 cm, 2921 cm-t, 2847 cm'Y).

0,45 -
0.4
035 vC-O-Cester
0.3 VO =Oester
0.25 i I | wC-Carom,
= WC-IN piridinic  irolic
o MAR

e L -~

[TTAN) . MM

"

650 1150 1650 v{(cm™ 2150 2650 3150

Figura 11.30. Spectrul IR al 3—¢til 1,2-dimetil benzo[f]pirolo[1,2—-a] chinolin-1,2,3—
tricarboxilat (17c).
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11.2.2.2 Reactii de cicloaditie [3+2] dipolare ale benzo[f]chinoliniu ilidelor cu

propiolatul de etil. Aspecte de regiochimie

In cadrul cercetirilor prezentate in aceasti tezi s-au realizat reactiile de cicloaditie [3+2]
dipolare ale sarurilor cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-c) cu propiolatul de
etil (18) (alchina activata nesimetric substituita), in 1,2-butilenoxid (12), folosit atat ca solvent
cét si ca acceptor de HBr, cand s-au obtinut cicloaductii cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica
corespunzatori (19a-c), cu randamente in produsul dorit satisfacatoare (50%-68%) (figura
11.33)%. Din punct de vedere al regiochimiei sensul reactiilor de cicloaditie prezentate este
dictat de factorii electronici (calea ) obtinandu-se un singur regioizomer de tip A’, intermediar
generandu-se un compus dihidro (C’), instabil, care prin dehidrogenere oxidativa conduce la

compusii stabili total aromatizati (19a-c) (figura 11.33).

O S \/& O N :

(13/ 12) O —

* kY THOTYT g:NiY @-ky
% :

(15) X=Br L dipol-1,2 (A")  dipol-1,3 (B")
a5y X=1 a

lécoocsz
\_/ (18)

dehidrogenare

oxidativa

H, 0—C,Hs (19a-c)

— ~ |(4a,19a) X=1, Y=-CONH,

(4b,19b) X=Br, Y:-C02CH3 (4C,19C) X=Br, Y:-C02C2H5

Figura 11.33. Sinteza cicloaductilor cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (19a-c).

Cicloaductii cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (19 b, ¢) au fost raportati anterior in
literaturd in anul 1977, cand au fost caracterizati doar prin spectroscopie de infrarosu®?, de
asemnea compusul 19a a fost raportat anterior in literatura®®. In cadrul cercetirilor actuale
reusindu-se imbundtétirea conditiilor de lucru, ce a constat in folosirea 1,2-butilenoxidului atat
ca solvent cat si ca agent de preluare a HBr, anterior reactiile au avut loc in cloroform folosindu-

se ca baza trietilamina, reducandu-se timpul de lucru, realizandu-se de asemnea si o crestere a
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randamentul in compusul dorit. Drept reprezentat al seriei de trei cicloaducti cu structura pirolo-

benzo[f]chinolinica (19a-c) a fost ales compusul cu rest Y carbometoxi (19b).

11.3. Proprietdtile biologice ale derivatilor cu schelet benzo[f][chinolinic

I1.3.1. Proprietatile antimicrobiene ale sarurilor cuaternare de benzo[f]chinoliniu

si a unor cicloaducti cu stuctura pirolo-benzo[f]chinolinica

S-au realizat testdrile antimicrobiene ale unor derivati cu schelet benzo[f]chinolinic®e.
Astfel, sensibilitatea microorganismelor la substantele investigate, sarurile cuaternare de
benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-c) respectiv aromatic (5a-i), precum si a unor cicloaducti
cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-f), a fost evaluata pe baza diametrului zonei de
inhibare, folosind metoda de difuziune a discului agar Kirby-Bauer, adoptata de Institutul de
standardizare Clinicd & Laborator (CLSI M07-A11, 2018)%874 (figura 11.38).

X O SN
—

O _ R= -C.H e. R=-CcH4(CN)p;
= = : a. ®=-Cells; f. R=-C4H,(NO,)p;
o® a. X= -1, R= -NH,; @ _ 0 S 6H4(NO2)p;
X R |b. X= -Br, R= -OMe¢; S R [P 11:7 -56}1-114(8213{)19, 8. R=-CgHy(Br)p;
¢. X= -Br, R= -OEt Br z' Re H4(C o 3)1’;h. R= -C4H,(Cl)p;
(4a-c) O - R=-C¢Hy(CeHs)p; i. R= -C4H,(F)p
(5a-i)

a. R=-NH,

b. R=-OMe

c. R=-OEt

d. R=-C¢H4Ph(p)
e. R=-CqH4Cl(p)
f. R=-CcH,4F(p)

(7a-f)

Figura 11.38. Structura sarurilor cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-c)
respectiv aromatic (5a-i) si a unor cicloaducti cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica(7a-f)
supuse testarilor antimicrobiene.

Activitatea antibacteriana in vitro a fost evaluatd impotriva bacteriei Gram-pozitive
Staphylococcus aureus ATCC 25923 si bacteriei Gram-negativa Escherichia coli ATCC
25922. Activitatea antifungica in vitro a fost evaluata in raport cu ciuperca Candida albicans
ATCC 10231. Penicilina (10 UI), carbenicilind (100 pg/mL) si nistatina (500.000 UI) au fost
utilizate ca martor pozitiv (C+) pentru Stafilococ aureus, Escherichia coli si, respectiv Candida
albicans. Cu cat este mai mare diametrul zonele de inhibitie, cu atdt compusii sunt mai activi
ca antimicrobieni si antifungici.

O parte din rezultatele testarilor antimicrobiene sunt evidentiate in figurile 11.39

(testarile impotriva Staphylococcus aureus ATCC 25923), figura 11.40 (testarile impotriva
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Escherichia coli ATCC 25922), respectiv figura 11.41. (testarile impotriva Candida albicans
ATCC 10231).

Figura 11.39. Testarea activitatii antibacteriene a sarurilor cuaternare 5d si 5f (figura a), 5e,
5h (figura b), 5b, 5c¢ (figura c), 4a (figura d) si a cicloaductilor 7f (figura b), 7b, 7c (figura
c), 7a, 7d, 7e (figura d) fata de Staphylococcus aureus (C+: control pozitiv, C-: control

negativ).
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Figura 11.40. Testarea activitatii antibacteriene a sarurilor cuaternare 5d si 5f (figura a), 5e,
5h (figura b), 5b, 5c¢ (figura c), 4a (figura d) si a cicloaductilor 7f (figura b),7b, 7c (figura
c), 7a, 7d, 7e (figura d) fata de Escherichia coli (C+: control pozitiv, C-: control negativ).
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Figura 11.41. Testarea activitatii antifungice a sarurilor cuaternare 5d si 5f (figura a), 5e, 5h
(figura b), 5b, 5c¢ (figura c), 4a (figura d) si a cicloaductilor 7f (figura b), 7b, 7c (figura c),
7a, 7d, 7e (figura d) fata de Candida albicans (C+: control pozitiv, C-: control negativ).

Rezultatele tuturor compusilor cu schelet benzo[f]chinolinic supusi testarilor
antimicrobiene, exprimate ca diametre ale zonelor de inhibare (mm) sunt redate in tabelul I1.5.
Tabelul 11.5 Activitatea antibacteriana si antifungica pentru sarurile cuaternare
benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-c) respectiv aromatic (5a-i), si a unor cicloaducti cu

structura pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-f) supuse testarilor antimicrobiene.

Compus / R= “Diametrul zonei de inhibitie (mm)
S. aureus ATCC E. coli ATCC C. albicans ATCC

25923 25922 10231
4a/-NH: 0 0 10.5+0.5
4b / -OMe 19515 17£1.73 20+1.5
4c | -OFt 20+1 18.51.5 22+1.25
5a/-CeHs 18+1.5 13£1.5 20+1.8
5b / -CeHa(CHs3)p 20.5+1.5 17+£2 21.5+1.8
5¢ / -CoHa(OCH3)p 21.5:1.73 18+1.73 2241
5d / -CsHa(CeHs)p 1515 13+1.73 17+1
5e / -CoHa(CN)p 1542.5 12.5+1.25 15£1.73
5f / -CsHa(NO2), 1542 1422.6 17+1
59/ -CoHa(Br), 16£1.5 12%1.5 19:1.5
5h / -CsHa(Cl)p 21+1.5 18+1.32 22.5+1
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5i / -CoHa(F)p 14215 10.551.5 14205
7a/-NH; 0 0 0
7b / -OMe 0 0 0
7c [ -OEt 0 0 0
7d 7 -CoHa(CsHs)p 0 0 0
7e [ -CsHa(Cl)p 0 0 0
7f 1 -CeHa(F)p 0 0 0
C+ 44+1] 46+1.33 21+1

Toate valorile reprezentate in tabel reprezintd media rezultatelor a cinci experimente efectuate separat. Bold si
subliniat inseamna foarte activ, in timp ce subliniat inseamna activ.

*Diametrul zonei de inhibare (mm); X + - SD, media a cinci masuratori + - deviatie standard. C +: Penicilina 10
Ul pentru Staphylococcus aureus, carbenicilind 100 pg/mL pentru Escherichia coli si nistatind 500.000 UI pentru
Candida albicans.

Activitatea antibacteriana cea mai bund impotriva bacteriei Gram-pozitive
Staphylococcus aureus ATCC 25923 o prezinta sarurile cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu
rest alifatic (4c), respectiv aromatic substituiti cu p-metil (5b), p-metoxi (5c) respectiv p-cloro
(5h), diametrul zonei de inhibitie fiind in jur de 21 mm. Aceleasi saruri manifestand o activitate
buna impotriva bacteriei Gram-negative Escherichia coli ATCC 25922, diametrul zonei de
inhibitie fiind in jur de 17 mm. Sarurile cuaternare cu rest alifatic (4b,c), respectiv cu rest
aromatic (5a,b,c,h) prezinta o activitate antifungica foarte buna impotriva ciupercii Candida
albicans ATCC 10231, diametrul zonei de inhibitie fiind in jur de 22 mm.

In etapa urmitoare a testelor antimicrobiene a fost determinata concentratia minima
inhibitorie (MIC-minimum inhibitory concentration) pentru cele mai active saruri cuaternare
de benzo[f]chinoliniu atat cu rest alifatic cat si cu rest aromatic si anume 4b,c respectiv
5a,b,c,d,e,h folosind procedura standardizatid de testare a microdilutiei’> '8 VValoarea MIC
rezultata este definitd ca fiind cea mai mica concentratie de saruri antimicrobiene in curs de
investigare, care previne cresterea vizibila a microorganismului testat. Rezultatele obtinute sunt
enumerate in tabelul 11.6.

Tabelul 11.6 Concentratia minima inhibitoare (MIC) pentru sarurile cuaternare de

benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4 b,c) respectiv aromatic (5a,b,c,d,e,h) (ug/mL).
Tulpina MIC (ug/mL)

C+ 4b | 4c 5a 5b 5c 5d | 5e 5h

S. aureus ATCC |05 |1560.39|0.195 |0.195|0.00304 | 0.39 | 1.19 | 0.0975

25923

E. coli ATCC 25922 | 0.25 | 1.56 | 0.78 | 0.195 | 0.195 | 0.00152 | 0.78 | 1.39 | 0.195
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C. albicans ATCC | 156 |3.12|0.78 | 0.139 | 0.195 | 0.0575 | 0.78 | 0.81 | 0.195
10231

C +: Penicilind pentru Staphylococcus aureus, Carbenicilind pentru Escherichia coli si Nistatina pentru Candida
albicans. Bold si subliniat inseamna foarte activ, in timp ce subliniat inseamna activa.

Diametrul zonei de inhibare prezentate in Tabelul 11.5, datele MIC din Tabelul 11.6 si
Figurile 11.39, 11.40, 11.41 dezvaluie unele observatii interesante si corelatii intre structurile
compusilor testati si activitatea lor antimicrobiana. Sarurile cuaternare testate (4a-c) respectiv
(5a-1) au o excelenta activitate antifungica cvasi-neselectiva impotriva ciupercii C. albicans, o
activitate antibacteriand foarte buna impotriva bacteriei Gram-pozitive S. aureus si sunt mai
putin activi impotriva bacteriei Gram-negative E. coli. Activitatea antifungica este semnificativ
mai pronuntatd in seria alifatica (4a-C) comparativ cu cea aromatica a compusilor (5a-i), ceea
ce demonstreazd o anumitd influentd asupra activitatii substituentului alifatic al gruparii
carbonil. In seria aromatica (5a-i), compusii 5h [R = -CeHa(Cl)p] si 5¢ [R = -CsHa (OCH3)p] au
cea mai mare activitate antifungica, ceea ce indica si o influenta a substituentului (cloro sau
metoxi) asupra pozitiei para a inelului fenilic.

Aceleasi consideratii SAR (relatii structurd activitate) sunt evidentiate de rezultatele
obtinute la testarea antibacteriand impotriva bacteriilor S. aureus si E. coli. In cele din urma,
daca se compara cele doua serii de compusi testati, sarurile cuaternare de benzo[f]chinoliniu
(4a-c) respectiv (5a-i) si cicloaductii cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-f), se poate
observa cd numai sarurile cuaternare au activitate antimicrobiana in timp ce cicloaductii testati
sunt inactivi, ceea ce inseamna ca pentru a avea activitate antimicrobiana este mai bine existenta
unui substituent mobil legat de atomul de azot (cazul sarurilor cuatenare) in loc de un ciclu nou

condensat (cazul cicloaductilor).

I1.3.2. Proprietitile anticanceroase ale sarurilor cuaternare de benzo[f]chinoliniu

si a unor cicloaducti cu stuctura pirolo-benzo[f]chinolinica

Unii compusi cu schelet benzo[f]chinolinic au fost testati pentru proprietatile lor
anticanceroase. Astfel, activitatea anticanceroasa ale sarurile cuaternare de benzo[f]chinoliniu
cu rest alifatic (4a-c) respectiv aromatic (5 b,c,d,h), precum si a unor cicloaducti cu structurad
pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-e), (17a-c), (19a-c) a fost evaluatd de Institutul National al
Cancerului (NCI), SUA, prin programul lor de screening pentru agentii anticancer (figura
11.42)%, Testarea anticanceroasa in vitro, folosind screening-ul liniilor celulare NCI 60, include
60 de linii celulare tumorale umane diferite reprezentand diferite tipuri de cancer, cum ar fi

leucemia, melanomul si cancerele de plaman, colon, creier, ovar, san, prostata si rinichi®?.
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O @ O @ b. R= -C¢H,(CH;)p;
N

¢. R=-C4Hy(OCH;)p;
_X= I R= NIL, 6 3
© R % v NH; © R | d. R=-CgHy(C4Hs)p;
h. R=-CH,(Clp

b. X= -Br, R=-OMe; Br
c. X=-Br, R=-0OEt

(5b,c,d,h)

Figura 11.42. Structura sarurilor cuaternare de benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-c)
respectiv aromatic (5 b,c,d,h) si a unor cicloaducti cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica

(7a-e), (17a-c), (19a-c) supuse testarilor anticanceroase.

Rezultatele neprelucrate pentru compusii 5d (sarea de benzo[f]chinoliniu cu rest
aromatic p-fenil substituitd) precum si cicloaductul cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica 17a
sunt evidentiate in anexe: Anexa 4 respectiv Anexa 5.

Rezultatele testarilor anticanceroase la o singura concentratie a sarurile cuaternare de
benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-c) respectiv aromatic (5b,c,d,h) sunt prezentate in tabelul
1.7.

Tabelul 11.7 Procentul de inhibare a cresterii (PGI %, uM)? a sarurilor cuaternare de
benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-c) respectiv aromatic (5b,c,d,h) la testarea
anticanceroasa la o concentratie unicd, fata de 60 liniile de celule canceroase umane NCI.

Sectiunea A

Saruri cuaternare / Procent de inhibare a cresterii
Tipul de celula (PG1%)?2
4a | 4b | 4c | 50 | 5 | 5d |5h
Leucemie
CCRF-CEM 0 3 4 72 48 68 41
HL-60 (TB) 0 20 0 99 78 100(62)° | 70
K-562 0 34 5 92 84 100(26)" | 83
MOLT-4 0 33 0 86 68 100(3)" | 67
RPMI-8226 0 40 9 95 75 93 67
SR 4 40 | 15 98 66 100(28)" | 88
Cancer pulmonar fara
celule mici
A549/ATCC 0 9 3 76 62 59 43
EKVX 11 | 10 | 12 71 57 59 43
HOP-62 0 0 4 64 56 56 28
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HOP-92 0 15 0 100(8)°® 88 93 87
NCI-H226 9 22 19 64 41 - 32
NCI-H23 2 29 3 73 72 56 41
NCI-H322M 0 5 0 57 31 36 37
NCI1-460 0 0 0 96 81 73 46
NCI-H522 0 11 4 78 71 64 25
Cancer de colon
COLO 205 0 7 0 94 74 75 53
HCC-2998 1 0 0 83 52 88 54
HCT-116 0 48 1 88 70 85 81
HCT-15 0 0 0 43 13 47 23
HT29 0 0 0 88 80 87 79
KM12 0 15 5 74 65 72 23
SW-620 0 3 0 81 64 72 51
Cancer Sistem nervos
Central
SF-268 0 26 18 57 62 52 16
SF-295 0 5 0 77 70 66 53
SF-539 1 23 9 75 47 39 65
SNB-19 0 32 24 74 68 74 44
SNB-75 3 13 2 57 18 29 2
U251 3 40 28 82 72 70 46

Sectiunea B

Saruri cuaternare / Procent de inhibare a cresterii

Tipul de celula (PG1%)?
4a | 4b | 4c | 50 | 5 | 5d |5h
Melanoma
LOX IMVI 5 9 4 | 100(24)° 54 89 82
MALME-3M 6 32 4 87 66 57 35
M14 0 21 1 83 62 76 39
MDA-MB-435 0 33 0 87 63 61 38
SK-MEL-2 0 0 0 64 44 37 13
SK-MEL-28 0 6 0 56 33 26 21
SK-MEL-5 0 63 | 21 | 100(89)" | 100(32)" | 100(35)" | 62
UACC-257 0 8 0 95 85 47 48
UACC-62 1 43 8 68 44 34 36
Cancer ovarian
IGROV1 0 14 0 69 33 52 51
OVCAR-3 0 36 0 70 48 69 37
OVCAR-4 0 39 4 80 67 91 37
OVCAR-5 0 0 3 69 42 42 47
OVCAR-8 0 1 0 78 74 74 49
NCI/ADR-RES 0 0 0 19 2 14 13
SK-OV-3 0 12 2 66 50 47 27
Cancer renal

786-0 0 13 2 66 33 46 48
A498 0 0 0 25 0 0 0
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ACHN 0 0 0 50 21 44 33
CAKI-1 10 | 12 4 47 21 67 27
RXF 393 1 0 0 94 44 68 46
SN12C 0 15 6 85 83 74 46
TK-10 0 0 0 59 27 31 35
UO-31 21 | 16 | 16 70 44 71 68
Cancer de prostatd
PC-3 9 29 2 81 73 86 64
DU-145 0 0 0 64 44 58 32
Cancer de san
MCF7 4 39 | 13 88 82 90 61
MDA-MB-231/ATCC 0 21 0 76 60 58 48
HS 578T 0 12 1 73 41 56 32
BT-549 0 0 0 79 67 44 32
T-47D 0 10 3 56 62 64 35
MDA-MB-468 17 | 85 | 76 | 100(10)° 97 100(10)° | 69

aprocent de inhibare a cresterii (PGI) la o singurd doza de 10 uM impotriva a 60 de linii celulare; ® Efectul citotoxic;

procentul de letalitate este reprezentat intre paranteze; cei mai activi compusi sunt evidentiati cu bold si rosu
Rezultatele testdrilor anticanceroase la o singurd concentratie a cicloaductilor cu

structura pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-e), (17a-c), (19a-c) sunt prezentate in tabelul 11.8.

Tabelul 11.8 Procentul de inhibare a cresterii (PGI %, uM)? a cicloaductilor cu structura
pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-e), (17a-c), (19a-c) la testarea anticanceroasa, la o
concentratie unica, fatd de 60 liniile de celule canceroase umane NCI.

Sectiunea A

Tipul de celuli Cicloaducti / Procent de inhibare a cresterii (PG1%0)?
17a | 19a | 17b | 19b [17c | 19c | 7a | 7b | 7c | 7d |7e
Leucemie
CCRF-CEM 26 0 0 0 O] 0| O 2 0 0 0
HL-60 (TB) 0 0 0 0 3]0 0 1 0 0 0
K-562 17 0 0 0 0] 0O 0 0 0 0
MOLT-4 10 0 0 3 0] 0O 0 0 0 0
RPMI-8226 33 0 0 3] 0] 21]0 0 0 0 0
SR 28 | 24 5 201 20| 5 | 4 9 6 0 0
Cancer
pulmonar fara
celule mici
A549/ATCC 0 0 3 0 0] 0O 0 0 7 0
EKVX 8 0 3 200 0 | 0 | 3 3 0 0 3
HOP-62 0 0 0 200 0| 7 |0 8 0 1 8
HOP-92 25 0 3 171 0 ] 0[O 0 0 0 1
NCI-H226 32 0 0 22 11320 | 0 8 0 - 0
NCI-H23 26 0 0 171 0 | 0 5 7 3 2 4
NCI-H322M 25 0 0 0 O] 0O 1 2 0 0
NCI-460 43 0 0 0 0] 0| O 0 0 0 0
NCI-H522 6 0 0 1 11010 4 0 0 7
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Cancer de
colon

COLO 205 19 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
HCC-2998 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0
HCT-116 19 0 2 11 | 0 8 0 0 0 0 0
HCT-15 23 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
HT29 5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
KM12 8 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
SW-620 11 0 0 8 0 0 0 1 0 0 0
Cancer Sistem

nervos Central

SF-268 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SF-295 15 0 7 16 | 1 8 0 3 0 0 1
SF-539 30 0 1 3 0 8 2 9 0 0 12
SNB-19 17 0 19 11 0 5 1 10 0 0 4
SNB-75 29 0 4 20 | O 3 0 4 0 0 13
U251 2 0 3 8 1 0 1 0 0 1 0

Sectiunea B

Cicloaducti / Procent de inhibare a cresterii (PG1%0)?

Tipul de celuld =716, T 17p | 19b | 17c [ 19| 7a | 7b | 7c | 7d [7e
Melanoma
LOX IMVI 25 0 0 9 0 6 5 5 2 0 10
MALME-3M 26 0 4 5 6 0 3 12 0 0 0
M14 12 0 0 0 0 0 0 6 0 4 0
MDA-MB- 7 0
435 0 1 1 0 0 0 0 0 0
SK-MEL-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SK-MEL-28 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SK-MEL-5 29 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
UACC-257 0 0 0 0 0 0 0 1 0 10 0
UACC-62 7 0 6 20 | 17 |10 | O 8 0 2 3
Cancer
ovarian
IGROV1 24 0 0 19 | O 1 0 0 14 0 0
OVCAR-3 5 0 24 0 0 9 0 0 0 0 0
OVCAR-4 36 0 0 34| 2 |20] O 0 0 0 0
OVCAR-5 5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
OVCAR-8 26 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0
NCI/ADR- 21 4
RES 1 0 8 0 1 2 0 0 0
SK-0OV-3 0 0 0 10 | 0 |12 | O 7 0 0 5
Cancer renal
7860 11 0 0 4 4 8 0 0 0 0 0
A498 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ACHN 28 0 0 41 | 0 [ 17| O 0 8 0 18
CAKI-1 9 0 0 38| 0 | 15| 5 9 11 4 8
RXF 393 22 5 25 0 0 1 0 8 0 1 -
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SN12C 17 0 4 22 0 0 1 0 0 4 0
TK-10 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
UO-31 37 8 12 | 45 | 21 | 33 | 18 26 26 10 30
Cancer de
prostata
PC-3 23 0 1 19 5 3 9 0 11 0 5
DU-145 26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cancer de san
MCF7 36 7 15 10 8 | 10 | 23 14 10 0 7
MDA-MB- 42 1
231/ATCC 0 0 11 0 6 4 5 0 10
HS 578T 9 0 7 19 0 6 0 2 0 1 7
BT-549 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T-47D 21 0 6 3 19 1 0 10 0 7 0
MDA-MB-468 | 29 0 10 0 7 0 2 2 0 5 0

aprocent de inhibare a cresterii (PGI) la o singurad doza de 10 uM impotriva a 60 de linii celulare.

Pe baza rezultatelor prezentate in Tabelele 11.7 si 11.8, se observa ca cei mai activi
compusi sunt sarurile de benzo[f]chinoliniu 5b respectiv 5d, ce sunt saruri cuaternare care
contin un lant aromatic. Compusul 5b (p-CHs substituit) prezintd o activitate aproape
neselectiva Tmpotriva tuturor tipurilor de celule canceroase (cu exceptia unui tip de celule
canceroase ovariane si a unui tip de celule canceroase renale), prezentand o inhibare excelenta
a cresterii de 50-100% si o letalitate semnificativd Tmpotriva a patru tipuri diferite de celule
canceroase (cancer pulmonar fard celule mici HOP-92, (8%), melanom LOX IMV1 (24%), SK-
MEL-5 (89%) si cancer mamar MDA-MB-468 (10%)).

Sarea cuaternara 5d (p-CesHs substituitd) demonstreaza activitate foarte selectiva
impotriva leucemiei, prezentand o inhibare a cresterii de 100% si citotoxicitate impotriva a patru
tipuri diferite de celule: HL-60 (TB) (letalitate 62%); K-562 (letalitate 26%); MOLT-4
(letalitate 3%); SR (28% letalitate). O alta activitate demna de remarcat este a sarii cuaternare
5¢ (p-OCHg substituita), care prezinta o inhibare procentuala a cresterii de 80-100% impotriva
a noua tipuri de celule diferite inclusiv leucemia K-562 (PGl = 84%), cancer pulmonar fara
celule mici HOP-92 (PGI = 88 %), cancer pulmonar fara celule mici NCI-460 (PGl = 81%),
cancer de colon HT29 (PGI = 80%), melanom SK-MEL-5 (PGI = 100%, L = 32%), melanom
UACC- 257 (PGI = 85%), cancer renal SN12C (PGI = 83%), cancer de san MCF7 (PGI =
82%) si cancer de san MDA-MB-468 (PGl = 97%).

Sarea cuaternara 4b (cu rest metil esteric) este cu cea mai activa din seria alifatica,
prezentdnd o buna activitate anticanceroasa impotriva tipului de celula MDA-MB-468 a

cancerului de san (PGI = 85%). Dintre cicloaductii cu structura pirolo-benzo[f]chinolina testati,
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cele mai promitatoare rezultate sunt obtinute de cicloaductul 17a (cu rest amido), prezentand
un PGI de aproximativ 10-40% impotriva tuturor celulelor canceroase.

Rezultatele din Tabelele 11.7 si 11.8 evidentiaza faptul ca sarurile cuaternare prezinta o
activitate anticanceroasa mai bund comparativ cu cicloaductii testati. Avand in vedere relatia
structura-activitate (SAR), se pot face anumite observatii cu privire la compusii testati:

v' unii compusi prezinta activitate ridicata impotriva mai multor linii celulare
canceroase, in timp ce altii au un efect mai selectiv;

v" sarurile cuaternare cu rest aromatic 5b, ¢, d, h au activitate mai buna comparative
cu sarurile cu rest alifatic 4a-c;

v' factorul major care influenteaza activitatea anticanceroasa este existenta
substituentului din pozitia para a fragmentului benzoil. Astfel, compusii care contin o grupare
metil sau fenil prezinta cea mai mare activitate. Mai mult, prezenta unui fragment metoxi sau
clor pare sa aiba un efect favorabil asupra activitatii;

v' activitatea sarurilor cuaternare este superioara celei a cicloaductilor testati,
aspect care ar putea fi atribuitd prezentei unui atom de azot incarcat pozitiv in molecul;

v' cicloductii cu o structura de pirolo-benzo[f]chinolina (17a-c, 19a-C) prezint o
activitate mai buna comparativ cu derivatii cu structura izoindolo-benzo[f]chinolina (7a-e).
Acest aspect sugereaza faptul cd un singur ciclu fuzionat este de preferat in locul a doi, pentru
0 activitate anticancer superiora.

Sarea de benzo[f]chinoliniu din seria aromatica cu rest p-fenil 5d a fost selectata pentru
screening-ul NCI cu 5 doze (etapa a doua), ceea ce poate oferi informatii valoroase asupra
eficacitatii sale potentiale ca agent anticancer®.

Rezultatele obtinute in a doua etapa a testdrilor anticanceroase pentru sarea cuaternara

de benzo[f]chinoliniu 5d sunt redate in tabelul 11.9 precum si in anexa 5.

Tabelul 11.9 Inhibarea cresterii celulare de 50 % (Glso, pM)? a sarii cuaternare 5d la testarea
anticanceroasa, la cinci concentratii diferite (etapa a doua), fatd de 60 liniile de celule

canceroase umane NCI.

Tipul de celula Sare cuaternara/ Tipul de celula Sare cuaternara/
Inhibarea cresterii Inhibarea
celulare de 50 % cresterii celulare
(G|50) de 50 % (Glso)
5d 5d
Leucemie Cancer ovarian
CCRF-CEM 3.28 IGROV1 8.36
HL-60 (TB) 1.72 OVCAR-3 4.85
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K-562 2.25 OVCAR-4 2.99
MOLT-4 3.37 OVCAR-5 8.17
RPMI-8226 2.66 OVCAR-8 4.06
SR 2.73 NCI/ADR-RES 1.66
Cancer pulmonar SK-0V-3 6.32
fara celule mici
AB49/ATCC 4.49 Cancer renal
EKVX 4.68 7860 9.73
HOP-62 4.70 A498 1.47
HOP-92 - ACHN 1.03
NCI-H226 2.43 CAKI-1 3.34
NCI-H23 461 RXF 393 2.72
NCI-H322M 1.22 SN12C 3.13
NCI-460 4,62 TK-10 1.27
NCI-H522 414 UO-31 6.47
Cancer de colon Cancer de prostatd
COLO 205 3.61 PC-3 2.50
HCC-2998 3.28 DU-145 7.23
HCT-116 3.85 Cancer de sdn
HCT-15 4.46 MCF7 2.96
HT?29 3.26 MDA-MB-231/ATCC 4.55
KM12 4.15 HS 578T 1.06
SW-620 4.42 BT-549 5.03
Cancer Sistem T-47D 3.56
nervos Central
SF-268 9.97 MDA-MB-468 2.04
SF-295 3.58
SF-539 9.56
SNB-19 4.03
SNB-75 8.43
U251 3.86
Melanoma
LOX IMVI 3.63
MALME-3M 9.11
M14 4.32
MDA-MB-435 4.87 (5d)
SK-MEL-2 1.02 - .. n
SK_MEL-_28 715 Structura sarii cuaternare testate in etapa a
SK-MEL-5 1.80 doua
UACC-257 3.85
UACC-62 7.20

concentratia molard a compusului testat care inhibda 50% din cresterea celulelor tumorale (Glsg) la cinci doze
diferite 100, 10, 1.0, 0.1 respectiv 0.01 uM, impotriva a 60 de linii celulare.

Din rezultatele prezentate in tabelul anterior se evidentiaza faptul ca sarea cuaternara
din seria aromatica testatda 5d (p-CsHs substituita), prezinta valori ale Glso cuprinse intre 1.02-

2.99 uM pentru 18 linii celulare diferite. Astfel, activitatea anticanceroasa cea mai bunad de
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inhibare a cresterii celulare cu 50% o prezinta impotriva cancerului renal cu valori ale Glsg
pentru patru linii celulare diferite: A498 de 1.47 uM, ACHN de 1.03 uM, RXF 393 de 2.72 uM
respectiv TK-10 de 1.27 uM. De asemenea aceasta sare cuaternara are o activitate de inhibare
a cresterii celulare cu 50% satisfacatoare impotriva leucemiei pentru patru linii celulare (Glso =
1.72 uM pentru HL-60 (TB), Glsp = 2.25 uM pentru K-562, Glso = 2.66 pM pentru RPMI—
8226 respectiv Glsp = 2.73 uM pentru SR). Activitatea de inhibare cea mai buna o prezinta
impotriva cancerului de piele (melanoma) pentru linia celulara SK-MEL-2 prezentand Glso =
1.02 uM.
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CONCLUZII

Rezultatele  cercetariilor  intreprinse  in  cadrul tezei de  doctorat
”AZAHETEROCICLURI CU NUCLEE CONDENSATE. SINTEZA, STRUCTURA,
PROPRIETATI” pot fi concluzionate astfel:

> Au fost sintetizate 11 saruri cuaternare de benzo[f]chinoliniu, 4 cu rest alifatic (4a-d),
si 9 cu schelet aromatic (5a-i), sarurile cu rest alifatic (4a-c) respectiv sarea cuaternara cu rest
aromatic (5c) au fost raportate anterior in literatura, in cadrul acestei teze reusindu-Se 0
eficientizare a sintezei chimice (cresterea randamentului, micsorarea cantitatii de solvent,
reducerea timpului de lucru).

> Prin reactia sarurilor cuaternare cu rest alifatic (4a-c), respectiv cu rest aromatic (5 d,h,i)
cu un dipolarofil alchena ciclica simetric substituita si anume 1,4-naftochinona, in cloroform
folosind trietilamina ca baza, s-au obtinut 6 cicloaducti cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica
(7a-f), cu randamente in produsul de interes cuprinse intre 42%-62%.

> Tratand sarea cuaternara de benzo[f]chinoliniu cu rest p-nitro (5f) cu NEMI respectiv
NFMI in 1,2-butilenoxid, folosit atat ca solvent cat si ca acceptor a acidului bromhidric, s-au
obtinut 2 cicloaducti cu structura tetrahidropirolo-benzo[f]chinolinica (13a-b).

> Plecand de la sarurile cuaternare de benzo[f]chinoliniu, cu rest alifatic (4a-d), prin
reactii de cicloaditie [3+2] dipolara cu alchine activate simetric substituite (DMAD), s-a obtinut
0 serie de 4 noi cicloaducti cu structurd pirolo-benzo[f]chinolinica (17a-d), folosind 1,2-
butilenoxidul atat ca solvent cat si ca acceptor a HBr. Cicloaductii cu structurd pirolo-
benzo[f]chinolinica (17b,c) au fost raportati anterior in literatura, in cadrul acestei teze
reusindu-se imbunatatirea conditiilor de lucru, folosind 1,2-butilenoxidului atat ca solvent cat
si ca agent de preluare a HBr, anterior reactiile au avut loc in cloroform folosindu-se ca baza
trietilamina, precum si cresterea randamentului in produsul de interes. Anterior cicloaductii
(17Db, c) au fost caracterizati doar prin spectroscopie de infrarosu, in cadrul cercetarilor actuale
caracterizarea spectrala a tuturor cicloaductilor cu structura pirolo-benzo[f]chinolinica (17a-d)
a fost realizata cu ajutorul spectroscopiei de rezonantd magnetica nucleara, spectroscopiei de
infrarosu, spectrometriei de masa de nalta rezolutie, precum si raze-X pe monocristal (pentru
compusul 17b).

> In cadrul cercetirilor s-au realizat, deasemenea, reactii de cicloaditie [3+2] dipolari a
sarurilor de benzo[f]chinoliniu cu rest alifatic (4a-c) cu propiolatul de etil (alchina activata

nesimetric substituitd), in 1,2-butilenoxid obtinandu-se 3 cicloaducti cu structurd pirolo-
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benzo[f]chinolinica (19a-c) cu randamente in produsul de interes (50%-68%). Cicloaductii cu
structura pirolo-benzo[f]chinolinica (19a-c) au fost raportati anterior in literaturd, in cadrul
acestei teze reusindu-se Tmbunatatirea conditilor de lucru, folosind 1,2-butilenoxidul atat ca
solvent cat si ca agent de preluare a HBr, anterior reactiile au avut loc in cloroform folosindu-
se ca baza trietilamina, in acest mod reducandu-se timpul de lucru si realizandu-se o crestere a
randamentului in compusul dorit. De asemenea anterior cicloaductii (19b,c) au fost
caracterizati doar prin spectroscopie de infrarosu, in cadrul cercetarilor actuale caracterizarea
spectrala a tuturor cicloaductilor (19a-c) a fost realizata cu ajutorul spectroscopiei de rezonanta
magneticad nucleard, spectroscopiei de infrarosu, spectrometriei de masa de inalta rezolutie.

> Compusii cu schelet benzo[f]chinolinic au fost supusi ulterior testarilor antimicrobiene
si antifungice. Activitatea antimicrobiana a sarurilor cuaternare cu schelet benzo[f]chinolinic
cu rest alifatic (4a-c) cat si cu rest aromatic (5a, i) s-a dovedit a fi net superioara cicloaductilor
cu structurd pirolo-benzo[f]chinolinica (7a-f) testati. Activitatea antibacteriana cea mai buna
impotriva bacteriei Staphylococcus aureus ATCC 25923 o prezinta sarea (4c), cu rest alifatic
si (5 b,c,h) cu rest aromatic, diametrul zonei de inhibitie fiind in jur de 21 mm . Aceleasi saruri
manifestd o activitate bund si impotriva bacteriei Gram-negative Escherichia coli ATCC
25922. Sarurile cu rest alifatic (4b, c), respectiv cu rest aromatic (5a,b,c,h), prezinta o
activitatea antifungica foarte bund impotriva ciupercii C. albicans ATCC 10231, diametrul
zonei de inhibitie fiind in jur de 22 mm.

> Activitatea anticanceroasa ale sarurilor cuaternare de benzo[f]chinoliniu, cu rest alifatic
(4a-d), respective cu schelet aromatic (5 b,c,d,h), precum si a unor cicloaducti cu structura
pirolo-benzobenzo[f]chinolinica (7a-e), (17a-c), (19a-c) a fost evaluatid de (NCI), SUA, prin
programul lor de screening pentru agentii anticancer.

> Cei mai activi s-au dovedit a fi sarurile de benzo[f]chinoliniu (5b,d) care contin un lant
aromatic. Compusul 5b (p-CHs substituit) prezinta o activitate aproape neselectiva impotriva
tuturor tipurilor de celule canceroase (cu exceptia unui tip de celule canceroase ovariene si a
unui tip de celule canceroase renale), prezentand o inhibare excelenta a cresterii de 50-100% si
o letalitate semnificativa impotriva a patru tipuri diferite de celule canceroase (cancer pulmonar
fara celule mici HOP-92, (8%), melanom LOX IMVI (24%), SK-MEL-5 (89%) si cancer
mamar MDA-MB-468 (10%)).

> Sarea de benzo[f]chinoliniu 5d (p-CsHs substituita) prezinta o activitate foarte selectiva

impotriva leucemiei prezentand o inhibare a cresterii de 100% si citotoxicitate impotriva a patru
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tipuri diferite de celule: HL-60 (TB) (letalitate 62%); K-562 (letalitate 26%); MOLT-4
(letalitate 3%); SR (28% letalitate).

> O alta activitate demna de remarcat este a sarii cuaternare 5¢ (p-OCHj3 substituitd), care
prezintd o inhibare procentuald a cresterii de 80-100% impotriva a noua tipuri de celule diferite,
inclusiv leucemia K-562 (PGl = 84%), cancer pulmonar fara celule mici HOP-92 (PGI = 88
%), cancer pulmonar fara celule mici NCI1-460 (PGl = 81%), cancer de colon HT29 (PGI =
80%), melanom SK-MEL-5 (PGI = 100%, L = 32%), melanom UACC- 257 (PGl = 85%)),
cancer renal SN12C (PGI = 83%), cancer de san MCF7 (PGI = 82%) si cancer de san MDA-
MB-468 (PGl = 97%).

> Sarea cuaternara 4b (cu rest metil esteric) este cu cea mai activa din seria alifatica,
prezentdnd o buna activitate anticanceroasa impotriva tipului de celuld MDA-MB-468 a
cancerului de san (PGI = 85%). Dintre cicloaductii cu structura pirolo-benzo[f]chinolina testati,
cele mai promitatoare rezultate sunt obtinute de cicloaductul 17a (cu rest amido), prezentand
un PGI de aproximativ 10-40% impotriva tuturor celulelor canceroase.

> Sarea de benzo[f]chinoliniu 5d (p-CsHs substituita) a fost selectatd pentru screening-ul
NCI cu 5 doze (etapa a doua), ceea ce poate oferi informatii valoroase asupra eficacitatii sale
potentiale ca agent anticancer. Sarea cuaternard din seria aromaticd testatd 5d (p-CsHs
substituitd), prezinta valori ale Glsp cuprinse intre 1.02-2.99 uM pentru 18 linii celulare diferite.
Activitatea de inhibare cea mai buna o prezintd impotriva cancerului de piele (melanoma)
pentru linia celularda SK-MEL-2.

> Rezultatele obtinute in cadrul tezei:”’AZAHETEROCICLURI CU NUCLEE
CONDENSATE. SINTEZA, STRUCTURA, PROPRIETATI” au fost publicate in doui
articole stiintifice, In reviste cotate Web of Science cu factor de impact precum si in cinci lucrari
diseminate sub forma unor prezentari (orale/poster) la conferinte de profil din tara si strainatate.

(Lista contributiilor personale este atasata la finalul tezei).
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