Raport stiintific

privind implementarea proiectului ” Noi structuri polifunctionale azasteroid-mimetice:
compusi fluorescenti si biologic activi”, Cod: PN-11l-P1-1.1-TE-2016-1205 in perioada
ianuarie —decembrie 2019

2019. Stagiul ll. Sinteza si analiza structurald a unor noi compusi azasteroidici tetraaciclici.

Intr-o prima etapa am incercat sa obtinem noi derivati halogenati cu schelet pirolodiazinic cu reactivitate
crescuta cu scopul de ai putea utiliza ulterior in reactiile de cuaternizare cu benzo[f]chinolina. Toate
acestea cu scopul de a obtine noi compusi cu activitate antimicrobiana si /sau anticanceroasa.

Interesul in domeniul derivatilor de pirolodiazina rezulta si din emisia lor de fluorescenta albastra extrem
de eficienta.

Astfel, pirolopiridazinele reprezintd o clasa ce prezinta emitenta albastra puternica (care contine un
heterociclu cu un atom de azot cu cap de punte ce desparte un inel pirolic bogat in electroni si un inel
diazinic cu sase membri cu deficit de electroni). Aceasta distributie neuniforma de electroni it intre cele
doua inele condensate este o caracteristicd importantda care duce la delocalizarea electronilor.
Delocalizarea electronilor in intregul schelet heterociclic poate fi posibila fara o geometrie plana a
indolizinei. In cazul acestor molecule planitatea azaindolizinei este asiguratd de hibridizarea sp” a tuturor
atomilor din inelul condensat si aceasta planaritate se pastreaza la substitutia cu diferite grupari.
Abordarea generalad adoptata pentru sinteza derivatilor pirolodiazinici fluorescenti este descrisa in schema
1. Asa cum se observa, prepararea tuturor derivatilor de pirrolodiazina, 7-11, are loc in doua etape: initial
N-alchilarea diazinei (piridazina - PY sau ftalazina - PH) cu bromoacetona 3 urmata de o cicloaditie [3 + 2]
dipolara a diaziniu ilidelor 6 (generate in situ in prezenta trietilaminei (TEA)) la dipolarofili corespunzatori
(dimetil acetilendicarboxilat - DMAD sau propiolat de metil). Bromoacetona a fost sintetizata, intr-o etapa
preliminara, prin reactia acetonei cu brom Tn acid acetic ca catalizator.
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Schema 1. Calea de reactie pentru obtinerea derivatilor de pirolodiazina
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n acest studiu, am efectuat reactiile in cloroform si dupd 6 ore de reflux, reactia a fost oprits si produsii au
fost izolati din amestecul de reactie. In cazul piridazinei am obtinut numai compusii complet aromatizati 7
si 8. Pentru ftalazina, reactia cu propriolat de metil produce compusii complet aromatizati 9, in timp ce
reactia cu DMAD ofera un amestec de compusi partiali si complet aromatizati (11 si 10 respectiv ). Toti
cicloaductii au fost obtinuti cu randamente moderate pana la bune (74 - 81% vezi Tabelul 1). Rezultatele
obtinute de noi Tn acest studiu sunt de acord cantitativ cu cele publicate in literatura de specialitate,
inclusiv cu privire la geometria cicloaductului hidrogenat 11. Sinteza realizata in conditii conventionale
poseda ca dezavantaje principale consumul mare de energie si timpul de reactie lung (360 min).

Ca o cale alternativa de sinteza am efectuat sinteza derivatilor de azaindolizina sub iradiere la microunde
(MW), folosind un reactor monomod Monowave 300 (Anton Paar, Graz, Austria). Acest reactor este
echipat cu un sistem de agitare (0 pana la 1200 rpm) si poate atinge pana la 300 ° C, cu control al
temperaturii. Reactiile au loc intr-un vas inchis, la o presiune maxima de 30 bari. Conditiile optime de
reactie s-au dovedit a fi la 130 °C, 6-7 bari si sunt rezumate in tabelul 1, comparativ cu parametrii
corespunzatori folositi Tn conditiile Tncalzirii termice (TH).

Figura 1. Reactor monomod Monowave 300 (Anton Paar, Graz, Austria)

Tabelul 1. Sinteza derivatilor de pirolodiazina prin iradiere la microunde (MW) si in conditiile Tncalzirii
conventionale(TH).

] Incalzire conventionala
Microunde (MW)

(TH)
Compus Tlmpu! de Randament, Tlmpu! de Randament,

reactie, % reactie, %

(min) (min)

7 90 77

8 91 74

9 10 94 360 81

10 91 45

11 0 37

Dupa cum este indicat in tabelul 1, prin iradiere la MW, timpii de reactie scad substantial de la 6 ore la 10
min, In timp ce cantitatile de solvent utilizate in primele au fost de cel putin cinci ori mai mici decat
cantitatile corespunzatoare utilizate in conditii conventionale. Acest lucru face ca aceste reactii sa poata fi
considerate ecologic-prietenoase. De asemenea, putem observa ca prin iradiere la MW, randamentele au
fost mai mari (cu 10 pand la 15%). in cazul reactiei bromurii de ftalaziu cu DMAD, sub iradiere cu
microunde, am izolat doar cicloaductul complet aromatizat de tipul 10 cu un randament de 91%.
Proprietatile fotofizice ale pirolodiazinelor sintetizate au fost investigate utilizand solutii diluate (mai mici
de 10 mol / L) preparate in ciclohexan si respectiv diclormetan. Dilutia fiecirei solutii a fost ajustat3 astfel
absorbantele, masurate la 360, 320 si 370 nm sa se incadreze intre 0,02-0,20 unitati.
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A max de absorbtia si A max de emisie cu randamentul cuantic corespunzator al derivatilor de pirolodiazina
in ciclohexan si diclorometan sunt prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2. Aax (M) a spectrelor de absorbtie, Anax (NmM) a spectrelor de emisie, si randamentul cuantic (%)
a compusilor 7-11

Compus Fluorescenta (Amax, nm) (randament cuantic (%)) Absortia (Amax, nm)
Ciclohexan Diclorometane Ciclohexan Diclorometane
7 426 (24) 432 (21) 360 358
8 422 (25) 426 (26) 356 354
9 428 (7) 441 (5) 327 325
10 439 (6) 446 (4) 324 322
11 491 - 374 372

Aexe = 360 nm pentru probele 7 si 8; Aexe = 320 nm pentru probele 9 si 10; A.. = 370 nm pentru proba 11.

Datele din tabelul 2 evidenteaza compusii pirolopiridazinici 7 si 8 ce sunt emitatori de albastru moderati
(Amax de fluorescenta in jur de 420-430 nm, cu randamente cuantice in jur de 25%), compusii
piroloftalazinici 9 si 10 sunt Tncd emitatori de albastru (Amax de fluorescenta in jur de 425-440 nm, cu
randamente cuantice mai mici - in jur de 5%), in timp ce pentru compusul 11, intensitatea fluorescentei
este neglijabila si emisia este redusa in mod substantial la rosu, cu un maxim al benzii de emisie (masurabil
doar in ciclohexan) in jur de 490 nm. Rezultatele din tabelul 2 evidentiaza diferenta dintre structurile
electronice 7 - 10 (complet aromatizate si conjugate) si 11, care nu are o conjugare completa de electroni.

Figura 2. Fluorescenta derivatilor pirolodiazinici in lumina lampii de UV (A = 256 nm)

Emisia de fluorescentd a compusilor complet aromatizati 7 - 10, justifica interesul pentru sintetizarea
pirolodiazinelor. Pentru a putea facilita utilizarea acestor compusi ca markeri fluorescenti, a fost necesara
alegerea unei reactii de derivatizare fezabila pentru a putea incorpora aceste molecule in macromolecule
biologice (steroide, peptide, proteine si ADN). Prin urmare, tindnd cont de faptul ca gruparea carbonil
poate fi usor halogenata in pozitia a si ca derivatii rezultati ar trebui sa prezinte o reactivitate marita, am
decis Tn urmatoarea etapa sa investigam reactia de bromurare a pirolodiazinelor fluorescente, 7 - 10,
schema 2. Metoda aleasa consta in bromurarea in cataliza eterogena folosind bromura de cupru (Il) in
cloroform / acetat de etil. Acest sistem de reactie este extrem de regioselectiv, si duce la a-bromo-derivati
cu randamente bune, dar mai putin selectiv in ceea ce priveste produsul mono- sau dibrominat rezultat.
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Schema 2. Reactia de a-brominare a cicloaductilor 7 — 10.

Pentru a studia selectivitatea reactiei, am efectuat bromurarea compusilor 7-10 cu bromura de cupru (ll),
atat in conditii conventionale TH cat si prin iradiere la MW. in tabelul 3 sunt enumerate conditiile
optimizate ce au fost utilizate.

Tabelul 3. Sinteza pirolodiazinelor a-bromurate, prin iradiere la MW si in condisiile incalzirii termice TH.

Microunde (MW) Incalzire conventionala (TH)
Timpul de .
Compus re:ctie Randament % TlmPuI d? Randament %
. reactie (min)
(min)
12a 77 53
12b 12 17
13a 76 50
13b 11 16
14a 20 77 480 55
14b 13 17
15a 75 49
15b 12 16

Asa cum se arata 1n tabelul 3, bromurarea asistata la microunde a derivatilor de pirrolodiazind 7-10 s-a
produs cu regioselectivitatea scontata (numai Tn pozitia a) si cu o selectivitate crescuta in ceea ce priveste
compusul monobrominat. Raportul dintre compusii mono si dibrominati a fost de aproximativ 3:1 prin
incdlzire termica si 6:1 in incdlzire neconventionald. Randamentele au fost moderate in conditii
conventionale si bune sub iradiere la MW, fiind observata o crestere semnificativa a randamentelor (cu o
medie de 15-20%).

Structurile tuturor noilor compusi sintetizati au fost dovedite fara dubii prin analiza elementala si spectrala
(IR, *H RMN, *C RMN, experimentele bidimensionale 2D-COSY, 2D-HETCOR (HMQC), 2D-HETCOR (HMBC).

11.1. Sinteza de noi azasteroide prin sinteza de tip one-pot.

In acest stagiu au fost sintetizate o serie de derivati azasteroidici 17 prin combinarea reactiei de cuplare
Sonogashira cu reactia de ciloaditie 3+2 dipolara. Intr-o prima etapa clorura de benzoil / clorura de 4-
metoxybenzoil si propiolatul de metil au fost supuse conditiilor de reactie ale cuplarii Sonogashira (in
amestec de cloroform si baza (Et3N)) iar mai apoi dupa o scurta perioada de timp sunt adaugate sarurile de



ciloimoniu pentru a obtine cicloaductii corespunzatori 17. Cicloaductii derivati de la benzo[f]chinolina au
fost obtinuti in conformitate cu datele din literatura utilizand sursele clasice de incalzire.
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Toti derivatii azasteroidici au fost obtinuti Tn conditiile Tncalzirii conventionale cu randamente bune spre
foarte bune (intre 70 si 85 %).

11.2. Sinteza de noi azasteroide tetraciclice utilizdnd alchine activate

In acest stagiu a fost investigata reactia benzo[f]chinoliniu ilidelor 18 (generate in situ din sarurile
corespunzatoare 16) cu alchine activate (dimetil acetilendicarboxilat - DMAD sau propiolat de metil).
Reactiile au fost efectuate utilizand metodele clasice de incalzire.

n acest studiu, am efectuat reactiile in cloroform si dupa 12 ore de reflux, reactia a fost opritd si produsii
au fost izolati din amestecul de reactie. In cazul sarurilor de benzo[f]chinoliniu, reactia cu propriolat de
metil produce compusii complet aromatizati 19, in timp ce reactia cu DMAD ofera un amestec de compusi
partiali si complet aromatizati (21 si 20 respectiv).
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11.3. Sinteza cicloaductilor prin metode neconventionale



In scopul de a reduce timpul de reactie s-au realizat sintezele prin metode neconventionale si anume prin
iradiere cu microunde si respectiv ultrasunete. Utilizarea metodelor neconventionale de sinteza in
realizarea acestor sinteze a avut ca principal avantaj reducerea timpului de reactie de la 24 ore 1a1l0 minute
prin iradiere cu microunde si respectiv 30 minute prin iradiere cu ultrasunete. De asemenea, in unele
cazuri, randamentul reactiilor a fost imbunatatit cu pana la 15-20 %.

Au fost astfel elaborate noi proceduri pentru reactiile de cicloaditie [3+2] dipolare sub actiunea
microundelor si respectiv ultrasunetelor. Aceste procedee scurteaza mult timpul de reactie si de asemenea
mbunatateste randamentul reactiilor, iar conditiile de reactie sunt mai blande.

Structura derivatilor azasteroidici tetraciclici a fost dovedita prin analiza elementala (C, H, N) si prin analiza
spectrala. Au fost inregistrate si interpretate spectrele IR, 'H RMN, *C RMN si experimentele
bidimensionale 2D-COSY, 2D-HETCOR (HMQC), 2D-HETCOR (HMBC) pentru toti derivatii sintetizati.
Structura determinata pe cale spectrala este in deplina concordanta cu structura propusa.

11.4. Sinteza de noi azasteroide tetraciclice utilizénd etil cianoformat

Prepararea tuturor derivatilor azasteroidici tetraciclici, 22, are loc prin cicloaditia [3+2] dipolara a diaziniu
ilidelor 18 (generate in situ Tn prezenta trietilaminei (TEA)) la etil cianoformat. Asa dupa cum era de
asteptat am obtinut un amestec de cicloaducti de tipul 22 si derivati 4-ciano substituiti 23.
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I1.5. Testarea propietdtilor fluorescente a noilor compusi sintetizati

Toti derivatii azasteroidici aromatizati sunt emitenti moderati de lumina albastra. Emisia de fluorescenta a
compusilor complet aromatizati justifica interesul nostru pentru sintetizarea acestor derivati azasteroidici.
Rezultatele detaliate vor fi prezentate dupa pubilcare in jurnale de specialitate.

11.6. Evaluarea activitatii biologice a noilor compusi sintetizati

Sensibilitatea microorganismelor fata de derivatii azasteroidici s-a testat "in vitro", punandu-le in conditii
optime si standardizate de cultivare (mediul de cultura, inocul, timp de incubare etc.) in prezenta unor
cantitati stabilite din compusii testati. Tehnica Kirby-Bauer adoptata de NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) din SUA este larg utilizata in majoritatea tarilor. Este metoda uzuald pentru
laboratoarele care testeaza un numar relativ mic de tulpini bacteriene cu crestere rapida, fara diferente
semnificative a ratei de crestere de la tulpind la tulpina. Culturile microbiene de referinta au fost
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reprezentate de bacterii (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922) si fungi
(Candida albicans ATCC 10231).

Tabelul 4. Testarea activitatii antimicrobiene a compusilor sintetizati

Compus Microorganism test
testat
Staphylococcus Escherichia coli Candida
aureus ATCC 28922 albicans
ATCC 25923 ATCC 10231

GZ1 - + -
GZ2 - - -
GZ3 - - -
GZ4 - - _
GZ5 - - -
GZ6 - - +
GZ7 + + +
GZ8 + + +
GZ9 + + +
GZ 10 + + +

Din cei 10 compusi GZ testati, 4 compusi (GZ 2, GZ 3, GZ 4, GZ 5) nu prezinta activitate antimicrobiana, 2 compusi (GZ
1, GZ 6) manifesta activitate fata de un singur microorganism test (Escherichia coli, respectiv Candida albicans), in
timp de compusii GZ 7, GZ 8, GZ 9 si GZ 10 inhiba cresterea si dezvoltarea celor trei microorganisme test. Compusii
GZ 8 si GZ 9 au dovedit o puternicaactivitate antifungica.

Rezultatele detaliate vor fi prezentate dupa pubilcare in jurnale de specialitate.

Pagina web a proiectului se gaseste la adresa: https://teclu.chem.uaic.ro/npamfb/, aici va fi publicat, pana

la data de 20.12.2019, raportul final a acestei etape.

11.7. O parte a rezultatelor obtinute au fost organizate pentru a fi publicate in reviste de specialitate si
prezentate la o serie de conferinte nationale si internationale dupa cum urmeaza:

O lucrare publicata:

1. Moldoveanu, C.; Amariucai-Mantu, D.; Mangalagiu, V.; Antoci, V.; Maftei D.; Mangalagiu, I.1.;
Zbancioc, G.: Microwave Assisted Reactions of Fluorescent Pyrrolodiazine Building Blocks,
Molecules, 24(20), 3760, 2019. DOI: 10.3390/molecules24203760. (Impact Factor 3.060)

6 lucrari prezentate la conferinte nationale si internationale:

1. Zbancioc, Ghe.; Moldoveanu, C.; Ciobanu, C.; Antoci, V.; Mangalagiu, V.; Amariucdi-Mantu, D.;
Mangalagiu, I.I.: Microwave assisted reactions of pyrrolodiazine compounds as potential
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fluorescent biological markers, lasiCHEM 2019, 3rd Edition, Faculty of Chemistry Conference,
31 October-1 November, 2019, lasi, Romania (Oral Communication OC-04, pag.10).
http://www.chem.uaic.ro/ro/manifestari/zu-2019.html

2. Antoci, V.; Amadriucdi-Mantu, D.; Mangalagiu, V.; Cucu (Diaconu), D.; Ciobanu, C.; Zbancioc,
Ghe.; Mangalagiu, l.I.: Newly vinyl-pyrrolo-phthalazine/pyridazine cycloadducts and their
polymeric materials, lasiCHEM 2019, 3rd Edition, Faculty of Chemistry Conference, 31 October-
1 November, 2019, lasi, Romania (poster PI-17, pag. 32).
http://www.chem.uaic.ro/ro/manifestari/zu-2019.html|

3. Moldoveanu, C.; Mangalagiu, V.; Zbancioc, Ghe.; Amariucdi-Mantu, D.; Antoci, V.; Cucu
(Diaconu), D.; Mangalagiu, |lL: New insights on the 1,3-dipolar cycloaddition of
benzimidazolium ylides, lasiCHEM 2019, 3rd Edition, Faculty of Chemistry Conference, 31
October-1 November, 2019, lasi, Romania (poster PII-18, pag. 58).
http://www.chem.uaic.ro/ro/manifestari/zu-2019.html

4. Antoci, V.; Amariucai-Mantu, D.; Cucu, D.; Mangalagiu, V.; Loiseau, P. M.; Cojean, S.; Ciobanu,
C.; Zbancioc, Ghe.; Mangalagiu, I.I.: New PyrroloBenzoQuinonePhthalazines and
PyrroloBenzoQuinonePyridazines: Synthesis, Structure and Anti-leishmaniasis Activity, 21th
Romanian International Conference on Chemistry and Chemical Engineering, RICCCE 21, 4-7
Septembrie, 2019, Constanta-Mamaia, Romania, S1 - 051, (oral presentation).
http://riccce21.chimie.upb.ro/program/full-program/

5. Zbancioc, G.; Moldoveanu, C.; Zbancioc, A.M.; Tataringa, G.; Mangalagiu, I.l.: New azasteroid
compounds: synthesis and spectral analysis. 13th International Conference on Heteroatom
Chemistry (ICHAC), 30 June — 5 July, 2019, Prague, Czech Republic. PP41 (Poster presentation).
http://www.ichac2019.com/book-of-abstracts

6. Moldoveanu, C.; Zbancioc, G.; Amariucai-Mantu, D.; Mangalagiu, V.; Antoci, V.; Mangalagiu,
I.I.: New blue fluorescent benzofuran derivatives. 13th International Conference on
Heteroatom Chemistry (ICHAC), 30 June — 5 July, 2019, Prague, Czech Republic. PP34 (Poster
presentation). http://www.ichac2019.com/book-of-abstracts

Din cele prezentate anterior rezulta ca toate obiectivele propuse pentru aceasta etapa au fost indeplinite
in proportie de 100%.

Director proiect,
Conf. dr. Gheorghita Zbancioc



