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 — iulie 2020

2020. Stagiul Ill. Sinteza si analiza structurald a unor noi compusi polifunctionali azasteroidici prin reactii
"cross coupling".

Intr-o prima etapa am incercat sa obtinem noi derivati de pirolofenantrolina. Toate acestea cu scopul de a
obtine noi compusi cu activitate antimicrobiana si /sau anticanceroasa.

Fenantrolinele sunt compusi care si-au gasit utilizarea Tn multe aplicatii datorita unei largi varietati de
proprietati interesante (complexare, luminiscenta, activitati biologice, semiconductori). Acesti compusi
policiclici apar, de asemenea, in naturda in alcaloizi morfinici, steroli sau hormoni, ceea ce face ca
fenantrolina sa fie o alegere excelenta in generarea de compusi bioactivi.

Tncurajati de aceste considerente si in special de proprietitile citotoxice ale fenatrolinelor fuzionate
raportate, am proiectat o noua serie de analogi de fenstatind inlocuind inelul 3-hidroxi-4-metoxifenil al
fenstatinei (inelul B) cu trei clase diferite de pirolofenantroline substituite (Figura 1).
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Compusii 5a-d au fost sintetizati cu succes folosind o procedura in doud etape pornind de la 1,7-
fenantrolina 1. Prima etapa cuprinde formarea sarurilor monocuaternare de 1,7-fenantrolin-7-iu 3a-d prin
substitutia nucleofila a fenantrolinei 1 cu diverse 2-bromoacetofenone 2a-d.

A doua etapa a constat in generarea in situ a cicloimoniuilidelor 4a-d, din sarurile corespunzatoare 3a-d
prin tratare cu trietilamina. llidele formate in situ sub forma dipolilor 1,3 au reactionat cu propiolat de etil
prin intermediul unei cicloaditii 3+2 dipolare formand intermediarii instabili 5'a-d care sufera un proces de

aromatizare in conditiile de reactie, ceea ce duce la compusii tinta 5a-d cu randamente cuprinse intre 50 -
88% (Schema 1).
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Schema 1. Calea de sinteza pentru obtinerea derivatilor de pirolo[1,2-i][1,7]fenantrolina 5a-d.

Am utilizat o strategie similara atat pentru sinteza pirolo[2,1-c][4,7]fenantrolinele 8a-d cat si pirolo[1,2-

a][1,10]fenantrolinele 11a-d, prin reactionarea monoilidelor de fenantroliniu cu propriolat de etil (Schema

2).
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Schema 2. Calea de sintezd pentru obtinerea derivatilor de pirolo[2,1-c][4,7]fenantrolina 8a-d si pirolo[1,2-
a][1,10]fenantroline 11a-d.



Compusii 5a-d, 8a-d si 11a-d au fost trimisi catre la Institutul National al Cancerului (NCI, SUA) si patru
compusi au fost selectati pentru evaluarea activitatii lor antiproliferative pe panoul lor de 60 de linii
celulare de cancer uman.

Cei patru compusi 5¢c, 8a, 8b si 11c selectati de NCI au fost testati intr-o prima etapa pe cele 60 de linii
celulare de cancer uman.

Tn a doua etapd, am decis s dezvoltim o metod3 eficientd si generald pentru prepararea derivatilor de
azaheterociclii utilizand iradierea la microunde si sa testam de activitatea anticanceroasa si
antimicobacteriana a acestor compusi.

Compusii piroloheterocilici au fost sintetizati cu succes utilizand reactia fenantroliniu ilidelor, chinoliniu
ilidelor, izochinoliniu ilidelor si ftalaziniu ilidelor (generate in situ din sarurile corespunzatoare in prezenta
trietilaminei (TEA)) cu cianoformat de etil. (Schema 3 si Schema 4)
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Schema 3. Reactiile fenantroliniu ilidelor cu etil cianoformat
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Schema 4. Reactiile chinoliniu ilidelor, izochinoliniu ilidelor si ftalaziniu ilidelor cu etil cianoformat
Ca o cale alternativa a acestei abordari sintetice, am decis sa studiem reactia acestor azaheterocicluri cu
cianoformat de etil Tn conditiile iradierii la microunde, folosind un reactor monomod Monowave 300
3



(Anton Paar, Graz, Austria). Acest reactor este echipat cu un sistem de agitare (de la 0 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, 5,56 bari, Tabelul 1.

Tabelul 1 prezinta conditiile de reactie optimizate pe care le-am folosit prin iradiere la microunde si in
conditiile incalzirii termice.

Compus 2a  2b 4a 4b  6a 6b 7b 9a 9b 14a 14b 18a 18b 18c 19a 19b 19c
MW  Timp de 10 minute
reactie

Randament, 50 50 60 40 40 75 0 50 40 67 75 50 60 55 5 5 5
%

TH Timp de 24 ore
reactie

Randament, 45 50 55 40 40 20 52 40 40 40 45 35 37 35 10 10 10
%

Tn ultima etap3, a fost investigatd activitatea biologicd, anticancerigend si antimicobacterian3, a unora
dintre noii compusi obtinuti. Pentru testarea activitatii anticancerigene a compusilor, au fost trimisi toti
compusii noi obtinuti pentru testare pe platforma Institutului National al Cancerului (NCI, SUA) pentru
evaluarea activitatii lor antiproliferative pe panoul lor de 60 de linii celulare de cancer uman. Sapte
compusi (2b, 4a, 6b, 14a, 18a, 18b, 18c) au fost selectati si testati pentru activitatea anticancerigena de
catre NCI, in cadrul Programului de Dezvoltare Terapeutica (DTP).

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).

1ll.1. Sinteza de noi azasteroide tetra- penta- si hexaciclice prin reactiile cross coupling Heck, Suzuki si
Sonogashira.

Reactiile Heck au fost efectuate utilizand o adaptare a procedurilor din literatura de specialitate dupa cum

urmeaza:
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Reactiile cross-coupling au fost efectuate utilizand o adaptare a procedurilor din literatura de specialitate

dupa cum urmeaza:



COOR, COOR,

Sonogashira
= // CoH.—Br reactions = //
+  Lells >
N Cul/DABCO N
C Cs,CO3, DMF C
W A\
25

\
24 cH <
CeH
R?=Me; Et; 'Bu ore
HBR,
COOR2 COOR2
= = CGHs'Br = ——
O O N—/ Pd(PPhs), N_/
oo o LT -
CH HC\QH
26 BR; 21 CeHs
R= 3-methyl-2-butyl
COOR; , COOR;
o~ Sonogashira A
/ COOR; + CgHs—Br reactions \ /) COOR,
N Cul/DABCO
C Cs,CO3, DMF c
'CH e
27 28
R2=Me; Et; 'Bu CeHs
HBR,
COOR2 COORZ
“ CeHsBr 2
COOR, ~8"5
O O N—/ Pd(PPhs), N/ COORe
HC= base OO <
CH HC CH
29 BR. 23 CeHs

R= 3-methyl-2-butyl

Toti derivatii azasteroidici au fost obtinuti in conditiile incalzirii conventionale cu randamente bune (intre
55 si 65 %).

11l.2. Evaluarea activitdtii biologice a noilor compusi obtinuti

Toti noii derivatii azasteroidici au fost trimisi pentru testare pe platforma Institutului National al Cancerului
(NCI, SUA) pentru evaluarea activitatii lor antiproliferative pe panoul lor de 60 de linii celulare de cancer
uman. Unii dintre compusi au fost selectati si testati pentru activitatea anticancerigena de catre Institutul
National al Cancerului (NCI). Toate acestea justificd interesul nostru pentru sintetizarea acestor derivati
azasteroidici. Rezultatele detaliate vor fi prezentate dupa pubilcare in jurnale de specialitate.

111.3. Rezultatele obtinute au fost organizate pentru a fi publicate in reviste de specialitate cum urmeaza:
2 lucrari publicate in reviste cotate ISI:

1. Al Matarneh, C.M.; Amarandi, R.M.; Craciun, A.M.; Mangalagiu, I.l.; Zbancioc, G.; Danac, R.: Design,
Synthesis, Molecular Modelling and Anticancer Activities of New Fused Phenanthrolines,
Molecules, 25(3), 527, 2020. DOI: 10.3390/molecules25030527. (Impact Factor 3.267)
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2. Al Matarneh, C.; Ciobanu, |.C.; Mangalagiu,V.; Zbancioc, G.; Danac, R.: Microwave Assisted
Synthesis of Six Member Ring Azaheterocycles with Antimycobacterial and Anticancer Activity,
Rev. Chim. (Bucharest), 71(3), 287-293, 2020. (Impact Factor 1.755)

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

Pagina web a proiectului se gaseste la adresa: https://teclu.chem.uaic.ro/npamfb/, aici va fi publicat, pana
la data de 31.07.2020, raportul final a acestei etape.

Director proiect,
Conf. dr. Gheorghita Zbancioc



