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INTRODUCERE

Compusii cu nucleu piridinic au atras atentia pentru potentialele aplicatii in diverse
domenii precum biochimie, stiinta materialelor, medicina sau biologie moleculara, datorita
diferitelor lor stucturi chimice, proprietatilor fizice si electrice precum electrocromice sau
fluorescente [1,2].

Piridina si derivatii acesteia prezintd o gama larga de activitati biologice, cum ar fi
antitumorale, antiparazitare, antimicrobiene, antiinflamatorii, antidiabetice, antivirale si
antipiretice [3,4].

Desi au fost dezvoltate mai multe cai de sinteza pentru obtinerea acestor compusi
importanti, cele mai multe dintre ele prezinta multe dezavantaje precum catalizatorii scumpi,
reactivii si solventi toxici, temperaturile ridicate, randamente scazute de reactie sau etapele
multiple ale procesului sintetic.

Prin urmare, datorita aplicatiilor compusilor cu nucleu piridinic, o directie de cercetare
de mare interes o reprezintd dezvoltarea unor metode de sinteza noi sau imbunatatite pentru
obtinerea acestora, cu substraturi variate si cu randamente mai bune de reactii.

Atentia pentru problemele de mediu, cum ar fi problemele legate de poluare si nevoia
de noi surse de energie si materii prime, a crescut semnificativ in ultimii ani. Procesele
traditionale de chimie industriald sunt de obicei concentrate pe optimizarea eficientei reactiei
si a randamentului chimic. Datorita reglementarilor legislative din ce in ce mai stricte si a
constientizarii tot mai mari in comunitatea stiintifica a problemelor care apar din producerea
intensiva a deseurilor toxice si poluante, in prezent este binecunoscut faptul ca producerea
deseurilor si/sau utilizarea de substante chimice periculoase trebuie luate in considerare la
estimarea eficientei unui proces. In urma cu aproximativ 30 de ani, a inceput s& apara o noua
abordare a chimiei, care in prezent se numeste ,chimie verde” si care se remarca prin
proiectarea produsilor de reactie si a proceselor care reduc sau elimina utilizarea sau
generarea de substante periculoase [5]. Aceasta perspectiva presupune o previzionare a
impactului asupra mediului Tnconjurator atunci cand se proiecteaza un compus chimic sau
procesul prin care va fi fabricat la scara larga. In contextul chimiei verzi, sunt dezvoltate noi
instrumente care imbina armonios considerente de design, proces, toxicologie si materiale
finite cu exemple demonstrate experimental de implementare cu succes a unor procese in
scop comercial.

Se incearca dezvoltarea de metode care sa produca cantitati reduse de deseuri,
consum redus de energie si costuri reduse. Dezvoltarea unor sisteme catalitice eficiente si
utilizarea unor medii alternative de reactie sunt instrumente puternice pentru a atinge tinta unei
chimii durabile atat din punct de vedere economic, cat si din punct de vedere ecologic.

Aceasta teza de doctorat descrie cateva exemple despre modul in care utilizarea unui
sistem catalitic neconventional cuplat cu medii de reactie adecvate pot oferi o imbunatatire
semnificativa a rezultatelor impreuna cu o scadere a riscului de poluare a mediului.

Incorporarea chimiei verzi este esentiala pentru implementarea unor procese
sustenabile si prietenoase cu mediul inconjurator, iar aceasta teza de doctorat reprezinta un
pas important Tn catalizarea acestei viziuni.

Tn acest context, teza de doctorat a avut drept scop principal utilizarea unor metode
neconventionale pentru sinteza unor compusi heterociclici cu azot si compararea acestora cu
metodele clasice, urmarind evaluarea unor proprietati biologic active ale acestora.

indeplinirea scopului principal al tezei de doctorat s-a realizat prin urmarirea
urmatoarelor obiective stiintifice specifice:
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#4 dezvoltarea unor metode noi de sinteza, conventionale si neconventionale, a
compusilor heterociclici cu azot cu diversitate structurala (saruri cuaternare de piridiniu,
indolizine, hibrizi indolizinil-piridiniu, complecsi metalici);

¥i3 caracterizarea structurii compusilor sintetizati prin metode clasice si neconventionale;

#5 evaluarea toxicitatii unor compusi studiati, din clasa sarurilor cuaternare de piridiniu si
din clasa indolizinelor, asupra germinarii semintelor de grau (Triticum aestivum);

#5 investigarea citotoxicitatii unor compusi indolizinici pe microorganismul model, drojdia
Saccharomyces cerevisiae, in timpul proceselor de multiplicare si fermentatie alcoolica;

#5 investigarea unor proprietati biologic active ale unor compusi heterociclici cu azot
(saruri cuaternare de piridiniu, indolizine, hibrizi de indolizinil-piridiniu, complecsi
metalici) precum antimicrobiene, antioxidante, anticancer, antineurodegenerative si
antiinflamatorii;

#5 evaluarea in silico a unor compusi N-heterociclici impotriva maladiei Alzheimer prin
determinarea interactiunilor intra-moleculare precum si a afinitati de legare de
molecula tinta.

Teza de doctorat este impartita in doua parti principale care sunt structurate in zece
capitole. Prima parte a tezei de doctorat, pune in evidenta studiile recente din literatura de
specialitate Tn dezvoltarea de noi derivati de saruri de piridiniu si indolizine prin reactii clasice
sau neconventionale.

Primul capitol ofera o introducere generala in dezvoltarea de noi derivati de saruri de
piridiniu si indolizine prin reactii clasice sau neconventionale. Capitolul este axat pe descrierea,
conform datelor din literatura, a reactiilor de obtinere pentru aceste clase de compusi si a
conditiilor catalitice utilizate, fiind concentrat pe aspecte generale, cele mai interesante si
recente aplicatii ale catalizei in medii clasice sau neconventionale. ,Chimia verde” a fost
utilizata Tn ultimii ani pentru sinteza unei varietati de heterocicluri cu azot si contributiile aduse
in acest domeniu sunt tratate Th acest capitol.

Al doilea capitol descrie o gama larga de aplicatii practice ale compusilor heterociclici
cu azot care variaza in functie de structura chimicd a acestora. Sunt evidentiate sarurile
cuaternare de piridiniu si indolizinele ca molecule active farmaceutic si biologic dar care au
aplicatii si in stiinta materialelor, bioimagistica, chimie, industria alimentara si medicina.

Reactiile clasice de sinteza sunt utilizate pe scara larga pentru diferite transformari
organice, iar Capitolul 3 trateaza diferitele reactii clasice in solventi organici aplicate in sinteza
sarurilor cuaternare de piridiniu, derivatilor indolizinici si hibrizilor indolizinil-piridiniu din
aceasta teza de doctorat. De asemenea, este prezentatd o metoda noua de sinteza a
complecsilor metalici ce incorporeaza ilide N-heterocilice. Compusii obtinuti prin sinteze
clasice sunt caracterizati prin tehnici moderne de analiza, precum analiza elementala,
analizele IR, RMN si MS.

Conditiile catalitice prezintd o importanta ridicata in multe reactii organice si, prin
urmare, o descriere a efectului conditiilor de reactie neconventionale, precum asistarea cu
ultrasunete sau microunde in obtinerea de saruri cuaternare de piridiniu, este prezentata in
Capitolul 4.1n Capitolul 5 sunt prezentate metode de sinteza ale ,chimiei verzi” care utilizeaza
biocataliza cu enzime vegetale, enzime pure (comerciale) precum si sistemul catalitic
neconventional I./H202. De asemenea, sunt prezentate metodele utilizate pentru purificarea si
caracterizarea structurala a derivatilor indolizinici.

Sérurile cuaternare de piridiniu si compusii indolizinici prezintd diverse aplicatii
medicale, biologice, farmaceutice si alimentare printre altele. Pentru a putea selecta un posibil
medicament sau germicid, compusii tinta trebuie sa fie lipsiti de toxicitate sau cu toxicitate
redusa fatd de microorganismele benefice, plante, animale si oameni. in acest context, in
Capitolul 6, sunt prezentate rezultatele originale obtinute in urma evaluarii toxicitatii acestor



Obtinerea si caracterizarea unor compusi
heteroaromatici cu proprietati bioactive utilizand | DEDIU (BOTEZATU) Andreea Veronica
metode clasice sau apartindnd chimiei verzi

compusi, in cazul potentialei utilizari ca medicamente, toxicitate care a fost evaluata pe plante
si microorganisme model. Selectarea moleculelor prin tehnici moderne de analiza si evaluarea
interactiunilor medicament-molecula tinta, pot sa ofere avantaje importante in chimia
farmaceutica si farmacoterapie. Prin urmare, in contextul dificultatii de tratare a numeroaselor
afectiuni, Capitolul 7 trateaza diferite metode de evaluare a potentialului biologic activ al
compusilor heterociclici cu azot si rezultatele originale obtinute.

Luand in considerare potentialul sarurilor de bipiridiniu, indolizinelor cat si al hibrizilor
indolizinil-piridiniu ca antioxidanti si inhibitori de colinesteraze, Capitolul 8 descrie evaluarea
factorilor implicati in inhibarea colinesterazei prin calcule de andocare moleculara cu cele mai
relevante molecule hibride, precum si influenta structurilor acestora asupra modurilor de legare
de moleculele tinta.

Capitolul 9 dezvaluie concluziile generale si elementele de originalitate ale acestei
teze de doctorat. Rezultatele obtinute au condus la sinteza si caracterizarea structurala a unor
compusi heterociclici cu azot cu diversitate structurala prin metode clasice si neconventionale,
care ar putea contribui la procesul complex de identificare a unor potentiale medicamente sau
germicide pentru o gama larga de aplicatii practice. In final, Capitolul 10 prezinta diseminarea
rezultatelor obtinute Tn aceasta teza de doctorat.

CAPITOLUL 3. Pregatirea compusilor N-heterociclici prin cataliza
clasica

3.1. Introducere
Sinteza compusilor studiati din aceasta teza (saruri cuaternare de piridiniu, indolizine,
complecsi metalici) a fost realizata pornind de la trei compusi bipiridinici (Figura 3.1).
= 7N N
N | / N\
Yy —
A
NP I 7\
N~ N
4,4'-bipiridina 1,2-di(piridin-4-il)etan
sau 4,4'-bipiridil  sau 1,2-bis(4-piridil)etan
Figura 3.1. Structura chimica a compusilor bipiridinici utilizati ca reactanti de baza in reactiile
de sinteza

1,3-bis(4-piridil)propan

3.2. Obiective stiintifice specifice
Obiectivul stiintific specific al acestui capitol a constat in sintetiza de compusi
heterociclici cu azot (saruri cuaternare de piridiniu, indolizine, hibrizi indolizinil-piridiniu,
complecsi metalici) prin metode de obtinere conventionale (clasice).

3.3. Sinteza de saruri cuaternare de piridiniu
Sarurile cuaternare de piridiniu au fost preparate conventional folosind metodologia

selectata din literatura de specialitate, in acetonitril ca solvent, in conditii de reflux prin incalzire
conventionala si agitare continua pana la 48 h (Figura 3.3) [274,285]. Sarurile bis-cuaternare
simetrice de dipiridiniu S1a—e au fost preparate folosind o metodologie conventionala raportata
in literatura [285], din 4,4’-bipiridil si derivati halogenati folosind un raport stoichiometric 1:2
(Figura 3.4), in acetonitril anhidru la reflux. Sarurile bis-cuaternare de bipiridiniu Sla-e s-au
obtinut dupa 12-24 h de reactie, cu incalzire conventionala la 80°C (Tabelul 3.1). ScPy obtinute
au fost uscate la etuva, pastrate in flacoane la temperatura camerei si utilizate in analizele
ulterioare. Compusii obtinuti prin sinteza chimica au prezentat randamente ridicate (85-95% +
1%) si puncte de topire inalte (>300°C). Sinteza sarurilor bis-cuaternare S2a—q a fost realizata
prin alchilarea 1,2-di(piridin-4-il)etanului cu reactivi halogenati reactivi (Figura 3.5), in
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acetonitril anhidru, printr-o metoda conventionala raportatd in literatura de specialitate
[50,274].
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S1b:R = ONOZ S1e:R=QOH

S1c:R= —OOCH;, ©
H,N

Figura 3.4. Sinteza conventionala a sarurilor bis-cuaternare de bipiridiniu Sla-e
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Figura 3.5. Sinteza conventionala a sarurilor bis-cuaternare de bipiridiniu S2a-q derivate de la
1,2-di(piridin-4-il)etan
3.4. Sinteza de compusi indolizinici

Sarurile de piridiniu au proprietatea de a forma ilide de piridiniu in mediu bazic, aceasta
proprietate fiind importanta in sinteza de alti compusi heterociclici prin reactii de cicloaditie
dipolara [36]. Compusii indolizinici au fost preparati folosind metodologia prezentata in Figura
3.6, conform metodologiei de sinteza clasica selectata din literatura [22,36,279].
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O serie de compusi indolizinici au fost preparati pornind de la 1 mmol de sare bis-
cuaternara de bipiridiniu (S1a-e) si 2 mmoli de alchina activata (propiolat de etil). Amestecul
de reactie a fost agitat continuu (500 rpm) si incalzit conventional (Figura 3.7).

R O R o
CH
AN ® CH
A | - i\l@
o N _NMPELN SN -
Br/N / -HBr o |
H,C™ & — _N
X e
R (0]
R™ O _
R (0]

+ 2 =—COO0C,Hs

Figura 3.7. Calea generala de sinteza clasica a bis-indolizinelor 1z1a-e din saruri cuaternare
de bipiridiniu si mecanismul de reactie implicat

O alta serie de derivati indolizinici au fost generati din reactia a 1 mmol de sare bis-
cuaternara de bipiridiniu (S2a-e) si 2 mmoli de alchina activata (propiolat de etil), amestecul
de reactie a fost agitat continuu (500 rpm), pana la 24 ore si cu incélzire conventionala pe
agitator magnetic (Figura 3.8). Compusii au fost precipitati din mediul de reactie cu metanol,
eter etilic sau apa si apoi purificati prin recristalizare. S-au preparat o serie de monoindolizine
nesimetrice bipiridinice prin metode deja raportate in literatura [287,351]. 4,4 -bipiridil, 1,2-di(4-
piridil)etanul si 1,3-bis(4-piridil)propanul au fost utilizati drept substrat in obtinerea indolizinelor
1z1-f, 1z2-f, 1z-29, 1z3-a si 1z3-b (Figura 3.9, Tabelul 3.3). Pentru a prepara acesti compusi, 4,4’-
bipiridil a fost mai intdi monoalchilata Tnainte de ciclizare cu propiolat de etil.
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Figura 3.8. Calea generala de sinteza clasica a unor bis-indolizine din ScPy derivate de la 1,2-
di(piridin-4-il)etan
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COOR’
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Figura 3.9. Calea generala de sinteza clasica a mono-indolizinelor

3.5. Sinteza de compusi hibrizi indolizinil-piridiniu

Pentru a prepara o serie de hibrizi N-indolizinil-alchilpiridiniu (I1z-Py) cu diversitate
structurala, s-a variat atat natura bipiridinelor initiale, cat si cea a substituentilor N-alchilici. Au
fost concepute doua strategii, ambele bazate pe formarea nucleului de indolizina prin
cicloaditia 1,3-dipolara a alchinelor cu ilide formate in situ din saruri de piridina substituite
corespunzator (Figura 3.10). Dupa cum s-a raportat deja [287,351] compusii 1z-Py-1, 1z-Py-2
si 1z-Py-3 au fost obtinuti prin monometilarea controlata a 4,4 -bipiridilului in acetona, urmata
de o a doua etapa de alchilare cu iodoacetofenona care a generat sarurile nesimetrice de
bipiridiniu bis-alchilate si apoi au fost supuse monocicloaditiei regioselective cu propiolat de
etil pe fragmentul generator de ilida (Figura 3.10.a). Pentru seria 1z-Py-1-1z-Py-11, cu 2 sau
respectiv 3 atomi de carbon intre cele doua inele piridinice, moleculele difera in mare parte
prin natura gruparii N-alchil-piridiniu (Figura 3.10.b). S-a constatat experimental ca protocolul
optim de sinteza implica generarea mai intai a nucleului de indolizina, si apoi cuaternizarea
indolizinil-piridinelor rezultate prin utilizarea diversilor agenti de alchilare (Figura 3.11, Tabelul
3.4). Dupéa cum s-a raportat deja in literatura de specialitate [287], compusii Iz-Py-1, 1z-Py-2 si
Iz-Py-3 au fost obtinuti prin monometilarea controlata a 4,4’-bipiridilului, urmata de o a doua
etapa de alchilare cu iodoacetofenona care a generat sarurile de bipiridiniu bis-alchilate
nesimetrice si apoi au fost supusi cicloaditiilor regioselective cu propiolat de etil pe fragmentul
formator de ilide.
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Figura 3.10. Caile generale de sinteza a unei serii de hibrizi N-indolizinil-alchilpiridiniu (1z-Py)
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Figura 3.11. Calea generala de sinteza a unor hibrizi N-indolizinil-alchilpiridiniu si mecanismul
de reactie implicat

3.6. Sinteza unui nou complex mixt de lantan (lll) care incorporeaza o ilida de
bipiridiniu
Proligandul utilizat pentru sinteza unui complex mixt de lantan (lll) a fost sarea bis-

cuaternara de bipiridiniu S1-a (Figura 3.12), care a fost preparat prin metoda descrisa in
subcapitolul 3.2 [50].

Ph O
[S]
Br Y
= ("\DI/CH2
| CH30H;Et;N
@| X \ (mediu bazic)
Br
N 60°C
HoC” 8~
/g /g /g ilida reactiva
P Yo  St1a Ph™ =0 P o (OPY)

- Lax(S04)s
Nd3(SO4)s
[LaNd(up-DPY)(u4-SO4)o(EtsN)]Br,-2 H,0-CH5OH
(La-Nd-DPY)
Figura 3.13. Sinteza complexului mixt Ln(lll) — ilida (La-Nd-DPY) din sarea cuaternara de

bipiridiniu S1-a si mecanismul de formare al ilidei reactive in mediul bazic
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Un complex metalic mixt de La si Nd a fost sintetizat prin dizolvarea a 0,5 mmol S1-a
ntr-un balon cu fund rotund, adaugarea a 0,33 mmoli sulfat de lantan(lll) in 20 mL de metanol,
sub ncalzire la 60°C si agitare (300 rpm). S-a adaugat 1 mL de trietilamina (EtsN) si s-a
observat o schimbare de culoare de la galben deschis la violet, virajul de culoare fiind specific
reactiei de formare a ilidei corespunzatoare (Figura 3.13).

3.8. Rezultate si discutii

Caracterizarea sarurilor cuaternare de piridiniu

Sarurile bis-cuaternare de bipiridiniu Sla-e si S2a-q au fost sintetizate dupa metodologia
prezentata in literatura de specialitate [36,50,192,274], iar analizele experimentale efectuate
au confirmat structura acestora. Acesti compusi s-au sintetizat in acetonitril anhidru prin
incalzire conventionala la reflux, sub agitare continua timp de 12-48 h.

Structura chimica a compusilor sintetizati si puritatea au fost demonstrate prin analize
elementale, spectrofotometrice si cromatografice.

Spectrele FT-IR ale compusilor sintetizati au fost investigate in domeniul de frecventa
4.000-400 cm™, iar benzile observate confirma structurile chimice propuse (Figura 3.14 si
Anexele A1-A12). In spectrele FT-IR ale compusilor noi sintetizati S1d, S1e, S2d si S2e au
fost, de asemenea, identificate benzile specifice legaturilor din structurile chimice propuse
(Figura 3.14.a-d). Compusii sintetizati au fost caracterizati si prin spectrele RMN protonice si
carbonice, semnalele specifice protonilor si atomilor de carbon din structurile chimice ale
compusilor sintetizati fiind atribuite conform datelor din literatura de specialitate [354-357].

Sinteza compusilor indolizinici

Bis-indolizinele simetrice 1z1a-c si 1z2a-c au fost preparate din sarurile corespunzatoare
de 4,4’-bipiridiniu si de 1,2-di(4-piridiniu) etan. Reactiile de sinteza au fost bazate pe formarea
inelului de indolizina prin cicloaditia 1,3-dipolara a alchinelor cu ilide formate in situ din saruri
de piridiniu substituite corespunzator.

Structura chimica a compusilor sintetizati si puritatea au fost demonstrate prin analize
elementale, spectrofotometrice si cromatografice. Spectrele FT-IR ale compusilor sintetizati
Iz1a-e si 1z2a-e au fost investigate in domeniul de frecventd 400—4.000 cm™, iar benzile din
spectrele obtinute confirma structurile chimice propuse. Spectrele FTIR ale compusilor Iz1a-c
sunt reprezentate in Figura 5.9 si pentru compusii Iz1d-e si 1z2a-e in Anexele A13-Al9).
Structurile indolizinelor au fost confirmate in continuare prin analiza *H-RMN.

Caracterizarea structurala a hibrizilor de indolizinil-piridiniu

in aceasta teza, s-a preparat o serie de hibrizi N- indolizinil-piridiniu cu diversitate
structurala variind atat natura bis-piridinelor initiale, cat si pe cea a substituentilor N-alchilici.
Au fost concepute doua strategii, ambele bazate pe formarea inelului de indolizina prin
cicloaditia 1,3-dipolara a alchinelor cu ilidele formate in situ din saruri de piridiniu substituite
corespunzator. Dupa cum s-a raportat deja in literatura de specialitate, compusii 1z-Py-1, 1z-
Py-2 si Iz-Py-3 au fost obtinuti prin monometilarea controlata a 4,4 -bipiridilului, urmata de o a
doua etapa de alchilare cu iodoacetofenona care a generat sarurile de bipiridiniu bis-alchilate
nesimetrice si apoi au fost supuse monocicloaditiei regioselective cu propiolat de etil pe
fragmentul formator de ilide. Pentru a prepara analogul de piridina I1z1-f, 4,4’-bipiridil a fost mai
intai alchilat cu iodoacetofenona Tnainte de ciclizare cu propiolat de etil.

Monoindolizinele rezultate de tip indolizinil-piridine, 1z2-f, 1z-2g, 1z3-a si 1z3-b au fost
izolate cu randamente de 12-51%. Etapa finala de reactie cu diversi agenti de alchilare a fost
realizata in CH3CN pentru a rezulta sarurile de indolizinil-piridiniu 1z-Py-4-1z-Py11 cu
randamente bune pana la excelente (50-100%). Trei dintre intermediarii piridin-indolizine, 1z2-
g, 1z3-a si 1z3-b, au fost selectati pentru evaluarea biologica ca analogi neutri. Compusii au
prezentat o puritate ridicatd, asa cum s-a evaluat prin analize spectrofotometrice,
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cromatografice si elementale, si au fost utilizate fara purificare suplimentara. Spectrele 'H si
13C RMN sunt colectate in Anexele A47-A71.

Sinteza unui complex mixt de lantan (lll) care incorporeaza o ilida de bipiridiniu

Intr-un studiu recent, s-au utilizat sulfati de Ln(lll) (Ln = La, Nd) pentru a sintetiza doi noi
complecsi homo-metalici dinucleari de Ln(lll) care incorporeaza o ilida de bipiridiniu [374].
Pentru a oferi mai multe valente aplicative unor liganzi N-heterociclici, s-a urmarit in aceasta
teza crearea de noi specii de coordinare care sa contind atat compusi viologeni, cat si
lantanide, precum si evaluarea proprietatilor biologice ale acestora. Sinteza, caracterizarea si
proprietatile biologice ale noului complex mixt de Ln(lll) au fost realizate cu scopul de a obtine
un complex cu potential imbunatatit ca agent anticancerigen.

Noul complex mixt de Ln (lll) s-a obtinut cu un randament de 60%. La-Nd-DPY a fost
izolat sub forma unei pulberi violete, stabila in prezenta aerului si a umiditatii, fiind solubil in
DMSO si DMF, slab solubil in alcooli, acetona, acetonitril si apa. Analiza prin difractie cu raze
X pe pulbere (PXRD- engl. ,powder X-ray diffraction”) a relevat natura amorfa a complexului.
Modelele experimentale PXRD atat pentru compusii complexi, cat si pentru cei initiali,
inregistrate in scop comparativ in domeniul 26 = 15-90°, sunt prezentate in Figura 3.17. Cu
toate acestea, diferite instrumente de caracterizare, cum ar fi spectroscopia in infrarosu cu
transformata Fourier (FT-IR), analiza elementald, spectrometria de masa cu ionizare
electrospray (ESI-MS) spectroscopie UV-Vis si analiza termogravimetrica (TGA), au fost
folosite pentru a propune structura pentru La-Nd-DPY. Analiza elementala a dus la ipoteza
formulei stoichiometrice a complexului nou obtinut, ca fiind de tipul [LaNd(u2-DPY)(us-
SO4)2(Et3N)]Br2-2H20-CH30H.
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Figura 3.17. Difractograme de raze X pe pulbere pentru probele indicate in domeniul 26=15-
90°. La-Nd-DPY (portocaliu), sulfat de La(lll) (albastru), sulfat de Nd(lll) (rosu) si S1-a (verde)

Spectrul IR al complexului mixt La-Nd-DPY (Figura 3.18) prezintd benzi de absorbtie
slabe si medii in regiunea 1.640-1.440 cm™, care sunt atribuite vibratiilor de intindere ale
legaturilor duble C=C si C=N din nucleele de fenil si respectiv de piridina din structura ilidei
[41].
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Analiza termogravimetrica (TGA) a fost utilizata pentru a evalua stabilitatea termica a
complexului mixt Ln(Ill) obtinut si principalele pierderi de masa inregistrate la incalzire.

Analiza prin cromatografie lichida cuplata cu spectrometrie de masa (LC-MS) a permis
identificarea unor fragmente ale complexului analizat, cu aparitia unor peak-uri caracteristice
intense n intervalul 0-500 (m/z), corespunzatoare ilidei, si peak-uri mai putin intense dupa m/z
500, corespunzatoare fragmentelor pe baza de lantanide (Figura 3.21, Tabelul 3.5).

- La-Nd-DPY

A
- sta | (Nd-N,Nd-0, La-N, La-0) |

Transmitanta (T, %)
1

il (C=C, C=N)

— 711
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numere de unda (cm 1)

Figura 3.18. Suprapunere de spectre IR ale sarii cuaternare de bipiridiniu S1-a (negru) si
complexului mixt La-Nd-DPY (rosu)

Toate rezultatele analizelor structurale descrise mai sus au permis propunerea unui
model structural pentru complexul mixt La-Nd-DPY sub forma unui polimer de coordinare, ale

carui unitati monomerice sunt constituite dintr-un ligand organic N-heterociclic DPY (ilida

compusului S1-a), union La(lll), un ion Nd(lll), doua grupari sulfat si o molecula de trietilamina
(Figura 3.22.).

@\c f:H—ND_GN_j?c——‘@ \*E J
\\ 0

o O /__,_,ru Omme_ l_r,,..-o P
O _O0—La T =g Nd vl a T=s
"‘«.O_.--"‘S“"--.._O-/ T \D/ "--...___{J‘_,__--""/ H‘\"-U""'—’ '-1._‘_-0/ \\\_\‘D/ "'--.___O

"Q L~ >
OO0

Figura 3.22. Structura polimerica 1-D propusa pentru La-Nd-DPY
Prin cercetarea literaturii de specialitate nu s-a identificat niciun alt studiu care sa descrie
un model de lant liniar construit cu ioni alternativi de Ln(lll) uniti de gruparile sulfat print-un
mod bis-chelatizat. Pe de alta parte, cele sase coordinari ale unor astfel de ioni de Ln(lll), desi
inca sunt identificate relativ rar, se alatura grupului de complecsi pe baza de lantanide
prezentate pana acum in literatura [374,384—-387]. Cerintele mai mari de coordinare ale ionilor
La(lll) si Nd(lIl) pot constitui cauza probabila pentru aparitia complexului polimeric La-Nd-DPY.
Comportamentul redox al complexului La-Nd-DPY a fost evaluat prin experimente de
voltametrie ciclica (CV), atat in metanol (pH = 7,3) cat si in DMSO (pH = 10,4), ceea ce releva
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ca potentialele de oxidare/reducere ale complexului mixt sunt deplasate catre valori pozitive
sau negative, fiind atribuite ligandului corespunzator (Figura 3.23).

1.2¢0 1e1 in MeOH
in DMSO

<I>/pA

m%

<2e1 a 2¢1

de-1 a1 £ea1 10
EwelV vs, AgiAgCTI / NaCl {sat'd)

=] -5e-1 -de-1
EwelV vs, AQ/A4CI / NaCl {sat'd)

Figura 3.23. Voltamograme ciclice ale complexului mixt de Ln in solutii 10 M DMSO si MeOH,
pe electrod de lucru din platind; E = +1 V/eagnagosar; rata de scanare de 50 mvs™; 10 cicluri
voltametrice consecutive.

Potentialele redox evaluate se incadreaza in intervalul biologic relevant si accesibil. in
celulele care se afla in proces de proliferare, potentialul de reducere este aproximativ -0,24 V
[53], in timp ce in interiorul tumorii poate fi cu pana la 100 mV mai mic. Aceasta inseamna ca
agentii de reducere biologica, de exemplu, grupul redox GSSG/2GSH sau acidul ascorbic, sunt
capabili sa reducad compusii sintetizati [54] si, conform rezultatelor obtinute, procesul de
reducere biologica a complexului mixt sintetizat poate fi realizat.

Microscopia electronica cu scanare (SEM) a aratat ca noul complex mixt se dezvolta intr-
o morfologie asemanatoare retelei fibrilare destul de uniforma si omogena, cu caracteristici
poroase, asa cum se poate observa la mariri mai mari (Figura 3.24 A, B, C si D). Acest tip de
morfologie este astfel diferit de complecsii homo-metalici La-DPY si Nd-DPY, care au
prezentat structuri si morfologii cristaline multiforme (micro- si nanoparticule alungite, micro- si
nanoparticule agregate) [27]. Analiza EDX, obtinuta ntr-un punct selectat din imaginea cu cea

mai mare marire, a confirmat prezenta ambilor ioni de lantan (Ill) in complexul mixt.
» 3 j "s B ' s c 5

£ Element Wt % At § E
CK $9.77 75.54
N K 3.00 3.25
3 0O K 18.55 17.60
A S K 4.33 2.05
A LaL  10.12 1.11
NdL 4.23 0.45
Total 100.00 100.00
(o]

Nd Nd
La La

A e S e o

2.10 4.10 6.10 8.10 10.10 12.10 keV

Figura 3.24. A-D: Imagini SEM ale complexului La-Nd-DPY; E: Spectrul EDX obtinut intr-un
punct selectat din imaginea cu marire de 50.000x, impreuna cu compozitia elementala.

15



Obtinerea si caracterizarea unor compusi
heteroaromatici cu proprietati bioactive utilizand | DEDIU (BOTEZATU) Andreea Veronica
metode clasice sau apartindnd chimiei verzi

CAPITOLUL 4. Generarea de saruri dicuaternare simetrice de
bipiridiniu prin cataliza neconventionala

4.2. Obiective stiintifice specifice

Obiectivul stiintific specific al cercetarilor prezentate in acest capitol a constat in
generarea de compusi heterociclici cu azot (saruri dicuaternare de bis-piridiniu) prin metode
de obtinere neconventionale, apartinand chimiei verzi.

4.4. Rezultate si discutii

Prin metodele conventionale au fost necesare 12 pana la 24 de ore pentru alchilarea
completa a 1,2-di(4-piridil)etanului cu derivati halogenati reactivi in solvent anhidru si conditii
de reflux. Iradierea cu MW sau US a redus timpul de reactie si produsii de reactie din clasa
sarurilor cuaternare de piridiniu au fost obtinuti intr-un timp mult mai scurt (cateva minute).

In Tabelul 4.1, sunt prezentate comparativ rezultatele obtinute in varianta de sinteza
clasica si prin cele doud metode verzi, randamentele obtinute facand astfel evident avantajul
remarcabil al acestor alternative neconventionale in ceea ce priveste economisirea de timp,
de solventi si cresterea randamentului de reactie. Alternativele verzi de sinteza au dus la
obtinerea cu succes a sarurilor dicuaternare de bis-piridiniu cu randamente foarte bune,
apropiate de cele ale metodei clasice. in metoda clasica de sinteza s-a utilizat un volum mult
mai mare de solvent (150 echiv. acetonitril anhidru). in cazul reactiilor cu randament de sinteza
mai mic de 90%, s-au observat compusi de plecare nereactionati, identificati prin cromatografie
in strat subtire, dar datorita solubilitatii lor in mediul de reactie acestia au fost indepartati prin
spalarea precipitatului obtinut cu acetonitril anhidru fierbinte. Reactiile asistate de MW sau US
au fost monitorizate dupa 5, 10 si 15 minute.

Tabelul 4.1. Randamentele si conditiile de reactie comparative pentru sinteza clasica si, respectiv,
neconventionala

incalzire clasics Iradiere cu MW Iradiere cu US
- (300 W) (35 Hz)
(Tn'{‘i"np) TEC)  n(%) (Tn'{}’np) TEC)  n(%) (Tr'nri"np) TEC)  n (%)

S2a 1.440 80,0 92 5-10 95,0 95 60 60,0 90
S2b 1.440 80,0 95 5-10 95,0 95 60 60,0 95
S2c 1.440 80,0 94 5-10 95,0 95 60 60,0 95
S2f 1.440 80,0 88 5-10 95,0 90 60 60,0 90
S2g 1.440 80,0 94 5-10 95,0 94 60 60,0 95
S2h 1.440 80,0 20 5-10 95,0 93 60 60,0 90
S2i 1.440 80,0 82 5-10 95,0 85 60 60,0 85
S2j 1.440 80,0 81 5-10 95,0 83 60 60,0 90
S2k 720 80,0 93 5-10 95,0 95 60 60,0 90
S21 720 80,0 92 5-10 95,0 95 60 60,0 90
S2m 1.440 80,0 98 5-10 95,0 98 60 60,0 98
S2n 1.440 80,0 85 5-10 95,0 88 60 60,0 86
S20 1.440 80,0 85 5-10 95,0 87 60 60,0 90
S2p 720 80,0 20 5-10 95,0 92 60 60,0 93
S2q 720 80,0 76 5-10 95,0 77 60 60,0 80

S-a constatat ca o crestere a timpului de reactie pentru reactia asistatd de MW sau US
nu mai conduce la o crestere a randamentului reactiei. Prin urmare, s-a considerat intervalul
de timp optim de 5-10 minute, care a reprezentat cea mai buna abordare pentru sinteza unor
astfel de ScPy. Este important de subliniat faptul ca iradierea cu MW a fost deosebit de
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eficienta, doar cateva minute fiind necesare pentru a obtine produsii doriti cu randamente
excelente, in timp ce mai multe ore de incalzire conventionala in conditii de reflux ar fi necesare
pentru a genera aceleasi rezultate. De asemenea, iradierea cu US a fost eficients,
randamentele fiind excelente in toate cazurile analizate, iar timpii de reactie s-au redus de la
12-24 ore sub incalzire conventionala la doar o ora de sinteza asistata de US, aceste rezultate
fiind, de asemenea, similare cu cele raportate in literatura pentru alte clase de compusi
[149,400].

Conform datelor din literatura, sintezele asistate de MW sau US din aceasta teza sunt
propuse pentru prima datd ca metode de obtinere a sarurilor dicuaternare de bis-piridiniu S2a-
c si S2f-q, deschizand astfel calea spre generarea de ScPy prin metode verzi, cu randamente
ridicate. Spectrele in infrarosu (FT-IR) ale compusilor obtinuti au fost analizate intr-un domeniu
al frecventei cuprins intre 4.000 si 400 cm™, iar benzile identificate au confirmat structurile
chimice propuse prin comparatie cu datele obtinute pentru compusii martor obtinuti prin sinteza
clasica (Figura 4.3). Compusii sintetizati au prezentat in spectrele RMN semnale specifice
protonilor si atomilor de carbon din structurile chimice ale compusilor propusi, atribuite conform
datelor din literatura de specialitate [354—-357] (Figura 4.4.a). Spectrele 1*3C-RMN au confirmat,
de asemenea, structurile chimice ale ScPy (Figura 4.4.b). Spectrele RMN corespunzatoare
compusilor sunt colectate in Anexele A20-A46.

Transmitanta (T, %)
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(a) Numere de undi (cm:1}
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Figura 4.3. Suprapunere de spectre FTIR pentru a) S2a, b) S2b, ¢) S2c: negru-sinteza clasica,

maro-sinteza cu US, albastru-sinteza cu MW
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Figura 4.4. Suprapunere de spectre a) *H-RMN, b) **C-RMN pentru compusul S2a: negru-
sinteza clasica, maro-sinteza asistata cu US, albastru-sinteza asistata cu MW

CAPITOLUL 5. Generarea de bis-indolizine simetrice prin cataliza
neconventionala

5.2. Obiective stiintifice specifice

Obiectivul stiintific specific al cercetarilor prezentate in acest capitol a constat in
generarea de compusi indolizinici prin metode de obtinere neconventionale, apartinand
,chimiei verzi”.

5.7. Rezultate si discutii

Optimizarea conditiilor de reactie pentru procesul de biocataliza

In scopul optimizarii randamentului procesului de sinteza, au fost investigate influenta
mediului biocatalitic si a conditiilor experimentale in sinteza compusilor indolizinici (Tabelul
5.1). Primele experimente au fost efectuate cu 1 g de radacini de hrean in solutie de tampon
fosfat la pH = 6,0, cu agitare continua, la temperatura camerei si un timp de 168 ore.
Tabelul 5.1. Optimizarea conditiilor de reactie pentru sinteza compusului 1z1a

catalizator enzimatic vegetala (g) tampon Timp (ore)

-~ 05 60  »>20 = >120  >120
0,5 7,0 >120 >120 >120
0,5 8,0 >120 >120 >120
1,0 6,0 >120 >120 >120
1,0 7,0 >120 >120 >120

R&dacina de hrean 1O %0 >120 >120 >120
1,5 6,0 117 112 113
1,5 7,0 114 106 109
1,5 8,0 119 124 110
2,0 6,0 96 88 94
2,0 7,0 87 84 86
2,0 8,0 93 87 88

Prin monitorizarea reactiei prin cromatografie pe strat subtire s-a constatat ca reactantii
au fost consumati in timp si produsul final de reactie (Iz1a) a fost obtinut intr-un timp de reactie
de peste 120 de ore. Au fost efectuate experimente suplimentare de optimizare pentru sinteza
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compusului I1z1a, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 5.1. Cele mai promitatoare rezultate
au fost obtinute la pH = 7,0 si cu 2 g de produs vegetal, cand produsul de reactie a fost obtinut
cu randament de 84% la temperatura camerei.

Obtinerea derivatilor indolizinici prin biocataliza enzimatica

Investigarea conditiilor catalitice a fost extinsa la 7 plante evaluate in aceasta teza si la
utilizarea diversilor derivati halogenati reactivi (Figura 5.6). Derivatii indolizinici s-au obtinut si
prin reactii multicomponente, intr-o singura etapa, biocatalizate de peroxidaza pura din hrean
(POD-HRP). Acest proces de sinteza a dus la sinteza compusilor doriti ca pulberi solide cu
randamente de 40-76%.

In urma proceselor biocatalitice cu enzimele extrase din produse vegetale proaspete,
precum si cu enzima pura POD-HRP, s-au obtinut produsii de reactie corespunzatori cu
randamente moderate pana la foarte bune (45%-86%). Mecanismul de reactie propus pentru
sintezele catalizate de enzimele oxidante implica formarea intermediara a cationilor de piridiniu
din derivati de piridina si derivati halogenati reactivi (Figura 5.7).

Produsii radicalilor liberi generati de oxidaze sunt specii foarte reactive care pot, in
unele cazuri, sa modifice gruparea hem a enzimei [421]. De exemplu, pentru peroxidaza din
hrean (HRP), substraturile pentru care a fost observat acest tip de reactie conform datelor din
literatura sunt alchil- si aril-hidrazinele, nitrometanul sau hidratul de ciclopropanona. Radicalii
cu reactivitate scazuta pot fi adaugati gruparilor vinilice din structura hemului peroxidazei,
aceste modificari ale hemului proteic fiind generate si in unele cazuri de produsii de oxidare
formati de peroxidaze atunci cand oxideaza ionii de halogenura. Prin urmare, oxidarea bromurii
de catre HRP ar putea implica formarea de HOBr si adaugarea acestuia sub forma de HOBr
la gruparile vinilice din hem-oxidaze [423].

HOBr

I1z1a: R = CgHs ;
1z1c: R = CgHy-p-NOy;
1z1b: R = CgHy-p-OCHg;

Figura 5.7. Mecanismul propus pentru conversia reactantilor in compusii intermediari si apoi
in derivatii indolizinici, promovata de catalizatori enzimatici din surse vegetale

Mai departe, cercetarea a fost extinsa prin testarea altor sase plante locale. Reactiile
au fost efectuate prin biocataliza in cascada, cu un sistem enzimatic complex din tesuturile
intregi ale plantelor proaspete si cu obtinerea produsilor de reactie cu randamente bune (45-
86%). Aceste metode au fost investigate pentru a minimiza numarul de subprodusi nedoriti si,
de asemenea, pentru a evita utilizarea solventilor toxici. Dupa separarea si purificarea
produsilor de reactie, s-a constatat ca bis-indolizinele sintetizate prezinta structurile asteptate
(Figura 5.9, Figura 5.10), rezultatele obtinute fiind in concordanta cu cele ale bis-indolizinelor
martor obtinute anterior prin sinteza chimica clasica [375], prezentate in Capitolul 3.
Comparand conditiile de reactie in sinteza clasica si biocatalizata si randamentele in produsele
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finale, s-a constatat ca utilizarea sistemelor multi-enzimatice pentru catalizarea reactiilor de
obtinere a bis-indolizinelor a fost cea mai eficienta dintre metodele studiate (Tabelul 5.2).
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Figura 5.9. Analiza FT-IR a compusilor: a) lz1a, b) 1z1b, c) Iz1c obtinuti prin cataliza
conventionala (CS) si reactii biocatalizate de enzime din plante: HR-radacina de hrean,
PRSNR- radacina de pastarnac, CR- radacina de telina, FBG- germeni de bob , PG- germeni
de dovleac, PRSLP- radacina de patrunjel.
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Figura 5.10. Analiza *H RMN a compusilor: a) Iz1a, b) Iz1b, c) Iz1c obtinuti prin cataliza
conventionala (negru), reactii biocatalizate de enzime din plante (albastru), de peroxidaza pura
(maro) si cu sistemul catalitic 12/H202 (verde)
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CAPITOLUL 6. Evaluarea citotoxicitatii unor saruri cuaternare de
piridiniu si a unor indolizine studiate

6.1. Obiective stiintifice specifice

Obiectivul stiintific specific al acestui capitol a fost evaluarea toxicitatii compusilor
sintetizati. Pentru realizarea acestui obiectiv s-au investigat efectele unor compusi studiati, din
clasa sarurilor cuaternare de piridiniu si din clasa indolizinelor, asupra germinarii semintelor de
grau (Triticum aestivum). Avand in vedere cresterea considerabila a importantei derivatilor
indolizinici, s-a investigat citotoxicitatea unor compusi indolizinici pe microorganismul eucariot
model, drojdia Saccharomyces cerevisiae, in timpul proceselor de multiplicare si fermentatie
alcoolica.

6.5. Rezultate si discutii
6.5.1 Citotoxicitatea unor compusi studiati evaluata prin testul Triticum aestivum
Avand in vedere spectrul larg de aplicatii potentiale ale ScPy in diverse domenii, s-au

investigat efectele a 11 ScPy selectate (Sla-e, S2a-e si S2i), cu efecte electronice diferite
(atragator si respingator de electroni), asupra germindrii semintelor de grau, ca prim pas spre
estimarea pericolului potential al acestor substante chimice pentru mediul inconjurator.
Compusii Sla-e, S2a-e si S2i au fost selectati, de asemenea, pentru a vedea daca diferite
grupari functionale pot genera efecte toxice, avand in vedere ca, de exemplu, gruparea nitro
din anumite molecule chimice s-a dovedit ca poate induce toxicitate. Conform datelor din
literatura, pe parcursul acestui test, s-au evaluat cei mai sensibili parametri fiziologici Tn
germinarea si dezvoltarea plantelor pentru specia T. aestivum.

Valorile GS mai mari de 95% si apropiate de cele obtinute pentru proba control (C)
(Figura 6.5), precum si procentele relative de germinare a semintelor (GRS) cuprinse intre
98,96% si 100,75% (Figura 6.6) pentru semintele tratate cu saruri cuaternare de piridiniu, au
demonstrat ca derivatii de ScPy testati nu au avut influentd negativda asupra germinarii
semintelor. Mai mult, valorile obtinute pentru parametrul de crestere relativa a radicelelor
(CRR) nu au fost influentate negativ de prezenta compusilor testati (Figura 6.7). Pentru probele
evaluate prin expunerea la ScPy la diverse concentratii s-au obtinut valori mai mari de 100%,
prin urmare s-a demonstrat ca ScPy nu prezinta efect citotoxic asupra germinarii semintelor
[469]. Valorile indicelui de germinare (IG, %), mai mari de 95% si apropiate de cele obtinute
pentru proba control (Figura 6.8), confirma ca ScPy testate nu exercita fitotoxicitate [444].
Studiile de toxicitate efectuate prin testul Triticum aestivum pentru sarurile cuaternare de
piridiniu Sla-e, S2a-e si S2-i la doud concentratii diferite (10° M si 10°® M), nu au prezentat
efect inhibitor asupra germinarii semintelor si cresterii timpurii a tulpinitei. Evaluarea celor mai
sensibili indicatori de germinatie pentru evaluarea fitotoxicitatii compusilor indolizinici a fost
efectuata, de asemenea, prin testul Triticum aestivum. Valorile parametrului GS (%), foarte
asemanatoare cu cele ale probelor martor, conform datelor din literatura de specialitate
[440,469], demonstreaza ca prezenta compusilor testati nu a avut influenta negativa asupra
germinarii semintelor de grau (Figura 6.9).

Valorile parametrilor GRS (%) si CRR (%) mai mari de 100% pentru probele tratate cu
compusii indolizinici demonstreaza ca prezenta compusilor testati nu a determinat efecte
nocive asupra germinarii semintelor de grau (Figurile 6.10-6.11). Rezultatele obtinute sunt
similare cu alte date prezentate in literatura de specialitate pentru studii similare de evaluare
a fitotoxicitatii prin metoda de germinare a semintelor de grau [440,469]. Valorile obtinute
pentru indicele de vigoare (IV) cuprinse intre 79,13 + 0,48% si 96,83 + 0,95%, mai mari de
75% si apropiate de valoarea medie obtinuta pentru proba control (85,80 + 0,52%) releva lipsa
efectelor nocive ale compusilor testati asupra germinarii semintelor de grau (Figura 6.12).
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Rezultatele obtinute sunt similare cu alte rezultate din literatura de specialitate prezentate
pentru metoda T. aestivum in evaluarea fitotoxicitatii unor compusi chimici [440,459,460].
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Figura 6.5. Germinarea semintelor (GS, %) de
Triticum aestivum L. expuse la diferite
concentratii de ScPy (10°M - verde deschis si 10°
5M — verde inchis). Valorile prezentate reprezinta
media a patru replici pentru fiecare conditie
experimentala si barele de eroare cu DS
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Figura 6.7. Cresterea relativa a radicelelor (CRR,
%) de T. aestivum expuse la diferite concentratii
de ScPy (10°M - verde deschis si 10°M — verde
inchis). Datele reprezinta media a patru repetitii
si barele de eroare cu DS
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Figura 6.9. Germinarea semintelor (GS, %) de
Triticum aestivum L. expuse la diferite
concentratii de compusi indolizinici (10°M -
albastru deschis si 10“M — albastru inchis).
Valorile prezentate reprezintd media a patru
replici pentru fiecare conditie experimentald si
barele de eroare cu DS
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Figura 6.6. Germinarea relativa a semintelor
(GRS, %) de Triticum aestivum L. expuse la
diferite concentratii de ScPy (10°M - verde
deschis si 10°M — verde fnchis). Valorile
reprezentate grafic reprezintd media a patru
repetitii si barele de eroare cu DS
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Figura 6.8. Indicele de germinare pentru

semintele de T. aestivum tratate cu diferite
concentratii de ScPy (10°M - verde deschis si 10°
M — verde inchis). Datele reprezintd media a
patru repetitii si barele de eroare cu deviatia
standard
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Figura 6.10. Cresterea relativa a radicelelor
(CRR, %) de T. aestivum expuse la diferite
concentratii de compusi indolizinici (10°M -
albastru deschis si 10“M - albastru inchis).
Datele reprezintd media a patru repetitii si barele
de eroare cu deviatia standard

In concluzie, parametrii fiziologici care descriu procesul de germinare au aratat ca
expunerea semintelor la compusii evaluati in mediul de germinare, nu au efecte toxicologice
asupra dezvoltarii si cresterii germenilor de grau si a tulpinitelor, comparativ cu proba control
tratata doar cu apa. Pentru a evalua la nivel celular impactul expunerii semintelor la diversi
compusi indolizinici in procesul de germinare, s-au analizat germenii obtinuti, prin selectarea
unor germeni reprezentativi pentru fiecare conditie experimentald, prin microscopie confocala.
Indolizinele I1z1a-e sau 1z2a-e la concentratiile testate (10 M, 10 M) nu au exercitat efect
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citotoxic asupra organismelor vegetale, adsorbtia lor nu a determinat afectarea structurii
tesuturilor plantelor sau procesele fiziologice precum cresterea si diferentierea celulara.
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Figura 6.11. Germinarea relativa a semintelor
(GRS, %) de T. aestivum expuse la diferite
concentratii de compusi indolizinici (10°M -
albastru deschis si 10“M - albastru Tnchis).
Valorile reprezentate grafic reprezinta media a
patru repetitii si barele de eroare cu DS

Figura 6.12. Indicii de vigoare (IV, %) pentru
semintele de T. aestivum expuse la diferite
concentratii de compusi indolizinici (10°M -
albastru deschis si 10*M — albastru inchis).
Valorile prezentate reprezinta media a patru
replici pentru fiecare conditie experimentala si
barele de eroare cu deviatia standard

6.5.2. Impactul unor compusi indolizinici asupra cresterii drojdiei Saccharomyces
cerevisiae

Avand in vedere cresterea considerabila a importantei derivatilor indolizinici, in aceasta
teza de doctorat s-a investigat citotoxicitatea acestor compusi pe celulele de drojdie model
Saccharomyces cerevisiae, n timpul proceselor de multiplicare si fermentatie alcoolica. in
acest context, s-a urmarit aplicarea unor abordari alternative care prezinta o perspectiva de
utilizare minima a testelor pe animale in experimentele stiintifice si s-a urmarit evaluarea
citotoxicitatii compusilor indolizinici pe celulele de drojdie. Valorile parametrilor cinetici
determinate dupa 48 de ore, pentru probele suplimentate cu compusul I1z1c au fost cele mai
apropiate de cele ale probei control (Tabelul 6.1).

Randamentul de substanta uscata obtinut pentru proba control (12,72% + 0,16%) a
prezentat valori similare cu probele la care au fost adaugati compusii analizati: I1z1a, 1z1b si
Iz1c la concentratiile de 1 yM si 10 yM (Figura 6.24). Cel mai bun randament de substanta
uscata a fost obtinut pentru mediul suplimentat cu compusul Iz1a la o concentratie de 10 yM
(15,49% + 0,13%), urmat de probele la care s-au adaugat compusii chimici analizati: 1 yM 1z1b
(14,81% + 0,08 %) si 10 uM Izlc (14,05% + 0,36%). Un randament de biomasa mai mic
comparativ cu cel al probei control au prezentat probele la care au fost adaugati compusii I1z1c
(12,68% * 0,31%) si lz1b (12,21% + 0,17%) in concentratii de 1 uM si respectiv 10 uM (Figura
6.24).

Tabelul 6.1. Parametrii cinetici determinati dupa 48 de ore de cultivare in conditii submerse, cu agitare
si aerare: n = numarul de generatii; y = viteza de crestere; tg = timpul de generatie

Proba . -1
analizats Concentratia n W [h~] tg [h]

Control 18,6 £ 0,4 0,38 + 0,06 2,58 + 0,26
Iz1a 1uM 154+0,1 0,32+0,12 3,12+0,28
Iz1a 10 uM 13,2+0,3 0,27 +0,14 3,63+0,14
Iz1b 1uM 11,4+04 0,24 +0,13 4,21 +0,16
I1z1b 10 uM 11,8+0,3 0,25+£0,17 4,07 £0,24
Izlc 1uM 19,4+0,1 0,40 + 0,08 2,47 + 0,36
Izlc 10 uM 21,4+0,0 0,44 + 0,04 2,24 +0,28
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Dupa primele 24 de ore de cultivare, gradul de Tnmugurire pentru proba control a
prezentat o valoare de 17,5% % 0,8% apropiata de cea a probei suplimentate cu Iz1c la o
concentratie de 10 uM (18,08% + 0,7%). Dupa 48 de ore de cultivare, valoarea gradului de
inmugurire in prezenta aceleiasi concentratii a compusului 1z1¢c (19,90%* 1,1%) a fost mai
ridicata decét cea a probei control spre deosebire de concentratia de 1 uM, la care valoarea
gradului de inmugurire dupa 24 de ore a prezentat cea mai mare valoare de 21,3% * 1,2%, iar
dupa 48 de ore cea mai mica valoare de 16,24% * 1,3%. In cazul indolizinei 1z1a, la
concentratia minima utilizata in cadrul acestui experiment s-a obtinut un grad de inmugurire al
celulelor mai mare comparativ cu proba control si cu aproximativ 20 % mai mic dupa 48 de ore
de cultivare submersa. La concentratia maxima testata, prezenta compusului Iz1b a produs
nmugurirea a peste 20% din celulele de drojdie, in timp ce la concentratia minima analizata
s-au obtinut valori comparabile cu cele ale probelor control, dupa 48 de ore de cultivare
submersa (Figura 6.25).
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Figura 6.24. Randamentul de biomasa uscata
pentru drojdia cultivatd in  mediu lichid
suplimentat cu compusii testati. Proba control nu
mediul de crestere al celulelor de drojdie. Valorile
obtinute reprezintd media a trei repetitii
experimentale pentru fiecare proba + DS

Figura 6.25. Gradul de inmugurire al celulelor de
drojdie de S. cerevisiae, in prezenta compusilor
indolizinici la diferite concentratii in mediul de
cultura. Proba martor a fost considerata fara
compusii indolizinici ih mediul de crestere al
celulelor de drojdie. Valorile obtinute reprezinta
media a trei repetitii experimentale pentru fiecare

proba + DS

Din Figura 6.26 (a) se poate observa ca prezenta compusului 1z1a la concentratia de 1
MM a determinat un grad mai scazut de autoliza al celulelor de drojdie S. cerevisiae ih procesul
de multiplicare (2,27% = 0,08%, 0,87% * 0,06%, 1,07% * 0,07%) decéat cel al probei control
dupa 24, 48 si 120 de ore de cultivare (1,60% * 0,03%, 2,34% + 0,05%, 2,68% * 0,06%). De
asemenea, prezenta compusului Iz1a la concentratia de 10 yM a determinat un grad mai
scazut de autolizé dupa 24 si 48 de ore de cultivare (0,82% * 0,01%, 1,04% + 0,02%) in
comparatie cu proba control, iar dupa 120 de ore de cultivare, s-a observat ca gradul de
autoliza a prezentat o valoare mai mare comparativ cu proba control. Prezenta compusului
Iz1b in mediul de crestere, la ambele concentratii testate, a determinat valori ale gradului de
autoliza mai mari dupa 24 de ore cu aproximativ 0,6% fata de proba control. Dupa 48 si 120
de ore de cultivare, valorile gradului de autoliza pentru probele suplimentate cu compusul 1z1b
la ambele concentratii testate au prezentat valori foarte apropiate de cele prezentate de proba
control dupa 48 si 120 h de cultivare (Figura 6.26 b). Suplimentarea mediului de cultura al
celulelor de drojdie S. cerevisiae cu Iz1c, la o concentratie de 1 uM, a determinat valori mai
mici ale gradului de autoliza decét cele prezentate de proba control dupa 24, 48 si 120 de ore
de cultivare. De asemenea, prezenta compusului I1z1c la o concentratie de 10 uM in mediul de
cultura a determinat valori mai mici ale gradului de autoliza (1,09% % 0,03%, 1,36% + 0,02%)
decét cele ale probei control dupa 48 si 120 de ore de cultivare (Figura 6.26 c).

Dinamica de multiplicare a celulelor de drojdie pentru proba control a fost similara cu
cea a probelor care au fost suplimentate cu compusii studiati (Figura 6.27), ceea ce denota
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faptul ca acesti compusi nu influenteaza in mod negativ procesul de crestere si multiplicare al
celulelor de drojdie.
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CAPITOLUL 7. Evaluarea unor proprietati biologic active

7.2. Obiective stiintifice specifice

Obiectivul stiintific specific al acestui capitol a constat in evaluarea unor proprietati
biologic active ale unor compusi heterociclici cu azot (saruri cuaternare de piridiniu, indolizine,
hibrizi de indolizinil-piridiniu, complecsi metalici). Pentru realizarea acestui obiectiv, s-au
determinat proprietatile antimicrobiene, antioxidante, anticancer, antineurodegenerative si
antiinflamatorii ale unor compusi obtinuti prin metode de sinteza clasice si neconventionale.

7.9. Rezultate si discutii
7.9.1. Determinarea proprietatilor antimicrobiene
Activitatea antimicrobiana a sarurilor cuaternare de piridiniu (ScPy) reprezinta un

subiect de actualitate, aceasta clasa de compusi avand proprietati germicide cunoscute
[480,503]. Evaluarea activitatii antibacteriene a sarurilor S2a-c si S2f-q a fost realizata prin
utilizarea testului TTC ca test calitativ si metoda microdilutiilor ca metoda cantitativa. Clasa
sarurilor de tetrazoliu care sunt utilizate pe scara larga in diferite aplicatii chimice si biologice
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[504,505], contine compusi organici care au capacitatea de a forma azoderivati intens colorati
cunoscuti ca formazani [491,506,507]. Aceasta proprietate poate fi utilizata pentru detectarea
si masurarea viabilitatii celulare [507-510].

in aceastd teza s-au evaluat efectele antimicrobiene ale unor saruri cuaternare de
piridiniu (ScPy) care contin Tn structura lor diferiti substituenti, atragatori sau respingatori de
electroni, care pot influenta aceste proprietati.

Evaluarea procentului de inhibare a cresterii microorganismelor prin testul TTC

Testul colorimetric TTC s-a dovedit a fi o metoda colorimetrica eficienta pentru evaluarea
proprietatilor antibacteriene [491,507]. Rezultatele obtinute in aceasta tezd au demonstrat
potentialul antibacterian al ScPy exprimate ca procente de inhibitie a cresterii celulelor
bacteriene. Dupa testarea ScPy impotriva microorganismului patogen E. coli, noua compusi
au demonstrat activitate antibacteriana. Prezenta celulelor vitale ale bacteriilor a fost
evidentiata de o culoare rosie intensa a formazanului obtinut in mediul de crestere. Dupa
adaugarea de ScPy, a putut fi observata reducerea intensitatii culorii la incolor. Din Figura 7.3
se poate observa ca procentul de inhibare al cresterii bacteriilor a variat de la 3% la 59%, in
functie de structura ScPy. Un efect inhibitor puternic (59%) impotriva E. coli a fost demonstrat
de compusul S2¢, urmat de S2q (50%), S2g (42%) si S2k (33%). De asemenea, s-a observat
ca celulele vitale ale bacteriilor au fost inhibate de ScPy S2b, S2i si S2p, cu un procent mediu
de inhibitie mai mic de 20%. Un potential inhibitor redus impotriva tulpinii bacteriene testate a
fost obtinut pentru S20, cu un procent de inhibitie de 10%, in timp ce S2I a avut cel mai scazut
efect inhibitor (3%). Actiunea antibacteriana a ScPy se manifesta printr-un mecanism de
distrugere a membranei lipidice prin interactii dipol-dipol ale azotului cuaternar incarcat pozitiv
cu gruparile capului polar ale fosfolipidelor acide [503,513]. De asemenea, s-a demonstrat
anterior ca exista o relatie buna intre descriptorii structurali (LogP, polarizabilitate, suprafata
polara (2D) si suprafata Van der Waals (3D)) si proprietatile antibacteriene ale acestor tipuri
de ScPy [191].

Concentratii minime inhibitorii (CMI)

Valorile CMI ale ScPy S2a-c si S2f-q au fost determinate ca o evaluare cantitativa a
activitatii lor antibacteriene inregistrandu-se o sensibilitate diferita impotriva bacteriilor Gram
negative. Valorile CMI au variat de la 0,312 la 2,5 mg/mL (Figura 7.4). Cea mai mica valoare
CMI (0,312 mg/mL) a fost prezentata de compusii S2c, S2g si S2q impotriva E. coli. De
asemenea, au fost observate pentru compusi testatii, unele diferente intre activitatile
antibacteriene. Astfel, compusii S2i, S2k si S2p au prezentat valori mai mari ale CMI, de 0,625
mg/mL, in timp ce S2I si S20 au prezentat cea mai mare valoare CMI (2,5 mg/mL).

Rezultatele obtinute prin metoda microdilutiei confirma datele determinate prin testul TTC
(Figura 7.3). Aceste rezultate au aratat un potential antibacterian mai mare al ScPy studiate in
aceasta teza de doctorat in comparatie cu alte ScPy impotriva tulpinii E. coli [515].
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7.9.2. Determinarea proprietatilor antioxidante

Stresul oxidativ este implicat Tn numeroase afectiuni, precum cancerul, diabetul si bolile
neurodegenerative [293,295,517,518]. Speciile reactive de oxigen pot provoca leziuni celulare
si moartea ulterioara a celulei, deoarece oxideaza componentele celulare vitale, cum ar fi
lipidele, proteinele si ADN-ul (Figura 7.7). Mai mult, organismul uman este expus de-a lungul
vietii la aminoacizi excitatori (cum ar fi glutamatul), al caror metabolism produce ROS,
crescand astfel toxicitatea. Mecanismele de aparare antioxidante includ indepartarea O,
eliminarea speciilor reactive de oxigen/azot sau a precursorilor acestora, inhibarea formarii
ROS, chelarea ionilor metalici necesari pentru cataliza generarii ROS si reglarea apararii
antioxidante endogene [519-521]. Procentul de inhibare a radicalului DPPH care indica
activitatea antioxidanta a fost calculat la concentratii de compus organic de 48 pg/mL, 188
pug/mL si 750 pg/mL (Figura 7.8). Desi s-a evaluat activitatea pentru mai multe molecule, asa
cum este indicat in Tabelul 7.1, unii compusi au prezentat o abatere standard mare din cauza
precipitarii Tn amestecul de reactie.

Majoritatea moleculelor au prezentat activitate antioxidantd scazuta sau nula atunci
cand au fost evaluate la o concentratie de 48 pg/mL. Cresterea concentratiei compusilor
analizati pana la 750 pug/mL a condus la o crestere semnificativa a procentului de inhibitie.
Dintre compusii hibrizi, compusul neutru 1z3-b a prezentat o activitate promitatoare, cu o
inhibare de aproape 60% la concentratia de 188 pg/mL, dar problemele de solubilitate au
impiedicat determinarile corecte la concentratii mai mari. Compusul 1z-Py-7 a prezentat cele
mai mari proprietati antioxidante (aproximativ 90% inhibitie) la 750 pug/mL. Tendinte similare s-
au observat pentru analogii simetrici, sarurile de bis-piridiniu prezentand o activitate mai buna
in comparatie cu bis-indolizinele (Tabelul 7.1).
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Figura 7.8. Activitatea antioxidanta (%) determinata utilizand metoda DPPH la concentratii de
substanta testata de 48 ug/mL (verde), 188 pug/mL (albastru) sau 750 pg/mL (gri), rutina a fost
utilizatéd drept control pozitiv. Toate analizele au fost efectuate in trei exemplare si fiecare
valoare corespunde valorii medii + DS.

7.9.3. Determinarea proprietatilor anticancer

Activitatea citotoxica asupra liniilor de celule canceroase

Activitatea citotoxica a complexului La-Nd-DPY a fost evaluata pe diferite linii celulare
reprezentative pentru diferite tipuri de cancer uman, cum ar fi A2780 si A2780cisR pentru
cancerul ovarian, sensibile si, respectiv, rezistente la cisplatina, celulele PC3 pentru cancerul
de prostata si celulele MCF7 in cazul cancerului de san. Cisplatina a fost inclusa ca standard
de referinta pozitiv in determinarile efectuate in scop comparativ, aceasta fiind un medicament
ce contine in structura lui un metal (platina) si este aprobat clinic pentru chimioterapia
cancerului [537,538]. Efectul compusilor asupra viabilitatii celulare a fost evaluat prin testul
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MTT dupa incubare timp de 24 de ore si 48 de ore. La-Nd-DPY a demonstrat activitate
citotoxica ridicata constanta pentru toate liniile celulare dupa 48 de ore de expunere. La timpi
de incubare mai scurti (24 h), profilul citotoxic a fost diferit in special pentru celulele canceroase
ovariene A2780cisR si celulele canceroase de prostata (Figura 7.10).

Dintre ScPy si compusii indolizinici simetrici, s-a remarcat citotoxicitatea mai ridicata a
compusilor S2-e, 1z2-e si 1z1-c. Cisplatina, dupa ambele perioade de incubare s-a dovedit a fi
mai putin citotoxica asupra liniilor celulare decat complexul de Ln mixt (La-Nd-DPY) in toate
tipurile de celule canceroase studiate (Figura 7.11). Complexul mixt de Ln a dovedit o actiune
citotoxica ridicata asupra celulelor rezistente la cisplatina si celulelor PC3, aceste celule fiind
cunoscute pentru comportamentul lor extrem de agresiv [539]. Aceste rezultate au indicat ca
nici pro-ligandul S1-a si nici sarurile de lantanide nu sunt speciile active responsabile pentru
citotoxicitatea observata a complexului mixt de lantanide.
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Figura 7.11. Valorile ICso (M) obtinute pentru complexul La-Nd-DPY si cisplatina asupra diferitelor
tipuri de celule canceroase dupa 24 si 48 de ore de incubare. Datele sunt media a cel putin doua
experimente independente Tn hexaplicat fiecare + DS

Activitatea citotoxica asupra sferoizilor tumorali

In urma evaluérii citotoxicitatii pe liniile de celule canceroase umane, s-a evaluat
interactiunea complexului mixt La-Nd-DPY pe un model avansat de celule canceroase
tridimensionale de sferoizi tumorali multicelulari derivati din linia celulara de cancer de prostata
PC3. Acest tip de metoda de cultura tridimensionala pune in evidentd micromediul in vivo al
celulelor tumorale, celulele cultivate crescand sub forma de sfere care promoveaza
interactiunile celula-celula si celula-ECM (matrice extracelulara), si care lipsesc n cultura 2D
conventionala. Sferoizii tumorali PC3 au fost cultivati si crescuti timp de 3 zile, dupa care s-au
incubat in prezenta complexului La-Nd-DPY timp de 48 de ore. Imaginile sferoizilor PC3 care
au fost expusi la diferite concentratii ale complexului mixt de lantanide sunt reprezentate in
Figura 7.13.

Dimensiunea si forma sferoizilor au fost afectate de expunerea la concentratii mai mari
ale complexului analizat (La-Nd-DPY) conform imaginilor microscopice (Figura 7.13), acest
rezultat fiind confirmat de scaderea cresterii sferoizilor PC3 prin expunerea la complexul mixt
de Ln (Figura 7.14.a). S-a remarcat o scadere a dimensiunii sferoizilor incubati cu concentratia
mai mare (50 uM) a compusului analizat, desi a existat deja o intarziere vizibila in cresterea
sferoizilor, comparativ cu probele martor, incepand de la o concentratie de doar 5 puM.
Rezultatele obtinute la testele de viabilitate prezentate in Figura 7.14.b arata ca, spre
deosebire de cazul culturilor conventionale monostrat, in cazul sferoizilor 3D complexul
prezintd o citotoxicitate mai scazuta (valori de ~80% din viabilitatea probei martor la
concentratii mai mari). Acest lucru este similar cu alte date prezentate in studii din literatura de
specialitate, sistemele de cultura 3D fiind frecvent mai refractare la tratamentele anticancer din
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cauza penetrarii limitate a medicamentelor si activarii mai multor mecanisme de rezistenta
[540]. Modelele sferoide pot imita gradientii metabolici si proliferativi ai tumorilor in vivo, cu
modificari ulterioare ale fenotipului si statutului celular, prezentand chimiorezistenta
multicelulara.

OpM 1M 5pM 10uM  20pM  05% DMSO |
"* : e - 3 = -
s| ® ¢ - . s « N
] . . | > r ¥ . 3 |
o | > ‘K_""
S L. e - % . 4
‘?"!' :1 i ' z d
Y o » ' #
=0 ® 5 91 = . “ 2 & &
¥ 34 | |

Figura 7.13. Imagini microscopice reprezentative ale sferoizilor PC3 Tnainte (0 h) si dupa (24
si 48 h) expunerea la diferite concentratii ale complexului mixt de Ln. Probele martor de
referinta sunt sferoizii incubati numai cu mediul de cultura (martor-OuM) sau cu 0,5% DMSO

Productia de ROS
Potentiala inducere a formarii intracelulare de ROS de catre La-Nd-DPY si cisplatina
in celulele A2780 si PC3 a fost analizata folosind un compus fluorescent, H.DCFDA, care
poate detecta peroxidul de hidrogen, radicalii hidroxil sau peroxinitrit. Formarea ROS a fost
prezenta pentru complexul mixt intr-un mod direct proportional cu concentratia pentru ambele
linii celulare. in ceea ce priveste cisplatina, citotoxicitatea acesteia a fost corelata cu generarea
de ROS mitocondriale care pot genera procese daunatoare si pot influenta functiile metabolice,
care in cele din urma pot duce la moartea celulelor [530,540]. Cu toate acestea, in aceleasi
conditii experimentale, nu s-a observat producerea de ROS, detectabile in prezenta cisplatinei,
probabil din cauza timpului scurt de expunere (3 ore) (Figura 7.15).
a) b)
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Figura 7.14. Efectul expunerii la complexul La-Nd-DPY asupra cresterii sferoizilor PC3 (a)
reprezentat prin diametrul mediu al sferoizilor (in ym) in functie de numarul de zile de cultivare
si viabilitatea celulard dupa 48 de ore (b) evaluata prin testul APH, in paralel cu celulele
cultivate Tn monostrat. Martorii sunt reprezentati de sferoizi sau celulele cultivate in monostrat
prin incubare doar cu mediul de cultura sau cu 0,5% DMSO. Datele prezentate sunt media
experimentelor realizate Tn hexaplicat + DS
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Figura 7.15. Productia de ROS de catre celulele A2780 (a) si PC3 (b) dupa expunerea de 3
ore la La-Nd-DPY si cisplatina (cisPt) detectate cu H.DCFDA. Rezultatele sunt exprimate in

unitati relative de fluorescenta (media a patru replici £ DS). Probele control (Ctrl) constau din
celule incubate numai in mediul de cultura

Evaluarea apoptozei

Activarea caspazei

Moartea celulelor apoptotice este mediata de caspaze, o familie de cistein proteaze
importante pentru mentinerea homeostaziei prin reglarea inflamatiei si lizei celulare [541].
Pentru a evalua influenta complexul mixt de Ln asupra apoptozei celulare, forma activa a
caspazelor 3 si 7 a fost cuantificata in liniile celulare A2780 si PC3 [542]. Complexul studiat,
La-Nd-DPY, nu a putut activa caspaza-3/7 in aceste linii celulare, iar valorile detectate au fost
similare cu cele obtinute pentru celulele control incubate numai in mediul de cultura (Figura
7.16).

Fragmentarea ADN-ului

Pentru a confirma rezultatele obtinute cu ajutorul metodei de activare a caspazei, s-a
efectuat un test de colorare Hoechst a nucleelor pentru a determina procentul de celule
apoptotice intr-o populatie de celule PC3 in prezenta si absenta complexului La-Nd-DPY.
Semnele distinctive morfologice ale apoptozei includ condensarea ADN-ului, fragmentarea
cromatinei sau formarea de fragmente apoptotice si s-a urmarit aparitia unor markeri apoptotici
n culturile evaluate.

Coreland incapacitatea acestei linii celulare de cancer de prostata de a activa caspaza-
3/7 observata in metoda anterioara, nu s-a observat nici o crestere semnificativa statistic a
nivelului de apoptoza pe o populatie celulara dupa expunerea timp de 24 de ore sau 48 de ore
la concentratiile 1Cso ale compusului evaluat (Figura 7.17). Prin urmare, moartea celulara
observata in testul de citotoxicitate nu este provocata de apoptoza si exista in aceste conditii

alte mecanisme de moarte celulara.

a) b)
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Figura 7.16. Activitatea caspazei 3/7 in celulele Figura 7.17. a) Analize microscopice
A2780 (a) si celulele PC3 (b), dupa expunerea reprezentative ale celulelor PC3 colorate cu
timp de 24 de ore la o concentratie Hoechst 33,342 (A) in absenta (ctrl) sau in
corespunzatoare valorii 1Cso obtinute pentru prezenta complexului La-Nd-DPY timp de 24 de
aceeasi linie celulara. Datele au fost obtinute din  ore sau 48 de ore; b) Cuantificarea numarului de
trei expemplare per conditie si au fost exprimate celule PC3 apoptotice (%) cultivate.

ca medie = DS din doua teste independente, in

unitati relative de fluorescenta
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7.9.4. Evaluarea activitatii antineurodegenerative

Inhibarea colinesterazei

Activitatea colinesterazei a fost evaluata folosind metoda spectrofotometrica Eliman
[543]. O serie de compusi au fost evaluati in aceasta metoda impotriva acetilcolinesterazei
(AChE) din peste (eeAChE) si butirilcolinesterazei cabaline (eqBChE), iar compusii care au
prezentat o activitate remarcabila asupra acestora au fost testati mai departe impotriva
enzimelor umane (hAChE si hBChE). Obiectivul acestei metode a fost de a selecta molecule
care ar putea inhiba semnificativ colinesterazele. Pentru a Tndeplini acest obiectiv, a fost
efectuata mai intai o selectie a actiunii compusilor la o concentratie de 4 uM impotriva eeAChE
si eqBChE (Figura 7.18). Doar moleculele care au inhibat cel putin 50% din activitatea ChE la
aceasta concentratie micromolara au fost apoi evaluate intr-un interval de concentratie mai
mare pentru a calcula cu precizie valorile ICso. Datele obtinute prin aceasta metoda sunt
colectate in Tabelul 7.2 (Figura 7.19 pentru curbele ICsp).

Absorbanta UV-Vis ridicata, deja mentionata a moleculelor 1z1-f, [z-Py-1, 1z-Py-2 si |z-
Py-3, impreuna cu solubilitatea lor redusa in apa, au impiedicat studiul lor intr-o gama larga
de concentratii, iar efectele promitatoare obtinute pentru o concentratie selectata de 4 yM, in
special pentru 1z-Py-1 si 1z-Py-2 impotriva eeAChE, nu a putut fi confirmata (Figura 7.18.a). in
mod similar, indolizinil-piridinele neincarcate (monoindolizinele: 1z2-g, 1z3-a si 1z3-b) sunt
inactive Tmpotriva ambelor enzime (Figura 7.18.b si ¢). Majoritatea hibrizilor de indolizinil-
piridiniu cationici simetrici corespunzatori au fost activi la 4 pM, spre deosebire de ceea ce s-
a observat in cazul majoritatii bis-indolizinelor (Tabelul 7.3) care formeaza cu usurinta agregate
n solutii apoase. Solubilitatea in general mai buna a hibrizilor de indolizinil-piridiniu a permis
evaluarea lor intr-un interval de concentratie mai mare. Hibrizii cationici au prezentat ICso cu
valori din domeniul micromolar, cu o usoara selectivitate pentru eeAChE comparativ cu
eqBChE (Tabelul 7.2), cu exceptia compusului 1z-Py-7 si a analogului sau 1z-Py-10, care au
prezentat cea mai mare selectivitate (fiind de 10 ori mai activ fata de eeAChE comparativ cu
eqBChE). Pentru comparatie s-a efectuat evaluarea analogilor simetrici (Tabelul 7.3) utilizand
eeAChE cu o activitate enzimaticd de 0,5U. Compusii evaluati au prezentat valori ICso din
domeniul 2-5 pM. Seriile compusilor 1z3a-b si 1z-Py-8-11,care contin ca substituent gruparea
3-p-metoxibenzoil, au demonstrat activitate mai ridicata impotriva celor doua enzime,
comparativ cu analogii lor 1z2-f, 1z-Py-4-7. Acest efect poate fi legat de o mai buna flexibilitate
a puntii de propilen comparativ cu puntea mai scurta de etilen.
Tabelul 7.2. Valorile concentratiilor ICso (UM) pentru inhibarea ChE *

Probe analizate 1z2-g 1z-Py-4 1z-Py-5 1z-Py-6 1z-Py-7 1z3-a 1z3-b
ee AChE - 4,4+£05 - 2004 54+0,1 - -
eq. BChE - 175+8,2 - 8,8+3,5 55,4 +2,3 - -

hAChE nd 6,6+1,1 nd 8,0+0,9 37,1+4,1 nd nd
hBChE nd nd nd nd nd nd nd
Probe I1z-Py-8 1z-Py-9 I1z-Py-10 Iz-Py-11 Donepezil
analizate
ee AChE 26+0,6 > 10 pM** 79+0,6 2,7+0,6 0,052 £ 0,007
eq. BChE 75+34 48+1,3 72,1+15,9 7,3+1,2 6,0+1,7
hAChE 3,3+0,7 nd 4,0+0,9 94+25 0,029 + 0,005
hBChE 38,9+14,0 nd > 100 pM nd 9,2+5,6

*Valorile 1Cso (UM) sunt exprimate ca medie + abaterea standard a trei determinari independente per
conditie; moleculele indicate ca inactive (-) nu au prezentat activitati semnificative in timpul unei prime
selectii la concentratia de 4 uM. Donepezilul a fost utilizat ca martor (Figura 7.19 si Figura 7.20 pentru
curbele ICso).** Formarea de agregate la concentratii mai mari in prezenta eeAChE.
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Figura 7.18. Evaluari preliminare ale activitatii compusilor studiati (4 pM) pe eeAChE si
eqBChE. Barele de eroare reprezintd deviatia standard obtinuta din trei experimente
independente efectuate in cel putin trei exemplare.

Tabelul 7.3. Evaluarea potentialului de inhibare a activitatii AChE

|C50 |C50
| |
Comp_usu AchE Structura chimica Compusu AchE Structura chimica
analizat (M) analizat (M)
4.4+ ? =
Sla 04 ° Z@_@Z%To Iz1a 3,7+0,9
(o]
Inactiv Zmz@@é ° Inactiv
9 o o)
Si1b (>20) 0 1z1b (>20)
5
+ —
Sic 2,0+ o\ ze )~ ©z—_o lzlc 2,4+0,3
0,3
8
57+ o?m Inactiv
2 ! / /o= 1z2
S2a 1,2 \ o 50 zca (>20)
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|C5o |C50
Comp'usul AchE Structura chimica Compusul AchE Structura chimica
analizat (M) analizat (M)
S
S2b 53+ ogz@— Inactiv
" 7 o= 1z2b
2,2 < 5" z (>50)
5
Inactiv OQ ~ Inactiv
S2¢ B /N S Iz2¢
(>50) < 5 ‘ (>20)

Seriile compusilor 1z3a-b si 1z-Py-8-11,care contin ca substituent gruparea 3-p-
metoxibenzoil, au demonstrat activitate mai ridicata impotriva celor doua enzime, comparativ
cu analogii lor 1z2-f, 1z-Py-4-7. Acest efect poate fi legat de o mai buna flexibilitate a puntii de
propilen comparativ cu puntea mai scurta de etilen. in ceea ce priveste inhibarea eeAChE,
hibridul de indolizinil-piridiniu 1z-Py-5 a fost singurul compus hibrid inactiv. Acest hibrid are n
structura sa gruparea voluminoasa lipofila N-dimetoxibenzil impreuna cu substituentul 3-p-
metoxibenzoil. Analogul sau 1z-Py-9 a demonstrat activitati mai ridicate impotriva ambelor
enzime, cu toate acestea, o analizd mai detaliatad a curbelor si calculelor Prism (Figura 7.19) a
aratat ca solubilitatea sa limitata la concentratii mai mari de 10 yM in prezenta eeAChE duce
la o scadere a valorii coeficientului R? comparativ cu celelalte molecule testate. Compusul 1z-
Py-11, analogul lui Iz-Py-9, in care 3-p-metoxibenzoilul a fost inlocuit cu gruparea
metiloxicarbonil de dimensiune mai mica, a prezentat o activitate buna atat impotriva eeAChE
(ICs0 = 2,7 pM) cét si impotriva eqBChE (ICso = 7,3 pM) fara nici o limitare aparenta a
solubilitatii. Datorita costurilor ridicate ale colinesterazelor umane, doar cateva molecule active
au fost selectate pentru evaluarea ulterioara (Tabelul 7.2 si Figura 7.20 pentru curbele ICxo).

Pentru majoritatea compusilor testati, valorile ICso impotriva hAChE au ramas in acelasi
interval micromolar, cu exceptia compusului 1z-Py-7 care si-a pierdut activitatea de inhibare a
colinesterazei in cazul celor umane, cu ICso > 30 uM pentru hAChE. Doua molecule, 1z-Py-8
si 1z-Py-10, care difera doar prin natura substituentului din pozitia 3 a inelului indolizinic, au
fost de asemenea testate impotriva hBChE. Eficienta compusului 1z-Py-8, care a aratat anterior
o valoare ICso micromolara semnificativa fata de eqBChE, in cazul enzimei umane valoarea a
scazut puternic (ICso / 5) fatd de hBChE. Compusul Iz-Py-10 nu a fost activ (ICso > 100 pM)
confirmand selectivitatea observata anterior pentru AChE fatd de BChE.

Au fost apoi efectuate calcule de andocare pentru a compara posibilele mecanisme de
legare ale compusilor Iz-Py-8 si Iz-Py-10 in situsurile active ale celor doud ChE umane. In timp
ce ambii sunt activi ca inhibitori ai AChE (din peste sau umana),acesti compusi au prezentat
un comportament diferit asupra BChE (cabalina sau umana) (Capitolul 8).

Inhibarea fibrilelor amiloidice

Pentru a monitoriza efectul moleculelor asupra procesului de formare a fibrilelor
amiloidice se utilizeaza in general testul de fluorescentd pe baza de tioflavina T (ThT),
deoarece este foarte sensibil la structurile B-pliate ale fibrilelor [545]. Prin legarea de fibrile,
ThT afiseazéd o emisie deplasatd spre rosu, permitdnd detectarea selectiva a structurilor
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bogate in foi B, cum ar fi fibrilele. S-au utilizat doua modele de peptide amiloidice, ambele
derivate din secventa proteinei tau (Figura 7.22).
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Figura 7.22. Procesul de formare de fibrile tau-1- (in structurile B-pliate: rosii) si secventele
celor doua modele tau utilizate in acest studiu

Modelul AcPHF6 este o peptida scurta de 6 aminoacizi care corespunde nucleului
fibrilelor tau [546]. Procesul sau de formare a fibrilelor este mult mai rapid decéat in cazul
proteinei tau sau a peptidelor amiloidice, care poate dura zile si este bine adaptata pentru o
prima selectie a unui set de molecule prin teste de fluorescentd ThT [500]. Studiile au fost
efectuate in tampon fosfat, iar semnalul de fluorescenta ThT a fost inregistrat in absenta si in
prezenta moleculelor Iz-Py si |1z la o concentratie de 100 uM (corespunzand unui raport de 1/1
cu peptida amiloidica). Pentru modelul AcR3, s-a adaugat heparina ca inductor de fibrilatie si
s-a folosit 10 uM heparina corespunzand unui raport de 0,1/1 cu aceasta peptida amiloidica.
Rezultatele raportate Tn Figura 7.23 sunt exprimate ca procent de inhibare a fluorescentei ThT.
Godeurile probelor martor au fost utilizate pentru a evalua orice emisie de fluorescenta
intrinseca posibila a hibrizilor. Nu a fost detectata nici o fluorescenta suplimentara fata de cea
a ThT liber pentru aceste probe control.
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Figura 7.23. Teste ThT pe modele AcPHF6 (a) si AcR3 (b) ale fibrilelor amiloidice (Aexcitare =
440 nm, Aemisie = 480 nm). Rezultatele sunt exprimate ca % de inhibare a fluorescentei ThT
utilizdnd un raport compus/model de 1/1 (concentratie 100 uM). Barele de eroare reprezinta
media a trei experimente independente efectuate n triplicat

Dupa cum se poate observa in Figura 7.23.a, majoritatea compusilor hibrizi au
prezentat activitate pe modelul AcPHF6. Compusii 1z2-g si 1z3-b au fost semnificativ mai putin
eficienti. Lungimea puntii de legatura dintre nucleele piridinice nu par sa joace un rol important,
deoarece activitati similare au fost observate atat pentru compusii analizati cu doi sau trei atomi
de carbon, si nici natura substituentilor din structura fiecarui hibrid nu parea sa fie importanta.
Pentru a investiga acest proces mai departe, s-au evaluat pe modelul de peptida mai lung
AcR3 cei mai activi patru compusi 1z-Py-4,5,6 si 7, precum si 1z1-f. S-a constatat ca eficienta
procesului de inhibare a fost impartita cel putin cu un factor doi (Figura 7.23).
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S-a remarcat faptul ca inhibarea fluorescentei in testele ThT nu reprezinta neaparat
inhibarea formarii fibrilelor amiloidice si poate aparea si deplasarea ThT legata de compusii
testati. in consecinta, s-a preparat o solutie de fibrile AcR3 in prezenta ThT si s-au inregistrat
semnalele ThT inainte si imediat dupa adaugarea compusilor din seria 1z-Py-4,5,6 si 7 (Figura
7.24 4, linii punctate). Nu a fost observata nici o scadere a semnalului ThT la 480 nm, ceea ce
sugereaza ca compusii nu sunt capabili sa inlocuiasca colorantul legat. Aceeasi observatie a
fost obtinuta pentru compusul 1z1-f. Pentru a verifica ca semnalul inregistrat este inca de la
ThT legat, s-a verificat ca fluorescenta compusilor nu a crescut semnificativ in prezenta
fibrilelor preformate la lungimile de unda de lucru (Figura 7.24.a, linii continue). Cu toate
acestea, cresterea usoara si deplasarea spre rosu a semnalului de fluorescenta observate in
Figura 7.24.a (linii punctate) la adaugarea moleculelor incarcate |z-Py-4-6 se datoreaza
probabil acestei fluorescente suplimentare, chiar slabe, si sugereaza ca I|z-Py-4-6
interactioneaza puternic cu fibrilele. Acest lucru este confirmat de emisia de fluorescenta
ridicata in prezenta fibrilelor atunci cand sunt excitate la absorbanta maxima, in timp ce nu
prezinta fluorescenta in absenta acestora (Figura 7.24.b). Compusul 1z1-f a fost evaluat prin
testul ThT (Figura 7.24). Absorbtia puternica a compusilor 1z-Py-1 si [z-Py-2 in jurul a 415 nm
si, in plus, fluorescenta puternica a 1z-Py-1 si Iz-Py-3 in intervalul de lungimi de unda a emisiei
de fluorescenta ThT legat nu au permis evaluarea lor [547] (Figurile 7.21 si 7.26). Compusul
Iz-Py-7, care are in structura sa doua grupari esterice pe nucleul de indolizina, este exceptia
de la regula. Analogii Iz-Py-9 si 1z-Py-11 au prezentat acelasi comportament (Figura 7.25): 1z-
Py-11 cu doua grupari esterice nu a prezentat o emisie semnificativa in prezenta fibrilelor
AcR3, spre deosebire de 1z-Py-9, sugerand importanta substituentului benzoil pentru o
interactiune mai tnalta cu fibrilele.
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Figura 7.24. (a) Evaluarea deplasarii maximului de fluorescenta al ThT. Lungimea de unda de
excitatie a fost de A=440 nm. Raportul compus/ThT a fost de 10/1 (100/10 pM) iar fibrilele AcR3 au
fost preparate din 100 uM peptida in absenta (linii continue) sau in prezenta de ThT (linii punctate).
(b) Emisia de fluorescenta a compusilor (100 uM) individuali (linii punctate) sau in prezenta a 100 uM
fibrile preformate (linii continue). Lungimea de unda de excitatie corespunde cu absorbanta maxima
a acestora (valoarea mentionata in paranteze); ThT in prezenta fibrilelor este utilizat pentru evaluarea
comparativa
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Figura 7.25. Interactiunea |z-Py-9 si 1z-Py-11 cu fibrile AcR3. (a) Testul ThT, Aexcitatie=440 nm. Raportul
compus/ThT = 1/1 (100 uM), fibrilele AcR3 fiind preparate din 100 uM de peptida, 10 uM heparina in
absenta (linii continue) sau in prezenta (linii punctate) a 100 yM ThT. (b) Emisia in fluorescenta pentru

36



Obtinerea si caracterizarea unor compusi
heteroaromatici cu proprietati bioactive utilizand | DEDIU (BOTEZATU) Andreea Veronica
metode clasice sau apartindnd chimiei verzi

compusii 1z-Py-9 si Iz-Py-11 (100 uM) individual si in prezenta a 100 uM de fibrile preformate (preparate
in absenta ThT). Lungimea de unda de excitatie corespunde cu absorbanta maxima a acestora.

Pentru a studia interactiunea moleculelor hibride s-a folosit spectroscopia de dicroism
circular (CD) care ofera informatii structurale despre peptidele amiloidice in timpul procesului
de agregare. Spectrele CD ale peptidei ACR3 au fost inregistrate in tampon fosfat in prezenta
heparinei ca inductor de fibrilatie. Ei au prezentat profilul tipic al unei peptide cu o fractiune
mare de structuri B-pliate, caracterizata printr-un umar negativ larg in jur de 218 nm (Figura
7.28, culoare rosie) in mai putin de 24 de ore la 37°C. Nu s-a observat nici o diferenta
semnificativa atunci cand compusii 1z1-f si 1z-Py1-3 au fost adaugati peste amestecul de
fibrilatie (Figura 7.28.a) demonstrand ca acesti compusi nu au impiedicat formarea structurilor
B-pliate. Aceste rezultate tind sa arate ca 1z1-f si 1z-Py1-3 nu inhiba formarea fibrilelor sau cel
putin formarea structurilor bogate in foite 3-pliate.
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Figura 7.26. Spectrele de fluorescenta. (a) Spectrele au fost inregistrate la o concentratie de 20 yM
in tampon fosfat de 50 mM in prezenta a 0,1% DMSO. Lungimile de unda de excitatie corespund
absorbantei maxime (valorile dintre paranteze); (b) Spectrele au fost inregistrate la o concentratie de
100 uM in tampon fosfat de 50 mM in prezenta a 0,5% DMSO. Lungimea de unda de excitatie a fost
de 440 nm, care este utilizata pentru testul ThT. Pentru a compara profilurile de fluorescenta ale
colorantului ThT (10 pM) in prezenta fibrilelor AcR3 si AcPHF6 (100 uM), acestea fiind reprezentate
cu rosu. Se evidentiaza intensitatea fluorescentei compusilor 1z-Py-1 si 1z-Py-3 la 480 nm.
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Figura 7.28. (a) Spectre CD obtinute dupa o incubare de 24 de ore la 37°C a AcR3 la concentratia
de 100 pM, individual (rosu) sau in prezenta a 100 uM de 1z1-f si Iz-Py1-3 (verde, albastru, gri si roz).
Heparina 10 uM a fost utilizata ca inductor de fibrilatie. (b) Emisia de fluorescenta a seriei 1z1-f si |1z-
Py1-3 (100 uM) pentru fiecare compus in parte (linii punctate) si in prezenta a 100 uM de fibrile
AcPHF6 preformate (linii continue). Lungimea de unda@ de excitatie corespunde cu absorbanta
maxima a acestora (valoarea mentionata in paranteze); Pentru comparatie s-a utilizat 10 uM ThT in
prezenta fibrilelor (linia continua rosie)
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CAPITOLUL 8. Analiza unor compusi sintetizati prin studii in silico
(modelare moleculara)

8.2. Obiective stiintifice specifice

Obiectivul stiintific specific al cercetarilor prezentate in acest capitol a fost de a evalua in
silico compusi N-heterociclici impotriva maladiei Alzheimer prin determinarea interactiunilor
intra-moleculare precum si a afinitatii de legare de molecula tintd. Pentru a indeplini acest
obiectiv, au fost efectuate studii de andocare cu cele mai relevante molecule pentru a intelege
factorii implicati in inhibarea colinesterazei, precum si influenta structurilor chimice asupra
modurilor de legare de molecule cheie implicate in AD.

8.5. Rezultate si discutii
S-a determinat un set de descriptori ADMET pentru moleculele hibride iar datele
obtinute sunt colectate in Tabelul 8.1.
Tabelul 8.1. Descriptori moleculari ADMET calculati pentru o serie de molecule hibride

Numarul de
Compusul situsuri Masa moleculara LogP PSA (A2) Trecerea
analizat acceptoare de (g/mol) (LogD) BBB
legaturi de H
Iz-1-f 5 370,4 (2?3) 60,6 da
Iz-Py-1 4 385,4 (:8:12) 51,6 da
Iz-Py-2 9 430,4 (:8;;) 94,8 nu
Iz-Py-3 6 4154 (:8:22) 60,9 da
1z2-f 7 4144 (2;2) 69,9 da
1z2-g 5 338,3 éii) 69,9 da
1z-Py-4 6 429,5 (83) 60,9 da
1z-Py-5 10 565,6 (igg) 79,3 nu
Iz-Py-6 8 4735 (:8:32) 81,1 nu
I1z-Py-7 4 353,4 -1,09 60,9 da
1z3-a 7 428,5 (322) 69,9 da
1z3-b 5 352,4 (ggg) 69,9 da
1z-Py-8 6 4435 (822) 60,9 da
1z-Py-9 10 579,6 (282) 79,3 nu
1z-Py-10 4 367,4 (:8:23) 60,9 da
1z-Py-11 8 503,5 (8;;) 79,3 nu
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Pentru a realiza un studiu comparativ intre compusii hibrizi din tabelul 8.1 si alti compusi
sintetizati, s-au calculat si descriptorii pentru unele saruri simetrice de bis-piridiniu si bis-
indolizine (Sla-c, S2a-c si, respectiv, Iz1a-c si 1z2a-c). Toate calculele au fost realizate folosind
software-ul Marvin si colectate in Tabelul 8.2.

Tabelul 8.2. Descriptori moleculari ADMET pentru saruri simetrice de bis-piridiniu si bis-indolizine

Numarul de Masa

. . . LogP
Compusul analizat acceptori de moleculara (=LogD)

legaturi de H (MwW)*
Sla 4 394,4 -4,24
S1b 14 484.,4 -4,36
Slc 8 4545 -4,55
S2a 4 4225 -3,35
S2b 14 512,5 -3,47
S2c 8 482,5 -3,66
Iz1la 8 584,6 6,37
Iz1b 18 674,6 6,25
Iz1c 12 644,6 6,06
Iz2a 8 612,6 7,26
1z2b 18 702,6 7,14
Iz2¢ 12 672,7 6,95

Piridil-indolizinele (1z1-f, 1z2-f, 1z2-g, 1z3-a si 1z3-b) nu sunt protonate sau sunt doar
partial protonate la pH 7,4 (pKa calculat de 4,6 pentru |1z1-f si 5,6 pentru ceilalti compusi), ceea
ce duce la o crestere mare a lipofilitatii reflectata de valorile mari LogP. Alchilarea inelului
piridinic duce la generarea de molecule monocationice intr-un interval mare de pH, conferind
astfel valori ale descriptorilor ADMET compatibile cu potentialele medicamente ale SNC [596].

in serile de molecule hibride derivate de la 1,2-di(4-piridil)etan si 1,3-bis(4-
piridil)propan, s-a constatat ca schimbarea gruparii mai hidrofobe p-metoxibenzoil de pe
nucleul indolizinic de catre gruparea metiloxicarbonil nu are niciun efect asupra PSA, dar scade
n mod semnificativ valorile LogP (de la 0,65 pentru Iz-Py-8 la -0,64 pentru I1z-Py-10, sau de la
2,06 pentru I1z-Py-9 la 0,77 pentru Iz-Py-11). Cresterea lungimii catenei dintre cele doua nuclee
piridinice nu are niciun efect asupra PSA, dar duce la o crestere a lipofilitatii (LogP fiind cuprins
intre - 0,32 pentru Iz-Py-3 si 0,65 pentru 1z-Py-8).

Capacitatea de penetrare a BBB a fost estimata folosind serviciul web Swiss ADME.
Rezultatele au prezis ca unele molecule prezinta PSA si/sau LogP cu valori ridicate (I1z-Py-5,
Iz-Py-6, 1z-Py-9, 1z-Py-11), adica acei compusi care contin substituenti lipofili mari nu sunt
favorabile penetrarii BBB. Dicationii simetrici de bis-piridiniu (S1a-c, S2a-c) sunt prea polari
(logP puternic negativ). De asemenea, s-a observat ca bis-indolizinele (Iz1a-c, 1z2a-c) sunt
prea lipofile (LogP > 6), cu valori ridicate ale PSA. Lipofilitatea lor ridicata calculata este
corelatd experimental cu o solubilitate scazuta in apa si formarea de agregate. Cu toate
acestea, nu poate fi exclusa implicarea unui mecanism activ de penetrare a BBB.

Au fost efectuate calcule de andocare pentru a compara posibilele moduri de legare
ale compusilor 1z-Py-8 si 1z-Py-10 (Figura 8.3) in situsurile active ale celor doua colinesteraze
umane, hAChE si hBChE. in timp ce ambii compusi s-au dovedit a fi activi ca inhibitori ai AChE
(din peste sau umana), acestia au prezentat un comportament diferit asupra BChE (cabalina
sau umana). Este dificil sa se proiecteze un inhibitor bun care sa fie activ atat pe hAChE, cat
si pe hBChE, deoarece aceste doua enzime difera considerabil in marime (situsul de legare al
hAChE este mult mai mic decéat cel al hBChE) si compozitie (reziduuri W286, V294, Y124,
Y337, F297 pentru hAChE si respectiv A277, P285, Q119, A328 si V288 pentru hBChE).

39



Obtinerea si caracterizarea unor compusi
heteroaromatici cu proprietati bioactive utilizand | DEDIU (BOTEZATU) Andreea Veronica
metode clasice sau apartindnd chimiei verzi

Compusii 1z-Py-8 si 1z-Py-10 au prezentat scoruri de andocare Glide de -11,3 si
respectiv -9,3 kcal/mol in hAChE si -9,1 kcal/mol si respectiv -8,5 kcal/mol in hBChE. Aceste
modele teoretice de afinitate sunt in concordanta cu valorile ICso experimentale prezentate in
Capitolul 7, compusul 1z-Py-8 fiind mai activ decat Iz-Py-10 pe ambele enzime. In situsul activ
hAChE (Figura 8.4), orientarea spatiala optimizatd a compusului 1z-Py-8 s-a identificat cu
fragmentul de piridiniu orientat spre partea inferioara a situsului catalitic, Tn imediata apropiere
de E202 si de serina catalitica S203 ( Figura 8.4.b).

Acest mod de legare a fost pe deplin conservat printre cele mai bune 20 de pozitii ale
compusului 1z-Py-8, determinat probabil de interactiunea stabilizatoare cu E202 cu sarcina
negativa. Compusul 1z-Py-8 nu s-a aflat intr-o pozitie adecvata pentru hidroliza enzimatica cu
hAChE. Compusul Iz-Py-10 cu o grupare metil-esterica a fost orientat cu fragmentul de piridiniu
spre intrarea n cutia grid (x, y, z), iar gruparea metil-esterica din pozitia 3 in zona proceselor
catalitice din partea inferioara, permitand o posibila hidroliza (Figura 8.4.b). Fragmentul
indolizinic este inconjurat de reziduurile W86, Y337, F338 iar fragmentul de piridiniu stabileste
interactiuni de tip = cu W286. Datoritd dimensiunii sale mai mici, compusul 1z-Py-10 a aratat
mai multa eterogenitate intre pozitile de legare. Aceste date sunt in concordanta cu activitatea
similara observata atat pentru 1z-Py-8, cat si pentru Iz-Py-10 asupra hAChE.

In situsul de legare al hBChE, compusul Iz-Py-8 a adoptat o conformatie optimizata
orientata cu fragmentul de piridiniu inserat in partea de jos a situsului catalitic, aproape de
subunitatea catalitica H438. Sarcina este stabilizatd de gruparile hidroxil din tirozina Y332,
tirozina Y440 si de trei grupari carbonil ale reziduurilor A328, G78 si H438 (Figura 8.4.d).
Reziduul W82 asigura o interactiune favorabila = cu fragmentul de piridiniu.

Esterul metilic este situat la mai putin de 5 A fata de S198 catalitic si se presupune ca
acest compus poate adopta un mod de legare strans de butirilcolina (substratul natural). Acest
mod de legare a fost foarte conservat printre cele mai bune douazeci de pozitii ale compusului
Iz-Py-8. Conformatia optimizata a compusului 1z-Py-10 a aratat fragmentul sau de piridiniu
orientat spre intrarea Tn cutia grid, unde este stabilizat de oxigenul din gruparea carbonil al
reziduului A328 (Figura 8.4.c). Esterul metilic din pozitia 1 se afla intr-o pozitie foarte buna
pentru hidroliza de catre subunitatea S198. Compusii I1z-Py-8 si Iz-Py-10 au adoptat o orientare
protejata a fragmentelor lor de piridiniu in situsul activ al hBChE, dar o pozitionare inversa in
hAChE, Iz-Py-8 apare cu fragmentul de piridiniu spre situsul activ, in timp ce Iz-Py-10 are
acelasi fragment orientat spre intrarea in cutia grid.

Compusii interactioneaza cu aminoacidul vecin AlaW286 din hAChE datorita
interactiunii electrostatice de natura pi-cation dintre substituentul benzoil din structura
compusului 1z-Py-8 si fragmentul de piridiniu din structura compusului 1z-Py-10. in ceea ce
priveste cele doua grupari esterice din structura compusului 1z-Py-10, s-a remarcat faptul ca
in cazul ambelor enzime, un ester metilic se afla in pozitie favorabila pentru hidroliza.

Compusul Iz-Py-8

Compusul Iz-Py-10
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Figura 8.4. In a) si b) sunt ilustrate situsurile de legare ale hAChE cu compusii andocati 1z-Py-10 si
respectiv 1z-Py-8. In c) si, respectiv, d) sunt reprezentate pozitile optimizate de andocare ale

compusilor 1z-Py-10 si 1z-Py-8 in situsul activ al hBChE. Reziduurile catalitice sunt reprezentate cu
galben

CAPITOLUL 9. Concluzii generale si elemente de originalitate

9.1. Concluzii generale si elemente de originalitate

Diverse proceduri au fost prezentate in literatura de specialitate pentru sinteza
indolizinelor care includ o singura etapa sau mai multe etape de reactie. Principalele cai de
sintezé a compusilor indolizinici includ reactia Tschitschibabin, reactiile de cicloaditie, ciclizari
intramoleculare, cicloizomerizarea din derivati de 2-piridina si cicloaditia piridotriazolilor cu
alchine. Metode mai noi si mai prietenoase cu mediul inconjurator, cum ar fi reactiile asistate
de microunde, ultrasunete, reactiile pe suport solid, fara solventi, fara catalizatori metalici si
reactiile in mediu apos au fost propuse mai ales in ultimii ani de literatura de specialitate prin
sinteze ,verzi” de saruri cuaternare de piridiniu si compusi indolizinici.

In aceasta teza de doctorat, sinteza compusilor N-heterociclici (sarurile cuaternare de
piridiniu, derivatii indolizinici, hibrizi indolizinil-piridiniu, complex metalic) a fost realizata prin
metode de obtinere conventionale pornind de la trei compusi bipiridinici (4,4’-bipiridil, 1,2-di(4-
piridil)etan si 1,3-bis(4-piridil)propan). Sarurile cuaternare de piridiniu obtinute (S1a-e si S2a-
q) prin sinteza conventionald au prezentat randamente ridicate (85-95% * 1%) si au fost
caracterizate prin analiza elementala si metode spectrale, IR, *H RMN si *C RMN. Prin
procedee clasice de sinteza s-au obtinut bisindolizine (I1z1a-e, 1z2a-e) si mono-indolizine cu
randamente variabile (12-85%) caracterizate prin analizd elementald, IR, *H RMN si *C RMN.

O serie de noi hibrizi N-indolizinil-piridinici (1z-Py) cu diversitate structurala s-a obtinut
prin varierea bipiridinelor initiale si substituentii N-alchilici cu randamente bune (50-100%). Au
fost concepute doua strategii de sinteza bazate pe formarea nucleului de indolizina prin
cicloaditia 1,3-dipolara a alchinelor cu ilide formate in situ din saruri de piridiniu substituite
corespunzator. Compusii au prezentat o puritate ridicatd si s-au caracterizat prin analize
spectrofotometrice, cromatografice si elementale.

Un nou complex mixt de lantanide(lll) La-Nd-DPY a fost preparat prin reactia sulfatilor
de La(lll) si Nd(lll) cu sarea bis-cuaternara de bipiridiniu. Caracterizarea structurii posibile
pentru noul complex mixt de Ln s-a realizat prin mai multe tehnici moderne de analiza (MS,
SEM, PXRD). O metoda electrochimica moderna, voltametria ciclica, a fost utilizata tn studiul
potentialului redox al complexului La-Nd-DPY, care s-a dovedit a fi in interval relevant din punct
de vedere biologic. Procesele de sinteza prin metodele verzi (MW si US) au decurs cu
randamente foarte bune (77-98%) si intr-un timp mult mai scurt (5-15 min) fatd de metoda
clasica.

Structura compusilor sintetizati a fost confirmata prin determinarea punctelor de topire,
analize IR, RMN si elementale si compararea datelor obtinute cu cele ale compusilor martor
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obtinuti prin sinteza clasica. O serie de saruri cuaternare de piridiniu, care au la baza structura
de 1,2-di(4-piridil) etan, au fost obtinute utilizadnd pentru prima data doua metode verzi diferite,
cum ar fi iradierea cu microunde (MW) si ultrasunete (US). Prin utilizarea metodelor
neconventionale in procesele de sinteza a unor compusi organici cu proprietati biologice
importante s-a redus considerabil consumul de reactivi.

Desi studii cu sinteze mai putin toxice ale compusilor indolizinici sau fara catalizatori
metalici sunt prezentate in literatura de specialitate, sinteza prin biocataliza cu enzime vegetale
in solutie tampon apoasa nu a fost raportatd pana in prezent in alte studii.

Procese intr-o singura etapa care au dus la generarea de compusi simetrici bis-
indolizinici au fost dezvoltate pentru prima data, prin noi abordari de biocataliza enzimatica.
Sinteza neconventionalad de bis-indolizine cu randamente moderate pana la excelente (40-
86%) s-a realizat prin reactii multicomponent, pornind de la compusi heterociclici bipiridinici,
derivati halogenati reactivi si alchine activate. Un set de plante locale a fost evaluat pentru
activitatea enzimatica in biocataliza ,one pot” a compusilor indolizinici fluorescenti. Majoritatea
plantelor evaluate au demonstrat un continut bogat in enzime din clasa oxidoreductazelor
(POD: 0,56-1,08 mmol purpurogalind-g* masa vegetald proaspata-min?, PPO: 27,19-48,95
unitati PPO/mg tesut vegetal, CAT: 3,27-21,71 pmol O..g* masa vegetald proaspata-min™).
Radacina de hrean (Armoracia rusticana) a fost selectata drept cea mai promitatoare sursa de
biocatalizatori dintre plantele evaluate, iar randamentele obtinute au fost mai mari decéat in
metoda conventionala de sinteza.

Compusii indolizinici au putut fi obtinuti si prin reactii catalizate cu ajutorul sistemului 1.
/ H202, aceasta fiind o metoda neconventionala noua de sinteza utilizata pentru prima data in
sinteza bis-indolizinelor. Structurile derivatilor bis-indolizinici au fost confirmate prin
spectrometrie RMN, analiza elementala, precum si prin spectrometrie FT-IR.

S-a constatat ca ScPy testate nu prezinta actiune toxica asupra plantelor, activitate
evaluata prin efectul asupra germinarii semintelor de grau. Utilizarea unor teste simple de
germinare a semintelor a permis demonstrarea absentei efectelor toxice ale ScPy (Sla-e si
S2a-e) si ale indolizinelor (Iz1a-e si |z2a-e) asupra germinarii plantelor si, implicit, asupra
mediului inconjurator. Expunerea semintelor de grau la diverse concentratii de ScPy (10-°M;
10°M) sau compusi indolizinici (10*M; 10“M) nu a prezentat efecte nocive asupra procesului
de germinare si de crestere a tulpinitelor. Cei mai sensibili parametri fiziologici au demonstrat
ca compusii indolizinici, la concentratiile evaluate, nu au prezentat efecte nocive asupra
germinarii si cresterii germenilor de grau, fapt confirmat si de analizele microscopice cu
scanare laser confocala.

De asemenea, a fost evaluata citotoxicitatea unor compusi indolizinici asupra
cresterii microorganismului model de drojdie Saccharomyces cerevisiae MIUG 3.6. Prin
adaugarea compusilor indolizinici Tn mediul de fermentare al tulpinii de drojdie S. cerevisiae
MIUG 3.6, s-a constatat o stimulare a fermentatiei alcoolice pentru toate probele analizate prin
suplimentarea mediilor fermentative cu compusi indolizinici comparativ cu proba control de
fermentare a celulelor de drojdie (in absenta compusilor testati). Diferiti parametri (numarul de
generatii, rata de crestere, timpul de generare, randamentul de substanta uscata, gradul
celulelor de drojdie in devenire si gradul de autoliza a drojdiei, intensitatea fermentatiei), care
descriu cresterea drojdiei, sugereaza ca mediul de cultura suplimentat cu diferite concentratii
de compusi bis-indolizinici (10 uM si 1 uM) nu au exercitat efecte toxice asupra cresterii tulpinii
de drojdie, Tn conditii de cultivare aerobe submerse si cu agitare. In aceasta teza s-a realizat
pentru prima data evaluarea toxicitatii sarurilor cuaternare de dipiridiniu si a compusilor
indolizinici asupra germinarii plantelor, precum si asupra cresterii microorganismului model de
drojdie Saccharomyces cerevisiae in procesele de multiplicare si fermentare.
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Evaluarea activitatii antimicrobiene a demonstrat ca cele mai multe ScPy din seria
S2a-c si S2f-q au avut activitate buna impotriva microorganismului patogen E. coli. Cele mai
active ScPy impotriva E. coli au fost S2¢, S2g si S2q, cu o valoare a CMI de 0,312 mg/mL.
Dintre cele noua bacterii si fungi testate, Alternaria spp. a prezentat cea mai mare sensibilitate
fatd de compusii simetrici evaluati la concentratia de 5 mg/mL (diametrul zonei de inhibitie a
fost de maxim 27 mm), in timp ce Penicillium expansum a prezentat o sensibilitate medie (zona
de inhibitie cu diametrul de maxim 12 mm).

Activitatea citotoxica a La-Nd-DPY pe liniile de celule canceroase de origine ovariana
(A2780), mamara (MCF7) si prostatica (PC3) si asupra sferoizilor tumorali multicelulari derivati
din celule PC3 a fost evaluata prin metodele cu 3-(4,5-dimetiltiazol), MTT si fosfataza acida
(APH). Tn comparatie cu cisplatina, acest nou complex a arétat o toxicitate imbunatétita, cu
valori ICso de cel putin 10 ori mai mari, chiar si la 24 de ore de expunere. Efectele citotoxice
par sa fie mediate de generarea de specii reactive de oxigen (ROS), dar nu de apoptoza,
confirmata de o activare a caspazei-3/7 si de testele de colorare cu Hoechst a nucleelor.
Mecanismul mortii celulare observat in testele de citotoxicitate se datoreaza probabil altor cai
de liza celulara, care pot fi investigate in cercetarile viitoare.

In aceasta teza de doctorat, s-au sintetizat si evaluat o serie de saruri de bis-piridiniu
si hibrizi de indolizinil-piridiniu. Moleculele au fost testate impotriva proceselor distinctive
pentru AD, adica proprietatile antioxidante, inhibarea AChE si BChE si interferenta cu fibrilarea
amiloidului folosind modele de peptide tau (t). Nici un compus indolizinic hibrid nu a prezentat
activitate semnificativa asupra celor trei tinte simultan, adica activitate antioxidanta (inhibarea
DPPH %>50 la 48 pg/mL), inhibarea hChE (ICso < 10 pM) si inhibarea formarii fibrilei
amiloidice. Seriile 1z-Py-4, 5, 6, 7 si 1z-Py-8, 9, 10,11 au demonstrat activitate antioxidanta
redusa si o inhibare moderata a formarii fibrilelor amiloidice. Cu toate acestea, majoritatea
moleculelor cationice din aceste doua serii au fost active atat pe eeAchE, cat si pe hChE intr-
un interval micromolar de concentratii.

Cateva molecule au inhibat de asemenea eqBChE, dar nu au inhibat enzima umana
hBChE. Seria 1z-Py-1, 1z-Py-2 si Iz-Py-3 a aratat un comportament semnificativ diferit fata de
celelalte doua serii de compusi. Atat limitarea solubilitati (moleculele sunt predispuse la
agregare in solutie apoasa), cat si proprietatile spectrale nu au permis studiul lor nici ca
inhibitori ai colinesterazei, nici ca inhibitori ai fibrilelor. Cu toate acestea, in contextul fibrilei
amiloidice, experimentele de fluorescenta si CD au aratat ca, daca aceste molecule nu
interfereaza in procesul de fibrilare, compusii 1z-Py-1, 1z-Py-2 si 1z-Py-3 incarcati cu sarcina
pozitiva, si in special derivatul substituit cu gruparea nitro, pot fi noi coloranti fluorescenti in
formarea fibrilei amiloidice. Prin metoda de inhibare a denaturarii termice a albuminei umane
s-a observat un potential antiinflamator promitator al ScPy S1a-c si S2a-c, apropiat de al
diclofenacului sodic, un antiinflamator cunoscut. Alchilarea inelului piridinic duce la generarea
de molecule monocationice intr-un interval mare de pH, generand valori ale descriptorilor
ADMET compatibile cu potentialele medicamente ale SNC.

Cresterea lungimii catenei dintre cele doua nuclee piridinice nu influenteaza valorile
PSA, dar duce la o crestere a lipofilitati. Compusii care contin substituenti lipofili mari nu sunt
favorabili pentru penetrarea barierei hematoencefalice. Simularea prin modelare moleculara
comparativa a compusilor andocati 1z-Py-8 si 1z-Py-10 in hAChE si hBChE, a evidentiat in
mecanismul de legare importanta substituentului la C-3 (p-metoxibenzoil sau, respectiv,
metiloxicarbonil) din structura indolizinei. S-a constatat ca hibridul 1z-Py-8 cu o molecula mai
mare se potriveste mai bine in situsul activ al celor doud enzime, comparativ cu compusul |z-
Py-10 care a prezentat un grad mai mare de libertate.

Datele prezentate pun Tn evidenta rolul pe care il au compusii obtinuti prin procese de

” A

sinteza ale ,chimiei verzi” in cercetarea unor proprietati biologice.
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Compusii organici de sinteza reprezinta un domeniu fructuos de cercetare pentru a
detecta molecule necunoscute, cu structuri noi si proprietati pe care evolutia in cercetare le-a
rafinat pentru roluri biologice fintite.

Aceasta teza a condus, de asemenea, la identificarea si caracterizarea structurala a
unor molecule noi, care ar putea contribui la procesul complex de descoperire a unor potentiale
medicamente pentru tratarea unei game largi de afectiuni. Aceste rezultate au demonstrat
importanta compusilor N-heterociclici si constituie premiza pentru cercetarea de noi compusi,
raportati Tn aceasta teza de doctorat, care ar putea fi agenti promitatori in cercetarile viitoare
ca agenti antiinflamatori, antimicrobieni si anticancer cu toxicitate redusa sau lipsiti de
toxicitate.

CAPITOLUL 10. Diseminarea rezultatelor

Articole publicate in reviste de specialitate indexate ISI (WOS) in perioada studiilor
doctorale (FI cumulat = 105,6)
Articles published in specialized journals indexed by ISI (WOS) during doctoral studies
(cumulative FI = 105,6)

Articole publicate in reviste de specialitate indexate I1SI (WOS) din teza de doctorat (Fl
cumulat = 25,9)
Articles published in ISI indexed specialist journals (WOS) from the doctoral thesis
(cumulative FI = 25,9)

1. Botezatu Dediu, A.V.; Bahrim, G.E.; Ungureanu, C.V.; Busuioc, A.C.; Furdui, B.;
Dinica, R.M. Green “one-Pot” Fluorescent Bis-Indolizine Synthesis with Whole-Cell Plant
Biocatalysis. Green Process. Synth. 2023, 12, https://doi.org/10.1515/gps-2023-0046, Fl = 4,3.

2. Dediu Botezatu, A.V.; Apetrei, R.-M.; Costea (Nour), |.F.; Barbu, V.; Grigore-Gurgu,
L.; Botez, F.; Dinica, R.M.; Furdui, B.; Carac, G. Synthesis and Characterization of Novel
Chitosan Derivatives (Containing Dipyridinium Quaternary Salts) with Antimicrobial Potential.
Carbohydr. Res. 2023, 108964, doi: https://doi.org/10.1016/j.carres.2023.108964, Fl = 3,1.

3. Baussanne, |.; Firstova, O.; Dediu Botezatu, A.; Larosa, C.; Furdui, B.; Ghinea, 1.0.;
Thomas, A.; Chierici, S.; Dinica, R.; Demeunynck, M. Interest of Novel N-Alkylpyridinium-
Indolizine Hybrids in the Field of Alzheimer’s Disease: Synthesis, Characterization and
Evaluation of Antioxidant Activity, Cholinesterase Inhibition, and Amyloid Fibrillation
Interference. Bioorg. Chem. 2021, 116, 105390, https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2021.105390,
FI =5,3.

4. Botezatu (Dediu), A.V.; Horincar, G.; Ghinea, 1.0.; Furdui, B.; Bahrim, G.-E.; Barbu, V,;
Balanescu, F.; Favier, L.; Dinica, R.-M. Whole-Cells of Yarrowia lipolytica Applied in “One Pot”
Indolizine Biosynthesis, Catalysts 2020, 10, 629. https://doi.org/10.3390/catal10060629, FI = 4,1.

5. Tabacaru, A.; Botezatu Dediu, A.V.; Dinica, R.M.; Carac, G.; Basliu, V.; Paula Cabral
Campello, M.; Silva, F., Pinto; C.1.G., Guerreiro, J.F., Martins, M., Mendes, F., Marques, F. (2020)
Biological properties of a new mixed lanthanide(lll) complex incorporating a dypiridinium ylide,
Inorganica Chim. Acta, 506 (l1l), 119517. https://doi.org/10.1016/).ica.2020.119517, FI = 2,8.

6. Tabacaru, A.; Dediu Botezatu, A.V.; Horincar, G.; Furdui, B.; Dinica, R.M. Green
Accelerated Synthesis, Antimicrobial Activity and Seed Germination Test of Quaternary Ammonium
Salts of 1,2-bis(4-pyridyl)ethane, Molecules 2019, 24, 2424.
https://doi.org/10.3390/molecules24132424, Fl = 4,6

7. Carac, A.; Boscencu, R.; Dediu, A.V.; Bungau, S.G.; Dinica, R.M. Solvent Effects on
the Spectral and Electrochemical Properties of Some Pyridinium Quaternary Compounds. Rev.
Chim. 2017, 68, https://doi.org/10.37358/RC.17.7.5688, FI =1,7.
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Carti/Capitole in carti din teza de doctorat:
Books/Chapters in books from the doctoral thesis:

1. Bianca Furdui, Andreea V. Dediu (Botezatu), Rodica M. Dinica, Copper Catalysis in Organic
Synthesis, editat de Gopinathan Anilkumar, Salim Saranya; Capitolul 2, Cu-Catalyst in Reactions
Involving Pyridinium and Indolizinium Moieties; pg7-22; John Wiley & Sons, 2021; ISBN
3527347372, 9783527347377; https://books.google.ro/books?id=0KTsDwWAAQBAJ

2. Chia-Hung Kuo and Chwen-Jen Shieh (Eds.), Biocatalytic Process Optimization, Pages:
296, Published: January 2021 (This book is a printed edition of the Special Issue Biocatalytic
Process Optimization that was published in Catalysts), ISBN 978-3-03943-915-7 (Hbk); ISBN
978-3-03943-916-4 (PDF), pg 203-219, https://doi.org/10.3390/books978-3-03943-916-4.

Articole publicate in reviste de specialitate indexate ISI (WOS) prin colaborare (FI
cumulat = 79,7)
Articles published in ISl indexed specialist journals (WOS) through collaboration
(cumulative FI = 79,7)

1. El Moujahed, S.; Dinica, R.M.; Abou Oualid, H.; Cudalbeanu, M.; Botezatu-Dediu, A.V.;
Cazanevscaia Busuioc, A.; Ouazzani Chahdi, F.; Kandri Rodi, Y.; Errachidi, F. ,Sustainable
Biomass as Green and Efficient Crosslinkers of Collagen: Case of by-Products from Six
Pomegranate Varieties with Global Commercial Interest in Morocco”. J. Environ. Manage.
2023, 335, 117613, d0i:10.1016/j.jenvman.2023.117613, Fl = 8,7.

2. Busuioc, A.C.; Costea, G.V.; Botezatu, A.V.D.; Furdui, B.; Dinica, R.M. ,Cucumis
Metuliferus L. Fruits Extract with Antioxidant, Anti-Inflammatory, and Antidiabetic
Properties as Source of Ursolic Acid”. Separations 2023, 10,
doi:10.3390/separations10050274, Fl = 3,34.

3. Baélanescu, F.; Botezatu, A.V.; Marques, F.; Busuioc, A.; Marincas, O.; Vinatoru, C.;
Caéréc, G.; Furdui, B.; Dinica, R.M.; ,Bridging the Chemical Profile and Biological Activities
of a New Variety of Agastache Foeniculum (Pursh) Kuntze Extracts and Essential Oil”. Int.
J. Mol. Sci. 2023, 24, 828, doi:10.3390/ijms24010828, F|l = 6,2.

4. Zongo, E.; Busuioc, A.; Meda, R.N.-T.; Botezatu, A.V.; Mihaila, M.D.; Mocanu, A.-M.;
Avramescu, S.M.; Koama, B.K.; Kam, S.E.; Belem, H.; ,Exploration of the Antioxidant and
Anti-Inflammatory Potential of Cassia Sieberiana DC and Piliostigma Thonningii
(Schumach.) Milne-Redh, Traditionally Used in the Treatment of Hepatitis in the Hauts-
Bassins Region of Burkina Faso”. Pharmaceuticals 2023, 16, 133,
doi:10.3390/ph16010133, FI =5,2.

5. Souleymane, H.D.; Djibo, A.K.; Seyni, S.H.; Zakaria, O.; Botezatu, A.V.; Dinica, R.M.;
Ibrahim Maman Laouali, A.; Kouakou, N.D.V. ,Phytochemical Characterization and In Vitro
Evaluation of the Anti-Sickle Cell Activity of Aqueous and Ethanolic Extracts of Two
Medicinal Plants from Niger: Flueggea Virosa (Roxb. Ex Willd.) Royle and Kigelia Africana
(Lam.) Benth”. Plants 2023, 12, 3522, doi:10.3390/plants12203522, FIl = 4,5.

6. Lanciu Dorofte, A.; Dima, C.; Ceoromila, A.; Botezatu, A.; Dinica, R.; Bleoanca, |.; Borda,
D. ,Controlled Release of 3-CD-Encapsulated Thyme Essential Oil from Whey Protein
Edible Packaging”. Coatings 2023, 13, 1-18, do0i:10.3390/coatings13030508, FI = 3,4.

7. Musat, V.; Crintea (Capatana), L.; Anghel, E.-M.; Stanica, N.; Atkinson, I.; Culita, D.C.;
Baroiu, L.; Tigau, N.; Ceoromila, A.C.; Botezatu (Dediu), A.-V.; et al.,, Ag-Decorated Iron
Oxides-Silica Magnetic Nanocomposites with Antimicrobial and Photocatalytic Activity”.
Nanomaterials 2022, 12, doi:10.3390/nan012244452, Fl = 5,71.

8. Nechita, P.; Roman, M.; Cantaragiu Ceoromila, A.; Botezatu, A.V. ,Improving Barrier
Properties of Xylan-Coated Food Packaging Papers with Alkyl Ketene Dimer’.
Sustainability 2022, 14, doi:10.3390/su142316255, F| = 3,88.
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9. Silihe, K.K.; Zingue, S.; Sipping, M.T.K.; Cazanevscaia, A.B.; Botezatu, A.V.D.; Njamen,
D.; Dinica, R.M. ,The Antioxidant Potential of Ficus Umbellata Vahl (Moraceae) That
Accelerates In Vitro and the In Vivo Anti-Inflammatory Protective Effects”. Appl. Sci. 2022,
12, doi:10.3390/app12189070, FI = 2,83.

10. Rusu, L.; Grigoras, C.-G.; Simion, A.-l.; Suceveanu, E.-M.; Botezatu, A.V.D.; Harja, M.
,Biosorptive Removal of Ethacridine Lactate from Aqueous Solutions by Saccharomyces
Pastorianus Residual Biomass/Calcium Alginate Composite Beads: Fixed-Bed Column
Study”. Materials (Basel). 2022, 15, doi:10.3390/ma15134657, F| = 3,74.

11. Tanase (Butnariu), L.-A.; Nistor, O.-V.; Andronoiu, D.-G.; Mocanu, G.-D.; Botezatu Dediu,
A.V.; Botez, E. ,Different Types of Meatballs Enriched with Wild Thyme/Lemon Balm
Aqueous Extract-Complex Characterization”. Molecules 2022, 27,
doi:10.3390/molecules27123920, Fl = 4,92.

12. Balanescu, F.; Busuioc, A.C.; Botezatu, A.V.D.; Gosav, S.; Avramescu, S.M.; Furdui, B.;
Dinica, R.M. ,Comparative Study of Natural Antioxidants from Glycine Max, Anethum
Graveolensand Pimpinella Anisum Seed and Sprout Extracts Obtained by Ultrasound-
Assisted Extraction”. Separations 2022, 9, 152, doi:10.3390/separations9060152, FI =
3,34.

13. Ngenge Tamfu, A.; Roland, N.; Munvera Mfifen, A.; Kucukaydin, S.; Gaye, M.; Botezatu,
A.V.; Emin Duru, M.; Mihaela Dinica, R. ,,Phenolic Composition, Antioxidant and Enzyme
Inhibitory Activities of Parkia Biglobosa (Jacq.) Benth., Tithonia Diversifolia (Hemsl) A.
Gray, and Crossopteryx Febrifuga (Afzel.) Benth”. Arab. J. Chem. 2022, 15, 103675,
doi:10.1016/j.arabjc.2021.103675, Fl = 6,21.

14. El Moujahed, S.; Errachidi, F.; Abou Oualid, H.; Botezatu-Dediu, A.V.; Ouazzani Chahdi,
F.; Kandri Rodi, Y., Dinica, R.M. ,Extraction of Insoluble Fibrous Collagen for
Characterization and Crosslinking with Phenolic Compounds from Pomegranate
Byproducts for Leather Tanning Applications”. RSC Adv. 2022, 12, 4175-4186,
doi:10.1039/d1ra0805%9h, FI = 4,03.

15. Ngenge Tamfu, A.; Mfifen Munvera, A.; Dediu Botezatu, A.V.; Talla, E.; Ceylan, O
Tagatsing Fotsing, M.; Tanyi Mbafor, J.; Shaheen, F.; Mihaela Dinica, R. ,Synthesis of
Benzoyl Esters of B-Amyrin and Lupeol and Evaluation of Their Antibiofilm and Antidiabetic
Activities”. Results Chem. 2022, 4, 100322, doi:10.1016/j.rechem.2022.100322, Fl = 2,3.

16. Dinica, R.M.; Sandu, C.; Dediu Botezatu, A.V.; Busuioc, A.C.; Balanescu, F.; Mihaila,
M.D.I.; Dumitru, C.N.; Furdui, B.; lancu, A.V. ,Allantoin from Valuable Romanian Animal
and Plant Sources with Promising Anti-Inflammatory Activity as a Nutricosmetic
Ingredient”. Sustainability 2021, 13, 10170, doi:10.3390/su131810170, FI = 3,25.

17. Rusu, L.; Grigoras, C.G.; Suceveanu, E.M.; Simion, A.l.; Botezatu, A.V.D.; Istrate, B.;
Doroftei, I. ,Eco-Friendly Biosorbents Based on Microbial Biomass and Natural Polymers:
Synthesis, Characterization and Application for the Removal of Drugs and Dyes from
Aqueous Solutions”. Materials (Basel). 2021, 14, doi:10.3390/mal14174810, Fl = 3,74.

18. Busuioc, A.C.; Botezatu, A.V.D.; Furdui, B.; Vinatoru, C.; Maggi, F.; Caprioli, G.; Dinica,
R.M. ,Comparative Study of the Chemical Compositions and Antioxidant Activities of Fresh
Juices from Romanian Cucurbitaceae Varieties”.  Molecules 2020, 25,
doi:10.3390/molecules25225468, Fl = 4,41.

Participari in echipele proiectelor de cercetare-dezvoltare / granturilor de cercetare:

1. Director de proiect , Andreea V. DEDIU BOTEZATU (PN-IlI-P1-1.1-MC2019-1608 din
cadrul Proiecte de mobilitate pentru cercetatori competitia 2019): Stagiu de pregatire in
cazul tezei de doctorat in Departamentul de Chimie Farmaceutica Moleculara, Universitatea
Rhone Alpes, Grenoble, Franta, noiembrie 2019 -decembrie 2019.
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2. Membru n proiectul Erasmus KA220-HED, Cooperation Partnership, number 2022-1-
TRO1-KA220-HED-000089361, 7171, ,Green Chemistry Applications on Selected Medicinal
and Aromatic Plants in the Artvin Region”, financed by the European Union.

3. Membru in proiectul ADER 5.2.1, nr. 521/18.07.2023, Conservarea si valorificarea
patrimoniului genetic al speciilor aromatice si medicinale pretabile a fi cultivate pe teritoriul
Romaniei, MADR, Coordonator de proiect BRGV Buzau.

4. Andreea V. DEDIU BOTEZATU, Membru al grupului tintd in cadrul proiectului "Proactive
Health Without Borders” 2SOFT/4.1/104, Joint Operational Programme Romania—Republic
of Moldova 2014- 2020 — ENI -2nd Call for proposals Prioritatea 4.1 — Sprijin pentru
dezvoltarea serviciilor de sanatate si a accesului la sanatate.

5. Membru Grup tinta, Andreea-Veronica Dediu Botezatu, Programul 1-Dezvoltarea
sistemului national de cercetare-dezvoltare, Subprogram 1.2 — Performanta institutionala —
Proiecte de finantare a excelentei in CDI, Cod proiect 14PFE/17.10.2018, 2018, Titlu
proiect: Excelenta, performanta si competitivitate Tn activitati CDI la Universitatea "Dunarea
de Jos" din Galati, EXPERT.

6. Membru, Andreea-Veronica Dediu Botezatu, Titlu proiect: "Strategii inovative si durabile
de obtinere a acoperirilor pe baza de hemiceluloza cu proprietati adecvate hartiei de
ambalaj activ pentru alimente”, PN-III-P4-PCE2021-0714, 2021.

Participarea la scoli de vara internationale:

1. Andreea Veronica Dediu Botezatu, Dunarea de Jos University of Galati, has Attended the
Web edition of the International School of Chemistry for everyday life, 2020 September 1-6,
Camerino ltaly.

2. Andreea Veronica DEDIU BOTEZATU, participated to International Summer School,
FOOD SAFETY AND HEALTHY LIVING, FSHL — 2020, held online, July 5-8, 2020.

Premii

1. Premiul 1, 11" Edition of the Scientific Conference of the Doctoral Schools of ,Dunarea
de Jos” University, Galati,18-19 iunie 2023.

2. Premiul 111, 11™ Edition of the Scientific Conference of the Doctoral Schools of ,Dunérea
de Jos” University, Galati,18-19 iunie 2023.

3. Diploma de Excelenta Asist.drd. Botezatu Andreea Veronica, pentru rezultatele

excelente in activitatea de cercetare in cadrul Universitatii ,Dunarea de Jos” din Galati,
CNFIS-FDI-2021-0443, CEREX 2022

4, Premiul I, 10" Edition of the Scientific Conference of the Doctoral Schools of ,Dunarea
de Jos” University, Galati,18-19 iunie 2022.
5. Diploma de Excelenta Asist.drd. Botezatu Andreea Veronica, pentru rezultatele

excelente in activitatea de cercetare in cadrul Universitatii ,Dunarea de Jos” din Galati,
CNFIS-FDI-2021-0443, CEREX 2021

6. Premiul I, 9th Edition of the Scientific Conference of the Doctoral Schools of ,Dunarea
de Jos” University, 10th and 11th of June 2021.

7. Premiul Il- 9th Edition of the Scientific Conference of the Doctoral Schools of ,Dunarea
de Jos” University, 10th and 11th of June 2021.

8. Premiul I in cadrul competitiei Danube Growth Initiative din cadrul proiectului BLUACT

- BLUegrowth cities in ACTion, 2020

9. Award for the MOST ACTIVE PhD STUDENT, Andreea Veronica DEDIU
BOTEZATU, during International Summer School, FOOD SAFETY AND HEALTHY
LIVING, FSHL — 2020, July 5-8, 2020.
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10. AWARD - THE MOST ACTIVE TEAM OF STUDENTS, PhD Students from “Dunarea
de Jos” University of Galati, Romania during International Summer School FOOD
SAFETY AND HEALTHY LIVING FSHL — 2020, held online,Romania, July 5-8, 2020.

11. Premiul I, Eighth Edition of the Scientific Conference of the Doctoral Schools of
,Dunarea de Jos” University, Galati,18-19 iunie 2020.

12. Premiul Il, Seventh edition of the Scientific Conference of the Doctoral Schools of
,Dunarea de Jos” University, Galati, 13-14 iunie 2019.

13. PN-llI-P1-1.1-PRECISI-2020-48235, coordonat de UEFISCDI - premiere pentru articolul
cu titlul ,Biological properties of a new mixed lanthanide(lll) complex incorporating a
dypiridinium ylide".

14.  PN-llI-P1-1.1-PRECISI-2021-65925, coordonat de UEFISCDI - premiere pentru articolul
cu titlul ,Allantoin from Valuable Romanian Animal and Plant Sources with Promising
Anti-Inflammatory Activity as a Nutricosmetic Ingredient”.

15. PN-llI-P1-1.1-PRECISI-2021-66903, coordonat de UEFISCDI - premiere pentru articolul
cu titlul ,Interest of novel N-alkylpyridinium-indolizine hybrids in the field of Alzheimer’s
disease: Synthesis, characterization and evaluation of antioxidant activity,
cholinesterase inhibition, and amyloid fibrillation interference”.

16. PN-llI-P1-1.1-PRECISI-2020-50800, coordonat de UEFISCDI - premiere pentru articolul
cu titlul ,Whole-Cells of Yarrowia lipolytica Applied in “One Pot” Indolizine Biosynthesis”.

Participari la conferinte cu prezentari orale/postere:

1. International Scientific Symposium ,Modern Trends In The Agricultural Higher Education”
October 5-6, 2023, ,Technical University” of Moldova (UTM).

2. ,Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS-UDJG Perspectives and challenges in
doctoral research 11th Edition”, ,Dunarea de Jos” University of Galati, 8-9 of June 2023.

3. ,Modern approaches of the environment-climate change interconnectivity, ENVIROCLIM
2” 2-nd edition, September 20-23, 2023, Galati.

4. 6™ Edition of International Conference on Chemical Engineering, ICCE,” 05-07.10.2022,
lasi, Romania.

5. ,A XXXVI-a Conferinta Nationala De Chimie — CNChim”, 2022, Calimanesti — Caciulata,
Romania.

6. ,Young Researchers’ International Conference on Chemistry and Chemical Engineering
(YRICCCE 1ll)”, Cluj-Napoca, June 04 — 05, 2021.

7. ,Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS-UDJG 2021, The Ninth Edition,” Galatj,
10th-11th of June 2021.

8. ,International Conference on Innovative Research EUROINVENT”, 20-21 Mai 2021, lasi.

9. ,EurOAliment”, 7-8 octombrie 2021, Galati.

10. ,Symposium ‘Ecology And Protection Of Ecosystems’ The XllIth Edition”, 4-5 of November
2021 Bacau, Romania.

11. ,Scientific Conference of Doctoral Schools-UDJG 2020 The Eighth Edition, Perspectives
and challenges in doctoral research”, Galati, 18th-19th of June 2020.

12. ,Conferinta Facultatii de Chimie, lasiChem 2019”, 31 octombrie - 01 noiembrie 2019.

13. ,55émes Rencontres Internationales de Chimie Thérapeutique”, 2019, Nantes, France -
July 3-5, 20109.

14. ,The 2nd International Symposium on Catalysis and Specialty Chemicals ISCSC-2018",
October 1-3, 2018; Tlemcen — Algeria.

15. ,4th European Organic Chemistry congress”, March 01-03, 2018, London, UK.

16. ,4éme Colloque Franco-Roumain de Chimie Meédicinale”, 05-07 Octobre 2017,
Universitatea Al. I. Cuza, lasi.
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17. ,Conferinta Internationald AGRI-FOOD 2017, Agriculture and Food for the XXI century”,
2017, Sibiu Romania.

18. ,Conferinta Scolii Doctorale 2017-Perspectives and challenges in doctoral research”,
Galati, 2017, Romania.

19. , a 8-a editie a Simpozionului International Euroaliment 2017 — Mutatis mutandis in Food”,
Galati, Romania.

20. ,Journées Scientifiques du Médicament Epigenetic : Toward New Therapeutic Targets
"June 1st 2017, Grenoble, France.

21.,a 8-a editie a Conferintei Molecular Modeling in Chemistry and Biochemistry”, Cluj-
Napoca, 2016.
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