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REZUMAT

Numeroase specii de plante contin metaboliti secundari cunoscuti sub numele
de triterpene pentaclice, care contin de obicei lupan, oleanan sau ursan ca structura de
baza. Proprietitile antiinflamatorii, anticancerigene si imunomodulatoare ale acizilor
betulinic, oleanolic si ursolic au fost intens studiate. Pentru a elimina inconveniente
precum solubilitatea slaba in apa si biodisponibilitatea orala scdzutd, un numar mare de
derivati semisintetici au fost dezvoltati pentru a elimina aceste dezavantaje. In
consecintd, triterpenele pentaciclice pot fi utilizate ca platforme pentru sinteza
derivatilor semisintetici printr-0 varietate de procese chimice.

In ceea ce priveste triterpenele pentaciclice, acizii betulinic (BA), ursolic (UA)
si oleanolic (OA) au fost identificati ca agenti anticancerigeni eficienti si selectivi cu
mecanisme de actiune bine studiate. Acizii triterpenici prezintd solubilitate foarte
scdzutd in apa, care a fost corelata cu biodisponibilitatea lor orala slaba; in plus fata de
diferite abordari tehnice pentru a aborda aceastd problema, cum ar fi complexarea
ciclodextrinei sau nanoformulatiile, au fost efectuate diverse modificari chimice asupra
moleculelor compusilor, ceea ce a dus la sinteza si evaluarea a numerosi derivati
semisintetici.

Pe parcursul prezentei cercetari doctorale, propunem sinteza si evaluarea
biologica a derivatilor de BA, OA si UA care contin cicluri de triazol, Tmpotriva
melanomului uman. Obiectivul secundar este de a obtine o nanoformulare pe baza de
nanoparticule de aur (GNP) a derivatilor triazolo-triterpenici sintetizati si de a evalua
potentialul lor citotoxic impotriva melanomului pentru a determina daca aceste formulari
sporesc activitatea biologicd a celor trei derivati triterpenici. In plus, acest studiu
incearcd sa evidentieze un posibil mecanism de actiune al compusilor nou sintetizati si
a formularilor pe bazda de GNP 1in raport cu efectul lor antiproliferativ. Studiile
computationale vor fi, de asemenea, utilizate pentru a evalua daca modilicarile chimice
au un impact pozitiv fata de afinitatea de legare a acestor acizi triterpenici fata de

proteinele lor tinta.



In primul studiu al acestei cercetari doctorale, propunem sinteza si evaluarea
fizico-chimica a esterilor 1-hidroxibenzotriazol BA, OA si UA. In plus, avand in vedere
ca acesti esteri, ca si moleculele lor mama, sunt structuri foarte lipofile, care pot
Tmpiedica potentialul antiproliferativ al moleculei si avand in vedere ¢ nanoparticulele
de aur nu au efecte citotoxice, sunt usor accesibile si pot lega diferiti liganzi, cum ar fi
inelele triazol (gasite in structura esterilor nostri), un alt scop al acestei cercetari a fost
formularea eterilor de acid benzotriazol-triterpenic obtinuti ca conjugati GNP.

Cei trei compusi (BA-HOBt, OA-HOBt si UA-HOBt) au fost sintetizati prin
esterificarea cu HOBt asistatd de DCC a BA, OA si UA. Calea de sinteza este prezentata

in Figura 1.
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Figura 1. Calea de sintezi pentru esterii benzotriazolil-triterpenici (BA-HOBt, OA-HOBt
si UA-HOBY).



Identitatea celor trei compusi formati a fost validata prin analiza FTIR, LC-MS
si RMN. Spectrele FTIR ale esterilor benzotriazolilului prezintd atdt semnale
caracteristice ale acizilor triterpenici (O-H n jurul valorii de 3440 ™! C-H doua
semnale Tn jurul valorii de 2930 si 2870 ™ i C = O valorii de 1800 °™?) si benzotriazol,
de asemenea (semnalul = C-N in jurul valorii de 1240 ™). Analiza LC-MS a confirmat
masele tuturor celor trei compusi sintetizati.

Cu toate acestea, cea mai precisd analizd efectuata pentru validarea identitatii
tuturor compusilor a fost spectroscopia RMN. Spectrele *H-RMN a tuturor compusii
sintetizati aratd absenta protonului din gruparea carboxil, dezvaluind in acelasi timp
schimbarile chimice ale protonilor carbociclici din fenil Tn regiunea 8.5-7.5 ppm. Tn
acelasi timp, in spectrele *C RMN, in afara de deplasarilor chimice corespunzitoare
carbonilor de baza triterpenici, schimbadrile chimice ale celor sase carboni din nucleul de
fenil sunt observabile si in regiunea 145-120 ppm.

Pentru sinteza GNP, citratul trisodic a fost utilizat pentru a reduce acidul
clorauric. Functionalizarea GNP acoperite cu citrat cu esterii acizilor triterpenici BA-
HOBt, OA-HOBt si UA-HOBt a fost usor de realizat prin dispersia asistatd cu
ultrasunete a derivatului acidului triterpenic in nanosuspensia de GNP, ceea ce a permis
1,2,3-triazolului sa se ataseze la suprafata GNP. Figura 2 descrie tehnica de sinteza

utilizata pentru sinteza GNP simple si functionalizate cu triterpene.




Figura 2. Sinteza GNP acoperitet cu citrat, BA-HOBt GNP (1), OA-HOBt GNP (2) si UA-

HOBt GNP (3); conditii: i. H20, fierbere; ii. Dispersie asistata cu ultrasunete, 1 ora.

Spectroscopia UV-VIS a fost utilizatda pentru a observa sinteza si
functionalizarea GNP. Analiza a validat sinteza GNP prin tehnica de reducere a
citratului. Functionalizarea GNP cu derivasii triterpenici a fost confirmata cu ajutorul
spectroscopiei FTIR. Spectrele FTIR ale GNP sunt comparabile cu rezultatele recente
privind GNP acoperite cu citrat si prezinta cele doua peakuri distincte de vibratii
simetrice si anti-simetrice ale carboxilatului din citrat (1593 si 1402 ™) in plus fatd de
vibratiile de intindere O-H la 3439 °, in fiecare caz, spectrele FTIR demonstreazi ci
GNP au fost functionalizate cu succes de derivatul acidului triterpenic.

Examinarea TEM a evidentiat nanoparticule sferice GNP stabile cu diametre
cuprinse intre 13 si 25 nm; functionalizarea GNP cu triterpene nu a afectat forma sau
diametrul nanoparticulelor functionalizate. Cu toate acestea, studiile de tip DLS
(dinamic light scatering) au aratat ca BA-HOBt GNP, OA-HOBt GNP si UA-HOBt GNP
au crescut in dimensiunea hidrodinamica si au avut un indice de polidispersitate usor

mai mare (PDI).

Tn cel de-al doilea studiu, esterii triterpeno-benzotriazolici si conjugatii lor cu
GNP au fost testati impotriva celulelor melanomului in acest context. In aceasta sectiune,
pe langa evaluarea activitatii citotoxice impotriva melanomului a probelor obtinute, am
explorat si un potential mecanism de actiune asociat activitatii antiproliferative.

Folosind testul Alamar Blue, efectele BA-HOBLt (1), OA-HOB (2) si UA-HOBt
(3), si a acizilor lor corespunzatori (BA, OA si UA) respectiv conjugatii cu GNP (BA-
HOBt GNP, OA-HOBt GNP si UA-HOBt GNP) asupra viabilitatii keratinocitelor
umane sanatoase HaCaT si a celulelor A375 de melanom uman au fost determinate dupa
o perioada de tratament de 24 de ore.

Derivatii triterpenici si conjugatii lor cu GNP au prezentat o citotoxicitate
dependentid de doza semnificativ mai mare impotriva liniei celulare de melanom A375
decat compusii precursori. Probele examinate au avut efecte citotoxice minime sau

inexistente asupra celulelor necanceroase (HaCaT).



Toate probele au afectat morfologia celulelor intr-un mod compatibil cu
apoptoza. Acest lucru a fost observat in primul rand in linia celulard canceroasa
examinatd, in timp ce celulele normale supuse acestei analize au prezentat semne de
apoptoza numai la cele mai mari concentratii testate si numai la cazuri rare.

Rezultatele PCR au relevat o scadere a expresiei relative a genei Bcl-2
antiapoptotice si o crestere a expresiei genelor Bax pro-apoptotice, Tn celulele
canceroase tratate cu compusii de testare si conjugatii GNP, confirmand ipoteza
efectului pro-apoptotic.

Derivatii triterpenici si conjugatii lor cu GNP sunt inhibitori selectivi ai functiei
mitocondriale Tn celulele melanomului A735, determinate de respirometria de inalta
rezolutie, unde celulele normale tratate cu aceleasi substante nu au prezentat semne de

afectare mitocondriala.

In ultimul studiu al lucrarii curente, avand in vedere datele biologice obtinute
pentru cei trei derivati triterpenici, am folosit andocarea moleculara pentru a evalua
potentialul acestor esteri de a inhiba proteina anti-apoptotica Bcl-2. De asemenea, au
fost andocate structurile precursorilor, BA, OA si, respectiv, UA, pentru a evalua
comparativ daca existd o crestere a afinitatii teoretice fatd de Bcl-2 din cauza
modificarilor structurale utilizate. In comparatie cu compusii lor parinte respectivi BA,
OA si UA, compusii 1-3 prezinta o scddere notabild a energiei de legare si o crestere a
afinitatii pentru Bcl-2, dupa cum reiese din rezultatele de andocare. Putem observa, de
asemenea, cd aceiasi compusi 1-3 au scoruri de andocare care sunt relativ apropiate de
cele ale ligandului nativ (NL). Acest aspect este strans asociat cu transformarea
structurala care a avut loc si interactiunile dintre acesti compusi si situsul activ al Bcl-2.

Compusul 1 se aseaménd cel mai mult cu NL 1n ceea ce priveste interactiunile
cu reziduurile de aminoacizi (Asp70, Phe71 si Met74), inelul benzotriazolului actionand
similar cu inelul de tetrahidrochinochinolini din structura NL (Figura 3). In timp ce

compusul 3 formeaza, de asemenea, interactiuni hidrofobe cu Alal08 si Argl05 si are o



orientare opusa fatd de conformatia compusului 1 (Figura 3), compusul 2 se comporta
oarecum diferit. In acest caz, inelul benzotriazolului interactioneaza cu Argl05 prin mai
multe legaturi de hidrogen (HB), iar structura interactioneaza, de asemenea, cu Asp70 la
polul opus, ancorand ferm molecula in buzunarul de legare (Figura 3). Cu toate acestea,
inelul benzotriazolului ar putea fi o optiune utild in proiectarea inhibitorilor Bcl-2 pe

baza de triterpene.
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Figura 3. Bcl-2 (2W3L) in complex cu compusii 1 (roz), 2 (verde) si 3 (galben); Interactiunile
HB sunt reprezentate de linii punctate verrzi, interactiuni hidrofobe prin linii punctate
violet si interactiuni electrostatice prin linii punctate portocalii; aminoacizii care

interactioneazi sunt prezentati ca bastonase gri inchis



Astfel putem concluziona ca esterificarea cu hidroxi-benzotriazol este o
abordare practica care creste efectul apoptotic al acizilor triterpenici in melanom si poate
fi utilizatd ca un instrument valoros in dezvoltarea viitorilor compusi semisintetici
triterpenoizi cu potential anticancerigen.

Efectul antiproliferativ al esterilor acizilor triterpenici cu benzotriazol poate fi
imbunatatit in continuare prin formularea cu GNP. Cu toate acestea, sunt necesare
cercetdri suplimentare pentru a vedea daca functionalizarea altor derivati triterpenici
purtatori de triazol cu GNP creste, de asemenea, efectele lor citotoxice Tmpotriva
melanomului. Este posibil ca acest lucru sd deschida calea pentru o modalitate inedita si
eficienta de dezvoltare a livrarii de compusi triterpenoidici asistatd de GNP si, de
asemenea, sa adauge informatii valoroase la literatura restransa cu privire la utilizarea

GNP ca sistem de livrare versatil pentru triterpene pentaciclice.



