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REZUMAT

Cancerul a devenit una dintre cele mai importante probleme de sanatate din
societatea modernd, clasdndu-se ca a doua cauza de deces la nivel mondial. Cancerul
afecteaza tesuturile corpului uman si, in ciuda progreselor in diagnosticul specific si
diferential, rdmane o provocare semnificativd in ceea ce priveste eficacitatea
tratamentului.

Tn ciuda progreselor semnificative in tratamentul antineoplazic, selectarea
compusului activ potrivit ramane dificila, in special pentru obtinerea remisiunii
complete. Tratamentul anticancerigen actual constd In mai multe combinatii de
medicamente; cu toate acestea, modificarile genomice variaza, ceea ce face dificila
vizarea pacientilor cu diferite tipuri de tumori. Tratamentele personalizate ar putea fi o
strategie promitatoare pentru terapia anticancerigena viitoare.

Triterpenele pentaciclice sunt compusi activi naturali care se gasesc intr-o0 mare
varietate de produse vegetale. Numarul de cicluri dintr-o structura triterpenicd determina
clasificarea sa: triterpene monociclice, biciclice, triciclice, pentaciclice si hexaciclice.
Triterpenele pentaculice sunt metaboliti secundari care se gasesc frecvent in scoarta,
frunze si coji de diferite plante.

Acidul betulinic, un derivat de lupan, a captivat interesul cercetatorilor nu numai
pentru gama sa larga de proprietati farmacologice, ci si pentru citotoxicitatea sa specifica
impotriva celulelor tumorale. in ciuda potentialelor beneficii farmacologice, datele
existente din literatura de specialitate au indicat ca principalul dezavantaj al acidului
betulinic a fost solubilitatea slaba in apa. Pentru a aborda acest neajuns, sinteza
derivatilor noi a aparut ca o optiune viabild. Mai multe pozitii importante in structura
chimica a acidului betulinic au fost de interes: carboxil (C28), hidroxil (C3), ciclul A si
legdtura dubla (C20-C29). Modularea chimica din aceste pozitii duce la o gama larga de
compusi cu structura triterpenicd cu efecte biologice mai puternice decat molecula
mama. In plus, interactiunea acidului betulinic cu alte molecule farmacologic active

duce la bioconjugati care pastreaza caracteristicile ambelor precursori. 1Tn chimia



medicinald, compusii heterociclici care contin azot sunt unul dintre blocurile principale,
cuprinzand aproximativ saizeci la suta din medicamentele cu molecule mici compilate
n diferite baze de date. in cadrul acestor compusi, triazolii sunt radicali cu capacitati
farmacologice remarcabile; datoritd caracteristicilor lor structurale, atat 1,2,3-triazoli,
cat si 1,2,4-triazoli pot reactiona cu agenti electrofili si nucleofili, oferind posibilitatea
de a crea noi compusi biologic activi. Conjugatii acidului betulinic cu triazoli substituiti
la C30 si diferite modulari ale hidroxilului la C3 au fost produsi lasand intacta gruparea
carboxil la C28. Radicalii de triazol au fost, de asemenea, utilizati ca linkeri in
dezvoltarea de bioconjugati ai acidului betulinic cu azidotimidina la C2 si la C28 prin
derivarea gruparii carboxil.

Lucrarea de fatd descrie sinteza si investigatiile biologice menite sa descifreze
citotoxicitatea a trei derivati BA noi: BATZ1 — 3B-O-Acetil-30-(1H-1,2,4-triazol-3-
ilsulfanil)-acid betulinic, BATZ2 — 33-O-Acetil-30-[5-(4-metoxifenil)-1H-1,2,4-triazol-
3-ilsulfanil]-acid betulinic si BATZ3 — 33-O-Acetil-30-{5-[4-(dimetilamino)fenil]-1H-
1,2,4-triazol-3-il)sulfanyl}-acid betulinic.

Noii compusi sintetizati prezintd in structura derivati ai 1,2,4-triazolului-5-aril
substituit. Heterociclul a fost grefat pe structura triterpenica la C30, in timp ce carbpxilul
C28 a fost lasat liber, iar hidroxilul de la C3 a fost acetilat. Derivatii de 1,2,4-triazol-3-
tiol au fost sintetizati prin ciclizarea in prezenta NaOH a aroil-tiosemicarbazidelor si au
fost ulterior utilizati pentru a reactiona cu 30-bromo derivatul al BA. Toti compusii finali
si intermediarii au fost evaluati fizico-chimic prin punctul de topire, RMN, FTIR si LC-
MS. Calea de sinteza si conditiile de rectie sunt descrise in figurile 1-2. Din cate stim,
doar inelul de 1,2,3-triazol a fost utilizat in pozitia C30 a moleculei de acid betulinic, in
timp ce nicio altd molecula care contine 1,2,4-triazol sau 5-aril substituit 1,2,4-triazol in

aceasta pozitie nu a fost sintetizata anterior.
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Figure 1. Schema de sintezd pentru compusii 1H-1,24-triazol-3-tiol (TZ1), 5-(4-
metoxifenil)-1H-1,2,4-triazol-3-tiol (TZ2) si 5-[4-(dimetilamino)fenil]-1H-1,2,4-triazol-3-
tiol (TZ3); TSC = tiosemicarbazidi, BA = acid betulinic; conditii de reactie: a. reflux, 30
minute; b. H20, NaOH, reflux, 1 ori; c. piridind/DMF, 1 ori, 50 °C; d. H20, NaOH, reflux.
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Figure 2. Sinteza derivatilor triayolici de acid betulinic; BA — acid betulinic, BrBA — acid
3p-O-acetil-30-bromobetulinic; TZ1 — 1H-1,2,4-triazol-3-tiol; TZ2 — 5-(4-metoxiphe-nyl)-
1H-1,2,4-triazol-3-tiol; TZ3 — 5-[4-(dimetilamino)fenil]-1H-1,2,4-triazol-3-ti-ol; BATZ1 —
3p-O-acetil-30-(1H-1,2,4-triazol-3-ilsulfanil)-acid betulinic; BATZ2 - 3p-O-acetil-30-[5-(4-
metoxifenil)-1H-1,2,4-triazol-3-ilsulfanil]-acid betulinic; BATZ3 — 3p-O-acetil-30-{5-[4-
(dimetilamino)-fenil]-1H-1,2,4-triazol-3-il)sulfanyl}-acid betulinic; conditii de reactie: a.
anhidrida acetica, piridina, DMAP, r.t, 12 ore; b. BNS, CCH4, r.t, 48 ore; c. DMF, K2CO3,

r.t, 72 ore.



Evaluarea biologicd a noilor compusi sintetizati BATZI13, triazolii lor
corespunzatori (TZ1-3) si precursorii lor (BA si BrBA) a inceput cu investigarea
efectului lor citotoxic asupra keratinocitelor normale HaCaT, linia de melanom uman
RPMI-7951, carcinom pulmonar uman A549 si linia celulara de adenocarcinom
colorectal uman HT-29. Rezultatele pe melanom, carcinom pulmonar, adenocarcinom
colorectal si celulelor normale sugereaza ca derivatii BA nou sintetizati prezintd o
activitate citotoxica selectivd la 2 uM si la 10 uM Tmpotriva tuturor liniilor celulare
canceroase testate (Figurile 3-5). In comparatie cu BA singur, derivatii au evidentiat
acelasi nivel de selectivitate antitumorala, in timp ce controlul pozitiv 5-FU, testat la
orice concentratie, NU a prezentat nici o selectivitate pe celulele canceroase. Cel mai
mare efect citotoxic expus de compusii noi a fost impotriva celulelor melanomului (ICso:
10,6 uM pentru BATZ1, 19,8 uM pentru BATZ2 si 20,7 uM pentru BATZ3), fiind mai

citotoxic activ in comparatie cu compusii lor parinti.
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Figure 3. Viabilitatea celulara a celulelor RPMI dupa tratamentul de 48h cu 0,08, 0,4 si 2
pM (A)si 10,25 i 50 pM (B) BA, BrBA, TZ1-3 si BATZ1-3, determinati cu ajutorul testului
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MTT. Rezultatele au fost exprimate ca procent de viabilitate celulara (%) normalizat
pentru a controla (100%). Viabilitatea celulara a celulelor RPMI dupa tratamentul de 48h
cu 0,08, 0,4 si 2 pM (A) si 10, 25 si SO pM (B) BA, BrBA, TZ1-3 si BATZ1-3, determinata
cu ajutorul testului MTT. Rezultatele au fost exprimate ca procent de viabilitate celulara
(%) normalizat pentru a controla (100%) si reprezinta valorile medii + deviatia standard a
trei experimente independente efectuate in trei exemplare. Diferenta statistici fata de
control a fost determinata cu ajutorul analizei ANOV A bidirectionale, urmata de multiplele

comparatii ale lui Bonferroni dupa test. Valorile cu p<0,05 au fost considerate ca avand o



diferentd semnificativa din punct de vedere statistic si au fost marcate cu *, dupa cum

urmeaza: *p<0,05, ** p <0,01 si ***p<0,001.
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Figure 1. Viabilitatea celulari a celulelor A549 dupa tratamentul cu 48h cu 0,08, 0,4 si 2
pM (A)si 10,25 si 50 pM (B) BA, BrBA, TZ1-3 si BATZ1-3, determinati cu ajutorul testului
MTT. Rezultatele au fost exprimate ca procent de viabilitate celulari (%) normalizat
pentru a controla (100%) si reprezinta valorile medii + deviatia standard a trei experimente
independente efectuate in trei exemplare. Diferenta statistici fatd de control a fost
determinata cu ajutorul analizei ANOVA bidirectionale, urmata de multiplele comparatii

ale lui Bonferroni dupa test. Valorile cu p<0,05 au fost considerate ca avind o diferenti



semnificativd din punct de vedere statistic si au fost marcate cu *, dupd cum urmeaza:

#p<0,05, ** p <0,01 si ***p<0,001.
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Figure 2. Viabilitatea celulara a celulelor HT-29 dupa tratamentul cu 48h cu 0,08, 0,4 si 2
pM (A)si 10,25 i 50 pM (B) BA, BrBA, TZ1-3 si BATZ1-3, determinati cu ajutorul testului
MTT. Rezultatele au fost exprimate ca procent de viabilitate celulari (%) normalizat
pentru a controla (100%) si reprezinta valorile medii + deviatia standard a trei experimente
independente efectuate in trei exemplare. Diferenta statistici fatd de control a fost
determinata cu ajutorul analizei ANOVA bidirectionale, urmata de multiplele comparatii

ale lui Bonferroni dupa test. Valorile cu p<0,05 au fost considerate ca avind o diferenti



semnificativd din punct de vedere statistic si au fost marcate cu *, dupd cum urmeaza:

#p<0,05, ** p <0,01 si ***p<0,001.

In urma unei evaluiri mai aprofundate a mecanismului lor citotoxic, a fost
evaluat efectul derivatilor BA asupra morfologiei nucleare. Rezultatele au aratat ca
derivatul BATZ1 aindus legate moficari nucleare corelate cu apoptoza, care au fost mai
marcate de cresterea concentratiei in celulele melanomului. Mai mult decat atat,
modificarile nucleare legate de apoptoza au fost observate pentru toti compusii din toate
liniile celulare canceroase testate. Avand in vedere efectul lor antiproliferativ ridicat
impotriva liniilor celulare melanom si capacitatea de a induce modificari nucleare in
concordantd cu apoptoza, compusii au fost investigati in continuare pe celulele
melanomului pentru a evalua capacitatea lor de a influenta expresia genica a proteinelor
Bcl-2/BAX, cunoscute a fi implicate in calea apoptotica intrinseca. Rezultatele au aratat
in mod clar ca compusii noi, au indus o modificare in expresia genica a raportului Bcl-
2/BAX; prin upregularea expresiei genice a BAX si downregularea expresiei genice a
Bcl-2, de poate declansa deschiderea MPTP si duce la moartea celulelor. Adaugarea
citocromului ¢ in protocolul de respirometrie de inalta rezolutie a aratat ca compusii pot
afecta OMM, sustinand astfel declaratia anterioard. Mai mult decét atat, la evaluarea
functiei mitocondriale a celulelor melanomului, jucatorul-cheie principal in calea
apoptoticd intrinsecd si metabolismul celulelor canceroase, toti compusii scad
eficacitatea sistemului de transport al electronilor si afecteaza respiratia mitocondriala,
sugerand cd compusii pot duce la o productie ineficientd de ATP si, astfel, pot afecta
functia mitocondriald. In contextul celulelor canceroase, disfunctia/inhibarea
mitocondriala poate fi privita ca o strategie de tratament, avand in vedere ca unele celule
canceroase prezintd o dependentd crescuta de OXPHOS pentru migratie, proliferare,
metastayare si chiar rezistenta la medicamente. In plus, la evaluarea derivatilor triazolici

la C30 ai BA toxicitatea si potentialul iritativ s+a aratat ca compusii nou sinteziti nu



prezinta nici un potential de iritare in testul HET-CAM si sunt adecvate pentru utilizarea

cutanata si pe mucoase.

Impreuna, rezultatele arati ci derivatii nou sintetizati ai acidului betulinic, si
anume sunt compusi cu caracteristici imbunatitite in ceea ce priveste profilul
farmacocinetic si efectele farmacologice in comparatie cu compusul parinte. In plus,
compusii sunt agenti eficienti impotriva melanomului cu o activitate citotoxica selectiva

la2 pM si la 10 uM impotriva tuturor liniilor celulare canceroase testate.
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