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DERIVATI DE 4-(4-(DIALCHILAMINO)BENZILIDEN)OXAZOL-5(4H)-ONA
FLUORESCENTI, NECITOTOXICI CU APLICATII BIOMEDICALE CARE CONTIN UN
RADICAL ARILSULFONILFENIL N POZITIA 2

Prezenta inventie se referd la proiectarea, obtinerea, evaluarea proprietitilor fluorescente si a
citotoxicitatii a 6 noi derivati de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond care contin un
radical arilsulfonilfenil in pozitia 2.

Acesti compusi au fost sintetizati si caracterizati din punct de vedere fizico-chimic si biologic cu
scopul utilizérii lor ca marcatori fluorescenti non-toxici pentru celule tumorale umane.

Inventia se inscrie in cadrul preocuparilor la nivel mondial pentru descoperirea unor noi agenti
fluorescenti care si permita detectarea si vizualizarea celulelor tumorale, cu scop diagnostic sau de
monitorizare a terapiei.

Compusii din clasa oxazol-5(4H)-onelor sunt intens studiati atdt pentru proprietitile lor
farmacologice (anticanceroase, antimicrobiene, analgezice, antiinflamatoare, etc.) [Sharma, N., si
colab., ,,A review on oxazolone, it’s method of synthesis and biological activity”, Eur. J. Biomed.
Pharm. Sci., 2015, 2(3), 964-987][Coffen, D.L. si colab., ,,Oxazolone derivatives and uses thereof”,
US 6355641, 2002][Savariz, F.C. si colab., ,,Synthesis and Evaluation of New B-carboline-3-(4-
benzylidene)-4 H-oxazol-5-one Derivatives as Antitumor Agents”. Molecules, 2012, 17, 6100-
6113], dar si chimice, fiind utilizati in sinteza unor noi heterocicluri, peptide, etc. [Mohamed, L. W.
si colab., ,,Design & synthesis of novel oxazolone & triazinone derivatives and their biological
evaluation as COX-2 inhibitors”, Bioorg. Chem., 2017, 72, 308-314][Abdel-Motaleb, R.M. si
colab., ,,A Simple and Convenient Synthesis of 4-Ylidene-5(4 H)oxazolone Derivatives: Oxazolone
Ring Transformation Leading to Other Heterocyclic Structures”, J. Het. Chem., 2012, 49, 1071-
1076][Benoiton, N.L. si colab.,, ,,Amino-acid conjugates of the hapten 2-phenyl-4-
ethoxymethylene-5(4 H)-oxazolone. Synthesis and confirmation of structure”, Int. J. Peptide Protein
Res. 45, 1995, 266-271][Mita, R. si colab., ,,Process for producing N-acylphenylalanines”, US
4612388, 1986].

Mai mult, nucleul oxazolic este prezent in structura unor compusi folositi ca substante active in
compozitia unor medicamente, printre care: oxaprozinul cu actiune antiinflamatoare, mubritinibul
cu actiune antineoplazicd, sulfamoxolul cu actiune antibacteriand, aleglitazarul utilizat ca

antidiabetic, etc. [Kakkar, S., Narasimhan, B., ,,A comprehensive review on biological activities of
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oxazole derivatives”, BMC Chem, 2019, 13(16), 1-24][Rossa, T.A. si colab., ,,Continuous multistep
synthesis of 2-(azidomethyl)oxazoles”, Beilstein J. Org. Chem., 2018, 14, 506-514].

in ultimii ani, unii compusi din clasa oxazol-5(4H)-onelor au captat atenfia cercetatorilor datorita
prezentei pe nucleul heterociclic a unor grupe functionale in pozitiile 2 si 4, care confera proprietiti
de fluorescenta, cu aplicatii in bioimagisticd [Bdsze, S. si colab., ,,Synthesis and Spectroscopic
Properties of 4-Ethoxymethylene-2-(1)-naphthyl-5(4H)-oxazolone Labeled Fluorescent Peptides”,
Biopolymers, 2006, 81, 81-91][Rodrigues, C.A.B. si colab., ,,Two-photon absorption properties of
push-pull oxazolones derivatives”, Dyes Pigm., 2012, 95, 713-722].

Numerosi derivati din clasa 4-ariliden-oxazol-5(4H)-onelor prezintd proprietdfi fluorescente
[Rodrigues, C.A.B. si colab., ,,Unsaturated oxazolones as nonlinear fluorophores”, Dyes Pigm.
2013, 99, 642-652|[Fozooni, S. si colab., ,,A synthesis of some new 4-arylidene-5(4H)-oxazolone
azo dyes and an evaluation of their solvatochromic behaviour”, ARKIVOC, 2008, xiv, 115-123].
Mai mult, pornind de la modelul structural al cromoforului GFP (green fluorescent proteins),
proteind naturalad care emite o radiafie de culoare verde la interactiunea cu radiatia ultravioletd sau
cu lumina albastra din domeniul vizibil, s-au sintetizat analogi cu nucleu de oxazol-5(4H)-oni care
pot fi utilizati ca marcatori fluorescenti in biologie [Deng, H. si colab., ,,Self-restricted oxazolone
GFP chromophore for construction of reaction-based fluorescent probe toward dopamine”, Mater.
Today Chem., 2017, 3, 73-81][Bourotte, M. si colab., ,,Fluorophores related to the green fluorescent
protein”, Tetrahedron Lett., 2004, 45, 6343-6348].

in ceea ce priveste stadiul actual al aplicatiilor acestor compusi oxazolonici fluorescenti, sunt
mentionate: utilizarea lor ca indicatori de pH, ca modulatori ai unor molecule care pot suferi
modificari structurale in prezenta luminii, sau ca indicatori fluorescenti in unele metode de dozare a
unor ioni sau substante [Ertekin, K. si colab., ,,Photophysical and photochemical characteristics of
an azlactone dye in sol-gel matrix; a new fluorescent pH indicator”, Dyes Pigm., 2003, 56(2), 125-
133][Blanco-Lomas, M., si colab., ,Benzylidene-Oxazolones as Molecular Photoswitches”, Org.
Lett., 2012, 14(17), 4334-4337][Funes-Ardoiz, 1. si colab., ,Benzylidene-oxazolones as
photoswitches: photochemistry and theoretical calculations”, Tetrahedron, 2013, 69, 9766-
9771][Ozturk, G. si colab., ,,Photophysical characterization of fluorescent oxazol-5-one derivatives
in PVC and their application as biosensors in the detection of ACh and AChE inhibitor: donepezil”,
Dyes Pigm., 2008, 76(3), 792-798].

Este cunoscut faptul cd marcatorii celulari fluorescenti trebuie si prezinte stabilitate chimica,

solubilitate, difuziune in tesuturi si biocompatibilitate. De asemenea, fotostabilitatea, intensitatea
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absorbtiei radiatiei, dar si a emisiei radiatiei ca urmare a excitatiei sunt proprietati esentiale pentru o
moleculd cu rol de marcator celular, o fluorescentd stabild fiind determinatd de conjugarea
electronici [Dean, K.M. si colab., ,,Advances in fluorescence labeling strategies for dynamic
cellular imaging”, Nat. Chem. Biol., 2014, 10(7), 512-523][Krawczyk, P. si colab., ,,Synthesis,
photophysical and biological properties of a new oxazolone fluorescent probe for bioimaging: an
experimental and theoretical study”, Org. Biomol. Chem., 2017, 15, 8952-8966]. In plus,
marcatorul fluorescent trebuie si se lege usor de structura celulard vizatd [Zhan, C. si colab., ,,A
Fluorescent Probe for Early Detection of Melanoma and Its Metastasis by Specifically Imaging
Tyrosinase Activity in a Mouse Model”, Anal. Chem., 2018, 90(15), 8807-8815]. Aceste
caracteristici ale marcatorilor fluorescenti organici sunt extrem de importante pentru citometrie §i
pentru imagistica celulara de fluorescentd in vivo.

in etapa de proiectare a noilor oxazolone nesaturate fluorescente, am luat in considerare grefarea pe
nucleul oxazolonic a fragmentului arilsulfonilfenil, deoarece acesta reprezintd un farmacofor
important in chimia farmaceutica, cunoscut fiind faptul céd diferiti derivati din clasa sulfonelor
prezintd un spectru larg de proprietafi biologice, printre care antitumorale, antibacteriene,
antiinflamatoare, etc. [Ahmad, 1. i Shagufta, ,,Sulfones: an important class of organic compounds
with diverse biological activities”, Int. J. Pharm. Pharm. Sci., 2015, 7(3), 19-27]. Mai mult, datele
din literaturd indicd proprietétile fluorescente ale unor compusi care contin grupa sulfonicd in
moleculd [Ai, Q. si colab., ,,Turn-On Fluorescent Photochromic Disulfonylarylthiophenes: Effect of
Sulfone Groups on Fluorescence and Conversion”, Bull. Korean Chem. Soc., 2018, doi:
10.1002/bkes.11597].

Prin urmare, {indnd cont de proprietatile biologice ale compusilor din clasa oxazol-5(4H)-onelor i
ale diarilsulfonelor, precum si de faptul cd grupele functionale de tip dialchilamino intensifica
proprietdtile fluorescente ale acestor compusi prin conjugéri electronice [You, Y. si colab.,
,Fluorophores Related to the Green Fluorescent Protein and Their Use in Optoelectronic Device”,
Adv. Mater., 2000, 12(22), 1678-1681], ne-am propus si reunim, intr-o singurd molecula originala,
aceste fragmente farmacofore, cu scopul obtinerii unor noi derivati cu proprietiti fluorescente
superioare, pentru a fi utilizati in marcarea celulelor tumorale.

Inventia de fatd se referd la proiectarea si la obtinerea unor noi derivati de 4-(4-
(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond, care contin un substituent arilsulfonilfenil in pozitia 2

si la evaluarea fluorescentei i citotoxicitdtii, in vederea utilizarii in bioimagistica a acestora.
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Prezenta inventie face referire la derivati de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)-2-(4-(4-X-

fenilsulfonil)fenil)oxazol-5(4H)-ona cu structura chimica definita prin formula generala I:

in care R este metil sau etil si X este H, Cl sau Br.

Elementele de originalitate constau in:

1) sinteza si caracterizarea fizico-chimicd a unor noi compusi cu citotoxicitate scizutd din clasa
oxazol-5(4H)-onelor;

2) demonstrarea capacitdtii compusilor de a marca fluorescent celulele de Saccharomyces
cerevisiae, fard a le impiedica dezvoltarea;

3) demonstrarea capacitdtii compusilor de a marca fluorescent celule umane normale (monocite
apartinind liniei celulare umane CRL9855) sau celule tumorale (celule de cancer de colon din linia
HCT116, celule de adenocarcinom colorectal uman din linia HT-29, celule de glioblastom din linia
U-87MG).

Problema tehnicii pe care o rezolva inventia constd in obtinerea unor compusi (printr-o metoda
de sintezd care asigurd un grad inalt de puritate si reproductibilitate sinteticd in conditii de
laborator) cu fluorescentd pozitivd semnificativd la incubarea cu celule de Saccharomyces
cerevisiae sau cu celule umane CRL9855, HT-29, HCT116 si U-87MG, avand citotoxicitate
scazutd asupra celulelor umane normale (monocite CRL9855) si tumorale (liniile HT-29 si
HCT116).

Prezenta inventie cuprinde si o serie de corelatii intre fluorescenta si citotoxicitatea in vitro a
compusilor oxazolonici si structura chimica a acestora, prin studii de interactie cu celule non-umane
(S. cerevisiae), dar si cu celule umane normale si canceroase standardizate.

Conform inventiei, procedeul general de obtinere a noilor derivati de 4-(4-
dialchilamino)benzilidenoxazol-5(4H)-ona, care contin un substituent arilsulfonilfenil grefat in
pozitia 2, definiti anterior, decurge prin urmétoarele etape:

a) prepararea acizilor 2-(4-(4-X-fenilsulfonil)benzamido)acetici, unde X=H, Cl sau Br, care au fost

obtinuti conform datelor din literatura de specialitate [Schiketanz, I. si colab., ,,Aminoketone,

S
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oxazole and thiazole synthesis. Part 15.! 2-[4-(4-Halobenzenesulphonyl)-phenyl]-5-aryloxazoles”,
ARKIVOC, (ii), 2002, 64-72] [Schiketanz, I. si colab., ,,Aminoketone, oxazole and thiazole
synthesis. Part. 16. ' Novel 5-aryl-2-(para-benzenesulfonylphenyl)oxazoles”, Rev. Roum. Chim.,
2002, 47(3-4), 235-238] (schema 1).

O O _CH2
] 1.NaOH il
X ﬁ CcoCl + H,C—COOH ——> ISI COOH
|
O NH, (0]
Ila-¢ 1I1a-c

Schema 1

b) prepararea noilor 4-(4-(dialchilamino)benziliden)-2-(4-(4-X-fenilsulfonil)fenil)oxazol-5(4 H)-one
prin metoda Erlenmeyer care constd in condensarea si ciclizarea simultan3 a unui a-aminoacid N-
acilat cu o aldehidd aromaticd substituitid [Rosca, E. si colab., ,,Synthesis, Characterization and
Cytotoxicity Evaluation of New Compounds from oxazol-5(4H)-ones and 1,2,4-triazin-6(5H)-
ones”, Rev. Chim. (Bucharest), 2019, 70(11), 3769-3774] [Rosca, E. si colab., ,,In silico and
experimental studies for the development of novel oxazol-5(4H)-ones with pharmacological
potential”, Farmacia, 2020, 68(3), 453-462]. Astfel, noile oxazolone au fost obfinute prin reactia de
ciclo-condensare a acizilor 2-(4-(4-X-fenilsulfonil)benzamido)acetici IIla-¢ cu 4-(dialchilamino)-
benzaldehide, unde alchil, R, este metil sau etil, la reflux, timp de 4 ore, in mediu de anhidrida

acetica si in prezentd de acetat de sodiu anhidru (schema 2).

o HN—CH, R
Il / \ /" (CHCO),0/CH;COONa
X S C COOH +  O=HC N -
1] \\ \R
0 0
Ila-c
R
N/
0 N /CH@— N
Il 4 R
- X S
[ 5
0 0

L.1a: X=H, R=CHjs; L.1b: X=Cli, R=CHj3; I.1e¢: X=Br, R=CHj,4
I.2a: X=H, R=C,Hjs; I.2b: X=Cl, R=C,Hs; L.2¢: X=Br, R=C,Hj;

Schema 2
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Acetatul de sodiu are rol de catalizator si a fost addugat in amestecul de reactie in raport echimolar.
S-a folosit un exces de anhidrida aceticd de 20 de ori mai mare.

Dupa refluxare, peste amestecul de reactie racit la temperatura camerei, s-a adaugat alcool etilic
rece. Suspensia astfel formatd a fost lasatd la rece (2-8°C) peste noapte, apoi precipitatul a fost
separat prin filtrare la vid, spilandu-se alternativ cu etanol rece si cu apd fierbinte, dupd care a fost
uscat la temperatura camerei.

Oxazol-5(4 H)-onele obtinute au fost purificate prin recristalizare dintr-un amestec etanol:cloroform

in raport volumetric de 1:2, rezultdnd pulberi sau cristale de culoare rosie sau violet.

Dovedirea  structurii chimice a noilor 4-(4-(dialchilamino)benziliden)-2-(4-(4-X-
fenilsulfonil)fenil)oxazol-5(4 H)-one

Toti reactantii si solventii folositi au fost achizitionati comercial cu puritate mare si au fost utilizati
fara purificare ulterioara.

Temperaturile de topire ale noilor compusi au fost determinate cu un aparat Boetius §i sunt
necorectate.

Analiza elementald s-a realizat cu un aparat Perkin-Elmer 2400 Series II CHNS/O Elemental
Analyzer (Waltham, MA, USA).

Spectrele de absorbtie in infrarosu s-au inregistrat in pastili de bromurd de potasiu, cu un
spectrometru Bruker Vertex 70, in intervalul 4000-400 cm™, intensitatile benzilor de absorbtie fiind
raportate in termeni semicantitativi notati astfel: fi - foarte intenss, i - intensa, m - medie, s - slaba.
Spectrele de rezonanti magnetica de proton 'H-RMN au fost inregistrate in cloroform deuterat
(CDCl5) cu un spectrometru Varian Gemini 300BB, la 300 MHz. Deplasérile chimice sunt redate in
parti per milion (ppm), raportarea facdndu-se la standardul intern tetrametilsilan (TMS), iar
constantele de cuplare J sunt redate in herti (Hz). Multiplicitatile sunt abreviate astfel: s (singlet), d
(dublet), t (triplet), q (quartet); | (larg).

Spectrele de masa (MS) ale compusilor I.2a-¢ au fost inregistrate cu un spectrometru de masa triplu
cuadrupol 1200 L MS/MS de la Varian, echipat cu o sursa de ionizare electrospray (ESI). Substanta
(1 mg) a fost dizolvatd in 2 mL acid formic 85%. 10 puL din aceastd solutie au fost diluati la 2 mL
cu metanol, moment in care culoarea solutiei a devenit rosie. Solutia din substanta de analizat a fost
incarcatd intr-o bucld de 1 mL si infuzatd in interfata ESI cu o pompa Prostar 240 SDM printr-o
valvd de injectare manuald Rheodyne 7725. Debitul de infuzare a fost de 50 pL/min, gazul de

uscare a avut presiunea de 21 psi si temperatura de 400°C, iar gazul de nebulizare a avut presiunea

6

1



RO 134761 A0

de 42 psi. Ionul molecular protonat a fost selectat de cuadrupolul Q1 in conditii optimizate ale
tensiunii pe capilar. Fragmentele au fost obtinute prin coliziune cu argon (1,5 mTorr) in cuadrupolul
Q?2, si au fost scanate cu cuadrupolul Q3. Pentru compusii I.1a-c ionii moleculari au rezultat prin
ionizare chimica la presiune atmosfericd (APCI), urmandu-se aceeasi tehnica.

Spectrele de absorbfie au fost inregistrate cu un spectrometru UV-Viz Jasco V-630, prin iradierea
solutiilor in dimetilsulfoxid (DMSO) ale noilor compusi la concentratia ~ 2,510~ mol/L.
Descrierea pe scurt a desenelor:

- fig. 1 prezinta spectrele de fluorescentd in domeniul 550-700 nm pentru compusii I.1a-c si L.2a-c;
- fig. 2 prezintd imagini obtinute prin microscopie de fluorescentd a celulelor de S. cerevisiae co-
marcate cu DAPI si compusul L1c;

- fig. 3 prezintd incorporarea compusilor I.1a-c si I.2a-¢ in monocite umane din linia CRL9855,
evaluati prin citometrie in flux (excitare la 488 nm si emisie in canalul de fluorescentd FL2-oranj);

- fig. 4 prezinté fluorescenta celulelor tumorale umane din linia HCT116 (carcinom colorectal) si U-
87MG (glioblastom) incubate 24 de ore cu compusii I.1a-c¢ si I.2a-c la concentratia de 20 uM
evaluat prin citometrie in flux (excitare la 488 nm si emisie in canalul de fluorescenta FL2-oranj),
rezultatele fiind prezentate ca procent de celule fluorescente (a) si ca intensitate medie de
fluorescenta (b);

- fig. 5 prezintd analiza comparativd a fluorescenfei celulelor tumorale umane din liniile HT-29
(adenocarcinom colorectal), HCT116 (carcinom colorectal) si U-87MG (glioblastom), incubate 24h
cu compusii I.2b si L2¢ la concentratia de 20 uM prin citometrie in flux (excitare la 488 nm si
emisie in canalul de fluorescentd FL2-oranj), rezultatele fiind prezentate ca procent de celule
fluorescente (a) si ca intensitate medie de fluorescenta (b);

- fig. 6 prezintd efectul exercitat de compusii 1.2b si I.2¢ la concentratia de 20 uM asupra reducerii
MTS (a) si a eliberdrii LDH (b) de catre celulele netumorale proliferative din linia CRL9855 (linie
monocitard). Rezultatele sunt exprimate ca densitate optici (DO) si sunt prezentate ca medie + SEM
pentru triplicat de probd;

- fig. 7 prezinta curbele dozé-efect a compusilor I.2b si I.2¢ asupra celulelor tumorale de carcinom
colorectal din liniile HT-29 (a) si HCT 116 (b), privind efectul exercitat asupra reducerii MTS.
Rezultatele sunt exprimate ca densitate optici (DO) si sunt prezentate ca medie + SEM pentru

triplicat de proba.

Se reda in cele ce urmeazi modul de obtinere a celor 6 noi compusi oxazolonici fluorescenti.
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Exemplul 1. Sinteza 2-(4-(fenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dimetilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-onei
(I.1a)

Formula moleculari: Co4Hy0N>048

intr-un balon previzut cu un refrigerent ascendent si cu un tub de cloruri de calciu, se adaugi 3,19
g (10 mmoli) acid 2-(4-(fenilsulfonil)benzamido)acetic (Mr=319,33), 1,49 g (10 mmoli) 4-
(dimetilamino)benzaldehida (Mr=149,19), 0,82 g (10 mmoli) acetat de sodiu (Mr=82,03) si 18,9
mL (20,42 g; 200 mmoli) anhidrida acetica (Mr=102,09; ds*°= 1,082).

Initial se formeaza o solutie care trece dupd citeva minute intr-un precipitat consistent de culoare
violet. Amestecul de reactie se refluxeazd timp de 4 ore. Dupa récire se adauga alcool etilic rece,
apoi amestecul se lasd la rece timp de 12 ore, dupé care se filtreazd. Precipitatul rezultat se spald
alternativ cu apé fierbinte si alcool etilic rece. Produsul obtinut se purifica prin recristalizare dintr-
un amestec de cloroform : alcool etilic = 2:1, v:v.

Rezultd 0,70 g compus (Mr=432,49) (randament 16%), sub forma unor cristale violet, cu T.t. 226-
228°C, solubil la rece in dimetilsulfoxid, cloroform, dimetilformamida si acetond, insolubil in api si
etanol la rece.

Dovedirea structurii noului compus conform inventiei

Analiza FT-IR (KBr, v cm™): 3086s, 3065s, 3027s, 2911s, 2861s, 1784i, 1763fi, 1644i, 1604fi,
1591i, 157111, 152711, 1371i, 13231, 1295i, 1159fi, 1105m, 1070m, 848m.

Analiza ' H-RMN (CDCls, 8 ppm, J Hz): 8,23 (d, 8,2, 2H, H-7, H-11), 8,12 (d, 8,5, 2H, H-20, H-24),
8,11 (d, 8,2, 2H, H-8, H-10), 7,60 (t, 7,1, H-15), 7,53 (t, 7,7, 2H, H-14, H-16), 7,25 (s, 1H, H-18),
7,18 (dl, 7,7, 2H, H-13, H-17), 6,77 (d, 8,5, 2H, H-21, H-23), 3,13 (s, 6H, H-25).
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Analiza APCI-MS (m/z): 433 [M+H]", 389 [M+H-CO;]", 245 [CsHsSO,CsH,CO]", 134
[CsHsN(CH3),+H]*, 121 [CsHsN(CH3),+H]™.

Analiza UV-VIZ (Aax, nm): 329; 504.

Analiza elementald (%): teoretic: C: 66,65; H: 4,66; N: 6,48; S: 7,41; experimental: C: 66,32; H:
4,58; N: 6,82; S: 7,16.

Exemplul 2. Sinteza 2-(4-(4-clorofenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dimetilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-
onei (1.1b)

S
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Formula moleculari: C,4H;oCIN,O4S

Compusul se prepard prin procedeul descris in exemplul 1 fiind necesari urmaétorii reactanti: 3,54 g
(10 mmoli) acid 2-(4-(4-clorofenilsulfonil)benzamido)acetic (Mr=353,78), 1,49 g (10 mmoli) 4-
(dimetilamino)benzaldehidd (Mr=149,19), 0,82 g (10 mmoli) acetat de sodiu (Mr=82,03) si 18,9
mL (20,42 g; 200 mmoli) anhidrida acetica (Mr=102,09; d,*° = 1,082).

Rezultd 1,73 g compus (Mr=466,94) (randament 37%), sub forma unei pulberi violet, cu T.t. 258-
260°C, solubil la rece in dimetilsulfoxid, cloroform, dimetilformamida si acetona, insolubil in apa si
etanol la rece.

Dovedirea structurii noului compus conform inventiei

Analiza FT-IR (KBr, v ecm™): 3086m, 3063m, 3030s, 2904m, 2861s, 1789fi, 17641, 1637fi, 1605fi,
1568fi, 152541, 132711, 1293fi, 11571i, 1090i, 107 1m, 849i, 762i.

Analiza ' H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8,25 (d, 8,2, 2H, H-7, H-11), 8,13 (d, 8,0, 2H, H-20, H-24),
8,04 (d, 7,8, 2H, H-8, H-10), 7,91 (d, 8,2, 2H, H-13, H-17), 7,57 (d, 8,2, 2H, H-14, H-16), 7,26 (s,
1H, H-18), 6,82 (d, 8,2, 2H, H-21, H-23), 3,14 (s, 6H, H-25).

20 21 25
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Analiza APCI-MS (m/z): 467 [>>Cl M+HT", 469 [’Cl M+H]", 439 [**Cl M+H-COJ", 441 [*'Cl
M+H-COJ*, 423 [*°Cl M+H-CO,]", 425 [’'Cl M+H-CO,]", 279 [’CIC¢H;SO,CsHsCO]", 281
[>"CICsH4S0,CsH4CO]T, 188 [M+H->*CIC¢H4SO,CsH,CO]*, 190 [M+H->"CIC¢H4SO,C¢H4COT".
Analiza UV-VIZ (Amax, nm): 331; 506.

Analiza elementald (%): teoretic: C: 61,73; H: 4,10; N: 6,00; S: 6,87; experimental: C: 61,81; H:
4,13; N: 5,91; S: 6,95.

Exemplul 3. Sinteza 2-(4-(4-bromofenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dimetilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-
onei (L1c)

Formula moleculara: C24H;9BrN,O4S

Compusul se prepari prin procedeul descris in exemplul 1 fiind necesari urmatorii reactanti: 3,98 g
(10 mmoli) acid 2-(4-(4-bromofenilsulfonil)benzamido)acetic (Mr=398,23), 1,49 g (10 mmoli) 4-
(dimetilamino)benzaldehida (Mr=149,19), 0,82 g (10 mmoli) acetat de sodiu (Mr=82,03) si 18,9
mL (20,42 g; 200 mmoli) anhidrida acetica (Mr=102,09; ds*° = 1,082).
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Rezultd 2,05 g compus (Mr=511,39) (randament 40%), sub forma unei pulberi violet, cu T.t. 297-
299°C, solubil la rece in dimetilsulfoxid, cloroform, dimetilformamida si acetona, insolubil in apa si
etanol la rece.

Dovedirea structurii noului compus conform inventiei

Analiza FT-IR (KBr, v cm™): 3084m, 3090s, 2909m, 2860s, 1789i, 1760fi, 1690m, 1637i, 1605fi,
156911, 152511, 1381fi, 1327fi, 1289i, 1160fi, 1069i, 894i, 611fi, 576i.

Analiza ' H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8,25 (d, 8,5, 2H, H-7, H-11), 8,14 (d, 8,4, 2H, H-20, H-24),
8,04 (d, 8,5, 2H, H-8, H-10), 7,80 (d, 8,8, 2H, H-13, H-17), 7,68 (d, 8,5, 2H, H-14, H-16), 7,25 (s,
1H, H-18), 6,87 (d, 8,4, 2H, H-21, H-23), 3,14 (s, 6H, H-25).
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18 CH
14 13 0 8 7 I§I4/CHL9<;>2*21\1\/25 3
B 15< >12 gﬁ@ﬂdﬁéo 24 23 CHy
16 17 0 10 11 0
Analiza APCI-MS (m/z): 511 [Br M+H]*, 513 [*'Br M+H]", 467 [°Br M+H-CO,]", 469 [*'Br
M+H-CO,]", 323 [PBr CsHsSO,CeHiCOJ", 325 ['Br Ce¢HsSO,C¢H,CO]*, 188 [M+H-Br
CeH4SO,C¢HLCOT".
Analiza UV-VIZ (Agax, nm): 331; 506.
Analiza elementald (%): teoretic: C: 56,37; H: 3,74; N: 5,48; S: 6,27; experimental: C: 56,44; H:
3,45; N:5,59; S: 6,52.
Exemplul 4. Sinteza 4-(4-(dietilamino)benziliden)-2-(4-(fenilsulfonil)fenil)oxazol-5(4H)-onei (1.2a)
Formula moleculari: Cy6H24N>048
Compusul se prepari prin procedeul descris in exemplul 1 fiind necesari urmatorii reactanti: 3,19 g
(10 mmoli) acid 2-(4-(fenilsulfonil)benzamido)acetic (Mr=319,33), 1,77 g (10 mmoli) 4-
(dietilamino)benzaldehida (Mr=177,24), 0,82 g (10 mmoli) acetat de sodiu (Mr=82,03) si 18,9 mL
(20,42 g; 200 mmoli) anhidrida aceticid (Mr=102,09; d®= 1,082).
Rezultd 1,52 g compus (Mr=460,54) (randament 33%), sub forma unei pulberi violet, cu T.t. 264-
265°C, solubil la rece in dimetilsulfoxid, cloroform, dimetilformamida si acetond, insolubil in apa si
etanol la rece.
Dovedirea structurii noului compus conform inventiei
Analiza FT-IR (KBr, v ecm™): 3062m, 2969m, 2926m, 2873s, 1786i, 1758fi, 1639fi, 1592fi, 1521fi,
132711, 129511, 127411, 1157fi, 1082i, 845i.

10
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Analiza 'H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8,21 (d, 8,1, 2H, H-7, H-11), 8,10 (m, 2H, H-20, H-24),
8,01 (d, 8,1, 2H, H-8, H-10), 7,98 (dl, 7,4, 2H, H-13, H-17), 7,58 (dl, 7,0, 1H, H-15), 7,55 (t, 7,5
2H, H-14, H-16), 7,23 (s, 1H, H-18), 6,71 (d, 8,3, 2H, H-21, H-23), 3,47 (q, 6,8, 4H, H-25), 1,24 (t,
6,8, 6H, H-26).

20 21
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Analiza ESIMS (m/z): 461 [M+H]", 433 [M+H-C,H]", 245 [C¢HsSO,C¢H,CO]", 188
[NHCCHCsHaN(CzHs),] "

Analiza UV-VIZ (Mnax, nm): 333; 514,

Analiza elementald (%): teoretic: C: 67,81; H: 5,25; N: 6,08; S: 6,96; experimental: C: 67,69; H:
5,58; N: 6,32; S: 6,90.

Exemplul S. Sinteza 2-(4-(4-clorofenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dietilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-
onei (1.2b)

Formula moleculari: CysHa3CIN,04S

Compusul se prepara prin procedeul descris in exemplul 1 fiind necesari urmétorii reactanti: 3,53 g
(10 mmoli) acid 2-(4-(4-clorofenilsulfonil)benzamido)acetic (Mr=353,78), 1,77 g (10 mmoli) 4-
(dietilamino)benzaldehidd (Mr=177,24), 0,82 g (10 mmoli) acetat de sodiu (Mr=82,03) si 18,9 mL
(20,42 g; 200 mmoli) anhidrida aceticd (Mr=102,09; ds2°=1,082).

Rezultd 1,63 g compus (Mr=494,99) (randament 33%), sub forma unei pulberi rosie-portocalie, cu
T.t. 233-235°C, solubil la rece in dimetilsulfoxid, cloroform, dimetilformamida si acetond, insolubil
in apd si etanol la rece.

Dovedirea structurii noului compus conform inventiei

Analiza FT-IR (KBr, v cm"): 3082s, 3040s, 2973m, 2934s, 2898s, 2875s, 1789i, 1771fi, 1642i,
160511, 157511, 1522fi, 13231, 1272i, 1156fi, 1082i, 847m, 767i.

Analiza 'H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8,21 (d, 8,2, 2H, H-7, H-11), 8,10 (m, 2H, H-20, H-24),
8,01 (d, 8,2, 2H, H-8, H-10), 7,89 (d, 8,5, 2H, H-13, H-17), 7,49 (d, 8,5, 2H, H-14, H-16), 7,23 (s,
1H, H-18), 6,71 (d, 8,2, 2H, H-21, H-23), 3,46 (q, 6,8, 4H, H-25), 1,23 (t, 6,8, 6H, H-26).

11
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Analiza ESI-MS (m/z): 495 [°Cl M+H]", 497 [*'Cl M+H]", 467 [**Cl M+H-COJ", 469 [*’Cl M+H-
COTJ", 279 [*°CICeH4S0.CsH4COT", 281 [*’CICsH4S0,CsH,COT", 188 [NHCCHCH,N(CoHs),]".
Analiza UV-VIZ (Aax, nNm): 336; 515.

Analiza elementald (%): teoretic: C: 63,09; H: 4,68; N: 5,66; S: 6,48; experimental: C: 63,33; H:
4,96; N: 5,31, S: 6,38.

Exemplul 6. Sinteza 2-(4-(4-bromofenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dietilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-
onei (1.2¢)

Formula moleculari: CyH,3BrN;O4S

Compusul se prepara prin procedeul descris in exemplul 1 fiind necesari urmaétorii reactanti: 3,98 g
(10 mmoli) acid 2-(4-(4-bromofenilsulfonil)benzamido)acetic (Mr=398,23), 1,77 g (10 mmoli) 4-
(dietilamino)benzaldehida (Mr=177,24), 0,82 g (10 mmoli) acetat de sodiu (Mr=82,03) si 18,9 mL
(20,42 g; 200 mmoli) anhidrida acetica (Mr=102,09; d 2= 1,082).

Rezultd 1,62 g compus (Mr=539,44) (randament 30%), sub forma unei pulberi portocalii, cu T.t.
232-234°C, solubil la rece in dimetilsulfoxid, cloroform, dimetilformamida si acetond, insolubil in
apa si etanol la rece.

Dovedirea structurii noului compus conform invenfiei

Analiza FT-IR (KBr, v ecm™): 3081m, 3063s, 3039s, 2972m, 2933m, 2896s, 2874s, 178911, 1770fi,
1643fi, 160511, 1575fi, 1521fi, 1322fi, 1272fi, 1156fi, 1081m, 848m, 625i, 569i.

Analiza '"H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8,23 (d, 8,4, 2H, H-7, H-11), 8,10 (m, 2H, H-20, H-24),
8,02 (d, 8,4, 2H, H-8, H-10), 7,84 (d, 8,5, 2H, H-13, H-17), 7,67 (d, 8,5, 2H, H-14, H-16), 7,25 (s,
1H, H-18), 6,72 (d, 8,6, 2H, H-21, H-23), 3,47 (q, 6,8, 4H, H-25), 1,24 (t, 6,8, 6H, H-26).
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Analiza ESI-MS (m/z): 539 [°Br M+H]", 541 [*'Br M+H]", 511 [Br M+H-C,H.]", 513 [*'Br
M+H-C;H,]", 188 [NHCCHCH,N(C,Hs),]".
Analiza UV-VIZ (Amax, nm): 335; 516.

12
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Analiza elementald (%): teoretic: C: 57,89; H: 4,30; N: 5,19; S: 5,94; experimental: C: 57,55; H:
4,17; N: 5,28; S: 5,86.

Spectroscopia de fluorescenti a 4-(4-(dialchilamino)benziliden)-2-(4-(4-X-fenilsulfonil)-
fenil)oxazol-5(4 H)-onelor

Compusii cu formula generald I prezintd un maxim de absorbtie in UV in jurul valorii de 334 nm si
in vizibil in jurul valorii de 510 nm, motiv pentru care au fost inregistrate spectrele de emisie ale
acestora la lungimile de unda de excitatie 334 nm si, respectiv 510 nm.

Spectrele de emisie au fost inregistrate cu un cititor de pldci multimodal Thermo Scientific
Varioskan Flash, utilizdnd incremente de 5 nm pentru toate determinarile.

Excitafia la lungimea de undd de 334 nm duce la obfinerea spectrelor de emisie care aratd o
fluorescenta foarte slaba sau aproape nula in domeniul spectral 350-450 nm.

Excitafia la lungimea de undd de 510 nm duce la obtinerea spectrelor de emisie, care aratd o
fluorescenta pentru toti compusii in domeniul 550-700 nm.

Spectrele de fluorescenta in domeniul 550-700 nm pentru compusii I.1a-c¢ si 1.2a-c sunt prezentate

in figura 1.

Evaluarea tolerabilititii drojdiei Saccharomyces cerevisiae la incubarea cu noii compusi
Avand in vedere ca unul din factorii de care depinde utilizarea oxazol-5(4H)-onelor cu formula
generala I in bioimagisticé este tolerabilitatea celulelor vii fatd de acesti potentiali marcatori celulari
fluorescenti, s-a decis incubarea drojdiei S. cerevisiae in contact cu solutii ale acestor compusi de
diferite concentratii in DMSO. S-a ales ca solvent DMSO intrucét acesta este biocompatibil cu
celulele.

Metodologie

Tulpini fungice §i conditii de crestere

Tulpina de S. cerevisiae utilizatd in cadrul acestui studiu a fost BY4741 (MATa; his341; leu240;
met1540; ura340) si a fost achizitionatd de la EUROSCARF, Frankfurt, Germany. Stocarea
celulelor, metoda de cultivare §i manipularea acestora a fost realizatd conform procedurilor
uzuale [Sherman, F., ,,Getting started with yeast, Methods enzymology”, 350, 2002, 3-41].
Tulpinile fungice au fost crescute in mediu complet YPD (1% m/v extract de drojdie, 2% m/v
peptond, 2% m/v glucozd) sau in mediu sintetic SC (0,67% m/v sursa de azot cu (NH,4),SO, si fard

aminoacizi, 2% glucoza, suplimentat cu aminoacizii necesari). Solutiile in DMSO ale noilor

13
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oxazolone, obtinute din solutii stoc (20mM) sterilizate prin filtrare (Millipore, pori 0,22 pm), au

fost adaugate peste suspensia celulara.

Evaluarea cregterii celulelor de S. cerevisiae

Pre-culturi crescute peste noapte in YPD au fost inoculate in mediu SC la densitatea 2x10°
celule/mL. Ulterior, celulele au fost incubate 2 ore sub agitare (200 rpm, 30°C) intr-un
incubator cu agitare orbitald (Shanghai ZHICHENG Analytical Instruments Manufacturing
Co, Ltd., China), dupd care au fost adaugate solutiile compusilor testati la concentratiile
dorite, obtinute dintr-o solutie stoc 20 mM in DMSO. Cresterea celulard a fost determinata
masurand turbiditatea suspensiei celulare la 660 nm, utilizdnd un spectrofotometru UV-Viz
Mini (Shimadzu, Japonia) [Amberg, D.C. si colab., ,Measuring yeast cell density by
spectrophotometry. In D. Burke, D. Dawson, & T. Stearns (Eds.), ,,Methods in yeast genetics.
A Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual”, New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2005, 163-165]. Cresterea celulard a fost calculatd procentual fatd de
martorul reprezentat de celulele crescute in prezenta DMSO, fard compus.

Rezultatele obtinute in cazul compusilor I.1a-c:

- la concentratia de 0,1 mM, cresterea culturii de S. cerevisiae raportata la control a fost urmétoarea:
I.1a-88,3%; 1.1b-94,9%; 1.1¢-79,3%;

- la concentratia de 1 mM, cresterea culturii de S. cerevisiae raportatd la control a fost urmétoarea:
I.1a-56,3%; 1.1b-90,3%; 1.1¢-93,2%.

Rezultatele obtinute in cazul compusilor 1.2a-c:

- la concentratia de 0,1 mM, cresterea culturii de S. cerevisiae raportata la control a fost urmétoarea:
1.2a-95,3%; 1.2b-97,2%; 1.2¢—-88,9%;

- la concentratia de 1 mM, cresterea culturii de S. cerevisiae raportatd la control a fost urmétoarea:
1.2a-72,5%; 1.2b—87,4%; 1.2¢—83,1%.

Analiznd rezultatele care reprezintd media a trei experimente diferite, se observa cd cei 6 compusi
testati prezintd o toxicitate scazuta si deci, o tolerabilitate bund a drojdiei fatd de acestia.
Localizarea la nivel celular a noilor compusi in celulele de Saccharomyces cerevisiae

Tinand cont de toxicitatea redusd a compusilor asupra celulelor de S. cerevisiage precum si de
proprietdtile lor fluorescente, s-a testat posibilitatea acestora de a fi utilizati ca marcatori celulari

fluorescenti.

Metodologie
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In acest scop, celulele de S. cerevisiae au fost inoculate dintr-o pre-culturd in mediu SD lichid si
crescute sub agitare (200 rpm, 30°C) pand la 5x10° celule/mL (faza timpurie de crestere
exponentiald) dupa care au fost addugati compusii la concentratia finald 50 pM din solutii stoc in
DMSO (10 mM). Celulele au fost co-marcate cu colorantul 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI-0,01
ug/mL) pentru vizualizarea nucleului si a mitocondriilor. Celulele au fost incubate cu compusii
testati incd 2 ore inainte de a fi vizualizate cu un microscop de fluorescentd Olympus (Olympus
BX53, Japan) echipat cu lampd de mercur HBO-100 si camerd Olympus DP73. Pentru a detecta
semnalele de fluorescentd ale compusilor s-a utilizat un set de filtre GFP (filtru de excitare 460-480
nm cu prisma dicromaticd 505 nm, filtru de emisie 510-550 nm), iar pentru a detecta semnalele
DAPI s-a utilizat un set de filtre de excitatie 340-390 nm, prisma dicromaticd 410 nm, filtru de
emisie 420 nm (la care emisia compusilor este minima).

Pentru compusul I.1a s-a observat o fluorescentd verde care sugereazd o localizare citosolica a
acestuia.

In cazul compusului I.1b fluorescenta verde a fost mult mai slaba, insi a sugerat o localizare
citosolica a acestuia. Semnalul mult mai slab de fluorescentd in cazul compusului I.1b poate fi
cauzat de o acumulare intracelulard mai mica.

Pentru compusul I.1¢ s-a observat o fluorescentd verde care de asemenea sugereazd o localizare
citosolica, dar si o concentrare a compusului la nivelul nucleului (figura 2). Faptul ca I.1c este
concentrat la nivelul nucleului sugereazi o eventuald interactiune a acestuia cu ADN-ul, dar intr-o
maniera lipsita de citotoxicitate.

in cazul compusului I.2a s-a observat o fluorescent verde care de asemenea sugereazi o localizare
citosolicd, dar si o concentrare a acestuiala nivelul nucleului.

Pentru compusul L2b s-a remarcat o fluorescentd verde care indicd o localizare citosolicd si
concentrare mult mai slabé la nivelul nucleului.

S-a constatat ci fluorescenta verde a compusului 1.2¢ se concentreaza la nivelul nucleului.

Se poate concluziona cd noile oxazol-5(4H)-one sintetizate nu sunt toxice pentru S. cerevisiae.
Studiile de fluorescentd si de localizare intracelulard au indicat faptul ca majoritatea compusilor se

regasesc in citoplasma celulelor de S. cerevisiae, iar I.1¢, L1.2a si I.2¢ difuzeaza si in nucleu.

Studiul incorporirii noilor compusi in celule umane normale §i tumorale
Studiul in vitro a fost realizat pe celule tumorale umane epiteliale colorectale din liniile HT-29

(adenocarcinom, ATCC®HTB-38") si HCT116 (carcinom colorectal, ATCC®CCL-247™), si celule
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umane de tip glioblastom din linia U-87MG (ATCC®HTB-14"). in paralel, s-au realizat investigatii
pe celule umane proliferative netumorale de tipul monocitelor din linia CRL9855
(ATCC®CRL9855™).

Celulele tumorale HT-29 sunt celule epiteliale de adenocarcinom colorectal uman, aderente, care se
aseamand cu enterocitele din intestinul subfire [Forgue-Lafitte, M.E. si colab., ,,Proliferation of the
Human Colon Carcinoma Cell Line HT-29: Autocrine Growth and Deregulated Expression of the
c-myc Oncogene”, Cancer Res., 1989, 49, 6566-6571]. Celulele tumorale HCT116 sunt celule
epiteliale de carcinom colorectal uman, aderente, care sunt utilizate in numeroase studii privind
proliferarea celulard in cancerul de colon, dar si pentru testarea unor potentiali inhibitori ai
progresiei acestui tip de carcinom [Xia, D. si colab., ,,Knockout of MARCH2 inhibits the growth of
HCT116 colon cancer cells by inducing endoplasmic reticulum stress”, Cell Death Dis., 2017,
€2957]. Spre deosebire de linia HCT116, linia HT-29 este mai putin agresiva, avand o dezvoltare
mai lenta.

Linia celulard U-87MG este o linie celulard tumorald utilizatd pentru investigatia unor inhibitori
potentiali ai dezvoltarii glioblastomului uman, una dintre cele mai agresive forme de cancer la
nivelul creierului [Witthayanuwat, S. si colab., ,,Survival Analysis of Glioblastoma Multiforme”,
Asian Pac. J. Cancer. Prev., 2018, 19(9), 2613-2617].

Metodologie

Celulele au fost mentinute in culturd conform indicatiilor furnizorului (American Tissue and Cell
Colection, ATCC, SUA). Astfel, celulele tumorale aderente au fost mentinute in mediu de cultura
DMEM-F12 (Gibco), suplimentat cu ser fetal bovin (Merck) si solutie de antibiotic-antimicotic
(Sigma). Pasajul celular s-a realizat de 2-3 ori pe saptdmana, prin tripsinizare cu o solutie de
tripsind/EDTA(0,25%/0,02%, Biochrom). Monocitele din linia CRL9855 (celule neaderente) au
fost cultivate Tn mediu de culturd IMDM (Thermo Fisher Scientific), suplimentat cu solutie HT
100x (10 mM hipoxantind sodicd si 1,6 mM timidind), (Thermo Fisher Scientific), 0,05 mM 2-
mercaptoetanol (Sigma) si 10% ser fetal bovin (Merck).

Datoritd proprietdtilor fluorescente ale compusilor testati, incorporarea acestora in celule s-a putut
determina prin citometrie in flux, ca fluorescentd medie intracelulara.

Celulele monocitare umane netumorale (linia celulari ATCC®CRL-9855™), celulele de carcinom
colorectal din liniile HT-29 si HCT116, ca si celulele de glioblastom U-87MG au fost cultivate si
tratate cu solutii ale compusilor testati, care au fost realizate initial in DMSO la o concentratie de 20

mM, fiind apoi diluate in mediu de culturd complet, cu agitare viguroasd pe vortex. Alegerea
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DMSO pentru prepararea solutiilor destinate testelor in vitro este justificatd de faptul ca noii
compusi prezintd o solubilitate bund in acest solvent biocompatibil la dilutii <1/500 in mediu de
cultura.

Celulele tumorale au fost cultivate in placi de culturd de 24 godeuri, pornind de la
5x10%celule/godeu, si au fost lisate 24 ore sa adere la placa si s inceapa sa prolifereze. Ulterior, s-
au adaugat substantele de testat la concentratiile dorite. in cazul celulelor netumorale, neaderente,
din linia CRL9855, s-au realizat sisteme experimentale continand 0,5x10° celule/mL si compusii de
testat la concentratiile dorite. Probele cu celule netratate cu compusi fluorescenti au fost utilizate
pentru a stabili nivelul de fluorescentd intrinsecd a celulelor (autofluorescenta).

Dupd incdrcare cu compusi, celulele tumorale aderente au fost tripsinizate cu o solutie de
tripsind/EDTA (0,25%/0,02%) (Biochrom) si pregatite pentru citirea la citometrul in flux.

in cazul celulelor netumorale neaderente din linia CRL9855, acestea au fost centrifugate (1200 rpm,
5 min, 4°C), s-a indepirtat supernatantul, apoi celulele au fost pregitite pentru citirea la citometrul
in flux.

Fluorescenta intracelulara datorata incorporarii compusilor testati s-a masurat prin citometrie in flux
cu citometrul FACSCanto (Becton Dickinson), utilizdnd excitarea cu laserul de 488 nm si emisia in
canalul de fluorescentda FL2-oranj. Achizitia si prelucrarea datelor s-a realizat cu programul
FACSDiva. Pentru fiecare proba s-au achizitionat minim 10000 de evenimente.

1. Evaluarea incorporarii noilor compusi fluorescenti in celulele monocitare umane CRL9855
fntr-o prima fazi s-a investigat incorporarea noilor compusi, la concentratia de 20 pM, in monocite
umane CRL9855, in raport cu un control care a continut celule netratate cu oxazolone.

in figura 3 se prezinta incorporarea noilor compusi in monocite umane din linia CRL9855, evaluati
prin citometrie in flux (excitare la 488 nm si emisie in canalul de fluorescentd FL2). Rezultatele
sunt prezentate ca procent de celule cu fluorescentd pozitivd (mai mare decit autofluorescenta
celulelor netratate cu oxazolone).

Din datele experimentale prezentate in figura 3 se observd cd oxazolonele 1.2b si I.2¢ sunt
incorporate de majoritatea celulelor monocitare, 80-90% dintre celule prezentdnd fluorescenti
pozitivd. Compusii I.1b si I.1c se incorporeazd mai putin in monocite, doar 40-50% dintre celule
prezentand fluorescentd pozitivd. Dintre compusii testati, I.1a si 1.2a au prezentat cea mai mica
eficientd de incorporare, ceea ce indicd faptul cd derivatii nesubstituiti cu halogeni pe nucleul
arilsulfonilfenilnu se incorporeaza eficient in monocitele umane proliferative.

2. Evaluarea incorporarii noilor compusgi fluorescenti in celulele tumorale
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Dat fiind gradul diferit de incorporare al compusilor testati in celule netumorale proliferative din
linia CRL9855, urmitoarea etapd a constat in investigarea incopordrii substantelor sintetizate, la
concentratia 20 uM, in celule tumorale aderente din liniile HT-29, HCT116 si U-87MG.

intr-o prima etapa, noii compusi au fost testati comparativ pe linia tumorald umana de carcinom
colorectal HCT116 si pe linia tumorala de glioblastom U-8§7MG.

in figura 4 se prezinti fluorescenta celulelor tumorale umane din linia HCT116 (carcinom
colorectal) si U-87MG (glioblastom) incubate 24 ore cu oxazolonele testate la concentratia de 20
uM. Evaluarea fluorescentei intracelulare s-a realizat prin citometrie in flux (excitare la 488 nm si
emisie in canalul de fluorescentd FL2). Rezultatele sunt prezentate ca procent de celule fluorescente
(a) si ca intensitate medie de fluorescenta (b).

Conform datelor din figura 4, aproape toate celulele HCT116 care au fost incubate cu compusii L.1¢
si [.2a-c au prezentat fluorescentd pozitivd. La incubarea celulelor canceroase cu compusii I.1a si
L.1b s-au observat procente mai mici de celule marcate fluorescent, cel mai mic procent
inregistrandu-se in cazul celulelor incubate cu derivatul I.1a, care din punct de vedere structural nu
contine un halogen pe fragmentul arilsulfonilfenil.

fn cazul celulelor de glioblastom uman din linia U-87MG, procentul de celule cu fluorescenti
pozitivd este mai mic decét in cazul celulelor de carcinom colorectal din linia HCT116. Se remarca
faptul ca un procent de aproximativ 80% din celulele U-87MG incubate cu compusii L1¢, L.2b si
I.2¢ prezintd fluorescentd pozitiva, iar procentul scade semnificativ atunci cind celulele au fost
incubate cu compusii L.1a si L2a. Prin urmare, se observa ci derivatii nesubstituiti cu halogen pe
fragmentul arilsulfonilfenil nu se incorporeazé eficient in celulele U-87MG, fapt evident si in cazul
incorporarii in monocitele umane proliferative (figura 3).

Se constatd de asemenea cd oxazolonele I.1a si .2a marcheazd semnificativ mai multe celulele
tumorale de carcinom colorectal si de glioblastom (figura 4a), decdt celulele netumorale
proliferative din linia monocitara (figura 3).

Analizdnd intensitatea medie de fluorescentd/celuld in cazul celulelor tumorale (figura 4b), se
observa faptul cé toti derivatii din seria I.1a-c si derivatul I.2a se incorporeazé foarte slab. Pe de
alta parte, compusii 1.2b si I.2¢ se incorporeazi foarte bine in celule (valori semnificativ mai mari
ale fluorescentei medii in celulele tratate comparativ cu celulele netratate). Compusul L.2b nu
discrimineaza intre celulele de carcinom colorectal si de glioblastom, insd compusul L.2¢ determina
o intensitate medie de fluorescentd intracelulard semnificativ mai mare in celulele de glioblastom

comparativ cu celulele de carcinom colorectal HCT116.
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Compusii I.2b si I.2¢ determind o fluorescenta intracelulara semnificativ mai mare in celulele
tumorale (figura 4) decat in celulele monocitare netumorale investigate (figura 3). Indiferent de
tipul de celule analizat, fluorescenta medie a celulelor incubate cu derivatul I.2c este mai mare
decat fluorescenta celulelor incubate cu derivatul 1.2b.

Tin4dnd cont de rezultatele preliminare obtinute prin citometrie in flux, In continuare s-a realizat
studiul mai detaliat al oxazolonelor 1.2b si I.2¢ pentru a analiza comparativ procentul de celule
tumorale din liniile HT-29, HCT116 si U-87MG in care se incorporeazd, cat si gradul de
incorporare in functie de concentratia compusilor.

In figura 5 se prezintd analiza comparativi a fluorescentei celulelor tumorale umane din liniile HT-
29, HCT116 si U-87MG, incubate 24 ore cu derivatii I.2b si I.2¢ la concentratia de 20 uM.
Evaluarea fluorescentei intracelulare s-a realizat prin citometrie in flux (excitare la 488 nm si emisie
in canalul de fluorescenta FL2-oranj). Rezultatele sunt prezentate ca procent de celule fluorescente
(a) si ca intensitate medie de fluorescenta (b).

Dupéd cum se observa din figura 5a mai mult de 95% din celulele HCT116 incubate cu compusii
I.2b si L.2¢ prezintd fluorescentd pozitiva. Celulele HT-29 prezinta fluorescentd pozitivd in
proportie de aproximativ 90%, pe cand celulele de glioblastom prezintd fluorescenta pozitiva intr-
un procent de aproximativ 80%.

Desi procentul de celule fluorescente incubate in prezenta oxazolonelor I.2b si I.2¢ a fost cel mai
mic in cazul celulelor U-87MG, intensitatea medie de fluorescentd/celula a fost cea mai mare in

cazul acestui tip de celule tumorale, si semnificativ mai mica in cazul celulelor HT-29 (figura 5b).

Evaluarea citotoxicititii noilor compusi 1.2b si I.2¢ asupra celulelor umane

Metodologie

Evaluarea viabilitatii celulelor umane tumorale (de carcinom de colon HT-29 si de carcinom de
colon HCT116) si a celulelor netumorale proliferative (CRL9855) care au fost tratate cu
oxazolonele I.2b si I.2¢ s-a realizat prin determinarea numirului de celule metabolic active in
cultura prin testul reducerii MTS care este o sare de tetrazoliu (MTS, 3-(4,5-di-metiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoliu). Datele rezultate din testul reducerii MTS au
fost coroborate cu date privind moartea celulard din punctul de vedere al integrititii membranei
plasmatice celulare, obtinute prin testul eliberdrii lactat dehidrogenazei (LDH).

Celulele tumorale investigate sunt celule aderente care au fost insdmantate in plici de culturd cu 96

de godeuri, cu 24 ore Tnainte de addugarea noilor compusi, pentru a permite aderarea celulelor la
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godeu. Monocitele, nefiind aderente, au fost puse in contact imediat cu solutiile compusilor de
testat. Celulele tumorale HT-29 au fost insimantate la 10* celule/godeu, celulele HCT116 la
O,5x104 celule/godeu, iar monocitele la 3x10* celule/godeu.

Dupi 24 ore de la adaugarea oxazolonelor in culturile celulare, s-au investigat efectele in vitro ale
compusilor testati asupra viabilitdtii/multiplicarii celulare (testul reducerii MTS) si asupra
integritdtii membranei celulare plasmatice (testul eliberarii LDH).

Determinarea viabilitdtii si multiplicarii celulare s-a realizat prin testul reducerii MTS, utilizdnd
kitul CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega Corporation). Testul
reducerii MTS presupune inregistrarea densitétii optice (DO) la lungimea de unda de 492 nm fata
de referinfa de 620 nm, cu ajutorul unui cititor ELISA. Densitatea optica este direct proportionald
cu numarul de celule vii (metabolic active) din culturd. Pentru fiecare proba realizata in triplicat se
calculeaza valoarea medie a DO+SEM (densitate optici medie * eroarea standard a mediei). Din
valorile DO corespunzitoare probelor celulare se scade valoarea fondului obtinutd in probe
acelulare care contin mediu de cultura.

Determinarea efectului noilor oxazolone 1.2b si I.2c asupra integritafii membranei plasmatice s-a
realizat prin testul eliberdrii LDH, utilizdnd kitul colorimetric CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega Corporation). Sistemul mésoars cantitativ activitatea LDH 1n mediul
extracelular. LDH eliberat de celule in supernatantul de culturd este masurat printr-o reactie
enzimaticd care are ca rezultat formarea unui compus colorat a carui densitate optici (DO) se
determind cu ajutorul unui cititor ELISA, la lungimea de unda de 490 nm. Pentru fiecare proba
realizatd in triplicat se calculeazd valoarea medie a DO£SEM (densitate opticd medie + eroarea
standard a mediei). Din valorile DO corespunzitoare probelor celulare se scade valoarea fondului
(obtinutd in probe acelulare care confin mediu de culturd). Valoarea DO corectatd cu valoarea
fondului este o méasura a cantitatii de LDH eliberate de celule in spatiul extracelular si implicit a
lezarii membranei plasmatice, fapt asociat mortii celulelor prin necrozi [Chan, K.F. si colab.,
,Detection of Necrosis by Release of Lactate Dehydrogenase Activity”, Methods Mol Biol, 2013,
979, 65-70].

1. Evaluarea citotoxicitdtii noilor compusi 1.2b si I.2¢ asupra celulelor netumorale proliferative

in figura 6 se prezinti efectul exercitat de oxazolonele I.2b si I.2¢, la concentratia de 20 uM, asupra
reducerii MTS (a) si a eliberdrii LDH (b) de cétre celulele netumorale proliferative din linia
monocitelor CRL9855. Rezultatele sunt exprimate ca densitate optica (DO) si sunt prezentate ca

medie £ SEM pentru triplicat de proba.
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Analizdnd efectul compusilor testati la concentratia de 20 uM asupra viabilitatii/proliferarii
celulelor CRL9855, s-a constatat ca acestia descresc intensitatea reducerii MTS si a eliberdrii LDH,
fapt ce sugereaza cd au in principal un efect citostatic, cu alte cuvinte, de scadere a proliferarii
acestor celule (figura 6), fard lezarea membranei plasmatice. Efectul citostatic al acestor compusi
asupra celulelor netumorale proliferative poate ridica unele probleme privind administrarea lor pe
cale intravenoasa.

2. Evaluarea citotoxicitdtii noilor compusi L2b si I.2c asupra celulelor tumorale

Au fost investigate comparativ potentialele efecte citotoxice ale oxazolonelor 1.2b si I.2¢ asupra
celulelor tumorale din liniile de carcinom colorectal HCT116 si HT-29, avand in vedere faptul ca
acesti compusi se incorporeaza semnificativ in celulele HCT116 si, in mai micd masurd, in celulele
HT-29 (figura 5).

In figura 7 se prezinti curbele doza-efect ale compusilor oxazolonici I.2b si I.2¢ asupra celulelor
tumorale de carcinom colorectal din liniile HT-29 (a) si HCT 116 (b), privind efectul exercitat
asupra reducerii MTS. Rezultatele sunt exprimate ca densitate opticd (DO) si sunt prezentate ca
medie + SEM pentru triplicat de proba.

Datele experimentale din figura 7 aratid cd derivatii oxazolonici L.2bsi L.2¢ in intervalul de
concentratii 5-20 pM nu afecteazd reducerea MTS de cétre celulele HT-29 si HCT116, deci nici
viabilitatea/proliferarea acestor celule. Astfel, incorporarea mai micd a compusilor in celulele
tumorale HT-29 nu se datoreaza unor potentiale efecte citotoxice ale compusilor, ci unor proprietati
intrinseci ale acestor celule, legate posibil de internalizarea mediata de receptori sau de transportori
a compusilor testati.

Au fost realizate in paralel investigatii privind efectul compusilor I.2b si I.2¢ asupra eliberarii de
LDH de citre celulele HT-29 si HCT116 pentru a studia impactul compusilor asupra mortii
celulare. Datorita faptului ca aceste celule elibereaza spontan cantititi foarte mici de LDH, la limita
de detectie a metodei (valori ale DO<0,1), confidenta in rezultatele obtinuteeste micd si de aceea

acestea nu au putut fi interpretate.

Concluzii
In cadrul acestei inventii s-au sintetizat prin metoda Erlenmeyer 6 derivati de 4-(4-
(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4 H)-ona care contin un radical arilsulfonilfenil in pozitia 2 cu

formula generald I.
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Noile oxazolone au fost caracterizate din punct de vedere fizico-chimic, structurile lor chimice fiind
confirmate prin spectrometrie de rezonantd magneticd nucleard de proton, prin spectrometrie in
infrarosu si ultraviolet-vizibil, prin spectrometrie de masa si prin analiza elementala.

S-a realizat si studiul proprietdtilor optice, compusii prezentand fluorescentd remarcabild, fapt care
a condus la investigarea potentialului lor de a marca fluorescent celule umane sau non-umane,
normale sau tumorale.

Din punct de vedere al citotoxicitdtii si tolerabilitatii, noile oxazolone sintetizate nu sunt toxice
pentru S. cerevisiae, dezvoltarea drojdiei nefiind impiedicatd de incubarea cu oxazolone. Studiile de
fluorescenta si de localizare intracelulard au indicat cd majoritatea compusilor se localizeazd 1n
citoplasma celulelor de S. cerevisiae, iar compusii Llec, 1.2a si L2¢ difuzeazi si in nucleu. Prin
urmare, oxazolonele I.1c, I.2a si L2¢ pot fi luate in considerare pentru a fi dezvoltate ca marcatori
pentru nucleul S. cerevisiae.

Compusii oxazolonici I.2b si I.2¢, la concentratia de 20 pM, au capacitatea de a marca fluorescent
unele tipuri de celulele umane tumorale, cum ar fi cele de carcinom colorectal si de glioblastom,
intr-o masurd mult mai mare decét se realizeazd marcarea celulelor netumorale proliferative, cum ar
fi cele monocitare. Astfel, compusii pot distinge intre {esuturile tumorale si unele celule normale,
fiind astfel candidati promitdtori pentru imagisticd in patologia oncologicd. Puterea imagisticd a
compusilor se adreseazd tumorilor agresive (celule de carcinom colorectal HCT116 si glioblastom
U-87MQ), si, in mai mica madsurd, celulelor cu grad de malignitate mai scézut (celulele de carcinom
colorectal din linia HT-29).

Compusii oxazolonici I.2b si I.2¢ nu afecteaza proliferarea celulelor tumorale de colon investigate,
dar tind si limiteze multiplicarea celulelor netumorale proliferative de tipul monocitelor CRL985S.
Potentialele efecte citostatice ale compusilor asupra celulelor normale nu ridicd probleme medicale,
avand 1n vedere cd acestea vor fi administrate in dozd unicd pentru imagisticd celulard si nu se
adreseazi unei terapii cu doze repetitive care ar fi putut afecta semnificativ viabilitatea monocitelor
din sange.

Rezultatele indicd astfel cd noii derivati de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)-2-(4-(4-X-
fenilsulfonil)fenil)oxazol-5(4H)-ona sunt fluorescenti, necitotoxici, fiind adecvati pentru aplicatii

biomedicale, ca marcatori fluorescenti pentru imagistica celulard in patologia oncologica.
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Revendicari
1. Derivati de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond care confin un fragment

arilsulfonilfenil in pozitia 2, cu formula generala I:

o O

g (6]
caracterizati prin aceea ci R este metil sau etil i X este H, Cl sau Br.
a) Derivat de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond, care contine un fragment
arilsulfonilfenil in pozitia 2, cu formula generald I, caracterizat prin aceea cd este 2-(4-
(fenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dimetilamino)benziliden)oxazol-5(4 H)-ona.
b) Derivat de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond, care contine un fragment
arilsulfonilfenil in pozitia 2, cu formula generald I, caracterizat prin aceea cd este 2-(4-(4-
clorofenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dimetilamino)benziliden)oxazol-5(4 H)-ona.
¢) Derivat de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond, care contine un fragment
arilsulfonilfenil in pozitia 2, cu formula generald I, caracterizat prin aceea cid este 2-(4-(4-
bromofenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dimetilamino)benziliden)oxazol-5(4 H)-ona.
d) Derivat de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond, care confine un fragment
arilsulfonilfenil in pozitia 2, cu formula generald I, caracterizat prin aceea cd este 4-(4-
(dietilamino)benziliden)-2-(4-(fenilsulfonil)fenil)oxazol-5(4H)-ona.
e) Derivat de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond, care contine un fragment
arilsulfonilfenil in pozitia 2, cu formula generald I, caracterizat prin aceea ci este 2-(4-(4-
clorofenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dietilamino)benziliden)oxazol-5(4 H)-ona.
f) Derivat de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond, care confine un fragment
arilsulfonilfenil in pozitia 2, cu formula generald I, caracterizat prin aceea cd este 2-(4-(4-
bromofenilsulfonil)fenil)-4-(4-(dietilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ona.
2. Derivati de 4-(4-(dialchilamino)benziliden)oxazol-5(4H)-ond, care contin un fragment
arilsulfonilfenil in pozifia 2, cu formula general I, definiti in revendicarea 1, necitotoxici, pentru

utilizare ca marcatori celulari fluorescenti, pentru celule normale i tumorale.
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