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INTRODUCERE

Terapia medicamentoasd se confruntd constant cu doud situatii: cresterea eficientei
tratamentului medicamentos si eliminarea efectelor secundare de supradoza, respectiv de
agresivitate a unor medicamente fata de celulele sandotase (spre exemplu citostaticele).

Amploarea pe care au luat-o cercetérile in domeniul activitatii fiziologice si biochimice a
aminoacizilor, se datoreaza rolului pe care acestia il au in organism. Pentru rezolvarea acestor
probleme s-au conturat in timp doua directii:

- sinteza de noi produse medicamentoase cu specificitate ridicatd, cu efecte secundare
minime, intre care aminoacizii i derivati ocupa un loc predominant.

- extinderea sintezei de conjugate care sd contind n structura lor substante active din
punct de vedere biologic. Pentru astfel de structuri, Helmut Ringsdorf propune trei componente:
molecula cu rol de principiu activ, suportul macromolecular si un spatiator, care optimizeaza
legéatura dintre primele doua si actiunea fluidelor fiziologice asupra primului.

Investigatiile care stau la baza elaborarii prezentei teze de doctorat s-au integrat in ideea de
a aduce unele contributii originale la dezvoltarea chimiei aminoacizilor in general, L-glutaminei
in mod special, prin obtinerea unor noi derivati ai acesteia si imobilizarea unora dintre ei pe
suport polimeric.

Avantajul utilizarii copolimerilor pe baza de N-vinil pirolidond §i anhidride ciclice este
evident, biomaterialul in forma sa finala, fiind mult mai putin susceptibil de a declansa raspunsul
imun sau efecte toxice.

Cercetarile noastre au urmarit sinteza N-benzoil-L-glutaminei substituita in pozitie para cu —
NOz, -NH, sau acilamino, arilamidosulfonil, precum si introducerea in moleculele acestora a
unor grupdri care si posede importante proprietati farmacologice. In acest scop, s-a preparat o
serie noua de A? -oxazolinone-5 care prin deciclizare cu hidrazind a condus la noi hidrazide ce
contin 1n structura lor glutamina.

ntr-o alta etapa, prin imobilizarea derivatilor de glutamina pe suport polimeric s-a reusit si
se sintetizeze noi conjugate polimer-principiu activ, in conditii normale de temperatura. Derivatii
de glutamind §i conjugatele acestora au fost caracterizati fizico- chimic structura lor fiind
confirmatd prin analiza chimica elementald si spectrala, iar pe baza acestor analize s-au elucidat
mecanismele de reactie pentru unele cai de sinteza abordate.

A fost determinat gradul de toxicitate si studiatd activitatea biologica a conjugatelor
sintetizate. Cu aceastd ocazie, pentru compusii testati, s-a evidentiat actiunea antitumorala,

tuberculostatica si influienta exercitata asupra activitatii enzimelor digestive.



Lucrarea de doctorat ”Noi derivati de glutamind biologic activi cuplati pe suporturi
macromoleculare” este structuratd dupa cum urmeaza:

Partea teoretica, cu un caracter monografic, sistematizeaza in capitolul I, principalele metode
de sintezi, precum si reactivitatea A? —oxazolinonei-5, in special actiunea fati de agentii
nucleofili. Tot aici, intr-un capitol distinct, II, sunt prezentate consideratiile generale despre
polimeri. Se insistd asupra conjugatelor polimer-medicament i asupra compusilor
macromoleculari pe baza de N-vinil-pirolidond s§i anhidridd itaconica, intrucdt in cadrul
cercetarilor noastre le-am folosit ca suport polimeric.

Partea personali a lucririi se extinde pe mai multe capitole. In capitolul III sunt descrise
procedeele experimentale utilizate §i denumirea sistematica a tuturor compusilor sintetizati in
cadrul cercetarilor care formeaza obiectul aceste lucrari.

Tn capitolul IV sunt expuse cercetirile originale in domeniul sintezei unor noi derivati de L-
glutamina. Sunt discutate reactiile de obtinere pentru N-(p-nitrobenzoil)-L-glutamina, N-(p-
aminobenzoil)-L-glutamina, N-[p-(acilamino)-benzoil]-L-glutamina, N-[p-(arilamidosulfonil] -L-
glutaming, 2-(p-R-fenil)-4-(y-amidoetil)-A%- oxazolinone-5, hidrazide derivate de la N-(p-R-
benzoil)-D,L,glutamina. Tot aici sunt analizate mecanismele de reactie implicate in diferite etape
ale sintezelor efectuate.

n capitolul V sunt prezentate conjugatele rezultate prin legarea chimica a compusilor mic-
moleculari anterior sintetizati, la poli(N-vinil pirolidona — alt — anhidrida itaconica).

Stabilirea structurii noilor compusi s-a realizat prin analiza chimica (C, H, N -pentru
derivatii de L-glutamind; N- pentru sistemele conjugate) si spectrala (FT-IR, 'H-RMN).

Capitolul VI cuprinde studiul toxicitatii pentru toti compusii §i testarile biologice efectuate
asupra unora dintre compusii sintetizati.

Tn capitolul VII sunt trecute concluziile ce se desprind din cercetarile personale si care
subliniazd contributia adusa la sinteza si caracterizarea fizico-chimicad a noilor derivati de L-
glutamina si conjugatelor acestora.

Bibliografia ce incheie lucrarea, cuprinde literatura indicata in text cu lucrdri stiintifice din
domeniul cercetat si personale, aparute pana in anul 2013.

Lucrarea este insotitd de o listd de lucréri si o anexd ce cuprind publicatiile stiintifice in
extenso, aparute pe baza cercetdrilor realizate in cadrul tezei de doctorat.

Prezentul rezumat cuprinde, intr-o forma sintetica, rezultatele cercetérilor personale,
concluziile generale si un extras din bibliografie.

S-a pastrat numerotarea din teza a compusilor, a figurilor, tabelelor, formulelor matematice

de calcul si indicatiilor bibliografice.



REZULTATE PROPRII
(EXTRAS)
IV. SINTEZA SI CARACTERIZAREA UNOR NOI DERIVATI Al GLUTAMINEI
IV.1. Sinteza si caracterizarea N-(p-nitrobenzoil)-L-glutaminei (I)

Aminoacizii §i derivatii lor au dovedit efecte biologice importante cum ar fi:
antitumorale [238-245], hipoglicemianta [246], analgezica [247], antihipertensiva [248,
249], antimicrobiana [33, 63, 74], tuberculostatica [81, 251], antiinflamatoare [26, 252].

Ne-am fixat asupra L-glutaminei deoarece joaca un rol important in reactiile de
transaminare si transdesaminare stabilind astfel legatura intre metabolismul proteinelor si al
hidratilor de carbon, regland totodata, continutul de azot in organism [253].

Tn ultimul timp, mai multi cercetatori [255- 259] au constatat ci L-glutamina
exercitd actiune citostatica si toxicitate scazuta in tratarea diferitelor forme de cancer.

Luand in consideratie aceste date ne-am propus si acilim L-glutamina cu p-
nitrobenzoil clorura in prezenta unei solutii de bicarbonat de sodiu.

Lucrand in conditiile reactiei Schotten-Baumann s-a obtinut initial sarea de sodiu
a N-(p-nitrobenzoil)-L-glutaminei, din care, prin tratare cu acid clorhidric diluat, s-a pus Tn
libertate N-(p-nitrobenzoil)-L-glutamina (1) [260] (Schema 1).

I .
a P HzN-C—CHrCHz—?HfOONa
¢ NH
i 4
C=i
H,N-C—CH,~CH,—CH-COOH + _2NaHCOs 0
- NaCl
L-glutamina ~ NH S2C0O,
NO, -2H,0

clorura de p-nitrobenzoil

NG,

sare de sodiu a N-(p-nitrobenzoil)
-L-glutamina

HzN‘C—CHz‘CHz—(fH~COOH

T
HCI(1:1) =0
- NaCl

NO,

@

N-(p-nitrobenzoil) -L-glutamina (I)

Schema 1. Sinteza N-(p- nitrobenzoil)-L-glutaminei (1)



Structura compusului (1) a fost confirmata prin analizd chimica elementala si
spectrald (FT-IR, *H-RMN).
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Figura 2. Spectrul ‘H-RMN al N-(p-nitrobenzoil)-L-glutaminei (1)

IV.2.Sinteza si caracterizarea N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei (11)

Sinteza unor noi derivati ai L-glutaminei prezinta interes, in special, prin faptul ca
acest aminoacid este considerat un omolog al acidului L-glutamic, putandu-I inlocui Tn unele
procese metabolice. Un derivat al acestuia din urma, acidul N-(p-aminobenzoil)-L-glutamic,
se regaseste Tn structura acidului folic, compus cu importantd majord in metabolismul
nucleoproteidelor si acizilor desoxiribonucleici [65, 268-271]. Aceasta proprietate i-a
determinat pe unii autori sa foloseasca acidul p-aminobenzoic drept unitate structurald intr-o
serie de noi derivati de aminoacizi si peptide [40, 57, 64, 68, 69, 80]. Acidul p-
aminobenzoic i derivati sunt, de asemenea, cunoscuti prin efectele lor biologice
remarcabile, care vizeazd multiple activitati cum ar fi: antiaritmica [272], antifibrolitica
[273, 274], vasodilatatoare  [275], antimicrobiana [276], antihelmintica [277] Si
antitumorala [278-282].

Aceste fapte ne conduc la presupunerea ca N-(p-aminobenzoil)-L-glutamina ar



putea exercita rolul de antagonist al acidului N-(p-aminobenzoil)-L-glutamic intr-o serie de
procese biochimice, in special, in cele canceroase. Ca urmare am considerat oportun sa ne
ocupdm, in aceasta etapd, de sinteza acestui derivat aminat, iar compusul (I) ne-a interesat Tn
functia lui de intermediar, susceptibil de reducere la grupa nitro.

In literaturd existd o retetd de reducere a N-acil-aminoacizilor care au grupa nitro
in pozitia 4 [31, 40, 64], iar agentul reducdtor este sulfura de amoniu preparatd prin
barbotare de hidrogen sulfurat in solutie de amoniac 25%.

Prin aceasta tehnica din N-(p-nitrobenzoil)-L-glutamind (I) am obtinut N-(p-

aminobenzoil)-L-glutamina (11) (Schema 5).

ﬁ 0
o+
HzN=C—CHy~CH,—CH~—COOH HzN“J"l_CHZ‘CHF?H‘COO NH,
NH "\‘H
é:o C=0
NaOH, 25% 3 (NHy),S
-H,0 -3S
-2H,0
{o, RO, -6NH;

m sarea de amoniu a N-(p-nitrobenzoil)
-L-glutaminei

—=0

-+
HZN-C—CH2~CH2-C|H~COO NH, H)N-C—CH,~CH,—CH-COOH
|

B|TH NH
C=0 C|=O
HCI
-NH,Cl
NH NH,

an

Schema 5. Sinteza N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei (I1) prin reducerea
nitroderivatului (1) cu (NH,).S.

Produsul brut s-a purificat din apa cu temperatura 85-90°C, rezultand produsul pur
cu randament de 48% si punctul de topire 199 — 200 °C.

Dificultatea legata de folosirea hidrogenului sulfurat in reducere sau in operatia de
indepartare a sulfului coloidal, precum si randamentul in produs finit scdzut, ne-a determinat
sd gasim o metoda mai simpla, eficientd, de reducere a nitroderivatului corespunzator.

Este cunoscut ca sulfurile alcaline sunt frecvent utilizate in reducerea
nitroderivatilor aromatici [283-285]. Tn cazul nostru, sulfura de sodiu s-a dovedit activa, dar
numai atunci cand am folosit ca produs de plecare sarea de sodiu a N-(p-nitrobenzoil)-L-
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glutaminei care, la rdndul sdu am obtinut-0 prin refluxarea unui amestec de N-(p-
nitrobenzoil)-L-glutamind, in solutie alcoolica, cu hidroxid de sodiu. in continuare, derivatul
sodat izolat, s-a dizolvat in etanol si apoi s-a tratat cu o solutie apoasa, caldd, de sulfura de
sodiu si bicarbonat de sodiu. Amestecul s-a refluxat 4 ore, dupa care s-a filtrat, s-a racit si
acidulat cu acid clorhidric (1:1) pana la pH = 1-1,5. A precipitat produsul (Il) care, dupa
purificare (efectuatd similar reducerii cu sulfurd de amoniu) s-a obtinut produsul pur, dupa
acest procedeu partial modificat de noi, cu randament de 74% si punctul de topire 200-201
°C [260] (Schema 6).

I
I -
H,N-C—(CH,);~CH—~COOH HzN‘C—(CHz)z‘ClH‘COO Na
Il\TH Il\TH
é:o C=0
NaOH 6 Na,S +7 H,0/6 NaHCO,
4 -H,0 4 - 3 Na,S,0,
- 6Na,CO;4
NO, NO, -6 H,O
o sarea de amoniu a N-(p-nitrobenzoil)
-L-glutaminei
i
HN~C—(CHy),—CH-CO0 Na HoN~C—(CH,),~CH~COOH
IllH ITH
C|=O C=0
4HC1
4 - 4NaCl 4
NH, NH,

an

Schema 6. Sinteza N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei (1) prin reducerea sarii de
sodiu a nitroderivatului (I) cu NazS.

Se apreciaza ca ambele procedee sunt aplicabile, dar cu eficientd comparabila.
Structura compusului aminat (I1) a fost confirmata prin analizd chimica
elementali si spectrald (FT-IR, "H-RMN).
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Figura 4. Spectrul "H-RMN al N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei (11).

IV. 3. Sinteza si caracterizarea unor noi derivati la grupa aminici a N-(p-

aminobenzoil)-L-glutaminei
IV. 3. 1. Sinteza si caracterizarea derivatilor de N-[p-(acilamino)-benzoil]-L-glutamind
(111, 1V)

Printre substantele care inhiba cresterea tumorilor maligne se numara atat
antagonistii acizilor aminici, cat si unii derivati functionalizati la grupa aminica ai acidului
p-aminobenzoic,[287-290].S-au sintetizat o serie de derivati ai a-aminoacizilor constatand
pentru unii dintre ei o activitate citostaticd exercitata prin efectul antagonist al acidului
aminic sau a dipeptidului respectiv [ 42, 69, 245, 270, 282, 292, 297].

Tinand cont de aceste rezultate, am sintetizat noi derivati ai N-(p-aminobenzoil)-
L-glutaminei, urmarind ca ei sd poata exercita rolul de antagonisti ai acidului N-(p-
aminobenzoil)-L-glutamic (component al acidului folic) in unele procese canceroase.

Practic am grefat diferiti substituenti la gruparea aminica a dipeptidei (1) Si am
obtinut noi derivati cu actiune antitumorala, functionand ca antimetaboliti (Cap. VI. 2. 1).
Astfel, prin acilarea grupei aminice a N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei (I1) cu acid formic
sau anhidrida acetica in amestec cu acid acetic s-au obtinut N-acil-dipeptidele cu structurile
(111, 1V) [260] (Schema 7).

Reactia de formilare a N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei (I1) Si obtinerea N-[p-

(formilamino)-benzoil]-L-glutaminei (111) decurge cu randament de 63% daca se efectueaza
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cu un exces de acid formic 80% la temperaturd de 80-85°C. in cazul utilizirii acidului
formic 98% produsul de reactie rezultat a avut punctul de topire 268°C si rezultatul analizei
elementale cantitative identic cu cel mentionat de Zehra [298] pentru acidul p-
(formilamino)-benzoic. Deci, in acest caz, are loc reactia de hidroliza a legaturii peptidice
dintre cei doi aminoacizi. Prin reactia N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei (I1) cu anhidrida
aceticd in amestec cu acid acetic glacial, la refluxare, s-a obtinut N-[p-(acetilamino)-

benzoil]-L-glutamina (1V), cu randament de 57% si punctul de topire 214-215 °C.

//o A —
HZN—C——(CHZ)Z_CHz—COOH HZN—C'—‘(CHZ)? CH7—COOH
" #_(CHp),~CH w
—_—C— = COOH
(I:o H,N—C 2)2=CHr— o
NH
| HCOOH
CH4(CO0),0/CH,CO0H  co
-— -H,0
-2CH3COOH
HN—ﬁ—H
HN—C—CHj 0

NH,

Schema 7. Sinteza N-[p-(formilamino)-benzoil]-L-glutaminei (I11) si N-[p-(acetilamino)-
benzoil]-L-glutaminei (1V).
Structura compusilor (I11) si (1V) a fost stabilitd pe baza analizelor elementale si

spectrale (FT-IR, *H-RMN).
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Figura 7. Spectrul *H-RMN al N-[p-(formilamino)-benzoil]-L-glutaminei (111).
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IV. 3. 2. Optimizarea reactiei de obtinere a derivatilor de N-[p-(R)-benzoil]-L-glutamind
Faptul ca derivatii p-nitro si p-amino-benzoilati (I-1V) prezintd importantd din punct de
vedere biologic a impus stabilirea conditiilor in care reactiile de obtinere a acestora sa fie
realizate cu randamente cat mai avantajoase.

Am considerat cd randamentul de reactie (n) este un indicator al optimizarii
procedeului aplicat.

in vederea stabilirii conditiilor in care reactiile decurg cu randamentul cel mai
bun, s-a realizat pentru fiecare dintre acestea un experiment factorial de tipul 3% [299-301].
Acest experiment permite obtinerea randamentului de reactie ca o functie de gradul 2 in
variabilele semnificative independente care sa aiba Si o reprezentare spatiala tridimensionala
a functiei obtinute.
Valorile variabilelor a-dimensionale §i randamentul reactiei pentru compusii studiati (1-1V)
sunt date n tabelul 2.

Tabel 2. Valorile variabilelor adimensionale §i randamentul reactiei pentru compusii ( 1-1V)

N Xa | m (%) my (%] 7y (%) | my (%)
1 1 1 53 20 26 61
2 1 0 55 &5 52 70
3 1 1 52 42 47 61
4 0 -1 54 55 54 67
5 0 0 58 80 59 76
6 0 1 54 57 55 68
7 1 -1 53 43 a7 62
8 1 0 56 66 53 71
9 1 1 53 45 50 63

Dependenta randamentului reactiei de variabilele a-dimensionale este ilustrata in
figura 9a) si b) pentru compusii Il Si 1V, compusi care au cele mai mari valori ale

randamentului de reactie
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Figura 9. a); b). Randamentul reactiei functie de variabilele a-dimensionale
corespunzitoare pentru compusii (11, 1V).

Rezultatele obtinute in aceastd serie prezintd sigurantd in alegerea celor mai adecvate

conditii pentru sinteza compusilor (I-1V) cu un randament practic mai avantajos [305].
Folosind procedeele de optimizare, pe 1anga randamentul superior in produs finit,

se limiteaza totodata si numarul de incercari in sinteza compusilor (I-1V) activi Tn stimularea

unor enzime din metabolismul intermediar

1V.3.3. Sinteza si caracterizarea derivatilor de N-[p-(arilamidosulfonil)- benzoil]-L-
glutamindg (V, VI)

Ne-a preocupat ideea introducerii gruparii sulfonil, gratie importantei acesteia in
activitatea chimioterapicd a multor medicamente.

Sulfonele sunt considerate astdzi ca medicamente de Selectie manifestand actiune
antimalarica [306], antihelminticd [307], antimicrobiana [41, 308, 309], antiinflamatorie
[312], anti-HIV [314], antitumorala [315,]. Se cunosc, de asemenea, medicamente continand
grupa sulfonil si care au actiune analgezica [312,318], antireumaticd [319], antifungica [320-
323], antispastica [309].

Drept reactanti, am utilizat N-(p-aminobenzoil)-L-glutamina (I1) si 5-
clorosulfonil-salicilat de metil, respectiv 2-hidroxi-4-clorosulfonil-fenoxiacetat de metil. S-a
lucrat in dioxan anhidru, la 116-118°C, in prezenta trietilaminei care si fixeze acidul
clorhidric rezultat din proces. S-au obtinut N-[p-(metilsalicilamidosulfonil)-benzoil]-L-
glutamina (V) cu randament de 83%, respectiv N-[p-(metilfenoxiacetatamidosulfonil)-
benzoil]-L-glutamina (V1) cu randament de 65% (schema 8)
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Schema 8. Sinteza N-[p-(metilsalicilamidosulfonil)-benzoil]-L-glutaminei (V) si N-[p-
(metilfenoxiacetatamidosulfonil)-benzoil]-L-glutaminei (V1)

Structura compusilor (V) si (V1) a fost determinata pe baza analizelor elementale
si analizei spectrale (FT-IR, *H-RMN).
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Figura 12. Spectrul "H-RMN al N-[p-(metilsalicilamidosulfonil)-benzoil]-L-glutaminei (V)

IV.4. Sinteza si caracterizarea unor 2-(p-R-fenil)-4-(y-amidoetil)-A%oxazolinone-5
(VIH-XI)

A?-oxazolinonele-5 cunoscute ca intermediari reactivi in diverse sinteze joacd un
rol important si in obtinerea multor medicamente ca: antidepresive [334], antineoplazice
[65, 80, 245, 282, 334], analgezice [338], antiinflamatoare [26, 339], antimicrobiene [340],
antidiabetice [342], antiobezitate [343].

Am folosit aceste observatii de ordin teoretic, experimental si farmacologic la
sinteza unei noi serii de A’-oxazolinone-5 si anume: 2-(p-nitrofenil)-4-(y-amidoetil)- A
oxazolinoni-5 (VI1); 2-[p-(formilamino)-fenil]-4-( y-amidoetil)- A’-oxazolinond-5 (VIII),
2-[p-(acetilamino)-fenil]-A%oxazolinoni-5 (1X), 2-[p-(metilsalicil-amidosulfonil)-fenil]-4-
(y-amidoetil)-A%oxazolinoni-5  (X),  2-[p-(metilfenoxiacetat-amidosulfonil)-fenil]-4-(y-
amidoetil)-A%-oxazolinond-5 (XI), prin ciclizarea derivatilor de N-(p-(R)-benzoil)-L-
glutaminei (1, 111-VI), sub actiunea anhidridei acetice in exces [344, 345] (Schema 10).
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-2 CH,COOH
R R
(1, TII-VT) (VII-XT)
COOCH,
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V,X R=—HN-50: OH
I, VIII R =— HN—ﬁ—H

IV,IX R~= —HN—ﬁ—CH3 VI, XI =—HN— SO, OCH,—COOCH;
OH

Schema 10. Sinteza 2-(p-R-fenil)-4-(y-amidoetil)- A%-oxazolinonelor-5 (VI1-XI)

Structura A%-oxazolinonelor-5 (V1I-X1) a fost determinati pe baza analizelor

elementale si prin analizi spectrald (FT-IR, *H-RMN).
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Figura 17. Spectrul *H-RMN al 2-(p-nitrofenil)-4-(y-amidoetil)-A?-oxazolinonei-5 (VI1)
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IV.5. Sinteza si caracterizarea unor noi hidrazide derivate de la
N-(p-R-benzoil)-D,L-glutamina (XII-XVI)

Hidrazidele sunt un grup de substante cu multiple proprietati biologice: antimalarice [355],
antifungice [357], anticonvulsivante [358], antiinflamatorii [26], antidepresiva [360], anti-
HIV [363].

Este cunoscut ca aminoacizii, metabolitii, sau unii polimeri cresc indicii chimioterapici,
facilitdnd transportul gruparii bioactive la nivel celular [26, 41, 79, 251].

Bazandu-ne pe aceste date din literatura, ne-a interesat obtinerea unor hidrazide cu suport de
N-(p-R-benzoil)-D,L-glutamina. Sinteza acestui tip de hidrazide s-a facut atit in scopul
fixarii lor pe copolimerul poli (N-vinilpirolidona-alt- anhidrida itaconica), cat si pentru
testarea actiunii biologice (Cap. VL. 3).

Tn cazul nostru, prin deciclizarea A%*oxazolinonelor-5 (VI1-X1) cu hidrazina s-au
obtinut noi derivati (XI1-XV1) avand restul de hidrazina grefat de N-(-p-nitrobenzoil)-D,L-
glutamina, N-(p-acilaminobenzoil)-D,L-glutamina sau N-(p-arilsulfonilamino benzoil)- D,L-
glutamina[345]. (Schema 12)

o
I
o
HzN‘g—(CH2)2>CH~ A H,N~C—(CH,),~CH~CO~NH-NH,
No N-H
- |
N=C Cc=0
H,N-NH,
98%
R R
(VII-XD XII-XVI)
COOCH,
VIL XII R= —NO, X, XV R= "‘HN‘802 OH
VIIL XIII R= —HN~(“:—H
IX, XIV R= —HN‘ﬁ—CH3 XI, XVI R= —HN— SO, OCHz‘COOCH3
OH

Schema 12. Sinteza N-(p-R-benzoil)-D,L-glutaminil-hidrazidelor (XI11-XV1).
Structura hidrazidelor (XI1-XVI1) a fost demonstratd de rezultatele analizelor
elementale si spectrale (FT-IR, "H-RMN) [345].
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Figura 23. Spectrul *H-RMN al N-(p-nitrobenzoil)-D, L-glutaminil-hidrazidei (X11)

V. CONJUGATE POLIMER-PRINCIPIU ACTIV PE BAZA DE
DERIVATI Al GLUTAMINEI

Conjugatele polimer-medicament obtinute in urma imobilizarii principiilor active
pe suporturi de polimeri prin legaturi chimice, au fost mentionate prima data de Rigsdorf in
anul 1975 [158].

Asocierea principiilor biologic active cu polimeri naturali sau sintetici imbunatéteste
eficacitatea eliberdrii medicamentului, reducdnd toxicitatea compusului bioactiv
concomitent cu retardarea acestuia [ 260, 364,365].

Eliberarea medicamentului poate fi realizata atat prin scindare enzimatica cat si
prin scindare hidroliticd a legaturilor chimice create intre acesta si copolimer [260, 364].
Copolimerul realizat ntre N-vinilpirolidond si anhidridd itaconicd (NVP-AI) prezinta
proprietati biomedicale importante [240, 367] si el a fost obtinut prin polimerizare radicalica
clasica, initiatd de azoizobutironitril (AIBN), utilizdnd ca solvent acetatul de etil, conform

reactiei [235]:
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CH, N,

H,C CH2=CH, ~P CH, CH
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O T O
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anhidrida itaconica N-vinil-
pirolidona XVIT
(NVP-AT)

Schema 13. Sinteza copolimerului poli (N-vinilpirolidona-alt-anhidrida itaconica) (XVI1I)

Din punct de vedere chimic, copolimerul denumit poli(N-vinilpirolidona-alt-acid
itaconic) - poli(NVPAI) prezinta reactivitate mare determinata de inelul anhidridic din
structura sa. Ca urmare, acest tip de polimer, poate fi cu usurinta supus unui proces de
grefare cu produsi ce poseda functiuni OH sau NH,, grupari care au un caracter nucleofil
pronuntat, deciclizand rapid inelul anhidridic.

Printr-o astfel de reactie, se deciclizeaza aproape in intregime inelele anhidridice
din copolimer, iar produsii rezultati sunt derivati ai poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic),
iar denumirea lor se face in consecinta.

V.1. Sinteza si caracterizarea unor noi N-(p-R-benzoil)-D,L-glutaminil-hidrazide cu
suport polimeric (XVIHH-XXII)

Bazati pe faptul ca produsii cu structurd hidrazidica (XI1-XVI) pot prezenta proprietati
biologice importante, am urmarit cuplarea lor la copolimerul poli(N-vinilpirolidona-alt-acid
itaconic) (XVII) in scopul obtinerii unor sisteme conjugate cu toxicitate scazutd si
eficacitate terapeutica (XVI-XXII) (Cap. VI. 2. 2; Cap. VI. 3)

Conjugatele (XVI1-XXII) se obtin prin incélzirea poli(N-vinilpirolidonei-alt-acid itaconic)
(XVII) cu hidrazidele (XI1-XV1I) in solutie de dioxan anhidru, la temperatura de 85-90°C,

timp de 2 ore. Dupa purificare produsii au puncte de topire nete, iar randamentul este

cuprins Tntre 75-88% [345]. (schema 14)
CH, CH,——CH—*
— e on—a]
*tH,C_ CH, ?Hh* c

< | dn
Hooc” GHe N
qe N Lo U°
o -
0=~ /\C\\S_?: XI-XVI |
(ed) L 4 HN=NH—CO—CH=CH, - CH,- CO- NH,
XVii NH

T

VIHI-XXII
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COOCH,

XVIII R=-NO, XXI R= —HN- OZS«@OH

XIX R= _ﬁ_H
© XXII R= —HN—0,8 OCH,—COOCH;
XX R= —G—CHy
o) OH

Schema 14. Sinteza N-(p-R-benzoil)-D,L-glutaminil-hidrazidelor (XVI11-XXI1) cu suport
de poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)

Analiza elementald de azot si datele spectrale (FT-IR, *H-RMN) au confirmat
structura compusilor de cuplare (XVIH-XXI1) [345].
Pe baza procentului de azot s-a determinat eficacitatea cuplarii si raportul molar a
hidrazidelor (X11-XVI) fixate la poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)(tabelele 7-11)

Tabel 7-11. Eficacitatea cuplarii si raportul molar a hidrazidei (XII-XVI) imobilizate la
oli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic (conjugatele XVII1-XXI1)

Conjugat polimer-compus Eficacitatea cuplarii Compus biologic activ
biologic activ % cuplat pe copolimer
mol/mol
XVIII 57,39 0,680
XIX 52,65 0,629
XX 61,33 0,820
XXI1 42,00 0,504
XXI1 51,89 0,621

Se poate mentiona faptul ca in patru cazuri, mai mult de jumatate dintre ciclurile
anhidridice de pe lantul de bazd a copolimerului au reactionat, chiar dacd volumul
substituentului introdus este mare. Totodatd, deciclizarea procentual superioard in cazul
hidrazidelor (XI1-X1V), o consideram drept consecintd a influentei efectelor inductive si
electromere existente In structura acestor agenti nucleofili.

Pentru conjugatele (XVI111, X1X) se prezinta spectreleH-RMN in figurile 29 si 30.
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Figura 29. Spectrul "H-RMN al N-(p-nitrobenzoil)-D,L-glutaminil-hidrazidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XVII1)
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Figura 30. Spectrul "H-RMN al N-[(p-formilamino)-benzoil]-D,L-glutaminil-hidrazidei
poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (X1X)

V.2. Sinteza si caracterizarea unor noi anilide cu suport polimeric (XXIII - XXVI)
Interesul pentru acest tip de conjugate este justificat prin importanta pe care o manifestd
resturile amidice in multe substante medicamentoase [26, 33,41, 79,80,81,251, 282].

V.2.1. Sinteza si caracterizarea carbetoxianilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
(XXT)

Produsul sintetizat (XXIIl) este o anilida a poli(N-vinilpirolidona-alt-acid
itaconic), rezultata printr-un proces de deciclizare a inelului anhidridic din copolimerul
(XVI1) sub actiunea anestezinei, in mediu de dioxan anhidru, la 80-85°C, timp de 4-5 ore
(Schema 15)
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Schema 15. Obtinerea carbetoxianilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXIII).

Analiza elementald de azot, cat si spectrald (FT-IR, *H-RMN) atestd structura

acestui compus de aminoliza.

Pe baza analizei de azot s-a determinat eficacitatea cuplarii si raportul molar de

cuplare a anestezinei pe poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (Tabel 12).

Tabel 12. Eficacitatea cuplarii si raportul molar a anestezinei fixata pe poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (Conjugat XXIII).

Conjugat polimer-compus

Eficacitatea cuplarii

Compus biologic activ

biologic activ % cuplat pe copolimer
mol/mol
XXI111 28,32 0,567

Eficacitatea scdzuta a cupldrii se poate explica prin faptul cd electronii

neparticipanti ai azotului anestezinei fiind implicati in sistemul de conjugare p-m, sunt mai

putin disponibili spre deciclizarea inelului anhidridic din copolimer.

In figura 33 este prezentat spectrul *H-RMN pentru conjugatul (XXI11)
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Figura 33. Spectrul "H-RMN al carboxianilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)

(XX111)
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V. 2. 2. Sinteza §i caracterizarea unor noi N-(p-R-benzoil)-D,L-glutaminil- hidrazin-
anilide cu suport polimeric (XXIV-XXVI)

Mobilitatea atomilor de hidrogen din hidrazide fac posibila o altd reactie — cea cu
esterii aromatici. Avand la dispozitie seria de hidrazide (XI1-X1V) derivate de la N-(p-R-
benzoil)-D,L-glutamina, toate cu substituenti in pozitia para a inelului benzenic, ne-am
propus sa efectuam reactia acestora cu carbetoxianilida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid
itaconic) (XXIII) rezultdnd conjugatele (XXIV-XXVI) (schema 16)

He.  CH—CH —
) >C( ,L
w3 (e
7
HN*@CO—NH—NH»CO*(I:Hf(CHZ)Zf(:O—NHZ
N-H
¢=0
_— > .
XH-X1V + XXI1I (XXIV-XXVI)

XII, XXIV R= -NO, ;XIII, XXV R- —(ﬁ—H ; XIV,XXVI R= —(Hi—CHs

Schema 16. Sinteza N-(p-R-benzoil)-D,L-glutaminilhidrazin-anilidelor (XXIV-XXVI)

Reactia a avut loc intre cantitdti echimoleculare de ester (XXII1) si hidrazida
(XI1-X1V), in dioxan anhidru, iar ca element distinctiv este introducerea restului de
anestezina, drept spatiator.

Structura conjugatelor (XXIV-XXVI) a fost investigatd prin analizd de azot,
spectre IR si 'H-RMN.

Folosind procentul de azot s-a determinat eficacitatea cuplarii si raportul molar de
cuplare a hidrazidelor (XII-XIV) la grupa esterici a carbetoxianilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (Tabelele 13-15).

Tabele 13-15. Eficacitatea cuplarii si raportul molar de cuplare a hidrazidelor (X11-XIV)
fixate pe structura carbetoxianilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (conjugatele
XXIV-XXVI)

Conjugat anilida- Eficacitatea cuplarii Hidrazida cuplata pe anilida
copolimer-hidrazida % copolimerului
mol/mol
XXV 51,42 0,600
XXV 49,54 0,578
XXVI 42,85 0,50
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Analiza practicd de azot a conjugatelor (XXIV-XXVI) comparativ cu valoarea
teoretica indica faptul ca hidrazidele (XI1) si (X111) s-au cuplat pe suportul carbetoxianilidei
poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXI11) intr-un procent apropiat de 50%, in timp ce
aceeasi carbetoxianilidd a fixat hidrazida (XIV) doar intr-un procent de 43%.Valorile
prezentate (Tabelele 13-15) indica o reactivitate diferentiald a hidrazidelor (XII-XIV),
reactivitate dictata de factori structurali cu efect direct asupra nucleofilicitatii acestora.

Spectrele *H-RMN pentru conjugatele (XXIV,XXVI) sunt prezentate in figurile 37, 39.

Figura 37. Spectrul "H-RMN al N-(p-nitrobenzoil)-D,L-glutaminilhidrazin-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XX1V).
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Figura 39. Spectrul "H-RMN al N-[( -acetiIamino)-benzoiIj-D,L-glutaminiIhidrazin-aniIidei
poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXVI).
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V.2.3. Sinteza §i caracterizarea sarii de sodiu a L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-
alt-acid itaconic) (XXVII)

Conjugatul (XXVII) ne-a interesat in functia lui de intermediar, susceptibil de a
reactiona cu unii compusi halogenati. Tris-(B-cloroetil)-amina si epiclorhidrina, au fost cele
care ne-au captat atentia, avand in vedere ca, in calitate de substante reactive, ele se preteaza
la numeroase sinteze, unele inca neinvestigate.

S-a sintetizat glutamil-anilida sub forma de sare de sodiu (XXVII) prin
deciclizarea, in dioxan anhidru, a copolimerului poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
(XVII) cu sarea de sodiu a N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei (Schema 17)

i
-+
H2N~C—(CH2)2~?H—COO Na
ITT—H ~L H,C /CHz—C\H
n
NaOH =0 N
“H,0 + C\Hz e}
0=C.
\O/C%O
NH, XVID

sarea de sodiu a N-(p-aminobenzoil)
-L-glutaminei
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(CHy),—CO-NH,

HNOCO—NH—CH
AN -+
COO Na

XXVID
Schema 17. Sinteza sarii de sodiu a L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid
itaconic) (XXVII).

Structura conjugatului (sare de sodiu) s-a dovedit cu ajutorul analizei de azot si
spectrale (FT-IR, *H-RMN).

Cunoscand procentul de azot s-a calculat eficacitatea cuplarii si raportul molar al
sarii de sodiu a N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei la inelul anhidridic poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (Tabel 16).

Tabel 16. Eficacitatea cuplarii Si raportul molar de cuplare a N-(p-aminobenzoil)-
L-glutaminei sare sodicd la poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XVII) (Conjugat
XXVII).

Conjugat polimer-compus Eficacitatea cuplarii Compus biologic activ
biologic activ % cuplat pe copolimer
mol/mol
XXVII 46,67 0,64

Eficacitatea relativ scazuta a cuplarii se datoreaza, in principal, implicarii in
conjugare a electronilor neparticipanti ai azotului aminic cu electronii 7 ai fragmentului
aromatic, benzoil.

V. 2. 4. Sinteza i caracterizarea esterului 2,3-epoxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXVI11).

in scopul obtinerii unui intermediar cu reactivitate pronuntati fata de agentii
nucleofili am sintetizat un alt conjugat cu structurd anilidici continand gruparea epoxi. Tn
acest sens s-a tratat sarea de sodiu a conjugatului (XXVII) cu epiclorhidrina, la 50-55°C, in
mediu de dioxan anhidru (schema 18).

XVID Jr e ST T

- NaCl

N N
+ _—
oo Y
Cl—CH,—CH——CH,
Ny

C=0

o |
HN OCO—NH -CH\/

COO—CH,—CH—C
o Ha

(CH,),—CO-NH,
(XXVIII)

Schema 18. Sinteza esterului 2,3-epoxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXVIII).
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Structura conjugatului (XXVII1) a fost confirmata cu analiza de azot Si analiza
spectrald (FT-IR, *H-RMN).

Pe baza procentului de azot s-a determinat eficacitatea cuplarii i raportul molar a
epiclorhidrinei la sarea de sodiu a L-glutamil- poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)—
XXVII) (Tabel 17).

Tabel 17. Eficacitatea cuplarii si raportul molar de cuplare a epiclorhidrinei la
sarea de sodiu a L-glutamil-anilidei (XXVII) (Conjugat XXVII1).

Conjugat Eficacitatea cuplarii Epiclorhidrina cuplata pe
anilida-copolimer- % anilida-copolimer
epiclorhidrind mol/mol
XXVIII 37,96 0,51

Eficacitatea scazutd a cuplarii poate fi motivatd de formarea unor produsi
secundari care Tnsotesc reactia principald. Este posibil ca restul de propilen-oxid din
conjugatul (XXVI11) sa sufere o izomerizare termica, trecand in aldehidad (a) sau cetona
(b)[262,263]:

R—CH,—CH,—CH=0
(@)

R—CH,—CH——CH, t%izom.

(XXVIID
R—CH,—C—CH,

®

V.2.5. Sinteza si caracterizarea esterului 3-(carbetoxifenilamino)-2-hidroxi-propilic al L-
glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXIX).

Procesul a avut loc la un raport echimolecular ntre compusul (XXVI111) si anestezina la
85°C in dioxan anhidru (schema 19)

&XVII) + HN COOCH; —————=

<(> CH,—CH +

HZC\ O/ 2 i N
/ cu Mo

mooc” 2 (_j‘:

I/
s
HN—QCO—NH —CH\
COO—CH,— (':H—CHZ—NH @COOCz
OH Hs

(XXIX)
Schema 19. Sinteza esterului 3-(carbetoxifenilamino)-2-hidroxi-propilic al L-glutamil-
anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXIX).

(CH,),—CO-NH,

Analiza de azot, ct si spectrele FT-IR, *H-RMN, atest3 structura compusului de
aminolizd, conjugatul (XXIX).

Cu procentul de azot gasit s-a calculat eficacitatea cupldrii si raportul molar al
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anestezinei la esterul 2,3 epoxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli (N-vinilpirolidona-alt-
acid itaconic) - XXVI111). (Tabel 18).

Tabel 18. Eficacitatea cuplarii Si raportul molar de cuplare a anestezinei la esterul 2,3 epoxi-
propilic al L-glutamil-anilidei - XXVI11) (Conjugatul XXI1X).

Conjugat Eficacitatea cuplarii Anestezina cuplata
anilida-copolimer- % pe anilida-copolimer
anestezind mol/mol
XXIX 70,16 0,87

In acest caz, chiar daci anestezina are o bazicitate mai slabi, sugerati de
delocalizarea perechii de electroni neparticipanti de la azotul aminic spre gruparea
carbetoxi, eficacitatea mare a cupldrii o putem atribui reactivitdtii pronuntate a inelului
etilen-oxidic din conjugatul (XXV111).

V. 3. Grefarea grupirii azotiperitice pe molecula unor conjugate derivate de la poli(N-

vinilpirolidona-alt-acid itaconic)

V. 3. 1. Sinteza si caracterizarea esterului 2-[ di-(f-cloroetil)-amino]-etilic al L-
glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXX)

Reactia s-a efectuat prin dizolvarea sarii de sodiu a L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXVII) in dioxan anhidru si tratarea solutiei obtinute cu

tris- (B-cloroetil)-amina.

(XXVII) + Cl—CH,—CH,—N(CH,—CH,—Cl),

CH,——CH

%HZC\G/ 2 IL %
N

oo (0

=0

- NaCl

| (CHy),—CO-NH,
HN CO—NH—CH
COO—(CH,),—N(CH,—CH,—Cl),
Schema 22. Sinteza esterului 2-[ di-(B-cloroetil)-amino]-etilic al L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXX).

Pentru determinarea structurii acestui compus s-a facut analiza chimica de azot,
precum si analiza spectrald (FT-IR, "H-RMN). Pe baza procentului de azot s-a determinat
eficacitatea cuplarii si raportul molar a tris-(B-cloroetil)-aminei la sarea de sodiu a L-

glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (Tabel 19).
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Tabel 19. Eficacitatea cuplarii si raportul molar de cuplare a tris-(3-cloroetil)-aminei la sarea
de sodiu a L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) - XXVII) (Conjugatul XXX).

Conjugat Eficacitatea cuplarii tris-(B-cloroetil)-amina
copolimer sare de sodiu- % cuplatd
tris-(B-cloroetil)-amina pe copolimer sare de sodiu
mol/mol
XXX 56,00 0,70

Eficacitatea cu care s-a obtinut azotiperita (XXX) dovedeste ca reactia s-a produs
cantitativ la centrul nucleofil din molecula sarii de sodiu a conjugatului (XXVII), respectiv

oxigenul provenit din gruparea carboxil.
In figura 47 se prezinta spectrul "H-RMN al azotiperitei(XXX).

. i B ) ; : . I! H l H
S — Ner? b Bl TR e ¥

. HE Y
Figura 47. Spectrul "H-RMN al esterului 2-[ di-(B-cloroetil)-amino]-etilic al L-glutamil-

anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXX).
In vederea obtinerii unei azotiperite contindnd in moleculd o grupa hidroxilica

pentru a-i mari solubilitatea, s-a efectuat reactia dintre esterul (XXVI111) si di-(B-cloroetil)-

amind. S-a folosit ca solvent dioxanul anhidru, iar temperatura de lucru a fost cuprinsa intre

60-70°C.(schema 23)

XXVIID) + HN(CH,—CH,—Cl), ——————
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OH

Schema 23. Sinteza esterului 3-[di-(B-cloroetil)-amino]-2-hidroxi-propilic al L-glutamil-
anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXI).
Structura azotiperitei (XXXI) a fost atribuita pe baza analizei de azot Si analizei
spectrale (FT-IR, *H-RMN).
Cu procentul de azot s-a determinat eficacitatea cuplérii Si raportul molar de
cuplare a di-(B-cloroetil)-aminei la esterul 2,3-epoxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic). (Tabel 20).

Tabel 20. Eficacitatea cuplarii si raportul molar de cuplare a di-(3-cloroetil)-aminei la
esterul 2,3-epoxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXI).

Conjugat ester 2,3-epoxi- Eficacitatea cuplarii di-(B-cloroetil)-amina cuplata
propilic al copolimerului- % pe esterul copolimerului 2,3-
di-(B-cloroetil)-amina epoxi- propilic
mol/mol
XXXI 48,00 0,60

Eficacitatea cuplarii a fost dictatd de atacul nucleofil al azotului aminic asupra
inelului etilen-oxidic care, puternic tensionat, se desface usor.

in figura 49 contine spectrul "H-RMN al azotiperitei (XXX]1).
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Figura 49. Spectrul *H-RMN al esterului 3-[di-(p-cloroetil)-amino]-2-hidroxi-propilic al L-
glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXI).
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V.3.3.Sinteza si caracterizarea esterului 3-[di-(f-cloroetil)-aminocarboxifenilamino]-2-
hidroxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXII).

Ideea prepardrii unor azotiperite cu reactivitate redusa avand gruparea di-(j-
cloroetil)-aminica grefata pe structuri polimerice, prin intermediul unei functiuni amidice,
reprezinta o posibilitate extrem de interesanta de a gasi derivati activi fata de anumite tumori
maligne. Totodata este de asteptat ca ei sa fie putin toxici, datoritd inertiei lor chimice
marcate in timpul transportului la celula tinta.

Tn virtutea acestui principiu am sintetizat derivatul (XXXII) prin incilzirea

esterului (XXIX) n dioxan anhidru, Tn prezenta di-(3-cloroetil)-aminei. (schema 24).

_CH;—CH,—Cl
(XXIX) + HN _—

\CHZ—CHZ—CI - G,H0H
‘P N %
N\

N,

/
o e

C=0
(CH,),—CO-NH,

HN CO—NH—-CH
\ _CH,—CH,—Cl
COO—CHZ—?H—CHZ—NH@\CO*N

. \cH,—cH,—Cl

Schema 24. Sinteza esterului 3-[ di-(B-cloroetil)-aminocarboxifenilamino]-2-hidroxi-
propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXII).

Structura azotiperitei (XXXI1) a fost stabilitd prin analiza de azot si spectrala (FT-
IR, *H-RMN).

Tabel 21. Eficacitatea cuplarii si raportul molar de cuplare a di-(B-cloroetil)-aminei la
esterul 3-(carbetoxifenilamino)-2-hidroxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid
itaconic) -XX1X) (Conjugat XXXI1).

Conjugat ester 3-(carbetoxi- Eficacitatea cuplarii di-(B-cloroetil)-amina cuplata
fenilamino)-2-hidroxi-propilic al % pe esterul 3-(carbetoxifenil- amino)-2-
copolimerului- hidroxi-propilic al copolimerului
di-(B-cloroetil)-amina mol/mol
XXXI1 69,15 0,82

In aceasta sinteza, reactivitatea mai scazuta a gruparii aminice, este compensata de
reactivitatea pronuntatd a componentei esterice din restul de anestezina aflat in structura
conjugatului (XX1X), ceea ce determina o eficacitate superioara a cuplarii.

Spectrul "H-RMN al azotiperitei (XXXI1), se regiseste in figura 51.
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Figura 51. Spectrul 'H-RMN al esterului 3-[di-(B-cloroetil)-aminocarboxifenilamino]-2-
hidroxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXII).

VL. ACTIVITATEA BIOLOGICA A UNOR DERIVATI DE GLUTAMINA

SI A UNOR CONJUGATE POLIMER-DERIVATI DE GLUTAMINA

Testarile pe animale de experientd folosite in scop stiintific s-au efectuat in baza
Ordonantei nr. 37/2002 din 30/01/2002 publicatd in Monitorul Oficial, Partea I, nr. 95 din
02/02/2002.
VI. 1. Evaluarea toxicitatii compusilor (I - XXXII)
S-a determinat DL50 folosind metoda Spearman- Karber [410]iar rezultatele obtinute sunt
trecute Tn tabelul 22 [260, 344,345]

Tabel 22. Valorile DLso (mg/kg corp) pentru substantele (I — XXXI1)

Compusul DLs, (mg/kg corp)
24 ore 48 ore 7 zile Media
1 2 3 4 5

L-glutamina 11200 11200 11120 11173
1 8420 8420 7880 8240

1 9110 9110 8947 9155

11 8700 8700 8222 8540

\V/ 9350 9350 8900 9200

\Y/ 8500 8500 8350 8460

Vi 8720 8720 8640 8693
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VIl 9000 9000 8580 8860
VIl 9700 9700 9280 9560
IX 9930 9930 9390 9750
X 8550 8550 8250 8450
Xl 8670 8670 8620 8653
Xl 8020 8020 7980 8006
X1 8710 8710 8440 8620
XV 9095 9095 8630 8940
XV 8350 8350 8280 8326
XVI 8510 8510 8475 8498
XVII 12250 12250 12200 12233
XVIII 8980 8980 8540 8833
XIX 9295 9295 8935 9175
XX 9455 9455 9125 9345
XXI 8670 8670 8580 8640
XX11 8745 8745 8715 8735
XX111 10150 10150 10100 10133
XXV 9670 9670 9590 9643
XXV 9940 9940 9915 9931
XXVI 9975 9975 9965 9971
XXVII 9880 9880 9845 9868
XXV 9820 9820 9790 9786
XXIX 9914 9914 9890 9906
di-(B-cloroetil)-amina 378
XXX 6240 6240 6150 6210
XXXI 6020 6020 6010 6016
XXXI1 6370 6370 6280 6340

VI.2. Testarea activititii

experimentale

VI.2.1. Activitatea antitumorald a N-[p-(acilamino)-benzoil]-derivatilor de L-glutamind

(I, 1v)

Tn acest scop s-a utilizat ca tumoare experimentald ascita Ehrlich, iar ca animale
de experienta soareci A,G in greutate de 25+2¢g proveniti din biobaza Institutului Oncologic
"Prof. dr. lon Chiricutd” Cluj-Napoca.

Inhibitia exercitata de peptidele luate in studiu s-a calculat dupd formula indicata

derivatii de glutamina (I - XVI) si conjugatele (XVII-XXXII) indica
valori ale DLz, Tn limita valorilor admisibile screeningului de laborator.

antitumorale pe animale purtatoare de tumori

in literatura [268, 412, 413], iar valorile acesteia sunt prezentate in .tabelul 23 [260].
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Tabel 23. Inhibitia % prezentata de acil-dipeptidele (I11, 1V).

Substanta Calea de Inhibitia, %
administrare Ascita Ehrlich
400 200 40
11 i.p. 45 40 35
\Y} i.p. 66 61 53
Metotrexat i.p. 70 62 55

Analizand datele din tabel se poate constata ca valorile inhibitiei tumorii lichide
sunt apreciabile comparativ cu metotrexatul, antimetabolit de referintd. Compusul IV
prezintd valoarea inhibitiei tumorii apropiatd de metotrexat, situatie influentata de restul p-
acetil grefat pe molecula dipeptidei (I1).
V1. 2. 2. Activitatea antitumorald a azotiperitelor cu suport polimeric (XXX-XXXII)

Studiul activitatii antitumorale a azotiperitelor cu structurd polimericd (XXX-
XXXI1) s-a efectuat pe loturi de cate 10 sobolani Wistar purtatori de carcinosarcom Walker
256, tratamentul fiind initiat la 10 zile dupa grefarea tumorii.

Calcularea inhibitiei cresterii tumorale s-a efectuat dupaaceeasi formula[268, 412,
413] aplicata in cazul ascitei Ehrlich [260]. Rezultatele sunt date in tabelul 24.

Tabel 24. Activitatea antitumorala a azotiperitelor cu suport polimeric (XXX-XXXI1)

Compusul Calea de Inhibitia cresterii tumorii, %
administrare Carcinosarcom Walker 256
(mg/kg corp)
400 200 40
XVII i.p. 18 14 8
XXX i.p. 55 30 17
XXXI i.p. 62 38 20
XXXII i.p. 78 60 24
Endoxan i.p. 84

Din datele noastre a rezultat:

- azotiperitele testate prezintd o evidentd actiune citostatica, iar
transportul selectiv al grupdrii citotoxice este realizat de catre suportul polimeric ca o
grupare activa mascata;

- azotiperita XXXII: esterul 3-[di-(B-cloroetil)-aminocarboxifenilamino]-
2-hidroxi-propil al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) produce
inhibitia carcinosarcomului Walker 256 la o valoare apropiatd de aceea a endoxanului,
citostatic de referinta. Explicatia o atribuim reactivitatii scazute a gruparii di-(B-cloroetil)-

aminice datoritd implicarii electronilor neparticipanti p ai azotului Tn sistemul de conjugare
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amidic, ceea ce face ca atacul alchilant sd fie preponderent asupra elementelor celulei
canceroase;

- gruparea carboxil ca si gruparea hidroxil usureaza solubilizarea
azotiperitelor si implicit administrarea lor intraperitoneal sau pe cale intravenoasa;

- difuzia prin membrana celulara pare a fi favorizata de gruparea carboxil
neionizata,

- relatia dintre suportul polimeric care prezintd el insuti o usoara activitate
de inhibitie citostatica §i gruparea activa nu constd exclusiv in transport ci si in potentarea

lor reciproca, sub aspectul actiunii asupra receptorului malign.

VI. 3. Activitatea tuberculostatici a unor N-(p-R-benzoil)-D,L-glutaminil-hidrazide
(XI1-XTV) si a conjugatelor corespunzitoare (XVIII-XX)

S-a folosit tehnica dilutiei in serie, utilizand mediul lichid Youmans, cu ser de
bou, iar ca inocul tulpina Hg;R, de Mycobacterium tuberculosis, in concentratie de 1072
mg/5mL mediu de cultura.

Compusii au fost testati in concentratie de 5 pg/mL, 10 pg/mL, 30 ng/mL si 40
pg/mL solutie dimetilsulfoxid-fosfat tampon (pH = 7) 1:4 (V/V).

Citirile au fost la 6 Si 15 zile de la inoculare, iar rezultatul actiunii tuberculostatice
este trecut in tabelul 25 [174, 345].

Tabel 25. Activitatea in vitro asupra Mycobacterium tuberculosis a hidrazidelor (X11-X1V)
si conjugatelor corespunzatoare (XVI11-XX)

Compusul CMI’
5 10 20 30 40 png/mL
6 15 6 15 6 15 6 15 6 15
zile | zile | zile | zile | zile | zile | zile | zile | zile | zile
X1 e e B I R e e e + - 55
X1 e e e e e e e - - 45
X1V ++ ++ + - - - - - - - 15
Izoniazida - - - - - - - - - - 10
XVIII e e I I I I + - - 50
XIX +H+ | | A |+ + + + - - - 40
XX + | + - - - - - - - - 10
- nici o crestere + dezvoltare redusa ++ dezvoltare moderata +++ dezvoltare intensa
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Analizand datele prezentate in tabel se constata:

- hidrazidele si conjugatele corespunzitoare acestora nu manifestd activitate

tuberculostatica la valori sub 10 pg/mL;

- substituirile in pozitia para a nucleului benzenic din hidrazide sau conjugate
produc modificari ale activitatii tuberculostatice;

- introducerea grupdrii acetilamino in molecula hidrazidei (X1V), respectiv in molecula

conjugatului (XX) a dus la cresterea activitatii tuberculostatice, inhiband dezvoltarea
bacteriana la concentratii reduse, aproape similar cu izoniazida;

- hidrazidele (XI1, X111I) si conjugatele (XVI11, XIX) au valori ale CMI mult mai
mari decat izoniazida, in timp ce hidrazida (XIV) prezintd o valoare a CMI apropiata de
izoniazida, iar conjugatul (XX) o valoare a CMI egald cu aceea a izoniazidei;

Lipsa dezvoltarii Mycobacterium tuberculosis, Tn cazul ambelor citiri (6 si 15 zile)
la hidrazida (X1V) si conjugatul (XX), pentru anumite concentratii (mentionate in tabelul
25) permite afirmatia cd formele rezistente apar mai greu in aceste cazuri datoritd prezentei

grupei — NH-CO-CHj; din pozitia para a nucleului benzenic

VI. 4. Studiul actiunii derivatilor de N-acil-L-glutamina (I, IT) si N-[p-
(acilamino)-benzoil]-L-glutamina (II1, IV) asupra unor enzime digestive

Avand 1n vedere cd modificarile proceselor metabolice survin in urma
modificarilor proceselor enzimatice, ca o consecintd a actiunii diverselor substante, s-a
urmarit, in vitro, influenta N-(p-nitrobenzoil)-L-glutaminei (I), N-(p-aminobenzoil)-L-
glutaminei (1), N-[p-(formilamino)-benzoil]-L-glutaminei  (111), N-[p-(acetilamino)-
benzoil]-L-glutaminei (V) asupra activitatii tripsinei, lipazei § amilazei, incercand totodata
stabilirea de relatii Intre structura si activitatea biologica a acestora [305].

Actiunea asupra activitatii tripsinei s-a determinat dupa metoda Sorensen, [417],
aprecierea activitatii lipazei s-a facut conform mrtodei Bondi, Chiroy si Lebon descrisé in
[418],iar actiunea asupra amilazei s-a efectuat folosind metoda Benedikt [347, 414].

Tabel 26. Rezultatele privind influenta compusilor (I-1V) asupra activitatii enzimelor digestive.

Substanta Concentratia enzimei (g/mL) in solutie Activitatea enzimei exprimata in mL
20 mg triferment 3% NaOH 1/50 in solutie 3% triferment
Tripsind Lipaza Tripsind Lipaza
| 3,3 1,81 1,7 1,2
1 3,3 1,81 3,2 18
11 3,3 1,81 4,1 2,9
1\ 3,3 1,81 5,9 34
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Din datele tabelului se deduc urmétoarele:

- existenta unei actiuni moderate a compusilor cercetati asupra activitatii
tripsinei;

- se evidentiazd actiunea de stimulare a activitatii tripsinei provocatd de N-(p-
acilamino)-benzoil-derivatii (111, 1V) si de usoara inhibare a activitatii tripsinei indusa de N-
(p-nitrobenzoil)-L-glutamina (1), respectiv N-(p-aminobenzoil)-L-glutamina (11);

- N-[p-(acetilamino)-benzoil]-L-glutamina (IV) determina valoarea cea mai
crescutd a activitatii tripsinei, urmata de valoarea influentatd de N-[p-(formilamino)-
benzoil]-L-glutamina (I11);

- derivatii de L-glutamina (I-1V) afecteaza foarte putin activitatea lipazei
si practic nu afecteaza activitatea amilazei (motiv pentru care valorile pentru aceasta nu s-au
mai inclus Tn tabel);

- compararea activitatii enzimelor influentata de compusii (I-1V) care
difera intre ei prin tipul substituentilor din pozitia para a nucleului benzenic permite
stabilirea unei corelatii structura-activitate enzima de interes teoretic, dar si aplicativ, in
contextul valorificarii potentiale a unor astfel de compusi, in calitate de stimulatori a
activitatii unor enzime implicate in metabolismul intermediar.

VII CONCLUZII

Cercetarile intreprinse cuprind sinteza, studiul fizico-chimic si biologic al unor noi
derivati de glutamina si conjugate ale acestora cu poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic).

S-a ales pentru studiu domeniul derivatilor de glutamina, intrucat existau date care
sugerau potentiale avantaje biologice pe care le poate conferi prezenta unor aminoacizi intr-
0 structura polimerica folosita drept suport al principiului activ.

Rezultatele obtinute permit formularea urmatoarelor concluzii generale:

1. Studiul acilarii L-glutaminei cu clorura de p-nitrobenzoil, in conditiile reactiei
Shotten-Bauman, a confirmat o serie de aspecte prezentate in literatura, aducand si unele
precizari:

a) Aparitia coloratiei rosu-violet Tn cursul procesului de acilare se
datoreaza formarii, printr-o reactie secundard, a unei A%oxazolinone-5 ca urmare a actiunii
excesului de clorurd acida asupra sarii de sodiua N-(p-nitrobenzoil)-L-glutaminei.

b) Tn mediu bazic, A%-oxazolinona-5 rezultati elemini un proton din

pozitia a, formand un anion a carui structurd admite extinderea sarcinii negative peste trei
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grupdri cromofore, generand structuri limitd care determina coloratia tranzitorie in sistemul
reactant.

()] Proportia racemizarii cat si randamentul reactiei de acilare a
aminoacidului depind de temperatura de lucru, timpul de contact, polaritatea solventului,
taria bazei folosite.

2. S-a efectuat reducerea N-(p-nitrobenzoil)-L-glutaminei (1) cu sulfura de
amoniu, prepararata in Situ din amoniac si hidrogen sulfurat, obtinandu-se N-(p-
aminobenzoil)-L-glutamina (11).

Metoda a fost consideratd neconventionald din cauza toxicitatii hidrogenului
sulfurat si a randamentului scazut in produs finit.

3. Sinteza derivatului aminat s-a realizat si printr-un alt procedeu partial modificat de
noi. Acesta a constat in transformarea si separarea p-nitrobenzoil derivatului de glutamina
sub forma de sare de sodiu care a fost supusa in continuare reducerii cu sulfura de sodiu, in
mediu de etanol anhidru si in prezenta bicardonatului de sodiu.

Metoda este usor de aplicat, iar randamentul in produs finit este superior tehnicilor de
reducere descrise n literatura.

4. S-arealizat functionalizarea grupei aminice din structura dipeptidei (I1) urmarind
prin aceasta valorificarea, din punct de vedere biologic, a noilor substante.

a) Folosind acidul formic sau anhidrida aceticd in maestec cu cidul
acetic, drept agenti acilanti ai N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei s-au sintetizat N-[p-
(acilamno)-benzoil]-derivatii (111, 1V) glutaminei cu actiune antitumorald, functionand ca
antimetaboliti.

b) Optimizarea reactiei de obtinere a N-[p-(R)-benzoil]-derivatii (I-1V)
de glutamind a permis alegerea celor mai adecvate conditii pentru sintezd asigurand,
totodatd, un randament mai avantajos in produs finit.

C) Prin reactia N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei cu unele sulfocloruri
aromatice s-au obtinut N-[p-(arilamodosulfonil)-benzoil]-derivati ai glunaminei (V, VI) cu
posibila activitate bioligica.

5. S-au sintetizat 2-(p-R-fenil)-4-(y-amidoetil)-A%-oxazolinone-5 (V1I-X1) prin
actiunea deshidratanta a anhidridei acetice asupra N-[p-(R)-benzoil]-derivatilor de glutamina
(1, TH-V1).

a) La tratarea cu baze 2-(p-nitrofenil)-4-(y-amidoetil)-A?-oxazolinona-5

(VII) da o coloratie violet —intens care, se explica prin formarea unui carbanion a cérui
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sarcind negativa poate fi extinsa peste cele trei grupari cromofore: >C=0, >C = N-, -NO,.

b) Spre deosebire de A%oxazolinona 5 care derivi de la N-(p-
aminobenzoil)-L-glutamin, ~2-[p-(acilamino)-fenil]-4-(  y-amidoetil)-A%oxazolinonele-5
(VI I1X) si 2-[p-(arilamidosulfonil)]-4-( y-amidoetil)-A%-oxazolinonele-5 (X, XI) nu mai
dau coloratie rosie-violetd la tratare cu baze.De data aceasta carbanionul format nu mai
poate admite extinderea sarcinii sale asupra gruparii amidice din pozitia para a nucleului
benzenic substituiot, ca in cazul precedent, cand 1n acesta pozitie se afla gruparea nitro.

C) se apreciazi ci un rol important in stabilitatea A?-oxazolinonele-5
(VII-XI1) sintetizate 1l are restul de p-R-benzoil, grefat la grupa amino a L-glutaminei. Ca
urmare, restul p-nitrofenil permite instalarea unei conjugari extinse ceea ce determina o
stabilitate mai pronuntati a moleculei A%oxazolinonele-5 (VII), in timp ce restul N-
(acilamino)-fenil din A*oxazolinonele-5 (VI11, 1X) si restul N-(arilamidosulfonil)-fenil din
A’-oxazolinonele-5 (X, XII) nu mai pot avea structurile limitd ca in cazul precedent,
Tntrerupand conjugarea si implicit diminudnd stabilitatea acestui tip de A’-oxazolinone-5.

6. Pe baza datelor asimilate din literatura si a rezultatelor noastre experimentale
vizand sinteza unor noi A?-oxazolinone-5 se propune un mecanism de ciclizare care implici
formarea, mai intéi a unei anhidride mixte, etapd urmata de eliminarea unei molecule de acid
acetic, sincron cu atacul nucleofil al oxigenului amidic asupra carbonului grupei carboxil.

7. S-au sintetizat noi hidrazide (XII-XVI) derivate de la N-(p-R-benzoil)-L-
glutamina (1, 111-VI) prin deciclizarea 2-(p-R-fenil)-4-(y-amidoetil)- A®-oxazolinonelor-5
(VH-X1) cu hidrat de hidrazind. Am considerat c& reactia debuteaza, probabil, cu formarea
unui produs intermediar de aditie a hidratului de hidrazina la grupa carbonil din pozitia 5 a
A’-oxazolinonei. Acest, suferd la incdlzire un proces de rearanjare a moleculei cu
deciclizarea heterociclului A>oxazolinonic. Sinteza acestui tip de hidrazide s-a realizat atat
in scopul testarii actiunii biologice cét si pentru imobilizarea lor pe copolimerul poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XVI11).

8. Cea de-a doua directie de cercetare a constat in imobilizarea principiilor active pe
suport de poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic), in scopul obtinerii de noi sisteme
conjugate cu toxicitate scazuta si potential biologic cat mai eficient.

9. Prin rectia copilimerului poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XVII) cu
hidrazide derivate de la N-(p-R-benzoil)-D,L-glutaminad (X11-XVI) s-au obtinut noi N-(p-R-
benzoil)-D,L-glutaminil-hidrazide cu suport polimeric (XVI11-XXI1), unele cu proprietati

tuberculostatice comparabile cu izoniazida, medicament de referinta.
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10. Folosind anestezina drept agent nucleofil s-a deciclizat inelul anhidridic din
copolimerul (XVII), rezultand carbetoxianilida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
(XX, folosita drept produs de plecare in sinteza altor noi conjugate.

11. Mobilitatea atomilor de hidrogen a facut posibila reactia de condensare a
hidrazidelor (XI1-X1V) cu grupa esterica din carbetoxi anilida poli(N-vinilpirolidona-alt-
acid itaconic) (XXIII), rezultdnd N-(p-R-benzoil)-D,L-glutaminilhidrazin- anilide cu suport
polimeric (XXIV-XXVI), conjugate ce prezinta caracteristici structurale de inters biologic,
cunoscutda fiind importanta pe care o manifesta resturile amidice in diverse substante
merdicamentoase.

12. Sinteza sarii de sodiu a glutamil-anilidei poli (N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic )
(XXVII) ne-a interesat in functia ei de intermediar, susceptibil de a reactiona cu unii
compusi halogenati. Acest conjugat s-a obtinut prin deciclizarea copolimerului (XVII) cu
sarea de sodiu a N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminei in mediu de dioxan anhidru.

13. Sarea de sodiu a conjugatului (XXVII), in contact cu epiclorhidrina s-a dovedit
suficient de reactiva conducand la esterul 2,3-epoxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXVIII) care, prin gruparea epoxi, poate fi considerat un
intermediar cu reactivitate pronuntata fatd de agentii nucleofili. Reactia, desi aparent simpla,
s-a dovedit mai greu controlabila in ceea ce priveste eficienta cuplarii, din cauza formarii de
produsi secundari rezultati in urma izomerizarii, sub influienta temperaturii, a restului de
propilen-oxid din structura conjugatului.

14. Prin deciclizarea heterociclului epoxidic din esterul 2,3-epoxi-propilic al L-
glutamil-anilidei poli(acidului itaconic —alt- pirolidonat de vinil) (XXVIII) cu anestezina s-a
reusit sinteza esterului 3-(carbetoxifenilamino)-2-hidroxi-propilic al L-glutamil- anilidei
poli(acidului itaconic-alt-pirolidonat de vinil) (XXIX). Functionalizarea restului propilen-
oxidic ne-a fost utila intrucat ea a deschis posibilitatea efectudrii unor reactii de condensare
la grupa carbetoxi a fragmentului de anestezind, reactii ce au putut genera catene alungite, Tn
cazul nostru alte conjugate.

15. In vederea gisirii unor noi compusi azotipertitici activi fati de unele tumopri
maligne, s-a grefat gruparea di-(B-cloroetil)-amind pe molecula unor conjugate constituite
din poli(acid itaconic-alt-pirolidonat de vinil) si derivati ai glutaminei.

a) Prin tratarea sarii de sodiu a L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXVII) cu tris- (B-cloroetil)-amina s-a obtinut esterul 2-
[di-(-(B-cloroetil)-amino]- etilic al L-glutamil poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
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(XXX), in care gruparea di-(B-cloroetil)-aminica este grefatd pe substratul polimeric prin
intermediul unei punti etilenice.

b) Prin deciclizarea heterociclului propilen-oxidic din structura esterului
2,3-epoxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXVIII)
cu di-(B-cloroetil)-amina s-a reusit sinteza esterului 3-[di-(B-cloroetil)-amino] -2-hidroxi-
propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXI), Tn care
gruparea azotiperitica este grefata pe suportul polimeric prin intermediul unei punti hidroxi-
propilice, influientand favorabil solubilitatea conjugatului citostatic.

()] Reactia de condensare la grupa carbetoxi a restului de anestezina din
structura esterului 3-(carbetoxifenilamino)-2-hidroxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXIX) cu di-(B-cloroetil)-amina ne-a condus la esterul 3-
[di-(B-cloroetil)-aminocarbetoxifenilamino]-2-hidroxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXII) avand gruparea azotiperitica grefatd pe suport
prin intermediul unei functiuni amidice. intr-o astfel de structura electronii neparticipanti ai
azotului sunt blocati prin conjugare amidicd, ceea ce are ca efect micsorarea toxicitatii si
cresterea eficientei antitumorale.

d) Utilizarea suportului polimeric ca transportor al gruparii citotoxice in
tesutul tumoral a conferit noilor azotiperite o toxicitate redusa si selectivitate crescutd ca
urmare a eliberarii fragmentului alchilant la celula tinta.

16. Eficienta reactiei de cuplare precum si raportul molar suport polimeric/principiu
activ sunt influientati de o serie de factori ca: structura si reactivitatea componentei de
cuplare, timpul de contact, temperatura de lucru, solventul folosit.

17. S-au adus precizari privind mecanismele de reactie pentru unele dintre caile de
sinteza elaborate.

18. Stabilirea structurii noilor compusi s-a realizat prin analizd chimica (C, H, N-
pentru derivatii de L-glutamind; N- pentru sistemele conjugare) si spectrald (FT-IR, H-
RMN).

19. S-a efectuat un studiu farmacologic pentru determinarea toxicitatii acute a celor
31compusi sintetizati, testare care a confirmat urmatoarele:

a) derivatii de L-glutamina (I-XVI) si conjugatele (XVII1-XXII) indica
valori ale DLz, Tn limita valorilor admisibile screeningului de laborator;

b) micsorarea toxicitatii principiului activ odatd cu imobilizarea lui pe

suport polimeric:
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- valoarea dozei letale(DLs) a N-(p-R- benzoil)-D,L-
glutaminil-hidrazidelor cu suport polimeric(XVIH-XXII) si N-(p-R- benzoil)-D,L -
glutaminilhidrazin-anilidelor cu suport polimeric (XXIV-XXVI), creste fata de aceea a N-
(p-R- benzoil)-D,L- glutaminil-hidrazidelor libere (XI11-XVI);

- conjugatele azotiperitice (XXX-XXXII) au valoarea dozei
letale (DLsp) mult mai mare comparativ cu di-(B-cloroetil)-amina libera.

20. Experimentarea biologica s-a efectuat asupra unui numar de 13 dintre compusii
sintetizati: 7 derivati de glutamind si 6 conjugate polimer-principiu activ. Testdrile au
abordat cercetarea actiunii citostatice, tuberculostatice si influienta asupra activitatii unor
enzime digestive.

a) Un numar de 2 derivati de L-glutamina(l11,1V) cu structura specifica
antimetabolitilor si 3 conjugate citostatice (XXX-XXXII) avand grefatd in structura lor
grupa di-(B-cloroetil)-aminica, s-au testat din punct de vedere al activitatii antitumorale
exercitate asupra tumorilor experimentale ascita Ehrlich si carcinisarcom Walker 256.
Analizdnd rezultatele s-a constatat cd produsii testati manifestd evidentd actiune
antizumorald. S-au gasit mai activi N-[p-(acetilamino)-benzoil]- L-glutamina (1V), care
produce inhibarea ascitei Ehrlich la o valoare apropiata de a metotrexatului (animetabolit de
referintd) si esterul 3-[di -(B-cloroetil)-aminocarboxifenilamino]-2-hidroxi-propil al L-
glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XXXII), care determina regresia
carcinosarcomului Walker 256 aproape la fel ca endoxanul (citostatic de referinti). in acest
caz relatia dintre suportul polimeric, care prezinta el insusi o usoard activitate de inhibitie
citostaticd si gruparea di-(B-cloroetil)-aminica nu consta exclusiv in transport ci si in
potentarea lor reciproca, sub aspectul actiunii asupra receptorului malign.

b) A fost testata actiunea tuberculostaticd a unui numar de trei N-(p-R-
benzoil)-D,L- glutaminil-hidrazide atat libere (XI1-X1V) cét si grefate pe suport de poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic) (XVI11-XX), pe microbul Mycobacterium tuberculosis,
comparativ cu izoniazida, medicament de referintd. Rezultatele au indicat activitate
tuberculostatica pentru toate hidrazidele, mai activ dovedindu-se conjugatul N-[( p-
acetilamino)-benzoil] — D,L-glutaminil-hidrazida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
(XX), a carei concentratie minima inhibitorie este egala cu aceea a medicamentului de
referinta, 10 pg/mL.

C) Cercetarile privind influienta asupra activitatii enzimelor digestive in

vitro au aratat cd produsii experimentati, derivati ai N-acil-L-glutaminei(l, Il) si N-[p-
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(acilamino)-benzoil]-L-glutaminei (111, 1V) influienteaza diferit activitatea tripsinei si
lipazei, remarcandu-se favorabil N-[p-(acetilamino)-benzoil]-L-glutamina (IV) si nu
afecteaza practic activitatea amilazei.
21.In cadrul cercetarilor efectuate au fost sintetizati 31 compusi (16 derivati de L-glutamind
si 15 sisteme polimer-principiu activ) necitati in literatura de specialitate dupa cum
urmeaza:
1.N-(p-Nitrobenzoil)-L-glutamina
2.N-(p-Aminobenzoil)-L-glutamina
3. N-[p-(Formilamino)-benzoil]-L-glutaminda
4. N-[p-(Acetilamino)-benzoil]-L-glutamindi
5. a-N-[p-(Metilsalicilamidosulfonil)-benzoil]-L-glutamind
6. a-N-[p-(Metilfenoxiacetatamidosulfonil)-benzoil]-L-glutamind
7. 2-(p-Nitrofenil)-4-(y-amidoetil)-4°-oxazolinona-5
8. 2-(p-Formilamino)-fenil]-4-(y-amidoetil)-4-oxazolinona-5
9. 2-(p-Acetilamino)-fenil]-4-(y-amidoetil)-4%-oxazolinona-5
10. 2-[p-(Metilsalicilamidosulfonil)-fenil]-4-(y-amidoetil)-4%-oxazolinona-5
11.2-[p-(Metilfenoxiacetatamidosulfonil)-fenil]-4-(y-amidoetil)-4>-oxazolinona -5
12. a-N-(p-Nitrobenzoil)-D,L-glutaminil-hidrazida
13. a-N- [(p-Formilamino)-benzoil]-D,L-glutaminil-hidrazida
14. a-N-[(p-Acetilamino)-benzoil]-D,L-glutaminil-hidrazida
15. a-N-[(p-Metilsalicilamidosulfonil)-benzoil]-D,L-glutaminil-hidrazida
16. a-N-[(p-Metilfenoxiacetatamidosulfonil)-benzoil]- D,L-glutaminil-hidrazida
17. Copolimer poli(N-vinilpirolidona-alt-anhidrida itaconicd) - poli (NVPAI)
18. N-(p-Nitrobenzoil)-D,L-glutaminil-hidrazida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
19. N-[(p-Formilamino)-benzoil]-D,L-glutaminil-hidrazida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
20. N-[(p-Acetilamino)-benzoil]-D,L-glutaminil-hidrazida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
21. a-N-[(p-Metilsalicilamidosulfonil)-benzoil]-D,L-glutaminil-hidrazida poli(N-vinilpirolidona-alt-
acid itaconic)
22. a-N-[(p-Metilfenoxiacetatamidosulfonil)-benzoil]- D,L-glutaminil-hidrazida poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
23. Carbetoxianilida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
24. N-(p-Nitrobenzoil)-D,L-glutaminilhidrazinanilida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
25.N-[(p-Formilamino)-benzoil]-D,L-glutaminilhidrazin-anilida poli(N-vinilpirolidona -alt-acid
itaconic)
26.N-[(p-Acetilamino)-benzoil]-D,L-glutaminilhidrazin-anilida poli(N-vinilpirolidona-alt-acid

itaconic)
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27. Sarea de sodiu a L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
28. Esterul 2,3-epoxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
29.Esterul 3-(carbetoxifenilamino)-2-hidroxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-
alt-acid itaconic)
30. Esterul 2-[di-(g-cloroetil)-amino]-etilic al L-glutamil-anilidei poli(N-vinilpirolidona-alt-acid
itaconic)
31. Esterul 3-[di-(#-cloroetil)-amino]-2-hidroxi-propilic al L-glutamil-anilidei poli(N-
vinilpirolidona-alt-acid itaconic)
32. Esterul 3-[di-(#-cloroetil)-aminocarboxifenilamino]-2-hidroxi-propil al L-glutamil-anilidei
poli(N-vinilpirolidona-alt-acid itaconic)

22. Rezultatele originale prezentate in teza au fost publicate astfel: 1 lucrare in revista din
strdinatate (cotata I1SI '), 2 lucrari aparute in reviste de circulatie internationala (cotate ISI), 1
lucrare in proceeding in tard, 1 poster in strdinatate, 5 postere la manifestari stiintifice

nationale.
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