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Summary. This work synthesized various novel benzo[c]quinoline compounds, detailed
their structural features, and examined their anticancer activity in vitro. First, the nitrogen atom
in benzo[c]quinoline is quaternized, and the in situ-formed ylide is then subjected to a [3+2] di-
polar cycloaddition reaction. A detailed investigation was conducted to determine how successful
traditional thermal heating (TH) synthesis was in comparison to microwave (MW) and ultrasonic
(US) irradiation. FTIR, HRMS, and NMR were the three spectral techniques that were used to
prove the structure of all the obtained compounds. In an invitro single-dose anticancer experi-
ment, all benzo[c]quinoline derivatives (quaternary salts and cycloadducts) that have previously
been obtained were tested. The findings showed that the anticancer activity of the cycloadducts
5a-c and 6a-c is stronger than quaternary salts 3a-c. Compound 5a is the most active, exhibiting
anticancer action on the majority of the cell lines examined, but compound 6c is the second most
active, demonstrating notable mortality for the SR Leukemia cell line (17%). Correlations betwe-
en the structure-activity relationship (SAR) are also included in the study.
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INTRODUCERE

Benzo[c]chinolina are aplicatii potentiale in optoelectronica, agricultura si alte do-
menii [1]. Studii recente au aratat ca incorporarea scheletului benzochinolinei in pro-
iectarea unor compusi poate fi avantajoasa, conducand la noi derivati cu proprietati bi-
ologice, cum ar fi activitatea antimicrobiand [2] si anticancerigena [3]. Acest lucru este
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valabil chiar daca heterociclul nativ este cunoscut ca fiind un poluant de mediu [4] si a
fost detectat in gudronul de carbune [5], distilatul de petrol [6] si particulele din aerul
urban cu efecte genetice [6].

Cancerul este o boald mortala, iar unele tipuri sunt marcate de o dezvoltare rapida
si de o distrugere corporald generalizata. Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) a esti-
mat peste 19 milioane de noi cazuri de cancer si aproape 10 milioane de decese cauzate
de cancer 1n 2020, ceea ce face din cancer a doua cauza de deces la nivel mondial [7].
Tratamentul pentru diverse tipuri de cancer poate fi o provocare si implica chirurgie,
radiatii, chimioterapie, terapie hormonala, imunoterapie, transplant de celule stem, pre-
cum si o combinatie a unora dintre aceste metode [8].

Unul dintre tratamentele Tmpotriva cancerului care poate prelungi speranta de viata
este chimioterapia. In 2015, aproximativ 160 de medicamente anticancerigene au fost
aprobate pentru utilizare clinica [9], dar cu toate acestea, medicamentele actuale de pe
piatd au o rata de eficacitate scazuta si numeroase dezavantaje, asadar nevoia de noi me-
dicamente anticanceroase in terapie este critica.

In ultimii ani s-a inregistrat o crestere a utilizarii reactiilor asistate de microunde si
ultrasunete in chimia organica sintetica [10-11], oferind o alternativa rapida si practica
intr-o gama larga de sinteze [12-13].

Avand 1n vedere factorii mentionati mai sus, cercetarile noastre se concentreaza pe
crearea de noi substante anticancerigene folosind diverse schelete azaheterociclice care
pot fi utilizate in chimioterapia pentru tratarea cancerului [14]. In acest context, am in-
cercat sd evaludm activitatea biologica a derivatilor de benzo[c]chinolina pentru a obtine
noi molecule hibride conjugate cu potentiala activitate anticancerigena. In plus, am decis
sd cercetam sinteza derivatilor de benzo|[c]chinolina folosind iradierea traditionala ter-
mica (TH) sau neconventionald cu microunde (MW) si ultrasunete (US).

MATERIALE SI METODE

Cu exceptia bromoacetonei, care a fost obtinuta prin reactia acetonei cu brom in
prezenta acidului acetic drept catalizator, toate substantele chimice si solventii au fost
achizitionati din surse comerciale si utilizati fara purificare suplimentard. Punctele de
topire au fost determinate cu ajutorul unui instrument electrotermic MEL-TEMP (Barn-
stead International, Dubuque, lowa, SUA) in tuburi capilare deschise si sunt necorectate.
Placile comerciale de silicagel 60 F254 (Merck Darmstadt, Germania) au fost utilizate
pentru cromatografia analitica in strat subtire, iar lumina UV a fost utilizata pentru vizu-
alizarea rezultatelor. Spectrele RMN au fost inregistrate cu ajutorul unui spectrometru
Avance III 500 MHz de la Bruker Viena, Austria, care functioneaza la 500 MHz pentru
1H si 125 MHz pentru 13C. Multiplicitatile deplasarilor chimice au fost identificate fo-
losind urmatoarele abrevieri: s = singlet, d = dublet, dd = dublet de dublet, t = triplet, td
= triplet de dublet si m = multiplet. Deplasarile chimice au fost inregistrate folosind delta
(9), parti pe milion (ppm) si constantele de cuplaj (J) in unitati Hz. Un spectrofotometru
Agilent Cary 630 FTIR (Agilent Technologies, Mulgrave, Australia) a fost utilizat pen-
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tru a Inregistra spectrele IR pe pulbere in modul ATR cu cristale de diamant. Folosind
un reactor cu ultrasunete Bandelin (Sonopuls GM 3200, Berlin, Germania) cu o putere
nominald de 200 W si o frecventa de 20 kHz, s-au efectuat reactii asistate de ultrasune-
te. Am folosit un reactor monomod, Monowave 300 (Anton Paar), pentru iradierea cu
microunde. Un senzor IR incorporat regleaza temperatura reactorului, care poate ajunge
pana la 300 °C. Pe un spectrometru de masa HESI-Orbitrap Exploris 120 (Thermo Fis-
her, Walthan, MA, SUA), experimentele HR-MS au fost realizate in modul de ionizare
pozitiva. Pe un analizor elementar FlashSmart CHNS/O (Thermo Fisher, Walthan, MA,
SUA), s-a efectuat analiza elementara.

Procedurdi generald pentru sinteza sdarurilor de benzo[c]chinoliniu

La o solutie de benzo[c]chinolind (0,896 g, 5 mmol) in 20 mL de acetond, s-a efec-
tuat adaugarea picaturii de derivati halogenati 2a-c (0,46 mL, 5,5 mmol de 2a sau 0,56
mL, 5,5 mmol de 2b sau 0,74 mL, 5,5 mmol de 2¢) cu reactivitate sporitd. Amestecul re-
zultat a fost incalzit la reflux timp de 16 ore, urmat de 20 de ore de agitare la temperatura
camerei. Dupa ce au fost filtrate, sarurile cuaternare 3a-c (Schema 1) care au precipitat
au fost spalate de trei ori cu 5 mL de acetona inainte de a fi uscate in vid. Nu a mai fost
necesara o purificare ulterioara.

Procedura generali pentru sinteza derivatilor azatetraciclici

40 mL de 1,2-butilenoxid au fost utilizati pentru a suspenda o combinatie de sare de
benzo[c]chinoliniu 3a-c (0,791 g, 2,5 mmol de 3a sau 0,826 g, 2,5 mmol de 3b sau 0,896
g, 2,5 mmol de 3c¢) si propiolat de metil (0,31 mL, 3,5 mmol) sau dimetil acetilendicar-
boxilat (0,43 mL, 3,5 mmol). Timp de 48 de ore, refluxul si agitarea au fost mentinute.
Dupa finalizarea reactiei (TLC), solutia rezultata a fost racita la temperatura camerei si
evaporata sub presiune redusa pentru a obtine produsul brut. Prin purificarea produsului
brut prin cromatografie pe coloana pe gel de siliciu (eluat cu 99,5/0,5 CH,CL/CH,OH),
s-au obtinut cicloaductii 5a-c si 6a-c necesari (Schema 1).

REZULTATE SI DISCUTII

Abordarea generald adoptata pentru sinteza noilor derivati policiclici de benzo[c]chi-
nolina este descrisa in Schema 1 si urmeaza strategia generala utilizata anterior in sinteza
derivatilor de benzo[f]chinolina [13]. In prima etapa, benzo[c]chinolina 1 este N-alchilata
cu bromocetone 2a-c¢ pentru a produce bromurile de benzo[c]chinolinium 3a-c. In a doua
etapa, benzo[c]chinoliniu ilidele 4a-c (sintetizate in situ din sarurile corespunzatoare 3a-c
cu 1,2-butilenoxid care actioneaza ca un catalizator) sunt apoi supusi unei cicloaditii dipo-
lare Huisgen [3+2] cu dipolarofilii alchinici (propiolat de metil sau dimetil acetilendicar-
boxilat - DMAD), rezultand cicloaductii Sa-c si 6a-c ca produsi finali.

Sarurile de benzo[c]chinolinium si derivatii azatetraciclici au fost produsi in randa-
mente cuprinse intre 46 si 72%, dupa cum se arata in Tabelul 1. Principalele dezavantaje
ale sintezei realizate in conditii standard sunt timpul indelungat de reactie (36 de ore in
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cazul sarurilor de benzo[c]chinolinium si 48 de ore in cazul cicloadutilor) si consumul
semnificativ de energie.

Ca o alternativa mai eficienta din punct de vedere energetic, am sintetizat derivati
azatetraciclici folosind radiatii MW si US. In comparatie cu conditiile optime de reactie
utilizate in conditiile TH, cele mai bune rezultate obtinute cu conditiile optimizate de
reactie 1n cazul radiatiilor MW si US sunt prezentate in Tabelul 1.
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Schema 1. Calea de reactie pentru obtinerea derivatilor de benzo[c]chinolina 3a-c, Sa-c si 6a-c.

Tabelul 1. Sinteza derivatilor de benzo[c]chinoliniu sub iradiere MW si US si TH

conventionala

Microunde (MW) Ultrasunete (US) Conventional (TH)

Compus Timp de Randa- Timp de Randa- Timp de Randa-

reactie, ment, % reactie, ment, %  reactie, ment, %
3a 10 min 91 20 min 87 36 ore 67
3b 10 min 93 20 min 88 36 ore 70
3¢ 10 min 94 20 min 90 36 ore 72
5a 10 min 78 20 min 73 48 ore 57
5b 10 min 80 20 min 75 48 ore 59
5¢ 10 min 82 20 min 79 48 ore 61
6a 15 min 73 30 min 68 48 ore 51
6b 15 min 75 30 min 68 48 ore 49
6¢ 15 min 76 30 min 71 48 ore 46
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Dupa cum se observa in Tabelul 1, utilizarea iradierii MW si US a indus pentru toate
reactiile o accelerare remarcabild, timpii de reactie scazand de la ore la minute (sub iradi-
ere MW si US), Aceastd accelerare a acestor reactii sub incalzire neconventionala poate
fi atribuita faptului ca atat iradierea MW, cét si cea US permit atingerea unor temperaturi
mult mai ridicate decat ar fi fezabil cu incélzirea termica (temperaturi mai mari decat
punctul de fierbere al solventului). Este, de asemenea, important de mentionat cé randa-
mentele au fost mai mari (cu 15-30%), iar cantitatile de solvent utilizate in primul caz
au fost de cel putin trei ori mai mici sub iradiere MW si US decat sub TH conventionala.
Ca urmare, este posibil sa se considere ca aceste reactii sunt ecologic prietenoase atunci
cand sunt realizate sub iradiere MW si US.

Activitatea anticanceroasd

National Cancer Institute (NCI), SUA, a utilizat programul sau de screening pen-
tru medicamente impotriva cancerului pentru a evalua eficacitatea anticancerigena a
produsilor obtinuti. Deoarece ofera o evaluare completa a activitdtii compusilor impotri-
va mai multor tipuri de celule canceroase, acest program, cunoscut si sub denumirea de
screening NCI 60 cell line, este un instrument util pentru descoperirea si dezvoltarea de
medicamente. Testul anticancerigen in vitro constd in screeningul a 60 de linii celulare
tumorale umane distincte care reprezintd o varietate de malignitati, inclusiv leucemie,
melanom si tumori de plaman, colon, creier, ovar, san, prostata si rinichi.

Toti compusii alesi sunt testati impotriva a 60 de linii celulare in etapa initiala a
procesului de screening utilizand o doza unica de 10 uM. Cu ajutorul acestei tehnici, pot
fi detectate mortalitatea (valori mai mici de 0) si inhibarea cresterii (valori cuprinse intre
0 si 100). De exemplu, un numar de 30 ar insemna cd 70% din crestere ar fi inhibata, in
timp ce o valoare de -30 ar insemna ca 30% din organism ar fi ucis.

Noud compusi sintetizati au fost testati intr-un test anticancerigen primar in doza
unica (la o concentratie de 10° M), constand in trei saruri de benzo[c]chinoliniu (3a-c)
si sase cicloaducti pirrolobenzo[c]chinolinici (5a-c si 6a-c). Rezultatele obtinute pentru
toti compusii testati se regasesc in Tabelul 2.

Tabelul 2. Rezultatele testelor cu doza unica (10-° M) ale sarurilor de benzo[c]
chinolinium 3a-c si ale cicloaductilor pirrolobenzo[c]chinolinici Sa-c si 6a-c¢ impotriva
unor linii celulare de cancer uman NCI (selectiv), exprimate ca procent de inhibare a
cresterii (PGI%).

Compound/Growth Inhibition Percent (PGI%) *

Cell Type 3a 3b 3¢ 5a 5b 5¢ 6a 6b 6¢
Leukemia
MOLT-4 0 1 0 27 43 33 27 19 55
RPMI-8226 0 1 4 13 15 30 13 12 53
SR 14 6 4 36 37 31 37 28 100(17)°
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Non—small Cell Lung

Cancer
EKVX 0 3 1 31 0O 0 1 0 4
HOP-62 0O 0 O 43 0O 0 0 0 0
HOP-92 12 23 13 72 40 37 27 21 45
NCI-H226 3 0 O 39 10 0 19 5 15
Colon Cancer
HCT-116 0O 0 O 50 17 12 12 7 41
HCT-15 0O 0 O 29 28 35 15 11 54
CNS Cancer
SF-539 6 3 0 72 0 4 5 0 17
SNB-19 2 6 5 58 0O 0 0 0 4
SNB-75 0 0 0 10012 0 16 0 O 17
Melanoma
LOX IMVI 0 3 0 36 15 9 9 7 19
M14 O 0 o 28 8 4 5 2 26
SK-MEL-5 O 0 o 79 11 12 12 4 54
UACC-62 7 5 2 33 38 34 37 37 50
Ovarian Cancer
IGROV1 0O 0 O 59 7 14 4 9 4
OVCAR-4 1 0 O 56 13 15 18 5 43
OVCAR-8 0O 0 2 50 32 0 0 10
NCI/ADR-RES 0O 0 O 56 12 11 8 0 17
Renal Cancer
7860 0 0 1 64 0O 8 0 O 14
ACHN 0O 0 o0 64 5 11 5 1 19
RXF 393 10 7 14 89 10 9 8 3 18
UO-31 22 20 15 63 18 16 11 13 25
Prostate Cancer
PC-3 7 7 8 44 49 41 31 28 65

Breast Cancer
MDA-MB-231/ATCC 0 0 0 67 22 21 16 13 27
HS 578T 0O 0 O 71 8 1 4 0 31
BT-549 0O 0 O 62 0O 0 0 0 38

* Valorile sunt raportate ca test cu o doza, inhibarea procentuald a cresterii (PGI), este
cresterea in raport cu martorul fara medicament si in raport cu numarul de celule la momentul
zero; b efect citotoxic; procentul de letalitate este reprezentat intre paranteze; compusii cei mai
activi sunt evidentiati in bold si rosu.
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Pe baza rezultatelor prezentate in Tabelul 2 se poate observa cd, in seria de derivati
ai benzo[c]chinolinei, cel mai activ compus este Sa, cu activitate anticancerigena pe
majoritatea liniilor celulare studiate, care prezinta letalitate semnificativa pentru cance-
rul SNC pe linia celulara SNB-75 (12%) si valori PGI mai mari de 60% pentru 10 linii
celulare.

Al doilea cel mai activ compus este 6¢, care prezinta letalitate semnificativa pentru
linia celulard de leucemie SR (17%) si valori PGI mai mari de 50% pentru 8 linii celu-
lare.

CONCLUZII

In concluzie, am descris sinteza a noua noi derivati de benzo[c]chinolini si efica-
citatea lor anticancerigena. Cicloaductii pirrolobenzo[c]chinolinici au fost obtinuti prin-
tr-o sinteza In doud etape care a implicat o reactie de cuaternizare si o cicloaditie dipolara
[3+2].

Strategia chimica simpla si eficienta face posibila sintetizarea derivatilor de benzo[c]
chinolina, care sunt altfel dificil de obtinut. A fost efectuata o comparatie a eficacitatii sin-
tezei utilizand incalzirea termica conventionala (TH), incédlzirea cu microunde (MW) si
incalzirea cu ultrasunete (US). Trebuie remarcat faptul ca realizarea reactiei sub iradiere
MW sau US ofera mai multe beneficii suplimentare, inclusiv randamente imbunatatite,
o scadere a cantitatii de solvent utilizat in comparatie cu TH, o reducere a timpului de
reactie de la ore la minute si o reducere a cantitatii de energie consumata.

NCT a utilizat un experiment cu o singurd doza (10° M) pentru a examina noud
compusi benzo[c]chinolinici pentru o potentialad activitate anticanceroasa. Cicloaductul
5a a fost cel mai activ compus, prezentand activitate anticanceroasa Impotriva majoritatii
liniilor celulare testate (cu un PGI excelent in zona de 50-100%) si o letalitate foarte
buna impotriva cancerului SNC pe linia celularda SNB-75 (12%). De asemenea, o activi-
tate anticancerigena foarte buna este prezentata de compusul 6¢, care prezinta o letalitate
semnificativa pentru linia celulara de leucemie SR (17%) si valori PGI de peste 50%
pentru 8 linii celulare.
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