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1. Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului (pana la 1 pagina).

Scopul al proiectului a fost sinteza si caracterizarea derivatilor spiro[ciclopropan-oxindolilor] la fel
ca si separarea diastereomerica a spiro[ciclopropan-oxindolilor] si testarea biologica

Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost stabilite urmatoarele obiectivele:

1. sinteza si separarea stereoizomerilor spiro [ciclopropan-oxindolilor].

2. caracterizarea compusilor obtinuti prin metode RMN, IR, difractometrie cu raze X

3. sinteza derivatilor peptidici ai spiro[ciclopropan-oxindolilor] cu separarea diastereomerica.

4. testarea activitatii antivirale a compusilor contra virusilor HIV-1 (susa I1IB) si HIV-2 (susa

ROD) si a citotoxicitatii compusilor obtinuti in celulele MT-4

2. Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului.

Caracteristicile structurale unice ale spirooxindolilor in combinatie cu diverse activitati
biologice atrag un interes major pentru cercetarea acestora in calitate de structurile de baza in designul
si descoperirea noilor compusi medicamentosi. Conform unui numar mare de publicatii, astfel de spiro-
compusi au proprietati biologice diferite [1] printre care se numara si activitatea anti-HIV [2, 3]. Se stie
ca unii dintre derivatii de spirooxindol au o capacitate ridicata de a inhiba transcriptaza inversa HIV,
care este responsabild de reproducerea virusului. Aceasta capacitate se manifestd la concentratii
apropiate de concentratiile compusilor active In medicmantele anti-HIV contemporane care sunt
utilizate in prezent in terapia antiretrovirald (ECso = 50 nM).

In prezent, nu existi un vaccin eficient contra HIV, iar tratamentul medical nu asigurd o
vindecare definitiva a virusului. Mai mult, medicamentele utilizate in prezent pentru tratamentul
infectiei cu HIV pot induce dezvoltarea diferitelor reactii adverse. Prin urmare, dezvoltarea de noi
medicamente antivirale, care vor fi mai active si mai putin toxice decéat cele existente este de o
importanta majora.

Anterior am demonstrat ca derivatii de spirooxindol au activitate semnificativd impotriva unei
alte enzime retrovirale - integraza [4]. Totusi, trebuie de mentionat faptul ca proprietatile biologice ale
acestor derivati au fost determinate prin testarea amestecurilor racemice si nu a enantiomerilor
individuali. Avand in vedere faptul ca adesea numai unul dintre enantiomeri este activ, se poate
presupune cd utilizarea derivatilor puri din punct de vedere enantiomeric va creste activitatea la
Jjumatate, ceea ce va reduce doza globala si, in consecintd, va diminua toxicitatea compusilor.

Grupul nostru a incercat o sinteza enantioselectiva a spiro [ciclopropan-oxindolilor] [5]. Au fost
obtinute valori ridicate ale enantioselectivitatii (mai mult de 95% ee) cu o anumitd modificare a
structurii substantei finale, dar aceasta a dus la o pierdere completd a proprietatilor biologice ale
moleculei, ceea ce poate fi explicat prin faptul ca suprafata si / sau dimensiunea moleculei noi nu

corespund dimensiunii centrului activ al enzimelor.



In scopul obtinerii stereoizomerilor individuali si a cresterii eficacitatii compusilor tinta, au fost
obtinuti niste derivati noi prin introducerea anumitor grupari asimetrice in structura moleculelor initiale
si separarea ulterioara a diastereomerilor formati.

Exista mai multe centre de reactie in structura spiro[ciclopropan-oxindolilor], pe care am
incercat si o folosim in obtinerea de derivati diastereoizomerici. In primul rand, din compusii de bazi

(acizii 2a, b) (Fig. 1) au fost obtinute diferite amide 3, 4 si 5, 6 (Fig.2).
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Figura 1. Compusii de baza in sinteza spiroxindolilor
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Figura 2. Sinteza amidelor diastereomerice 3-6.

Trebuie remarcat faptul ca reactiile au fost efectuate in conditii blande de sinteza a peptidelor
[6] ca sa evitam epimerizarea unuia dintre centrele chirale din fragmentul ciclopropan care are loc in
conditii obisnuite cu formarea clorurilor acide. Diastereomerii obtinuti au fost separati prin
cromatografie. In cea de-a doua reactie, separarea cromatografica a fost imposibild insa a fost posibila
recristalizarea acestora cu separarea compusilor individuali. Utilizarea leucinei si valinei ca reactivi
chirali duce la formarea diastereomerilor, care nu pot fi separati prin aplicarea metodelor descrise

anterior.



Urmatoarea etapa a fost introducerea fragmentului chiral iIn moleculd datoritd substitutiei

prezentate in Figura 3.
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Figura 3. Sinteza diastereomerelor 7-10 prin alchilare.
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Din amestecul de 6 si 7, unul dintre diastereomeri a fost izolat in forma individuald prin
recristalizare. Amestecul de 9 si 10 s-a obtinut sub forma un ulei inseparabil cromatografic.

Derivatul amino 11 a fost obtinut din compusul nitro 1c prin reducerea cu hidrogen pe Pd/C. In
continuare, dupa condensarea cu cloranhidrida acidului dehidroabietic 12 (Fig.4), s-a format un amestec

de tip nou de amide 13,14 care a fost ulterior separat prin cromatografie pe coloana.

0 o} 0
,,,,/(O
HN O— HN O0—
0
N NH
O 1),
HN - 12 o”
2 cocl
0
N
H
11

14

Figura 4. Sinteza compusilor 12,13
Activitatea vitala si reproducerea HIV este determinatd de functionarea a trei enzime de virus:
transcriptaza inversd, integraza si proteaza. Substantele obtinute ca urmare a acestui proiect inhiba
activitatea a doua enzime simultan, ceea ce reprezintd specificul si avantajele lor distinctive in

comparatie cu medicamentele cunoscute utilizate in terapie.



Compusul Inhibitia Inhibitia integrazei
transcriptazei
EC50 (uM)
Efavirenz 0.0005
Nevirapine 0.05
la 0.015
1b 0.5 27.3%
1d 23.4%
1c 0.98 17.6 %

Cu toate acestea, toate studiile au fost efectuate pe amestecuri racemice. Se stie cd, in cele mai
multe cazuri, doar enantiomerul din dinti are activitate bilogica, adica atunci cand sunt separati, este
posibil si dubleze activitatea biologici la aceeasi concentratic a substantei active. In rezultatul
proiectului a fost efectuata separarea diastereoselectiva a compusilor-hit.

Rezultatele testarii compusilor pentru capacitatea de inhibitie a integrazei HIV-1

Compusii 10 uM Inhibitia
integrazei HIV-1,
%
R? R? R®
28a H H COOMe -
27a H H COOMe -
289 I H COOMe 0.0
279 I H COOMe 23.4
27h Cl Br COOMe 27.3
28h Cl Br COOMe 0.0
28¢ NO: H COOMe -
27¢ NO: H COOMe 17.6
26a H H CN 0.0
25a H H CN 8.9
26e Br H CN -
25e Br H CN 15.7




O capacitate de inhibitie a integrazei mai scazuta la nivelul derivatilor obtinuti se explica prin
faptul ca marimea moleculelor a crescut ceea ce nu le-a permis sa intre in locul catalitic activ al
enzimei.

Rezultatele testarii pentru capacitatea de inhibitie a reverstranscriptazei HIV-1 si a tulpinelor
virale mutante au demonstrat ca derivatul 5-Cl poseda activitate antivirala pronuntata fata de HIV-1
tulpina Ily la concentratia 0.5 pg/ml cu indicele de selectivitate mai mare de 300. Interesant este faptul,
ca copmpusul dat poseda o acitvitate mai inalta fata de mutantul HIV-1 E138K cu valoarea IC50 = 0.39
pg/ml. O activitate comparabild a manifestat derivatul 5-1 cu valoarea IC50 = 0.77 pg/ml si indicele de

selectivittate mai mare de 200. Derivatii 5-F, 5-Me si 5-NO2 au manifestat o activitate mai scazuta.

3. Cele mai relevante realizari obtinute in cadrul proiectului (pana la 100 cuvinte).

In rezultatul proiectului au fost obtinute compusi activi contra virusului HIV. Au fost sintetizate
si testate in vitro compusi In forma racemicd fatd de doi din trei existente enzyme a virusul HIV-1,
responsabile pentru replicarea lui- reverstranscriptaza si integraza. Inghibirea s-a manifestat la
concentratie efectivd comparabild cu cea a remediilor existente de tipul Nevirapin.Compusii cei mai
activi In forma racemica au fost separati diastereoselectiv. Deasemenea au fost realizate design si

sinteza dirijata a noilor derivati cu activitate anti-HIV.

4. Participarea in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, COST...), inclusiv
propunerile inaintate/proiecte castigate in cadrul concursurilor nationale/internationale
cu tangenta la tematica proiectului.

Dr. Veaceslav Boldescu a depus propunere de proiect si a castigat finantarea oferita de catre fundatia
Alexander von Humboldt. Proiectul a fost realizat in colaborare cu grupul dlui Prof. Klein de la

Universitatea din Heidelberg, Germania.

5. Colaboriri stiintifice internationale/nationale.

1. 1In cadrul proiectului, Natalia Sucman si Bilan Dmitri au ficut 0 vizita la Universitatea Alexandru

2. A fost stabilita o legatura stiintifica cu Svetlana Morozkin, profesoara de la Universitatea de Stat
ITMO: Information Technologies, Mechanics and Optics din Sankt-Petersburg, si un proiect comun
in ERAnet-RUS se scrie cu alte grupuri stiintifice din Europa de Vest si Rusia. Alti membri ai
grupului stiintific sunt:
Prof. Wim Dehaen - Belgium
Prof. Raif Vasilov — Federa;ia Rusa

Prof. Michail Tsurkan - Germania



Dr. Andriy Mokhir - Germania

6. Vizite ale cercetitorilor stiintifici din striinatate.
Svetlana Morozkin, profesoara de la Universitatea de Stat ITMO: Information Technologies,
Mechanics and Optics din Sankt-Petersburg a vizitat Republica Moldova pentru a discuta scriirea
proiectului comun ERAnet-RUS.

7. Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii proiectului.
Nu sunt
8. Manifestari stiintifice organizate la nivel national/international.

Nu sunt

9. Aprecierea activitatii stiintifice promovate la executarea proiectului (premii, medalii,
diplome etc.).
Rezultatele proiectului au fost mentionate la expozitia INFOINVENT (Chisinau, 20-23 noiembrie

2019) cu diploma si medalie de argint.

10. Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului, implementarilor,
recomandarilor.

Proiectul aduce oportunitati noi pentru tinerii cercetatori de a-si realiza competentele in domeniul
chimiei medicinale si sintezei organice in elaborarea noilor compusi medicamentosi cu utilizare in
medicina umana §i veterinarie. Prin participarea in proiect tinerii cercetatori isi dezvolta si competente
noi care 1i fac mai comptetivi in spatiul de cercetare European. Rezultatele proiectului pot fi utilizate in
procesul de instruire a noilor specialisti in domeniul dezvoltarii compusilor biologic activi noi cu
proprietati dirijate.

Datele privind design si elaborare compusilor medicamentosi noi obtinuti in cadrul proiectului
pot aduce un beneficiu industriei farmaceutice care poate ingloba metodele si procesele elaborate in
ciclul de producere industriald a remediilor deja existente sau poate prelua procesul de dezvoltare a
remediilor noi de la nivelul studiilor preclinice care sunt prevazute in cadrul proiectului. Pe termen
lung, brevetarea remediilor si tehnologiilor inventate poate aduce profit statului prin licentierea
ulterioara a inventiei companiilor care se ocupa de dezvoltarea clinicd a remediilor antivirale sau
companiilor care se ocupa de producerea farmaceutica.

Utilizarea metodelor stereoselective de sintezd reduce formarea compusilor secundari si ca
rezultat se reduce cantitatea de deseurile chimice formate. In perspectiva astfel de metode vor reduce

presiunea industriei chimice si farmaceutice asupra mediului ambiant.



# Activitati planificate Activitati realizate si rezultate noi obtinute

in cadrul proiectului (150 de cuvinte)

1. Sinteza si caracterizarea derivatilor Au fost obtinuti in stare pura si carcaterizati
spiro[ciclopropan-oxindolilor] din punct de vedere fizico-chimic mai mult

de 10 stereoizomeri ai spiro[ciclopropan-

oxindolilor].
2. Separarea diastereomerica a Au fost separarati diastereomerii
spiro[ciclopropan-oxindolilor] si spiro[ciclopropan-oxindolilor] prin obtinerea
testarea biologica derivatilor peptidici.

A fost determinata activitatea antivirala si
citotoxicitatea a stereoizomerilor

spiro[ciclopropan-oxindolilor] obtinuti.

Impactul stiintific al proiectului: Pentru prima datd au fost efectuate design, sinteza si
caracterizarea structurii compusilor noi din grupul sprioxindolilor. Structura compusilor obtinuti a fost
confirmata prin variate metode de analizd fizico-chimicd inclsuiv cea de difractometrie cu raze X.
Compusii au fost obtinuti cu o puritate enantiomerica inalta.

Impactul social al proiectului: proiectul aduce oportunitati noi pentru tinerii cercetatori de a-si
realiza competentele in domeniul chimiei medicinale si sintezei organice in elaborarea noilor compusi
medicamentosi cu utilizare in medicina umana si veterinarie. Prin participarea in proiect tinerii
cercetatori 1si dezvolta si competente noi care ii fac mai comptetivi in spatiul de cercetare European.
Rezultatele proiectului pot fi utilizate in procesul de instruire a noilor specialisti in domeniul dezvoltarii
compusilor biologic activi noi cu proprietati dirijate. Pe termen lung, rezultatele proiectului pot fi
utilizate pentru dezvoltarea clinica a noilor agenti antivirali cu utilizare in tratamentul virusului HIV
ceea ce poate ameliora situatia periculoasd in domeniul ocrotirii sanatatii legatd de raspandirea bolilor
infectioase fata de care inca nu au fost elaborate vaccinurile potrivite.

Impactul economic al proiectului: datele privind design si elaborare compusilor medicamentosi
noi obtinuti in cadrul proiectului pot aduce un beneficiu industriei farmaceutice care poate ingloba
metodele si procesele elaborate in ciclul de producere industriald a remediilor deja existente sau poate
prelua procesul de dezvoltare a remediilor noi de la nivelul studiilor preclinice care sunt prevdzute in
cadrul proiectului. Pe termen lung, brevetarea remediilor si tehnologiilor inventate poate aduce profit
statului prin licentierea ulterioard a inventiei companiilor care se ocupd de dezvoltarea clinica a
remediilor antivirale sau companiilor care se ocupd de producerea farmaceutica.

Impactul asupra mediului ambiant: utilizarea metodelor stereoselective de sinteza reduce

formarea compusilor secundari si ca rezultat se reduce cantitatea de deseurile chimice formate. In



perspectiva astfel de metode vor reduce presiunea industriei chimice si farmaceutice asupra mediului

ambiant.
11. Concluzii.

Sarcina si obiectivele proiectului au fost indeplenite in volumul planificat, in timp. Rezultatele

stiintifice sunt publicate.
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Volumul total al finantarii (mii lei) (pe ani)

Anexanr. 1

Anul Planificat Executat Cofinantare
2019 165,00 165,00 30,00
Lista executorilor (functia in cadrul proiectului, titlul stiintific, semndtura)
Nr Anul Titlul Functia in cadrul
Numele/Prenumele . o . . Semnatura
d/o nasterii stiintific proiectului
1. | Sucman Natalia 1983 Dr. Director proiect
2. | Macaev Fliur 1959 Dr.hab. executant
3. | Boldescu Veaceslav 1983 Dr. executant
4. | Pogrebnoi Vsevolod 1987 Dr. executant
5. | Bilan Dmitri 1987 - executant
6. | Cojocari Sergiu 1998 - executant
Lista tinerilor cercetatori
Nr Anul Titlul Functia in cadrul
Numele/Prenumele ) )
d/o nasterii stiintific proiectului
1. | Sucman Natalia 1983 Dr. Director proiect
2. | Pogrebnoi Vsevolod 1987 Dr. executant
3. | Bilan Dmitri 1987 - executant
4. | Cojocari Sergiu 1998 - executant
Lista doctoranzilor
Nr Anul Titlul Functia in cadrul
Numele/Prenumele ) )
d/o nasterii stiintific proiectului
Conducatorul proiectului
(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)

11




Anexa nr. 2
LISTA

lucrarilor publicate

- articole din alte reviste editate In striainatate:

SUCMAN, N., POGREBNOI, V., BOLDESCU, V., MACAEYV, F. Diastereoselective synthesis
of 3,4-dibenzoil-3,4-dihydro-1H-spiro [benzo[cd]indol-5,3"-indoline]-2,2’(2ah)- diones.
UAZIMDER 2019, 1, 20-23 ISSN: 2667-7571

articole in culegeri (nationale / internationale)

SUCMAN N., POGREBNOI V., BOLDESCU V., MACAEV F. Synthesis and Separation of
the Spiro[oxindole-cyclopropane] Diasteriomers with Anti-HIV-1 or Anti-HIV-2 Activity. in
“PROCEEDING BOOK?”, 2nd international congress on engineering and life science,
Kastamonu/TURKEY, 11-14 April 2019, p. 506-509. ISBN: 978-605-031-169-3

materiale ale conferintelor (nationale / internationale).

ANDRUSENCO, T., SUCMAN, N., BOLDESCU, V., MACAEV, F. Interaction features of 2-
hydorxy-juglone with perillaldehyde. in “Achievements And Perspectives Of Modern
Chemistry”, International Conference, Chisinau/Republic of Moldova, 9-11 October, 2019, p.
60.

BILAN, D., COJOCARI, S., GORINCIOI, E., KRAVTSOV, V., MACAEV, F. Synthesis of
enatiomerically pure highly functionalised spiro-[indolin-3,3'-pyrrolizin]-2-ones. In
“Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry”, International Conference,
Chisinau/Republic of Moldova, 9-11 October, 2019, p. 208.

SUCMAN, N., ANDRUSENCO, T., MACAEYV, F. Interaction of 2-hydorxy-juglone with
Different Aldehydes in the Presence of Hantzsch Ester. In “PROCEEDING BOOK”, 2nd
international congress on engineering and life science, Kastamonu/TURKEY, 11-14 April 2019,
p. 457. ISBN: 978-605-031-169-3

SUCMAN, N., ANDRUSENCO, T., MACAEYV, F. The identification of the structure of new 2-
hydroxyjuglone derivative. in “BOOK OF ABSTRACTS”, 21st Central European NMR
Symposium & Bruker Users Meeting, Belgrade/Serbia, 4-5 September 2019, p. 58.

SUCMAN, N., BOLDESCU, V., MACAEV, F. Diastereomric separation of the derivatives of
potential anti-HIV agents. In “Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry”,
International Conference, Chisinau/Republic of Moldova, 9-11 October, 2019, p. 242.
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— SUCMAN, N., CALINICENCO, S., MACAEV, F. The use of NMR analyzes in determination
of some unusual products of reactions. In “BOOK OF ABSTRACTS”, 21st Central European
NMR Symposium & Bruker Users Meeting, Belgrade/Serbia, 4-5 September 2019, p. 34.

— SUCMAN, N., CEBANU, V., TERTEAC, T., ARMASU, S., MACAEYV F. The influence of
cis-methyl 5'-chloro-2'-oxospiro[cyclopropanel,3'-indoline]-2-carboxylate on the activity of
some phytophotogenic viruses. In “Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry”,
International Conference, Chisinau/Republic of Moldova, 9-11 October, 2019, p. 227.

— POGREBNOI, V., STINGACHI, E., MACAEYV F. Synthesis of novel amide derivation of
dehydroabietic acid. In “Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry”, International
Conference, Chisinau/Republic of Moldova, 9-11 October, 2019, p. 234.

— POGREBNQOI, V., STINGACHI, E., SUCMAN, N., MACAEYV F. The first example of
spirocyclopropaneoxindole functionalized by dehydroabietic acid. in “Achievements And
Perspectives Of Modern Chemistry”, International Conference, Chisinau/Republic of Moldova,
9-11 October, 2019, p. 235.

Conducatorul proiectului

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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Anexanr. 3

Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale

Nume, prenume participant, date privind manifestarea stiintifica (denumire, data, loc), titlul comunicarii

sustinute.

Conducatorul proiectului

Sucman Natalia, Conferinta Internationala “Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry”, 9-11
October, 2019, Chisinau, Moldova:
o Interaction features of 2-hydorxy-juglone with perillaldehyde.
o Diastereomric separation of the derivatives of potential anti-HIV agents.
Pogrebnoi Vsevolod, Conferinta Internationald “Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry”, 9-
11 October, 2019, Chisinau, Moldova:
o The first example of spirocyclopropaneoxindole functionalized by dehydroabietic acid.
o Synthesis of novel amide derivation of dehydroabietic acid.
Macaev Fliur, Conferinta Internationald “Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry”, 9-11
October, 2019, Chisinau, Moldova:
o The influence of cis-methyl 5'-chloro-2'-oxospiro[cyclopropanel,3'-indoline]-2-carboxylate
on the activity of some phytophotogenic viruses.
Bilan Dmitri, Conferinta Internationald “Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry”, 9-11
October, 2019, Chisinau, Moldova:
o Synthesis of enatiomerically pure highly functionalised spiro-[indolin-3,3'-pyrrolizin]-2-
ones.
Sucman Natalia, 21st Central European NMR Symposium & Bruker Users Meeting, 4-5 September 2019,
Belgrad, Serbia:
o The use of NMR analyzes in determination of some unusual products of reactions.
o The identification of the structure of new 2-hydroxyjuglone derivative.
2nd International Congress on Engineering and Life Science, Kastamonu, Turcia, 11-14 April 2019:
- Synthesis and Separation of the Spiro[oxindole-cyclopropane] Diasteriomers with Anti-
HIV-1 or Anti-HIV-2 Activity.
- Interaction of 2-hydorxy-juglone with Different Aldehydes in the Presence of Hantzsch

Ester.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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