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Tuberculoza este o baalinfegioasi contagioa® cauzai de Mycobacterium
tuberculosis o bacterie patogéraerola. Boala evolueazin fungie de integritatea sistemul
imun al gazdei are eliminarea imediata agentului patogegi/sau inducerea unei ast
latente, sau dezvoltarea unei boli active. In 199B|S a declarat tuberculoza o probkem
urgent de sinatate publié la nivel mondiaf

In prezent, tratamentul tuberculozei se bazepg dod grupe de medicamente:
tuberculostatice majore caracterizate de o efigtitcrescut si toxicitate acceptalil
(izoniazida, rifampicina, streptomicina, etambufiobirazinamida)si tuberculostatice minore
caracterizate de o eficacitate mai redgau o toxicitate mai mare (de ex. kanamicina,
etionamida, tiacetazona, rifabutia.).

Izoniazida (INH), hidrazida acidului izonicotinieste unul dintre medicamentele cu
eficacitate crescatimpotriva bacteriiloMM. tuberculosiscu metabolism actigi/sau aflate in
faza de multiplicar,si este mai ptin activa impotriva bacteriilor dormantelzoniazida
patrunde n celula micobacteriarprin difuzie pasig prin peretele celular. in interiorul
celulei, ea este activatle d@tre catalaz-peroxidaza micobactetigiKatG)® Formele active
ale izoniazidei manifest efecte diferite asupra sintezei acizilor micolcare intd in
componera peretelui bacterian, asupra reflic si transcripiei acizilor nucleicisi asupra
metabolismului respirator bacterian. Mecanismuadeine al izoniazidei este foarte complex
si, pani in prezent, nu este complet elucitfat.

Activitatea izoniazideisi toxicitatea ei este influgati de metabolismul ei in
organismul uman. Calea principalde metabolizare a acestui medicament presupune
acetilarea deatre N-acetiltransferaze (NAT). Metabolitul format, atiebniazida (AcINH),
este metabolizat Tn continuare in acetilhidrazign in diacetilhidrazia, ultima fiind
considerat non-toxic.?® Metabolismul izoniazidei este influgn de polimorfismele genelor
ce codifia@ NAT. Prezera diferitelor polimorfisme determin difererte in activitatea
enzimati@ a NAT-lor si un profil acetilator individual. Astfel, popula umarm poate fi
clasificati Tn acetilatori lefi, intermediari si rapizi’® Acetilarea rapid a izoniazidei
micsoreaz concentrga substatei activesi afecteaz eficiena terapiei, in special in cazul
pacienilor cu doze sptimanale unice. La polul opus, Tn cazul acetilatofgoti creste riscul
apariiei efectelor adverse determinate de acumulareabuktilor toxici ai izoniazidei, de
exemplu hepatotoxicitat€d.

Conform datelor din literatédr modificarea moleculei izoniazidei prin @di unei
grupari functionale la unitatea hidraziriicar putea bloca acetilarea acestui medicament de
citre NAT, influenfandu-i activitateai toxicitatea®

Scopul acestei teze a constat in sintgzaaracterizarea de noi derivai izoniazidei
pentru Tmbuatatirea terapiei antituberculoase a acetilatorilotilen

Obiective:

1. Analiza corelgilor genotip / fenotip / parametri farmacocinetiprivind genele
implicate Tn metabolizarea medicamentelor antitcbease.

2. Sintezasi bioevaluarea unor noi comguderivai ai izoniazidei cu potgrala activitate
antimicobacteriain

Teza de doctorat este structarat dow parti: partea teoreticcare cuprinde datele din
literatura de specialitate, reprezentative pergnoa abordat si partea origina care prezirit
rezultatele cercetii realizate in cadrul temei de doctorat.
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Partea teoretic este constituit din trei capitole. In capitolul | sunt redate date
referitoare la tuberculdz agentul 3u etiologic, Mycobacterium tuberculosis si
particularititile sale, transmiteregi mecanismul bolii, dasi schemele actuale de tratament,
medicamentele utilizatei rezistena la acestea. Al doilea capitol este dedicat izodé,
medicamentul cel mai des utilizat in tratamentbletculozei, mecanismubs de agune si
rezistema la acest medicament, dar metabolismul izoniazideisi implicatiile lui Tn
dezvoltarea unor efecte adverse care inflegz tratamentul antituberculos administrat, la fel
casi factorii determinati. De asemenea, in acest capitol sunt pregedifariti derivai ai
izoniazidei descsi Tn literatura de specialitate, metodele deirsdye si activitatea lor
biologica. Cel de-al lll-lea capitol este dedicat metaboliimmedicamentelor, fiind descrise
pe scurt regdle principale ale celor dau faze convetionale ale metabolismului
xenobioticelor, factorii care influg@az metabolismul medicamentelorsi rolul
metabolismului n toxicitatea indusle medicamente. De asemenea, sunt prezentateaieetod
de studiu a metabolismului medicamentgla toxicittii induse de acesta.

in partea a doua a tezei de doctorat sunt preeergatltatele originale obute in
cadrul tezei de doctorat. Aceasta parte a tezel eststituid din sapte capitole, ultimul
capitol fiind dedicat materialelar metodelor utilizate.

Capitolul IV. Polimorfismele NAT si Statutul Acetilator al Pacientilor cu
Tuberculoza

Acest capitol preziftin prima parte analiza corg@lbor genotip / fenotip / parametrii
farmacocinetici privind genele implicate in metabalea medicamentelor antituberculogise
stabilirea polimorfismelor genelddAT responsabile de efectele adverse ale izoniazidei 1
populgia din Romania. A doua parte a acestui capitol eselectarea unor linii celulare ce
pot fi utilizate Tn evaluarea biotransfoirm si eliminarii substamelor noi sintetizate in cazul
pacienilor cu un profil acetilator responsabil de efeetatlverse ale izoniazidei.

Polimorfismele genetice al&l-acetiltransferazelor influgeaz puternic timpul de
Tnjumatatire al izoniazidei, rata de acetilare avand un te$eennificativ asupra concentied
de medicament liber in plagngi asupra timpului de Tnjuatatire in circulaie, darsi asupra
efectul bactericid timpuriu al izoniazidei asupvia tuberculosis De asemenea, tratamentul
tuberculozei cu izoniazidpoate determina apad unor efecte adverse cum sunt tufiols
hepaticesi neurotoxicitatea periferic Astfel, pentru realizarea primului obiectiv amamat
polimorfismele geneloNAT responsabile de efectele adverse induse de izdaikz 37 de
pacieni diagnosticé cu tuberculoz pulmonas, cu sauira efecte adverse.

Evaluarea polimorfismelor gen®AT1 a evidemat prezema a doé polimorfisme
situate Tn regiunea promotoare>-T si C*°—T, a polimorfismelor non-sinonime*&—A
(Val**>lle), G°-A (Arg*®"—Gln) si G**°>T (Sef**—Ala) si a polimorfismului sinonim
G*SA (Thr'** = Thr). Polimorfismele G*-T, C*¥-T, G**5A, G- T si G*°-A au
fost asociate alelelAT1*11, iar a polimorfismul &°-A alelei NAT1*14 Astfel, 16,22%
din pacienii studigi prezin& un genotip heterozigoNAT1*11/*4 iar 2,7% — genotip
heterozigotNAT1*14/*4 ceilati pacieni (81,08%) fiind homozigt NAT1*4 in cazul a doi
pacieni au fost detectate mutaale geneiNAT11n poziiile C**—T (heterozigotki C***-T
(homozigot).

in cazul geneNAT2s-a evidetiat prezera a polimorfismului €T (lle*— lle) la
51,35% din paciei a polimorfismelor #—C (lle"**>Thr) si C***5T (Leud®— Leu) in
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72,97% din cazurii a polimorfismului G*—A (Arg'®— GIn) la 45,95%. Astfel, 27,03%
din lotul de studiu preziat genotip NAT2*5 homozigotsi 10,81% — genotipNAT2*6
homozigot, doar 5,4% fiind homoziggentruNAT2*4. Ceilati pacieni au prezentat genotip
heterozigot pentrtdAT2*5/*4 (27,03%) NAT2*6/*4 (10,81%)si NAT2*5/*6 (18,92%).

Conform datelor din literatdr genotipul NAT2*4, considerat tipul @batic, este
asociat cu un fenotip acetilator rapid. Preaen polimorfismelor NAT2
(heterozigot/homozigot) modificacest fenotip in intermediar/lent.

Din cei 37 de pacien cu tuberculoz luai Tn studiu, 24 au prezentat r@ac
hepatotoxice dup administrarea medigai antituberculoase. Analiza gendtia constatat
modificari fata de gena de referih NAT2 care incadredaz21 de pacien in genotipul
acetilator lent, in timp ce doi pacterau prezentat genotip acetilator intermediar, unul
prezentand genotip acetilator rapid. In ceea ceegié genotipulNAT1, doar 18,92% din
pacienii genotipai au prezentat polimorfisme heterogene, inregisiuése, de asemenes,
dowa cazuri de mutd ale geneiNATL in poziiile 309 si 383, prezeta acestor polimorfisme
nefiind corelate cu efectele adverse induse dartrantul antituberculos administrat.

Desi majoritatea pacigilor care au prezentat efecte adverse hepatotgieznt si
un genotip acetilator lent, in unele cazuri hemedcitatea pare a fi determiriadie ati factori.
Analiza modificrilor genetice la nivelul altor gene implicate in etabolizarea
medicamentelor antituberculoase ar putea relevibifgle cauze de modificare a vitezei de
metabolizare a izoniazidei in cazul celor trei pagtice nu prezirit un genotip acetilator lent,
nsa prezink reacii hepatotoxice. De asemenea, hepatotoxicitateasinde izoniazid poate
fi amplificati si de terapiile asociat®! Pe de alt parte, fenotipul este rezultatul
interagiunilor dintre structura geneticsi mediu, astfel, acesta nu este intotdeauna in
concordari cu genotipuP?

in scopul seleatii unui model de studiu pentru evaluarea biotrarsdrii si
eliminarii substarelor noi sintetizate in cazul unor profile acetlte responsabile de
efectele adverse ale izoniazidei am determinanmfismele geneloNAT1si NAT21n trei
linii celulare derivate dinesut intestinal, Caco-2, HCTs8HT-29, si o cultuia celulaé nou-
initiata, 1002_TACI.

Cele patru linii celulare analizate a¢omalele de tip &batic pentruNATL Tn cazul
geneiNAT2 au fost detectate diferite polimorfisme. In lieicelulare HT-2%i 1002_TACI
au fost detectate 2 polimorfisme homozigofé'HC si C*** T, caracteristice pentru alela
NAT2*5 in timp ce in liniile celulare Caco-@ HCT-8 au fost detectate polimorfismele
homozigote 5T si G>* A, caracteristice pentru aleMAT2*6 Astfel, cele patru linii
celulare analizate au un genotip acetilator leataddintre ele coninand aleleNAT2*5, iar
celelalte doa — alele NAT2*6. Aceleai alele au fost detectate in cazul paglen din
Roméania cu tuberculéz ce prezini efecte adverse hepatotoxice la administrarea
tratamentului antituberculos. Deoarece cele paini telulare analizate prezihtdoui
variante alelice diferiteNAT2*5 si NAT2*6, pentru studierea potgalelor ci metabolice a
noilor derivai ai izoniazidei au fost selectate doar #olinii celulare. Linia celulax
initializata, 1002_TACI, nefiind o linie stali) prezint o populaie celula& eterogeé cu un
timp mare de dublare a poptia. Linia celulaé Caco-2, dg este mai des utilizatin cadrul
studiilor de metabolism, are o periaadke dublare a populai de aproximativ 62 de ore, spre
deosebire de liniile HCT-8 HT-29 care sunt caracterizate de un timp de aaldgpopulaei
de 18 orssi, respectiv, de 19 ore. Astfel, s-a considetatidizarea liniilor celulare HCT-8,
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homozigoi pentru alelaNAT2*G si HT-29, homozigat pentru alelaNAT2*5 reduce
numarul variabilelor in realizarea experimentelor cenaaz.

Capitolul V. Sinteza unor Noi Compui cu Potertiala Activitate Antituberculoasa
si Caracterizarea lor Structural a

Majoritatea derivalor izoniazidei raportgd in literatui manifesi activitate
antituberculoas inclusiv impotriva tulpinilor deM. tuberculosisrezistente la izoniazig
dupi hidroliza acestorasi eliberarea principiului activ in micromediul badan>®"°®
Deoarece, in majoritatea cazurilor gigesunt evalu@ doar din punct de vedere al actixii
lor antimicobacteriene sau antimicrobien&afa se analiza impactul lor asupra celulelor
eucariote, unul dintre obiectivele propuse in addaz este sinteza de noi congpulerivai
ai izoniazidei, cu poterala activitate antimicobacterién si bioevaluarea lor. Pentru
realizarea acestui obiectiv au fost sinteti2@ noi deriva ai izoniazidei (schema 35) care au
fost evalud din punct de vedere al actisii antibacteriene NI. tuberculosissi alte tulpini
non-tuberculoase), a posibileloriicde metabolizare, a citotoxigiti (prin evaluarea
capaciitii de inducere a apoptozai)a influentei asupra ciclului celular.
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Schema 35. Derivgai izoniazidei noi sintetiza

Derivaii N'-[1-amino-1-mercapto-3-(fenp-substituit)-alil]-hidrazidici [NH-TCA )
ai acidului izonicotinic au fost elnuti printr-o reatie simph de cuplare a izoniazidei cu
tioamide o,B-nesaturate (amute conform metodei descrise de Pappaf&fioStructura
chimica a derivailor INH-TCA 1-5 a fost confirmat prin spectroscopie de rezoman
magneti@ nucleaii si prin analiza elemental Spectrele protonice al®&’-[1-amino-1-
mercapto-3-(fenip-substituit)-al-1-il]-hidrazidelor acidului izonitmic INH-TCA 1-5
prezint semnale caracteristice protonilor hidrazidici (NHH) sub fornid de doi single la 6
= 10,06 — 10,10 ppmi 6 = 9,52 — 9,56 ppm, respectiv. Atieprotoni sunt deuterabili. Pe
langi aceste semnale, se disting, de asemenea,tsipgitonului grugrii tiolice (SH) lad =
9,23 — 9,30 ppmgi a grugrii amino (NH2) las = 4,52 — 4,57 ppm.
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Izonicotinoilhidrazidele acizilor 2-(fenoximetil-gubstituit)-benzoici INH-AC) au
fost oltinute ca rezultat al tradi izoniazidei cu cloruri acide brute la temperatcamerei in
diclorometan. Produi de rea¢ie au fost sepatiasi purificati pe coloane cromatografice cu
silica gel, utilizand un amestec de dicloromegaacetat de etil in gradient de concefi¢ra
Structura compilor formati a fost determinét prin spectroscopie de rezomg@amagnetié
nucleass, spectroscopie in infrago si prin analiza elemental Spectrele’H RMN ale
compuilor INH-AC 1 — INH-AC 3 prezint semnale caracteristice protonilor hidrazidici
(NH-NH) sub forna de doi single la 6 = 10,11 — 10,96 ppmi respectivé = 9,72 — 10,55
ppm, in timp ce in cazul comglor INH AC 4 — INH-AC 6 se obser¥ un singur semnal
corespunitor protonului din gruparea hidrazidi¢gNH-N), 6 = 8,53 — 11,97 ppm. Astfel,
compusul majoritar format in cadrul figei reacii este o hidraziadl N-substituit a acizilor 2-
(fenoximetil-4-substituit)-benzoici, Tn timp ce piesul secundar este o hidrazith,N'-
disubstituiti. Pentru confirmarea structurii dertilar N,N’-disubstituii, compusullNH-AC 6
a fost analizati prin spectroscopie de madiind observat apartia unui pic corespuraror
ionului molecular 614,1 [M+H], ceea ce confifnmasa moleculara acestui compus.

Derivatul izoniazidei N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidroH-pirazol-4-il)-3,5-
dinitro-4-[N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamiddNH-AP ) a fost oltinut in urma unei
reagii de cuplare a 4-clordd-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidroH-pirazol-4-il)-3,5-
dinitro-benzamidei cu izoniazida. Structura acestampus a fost confirmat prin
spectroscopie de rezonanmmagnetid nuclea#i, spectroscopie in infrago si prin analiza
elemental.

Hidrazidele 2-hidroxi-triciclo[7.3.1%]tridec-13-ilidenice ale acidului izonicotinic au
fost olinute prin condensarea unor 2-hidroxi-triciclo[ 1.8 “|tridecan-13-one (dinute prin
reagia Michaef®) cu izoniazida prin refluxare in metanol. Struatehimic a noilor deriva
ai izoniazidei a fost confirmatprin spectroscopie de rezom@armagnetid@ nuclead si
spectroscopie in infraga. Spectrele'H-RMN ale tuturor compgilor au prezentat cate un
singlet laé = 10,25 - 10,47 ppm, care corespunde protonutirazidic NHsi un singlet lad =
4,09 — 4,45 ppm ce corespunde protonului din geghardroxilic.

Capitolul VI. Studiul Activit atii Antibacteriene

Activitatea antimicobacteri@na noilor compsi sintetizai a fost testat pe o tulpii
clinici deM. tuberculosisonform metodei raportate datie Franzblagi colaboratorii>™

La testarea actitii antimicobacteriene aN’-[1-amino-1-mercapto-3-(fenp-
substituit)-alil]-hidrazidelor acidului izonicotiai(INH-TCA ) s-a evidefiat compusullNH-
TCA 1 care a prezentat cea mai Buattivitate antiMycobacterium tuberculosigoncentraa
minima inhibitorie (CMI) fiind de 0,391ug/mL), urmat de compt INH-TCA 3 si INH-
TCA 5 (CMI = 0,0781ug/mL). Din aceagt serie de compiy INH-TCA 2 a prezentat cea
mai slafa activitate (CMI = 6,25ug/mL). Peretele celular al micobacteriilor prezinin
gradient de fluiditate orientat opus Tn compiarecu alte bacterii gram-negative, stratul
interior fiind caracterizat de o fluiditate auta determinat de modul de Tmpachetasede
structura acizilor micolici, iar stratul exteriorde o fluiditate mai mare datariprezenei
glicolipidelor® ceea ce asigarpermeabilitatea $zuti a peretelui celular micobacterian.
Astfel, deoarece atomul de clor deterinioresterea lipofiliciiti moleculei, inducand o
partitie mai mare a compusului clorurat in faza ligol membranei celulare, activitatea
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antimicobacteriaih scizuti a compusuluilNH-TCA 2 poate fi explicat patial prin
lipofilicitatea acestuia.

In cazul derivdlor izoniazidici ai acizilor 2-(fenoximetil-4-sulituit)-benzoici (NH-
AC), nici unul dintre commpii testgi nu a prezentat activitate antimicobactefiala
concentrgile testate, cu excefp compusulINH-AC 6 care a inhibat dezvoltarel!.
tuberculosisla o concentige de 6,25ug/mL. N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-H-
pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamid#@NH-AP ) a prezentat,
de asemenea, o0 activitate antimicobactérrmoderai (CMI = 6,25ug/mL), fapt ce poate fi
explicat prin volumul mare al radicalul din ppaipara a inelului benzenigi prin prezera a
doua grupiri nitro (acceptoare de electroni).

Hidrazidele 2-hidroxi-triciclo[7.3.1%]tridec-13-ilidenice ale acidului izonicotinic
INH-TCT au prezentat cea mai Buractivitate antimicobacterial dintre derivai noi
sintetizai in cadrul studiului nostru. Din aceasterie de compty cea mai buf activitate a
fost observat in cazul compgilor INH-TCT 2, INH-TCT 3, INH-TCT 4 si INH-TCT 5
(CMI = 0,195pug/mL), urmai de compusulNH-TCT 7 (CMI = 0,391pg/mL), cei mai ptn
activi fiind compgii INH-TCT 1 si INH-TCT 6 (CMI = 0,781 pg/mL). Majoritatea
derivgilor de izoniazid sunt activé Tnainte de a ajunge in mediul intracelular mictbaan,
activarea lor implicand formarea unor specii intediare electrofile, care se transfarim
radicali acilsi agioneaz similar formelor active ale izoniazid®’*®*Prezera legiturii duble
n hidrazone crge eficiena antituberculoasdatori hidrolizei usoare a acesteia eliberarea
izoniazidei Tn celdl, fapt ce poate explica activitatea mai mare avagior 2-hidroxi-
triciclo[7.3.1.G Jtridecan-13-onici NH-TCT) in comparde cu ceilafi derivai ai
izoniazidei sintetizg si evaluai in cadrul studiului nostru.

Astfel, compuii noi sintetizai prezin& o activitate antiMycobacterium tuberculosis
buri, comparabil cu cea a altor deriviaai izoniazidei prezentain literatu, majoritatea
inhiband dezvoltarea micobacteriilor la concegiitnmai mici de 6,25ug/mL, concentrge
care este conside#iatle atre Programul Global pentru Descoperirea de Noi iv@dente
AntiTuberculoaseGlobal Program for the Discovery of New Anti-Tuhéasis Drug$ drept
pragul superior pentru evaluarea noilor agenti-M. tuberculosi$>®

Pentru a stabili daccompuyii noi sintetizai agioneaz si asupra altor specii de
bacterii decéat cele ce cauz&dmberculoz acatia au fost testape alte tulpini de bacterii,
non-tuberculoase, Gram-pozitiveGram-negative, izolate din specimene clinice.

Dintre derivaii tiocinamamidici, compusul cu activitatea antitexara cea mai mare
a fostINH-TCA 2, substituit cu un atom de clor in pgaipara (activ impotriva tuturor
tulpinilor bacteriene testate), urmatltNH-TCA 1 si INH-TCA 4. Tati compuii din aceast
serie,INH-TCA , au eficacitate crescutomparativ cu izoniazidg tioamidele din care au
derivat, cu excega compusuluiNH-TCA 5.

Compusul INH-AC 6 a fost cel mai eficient dintre derma acizilor 2-
fenoximetilbenzoici 4-substittlj inhiband dezvoltarea majatiti tulpinilor testate.
Activitatea antibacteriana sé@zut in sensulNH-AC 6 > INH-AC 3 > INH-AC 4 > INH-
AC 5 > INH-AC 2 > INH-AC 1. HidrazideleN,N’-disubstituite ale acizilor 2-(4-substituit-
fenoximetil)-benzoicilNH-AC 4 — INH-AC 6 au prezentat o activitate antibactefianai
bura decét hidrazideltNH-AC 1 —INH-AC 3 N-monosubstituite corespuitpare.

10
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N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-N-(piridin-4-
carbonil)hidrazino]-benzamiddNH-AP) nu a prezentat activitate antibactefigne tulpinile
testate.

Dintre derivaii 2-hidroxi-triciclo[7.3.1.G"Jtridecan-13-onici, INH-TCT , cea mai
bura activitate antibacteri@gna fost demonstratde étre compusulNH-TCT 6, urmat de
compuyii INH-TCT 3, INH-TCT 4 si INH-TCT 5. Activitate antibacterial mai slala au
avut compsii INH-TCT 1 si INH-TCT 7.

in concluzie, compusuNH-AC 6 a prezentat cea mai buactivitate antibacterial
dintre noii derival ai izoniazidei sintetizain cadrul studiului nostru.

Capitolul VII. Studii asupra Mecanismului de Metabolizare a Noilor Derivati ai
Izoniazidei

Analiza influenei unui compus asupra nivelului de expresie al realor
metabolizatoare permite evaluarea priinarilor de metabolizare a acestuia. Astfel, pentru
identificarea modurilor posibile de degradaresliminare a noilor comp sintetizai, am
evaluat efectul acestora asupra nivelului de exprasunor gene implicate Th metabolismul
substarelor farmacologice in cele ddmodele de studiu selectate, HCF-8T-29.

Noii compui au influentat in mod diferit nivelul de expresie al geneloXT1si NAT2
n liniile celulare HT-2%i HCT-8. INH-TCA 1, INH-TCA 2 si INH-TCA 3 au determinat
cresterea nivelului de expresie al genebdAT1si NAT2Tn ambele linii celulare, Tn timp ce
INH-TCA 4 a crescut expresia genelAT in celulele HT-29, iatNH-TCA 5 a determinat
cresterea nivelului de expresie al gemMeAT21n celulele HCT-8. Expresia gendAT1a fost
crescul de majoritatea derividor acizilor 2-fenoximetilbenzoicilNH-AC , n linia celula#
HCT-8 (excepge ficandINH-AC 1) si de compuyii INH-AC 2, INH-AC 3 si INH-AC 6 in
linia celulat HT-29. ExpresidNAT2a fost crescdtde cGtre tai compuii, cu excepia INH-
AC 21n celulele HCT-8i INH-AC 1 in ambele linii testate. in general, expresia géer2
a fost mai puternic influgati de cétre derivaii acizilor 2-fenoximetilbenzoici 4-substitilin
linia celulai HCT-8, NAT2*6 homozigos, decéat in linia celular HT-29, NAT2*5
homozigoi, cu excepa compusuluiNH-AC 6. In cazul derivatului antipiriniclliH-AP ) s-

a remarcat ckerea semnificativa nivelul de expresiBlAT21n linia HCT-8 comparativ cu
HT-29. Derivaii triciclo[7.3.1.0*Jtridecan-13-onici au crescut nivelul de expresigenelor
NAT1si NAT2in linia celulai HT-29, nivelulNAT2fiind foarte puin afectat de compusul
INH-TCT 4. in linia celulaid HCT-8, expresiadNAT1a fost crescitde dtre compuyii INH-
TCT 2, INH-TCT 3, INH-TCT 4 si INH-TCT 6, in timp ce nivelul de expresie al genei
NAT2a fost crescut deate INH-TCT 4, INH-TCT 5 si INH-TCT 6.

Astfel, compuii INH-TCA 1, INH-TCA 2, INH-TCA 3, INH-AC 3, INH-AC 4,
INH-AC 5, INH-AC 6, INH-AP, INH-TCT 5 si INH-TCT 6 ar putea fi utiliza pentru
Tmburatatirea metaboliarii izoniazidei la acetilatorii lefn, in special derivié INH-TCA 3,
INH-AC 5 si INH-AP care au indus o gstere mai mare a expresiei gemMéAT2 Dintre
derivaii ce au prezentat o activitate antimicobacteriaom, compyii INH-TCT 4, INH-
TCT 51 INH-TCA 1 au indus o gpari crestere a expresiei geneldbrAT1si NAT2 sugerand
o raé mai burd de metabolizare decét izoniaziglaprin urmare, poate fi asociat cu un risc
mai sézut de apatie a efectelor secundare ce ar putea fi indusedmalarea metabaiior
formai. Un comportament similar a fost obseryigin cazul compsilor INH-TCA 3 si INH-
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TCT 6, care prezirit, de asemenea, o valoare CMI burontraM. tuberculosis Aceste
rezultate sugereaza acati compui ar putea fi mai bine toletiadecat izoniazida.

Pentru a determina alteiicposibile de metabolizare a noilor compsintetizai,
diferite de cele ale izoniazidei, am evaluat exjrgsa altor gene implicate metabolismul
medicamentelor.

Enzimele citocromului P450 sunt responsabile deabwismul a doai treimi din
medicament&®® Ele joad un rol important atat in reglarea durageia intensidtii actiunii
medicamentelor, c&t in detoxifierea sau activarea lor. in organismnuian, izoniazida inhib
mai multe enzime ale complexului CYP450 de tip 184, 2C, 2Esi 3A, crescand
concentrga plasmati@ a altor medicamente poteéd hepatotoxice. lzoniazida inkib
reversibil activitatea CYP2C19 CYP3A4 la concenttd relevante clinic (picul concentriai
plasmatice al izoniazidei plasandu-se in jur de-JBDuM) si inactiveaz mecanic CYP1A2,
CYP2A6, CYP2C1%i CYP3A4 in microsomii umani (metabgiiformati de ctre aceste
enzime se ledgdirect si inhiba ireversibil enzima, blocand situsul catalifi¢f. Astfel,
izoniazida interfet in metabolismul a numeroase medicamente cum suaitbina, warfarina,
carbamazepina, primidonul, tolbutamida, benzodiesdp, etc., inhiband activitatea
enzimelor CYP1AZ2° CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2KilCYP3A45%°
Analiza efectului izoniazidei asupra nivelului dgpeesie al izoformelor CYP in liniile
celulare HT-2%i HCT-8 a evidenat o s@dere a nivelului de expresie al genel¥P1Alsi
CYP2C19in ambele linii celulare utilizatg o crestere a nivelului de expresie@YP3A4in
linia celulai HCT-8 in urma unui tratament cu 50 pg/mL izoniazichp de 24 de ore.

In ceea ce privge agiunea compsilor evaluai in cadrul studiului nostru, cel mai
puternic a fost influegata expresia geneCYP1A1 Expresia acestei izoforme a fost indlde
majoritatea compulor in ambele linii celulare analizateCYP1ALl fiind implicat n
biotransformarea moleculelor aromatice, cu exedplH-TCA 5, care a determinat o&tere
a expresiei genice@YP1Alin ambele linii celulare similar izoniazidei,a INH-TCA 1 care
a indus o sidlere a expresiei acestei gene doar in celulele HT-2

In ceea ce priwge nivelul de expresie al izoform@YP2C19implicati, de asemenea,
Tn metabolismul compilor aromatici, acesta a fost influgn in mod diferit Tn cele dadinii
celulare. Derivai tioamidici au determinat o cgtere a nivelului de expresie al genei ce
codifica CYP2C19in ambele linii analizate, cu exagp compusuluilNH-TCA 5 care a
determinat o gpai scdere a expreisieCYP2C19n celulele HT-29. Tow, expresia acestei
gene a fost mai puternic indu#n celulele HCT-8, decéat in celulele HT-28lH-AC 1 a
determinat o crgere a expresigCYP2C19n linia celulai HT-29, iarINH-AP si INH-TCT
1 au indus siderea acesteia in linia celdaddCT-8. Ceilali derivati izoniazidici analiza au
indus cragterea expresiei geniceGYP2C19n celulele HCT-8i scaderea acesteia in celulele
HT-29. Influena diferiti asupra expresiei genice @QYP2C19in cele doa linii celulare
utilizate poate fi cauzatde prezeta unor locusuri polimorfice diferite.

Desi celulele HCT-8 netratate nu expér@YP3A4 compuii INH-TCA 2, INH-TCA
4, INH-TCA 5, INH-AC 6, INH-TCT 1, INH-TCT 6, INH-TCT 7, inclusiv izoniazida, au
determinat o crgere a nivelului de expresie al acestei gene. hulceelulelor HT-29, care
exprima izoformaCYP3A4 nivelul de expresie al acestei gene a fost ctedeutre INH-
TCA 3,INH-TCA 4, INH-TCA 5, INH-AC 1 si INH-AC 6, si scizut de compsii INH-AC
2si INH-AC 5, derivaii INH-TCT neinfluenand expresia acestei gene.
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Cresterea expresiei genice a enzimelor CYP deterrhidat noii derivd analizai
indica o posibik implicare a acestor izoforme in metabolismul respidor compui.
Enzimele citocromului P450 sunt responsabile deontajea reatlor ce au loc in | faz a
metabolismului medicamentelgrrau drept scop introducerea in molecula compusulumor
grupiri functionale noi care ar facilita eliminarea acesfiifaAstfel, una din gile posibile de
metabolizare a noilor deriyiaai izoniazidei implié@ oxidarea sau reducerea acestoraatie c
enzimele citocromului P450.

Dintre enzimele implicate in faza a Il a metaboliim s-a analizat nivelul de
expresie al glutationStransferazei 3 GSTA3J, glutation Stransferazele (GST) fiind
responsabile de conjugarea medicamentelor cu glatdf readie ce reprezirituna din dile
majore de metabolizare a medicamentelor, metabakzultat caracterizandu-se printr-o
hidrofilicitate mirita si o eliminare rapid din organisn?’* in ambele tipuri de culturi celulare
expresiaGSTA3a fost indus de derivai tioamidici, cu excepa compgyilor INH-TCA 4 si
INH-TCA 5 in linia celulai HT-29. Dintre ceilai compui studiai, expresiaGSTA3a fost
crescui de ctre INH-AC 5 si INH-TCT 3 in HT-29si de atre INH-AC 6, INH-TCT 4 si
INH-TCT 6 in HCT-8. Efectul derivélor tioamidici asupra expresiei GST poate fi egati
prin faptul & aceste enzime catalizéareadii de izomerizaré® derivaii INH-TCA fiind
obtinuti si analizai sub forma unor amestecuri E/Z. Enzimele GST gsumplicate, de
asemenegj in reagii de conjugare a subst@tor cu glutation, facilitand eliminarea acestora
din organism, inclusiv a deritibor acidului cinamic® Pe de aft parte, enzimele GST sunt
implicate si in alte procese non-enzimatice, printre care sunproliferarea celular si
apoptoza&>?

Capitolul VIII. Studiul Activit atii Citotoxice a Noilor Compusi Sintetizati

Citotoxicitatea noilor deriva ai izoniazidei a fost analizaprin evaluarea capasiti
de inducere a apoptozei, discriminarea dintre eehilactesi cele apoptotice fiind realizat
prin citometrie de flux utilizandu-se marcarea aeyani V-FITC si iodura de propidiu.

Dintre N'-[1-amino-1-mercapto-3-(fenil-p-substituit)-aliljdrazidele acidului
izonicotinic (NH-TCA ), compusul cel mai toxic a foBfIH-TCA 2, care a indus necroza in
23,7% celulssi apoptoza in 20,93% la conceniaade 25 pg/mL, urmat de compugiH-
TCA 5 (necroza — 28,3%; apoptoza — 24,41ogompusullNH-TCA 3 (necroza — 28,5%;
apoptoza — 17,16%), ambele fiind testate la o aunaee de 50 pg/mL. Cel mai gia toxic a
fost compusullNH-TCA 4. Toxicitatea compilor derivailor izoniazidici ai acizilor 2-
(fenoximetil-4-substituit)-benzoicilH-AC ) a fost evaluatla 24, 48si 72 de ore. Cel mai
toxic a fost compusuNH-AC 4, urmat de compi INH-AC 6 si INH-AC 5. Tratamentul
celulelor HT-29 cUNH-AC 4 timp de 24 de ore nu a evidext un efect toxic. Tow, la 48
de ore, numai 70,6% dintre celule erau viabilelaar2 de ore viabilitatea celulelor aasat
pari la 43%. Tratamentul celulelor cu 1Q@/mL N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-
1H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamidéNH-AP) timp de
24 ore a indus necroza in 88,@P&apoptoza in 10,04% din celule tratate, fiind mmdi toxic
decat precursorii & Dintre hidrazidele 2-hidroxi-triciclo[7.3.1%0Jtridec-13-ilidenice ale
acidului izonicotinic NH-TCT ) cel mai toxic a fost compusUiNH-TCT 6, care a indus
apoptoza in 35% din celulele tratate, urmat de egmpNH-TCT 4 (induce apoptaz in
12,41% celuleki INH-TCT 2 (induce necroza in 13,6% celule). Cel matfipuoxic este
compusulNH-TCT 3.
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Citotoxicitatea acestor comgua fost evaludt si la nivel molecular prin analiza
nivelului de expresie al caspazelor 3, & 8, implicate in infiereasi propagarea apoptozei,
si a proteinelor Bax, Bcl-2i Mcl-1, implicate in procesul de reglare a acestéictivarea
caspazei efectoare 3 poate fi indlpe calea extrinséqrin intermediul familiei de receptori
TNF, FADD si caspaza 8, sau pe calea intririspan intermediul caspazei 9 actigate ctre
citocromul c, eliberat din mitocondrijii APAF-1.

in cadrul studiului nostru, influga izoniazidei asupra nivelului de expresie al
caspazelor analizate este mih@eea ce se corelgazu toxicitatea ei szuti. Pe de ait
parte, creterea nivelului caspazei 9 déte tgi derivaii tioamidici indica o activare a
apoptozei pe calea intringecToxicitatea compusuluiNH-TCA 2 poate fi explicat prin
cresterea nivelului de expresie al caspazeler B, acest compus determinagiccel mai mare
nivel de expresie al caspazei 9 ca rezultat armantului cu 2ug/mL de compus timp de 24
de ore, spre deosebire de ceildérivai izoniazidici testd la o concentrge de 50ug/mL.

Dintre derivaii acizilor carboxilici, compusullNH-AC 4 a determinat expresia
crescui a caspazei 9 care poate fi asacied activarea apoptozei pe calea intridsdesi
tratamentul celulelor cu compudiNH-AC 4 timp de 24 de ore induce modiicfenotipice
minore, expresia cresuta nivelului de ARNm a caspazelorsB7 prezice fenomenul de
apoptoz observat la 48i 72 de ore.

in cazul compusuluiNH-AP nivelul crescut al caspazei 3 indus de tratamentB0
ug/mL compus poate explica piat efectul toxic (apoptoza tarzie) al acestui casipbservat
prin citometrie in flux. Totgl, tratamentul cu 10Qg/ml INH-AP a determinat necroza a 88%
din celule, acest proces fiind mediat prin altede semnalizare decat cele analizate.

Derivaii triciclotridecanonici au determinat o gtere a nivelului de expresie al
caspazelor 31 9, cu excepa compusululNH-TCT 3 care a determinat &terea nivelului de
expresie al caspazei 3. @erea nivelului caspazei 9 determihde aceti compui indica, de
asemenea, 0 posibictivarea a apoptozei pe calea intridss&@ompusulNH-TCT-6, care a
prezentat cea mai mare citotoxicitate din aceastie, a determinat cterea nivelului de
expresie al tuturor caspazelor analizate, inclasiaspazei 8 ceea ce indcposibik activare
a apoptozei pe cale extringecCitotoxicitatea sizuti a compusululNH-TCT 3 poate fi
explicat prin nivelul sédzut de expresie al caspazei 3, unul dintre efacfoincipali ai
apoptozei.

Mecanismul de awne al proteinelor Bax impliccapacitatea lor de a forma pori sau
canale la nivelul membranei mitocondriale. Mitocoitkel sunt implicate in procesele
biochimice ale apoptozei au capacitatea de a elibera citocromul ¢ in dumpoptozei. in
citoplasni, citocromul c, impreunh cu APAF-1, formeaz apoptozomul care activeaz
caspaza-9, aceasta din drateterminand declaarea cascadei caspazice. Spre deosebire de
Bax, proteinele Bcl-2 aimneaz asupra membranelor mitocondriale blocand formpoeaor
si eliminarea citocromului ¢ Tn citoplasma. Mcl-1lobheaZ apoptoza prin prevenirea
disfungiei mitocondriale determinate de activarea BiaBak.

In ceea ce privge influerta izoniazidei asupra proteinelor reglatoare aleptyei,
acest medicament a determinat adece a nivelului de expresie al gemzix si Mcl-1 si o
usoal crestere a nivelului de expresie al genei anti-apopéoBcl-2, dar raportul dintre
geneleBax si Bcl-2, implicate in permeabilizarea membranei mitocadyri indié lipsa
initierii unui proces apoptotic.
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in schimb, tei derivaii tioamidici au determinat gderea nivelului de expresie al
genelorBaxsi Bcl-2, iar raportulBax/Bcl-2indica o inducere a programului apoptotic, gena
Bcl-2 prezentand un nivel de expresie mai mic d8egat Toxicitatea mai mare a compusului
INH-TCA 5 decat cea 8NH-TCA 3 poate fi explicat prin nivelul de expresie al gendicl-

1, implicate in prevenirea disfutei mitocondriale. Nivelul crescut de expresieMdl-1,
impreurd cu raportul Bax/Bcl-2 poate explica, de asemenea, citotoxicitatea miéd a
compusuluiNH-TCA 4, desi acest compus induce o gtere a expresiei caspazei 9.

Similar derivailor tioamidici, si derivaii acizilor carboxilici au determinat sderea
nivelului de expresiei geneldBax si Bcl-2, iar raportul Bax/Bcl-2 indica o inducere a
programului apoptotic. Nivelul crescut de expredigeneiMcl-1 in cazul compusuluNH-
AC-4 indica o activare a mecanismului de prateanti-apoptotig a celuleisi poate fi cauza
lipsei unui efect apoptotic déap24 de ore. Towi acest compus deterniimo cratere a
nivelului de expresie al caspazelor analizateniaelul de expresie al genBax este superior
nivelului de expresie al genBtl-2si indica initierea procesului apoptotic.

In cazul compusuluilNH-AP, acesta a influgat puin nivelul de expresie al
proteinelor implicate in reglarea procesului depapz.

Influenta derivailor triciclotridecanonici,INH-TCT , asupra nivelului de expresie al
geneiBax si Mcl-1 este diferi, toti compuii din aceast serie determinand o &tere a
nivelului de expresiei al genBicl-2. Totwi, acest tip de compuau determinat o §dere mai
mare a nivelului de expresie al geisl-2 decat a gendBax ceea ce indico inducere a
apoptozei pe cale intrinsec

Citotoxicitateasi capacitatea de inducere a apoptozeiaeeaoii derivai sintetizai a
fost evaluat si prin analiza cantittii de citocrom c din fraga citosoli@ raportai la cea
mitocondriak. Eliberarea citocromului ¢ din mitocondrii poaierdalizati de dtre Bid sau
Bax. Eliberat in citosol, citocromul ¢ se léade APAF-1si formeaz apoptosomul care
activeaz caspaza 9 (caspamitiatoare). Eliberarea citocromului ¢ poate amplifazescada
caspazig in timpul apoptozei.

Toti compuii testai au prezentat o concentia mai mare de citocrom c in fitée
mitocondriai, comparativ cu frg@ citosoli@, cu excepa compgilor INH-TCA 2 si INH-
TCA 3. CompusullNH-TCA 2 a determinat eliberarea unei cantitmult mai mari de
citocrom ¢ n fraga citosoliéd comparativ cu cea mitocondidalceea ce indictoxicitatea
marita a acestui compus. Analiza prin citometrie in flundica ca acest compus induce
moartea celuldara mai mult de 60% din celule la o conceti¢rale 50 pg/mL timp de 24 de
ore. Aceste rezultate se corelgaz crgterea nivelului de expresie al caspazelogi B
observate in urma téati celulelor cu 25 pg/mUNH-TCA 2 timp de 24 de ore.

Toxicitatea derivalor izoniazidici sintetizé si analizai in cadrul studiului nostru
poate fi explicat prin activitatea posibililor metabadli Astfel, in cazul compusuluiNH-
TCA 2, acesta caime un atom de clor in pa& para al inelului benzenic. Activitatea
compuilor clorurai este determinatde reactivitatea electrofila centrului carbonic adiacent
atomului de clor. Acesta faciliteaanlocuirea atomului de clor cu biomolecule nudcileof
reagie ce determif atgarea ireversibil a moleculei compusului clorurat de bazele ADN sau
de proteine, determinand aperimutaiilor sau dereglarea fugidor.

De asemenea, atomul de clor detetimanesterea lipofilicititi moleculei ceea ce
cauzeaz o parttie mai mare a compusului clorurat in faza ligol membranei celulare sau
in domeniul lipofil al unei proteingi o concentrage mai mare a compusului clorurat n
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celule®®? Pe de alt parte, proprietile atomului de clor, cum sunt electronegativitatea
nucleului, prezega a 3 perechi de electroni neimplicate Tnateg chimicesi dimensiunea
geometrid a atomului, determin efecte stericesi/sau electronice care induc atiasau
repulsii electronice locale sau interfef@rsterice cu resturile de aminoacizi care incoajoar
atomul de clor in buzunarul de legare al proteiAeieasta poate determina o intenace
strand sau o relaxare a l&grrilor dintre aminoacizii in apropierea atomulei cor sau in alte
zone ale moleculei active. Oricare din aceste gitpaate afecta furta proteineitinta si
poate duce la o cstere sau salere a activittii biologice. In alte cazuri, Tris prezema atomul

de clor poate#&nu afecteze in nici un mod propéigte biologice primare ale moleculei de
care acesta este gaaprin fote electrostaticg®

In cazul derivatului antipiriniclNH-AP , toxicitatea acestuia poate fi determinde
radicalii intermediari care se forma&ain rezultatul reducerii grdplor nitro la metabolii
anilinici corespunitori. Acesti radicali pot deteriora moleculele de ADN prirperea latului
dublucatenar. Deteriani suplimentare ale ADN-ului pot fi cauzate de formarea unor
legaturi covalente cu unii metabgliactivai, cum suntN-hidroxilamina si derivatul O-
esterificat care rezdltdin sulfatarea enzimatica hidroxilaminei. Calea de detoxifiere a
metaboliilor formai implici N-acetilarea azotului anilinic la amida corespiioare®*
Deoarece linia celularutilizata in evaluarea efectului citotoxic, HCT-8, preZinin genotip
acetilator lent, procesul de detoxifiere pe acesle are loc mai incet, ceea ce deteénun
acumulare a metabdlor toxici in celule.

Compuii ce conin substituen benzenici prezirt toxicitate variabd. Cea mai mare
toxicitate este prezentade derivai ce cornin o grupare metil in poga para a inelului
benzenic,INH-TCA 3 si INH-AC 4. Gruparea tolil este oxidatla alcoolul si acidul
carboxilic corespuriori si la o-cresil®®® Prezera grugrii hidroxilice in poziia orto a
inelului benzenic joac un rol important in citotoxicitateai activitatea antitumoral a
derivailor izoniazidici, fiind un ligand bun pentru metalAstfel, mecanismul de #@ane al
acestui tip de compuse poate baza pe formarea cogilpu complegi care par a inactiva
enzimele din celulé® Derivatul ce cofine o grupare etil in pog para a inelului benzenic
(INH-AC 5) este mai ptn toxic. Metabolismul acestui compus presupuneasemenea,
oxidarea grujrii alchil si/sau introducerea unei grinp hidroxilice in poziia orto, insi rata de
formare a acestor comguoate fi mai mig. Derivaii ce conin grupiri p-metoxi/etil-fenil
(INH-TCA 4, INH-TCA 5 si INH-AC 6) sunt mai ptin toxici, biotransformarea acestor
compui implicandO-dealchilareai formarea gruprii p-hidroxifenil. Aceste rezultate sunt in
acord cu studiile realizate in cazul altor detiigaizoniazidei care au fost evatu@n vederea
stabilirii citotoxicitatii lor.”®""®* Totusi, derivaii INH-AC sunt mai ptin toxici decatiNH-
TCA. Acest fapt poate fi explicat prin posibilitat€adealchikrii INH-AC, fiind eliminate
grupirile fenoxi, in timp ce in cazul derigiior INH-TCA , acatia cortin grupiri tiolice care
au capacitatea de a modifica covalent proteineie iteragiunea cu legturile cistenil-
disulfidice ***

In cazul derivatuluiNH-TCT 6, cel mai toxic dintre deriva triciclotridecanonici,
acesta caime un inel benzenic care poate fi oxidat enzimktioxizi arenici intermediari,
biotransformé& in continuare in metabali fenolici stabili. Oxizii arenici formg sunt
considerd a fi responsabili de formarea unor d&gri covalente cu macromoleculele celulare
si, respectiv, de toxicitatea indude acest tip de comgitf>*
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in cadrul studiului nostru, demai muti compui analizai au indus apoptoza, doar
compusul INH-TCA 2 a determinat o cggere substarala a citocromului ¢ in fra@a
citosolici, si 0 sadere a acestuia in frig& mitocondriad, ceea ce indictoxicitatea mare a
acestui compug ireversibilitatea procesului apoptotic indus.

Capitolul IX. Influen ta Noilor Derivati ai Izoniazidei asupra Ciclului Celular

Ciclul celular reprezirit suma de evenimente care guverdetmanziia celulei din
starea de repaos spre proliferarasiguts fidelitatea transcriptului genetic. Analiza cialul
celular prin citometrie in flux presupune cuantfiea cantiitii de ADN cortinut in nucleusi
repartizarea celulelor in fazele ciclului celulafiinaie de aceasta.

Tratamentul celulelor cuNH-TCA 3 a determinat ckterea nurarului de celule
aflate in faza GO/G1, de la 46,43% in martor |8%%, si micsorarea nuriirului de celule in
faza S, de la 39,43% in martor la 13,1%. Preculdhitd-AP, 4-cloroN-(1,5-dimetil-3-oxo-
2-fenil-2,3-dihidro-H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-benzamida, determiio acumulare a celulelor
in faza G2/M dup un tratament cu 1Qg/mL timp de 24 de ore. Taii) desi unii derivai
antipirinici determii blocarea ciclului celular, inclusiv 4-cloté+(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-
2,3-dihidro-H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-benzamida utilizat Tn sinteza noului derivat
izoniazidic, influema INH-AP asupra ciclului celular este miioHidrazideleINH-AC 4 —
INH-AC 6 N,N’-disubstituite ale acizilor 2-(fenoximetil-4-sulistt)-benzoici au indus o
crestere a nurarului de celule aflate in faza GO/Gilo micsorare a celor aflate in faza S, in
timp ce derivéi INH-AC 1 —INH-AC 3 au crescut pin numirul de celule aflate in faza
G2/M. in cazul derivdlor triciclotridecanonici nou sintetizia INH-TCT 3, INH-TCT 4 i
INH-TCT 6 au determinat o cgtere a procentului de celule in faza GOKBd micsorare a
acestuia n fazele $ G2/M.

in consecim, compyii INH-AC 4, INH-AC 5, INH-AC 6, INH-TCT 3 si INH-
TCT 6 au determinat o blocare a celulelor in faza GO&Giclului celular ceea ce poate fi
asociat cu o poteiala activitate antiumoral

La nivel molecular, ciclul celular este control&t o serie deat de semnalizare intra-
si extracelulare interconectate bazate pe actiatateor kinaze dependente de cicline
(Cdk).”®? Studiul la nivel molecular al influgei noilor derivai sintetizai asupra progresiei
ciclului celular a cuprins analiza nivelului de exgie al genelor: ciclina A (implicatin
progresia prin faza S), ciclina B (mediazecerea prin G2 M), CDK1 (interagioneaz cu
ciclina B1si formeaz “factorul promotor mitotic”, care deternirmomentul mitozei in ciclul
celular)si Cdc20 (in combinge cu complexul de promovare al anafazei/ciclos&i/C),
este implicat in tranziia metafaz-anafaz).

Derivaii tiocinamamidici au determinat o reducere a nuwébr de expresie ale
ciclinei A, ciclinei B, CDK1si Cdc20, implicate in reglarea fazelorsSG2/M. Derivatul
antipirinic, INH-AP, a demonstrat o influgm slali asupra nivelurilor de expresie a genelor
implicate in reglarea ciclului celular, fapt cecs®eleaz cu efectul acestui compus observat
prin citometrie in flux.

in cazulINH-AC 1 si INH-AC 2 s-a observat reducerea mimar nivelul de expresie
al ciclinei A, CDK1si Cdc20si cresterea slab a expresiei ciclinei B. CompusiNH-AC 3 a
influentat slab expresia genelor implicate in ciclul celygan creterea goar a nivelului de
expresie al ciclinei A, ciclinei Bi CDK1 si prin scdere goari a nivelului de expresie al
Cdc20. HidrazideleN,N’-disubstituite ale acizilor 2-fenoximetilbenzoidNH-AC 4 — INH-

5



Lilia Matei — TeZ de doctorat 2015

AC 6, au redus nivelul de expresie al ciclinei A, cieli B, CDK1si Cdc20 indicand o
inhibare a progresiei ciclului celular, ceea ce @stconcorda@i cu migorarea procentului de
celule aflate in fazele § G2/M observate prin citometrie in flux.

Dintre derivaii triciclotridecanonici, compgii INH-TCT 3, INH-TCT 4 si INH-
TCT 6 determia o s@dere a nivelului de expresie al genelor analizétgd-TCT 3
afecteaz cel mai puternic nivelul de expresie a ciclinei &ea ce este in concorgacu
reducerea puternica nundrului de celule aflate in faza S obse#vptin citometrie in flux.
CompusullNH-TCT 6 a indus o sidere a nivelului de expresie a ciclinesiACDK1, fapt ce
se coreleazcu migorarea nuriirului de celule Tn faza G2 obser¥atrin citometrie in flux in
cazul acestui compus. Astfel, compulNH-TCT 3 si INH-TCT 6 determid blocarea
ciclului celular in faza G1.

in consecim, INH-AC 4, INH-AC 5, INH-AC 6, INH-TCT 3 si INH-TCT 6 au
determinat siderea nivelului de expresie al celor daticline analizate, ciclina Ai ciclina
B, si a genelor Cdklsi Cdc20, fapt ce se corelgazu blocarea celulelor in faza GO/G1
observat prin citometrie in flux.

Majoritatea mutgilor care determia apartia tumorilor sunt in gene ce codic
proteinele implicate in faza G1 a ciclului celul&rin cazul studiului nostru, unii din deritia
de izoniazid noi sintetiza determirh blocarea progresiei ciclului celular, determinand
acumularea celulelor in faza G0/G1. De asemenaaduntre compyii analizai au efect
citotoxic prin inducerea apoptozei. Toxicitateastoe compui poate fi explicat patial de
formarea unor metabailitoxici, dar care in acejatimp pot fi eliminai din organism,
evitdndu-se acumularea lor. Tgtuelucidarea potegralului antitumoral al acestor comgpu
necesii studii mai aprofundate in ceea ce pgteemecanismul lor de aigne.

In scopul evalarii modificarilor induse de noile substgnsintetizate, asupra nivelului
energetic in celule, am analizat nivelul de exgredigenelor ce codificsubunitatea alfa a
AMPK, PRKAA1si PRKAAZ in celulele tratate timp de 24 de ore cu noiivdgit AMPK
protejeaz celula de stresul care deteréishepleia ATP prin deconectaredilor biosintetice
consumatoare de energie, activeazile de producere a energigi inhiba procesele
consumatoare naspuns la migorarea nivelului de ATP intracelular, regléazolaritatea
celulag prin remodelarea citoscheletului actigicposibil, prin activarea indiretta miozei.
Aceast proteirs agioneaz prin fosforilarea direéta enzimelor metabolizatoagg printr-un
efect de duratmai mare, prin fosforilarea reglatorilor de tramsie.

Toti derivaii tiocinamamidici au determinat o tere a nivelului de expresie al genei
PRKAA2 si o sadere goaid a nivelului de expresie al gendtRKAA1l Raportul
PRKAA1/PRKAAZndica o cratere a nivelului de expresie al subénitalfa a proteinei
AMPK indusi de compsii INH-TCA , cu excepa INH-TCA 5 care determiho scédere a
nivelului de expresie al acestei subamitin cazul derivélor acilati ai izoniazidei, s-a
observat o crgere semnificati& a nivelului de expresie al gerlRRKAA2de atre compuyii
INH-AC 4 | INH-AC 5 si INH-AC 6. RaportulPRKAAL1/PRKAAZn cazul acestor comgu
indica o cratere a nivelului de expresie al subéfitalfa a proteinei AMPK. Derivatul
antipirinic INH-AP nu a influemat seminificativ nivelul de expresie al geneRRKAALsi
PRKAAZ2 fapt ce se coreleazu influena slala a acestui compus asupra progresiei ciclului
celular observatprin citometria in flux. in cazul deritifor triciclotridecanonici, nivelul de
expresie al gend?’RKAA2a fost crescut in urma tratamentului celulelorcompuii INH-
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TCT 2, INH-TCT 3 si INH-TCT 6. RaportulPRKAA1/PRKAAZndica o cretere a nivelului
de expresie al subuaiti alfa a proteinei AMPK indusde aceti compusi.

Cresterea nivelului de expresie al subdtiitalfa a AMPK induse de compii INH-
AC 4, INH-AC 5, INH-AC 6, INH-TCT 3 si INH-TCT 6 poate fi coreldt cu blocarea
ciclului celular in faza GO/GX%j anume in punctul de control metabolic,steeea nivelului de
expresie al geneloPRKAAL si/sau PRKAAZ2 indicand activarea AMPK care deterin
inhibarea mTORi blocarea ciclului celulat*? Pe de alt parte, modularea apoptozei prin p53
de aitre AMPK®*® poate explica cigerea nivelului de expresie indus de comipINH-TCA
1, INH-TCA 2, INH-TCA 3, INH-TCA 4, INH-AC 4, INH-AC 5, INH-ACG6 si INH-TCT
6. De asemenea, gterea expresiei geniceRRKAAinduse de compt INH-TCA poate fi
determinai de craterea nivelului de expresie &bSTA3 condiie in care formarea
complexului GST/AMPK determinactivarea enzimatica AMPK in vitro.8**

CONCLUZII

Obiectiv 1. Analiza coreldilor genotip / fenotip / parametrii farmacocinetprivind
genele implicate Th metabolizarea medicamentelbiudéerculoase

1. Rezultatele ofinute in urma determiinii genotipuluiNAT1si NAT2la paciem

cu tuberculoz, cu saudra efecte adverse, au evidet:

- 16,22% prezirt un genotip heterozigoNAT1*11/*4 si 2,7% — genotip
heterozigoNAT1*14/*4, ceilali pacieni (81,08%) fiind homozigo NAT1*4

- nu s-a stabilit nici o corefi@ ntre polimorfismele geneNATL1 si efectele
hepatotoxice induse de tratamentul antituberculos;

- 27,03% preziri un genotipNAT2*5 homozigotsi 10,81% — genotip homozigot
NAT2*6, si doar 5,4% fiind homozigo pentru NAT2*4. Ceilati pacieni sunt
heteroziga pentru NAT2*5/*4 (27,03%), NAT2*6/*4 (10,81%)si NAT2*5/*6
(18,92%);

- genotipul acetilator lent determinat de polimorfeden genei NAT2 este
responsabil de efectele adverse hepatotoxice imbkit@tamentul tuberculozei.

Hepatotoxicitatea poate fi determifai de ati factori, de exemplu prezem unor

polimorfisme in alte gene implicate in metabolisralibr medicamente antituberculoase sau
de terapiile concurente (rifampicina induce amigaza

Obiectiv 2. Sintezasi bioevaluarea unor noi comguderivai ai izoniazidei cu
poteniala activitate antimicobacterién

2. Au fost sintetizd 19 noi deriva ai izoniazidei: 5N-[1-amino-1-mercapto-3-
(fenil-p-substituit)-alil]-hidrazide ale acidului izonicate, 6 hidrazideN-substituitesi N,N’-
disubstituite ale acizilor 2-(fenoximetil-4-substt)-benzoici, N-(1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-
2,3-dihidro-H-pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamidasi 7
(2-hidroxi-8-substituit-triciclo[7.3.1 D]tridec-13-iliden)-hidrazide ale acidului izonicuit,
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iar structura lor a fost confirmaprin analize fizico-chimice. Tn privia studiilor biologice,
rezultatele obinute au sugeratacnoii derivai ai izoniazidei prezirt diferite activigti
biologice in funde de structura lor.

3.

Studiul activititii biologice a N'-[1-amino-1-mercapto-3-(fenp-substituit)-

alil]-hidrazidelor acidului izonicotinic a evideat:

4.

cel mai activ compus in ceea ce psteeefectul antiMycobacterium tuberculosis
a fostN’-(1-amino-1-mercapto-3-fenil-alil)-hidrazida acidulizonicotinic (NH-
TCA 1). Acest compus a crescgitexpresia geneloNAT1si NAT2 implicate Tn
metabolismul izoniazidei, demonstrand poate fi yor metabolizati astfel bine
tolerat de gazda uman

spectrul cel mai larg de activitate antibactetianfost observat in caziN’-(1-
amino-1-mercapto-3-(4-clor-fenil)-alil)-hidrazideacidului izonicotinic [NH-
TCA 2);

derivaii tioamidici au determinat o cgeere a nivelului de expresie al genelor
CYP1A1CYP2C19CYP3A4si GSTA3analizate in ambele linii celulare indicand
posibila implicare a acestora in metabolizareaon@bmpui;
N'-[1-amino-1-mercapto-3-(fenp-substituit)-alil]-hidrazidele acidului
izonicotinic induc apoptoza pe cale intrindecel mai toxic compus fiind\’-(1-
amino-1-mercapto-3-(4-clor-fenil)-alil)-hidrazideacidului izonicotinic [NH-
TCA 2), iar cel mai ptin toxic compus estéN’-(1-amino-1-mercapto-3-(4-
metoxi-fenil)-alil)-hidrazida acidului izonicotinigNH-TCA 4).

Studiul activititii biologice a hidrazideloN-substituitesi N,N’-disubstituite ale

acizilor 2-(fenoximetil-4-substituit)-benzoiai evidemat:

cea mai bul activitate antibacteridgn (inclusiv efect antMycobacterium
tuberculosiy a fost prezentat de dtre compusul N-[2-(4-etil-fenoximetil)-
benzoil]N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-efiénoximetil)-benzoic
(INH-AC 6);

toti compuii induc expresia geneloNAT2 CYP1Alsi CYP2C19in celulele
HCT-8 indicand faptul £ noii compuyi ar putea fi metabolizape alte @i decat
izoniazida;

N-[2-(4-metil-fenoximetil)-benzoil]N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-
(4-metil-fenoximetil)-benzoi¢INH-AC 4) este cel mai toxic din aceasterie de
compui si induce apoptoza in 54% din celule duf2 de ore, efect care poate fi
prezis de crgerea expresiei genelor caspazsi 3 dup un tratament de 24 de
ore;

N-[2-(4-metil-fenoximetil)-benzoil]N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-
(4-metil-fenoximetil)-benzoic INH-AC  4), N-[2-(4-metoxi-fenoximetil)-
benzoil][N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului  2-(4-metiefenoximetil)-
benzoic (NH-AC 5) si N-[2-(4-etil-fenoximetil)-benzoil[N’-(piridin-4-carbonil)-
hidrazida acidului 2-(4-etil-fenoximetil)-benzoidNH-AC 6) determird o blocare
a ciclului celular in faza G1, ceea ce ar puteacagbosibila lor utilizare ca
citostatice.
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5.

Studiul activititii biologice a N-(1,5-dimetil-3-oxo0-2-fenil-2,3-dihidro-H-

pirazol-4-il)-3,5-dinitro-4-N-(piridin-4-carbonil)hidrazino]-benzamidei a evidier:

6.

acest compus are o activitate antimicobactérimoderai si nu prezind nici o
activitate antibacteri@impotriva altor tulpini non-tuberculoase testate;
INH-AP determid o cratere a nivelului de expresie al genelAT1si NAT2in
ambele linii studiate, o cgere a nivelului de expresie al ger@YP1Alsi o
scadere a nivelului de expresie al izoforn@¥P2C19in ambele linii celulare
utilizate;

INH-AP este mai toxic decat precursoii,9zoniazidasi 4-aminoantipirina, &ra
sa afecteze semnificativ fazele ciclului celular.

Studiul activititi biologice a (2-hidroxi-8-substituit-triciclo[7.3.0* Jtridec-

13-iliden)-hidrazidele acidului izonicotine evideniat:

cea mai buf activitate antimicobacteriéna fost prezentatde détre compuyii
contin grupirile etil (INH-TCT 2), propil (NH-TCT 3), butil INH-TCT 4) si
izobutil INH-TCT 5) in poziia 8 a restului 2-hidroxi-triciclo[7.3.120]tridec-13-
ilidenic;

(8-fenil-2-hidroxi-triciclo[7.3.1.6 tridec-13-iliden)-hidrazida acidului
izonicotinic (NH-TCT 6) este cel mai eficient compus antibacterian, darca
activitate slab contra tulpiniiM. tuberculosiautilizate;

aceast serie de compiiinduc expresia genel@YP1Alin liniile celulare HT-29
si HCT-8,si a genelCYP2C19n linia celulad HCT-8;

cel mai toxic compus din aceast serie este (8-fenil-2-hidroxi-
triciclo[7.3.1.G-Jtridec-13-iliden)-hidrazida acidului izonicotinidNH-TCT 6)
care induce apoptoza pe cale extriisgcetermird blocarea celulelor in faza G1
a ciclului celular;

cel mai ptin toxic este compusul (2-hidroxi-8-propil-trici§i3.1.¢"Jtridec-13-
iliden)-hidrazida acidului izonicotinic INH-TCT 3) care are o0 activitate
antibacteriaa buri, atat contraM. tuberculosis cat si contra tulpinilor non-
tuberculoase, dar care, de asemenea, aféactesogresia ciclului celular n
celulele eucariote prin blocarea acestora in faka G

Astfel, dintre cei 19 deritaai izoniazidei sintetiza
cea mai bua activitate antiM. tuberculosisa fost prezentatde (2-hidroxi-8-
substituit-triciclo[7.3.1.& ]tridec-13-iliden)-hidrazidele  acidului  izonicotini
(INH-TCT);
Cel mai activ compus antibacterian este derivatd]2-(4-etil-fenoximetil)-
benzoil][N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-(4-efiénoximetil)-benzoic
(INH-AC 6) care a inhibat ceterea majoritii tulpinilor bacteriene non-
tuberculoase testate;
Majoritatea derivalor de izoniazid nou sintetiza au determinat o cseere atat a
nivelului de expresie al genelor NAT in cele ddiii celulare utilizate, HT-29i
HCT-8, catsi a altor gene implicate in metabolism, sugeranotulaca noii
compuyi ar putea fi metabolizape alte @i decéat izoniazida, ceea ce indlic
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posibilitatea utilizrii lor in combinaie cu izoniazida cu scopul de Tmlatii rata
de metabolizare a acesteia in acetilatorifi|@vitand efectele adverse.

- N-[2-(4-metil-fenoximetil)-benzoil[N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului 2-
(4-metil-fenoximetil)-benzoic INH-AC  4), N-[2-(4-metoxi-fenoximetil)-
benzoil][N’-(piridin-4-carbonil)-hidrazida acidului  2-(4-metiefenoximetil)-
benzoic [NH-AC 5), N-[2-(4-etil-fenoximetil)-benzoil]N’-(piridin-4-carbonil)-
hidrazida acidului 2-(4-etil-fenoximetil)-benzoicINH-AC 6), (2-hidroxi-8-
propil-triciclo[7.3.1.G Jtridec-13-iliden)-hidrazida acidului izonicotini¢INH-
TCT 3) si (8-fenil-2-hidroxi-triciclo[7.3.1.8 /Jtridec-13-iliden)-hidrazida acidului
izonicotinic (NH-TCT 6) determiid o blocare a ciclului celular in faza Gilau
potenial anti-tumoral.

- Desi unii compui cu activitate antibacterialsau antitumorél prezint toxicitate
crescud, aceasta poate fi expliggpatial de formarea unor metabwltoxici, dar
care, in acekatimp, pot fi eliminai din organism, evitandu-se acumularea lor.

8. O parte din rezultatele cuprinse inde ficut obiectul a trei articole publicage
asapte comunidri stiintifice.
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