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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si medicina, si
anume la un compus organic biologic activ din
clasa tiosemicarbazidelor, si poate gasi aplicare
in medicina in profilaxia si tratarea leucemiei
mieloide umane.

Esenta inventiei constd 1n aceea ca se
revendicad un compus nou, etil-4-{2-[(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]Jamino}benzoat
ul monohidrat, cu formula:
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Compusul manifestd proprietati de inhibitor
al proliferarii celulelor HL-60 ale leucemiei
mieloide umane.

Revendicari: 2

Figuri: 1



(54) Ethyl-4-{2-[(pyridin-2-yImethylidene)hydrazinocarbothioyl]amino benzoate
monohydrate exhibiting properties of human myeloid leukemia HL-60 cell

proliferation inhibitor

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to a biologically active
organic compound from the class of
thiosemicarbazides, and may find application
in medicine for the prevention and treatment of
human myeloid leukemia.

Summary of the invention consists in that a
new compound is claimed ethyl-4-{2-
[(pyridin-2-
ylmethylidene)hydrazinocarbothioyl]Jamino
benzoate monohydrate of the Formula:

(54) ITna-4-{2-[(mupuaun-2-
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The compound exhibits properties of
human myeloid leukemia HL-60 cell
proliferation inhibitor.

Claims: 2

Fig.: 1

WIMETHJIU/IEH ) 'HAPA3ZHHOKAPOOTHONI | AMUHO}0€H30aT MOHOTUAPAT
NPOSIBJISIIONIUI CBOWCTBA MHrHOUTOPA npondepannu kiaerok HL-60

MHUEJIONTHOH JeiiKeMHH YeJI0BeKa

(57) Pedepar:

N300pereHne OTHOCHTCS K XUMUH H
MEIWIMHE, a WMEHHO K OHOJOTHYECKU
aKTUBHOMY  OPTaHHYECKOMY  COCIAMHCHUIO
KJjlacca THOCEMHMKap0a3uIoB, U MOXET HaWTH
MIPUMEHCHHUE B MEIUIMHE JUTS TPOQPHIAKTHKU
U JIeUEHUs] MUEJIOMIHOM JIeHKeMUU YesoBeKa.

CymHocTs M300peTeHHs] 3aKiIoyaercs B
TOM 4YTO 3asBJSIETCS HOBOE COEAMHEHUE
MOHOTUApAT stun-4-{2-[ (mupuaun-2-
WIIMETHIHACH ) TUIPA3HHOKAPOOTHOMI |aMHHO }
OeH3oat HopMyIIbL:
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CoenuneHue obnamaer  CBOWCTBaMHU
uHruouropa nponudepanmu kiaerok HL-60
MUEJIOUTHOM JIEHKEMUH YeTIOBEKa.

I1. popmymsr: 2

Qur.: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se referd la chimie si medicina, si anume la un compus organic biologic activ din
clasa tiosemicarbazidelor si poate gasi aplicare in medicind la profilaxia si tratarea leucemiei
mieloide umane.

Dintre toti compusi chimici, care contin in compozitia sa fragmentul tiosemicarbazidic si
care inhiba cresterea si multiplicarea celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane, cel mai
inalt efect canceristatic a fost obtinut in cazul N'-[1-(2-piridil)etiliden]morfolin-4-
carbotiohidrazidei [1], prototipul inventiei, cu formula:

S AN
N
ﬁl\l N N
O\) H  CHs

Compusul dat la concentratia 105 mol/L inhiba cresterea si multiplicarea a 94,20%, la 10
mol/L a 82,85%, iar la concentatia 107 mol/L a 77,10% de celule HL-60 ale leucemiei
mieloide umane.

Dezavantajul prototipului consta in faptul, céd el nu poseda o activitate anticancer suficient
de inalta, avand concentratia de inhibare semimaximala (ICsp) egald cu 0,2 pmol/L si pana
acum nu a gasit o aplicare in medicina.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta 1n extinderea arsenalului de inhibitori
ai proliferarii celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane cu activitate citostatica inalta.

Esenta inventiei consta in utilizarea in calitate de inhibitor al proliferarii celulelor HL-60
ale leucemiei mieloide umane a etil-4-{2-[(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]Jamino}benzoatului monohidrat cu formula:

@)
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Rezultatul tehnic al inventiei constd in stabilirea la compusul revendicat a activitatii
anticancerigene, care in diapazonul concentratiilor 10°...107 mol/L are concentratia de
inhibare semimaximala (ICsp) egald cu 0,1 pumol/L si este de doud ori mai efectiv decat
prototipul. Proprietatea stabilitd a etil-4-{2-[(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazinocarbotioil Jamino}benzoatului monohidrat revendicat este noua, fiindca,
pana in prezent nu este descrisa utilizarea lui in calitate de inhibitor al cresterii §i multiplicarii
celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul, ca pentru prima data in calitate de
inhibitor al proliferdrii celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane se propune etil-4-{2-
[(piridin-2-ilmetiliden)hidrazinocarbotioil Jamino} benzoatul monohidrat, care contine o
combinare noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Compusul dat, proprietatile lui si procedeul de sinteza nu sunt descrise in literatura.

Etil-4-{2-[(piridin-2-ilmetiliden)hidrazinocarbotioilJamino}benzoatul monohidrat
revendicat se obtine conform urmatoarei scheme:
COOC;,H;5 |S|’ |S|’ COOC;,H;5 COOC;,H;5
(CHg3),NCSSCN(CHy3),
> _— - >
-S, -CS; , - NH(CH53), - (CH3),NH
NH; NHﬁN (CHs), NCS

S
| 1 11



10

15

20

25

30

35

40

45

MD 4613 C1 2019.08.31

4

0O
+ HoN-NH O
Ji§ NH, N=
NH™ “NH >
v
0
SN S o
— | Pt . H,0
Z NH NH

Mecanismul prezentei reactii este urmatorul: la prima etapa de sintezd etil-4-
aminobenzoatul (I, numit in medicina anestezin) reactioneaza cu dimetiltiouramul (DTMT)
in raport molar 1:0,5 la 1incalzire in solventi polari (etanol, dimetilformamidd sau
dimetilsulfoxidd). La urmatoarea etapa, 4-N,N-dimetiltioureidobenzoatul de etil (IT) obtinut,
se supune procesului dezaminarii prin incdlzirea compusului I cu HoSO4 (raportul molar al
reagentilor 1:1) in dioxan, cu formarea etil-4-izotiocianatobenzoatului Ill. Etil-4-
[(hidrazinocarbotioil)amino]benzoatul IV se obtine prin picurarea solutiei de izotiocianat (I1I)
la exces de hidrat de hidrazina in dioxan. Astfel, se exclude aditia tiosemicarbazidei IV
formate la izotiocianatul initial. Etil-4-{2-[(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]amino}benzoatul monohidrat final se sintetizeazd prin
condensarea tiosemicarbazidei IV cu 2-formilpiridina la incalzire intr-un amestec de
dimetilformamida-etanol (1:3). Sinteza compusilor initiali I-IV a fost efectuata dupa
metodicile standarde descrise in literatura (Barba N. et al. Sinteza 3(4)-
izotiocianatobenzoatilor de etil din esterii acizilor 3(4)-N,N-dimetiltioureidobenzoici. Anale
Stiintifice USM, 2001, p. 221-223). Puritatea lor a fost confirmata cromatografic, prin analiza
elementala si spectrald (*H si *C-RMN si IR).

Inventia se explica cu ajutorul figurii, care reprezinta: structura etil-4-{2-[(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]amino}benzoatului monohidrat.

Exemplu de obtinere al etil-4-{2-[(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]amino}benzoatului monohidrat.

La solutia obtinuta din 0,32 g (0,003 mol) 2-formilpiridina si 2,0 ml etanol se adauga 0,72
g (0,003 mol) etil-4-[(hidrazinocarbotioil)amino]benzoat (IV), dizolvat in 3 ml
dimetilformamida, apoi amestecul se incdlzeste la baia de apa timp de 1 ora. Sfarsitul reactiei
se determina cu ajutorul controlului cromatografic dupa consumul tiosemicarbazidei initiale.
Dupa racire produsul final se filtreaza, se spala pe filtru cu etanol si se usuca. Se obtin 0,83 g
(80%) de produs final. Compozitia substantei a fost stabilita in baza rezultatelor analizei
elementelor.

Determinat, %: C-55,39; H-5,01; N-1591; S-9,40. Calculat pentru compusul
C16H18N40OsS , % : C-55,52; H-5,24; N-16,19; S-9,26.

P.t. = 155...157 °C. Rf = 0,62 (eluent - etil acetat:benzen, 2:1).

RMN !H: (-CH;3) 1,33; (-CH;-) 4,32; (-CH= din inelul piridinic) 8,60 8,43 8,23 7,42;

(-CH= din inelul benzenic) 7,94 7,85; (-NH- legat de benzen) 12,22; (-NH- legat de azot)
10,42.

RMN 23C: (-CHs) 14,68; (-CH.-) 61,11; (-C=S) 176,47; (-O-C=0) 165,84; (-CH=N-)
156,42; (C aromatic) 149,89, 144,17, 143,84, 137,04, 129,66, 125,71, 125,38, 124,90,
120,26.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™: v(N-H) = 3313, 3129; v(C-H) = 3050, 2974,
2940; v(C=0)din ester = 1713; v(C=N) =1540; v(C-O)gin ester = 1270 si 1148; p(C=S) = 1233;
5(C=S) = 869.

Procedeul de obtinere al compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale
sunt accesibile. Tiosemicarbazona este stabila in contact cu aerul, putin solubila in apa, mai
bine solubila in alcooli, bine solubila in dimetilformamida si dimetilsulfoxida.

La recristalizarea etil-4-{2-[(piridin-2-ilmetiliden)hidrazinocarbotioilJamino}benzoatului
monohidrat din solutie etanolica au fost obtinute monocristale, structura carora a fost stabilita
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cu ajutorul analizei cu raze X. Masuratorile cristalografice au fost efectuate utilizand un
difractometru de tip Xcalibur E CCD Oxford-Diffraction cu monocromator de grafit inzestrat
cu sursa de raze X de tip Mo-K,. Cristalele au fost plasate la o distantda de 40 mm fata de
detectorul CCD. Procedeele de determinare ai parametrilor celulei elementare si de integrare
a datelor experimentale au fost efectuate cu ajutorul setului de programe “CrysAlis package
Oxford Diffraction”. Pentru structura cercetatd solutia a fost determinata prin metoda directa
cu ajutorul programului SHELXS-97 si fitata prin metoda patratelor minimale in cadrul
programului SHELXL-97 in varianta anisotropicd pentru toti atomii cu masa molara mai
mare decat a atomului de hidrogen. Atomii de hidrogen au fost introdusi in pozitii edealizate
(dcnh = 0,96 A) utilizand modelul pivot cu fixarea parametrilor isotropici de deplasare la
valoarea de 120% fatd de valorile respective ale atomilor de carbon cu care sunt legati.
Formula empiricd a compusului investigat C16H1sN4O3S, grupa spatiala P 24/C, parametrii
celulei elementare [A]: a = 4,3332(7); b = 29,719(5), ¢ = 13,5460(13); o = 90°, B =
98,840(15)°, y = 90°; volumul celulei elementare 1723,7 A%. A fost stabilit (Fig.), cd in celula
elementara a acestui compus se afla o moleculd de azometina, care are o structura practic
planara. Distantele interatomice si unghiurile de valentda se afla in limitele standarde,
caracteristice pentru compusii din aceasta clasd. Fragmentul tiosemicarbazidic in componenta
moleculei se afld in forma tionica [d(C=S) 1,70(2) A]. in compozitia compusului investigat
se contine o molecula de apa, legata prin intermediul legaturilor de hidrogen cu atomii de
azot ai fragmentului piridinic §i azometinic ai moleculei de azometina.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si a cercetarilor fizico-chimice, a fost
stabilita compozitia si structura compusului declarat.

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu al utilizarii etil-4-{2-[(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]amino}benzoatului monohidrat in calitate de inhibitor de
proliferare ai celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane.

Celulele leucemiei mieloide umane HL-60 obtinute din Colectia Culturilor Tip American
(American Type Culture Collection, Rockville, MD) au fost cultivate in forma de suspensie
in mediul RPMI-1640 suplimentat cu 10% (V/V) ser embrionic de Sovine, 2 mM de L-
glutamind, 100 IU penicilind/ml si 100 pg de streptomicind/ml si incubate in atmosfera
umeda de 95% aer / 5% CO; la 37 °C. Celulele au fost amestecate de 2...3 ori pe parcursul
sdptamanii, pentru a le pastra in faza omogena. Dupa aceasta, celulele au fost plasate in vase
Falcon din plastic pentru culturi cu 24 compartimente (2 cm?/celuli) la densitatea initiald de
1...10° celule/ml/compartiment si tratate cu solutii de diferitd concentatie ale compusului
declarat 1n apa sterild. Fiecare procedura de tratare cu aceeasi concentratie a fost efectuata in
cate trei compartimente.

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor anticanceroase ale etil-4-{2-
[(piridin-2-ilmetiliden)hidrazinocarbotioilJamino}benzoatului monohidrat sunt prezentate in
Tabel, din care se observd, ci la concentratia 10°M el inhiba cresterea si multiplicarea a
100,0 %, la 10®°M a 85,1%, iar la concentatia 107M a 78,2% de celule HL-60 ale leucemiei
mieloide umane si are ICso egal cu 0,1 umol/L. Datele obtinute indica, ca acest compus, dupa
activitatea anticancerigena este de doua ori mai efectiv decat prototipul.

Proprietatile depistate ale etil-4-{2-[(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]amino}benzoatului monohidrat prezintd interes pentru
medicind din punct de vedere al extinderii arsenalului de inhibitori ai leucemiei mieloide
umane.

Tabel

Partea celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane inhibate, %

Concentratie, mol/L| [Cso
10 | 10° | 107 | umol/L

Compusul

N’-[1-(2-piridil)etiliden]morfolin-4-carbotio-hidrazida

(prototipul) [1] 94,2 182,85| 77,1 0,2

Etil-4-{2-[(piridin-2-

ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]Jamino}benzoat monohidrat 100,01 851 | 78,2 0.1
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 4434 B1 2016.09.30

(57) Revendicari:

1. Etil-4-{2-[(piridin-2-ilmetiliden)hidrazinocarbotioil]Jamino}benzoat monohidrat cu
formula:

(\/k/ /doA H,O
2 NH NH

Compus conform revendicarii 1, care manifestd proprietiti de inhibitor al
prohferarll celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova
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