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(57) Rezumat:

Inventia se referd la chimie si medicind, in particular la compusi coordinativi de cupru din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie, care pot fi utilizati in calitate de inhibitori ai proliferarii
celulelor cancerigene si datoritd acestor proprietati pot gasi aplicare in medicind si veterinarie in calitate de
preparate citostatice.

Conform  inventiei, = compusii  coordinativi  nitrato-{N-[(2-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-
metiliden)hidrazin-1-carbotioamido]} cupru si nitrato- {N-[(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-
metiliden)hidrazin-1-carbotioamido]} cupru se propun pentru utilizare in calitate de inhibitori ai proliferarii
celulelor cancerigene, unde celulele cancerigene sunt celulele cancerului pancreatic BxPC-3,
rabdomiosarcomului uman RD, cancerului de col uterin HeLa, leucemiei mieloide umane HL-60,
carcinomului prostatic uman LNCaP, carcinomului mamar MCF-7, carcinomului hepatocelular uman
HepG-2 si leucemiei mieloide cronice K-562.

Compusii coordinativi mentionati extind arsenalul de inhibitori ai proliferarii unui spectru larg de
celule cancerigene, cu activitate biologica Tnalta.

Revendicari: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Inventia se referd la chimie §i medicind, §i anume la complecsii de cupru din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor, care pot fi utilizati in calitate de inhibitori ai proliferarii celulelor
cancerigene si datorita acestor proprietiti pot gasi aplicare in medicind si veterinarie in calitate de preparate
citostatice.

Dintre compusii coordinativi, care manifestd activitate anticancer, un spectru larg de actiune
citotoxica poseda cis-diclorodiaminplatina (II) (in continuare cisplatind) cu formula:

Cl_.  NH;
\P<
Cl” "NH,3

Acest citostatic sub forma medicamentului cisplatind, este larg folosit in practica medicinala si ca
standard in biochimie la studierea activitatii anticancerigene [1]. El este utilizat singur sau in chimioterapie
complexa a diferitelor forme de cancer. Mecanismul lui de actiune consti in blocarea functiilor ADN-ului,
legate de formarea legaturilor coordinative intre atomul de platina si doud baze guaninice ale ADN-ului.
Ca rezultat, In ADN se formeaza legaturi intra- si intercatenare, care duc la dereglarea replicarii §i
transcriptiei, intdrzierea diviziunii celulare gi inducerea apoptozei.

Dezavantajul medicamentului cisplatina, consta in faptul, cd el patrunde greu in celule si prin
transformari nefermentative rapid se metabolizeazd in metaboliti neactivi. Legarea acestui compus de
proteine constituie, de obicei, nu mai mult de 90% si induce reactii adverse: greatd, voma, stomatitd, crampe
musculare, neuropatie, tahicardie si hipotensiune arteriala.

Dintre compusii coordinativi biologic activi de cupru din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de
tranzitie care manifestd activitate anticancer descrisi in literatura, un spectru larg de actiune citotoxica
poseda di(u-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-cloro-N-[fenil-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazin-1-
carbotioamido(1-)]}cupru (analogul structural) [2] cu formula:

Compusul coordinativ dat manifesta activitate anticancer, care depaseste de 42,2-1,1 ori
caracteristicile citostatice ale cisplatinei, dar pAnd acum nu a gasit aplicare in medicina.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in extinderea arsenalului de inhibitori ai
proliferdrii unui spectru larg de linii celulare de cancer cu activitate citostatica inalta.

Esenta inventiei constd in aceea cd, se propun compusii coordinativi nitrato-{N-[(2-metoxifenil)-2-
(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-carbotioamido]}cupru (compusul I) si nitrato-{N-[(4-metoxifenil)-2-
(piridin—2—iI—metiIiden)hidrazin—l—carbotioamido]}cupru (compusul I1) cu formula generala:

g

1

I:R'=0OCH3,R?=H; Il : R =H, R = OCHj3
pentru utilizare in calitate de inhibitori de proliferare a celulelor cancerigene BXPC-3 ale cancerului
pancreatic, RD ale rabdomiosarcomului uman, HeLa ale cancerului de col uterin, HL-60 ale leucemiei
mieloide umane, LNCaP ale carcinomului prostatic uman, MCF-7 ale carcinomului mamar, HepG-2 ale
carcinomului hepatocelular uman si K-562 ale leucemiei mieloide cronice.
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Compusii coordinativi I si II, procedeul lor de sinteza, structura si proprietatile fizico-chimice sunt
descrise in literatura [Mitchevici N., Cotovaia A., Tapcov V. si Gulea A. Compusi coordinativi ai unor
metale 3d cu 4-(metoxifenil)-tiosemicarbazonele 2-formilpiridinelor substituite. Conferinta stiintificd
nationald cu participare internationald. Integrare prin cercetare si inovare: Stiinte ale naturii §i exacte,
Chiginau, Republica Moldova, 2016. Rezumate ale comunicarilor, pag. 199-202]. A fost stabilit, ca ei
manifesta activitate antimicrobiand si antifungica selectiva, dar din cauza activitatii biologice joase pana
acum nu au gasit aplicare in medicina.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in stabilirea la compusii I si II a activitatii anticancer, care, in
dependenta de linia celulara depaseste de 10 - 3 ori activitatea cisplatinei sau se afla la nivelul activitatii
citostatice a acesteia si de 30 - 1,1 ori depaseste caracteristicile analoage ale analogului structural.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul, ca pentru prima data in calitate de inhibitori
ai proliferarii unui spectru larg de celule de cancer se propun doi compusi coordinativi de cupru, care contin
o combinare noua de legéturi chimice deja cunoscute.

Exemplu al utilizarii nitrato-{N-[(2-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-
carbotioamido]} cupru si nitrato-{N-[(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-
carbotioamido]}cupru in calitate de inhibitori de proliferare ai celulelor HL-60 ale leucemiei umane
mieloide.

Celulele leucemiei umane mieloide HL-60 obtinute din Colectia Culturilor Tip American (American
Type Culture Collection, Rockville, Maryland) au fost cultivate in forma de suspensie in mediul RPMI-
1640 suplimentat cu 10% (v/v) ser embrionic de bovine, 2 mM de L-glutamina, 100 IU penicilind/mL si
100 pg de streptomicind/mL si incubate in atmosfera umeda de 95% aer/5% CO2 la 37°C. Celulele au fost
amestecate de 2-3 ori pe parcursul saptimanii, pentru a le pastra in fazd omogena. Dupi aceasta celulele au
fost plasate in vase Falcon din plastic pentru culturi cu 24 de compartimente (2 cm?/celuld) la densitatea
initiala de 1-10° celule/mL/compartiment si tratate cu solutii de diferitd concentatie ale compusilor declarati
in apa sterila. Fiecare procedura de tratare cu aceeasi concentratie a fost efectuata in cate trei repetari.

Exemplu al utilizarii nitrato-{N-[(2-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-
carbotioamido]}cupru (compusul I) si nitrato-{N-[(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-
carbotioamido]}cupru (compusul II) in calitate de inhibitori de proliferare ai celulelor HeL a ale cancerului
de col uterin, ByPC-3 ale cancerului pancreatic, RD ale rabdomiosarcomului uman, LNCaP ale
carcinomului prostatic uman, MCF-7 ale carcinomului mamar, HepG-2 ale carcinomului hepatocelular
uman si K-562 ale leucemiei mieloide cronice.

Celulele au fost cultivate ca monostrat in mediu nutritiv DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) si RPMI -1640 cu un continut inalt de glucoza, L-glutamina, solutie tampon HEPES (acid N-2-
hidroxietilpiperazin-N’-2-etan sulfonic), penicilina, streptomicina, FBS (fetal bovine serum). Celulele au
fost crescute in doua flacoane T-75 si au fost incubate in termostat ce contine 2% CO2, 98% aer la
temperatura de 37°C. Mediul nutritiv se schimba la fiecare 3-4 zile.

Proliferarea celulelor cu resazurina

Resazurina este un colorant indicator non-fluorescent, este transformat in rezorufind fluorescenta
foarte rosie prin reactiile de reducere a celulelor metabolice active. Cantitatea de fluorescenta produsa este
proportionala cu numarul de celule vii. Resazurina a fost dizolvata in solutie tampon fiziologica (rezultand
o solutie albastru inchisa) si adaugatd omogen la celule. in prezenta reducitorilor NADPH dehidrogenaza
sau NADH dehidrogenaza ca enzime, resazurina este redusa pana la rezorufina.

Celulele au fost tripsinizate prin addugarea a 3 mL de tripsind- acid etilendiamintetraacetic (tripsina-
EDTA) in flacoane de 50 mL si incubate timp de 5 minute la temperatura de 37°C, cu o agitare permanenta
si vizualizare la microscop (OLYMPUS) pentru a vedea daca celulele sunt aranjate intr-un monostrat.
Reactia de tripsinizare poate fi stopatd prin addugarea a 10 mL de mediu nutritiv ce contine 10% FBS.
Celulele trebuie si fie distribuite intr-o concentratie de 1x10° celule/mL. Suspensia de celule rezultati a
fost duplicata in placi de microtitrare cu 96 celule intr-o cantitate de 90 uL si au fost incubate in termostat
la temperatura de 37°C si 2% CO,. Dupa 4 ore de incubare, la celule se adaugd 10 pL de compus
coordinativ, care a fost dizolvat in prealabil in DMSO.

Asupra celulelor s-a actionat cu diverse concentratii (100, 10, 1, 0,1 pmol/L) ale compusilor
coordinativi (I) si (IT). Dupa 24 de ore in fiecare celuld a plangetei de microtitrare se adauga 20 pL de
resazurind si se incubeaza 4 ore la temperatura de 37°C. Daca compusul poseda proprietati anticancer are
loc distrugerea celulelor de cancer.

Se masoara absorbanta la lungimea de unda de 570 nm si 600 nm cu aparatul Synergy H1, BioTek.
Partea de celule inhibate este calculata prin intermediul formulei:
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4

100-((Ab3 570NMproba — Abs 600nmproba) / (AbS 570nMcontrol — Abs 600NMecontrot) x100)

De asemenea, se calculeaza concentratia semimaximala de inhibare ICso pentru fiecare proba.

Datele experimentale obtinute privind studiul proprietatilor citostatice ale nitrato-{N-[(2-
metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-carbotioamido] }cupru (compusul 1) si nitrato-{N-[(4-
metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-carbotioamido] } cupru (compusul II) sunt prezentate in
tabel, din care se observi, ci in diapazonul concentratiilor 10 - 107 mol/L compusii mentionati manifesti
activitate anticancer fatd de un spectru larg de celule de cancer si dupd caracteristicile citostatice, in
dependenta de linia celulard depasesc de 10 - 3 ori activitatea cisplatinei, sau se afla la nivelul activitatii
citostatice a ei si de 30 - 1,1 ori depasesc caracteristicile analoage ale analogului structural.

Proprietatile  depistate  ale  nitrato-{N-[(2-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-
carbotioamido]}cupru si nitrato-{N-[(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-
carbotioamido]}cupru prezintd interes pentru medicind din punct de vedere al extinderii arsenalului de
inhibitori ai proliferarii unui spectru larg de celule de cancer.

Tabel
Concentratia de inhibare semimaximala (ICso, umol/L) ale compusilor (I) si (IT) in comparatie cu
prototipul si analogul structural

Linii celulare®
Compusul BxPC-3 RD Hela HL-60 LNCaP | MCF-7 | HepG-2 K-562

Prototipul ® | 0,5 0,15 0,1 0,08 0,8 0,3 0,2 0,3
Analogul 1,7 13 0,9 0,9 d d d d
structural®

| 0,1 0,1 0,8 0,03 0,8 0,1 0,4 0,5
1 0,1 1,2 1,1 0,03 0,3 0,6 0,6 0,03

*Noti : a) linii celulare: BxPC-3 — cancer pancreatic, RD — rabdomiosarcom muscular uman, HeLa
— cancer de col uterin, HL-60 —leucemie mieloida umana, LNCaP — carcinom prostatic uman, MCF-7 -
carcinom mamar, HepG-2 - carcinom hepatocelular uman, K-562 - linia celulard de leucemie mieloida
cronicd in maduva osoasd umand; b) Medicamentul cisplatina; c¢) Analogul structural - di(u-s)-bis{(4-
aminobenzensulfamid)-cloro-N-[fenil-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazin-1-carbotioamido(1-)] }cupru,  d)
activitatea anticancer analogului structural fata de liniile celulare date nu a fost studiata.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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(57) Revendicari:
Compusii coordinativi nitrato-{N-[(2-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-
carbotioamido]}cupru si nitrato-{N-[(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-il-metiliden)hidrazin-1-

carbotioamido]}cupru pentru utilizare in calitate de inhibitori ai proliferarii celulelor cancerigene, unde
celulele cancerigene sunt celulele BxPC-3 ale cancerului pancreatic, RD ale rabdomiosarcomului uman,
HeL a ale cancerului de col uterin, HL-60 ale leucemiei mieloide umane, LNCaP ale carcinomului prostatic
uman, MCF-7 ale carcinomului mamar, HepG-2 ale carcinomului hepatocelular uman si K-562 ale
leucemiei mieloide cronice.
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