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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie §i medicina, si
anume la o combinatie complexd biologic
activd a cuprului cu tiosemicarbazone, care
poate gasi aplicare in medicind ca preparat
citostatic la profilaxia si tratarea cancerului
mamar.

Esenta inventiei constd in sinteza unui
compus coordinativ nou al cuprului cu tio-
semicarbazona2-benzoilpiridinei, di(p-S)-
bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemi-
carbazonato(1-)]cupru} cu formula:
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care manifestd proprietdti de inhibitor al
proliferarii celulelor T-47D ale cancerului
mamar.

Rezultatul tehnic consta 1in extinderea
gamei de compusi coordinativi cu activitate
anticancerigend, care la o concentratie de 10
mol/L depaseste aproximativ de 4 ori caracte-
risticile similare ale analogului proxim din
clasa tiosemicarbazonatilor de cupru.

Revendicari: 2




(54)

Di(u-S)-bis{chloro-[phenyl(pyridine-2-yl)methanone-thiosemicarba-

zonato(1-)]-copper} manifesting the property of inhibiting the proliferation

of mammary cancer T-47D cells

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to a biologically active
complex combination of copper with thio-
semicarbazone, which can be used in medicine
as a cytostatic preparation in the prevention
and treatment of mammary cancer.

Summary of the invention consists in the
synthesis of a new coordinative compound of
copper with 2-benzoylpyridine thiosemicarba-
zone, di(u-S)-bis{chloro-[phenyl(pyridine-2-
yl)methanone-thiosemicarbazonato(1-)]-
copper} of formula:

(54)
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manifesting the property of inhibiting the
proliferation of mammary cancer T-47D cells.

The technical result is to increase the range
of coordinative compounds with anticancer
activity, which at a concentration of 10"° mol/L
is about 4 times higher than the similar
characteristics of the closest analogue from the
class of copper thiosemicarbazonates.

Claims: 2

Jdu(p-S)-ouc{xaopo-|peHnsi(MUpUINH-2-NIT)METAHOH-THOCEMUKAPOHA-

30HaTO(1-)]Menn} nposBIAsIOLINI CBONCTBO HHTHONTOPA npoaudepanun
ki1eTok T-47D paka M0104HOM KeJie3bl

(57) Pedepar:

H300peTeHre OTHOCHTCS K XHMHH |
MeUIMHE, & UMEHHO K OHOJIOrHYECKH aKTHB-
HOTO KOMIUIEKCA MEIH € THOCEeMHUKapha3o-
HAaMH, KOTOPBIA MOXET HaliTH NpUMEHEHHE B
MeUIMHE KaK [IMTOCTATHK IPH NPOGHIAKTHKE
Y JICYCHHS paKa MOJIOYHOM KeNe3bl.

CylIHOCTh HM300peTeHHsT 3aKIOYaeTcs B
CHHTE3¢ HOBOTO KOOPAMHAIIMOHHOTO COEIH-
HEHHUS MEIU C THUOCEeMHKapOa3oHOM 2-OcH-
3OMIMUPUINHA, q(p-S)-6uc {xmopo-[ de-
HWI(TTUPUANH-2- 1T )METaHOH-THOCEMUKapOa-
3onato(1-)]-menu} Gopmybr:
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2
KOTOpBIH ITPOSIBIISIET CBOMCTBO MHIMOMPOBAHHUS
nponudepanyn kiuerok T-47D paka MOTOYHON
AKeJIe3bl.

TexHuueckuil pe3yabTaT 3aKIIOYAeTCs B
pacIIUpEeHNH TraMMbl KOOPJMHAIIMOHHBIX COe-
JUHEHUH C MNpPOTHBOPAKOBOM AaKTHBHOCTHIO,
KoTopas TpH KoHuentpamui 10°  moms/1
npuMepHo B 4 pa3a IPEBOCXOAUT aHAJOo-
TMYHBIE XapaKTePUCTHKW Oyvpkaiiiero aHa-
JIora U3 KJIacca THOCEMHUKapOa30HaTOB MeJIH.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se refera la chimie si medicind, si anume la o combinatie complexa biologic
activa a cuprului cu tiosemicarbazone, care poate gasi aplicare in medicina ca preparat cito-
static la profilaxia si tratarea cancerului mamar.

Din compusii coordinativi, care inhiba cresterea si multiplicarea celulelor T-47D ale
cancerului mamar cel mai inalt efect cancerostatic a fost obtinut in cazul di(p-Ofenoxi)-di{[2-
(4-aminobenzensulfamido)-5-etil-1,3,4-tiadiazol]-3,5-dibromosalicilidentiosemicarbazona-
to(2-)cupru} (analogul proxim) [1] cu formula :

HoN
Br Br N o
5. N Et._S L
TN —
N—N 0 Clu\\fN]/ R NF2
o —N (6]

Combinatia dati la concentratia de 10° mol/L depaseste de 2,5 ori caracteristicile can-
cerostatice respective ale doxorubicinei — cel mai efectiv preparat chimioterapeutic, folosit
in practica medicala pentru tratarea si profilaxia cancerului mamar.

Dezavantajul acestui compus consta in faptul ca el nu poseda o activitate anticanceroasa
mai inalta.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de inhi-
bitori ai proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar cu activitate citostatica inalta.

Esenta inventiei consta in sinteza unui compus coordinativ nou al cuprului di(p-S)-
bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)-metanon-tiosemicarbazonato(1-)]cupru} cu formula :

care manifesta proprietdti de inhibitor al proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar.

Rezultatul tehnic constd in extinderea gamei de compusi coordinativi cu activitate anti-
cancerigenad, care la o concentratie de 10° mol/L depaseste aproximativ de 4 ori caracte-
risticile similare ale analogului proxim din clasa tiosemicarbazonatilor de cupru sus-men-
tionat [1].

Compusul dat si proprietdtile lui, precum si procedeul de sintezd nu sunt descrise in
literatura.

Analiza comparativa a compusului revendicat cu analogul proxim demonstreaza ca ei se
deosebesc prin aceea, c¢d in analogul proxim fragmentul 3,5-dibromosalicilidenic este
inlocuit cu cel 2-benzoilpiridinic, iar tiosemicarbazona este monodeprotonizata. in afard de
aceasta, molecula de streptocidd coordinata este substituita cu ionul de clor, iar functia de
atom-punte o indeplineste atomul de sulf al tiosemicarbazonei. Datorita acestor particulari-
tati In structura complexului revendicat se realizeazd o combinare noud de legaturi chimice
deja cunoscute.

Di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazonato(1-)]cupru} revendicat
se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (55...60°C) de CuCl,2H,0 cu tio-
semicarbazona 2-benzoilpiridinei, luate in raport molar de 1 : 1. Reactia decurge in 45...60
min conform urmatoarei scheme:
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2 O 55-60°C
—_— >

N N—N|:| + 2CuCl, - 2H,0
C—NH,
/7

+ 2HCl + 4H0

Mecanismul reactiei date constd in deprotonizarea grupei tiolice a tiosemicarbazonei
sus-numite in prezenta azotului piridinic al ligandului si coordinarea anionului format la
ionul de cupru(2+) ca ligand N,N,S-tridentat monodeprotonizat. Al patrulea loc in sfera
interna a atomului central il ocupd atomul de sulf al moleculei vecine. La randul sau, in
molecula vecind al patrulea loc coordinativ este ocupat de atomul de sulf al primului
fragment de complex. Al cincilea loc in sfera coordinativa a ambilor atomi centrali de cupru
este ocupat de ionii de clor.

Procedeul de obtinere a di(p-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazona-
to(1-)]cupru} revendicat este simplu in realizare, substantele initiale sunt accesibile, iar
randamentul constituie 65%. Complexul sintetizat are culoare verde, este stabil in contact
cu aerul, putin solubil in apd si alcooli alifatici, solubil in dimetilformamida si
dimetilsulfoxida, practic insolubil in eter.

Exemplu de obtinere a di(n-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarba-
zonato(1-)]cupru}

La solutia etanolica, care contine 10 mmol de dihidrat al clorurii de cupru(2+) in 20 mL
etanol, incilzitd (55...60°C) si amestecatd in permanentd cu ajutorul agitatorului magnetic,
se adauga solutia ce contine 10 mmol de tiosemicarbazona a 2-benzoilpiridinei in 50 mL de
alcool etilic. Dupa aceasta, amestecul reactant se refluxeaza pe parcursul a 45...60 min. La
racire din amestecul reactant se precipita cristale marunte de culoare verde, care se filtreaza
printr-un filtru poros din sticla, se spala cu C,HsOH, eter si se usuci in aer.

Pentru CzeszC'zCUzNgSz
determinat, %: C — 43,95, H-2,99, Cu - 17,79; N - 15,70, S-8,88
calculat, %: C —44,07; H - 3,13; Cu —17,93; N — 15,81; S — 9,05.

Cercetarea la microscop a compusului coordinativ sintetizat demonstreaza ca el poseda
omogenitate fazica. Din cauza dimensiunilor mici si absentei monocristalelor acestui com-
plex, pentru determinarea individualitdtii componentei si structurii lui au fost utilizate
metoda de analiza a elementelor, spectroscopia IR, magnetochimia si termogravimetria.
plexului revendicat s-a stabilit ci el este neelectrolit [z =3 Q™ cm? mol™, 20° C, Cy,=0,001
mol/L].

Analiza magnetochimica la temperatura camerei (292 K) a compusului coordinativ
sintetizat a demonstrat ca el posedd un moment magnetic efectiv redus (ue. = 1,32 m.B.)
comparativ cu cel de spin (S = 1), fapt care indica despre structura lui polinucleara.

Pentru determinarea modului de coordinare a ligandului la ionul de cupru(2+), a fost
efectuatd analiza comparativd a spectrelor IR ale compusului revendicat cu cele ale
analogului proxim [1], tiosemicarbazonelor initiale si ale complexului clorurii de cupru cu
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5

tiosemicarbazona 2-formilpiridinei [2], structura caruia a fost stabilita folosind analiza cu
raze X. S-a constatat ca tiosemicarbazona studiatd in complexul revendicat se comporta ca
un ligand tridentat monodeprotonizat, unindu-se cu ionul central prin intermediul atomilor
de azot piridinic si azometinic si ai sulfului, formand doua metalocicluri din cinci atomi. In
favoarea acestui fapt indica absenta in spectrele IR ale substantei revendicate si ale
analogului proxim a benzilor de absorbtie V(NH) si v(C=S), care in tiosemicarbazonele
libere se observa in domeniile 1540...1535 si, respectiv, 1125...1120 cm™. In structurile
ambelor tipuri de complecsi se observa banda de absorbtie v(C-S) in domeniul 755...745
cm™, iar banda v(C=N) se deplaseazi cu 25...20 cm™ spre frecvente mai mici (in tiosemi-
carbazona initiald v(C=N) se observa la 1615 cm™), fiind insotita de scindare in doua
componente. La 1575 cm™ in spectrul di(p-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tio-
semicarbazonato(1-)]cupru} se observa banda de absorbtie, care este conditionata de osci-
latiile de valentd >C=N-N=C<. Acest caracter al spectrelor IR demonstreaza enolizarea
tiosemicarbazonei in procesul de formare a complexului revendicat. In afard de aceasta in
domeniul 535...405 cm™ in spectrul di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemi-
carbazonato(1-)]cupru} se observa o serie de benzi de absorbtie noi, care conform datelor
luate din literatura, pot fi atribuite la v(Cu-N) = 530 si 410 cm™ si v(Cu-S) = 465 cm™.

Analiza termica a demonstrat ca pe derivatograma compusului revendicat se observa un
singur efect exotermic la 280°C, care corespunde procesului de distructie termooxidativa a
ligandului organic in complex.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetarilor fizico-chimice a fost
stabilitd compozitia si structura probabilda a compusului revendicat.

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu de utilizare a di(n-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicar-
bazonato(1-)Jcupru} in calitate de inhibitor al proliferarii celulelor T-47D ale
cancerului mamar

Cultivarea celulelor. Seria de celule T-47D ER-pozitive ale cancerului mamar a fost
obtinuta din colectia de cultivare de tip american (CCTA) pastrata in fiole de 75 cm® la
37°C in atmosfera de CO, cu umiditatea de 5%. Celulele T-47D au fost cultivate in mediul
RPMI cu adaos de 10% ser de bovine fetal (SBF), L-glutamina (2 mM), penicilina (100
IU/mL), streptomicina (100 pg/mL) si estradiol (InM).

Testarea proliferdrii celulelor. Pentru determinarea cuantificarii cresterii celulelor s-a
utilizat Testarea Proliferarii Celulelor cu Solutii Apoase CellTiter 96 (Promega, Nepean,
On, Canada) in conformitate cu cerintele de preparare. Celulele T-47D au fost resuspendate
in mediul cu adaos de insulind (50 ng/mL) si 5% de carbune activat acoperit cu dextran
tratat cu ser de bovine fetal (SBF) pentru a inlatura ramasitele de estrogen din ser si mediu.
Partile alicote (100 uL) ale suspensiei de celule au fost semanate in 96 placi cu godeuri
(3000 celule/godeu) in trei exemplare. Dupa 48 ore mediul s-a schimbat, urmand diluarea
specifica cu diferiti inhibitori in mediul de crestere. Celulele au fost cultivate in absenta sau
prezenta inhibitorilor timp de 3 zile.

Datele experimentale obtinute in urma studiului di(p-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-
il)metanon-tiosemicarbazonato(1-)]cupru} revendicat in calitate de inhibitor al proliferarii
celulelor T-47D ale cancerului mamar demonstreaza ca acest compus la concentratia de 10
® mol/L inhiba cresterea si multiplicarea a 100%, iar la 10 mol/L — 38+3,5% de celule
T-47D ale cancerului mamar (vezi tabelul). Datele obtinute indica cd acest compus dupa
activitatea anticancerigend depaseste de aproximativ 4 ori caracteristicile analoage ale di(u-
Oftenoxi)-di{[2-(4-aminobenzensulfamido)-5-etil-1,3,4-tiadiazol]-3,5-dibromosaliciliden-
tiosemicarbazonato(2-)cupru} (analogul proxim).
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Tabel
Rata inhibarii celulelor T-47D ale cancerului mamar, %
Concentratie, mol/L
Compusul 10° 10°® 107
Di(p-Ogenoxi)-di{[2-(4-aminobenzensulfamido)-5-etil-1,3,4-
tiadiazol]-3,5-dibromosalicilidentiosemicarbazonato(2-) cupru}
(analogul proxim) 100 10 0
Di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemi-
carbazonato(1-)]cupru} 100 | 38+3,5 0
5
Proprietatile depistate ale di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazo-
nato(1-)]cupru} prezinta interes pentru medicind din punct de vedere al extinderii arse-
nalului de inhibitori ai proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar.
10
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(57) Revendicari:

1. Di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazonato(1-)]cupru} cu
formula:

2. Compus conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ca manifesta proprietatea
de inhibare a proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar.
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