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(57) Rezumat:
1 2
Inventia se referd la chimie, si anume la - n
sinteza compusilor coordinativi din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie, si N
poate fi aplicatd in medicind ca remediu \N

AN
onastiol . . I @,OCH3
citostatic la profilaxia si tratarea cancerului N I\C|
hepatic. O

Esenta inventiei constd in aceea cd 1In
calitate de inhibitor al proliferarii celulelor

HepG2 in cancerul hepatic se propune Compusul revendicat se manifestd ca un
utilizarea unui nou compus, cloro-[2- inhibitor efectiv al proliferarii celulelor HepG2
fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3- in cancerul hepatic in concentratii de 10°...10°
metoxifenil)tiosemicarbazono]nichel cu mol/L.

formula : Revendicari: 2
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(54) Inhibitor of HepG2 cell proliferation in liver cancer based on chloro-[2-

phenyl(pyridine-2-yl)methanone-4-(3-

methoxyphenyl)thiosemicarbazono]nickel

(57) Abstract:

1

The invention relates to chemistry, namely
to the synthesis of coordinative compounds
from the class of thiosemicarbazonates of
transition metals and can be used in medicine
as cytostatic agent in the prophylaxis and
treatment of liver cancer.

Summary of the invention consists in the
fact that as inhibitor of HepG2 cell
proliferation in liver cancer is proposed the use
of a new  compound, chloro-[2-
phenyl(pyridine-2-yl)methanone-4-(3-
methoxyphenyl)thiosemicarbazono]nickel — of
formula:

N

N\.\]S/ @OCHS
Ni—
VAN

QN Cl

The claimed compound exhibits itself as an
effective inhibitor of HepG2 cell proliferation
in liver cancer at concentrations of 10°...10°°
mol/L.

Claims: 2

(54) MuruduTop pocra kiaerok HepG2 npu pake nevyeHu Ha OCHOBE XJIOPO-[2-

¢enmsI(MUpUANH-2-Ua)MeTaHOH-4-(3-

MeTOKCH()eHIUI) THOCEMHKAPOA30HO | HUK eI

(57) Pedepar:

H300peTeHre OTHOCHUTCS K XHMHH, a
HUMEHHO K CHHTE3Y KOODJMHAIMOHHBIX
COCIMHEHUI M3 Kllacca THOCEMHKapOa3nuIaToB
MEePEXOMHBIX METAJUIOB, U MOXET ObITh
NPUMEHEHO B MENUIMHE B  KadyecTBe
[UTOCTATUYECKOrO cpencrea JULST
NpOGUIAKTHKY U JICYCHHUS PaKa [CYCHH.

CyIIHOCTh W300PETEHUSI COCTOMT B TOM,
YTO B KAauyecTBe HHIUOUTOpA pOCTa KIETOK
HepG2 npu pake medeHW mpeIararoT
NPUMEHEHHE HOBOTO COEIUHEHUS, XJIOpo-[2-
benmwt(nupuanH-2-mi)MeTaHoH-4-(3-
METOKCH()EHHUIT) THOCEMHKapOa30HO | HUKeIsI
(bopMyIHI

3asBisieMoe COeMHEHHE TIPOSIBIISIET ce0s KaK
a¢peKkTUBHBIA MHrHOUTOp pocTa Kierok HepG2
IpH pake medeHH B KoHueHTpammax 107°...10°
MOJIB/JI.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se refera la chimie, §i anume la sinteza compusilor coordinativi din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie, si poate fi aplicatd in medicind ca remediu citostatic la
profilaxia si tratarea cancerului hepatic.

In practica medicala, pentru tratarea si profilaxia cancerului hepatic se utilizeaza doxorubicina
(doxorubicinum) — unul dintre antibioticele grupei antracilinelor cu urmatoarea formula de structura:

O OH @)

NH,

Mecanismul actiunii doxorubicinei este apropiat de cel al ribomicinei si este bazat pe intercalarea
celulelor ADN. Ea se aplica in cazul cancerului glandei mamare, sarcomei tesuturilor moi, sarcomei
osteogene, tumorii Young, cancerului pulmonar, limfosarcomei, cancerului ovarian, cancerului
pavimentos de diversd localizare, cancerului vizicii urinare, tumorii Williams, cancerului glandei tiroide,
diverselor leucoze si limfogranulomatozei [1].

La concentratia de 10 mol/L doxorubicina inhiba cresterea si multiplicarea a 76,7%, iar la
concentratia de 10°® mol/L — 28,6% din celulele HepG2 ale cancerului hepatic.

Dezavantajul acestui compus constd in intrebuintarea lui limitata, deoarece nu poseda o activitate
inaltd cancerostaticd, precum si in cauzarea unor efecte secundare: se pot dezvolta cardiomiopatii, dureri
in regiunea cardiacd, dereglarea ritmului cardiac, insuficienta cardiaca si hipotensiune.

Dintre toti compusii coordinativi ai nichelului, care inhiba cresterea si multiplicarea celulelor HepG2
ale cancerului hepatic [2], cel mai inalt efect cancerostatic a fost obtinut in cazul hidroxo-[4-(p-
clorofenil)-1-(piridin-2-il)tiosemicarbazido)aquanichel cu formula structurala:

H,O_ OH
Ni
4 I\S

@) i

NH Cl

Dezavantajul compusului mentionat constd in faptul cd nu poseda o activitate cancerostatica
suficientd, inhiband la concentratia de 10°® mol/L doar 5% de celule si pAnd acum nu i s-a gasit aplicare in
medicina.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de inhibitori ai
proliferarii celulelor HepG2 ale cancerului hepatic cu activitate citostatica inalta.

Esenta inventiei constd in aceea cd in calitate de inhibitor al proliferarii celulelor HepG2 in cancerul
hepatic se propune utilizarea unui nou compus, cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-
metoxifenil)tiosemicarbazono]nichel cu formula :
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N=__NH

N OCHs

Compusul revendicat se manifestd ca un inhibitor efectiv al proliferarii celulelor HepG2 in cancerul
hepatic in concentratii de 10°...10° mol/L.

Structura moleculara a cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)-tiosemicarbazono]nichel
are urmatorul aspect:
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Proceseul de sinteza, proprietatile fizico-chimice si cancerostatice ale acestui compus nu sunt descrise
in literatura de specialitate.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in stabilirea la compusul revendicat a activitatii cancerostatice,
care la concentratii de 10°...10°mol/L depaseste de 1,3...1,4 ori caracteristicile analoage ale
doxorubicinei si de 8,2 ori ale analogului structural. Proprietatea stabilitd a complexului sus-numit este
noud, fiindca pana acum nu este descrisa utilizarea lui in calitate de inhibitor al cresterii si multiplicarii
celulelor HepG2 ale cancerului hepatic.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul ca pentru prima data in calitate de inhibitor al
proliferdrii celulelor HepG2 ale cancerului hepatic se propune cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-
metoxifenil)tiosemicarbazono]-nichel, care contine o combinare noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Compusul revendicat cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)tiosemicarbazono]-nichel
se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (55...60°C) ale NiCl,6H20 cu 4-(3-
metoxifeni)tiosemicarbazona 2-benzoilpiridina, luate in raport molar de 1 : 1. Reactia decurge in 45...60
min conform urmatoarei scheme:

. 55-60°C
O OCH; + NIiCl, - 6H) O —»>
N N-NH

>/—NH

S
N,Nﬁ/NH
\ S OCH3
NiT + HCI + 6H,0

Mecanismul reactiei date constd in deprotonarea grupei tiolice a tiosemicarbazonei sus-numite in
prezenta azotului piridinic al ligandului si coordonarea anionului format la ionul de nichel ca ligand
N,N,S-tridentat monodeprotonizat. Al patrulea loc in sfera interna a atomului central il ocupa atomul de
clor.

Procedeul de obtinere a cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)tiosemicarbazono]nichel
este simplu in executare, substantele initiale accesibile, randamentul constituie 71%. Complexul sintetizat
are culoarea rosie intunecata, este stabil la contact cu aerul, putin solubil in apa si alcooli alifatici, este
solubil in dimetilformamida si dimetilsulfoxida, practic insolubil in eter.

Exemplu de obtinere a cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)tiosemicarbazono]-nichel.

La solutia etanolica, care contine 10 mmol de hexahidrat al clorurii de nichel in 20 ml etanol, incélzita
(55...60°C) si amestecata in permanenta cu ajutorul agitdtorului magnetic, se adauga o solutie ce contine
10 mmol de 3-metoxifenitiosemicarbazond a 2-benzoilpiridinei in 50 ml de alcool etilic. Amestecul
reactant se incalzeste in continuare cu refrigerent ascendent pe parcursul a 45...60 min. La ricire, din
amestecul reactant se depun cristale marunte de culoare rosie intunecata, care se filtreaza printr-un filtru
din sticld, se spala cu C,HsOH, eter si se usuci 1n aer.

S-a determinat, % : C — 52,90, H - 3,57, Cl - 7,51, N — 12,07, Ni -12,99, S - 6,88._

Pentru CyHy7CINsNiOS s-a calculat, % : C — 52,73; H - 3,76, Cl —7,78; N —12,30; Ni — 12,88, S -
7,04.

La recristalizarea compusului sintetizat din solutie dimetilformamid-etanolica (1:4) au fost obtinute
monocristale, structura cdrora a fost stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X. Experimentul s-a efectuat la
difractometrul Xcalibur-Gemini “Oxford Diffraction”. Structura a fost determinata prin metoda directa si
stabilita folosind metoda celor mai mici patrate in apropiere anizotropa pentru atomii de hidrogen dupa
programele SHELX-97. Atomii de hidrogen sunt inclusi in pozitiile geometrice prevazute, iar factorul lor
de temperatura Uy este luat de 1,2 ori mai mare, decét in cazul atomilor de carbon si oxigen legati cu ei.
Parametrii principali ai experimentului sunt prezentati in tabelele 1 si 2.
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S-a stabilit cd compusul coordinativ revendicat posedd o configuratie plan-patratica in care 4-(3-
metoxifenil)tiosemicarbazona 2-benzoilpiridina coordineaza la ionul de nichel prin intermediul atomilor
de azot piridinic si azometinic si a sulfului, formand doud metalocicluri din cinci atomi. Al patrulea loc
coordinativ este ocupat de ionul de clor (vezi structura moleculara a cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-
(3-metoxifenil)-tiosemicarbazono]nichel, indicatd mai sus). Structura cristalind rezulta prin impachetarea
lanturilor supramoleculare de tip 1D (vezi formarea structurii supramoleculare 1D, indicatd mai sus)
construite prin formarea legaturii de hidrogen intermoleculara N-H...O.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si analizei cu raze X a fost stabilita compozitia si
structura compusului revendicat.

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmétoarele date experimentale.

Exemplu de utilizare a cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)-tiosemicarbazono]nichel
in calitate de inhibitor al proliferarii celulelor HepG2 ale cancerului hepatic.

Celulele de hepatom uman HepG2 au fost crescute in mediul DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium), continand 100 pmol/L aminoacizi neesentiali, 100 U/mL penicilind, 100 pg/mL streptomicina
si 10% ser fetal bovin in atmosfera umidificata (5% CO,, 37°C). Tipic, 10° celule per un godeu au fost
insamantate pe placi cu 6 godeuri si cultivate pand la o confluenta de 70...80%.

Testarea proliferarii celulelor.

Viabilitatea celulelor a fost stabilita cu ajutorul testului MTT. Aproximativ 2000 de celule de HepG2
au fost introduse in fiecare godeu al unei plici cu 96 godeuri. Dupa incubare peste noapte, celulele au fost
tratate cu ds ARN timp de 48...72 ore. La momente diferite dupd tratament, mediul a fost indepértat,
MTT (20 pl de 5 mg/ml) a fost adaugat in fiecare godeu si incubat la 37°C timp de 4 ore. Plécile au fost
centrifugate, iar precipitatele de formazan, colorate in violet, au fost dizolvate in 150 pL de
dimetilsulfoxid. Absorbanta a fost masuratd la 490 nm utilizand cititorul de absorbantda MRX II (Dynex
Technologies, Chantilly, Virginia, SUA). Reducerea viabilitatii celulelor de HepG2 tratate cu ds Control a
fost exprimata in procente fata de celulele simulate, care se considera a fi 100% viabile.

Datele experimentale obtinute in urma studiului cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)-
tiosemicarbazono]nichel, declarat in calitate de inhibitor al multiplicarii celulelle HepG2 ale cancerului
hepatic demonstreaza ca acest compus la concentratia de 10 mol/L inhibi cresterea si multiplicarea a
100%, iar la 10° mol/L — 40,1% de celule HepG2 ale cancerului hepatic. Datele obtinute denota ci acest
compus, dupda activitatea cancerostatica, depadseste de 1,3...1,4 ori caracteristicile analoage ale
doxorubicinei (solutia apropiata) si de 8,2 ori ale celei mai apropiate solutii, tabelul 3.

Proprietatile depistate ale cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-
metoxifenil)tiosemicarbazono]nichel prezintd interes pentru medicina din punct de vedere al extinderii
arsenalului de inhibitori ai celulelor cancerului hepatic.

Tabelul 1

Date cristalografice si detalii privind experimentul cu raze X pentru cloro-[2-fenil(piridin-2-
il)metanon-4-(3-metoxifenil)-tiosemicarbazono]nichel

Formula moleculara C,oH17CIN4NIOS

Masa molara, g/mol 455,60

Temperatura, K 200,0

Singonia, grupa spatiald, Z Ortorombic, P2,2,2,

a, A 7,15501(15)

b, A 15,9430(4)

c, A 16,8131(4)

a, grad 90,00

B, grad 90,00

Y, grad 90,00

vV, A® 1917,91(7)

z 4

Peatleg/mm?® 1,578

w/mm™ 1,279

Dimensiunea monocristalului, mm 0,1570,15?70,1
Numarul parametrilor 5306

S 1,041

Final R index[1>2Z(1)] R,=0,0284, wR,= 0,0626
Final R index R,=0,0312, wR,= 0,0640
Programe SHELX-97
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Tabelul 2

Valorile unor distante interatomice (d, A) si ale unghiurilor de valentd (Q, grad °) pentru cloro-[2-
fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)-tiosemicarbazono]nichel

Legitura dA Legitura dA
Nil - S1 2,1462(8) C7-C12 1,396(3)
Nil - Cl1 2,1575(8) C7-C8 1,401(3)
Nil - N1 1,923(2) C7-C6 1,471(3)
Nil - N2 1,849(2) N1 -C5 1,366(3)
S1-C13 1,743(3) N1-C1 1,335(3)
01-C20 1,424(3) C5-C4 1,374(3)
01-C18 1,372(3) C5-C6 1,483(3)
N4 - C13 1,358(3) C4-C3 1,391(3)
N4 - C14 1,409(3) C2-C3 1,368(4)
C15-C14 1,404(3) C2-C1 1,389(4)
C15-Cl16 1,379(4) Cl2-Cl1 1,380(4)
C13-N3 1,321(3) C19-C18 1,382(4)
Cl7-C18 1,395(4) C8-C9 1,379(4)
Cl7-C16 1,383(4) C9-C10 1,381(4)
N3 - N2 1,374(3) C10-C11 1,376(4)
Cl14 -C19 1,388(4) C6 - N2 1,316(3)
Unghiul Q,grad Unghiul Q,grad
S1-Nil-Cl1 92,82(3) N1 -C5 -C4 121,7(2)
N1 - Nil-S1 170,80(6) N1-C5-C6 113,1(2)
N1 - Nil-Cl1 96,28(6) C4-C5-C6 125,1(2)
N2 -Nil - S1 86,99(7) C5-C4-C3 118,9(2)
N2 -Nil -Cl1 179,52(7) C3-C2-C1 119,3(2)
N2 -Nil-N1 83,90(9) C11-C12 -C7 120,5(3)
C13-S1-Nil 95,25(8) C18 -C19-C14 121,3(2)
C18 -01-C20 117,5(2) C9 -C8 -C7 120,3(2)
C13-N4-C14 131,0(2) 01 -C18 -C17 124,0(2)
Cl16 -C15-C14 118,4(3) 01 -C18-C19 116,1(2)
N4 -C13 -S1 116,67(18) C19 -C18 -C17 119,9(2)
N3 -C13-S1 123,29(19) C8-C9-C10 120,3(3)
N3 -C13 -N4 120,0(2) C11-C10-C9 120,1(3)
C16 -C17 -C18 118,2(2) C10-C11-C12 120,3(3)
C13 -N3-N2 110,2(2) C15-C16 -C17 122,9(2)
C15-C14-N4 124,1(2) C2-C3-C4 119,3(2)
C19-C14 -N4 116,6(2) C7-C6-C5 121,9(2)
C19 -C14 -C15 119,3(2) N2 -C6 -C7 125,8(2)
C12 -C7 -C8 118,5(2) N2 -C6 -C5 112,2(2)
C12 -C7 -C6 122,0(2) N1 -C1-C2 121,9(3)
C8-C7-C6 119,5(2) N3 -N2 -Nil 124,24(16)
C5-N1-Nil 112,66(16) C6 -N2 -Nil 117,72(18)
C1-N1-Nil 128,54(19) C6 -N2 -N3 118,0(2)
C1-N1-C5 118,7(2)
Tabelul 3
Partea celulelor Hep G2 ale cancerului hepatic inhibate, %
Compusul Co_gcentra‘gie, mol/L - .
10 10 10
Doxorubicina (solutia apropiatd) 76,7 28,6 0
Hidroxo-{[4-(p-clorofenil)-1-(piridin-2- 100 5 0
il)tiosemicarbazido)aquanichel (cea mai apropiatd solutie)
Cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)- 100 401 0
tiosemicarbazono]nichel (inventia revendicatd) '
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(57) Revendicari:
1. Cloro-[2-fenil(piridin-2-il)metanon-4-(3-metoxifenil)tiosemicarbazono]-nichel cu formula :

N=__NH
N OCH,

2. Compus conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ci poseda proprietiti de inhibitor al
proliferarii celulelor Hep G2 in cancerul hepatic.
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