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(54) Inhibitor of human myeloid leukemia HL-60 cells based on bis[N-(prop-2-en-
1-yl)-2-(pyridine-2-ylmethylidene)hydrazinecarbothioamide]nickel(11)

chloride hydrate

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry, namely
to a coordinative compound from the class of
thiosemicarbazonates of transition metals and
may find application in medicine for the
prevention and treatment of human myeloid
leukemia.

Summary of the invention consists in that
as an inhibitor of human myeloid leukemia
HL-60 cells is proposed the new bis[N-(prop-
2-en-1-yl)-2-(pyridine-2-ylmethylidene)hydra-
zinecarbothioamide]nickel(1l) chloride hydrate
compound of formula:

2
NiSg >CI2-H20
/QKCN) NH

The claimed compound expands the range
of highly active inhibitors of human myeloid
leukemia cells.

Claims: 2

Fig.: 1

I

(54) Auruourop kiaeroxk HL-60 MuenonaHoi JielikeMuH 4eJI0BEKAa HA OCHOBE
ruaparta xjopuaa ouc[N-(nmpon-2-en-1-ui)-2-(MupuauH-2-wIMeTHIU/IEH)-

ruapasunkapéornoamua]-auxens(l1)

(57) Pedepar:

W3o0perenrie OTHOCHUTCA K XHMHUH, a
UMEHHO K KOOpJHMHAIMOHHOMY COEIMHEHHIO
Kjlacca THOCEMHKapOa30HATOB IEPEXOIHBIX
METaJVIOB U MOXKET HaWTH TNpUMEHEHUE B
MEIUIMHE IS TPOPHWIAKTUKH W JICUEHHs
MUEJIOUTHOM JIEHKEMUH YeTIOBEKa.

CymHocTh  M300peTeHus] 3aKJII0YaeTcsi B
TOM, YTO B KadecTBe MHruOuropa xierox HL-
60  muenoupHOW  JIeikeMHUM  YeJOBeKa
npe/jiaraeTcs HOBOE COEAWHEHHE THUapar
xJlopuza 6uc[N-(npon-2-en-1-n)-2-
(MTUPHIMH-2- MIIMETUITUICH) THIPA3HH-
kapooruoamua]aukens(Il) popmynsr :

NH
( A
N Lo INT
A\ HN—N/I\I“\S:< \ Cla - H0
Z N

3asBisieMOe  COCJMHEHHE  PACIHIApPSICT
CIICKTP BBICOKOAKTHUBHBIX WHTUOUTOPOB
KJICTOK MUEIOMTHOMN JICHKEMHUH YeJIOBEKA.

I1. popmymsr: 2

OQur.: 1
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Descriere:

Inventia se refera la chimie, §i anume la un compus coordinativ din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie si poate gasi aplicare in medicina la profilaxia
si tratarea leucemiei umane mieloide.

Din compusii coordinativi din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie, care
inhiba leucemia umana mieloida, descrisi in literatura, cel mai nalt efect cancerostatic a
fost obtinut in cazul hidratului nitratului de saliciliden-4-feniltiosemicarbazido
(1-)aquacupru(2+) [1] cu formula :

H,O
O\C\: S

u
/N\ >NH NO3 - H>,O
~ " "NH

Complexul dat inhiba cresterea si multiplicarea a 100% de celule HL-60 ale leucemiei
umane mieloide la concentratii 10® si 10° M.

Dezavantajul  hidratului  nitratului  de saliciliden-4-feniltiosemicarbazido(1-)-
aquacupru(2+) consta in faptul ca el nu poseda o activitate anticancer suficient de inalta,
nu inhiba proliferarea celulelor canceroase la o concentratie mai mica de 10° M si pana
acum nu a gasit aplicare in medicina.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de
inhibitori ai leucemiei mieloide umane cu activitate biologica inalta.

Esenta inventiei constd in aceea cd in calitate de inhibitor al celulelor HL-60 ale
leucemiei umane mieloide se propune compusul nou hidratul clorurii de bis[N-(prop-2-
en-1-il)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamid]nichel(Il) cu formula:

NHQ

>:S VNI NH

N L INTT

\ HN_N/I\lll\S:( \ C|2 . Hzo
4/ _N

Q NH

Compusul coordinativ dat, proprietatile Iui si procedeul de obtinere nu sunt descrise in
literatura.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in stabilirea la compusul revendicat a activitatii
anticancer, care depdseste de 1,5 ori caracteristicile analoage ale hidratului nitratului de
saliciliden-4-feniltiosemicarbazido(1-)-aquacupru(2+) [1] (analogul proxim).

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul ca pentru prima data in calitate
de inhibitor al celulelor HL-60 de leucemie umana mieloida se propune compusul
coordinativ al clorurii de nichel cu 4-aliltiosemicarbazona 2-formilpiridinei, care contine
o combinatie noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Hidratul ~ clorurii  de  bis[N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazin-
carbotioamid]nichel(II) revendicat se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti
(50...55°C) ale NiCl,-6H,0 cu 4-aliltiosemicarbazona 2-formilpiridinei [(N-(prop-2-en-1-
il)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida], luate in raport molar de 1:2. Reactia
decurge in 50...60 min conform urmatoarei scheme:




10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 4407 B1 2016.03.31

4

o Q.
HN—/< >+N|CI2 6H,0 —> < >:S\r\|li/'\ile4>\

2
HN—N"| s Cl,.H,0+ 5H,0
4 _N

©NH

Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul ca in timpul sintezei in amestecul
reactant are loc aditia la ionul de nichel(2+) a doud molecule de 4-aliltiosemicarbazona 2-
formilpiridinei, care joaca rolul de liganzi N,N,S-tridentati. Ca rezultat al acestor procese
are loc  formarea  cationului  complex  bis[N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamid]nichel(Il), sarcina pozitiva a caruia este compensatd cu
doua sarcini negative ale ionilor de clorura.

Exemplu de obtinere a hidratului clorurii de bis[N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamid]nichel(l1)

4-Aliltiosemicarbazona 2-formilpiridinei a fost sintetizata conform procedeului
descris in literaturd (B.M. Zeglis, V. Davilov and J.S. Lewis. Role of Metalation in the
Topoisomerase Ila Inhibition and Antiproliferation Activity...// J. Med. Chem. 2011, vol.
54, p. 2391-2398).

Se amestecdi 30 mL de solutie etanolica, care contine 20 mmol de 4-
aliltiosemicarbazona 2-formilpiridinei cu 10 mmol de NiCl,6H,0, dizolvat in 20 mL de
alcool. Amestecul reactant este incilzit la 50...55°C si amestecat in permanentd cu
ajutorul agitatorului magnetic timp de 50...60 min. La racire din solutie se depun cristale
mici de culoare bruna Intunecata, care sunt filtrate prin filtru de sticla, spalate cu etanol,
eter si uscate la aer.

S-a determinat, %: C — 40,65; H — 4,31; Cl — 11,87; N - 18,90; Ni — 9,71; S —-10,77.
Pentru C,H,6Cl,NgNiOS; s-a calculat, % : C — 40,84; H — 4,46; Cl — 12,05; N - 19,05; Ni
—-9,98; S-10,90.

Momentul magnetic efectiv pes = 2,84 M. B. (294K). Benzile de absorbtie in spectrul
IR, cm™ : v(C=N) = 1599, 1571; v(C=S) +v(C=N) = 769, 1275; v(Ni-N) + v(Ni-S) = 514,
472.

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu in executare, substantele
initiale sunt accesibile, randamentul constituie 71% fatd de cel teoretic calculat.
Complexul este stabil in contact cu aerul, solubil in apd si alcooli, bine solubil in
dimetilformamida si dimetilsulfoxid, practic insolubil in eter.

La recristalizarea compusului revendicat din solutie etanolica au fost obtinute
monocristale, structura carora a fost stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X (Formula
empirica CyHaCINgNiOS,, grupa spatiala P 2,/C, parametrii celulei elementare [A]: a =
19,3092(9); b = 16,5371(7), ¢ = 8,4168(4); o = 90°, B = 97,227(5)°, y = 90°; volumul
celulei elementare 2666,29 A®). A fost stabilit (vezi figura), c complexul dat are structura
octaedrici  meridionala. Doud molecule de N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamida din sfera internd se comporta ca liganzii tridentati
coordinand la atomul central de nichel prin atomii de azot piridinic, azometinic §i atomul
de sulf al fragmentului tiosemicarbazidic, formand doud metalocicluri din cinci atomi.
Sfera exterioara a complexului contine doi ioni de clorura si o moleculda de apa de
cristalizare.

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

Exemplu al utilizarii hidratului clorurii de bis[N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamid]nichel(ll) in calitate de inhibitor al leucemiei
umane mieloide

Celulele leucemiei umane mieloide 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-glutamina, 100 UI penicilind/mL si 100 pg de streptomicina/mL si incubate in
atmosfera umeda de 95% aer / 5% CO; la 37°C. Celulele au fost amestecate de 2...3 ori
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pe parcursul siptamanii, pentru a le pastra in fazd omogena. Dupa aceasta celulele au fost
plasate in vase Falcon din plastic pentru culturi cu 24 compartimente (2 cm?/celuli) la
densitatea initialdi de 1-10° celule/mL/compartiment si tratate cu solutii de diferita
concentratie ale compusului revendicat in apa sterila. Fiecare procedurd de tratare cu
aceeasi concentratie a fost efectuata in cate trei compartimente.

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor anticancer ale hidratului
clorurii de bis[N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazin-carbotio-
amid]nichel(IT) sunt prezentate in tabel, din care se observa ci la concentratia 10° M el
inhiba cresterea si multiplicarea a 97,5%, la 10° M — 94,0%, iar la concentratia 10" M -
46,7% de celule HL-60 ale leucemiei umane mieloide. Datele obtinute releva ca acest
complex de nichel(2+), dupa activitatea anticancerigend, depaseste de 1,5 ori
caracteristicile analoage ale analogului proxim.

Proprietatile depistate ale hidratului clorurii de bis[N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamid]nichel prezintd interes pentru medicind din punct de
vedere al extinderii arsenalului de inhibitori ai leucemiei umane mieloide.

Tabel

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

Compusul Concentratia,

mol/L

10° | 10°

107

Hidratul nitratului de saliciliden-4-feniltiosemicarbazido(1-) aquacupru(2+)

. 100 | 100
(analogul proxim)

0

Hidratul clorurii de bis[N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-

ilmetiliden)hidrazincarbotioamid]nichel(I1) 97,5 | 940

46,7
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
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(57) Revendicari:

1. Hidratul clorurii de

@

NH
N 7
\< S\I\II_/N—NH
|
HN—N" | >S
/ N

NH

O

2.

bis[N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-
hidrazincarbotioamid]nichel(I1) cu formula:

)

Cl, - H,0

Compus coordinativ conform revendicarii 1, pentru utilizare in calitate de

inhibitor al celulelor HL-60 ale leucemiei umane mieloide.
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