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(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la chimie, si anume la
sinteza compusilor coordinativi din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie si
poate gasi aplicare in medicina la profilaxia si
tratarea leucemiei umane mieloide.

Esenta inventiei constd in aceea ca in
calitate de inhibitor al leucemiei umane
mieloide (celule HL-60) se propune nitrato-
[N’-(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-
carbotiohidrazido(1-)]cupru cu formula:

Compusul revendicat inhiba cresterea si
multiplicarea a 72% de celule HL-60 ale
leucemiei umane mieloide la o concentratie de
107 mol/L.

Revendicari: 2

Figuri: 1



(54) Inhibitor of human myeloid leukemia HL-60 cells based on nitrato-[N'-(1-
pyridine-2-ylmethylidene)-morpholine-4-carbothiohydrazido(1-)]copper

(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 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 nitrato-[N’-(1-
pyridine-2-ylmethylidene)-morpholine-4-
carbothiohydrazido(1-)]copper of Formula:

The claimed compound inhibits the growth
and reproduction of 72% of human myeloid
leukemia HL-60 cells at a concentration of 10~
mol/L.

Claims: 2

Fig.: 1

(54) Auruourop kiaeroxk HL-60 MuenonaHoi JielikeMuH 4eI0BEKAa HA OCHOBE
HUTPaTO-[N'-(1-nupuanH-2-uiaMeruauaen)Mmopg oinH-4-

kap6oTuoruapazuao(l-)|memn

(57) Pedepar:

W3o0perenrie OTHOCHUTCS K XHMHUH, a
UMEHHO K CHHTE3y KOOpPAMHAIMOHHBIX
COEIMHEHUH Kilacca THOCEMHKapOa3oHATOB
MEPEXOJHBIX METAJUIOB M MOXET HaWTH
MIPUMEHEHNE B MEAUIMHE IS POQUIAKTHKA
U JIEYEHUS] MUETIOUIHON JIEHKEMUH YeIOBEKa.

CymHocTs M300peTeHHs] 3aKIo4yaeTcs B
TOM, 4TO B Ka4eCTBE MHTMONUTOpPA MHUEIIOHTHOH
neiikemun  4enmoBeka  (xwietku  HL-60)
TIpe/yIaraeTcs nurpato-[N'-(1-nupuaus-2-
WIMETWINIEH )MOPPOTUH-4-
kapOortuorunpazuno(1-)mens hpopmyssr:
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3asBisieMoe coeAMHEHNEe HHTUOMPYET POCT
n pasMHOXXeHune 72%  KIIETOK HL-60
MHUENOUIHON  JIeHKeMHUH  4YeloBeKa  IMpH
koHueHTpammn 107 Momb/11.

I1. popmymsr: 2

Quwr.: 1
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Descriere:

Inventia se refera la chimie, si anume la sinteza compusilor coordinativi din
clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie si poate gasi aplicare in
medicina la profilaxia si tratarea leucemiei umane mieloide.

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

H,O
o._|

S S
Cu
i
N-.

-~ NH

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

Dezavantajul hidratului nitratului de saliciliden-4-feniltiosemicarbazido(1-)-
aquacupru(2+) constd in faptul cd nu posedd o activitate anticancerigena
suficient de finaltd si inhiba proliferarea celulelor canceroase numai la
concentratia mai mare de 10° mol/L si pani acum nu a gisit aplicare in
medicina.

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

Esenta inventiei consta 1n aceea cd in calitate de inhibitor al leucemiei umane
mieloide (celule HL-60) se propune nitrato-[N'-(1-piridin-2-ilmetiliden)-
morfolin-4-carbotiohidrazido(1-)]cupru cu formula:

NO3 - H,0

Compusul coordinativ dat, proprietatile lui si procedeul de obtinere nu sunt
descrise in stadiul tehnicii.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in stabilirea la compusul revendicat a
activitatii anticancerigene, care inhiba cresterea si multiplicarea a 72% de celule
HL-60 ale leucemiei umane mieloide la o concentratie de 10” mol/L.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul ca pentru prima data
in calitate de inhibitor al celulelor HL-60 leucemiei umane mieloide se propune
compusul coordinativ al nitratului de cupru cu 4-morfolintiosemicarbazona
2-formilpiridinei, care contine o combinare noud de legaturi chimice deja
cunoscute.

Nitrato-[N’-(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-carbotiohidrazido(1-)]cupru
revendicat se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50...55°C) de
Cu(NO3),3H,0, 4-morfolintiosemicarbazoni si 2-formilpiridina, luate in raport
echimolar. Reactia decurge 1n 45...60 min conform urmatoarei scheme:
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Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul ca in timpul sintezei in
amestecul reactant are loc condensarea  2-formilpiridinei cu  4-
morfolintiosemicarbazida si  formarea 4-morfolintiosemicarbazonei  2-
formilpiridinei ([N’-(1-piridin-2-ilmetiliden)morfolin-4-carbotiohidrazida]), care
coordineaza la ionul de cupru(2+) in forma tiolicd monodeprotonizata ca ligand
tridentat-N,N,S. Tn afara de acest ligand 1n sfera internd intra si ionul nitrat.

Exemplu de obtinere a nitrato-[N’-(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-
carbotiohidrazido(1-)]cupru

4-Morfolintiosemicarbazida a fost sintetizatd conform metodei descrise in
literatura (Amandha Kaiser da Silva. Complexos Heterolepticos de Ouro(lll)
como Potenciais Antitumorais e Anti-Trypanosoma cruzi// Dissertacao
apresentada ao Instituto de Quimica de Sao Carlos. P. 31 // Sao Carlos, 2015, url:
http://www.teses.usp.br/.../AmandhaKaiserdaSilvarevi/).

Se amestecd 20 mL de solutie etanolica, care contine 10 mmol de 4-
morfolintiosemicarbazidd i 10 mmol 2-formilpiridinda cu 10 mmol de
Cu(NOs3),:3H,0, dizolvati in 10 mL de alcool. Amestecul reactant este incélzit la
50...55°C si amestecat in continuu cu ajutorul agitatorului magnetic timp de
45...60 min. La racire din solutie se depun cristale mici de culoare verde
intunecatd, care sunt filtrate prin filtru de sticld, spdlate cu etanol, eter si uscate
in aer liber.

S-a determinat, %: C — 35,05; H — 3,31; Cu — 16,77; N - 18,50; S — 8,37.
Pentru C;;H;3CuNsO,S s-a calculat, % : C — 35,25; H -3,50; Cu — 16,95; N-
18,68; S — 8,55. Momentul magnetic efectiv pes= 1,84 M. B. (294K).

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu in executare,
Substantele initiale accesibile, randamentul constituie 80% fatd de cel teoretic
calculat. Complexul este stabil in contact cu aerul, putin solubil in apa si alcooli,
bine solubil in dimetilformamida si dimetilsulfoxid, practic insolubil in eter.

La recristalizarea compusului revendicat din solutie etanolicd au fost obtinute
monocristale, structura carora a fost stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X
(Formula empirica Cj;H;3CuNsO,4S, grupa spatiala P-1, parametrii celulei
elementare [A]: a = 8,1655(7); b = 8,7809(7), ¢ = 21,388(2); a = 89,140(7)°, B =
80,813(7)°, v = 77,828(7)°; volumul celulei elementare 1479,58 A®). A fost
stabilita pentru complexul dat structura piramidala (vezi figura). Molecula de N'-
(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-carbotiohidrazida din sfera internd se
comporta ca un ligand tridentat coordinand la atomul central de cupru prin atomii
de azot piridinic, azometinic si atomul de sulf al fragmentului tiosemicarbazidic,
formand doud metalocicluri din cinci atomi. Al patrulea si cincilea locuri in sfera
interna este ocupat de doi atomi de oxigen ai ionului nitrat, care se comporta ca
un ligand bidentat.
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Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si a cercetarilor fizico-
chimice, a fost stabilita compozitia si structura compusului revendicat.

Exemplu de utilizare a nitrato-[N’-(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-
carbotiohidrazido(1-)]cupru 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, 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 saptamanii, pentru a
le pastra in fazd omogend. Dupa aceasta celulele au fost plasate in vase Falcon
din plastic pentru culturi cu 24 compartimente (2 cm%celuld) la densitatea
initiali de 10° celule/mL/compartiment si tratate cu solutii de diferita
concentratie ale compusului revendicat in apa sterild. Fiecare procedurd de
tratare cu aceeasi concentratie a fost efectuatd in trei compartimente.

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor anticanceroase
ale nitrato-[N'-(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-carbotiohidrazido(1-)]cupru
sunt prezentate in tabel, din care se observd ci la concentratia de 10 mol/L el
inhiba cresterea si multiplicarea a 97,25%, la 10° mol/L — 96,35%, iar la
concentratia de 107 mol/L - 71,7% de celule HL-60 ale leucemiei umane
mieloide. Datele obtinute releva faptul cd acest complex de cupru, dupa
activitatea anticancerigena, depaseste de 1,72 ori caracteristicile respective ale
analogului proxim.

Proprietatile depistate ale nitrato-[N’-(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-
carbotiohidrazido(1-)]-cupru prezinta 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°

Hidratul

aquacupru(2+) (analogul proxim)

nitratului  de saliciliden-4-feniltiosemicarbazido(1-)- 100 100 0

Nitrato-[N’-(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-
carbotiohidrazido(1-)]cupru

97,25 96,35 | 71,7
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 3890 G2 2009.04.30

(57) Revendicari:

1. Nitrato-[N’-(1-piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-carbotiohidrazido
(1-)Jcupru cu formula:

— O —

2. Compus coordinativ conform revendicarii 1, in calitate de inhibitor al
celulelor HL-60 ale leucemiei umane mieloide.

Sef Directie Brevete: GUSAN Ala
Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana
Examinator: JOVMIR Tudor
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