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Inventia se refera la chimie si medicina, si —
anume la compusii coordinativi biologic activi
din clasa tiosemicarbazidatilor metalelor de
tranzitie si poate gasi aplicare in medicina la

profilaxia i tratarea leucemiei mieloide / S>\\ R?
umane. — N_ NH

Esenta inventiei constd 1n utilizarea in L NH _
calitate de inhibitori ai proliferarii celulelor (1, 1),

HL-60 ale leucemiei mieloide umane a doi
compusi  coordinativi noi:  dicloro-[N-(3-
metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zinc (I) si dicloro-[N-(4-
metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zinc (II) cu formula
generala:

unde I: R = H, R?2 = OCHj; II: Rt = OCHj,
RZ=H.

Compusii revendicati extind arsenalul de
inhibitori ai celulelor HL-60 ale leucemiei
mieloide umane cu activitate biologica inalta.
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(54) Dichloro-[N-(3-methoxyphenyl)-2-(pyridine-2-ylmethylene)-
hydrazinecarbothioamide]zinc and dichloro-[N-(4-methoxyphenyl)-2-(pyridine-
2-ylmethylene)-hydrazinecarbothioamide]zinc as human myeloid leukemia HL-

60 cell proliferation inhibitors

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to biologically active
coordinative compounds from the class of
thiosemicarbazidates 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
two new coordinative compounds are proposed
as human myeloid leukemia HL-60 cell
proliferation inhibitors: dichloro-[N-(3-
methoxyphenyl)-2-(pyridine-2-ylmethylene)-
hydrazinecarbothioamide]zinc ()] and
dichloro-[N-(4-methoxyphenyl)-2-(pyridine-2-
ylmethylene)-hydrazinecarbothioamide]zinc
(1) of the general Formula:

(1, 1),
wherein I: R = H, R> = OCHjs; II: R* =
OCHs;, R =H.

The proposed compounds expand the
range of highly active inhibitors of human
myeloid leukemia.
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(57) Pedepar:
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la chimie si medicina, si anume la compusii coordinativi biologic
activi din clasa tiosemicarbazidatilor metalelor de tranzitie si poate gisi aplicare in
medicina la profilaxia si tratarea leucemiei mieloide umane.

In literatura nu existd date referitor la combinatiile coordinative ale zincului care
manifestd activitate anticancer §i prezinta interes practic. Din acest motiv, cel mai apropiat
compusilor declarati dupa structurd, esentd tehnici si rezultatul obtinut este nitrato-[N'-(1-
piridin-2-ilmetiliden)-morfolin-4-carbotiohidrazido(1-)Jcupru [1] (prototip si analog
structural) cu formula:

Compusul dat la concentratia 10° mol/L inhiba cresterea si multiplicarea a 97,25%, la
10 mol/L a 96,35%, iar la concentatia 107 mol/L a 71,7% de celule HL-60 ale leucemiei
mieloide umane.

Dezavantajul prototipului si analogului structural constd in faptul ca el nu posedad o
activitate anticancer suficient de inalta, avand concentratia de inhibare semimaximala (ICso)
egala cu 0,2 umol/L si pdna acum nu a gasit o aplicare in medicina.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de
inhibitori ai proliferarii celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane cu activitate
citostatica inalta.

Esenta inventiei consta in utilizarea in calitate de inhibitori ai proliferarii celulelor HL-
60 ale leucemiei mieloide umane a dicloro-[N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zincului si dicloro-[N-(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zincului (corespunzator | si 1) cu formula generala:

—N/\ >\\NH

NH

Isill

| :R'=H, R2=0CHj; Il : R = OCHs, R? = H.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in stabilirea la compusii revendicati I si 1 a
activitdtii anticancerigene, care in diapazonul concentratiilor 10%...107 mol/L poseda
concentratia de inhibare semimaximald 1C50=0,1 pmol/L si sunt de doud ori mai efectivi
decat prototipul si analogul structural. Proprietatea stabilitda a compusilor I si II este noua,
fiindcad pand acum nu este descrisd utilizarea lor in calitate de inhibitori ai cresterii si
multiplicarii celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul, ca pentru prima data in calitate
de inhibitori ai proliferdrii celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane se propun
dicloro-[N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazin-carbotioamid]zinc si dicloro-[N-
(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)hidrazin-carbotioamid]zinc, care contin o combinare
noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Compusii dati, proprietatile lor si procedeul de sinteza nu sunt descrise in literatura.
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Dicloro-[N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazin-carbotioamid]-zinc si
dicloro-[N-(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamid]-zinc  revendicati
se obtin conform urmatoarei scheme :

CI
* ZnCl —— Zn_
N NH NH

Mecanismul prezentei reactii date este legat de faptul, ca in timpul sintezei In amestecul
reactant are loc aditia la ionul de zinc a unei molecule de 3- sau 4-
metoxifeniltiosemicarbazona a 2-formilpiridinei, care joacd rolul de liganzi-N,N,S
tridentati. In rezultatul acestor procese are loc formarea complecsilor I si II, in care atomul
central are numarul de coordinare 5.

Inventia se explica cu ajutorul figurii, care reprezintd structura dicloro-[N-(3-
metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamid]zincului.

Exemplu de  obtinere al dicloro-[N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zincului (compusului I).

Se amesteca 30 ml de solutie etanolicai, care contine 10 mmol de 3-
metoxifeniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei cu 10 mmol de ZnCl,, dizolvat in 10 ml de
alcool. Amestecul reactant este incélzit (50...55° C) si amestecat in permanenta cu ajutorul
agitatorului magnetic timp de 50-60 min. La racire din solutie se depun 3,0 g (71%) de
cristale marunte de culoare alba galbuie, care sunt filtrate prin filtru de sticla, spalate cu
etanol, eter si uscate la aer.

S-a determinat, %: C-39,54; H-3,12; CI-16,57; N-13,01; S-7,37; Zn-15,20. Pentru
C14H14CI2N,OSZn s-a calculat, %: C-39,79; H-3,34; Cl- 6,78; N-13,26; S-7,59;
Zn-15,47.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™: v(C=N) = 1600, 1582; v(C=S) +v(C=N) =
775, 1280; v(Zn-N) + v(Zn-S) = 521, 480, 415.

Exemplu de  obtinere al dicloro-[N-(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zincului (compusului I1).

Compusul coordinativ de culoare alba gélbuie se obtine cu randamentul 73% de la cel
calculat teoretic, dupa o metoda analogicd, folosind in calitate de substante initiale clorura
de zinc si 4-metoxifeniltiosemicarbazona luate in raport molar 1:1.

S-a determinat, %: C-39,60; H-3,07; CI-16,50; N-13,07; S-7,47; Zn-15,33. Pentru
C14H14CI2N,OSZn s-a calculat, %: C-39,79; H-3,34; CIl-16,78; N-13,26; S-7,59;
Zn-15,47.

Benzile de absorbtie in spectrul IR, cm™: v(C=N) = 1606, 1561; v(C=S) +v(C=N) =
774, 1279; v(Zn-N) + v(Zn-S) = 514, 482, 411.

Proceceul de obtinere a compusilor declarati I si II este simplu in executare, substantele
initiale sunt accesibile. Toti compusii sunt stabili in contact cu aerul, putin solubili in apa si
alcooli alifatici, sunt solubili in dimetilformamida si dimetilsulfoxidd, practic insolubili in
eter.

La recristalizarea dicloro-[N-(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zincului din solutie etanolicd au fost obtinute monocristale, structura
carora a fost stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X. Masuratorile cristalografice au fost
efectuate utilizand un difractometru de tip Xcalibur E CCD Oxford-Diffraction cu
monocromator de grafit inzestrat cu sursd de raze X de tip Mo-K.. Procedeele de
determinare a parametrilor celulei elementare si de integrare a datelor experimentale au fost
efectuate cu ajutorul setului de programe “CrysAlis package Oxford Diffraction”. Pentru
structura cercetatd solutia a fost determinata prin metoda directd cu ajutorul programului
SHELXS-97 si fitata prin metoda patratelor minimale in cadrul programului SHELXL-97
in varianta anisotropica pentru toti atomii cu masd molard mai mare decat a atomului de
hidrogen. Atomii de hidrogen au fost introdusi in pozitii edealizate (dcn = 0.96 A) utilizand
modelul pivot cu fixarea parametrilor isotropici de deplasare la valoarea de 120% fata de
valorile respective ale atomilor de carbon cu care sunt legati. Formula empiricd a
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compusului investigat Ci4H14CI2N4OSZn, grupa spatiala 1 2/C, parametrii celulei
elementare [A]: a = 16,1731(7); b = 7,7159(4), ¢ = 27,8481(13); o = 90°, B = 92,129(5)°, v
= 90°; volumul celulei elementare 3472,77 A3 A fost stabilit (figurd), ci in celula
elementara a acestui compus se afld o molecula de complex, care are structura piramidala
patratd distorsionatd. Baza piramidei alcatuiesc atomii de azot piridinic, azometinic si
atomul de sulf, care formeaza doua metalocicluri din cinci atomi si ionul de clor cu distante
interatomice si unghiurile de valentd standarde pentru compusii din aceasti clasa. In varful
piramidei se afla al doilea atom de clor.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si a cercetarilor fizico-chimice, a fost
stabilita compozitia si structura compusilor declarati.

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu al utilizarii dicloro-[N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zincului si dicloro-[N-(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]zincului in calitate de inhibitori de proliferare a celulelor HL-60 ale
leucemiei mieloide umane.

Celulele leucemiei mieloide umane 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-glutamind, 100 IU penicilina/ml si 100 ug 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 omogena. Dupa aceasta celulele au fost
plasate in vase Falcon din plastic pentru culturi cu 24 compartimente (2 cm?/celuld) la
densitatea initiald de 1.10° celule/ml/compartiment si tratate cu solutii de diferitd
concentatie ale compusului declarat in apa sterila. Fiecare procedurd de tratare cu aceeasi
concentratie a fost efectuatd in céte trei compartimente.

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor anticanceroase ale
dicloro-[N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamid]-zincului si
dicloro-[N-(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotio-amid]zincului sunt
prezentate in Tabel, din care se observi, ci la in diapazonul concentratiilor 10 ~107M ei
inhiba cresterea si multiplicarea de la 100,0 % péana la 61,9% de celule HL-60 ale leucemiei
mieloide umane si ambii compusi au ICsp egal cu 0,1 pmol/L. Datele obtinute indica, ca
acesti compusi dupa activitatea anticancerigend sunt de doud ori mai efectivi decat
prototipul si analogul lor structural.

Proprietatile depistate ale dicloro-[N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamid]-zincului si dicloro-[N-(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmeti-
len)hidrazincarbotioamid]zincului prezinta interes pentru medicina din punct de vedere al
extinderii arsenalului de inhibitori ai leucemiei mieloide umane.

Tabel

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

Compusul Concentratie, mol/L I1Cs,
10° 106 107 | umol/L
Nltrato.-[N -(1-p|r|d|n-2-|lmetlllden)-morfol|n-4-carbot|ohldraZIdo(l-)]cupru 97.25 96.35 77 0.2
(prototipul si analogul structural [1])
Dicloro-[N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamid]zinc | 100,0 100,0 67,2 0,1
Dicloro-[N-(4-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamid]zinc | 100,0 96,7 61,9 0,1
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 4393 B1 2016.01.31

(57) Revendicari:

1. Compusi coordinativi cu formula generala:

~Z4-S R?
N/ >\\
‘e NP
(1, m,

unde I: R* = H, R? = OCHjs; II: R' = OCH3, R? = H.
2. Compusi, conform revendicarii 1, pentru utilizare in calitate de inhibitori ai
proliferarii celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide umane.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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