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Inventia se refera la chimie si medicind, si anume la un compus organic biologic activ din clasa tiosemicarbazidelor
si poate fi aplicat pentru profilaxia si tratamentul leucemiei umane mieloide.

Din toti compusii organici, care contin in componenta sa fragmentul tiosemicarbazidic si care inhiba cresterea si
multiplicarea celulelor HL-60 ale leucemiei umane mieloide, cel mai inalt efect canceristatic a fost obtinut in cazul
N’-[1-(2-piridil)etiliden]morfolin-4-carbotiohidrazidei (prototipul) cu formula:
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Compusul dat la concentratia 10 mol/L inhiba cresterea si multiplicarea a 94,2%, la 10® mol/L — 82,85%, iar la
concentatia 107 mol/L - 77,1% de celule HL-60 ale leucemiei umane mieloide [1].

Dezavantajul compusului cunoscut consta in faptul, cd el nu poseda o activitate anticancerigena suficient de inalta,
avand concentratia de inhibare semimaximala (ICso) egald cu 0,2 umol/L si pand acum nu a gasit o aplicare in
medicina.

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

Esenta inventiei constd in utilizarea in calitate de inhibitor al proliferarii celulelor HL-60 ale leucemiei umane
mieloide a nitratului de 2-{[(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)hidrazino]metil}piridinium cu formula :
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Rezultatul tehnic al inventiei constd in stabilirea la compusul revendicat a activititii anticancerigene, care are
concentratia de inhibare semimaximala (ICsp) egald cu 0,1 umol/L si este de doud ori mai efectiv decat cea mai
apropiatd solutie. Proprietatea stabilitd a nitratului de 2-{[(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)hidrazino]metil}piridinium
este noud, fiindcd pana acum nu este descrisa utilizarea lui in calitate de inhibitor al cresterii si multiplicarii celulelor
HL-60 ale leucemiei umane mieloide.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul, cd pentru prima data in calitate de inhibitor al proliferarii
celulelor HL-60 ale leucemiei umane mieloide se propune nitratul de  2-{[(prop-2-en-1-
ilcarbamotioil)hidrazino]metil}-piridinium, care contine o combinare noua de legaturi chimice deja cunoscute.
Compusul dat, proprietatile lui si procedeul de sinteza nu sunt descrise in literatura.

Nitratul de 2-{[(prop-2-en-1l-ilcarbamotioil)hidrazino]metil}piridinium revendicat se obtine conform urmatoarei
scheme :
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Sinteza  (N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioami-dului (4-aliltiosemicarbazonei  2-
formilpiridinei) initial a fost efectuatd dupa metodele standarde descrise in literaturd (Pretsch E., Clerc Th., Seibl
J., Simon W. Tables of Spectral Data for Structure Determination of Organic Compounds. Springer-Verlag, Berlin
Heidelberg, 1989. 416 p). Puritatea compusului revendicat a fost confirmatd cromatografic, prin analiza elementala
si spectrald (*H si **C-RMN si IR).

Exemplu de obtinere al nitratului de 2-{[(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)hidrazino]metil}piridinium.

La suspensia obtinuta din 1,1 g (5 mmol) 4-aliltiosemicarbazonei 2-formilpiridinei si 10,0 ml etanol se adauga
0,35mL solutie de acid azotic concentrat (Smmol) (o = 64%, p = 1,39 g/cm®). Are loc dizolvarea completd a
azometinei initiale §i se obtine o solutie transparentd, la evaporarea careia se obtin 1,27 g (91%) de produs final. El
se filtreaza, se spald pe filtru cu o cantitate mica de etanol si se usucé in aer. Compozitia substantei a fost stabilita in
baza rezultatelor analizei elementelor.

Determinat, % : C - 42,19; H - 4,37; N — 24,50; S — 11,09. Calculat pentru compusul C1oH13NsOsS , % : C — 42,40;
H-4,63; N-24,72; S—11,32.
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'H RMN (DMSO-ds, & (ppm)): 12,30 (br, 1H, NH); 9,17 (br, 1H, NH); 8,83 (d, 1H, CH aromatic); 8,46 (m, 2H, CH
aromatic); 8,16 (s, 1H, CH=N); 7,86 (d, 1H, CH aromatic); 5,93 (m, 1H, CH alilic); 5,17 (dd, 2H, CH,=C); 4,28 (m,
2H, CH2-N).

13C RMN (DMSO-dg, & (ppm)): 178,28 (C=S); 148,53; 134,54; 126,27; 124,90; 124,84 (C aromatic); 144.44 (C=N -
azometinic); 134,82 (CH alilic); 116,50 (CH,=); 46,42 (CH.-N).

Datele spectrelor RMN corespund cu datele din literatura specializata [2] pentru compusi cu atomul de azot piridinic
protonat.

Datele IR (cm™): v(N-H) 3240, 3131, 3091; v(C=N) 1622, 1616; v(NOz") 1409, 820, 697; v(C=S) 1314.

:uizoooo (H20) =96 Q! -.cm? - mol ™.

P. t. =190...192°C

Procedeul de obtinere al compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale accesibile (Zeglis B. M.,
Davilov V., Lewis J. Role of Metalation in the topoisomerase-Ila. inhibition and antiproliferation activity of a series
of a-heterocyclic-N*-substituted thiosemicarbazones and their Cu(Il) complexes. J. Med. Chem., 2011,Vol. 54, p.
2391-2398. dx.doi.org/10.1021/jm101532u). Nitratul de 2-{[(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)-
hidrazino]metil} piridinium este stabil in contact cu aerul, bine solubil in apa, alcooli, dimetilformamida si
dimetilsulfoxida.

La recristalizarea nitratului de 2-{[(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)hidrazino]-metil} piridinium din solutie etanolica au
fost obtinute monocristale, structura carora a fost stabilitd cu ajutorul analizei cu razele X. Masurarile cristalografice
au fost efectuate utilizdnd un difractometru de tip Xcalibur E CCD Oxford-Diffraction cu monocromator de grafit
inzestrat cu sursd de raze X de tip Mo-Kq. 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 determinatd 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 decét a atomului de hidrogen. Atomii de hidrogen au fost introdusi in
pozitii idealizate (dcn = 0.96 A) utilizind modelul pivot cu fixarea parametrilor isotropici de deplasare la valoare de
120% fatd de valorile respective ale atomilor de carbon cu care sunt legati. Formula empiricd a compusului
investigat C10H13NsO3S, grupa spatiald P 24/C, parametrii celulei elementare [A] : a = 5,1190(5); b = 16,353(2), ¢ =
15,968(2); o = 90°, B = 90,081(9)°, v = 90°; volumul celulei elementare 1336,66 AS. A fost stabilit (fig.), ci in celula
elementara a acestui compus se afla o moleculd de azometina, care are structurd practic planard, cu exceptia
fragmentului alilic. Distantele interatomice si unghiurile de valentd in molecula investigatd se afld in limitele
standarde, caracteristice pentru compusii din aceasta clasa. Fragmentul tiosemicarbazidic in componenta moleculei
se afld in forma tionica [d(C=S) 1,664 A]. in sfera exterioard a compusului se afla un nitrat-ion, legat cu 2-{[(prop-
2-en-1-ilcarbamotioil)hidrazino]-metil} piridinium electrostatic si prin intermeduiul legaturilor de hidrogen.

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

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu al utilizarii nitratului de 2-{[(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)-hidrazino]metil}piridinium in calitate de
inhibitor de proliferare ai celulelor HL-60 ale 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 IU penicilind/ml si 100 pg de streptomicind/ml si incubate in atmosfera umeda de 95% aer/5% CO-
la temperatura de 37°C. Celulele au fost amestecate de 2...3 ori pe parcursul saptamanii, pentru a le pastra in faza
omogend. Dupa aceasta celulele au fost plasate in vase Falcon din plastic pentru culturi cu 24 de compartimente (2
cm?/celuld) la densitatea initiald de 1 x 10° celule/ml/compartiment si tratate cu solutii de diferitd concentatie ale
compusului revendicat in apa sterila. Fiecare procedura de tratare cu aceeasi concentratie a fost efectuatd in cate trei
compartimente.

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor anticanceroase ale nitratului de 2-{[(prop-2-en-1-
ilcarbamotioil)hidrazino]metil} piridinium sunt prezentate in tabel, din care se observa, ci la concentratia 10° M el
inhiba cresterea si multiplicarea a 97,0 %, la 10® M —95,1%, iar la concentatia 107 M - 84,2% de celule HL-60 ale
leucemiei umane mieloide si are ICso egal cu 0,1 pmol/L. In tabel sunt prezentate si datele experimentale care
caracterizeazd  (N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida - precursorul  compusului
revendicat ((Pretsch E., Clerc Th., Seibl J., Simon W. Tables of Spectral Data for Structure Determination of
Organic Compounds. Springer-Verlag, Berlin Heidelberg, 1989. 416 p). Compusul, de asemenea, manifesta
proprietati antiproliferative la concentratii 10 si 10 mol/L. Dar la concentratia 10”7 mol/L acest compus inhibd
cresterea si multiplicarea numai 1,8 % de celule HL-60 ale leucemiei umane mieloide si are ICso = 0,38 pmol/L (de
1,9 ori mai mai putin activ decat solutia cea mai apropiatd). Se poate de presupus, ca nitratul de 2-{[(prop-2-en-1-
ilcarbamotioil)-hidrazino]metil } piridinium fiind mai solubil decat precursorul, mai usor ajunge la celule canceroase
si inhiba mai bine multiplicarea lor. Datele experimentale obtinute indicd, cd acest compus, dupa activitatea
anticancerigena este de doud ori mai efectiv decat prototipul si de 3,8 ori mai activ decat compusul din care a fost
obtinut.

Proprietatile depistate ale nitratului de 2-{[(prop-2-en-1-ilcarbamotioil)-hidrazino]metil}piridinium prezinta interes
pentru medicind din punct de vedere al extinderii arsenalului de inhibitori ai leucemiei umane mieloide.
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Partea celulelor HL-60 ale leucemiei umane mieloide inhibate, %
Tabel
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Concentratie, mol/L
1Cso,
Compusul 105 10 107 | pmol/L
N’-[1-(2-piridil)etiliden]morfolin-4-carbotiohidrazida 94,2 82,85 77,1 0,2
(N-(prop-2-en-1-il)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazin-carbotioamida 100,0 100,0 1,8 0,38
Nitratul dg 2—{[_(prop—2_—en—_1_—|I_cgrbamotlon)— 97.0 95.1 84.2 0.1
hidrazino]metil}piridinium




