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Inventia se refera la chimie si medicina, si
anume la utilizarea unui compus coorinativ
biologic activ de cupru, din clasa
tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie in
calitate de inhibitor al proliferarii celulelor
cancerigene.

Esenta inventiei constd in utilizarea di(u-
S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-cloro-{N-

2
[fenil-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazin-1-
carbotioamido(1-)]}}cupru in calitate de
inhibitor al proliferarii celulelor cancerigene
de leucemie mieloidda umana, de cancer de col
uterin, de cancer pancreatic si de
rabdomiosarcom embrionar.

Revendicari: 2



(54) Use of di(u-S)-bis{(4-aminobenzenesulfamide)-chloro-{N-[phenyl-2-
(pyridine-2-ylmethylidene)hydrazine-1-carbothioamido(1-)]}}copper as a cancer

cells proliferation inhibitor

(57) Abstract:
1
The invention relates to chemistry and
medicine, in particular to the use of a
biologically active coordinative  copper
compound from the class of transition metal
thiosemicarbazonates as a cancer cells
proliferation inhibitor.
Summary of the invention consists in the
use of di(u-S)-bis{(4-

2
aminobenzenesulfamide)-chloro-{N-[phenyl-
2-(pyridine-2-ylmethylidene)hydrazine-1-
carbothioamido(1-)]}}copper as a human
myeloid  leukemia, cervical carcinoma,
pancreatic cancer and embryonal
rhabdomyosarcoma cancer cells proliferation
inhibitor.

Claims: 2

(54) Ucnosb3oBanue qu(p-S)-ouc{(4-amunob6en3oJcyabgamun)-xaopo-{N-
[benna-2-(mupuanH-2-WiIMeTHINIeH ) ruapa3un-1-kap6oruoamuno(1-)|}menu B
KayecTBEe HHTHOUTOPA NMpoJiudepanni PaKkoBbIX KJIETOK

(57) Pedepar:

N300pereHre OTHOCHTCS K XUMUH W
MEIWIMHE, a WMEHHO K TIPUMCHCHUIO
OMOJIOTHYECKU aKTUBHOT'O KOOPIUHAIIMOHHOTO
COCIIMHEHUS Menu u3 KJacca
THOCEMUKApOa30HATOB MEPEXOHBIX METAJIOB
B KayecTBE uWHTUOWTOpa mponudepanuu
PAKOBBIX KIICTOK.

CyImHOCT, ~ HM300pETEHUST  COCTOUT B
HCIOJIb30BaHUU q(p-S)-ouc{(4-

2
amuHoOeH30iCcyIbhamu)-xaopo-{N-[ perr-
2-(MUpUIUH-2-UIMETHINSH) T Apa3uH-1-
kapoornoamumo(1-)]}}mMenn B KadecTBe
HHrHOUTOpa mponudepanul pakoBbIX KIETOK
MHEJIOUJHONW  JIEMKEMUM  4eJoBeKa, paka
HICHKA MATKH, paka MODKENYJTO0YHOU IKee3bl
1 SMOPHOHANBHON pabIOMHUOCAPKOMBIL.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se referd la chimie si medicina, si anume la utilizarea compusului coordinativ
biologic activ de cupru din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie in calitate de
inhibitor al proliferarii unui spectru larg de celule de cancer, care poate gési aplicare in
medicind ca citostatic.

In practica medicala pentru profilaxia si tratarea celulelor de cancer pe larg se utilizeaza
doxorubicina (doxorubicinum, DOXO) — unul din antibioticile din grupa antracilinelor,
care are urmatoarea formula:

O OH O

OH
NH,

Mecanismul actiunii doxorubicinei este bazat pe intercalarea celulelelor ADN. Ea se
aplicad in cazul cancerului glandei mamare, sarcomei tesuturilor moi, sarcomei osteogene,
tumorii lui Young, cancerului pulmonar, limfosarcomei, cancerului ovarului, cancerului
pavimentos de diversa localizare, cancerului vezicii urinare, tumorii lui Williams,
cancerului glandei tiroide, diverselor leucoze si limfogranulomatozei. DOXO inhiba
cresterea si multiplicarea a 80...12% de celule ale acestor tipuri de cancer in diapazonul
concentratiilor 100...0,1 uM [1].

Dezavantajul acestui medicament constd in faptul cd utilizarea lui totusi este limitata,
deoarece el nu poseda o activitate anticancer inalta fatd de unele tipuri de celule canceroase,
precum si datorita efectelor secundare pe care le cauzeaza: in procesul tratarii cu acest
preparat se pot dezvolta cardiomiopatia, dureri in regiunea cardiacd, dereglarea ritmului
cardiac, insuficienta cardiaci si hipotensiunea.

Dintre compusii coordinativi, care manifesta activitate anticancer, descrisi in literatura,
un spectru larg de actiune citotoxicd poseda cis-diclorodiaminplatina cu formula:

Cl.  NH,
“pt

AN

Cl” "NH;

Acest citostatic sub forma preparatului cisplatind este larg folosit in practica medicinala.
Mecanismul lui de actiune consta in blocarea functiilor ADN-ului, legate de formarea
legaturilor coordinative intre atomul de platina si doua baze guaninice ale ADN-ului. Ca
rezultat, in ADN se formeazd legaturi intra- si intercatenare, care duc la dereglarea
replicarii si transcriptiei, Intarzierea diviziunii celulare si inducerea apoptozei [2].

Dezavantajul compusului mentionat consta in faptul ca el patrunde greu in celule si prin
transformari nefermentative rapid se metabolizeaza in metaboliti neactivi. Legarea acestui
compus de proteine constituie de obicei, nu mai mult de 90% si induce reactii adverse:
greatd, voma, stomatitd, trampe musculare, neuropatie, tahicardie si hipotensiune arteriald.

Compusii coordinativi ai biometalelor cu liganzii organici din clasa tioamidelor sau
derivatilor lor, care manifesta activitate anticancer, de obicei nu inhibd proliferarea unui
spectru larg de celule de cancer, manifestdnd activitate selectiva citostaticd numai fata de
una sau doua tipuri de celule de cancer (analogul structural lipseste).

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de
inhibitori ai proliferarii unui spectru larg de celule de cancer cu activitate citostatica inalta.

Esenta inventiei consta in utilizarea di(u-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-cloro-{N-
[fenil-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazin-1-carbotioamido(1-)]} }cupru cu formula:



10

15

20

25

30

35

40

45

MD 4620 B1 2019.02.28

4
NN 2O
NH N 9
; T
O S iNH2 S—NH,
HoN—$ H,N \ S !
I > cd }NH O
e
cl N—
72

in calitate de inhibitor al proliferarii celulelor cancerigene de leucemie mieloida umana,
de cancer de col uterin, de cancer pancreatic si de rabdomiosarcom embrionar.

Compusul coordinativ dat, procedeul lui de sinteza, structura si proprietatile fizico-
chimice sunt descrise in literaturda (MD 4179 B1 2012.07.31). A fost stabilit, ca el manifesta
activitate antimicrobiana fatd de bacteriile din specia Bacillus cereus, dar din cauza

Rezultatul tehnic al inventiei consta in stabilirea la compusul dat a activitatii anticancer,
care depaseste de 6,9...1,1 ori activitatea Doxorubicinei si de 42,2...1,1 ori caracteristicile
analoage ale cis-diclorodiamminplatinei (cisplatina).

Exemplu al utilizarii di(p-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-cloro-{N-[fenil-2-(piridin-
2-ilmetiliden)hidrazin-1-carbotioamido(1-)]}}cupru in calitate de inhibitor de proliferare al
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 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 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 - 10° celule/ml/compartiment
si tratate cu solutii de diferita concentatic al compusului declarat in apa sterild. Fiecare
procedura de tratare cu aceeasi concentratie a fost efectuata in cate trei repetari.

Exemplu al utilizarii di(p-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-cloro-{N-[fenil-2-(piridin-
2-ilmetiliden)hidrazin-1-carbotio-amido(1-)]}}cupru in calitate de inhibitor de proliferare a
celulelor HeLa — ale cancerului de col uterin, B,PC-3 — ale cancerului pancreatic, RD — ale
rabdomiosarcom embrionar. Celulele au fost cultivate ca monostrat in mediu nutritiv
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) si RPMI -1640 cu un continut inalt de
glucoza, L-glutamina, solutie tampon HEPES (acid N-2 hidroxietilpiperazin-N’-2-etan
sulfonic), peniciling, streptomicind, FBS (fetal bovine serum). Celulele au fost crescute in
douad flacoane T-75 si au fost incubate in termostat ce contine 2% CO,, 78% aer si
temperatura de 37°C. Mediul nutritiv se schimba la fiecare 4-3 zile.

Proliferarea celulelor cu resazurind: Resazurina este un colorant indicator non-
fluorescent, este transformat in rezorufind fluorescenta foarte rosie prin reactiile de
reducere a celulelor metabolice active. Cantitatea de fluorescentd produsa este
proportionald cu numarul de celule vii. Resazurina a fost dizolvata in solutie tampon
fiziologica (rezultand o solutie albastru inchisd) si addugatdi omogen la celule. In prezenta
reducdtorilor NADPH dehidrogenaza sau NADH dehidrogenaza ca enzime, resazurina este
redusa pana la resorufin.

Celulele au fost tripsinizate prin adaugarea a 3 ml de acid tripsin-etilendiamintetraacetic
(tripsin-EDTA) in flacoane de 50 ml si incubate timp de 5 minute la temperatura de 37°C,
cu o agitare permanenta §i vizualizare la microscop (OLYMPUS) pentru a vedea daci
celulele sunt aranjate intr-un monostrat. Reactia de tripsinizare poate fi stopatd prin
adaugarea a 10 ml de mediu nutritiv ce contine 10% FBS. Celulele trebuie sa fie distribuite
intr-o concentratie de 1x10° celule/ml. Suspensia de celule rezultati a fost duplicata in placi
de microtitrare cu 96 celulele intr-o cantitate de 90 pL si au fost incubate in termostat la o
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5
temperatura de 37°C si 2% CO,. Dupa 4 ore de incubare, la celule se adauga 10 uL de
compus coordinativ, care a fost dizolvat in prealabil in DMSO. Placile cu substante si
celule se incubeaza in termostat la temperatura de 37°C si 2% COs..

Asupra celulelor s-a actionat cu diverse concentratii (100, 10, 1, 0,1 pmol/L) ale
compusului coordinativ revendicat. Dupa 24 de ore in fiecare celula a plangetei de
microtitrare se adauga 20 ulL de resazurin si se incubeaza 4 ore la temperatura de 37°C.
Daca compusul poseda proprietati anticancer are loc distrugerea celulelor de cancer.

Se masoara absorbanta la lungimea de undd de 570 nm si 600 nm cu aparatul Synergy
H1, BioTek). Partea de celule inhibate este calculata prin intermediul formulei:

100-((Abs 570nMsample — Abs 600NMsampie) / (AbS 570N Mcontrot — Abs 600NMontro) ?100)

De asemenea, se calculeaza partea semimaximala de inhibare ICsp pentru fiecare proba.

Datele experimentale obtinute privind studiul proprietatilor citostatice ale di(u-S)-
bis{(4-aminobenzensulfamid)-cloro-{n-[fenil-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazin-1-
carbotioamido(1-)]}}cupru sunt prezentate in Tabel, din care se observa, c¢i in diapazonul
concentratiilor 10 ®° - 107" mol/L compusul revendicat manifesta activitatea anticancer fatd
de un spectru larg de celule de cancer si dupa caracteristicile citostatice depaseste de 6,9-
1,1 ori activitatea Doxorubicinei si de 42,2-1,1 ori caracteristicile analoage ale cis-
diclorodiamminplatinei.

Proprietatile depistate ale di(u-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-cloro-{N-[fenil-2-
(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazin-1-carbotioamido(1-)]}}cupru  prezintd interes pentru
medicind din punct de vedere al extinderii arsenalului de inhibitori ai proliferarii unui
spectru larg de celule de cancer.

Caracteristicile citostatice ale compusului declarat in comparatic cu DOXO si cis-
[Pt(NHs).Cl] (cisplatin)

Compusul ICso pentru
linii celulare
HL-60 Hela B«PC-3 RD

DOXO 1,0+0,2 6,2+1,0 6,0+0,8 2,310,9
cis-[Pt(NHs)2Cl.] 25+1,0 38,0£1,0 11,241,2 1,4+0,97
(“cisplatin™)
Di(u-S)-bis{(4-amino- 0,940,3 0,9+0,4 1,7+0,5 1,3+0,3
benzensulfamid)-clo-ro-
{N-[fenil-2-(piri-din-2-
ilmetiliden)-hidrazin-1-
carbotio-amido
(1)1} }eupru

“Nota : linii celulare: HL-60 — cancerul leucemiei mieloide umane, HelLa — cancer de
col uterin, BxPC-3 — cancerul pancreatic, RD —rabdomiosarcom embrionar.
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(57) Revendicari:

1. Utilizare a di(u-S)-bis{(4-aminobenzensulfamid)-cloro-{N-[fenil-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazin-1-carbotioamido(1-)]}}cupru in calitate de inhibitor al proliferarii
celulelor cancerigene.

2. Utilizare, conform revendicariil, in care celulele cancerigene sunt celulele HL-60 ale
leucemiei mieloide umane, HelLa ale cancerului de col uterin, ByPC-3 ale cancerului
pancreatic si RD ale rabdomiosarcomului embrionar.
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