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Inventia se refex la chimiesi medicirg, si anume la un compus organic din clasa tioamidebme poate #pi
aplicare in medicinin calitate de preparat citostatic la profilaji&ratamentul melanomului uman.

Melanomul uman- unul dintre cele mai periculoase tipuri de cangman, o tumoare maligrcare se dezvditdin
melanocite, celule prodaiare de pigment. Aceste celule subiwaea razelor ultraviolete produc colorantul
melanina. Acestea sunt, de asemenasitegyin cantiiti mari in negisi alunite. Degenerarea melanocitelor apare ca
rezultat al mai multor factori: radide ultraviolete, traume mecanice, arsuri termgel chimice etc. Melanomul
uman este mai periculos decét alte tipuri de cadequiele, deoarece metastazegepedesi se Bispandste la alte
organe prin vasele sanguigieganglionii limfatici.

Tn practica medicalpentru profilaxiasi tratamentul melanomului uman se folggepe larg doxorubicina unul din
antibioticele din grupa antraciclinelor [1], came armitoarea formu:

O OH O

NH,

Mecanismul agunii doxorubicinei este bazat pe intercalarealeédu ADN. Ea pose#l un spectru larg de aane
citostati& si se apli@ in cazul cancerului glandei mamare, prostateicagaului tesuturilor moi, sarcomului
osteogen, tumorii lui Young, cancerului pulmonanfbsarcomului, cancerului ovarian, cancerului pasmntos de
diversi localizare, cancerului vezicii urinare, tumoriii IWilliams, cancerului glandei tiroide, melanomulgii
diverselor leucoze.

Dezavantajele doxorubicinei constau in faptulictrebuinarea ei este limitaf deoarece nu posead activitate
anticancerigef inalti (concentrda de inhibare semimaxinmalICsg) alcituieste 4,4..7,5 umol/L), precumsi in
efectele secundare, pe care le cauzdazprocesul tratamentului cu acest preparat $el@ovolta cardiomiopatia,
dureri in regiunea cardiacdereglarea ritmului inimii, insuficiea cardiag, hipotensiunea.

Anterior, compuii organici din clasa tioamidelor sau detivdor nu se foloseau in calitate de inhibitori ai
melanomului uman (analogul structural ligs).

Problema pe care o rezalinvertia const in extinderea arsenalului de inhibitori ai praifiéi celulelor MeW-164
ale melanomului uman cu activitate citostaficalt.

Esena inveniei const in sinteza compusului N-(3-metoxifenil)-2-(piridailmetilen)-hidrazincarbotioamid cu
formula:
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care manifestproprietatea de inhibare a prolifér celulelor MeW-164 ale melanomului uman.

Compusul dat, propriggile lui si procedeul de ainere nu sunt descrise n literatur

Rezultatul tehnic al inveiei const in stabilirea la compusul revendicat a acitiianticancerigene, care degpste
de 8,8..15 ori concentnga de inhibare semimaxima{lCso) a doxorubicinei.

Rezultatul tehnic al inveiei este condionat de faptul & pentru prima datin calitate de inhibitor al celulelor
MeW-164 ale melanomului uman se propune N-(3-m&tai)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamig care
cortine o combinare ndude legturi chimice deja cunoscute.

Compusul revendicat se tife conform urratoarei scheme :
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Tiosemicarbazona revendigage sintetizedzprin condensarea 3-metoxi-feniltiosemicarbazideReformilpiridina
la incalzire intr-un amestec de dimetilformasrédanol (1:3). Sinteza 3-metoxifeniltiosemicarbatziohitiale a fost
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efectuai dupi metodicile descrise in literatutKalinowski D.S., Sharpe P.C., Islam M., Liao Y,.Lovejoy D.B.,

Kumar N., Bernhardt P.V., Richardson D. R. Desigynthesis and characterization of novel iron cloetat

structure-activity relationships of the 2-benzoyldine thiosemicarbazone series and their 3-nitnabgl analogues

as potent antitumor agents. Journal of Medicinakr@istry, 2007, v. 50, p.3716-3729). Puritatea cosuopu

revendicat a fost confirmatromatografic prin analiza elemeritsi spectrai (IR, *H-RMN si *C-RMN).

Exemplu de ofinere a N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)itirazincarbotioamidei

La soluia olginuta din 0,22 g (2 mmol) 2-formilpiridién in 15 mL etanol se adaud),39 g (2 mmol) 3-

metoxifeniltiosemicarbazid dizolvat in 5 mL dimetilformamid, apoi amestecul se #izeste pe baie de apl on.

Dupa racire produsul final se filtredz se spal pe filtru cu etano$i se usug in aer. Se din 0,42 g (74%) de produs

final. Compoziia substatei a fost stabilit in baza rezultatelor analizei elementelor.

Determinat, %: G- 28,59; H- 4,69; N— 19,31; S- 11,14.

Calculat pentru compusul §#,sN,OS , %: C- 28,72; H- 4,93; N- 19,57; S- 11,20.

P.t. = 142...144°C.

SpectruH-RMN (DMSO, d), 8, ppm: 3,79 (-Ch), 8,27 (-HC=N-), 6,83...8,55 (¢8-, -CsHsN),

Spectrul**C-RMN (DMSO, @), 8, ppm: 177,20 (C=S); 141,53 (HC=N); 111,51...1588%H,-, -CsH,N); 55,57

(CH).

Spectrul IR (fig. 1), ci: v(NH) 3246, 3139, 3006, 2986, 283X C=N) 1608;5(C-N) 1198, 1153y(C=S) 1107;

v(C-N) 970, 948.

Inventia se explia cu ajutorul desenelor din fig. 1-6, care reprezint

- fig 1, spectrul IR N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-Bmetilen)-hidrazincarbotioamidei (domeniul 400650 cm?),

- fig 2, microfotografia celulelor melanomului umameW-164 cu adaos de 10 pmol de N-(3-metoxifenil)-2-
(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamid este inhibdi proliferarea a 82% de celule,

- fig 3, microfotografia celulelor melanomului umkteW-164 cu adaos de 1 pmol de N-(3-metoxifenilpRidin-
2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamidl este inhibdt proliferarea a 56% de celule,

- fig 4, microfotografia celulelor melanomului umameW-164 cu adaos de 0,1 pmol de N-(3-metoxifenil)-2
(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamid este inhibat proliferarea a 42% de celule,

- fig. 5, microfotografia celulelor melanomului umaneW-164 fira N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamitl(control),

- fig 6, 1C5p N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazicarbotioamidei este egalcu 0,5 pmol, eroarea
determirarii alcatuieste + 5,5%.

Esena inveniei poate fi confirmat prin studierea proprigfilor anticancerigene ale N-(3-metoxifenil)-2-(piriel2-

ilmetilen)-hidrazincarbotioamidei folosind metodaTWM Aceasi metodi este bazat pe capacitatea enzimelor

mitocondriale de celule vii de a reduce sarea dezeliu (MTT) (bromus de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazoliu) paa la MTT-formazan. Numai celulele vii reduc subaitale MTT galben intr-un formazan

albastru inchis. Celulele moargemediul de cultut nu posed astfel de abiliiti. Numarul de celule viabile este

direct propational cu cantitatea de formazan redus, care podetdrminat spectrofotometric dugizolvarea intr-

un solvent organic. Pentru experiment au fostzatié celulele de melanom uman MeW-164 (pasaj 46)ak fost

derivate de la metastazele melanomului, pe caleufical de la pacieti Centrului Oncologic din Vawovia.

Celule de melanom uman au fost puse in suspensie BAGLE (MEM) (Biomed-Lublin), care cgme L-

glutamira si ser bovin 10% (FBS, Invitrogen), in baloane diura (Cellstar)si incubate la 37°C, 5% CO

Pentru a separa celulele se utilizeaza tripglBDTA 200 mg/L, Lonza, Belgia). Suspensia de eelal fost

centrifugat (MPW 370 centrifug) la 1000 rot/min timp de 5 min, apoi supernataatdbst indefrtat, fird a agita

depozitul celular. Diltii suplimentare au fost preparate Tn mediul deuiultelulat (90% RPMI 1640, cginand

10% FBS ser bovin, Invitrogen) 5X1¢elule pe mL.

Pe phici cu 96 de godeuri pentru microtitrare s-diwaght fracia de celule (5x103 celule/100 pkj s-a incubat

(SANYO incubator cu Cg) timp de 2 ore. Dup aceasta s-au adgat 10 pL de probe experimentale n trei

concentrdi: 10, 1si 0,1 umol (fiecare concentia a fost testatde trei ori). Dup incubare timp de 24 ore la 37°C,

5% CQ, s-au adugat 10 mL de reactiv MTT (ATCC) in fiecare goddipkicilor si din nou au fost intoarse in

incubator pentru culturi celulare pentru alte 24de Celulele au fost examinate periodic sub wrascop inversat

(Olympus CK40), pentru depistarea momentului ajgagristalelor violete de formazan. Pentru a dractristalele

n toate godeurile, inclusiv cel de control, a fadtugat solvent organic (reactiv ATCC). Apoi probedzaetate au

fost lasate intr-un loc Tntunecat, timp de..2 ore la temperatura camerei. Determinarea agntite celule de

melanom uman MeW-164 a fost efectugpectrofotometric (spectrofotometru Hamilton HR@Pcu maximum de

absorlye la 540 nm.

Datele experimentale ghute (fig. 2-5) sunt prezentate n tabel, din cggebsery ca N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-

2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamida intibproliferarea celulelor MeW-164 ale melanomului wmin limitele

concentrdilor 0,1...10 pmol/L. La concentrga 10umol/L ea inhila 82%, la Jumol/L — 56% de celule MeW-164

ale melanomului uman, iar la concegimade 0,Jumol/L — 42%. Concentiga de inhibare semimaximia(lCsg), care

caracterizeaz eficacitatea compusului, la N-(3-metoxifenil)-2f{g@in-2-iimetilen)-hidrazincarbotioamid

alcatuieste 0,5umol/L (fig.6) si de 8,8..15 ori defiseste 1G5, corespunitoare a doxorubicinei.



30f3

a 2014 0062
Tabel
Partea celulelor MeW-164 ale melanomului uman iat&b%o
. Proliferarea celulelor (%) Partea Eroarea
Concentrge - - - . . ICso
(umol/L) Numarul experimentului Rezultat celulelor experimentului (umol/L)
H | ' " mediu | inhibate (%) (%) H
Controlul 71 67 65 68 32 2,8
0,1 48 63 61 58 42 8,0 05
1 40 48 45 44 56 4,0 '
10 11 25 18 18 82 7,0

Proprietitile depistate ale N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2siketilen)-hidrazincarbotioamidei prezininteres pentru
medicira din punct de vedere al extinderii arsenalului dadibitori ai prolifetirii celulelor MeW-164 ale

melanomului uman.



