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Inventia se refera la chimie si medicina, si anume la un compus organic biologic activ din clasa tiosemicarbazidelor.
Acest compus inhiba proliferarea celulelor T-47D ale cancerului mamar §i poate gasi implimentare in medicina ca
preparat citostatic la profilaxia si tratarea cancerului mamar.

Din toti compusi chimici, care contin in componenta sa fragmentul tiosemicarbazidic si care inhibd cresterea si
multiplicarea celulelor T-47D ale cancerului mamar, cel mai inalt efect cancerostatic a fost obtinut in cazul di(u-S)-
bis{cloro[fenil(piridin-2-il)metanontiosemicarbazono(1-)]cupru} (prototipul) [1] cu formula :

Complexul dat la concentratia 10° mol/l depiseste de 10,5-8,8 ori caracteristicile cancerostatice respective ale
doxorubicinei :
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care este cel mai efectiv preparat chimioterapeutic organic, folosit in practica medicinala pentru tratarea si profilaxia
cancerului mamar.

Dezavantajul prototipului [1] constd in faptul ca el nu poseda o activitate anticancer inalta si pind acum nu a gasit o
aplicare in medicina.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de inhibitori ai proliferarii celulelor T-
47D ale cancerului mamar cu activitate citostatica inalta.

Esenta inventiei consta in utilizarea in calitate de inhibitor al proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar N-
(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamidei [N-(4-butoxifenil)tiosemicarbazonei 2-
formilpiridinei] cu formula :
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Rezultatul tehnic al inventiei consta in stabilirea la compusul revendicat a activitatii anticancerigene, care la
concentratia 10° mol/l se afla la nivelul di(u-S)-bis{cloro[fenil(piridin-2-il)metanontiosemicarbazono(1-)]cupru}
(prototipului) [1], iar la concentratia 107 inhiba cresterea si multiplicarea a 44,2% de celule T-47D ale cancerului
mamar, in timp ce prototipul nu manifesta la aceasta concentratie activitate anticancerigend. Proprietatea stabilitd a
N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamidei susnumitd este noud, fiindcd pana acum nu este
descrisa utilizarea ei in calitate de inhibitor al cresterii si multiplicarii celulelor T-47D ale cancerului mamar.
Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul, ca pentru prima data in calitate de inhibitor al proliferarii
celulelor T-47D ale cancerului mamar se propune N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamida,
care contine o combinare noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Compusul dat, proprietatile lui si procedeul de sintezd nu sunt descrise in literatura.
N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamida revendicati se obtine conform urmatoarei scheme
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Mecanismul prezentei reactii este urmatorul : la prima etapad de sintezd 4-butoxianilina (I) reactioneaza cu
dimetiltiouram (DTMT) in raport molar 1:0,5 la incalzire in solventi polari (etanol, dimetilformamida sau
dimetilsulfoxida). La urmitoarea etapa, 3-(4-butoxifenil)-1,1-dimetiltioureea (II) obtinutd, se supune procesului
dezaminarii [incalzire compusului 1T cu H,SO, (raport molar al reagentilor 1:1) in dioxan] cu formarea 1-butoxi-4-
izotiocianatobenzenului (111). N-(4-butoxifenil)hidrazintiocarbamida IV se obtine prin picurarea solutiei de
izotiocianat III la exces de hidrat de hidrazina in dioxan. Astfel se exclude aditia tiosemicarbazidei IV formate la
izotiocianatul initial. N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamida finald se sintetizeazd prin
condensarea tiosemicarbazidei IV cu 2-formilpiridina la incalzire intr-un amestec de dimetilformamida-etanol (1 :
3). Sinteza compusilor initiali I-IV a fost efectuatd dupa metodicile standarde descrise in literatura. Puritatea lor a
fost confirmatd cromatografic, prin analiza elementald si spectrala (IR, *H si **C-RMN).

Exemplu de obtinere al N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamidei.

La solutia obtinuta din 0,32 g (0,003 mol) 2-formilpiridina si 2,0 ml etanol se adauga 0,72 g (0,003 mol) N-(4-
butoxifenil)hidrazintiocarbamida (IV), dizolvata in 3 ml dimetilformamida, apoi amestecul se incélzeste la baia de
apa 1 ora. Sfirsitul reactiei se verificd dupa consumul aldehidei. Dupa racire produsul final se filtreaza, se spald pe
filtru cu etanol si se usuca. Se obtin 0,84 g (80%) de produs final. Compozitia substantei a fost stabilitd in baza
rezultatelor analizei elementelor.

Determinat, % : C - 62,19; H - 5,99; N — 16,81; S — 9,54. Calculat pentru compusul C;7H,N,0OS , % : C — 62,17; H
-6,14; N-17,06; S - 9,76.

P. t. = 242-244°C.

Spectrul "H-RMN(DMSO, dg), 8, ppm: 9,31(s, 1H, NH); 8,95(s, 1H, NH); 8,56 (d, 1H, CH piridinic); 8,27 (s, 1H,
CH=N); 7,95 (d, 1H, CH piridinic); 7,76 (t, 1H, CH piridinic); 7,33 (t, 1H, CH piridinic); 7,18 (d, 2H, CH fenilenic);
7,16 (d, 2H, CH fenilenic); 3,91 (t, 2H, CH,); 1,65 (m, 2H, CH,); 1,42 (m, 2H, CH,); 0,90 (t, 3H, CH,).

Spectrul *C-RMN (DMSO, dg), 8, ppm: 177,26 (C=S); 159,24; 156,44; 149,51; 136,55; 133,20; 125,51; 123,70;
122,74; 116,02 (C aromatic); 141,53 (HC=N), 68,18; 31,25; 19,20 (CH,); 13,80 (CHy).

Procedeul de obtinere al compusului declarat este simplu in executare, substantele initiale accesibile. Compusul
obtinut este stabil in contact cu aerul, putin solubil in apa, bine solubil in alcooli, cloroform, eter, dimetilformamida
si dimetilsulfoxida.

La recristalizarea compusului declarat din solutie etanolicd au fost obtinute monocristale, structura carora a fost
stabilitd cu ajutorul analizei cu raze X (Formula empirica Cyi7H,0N4OS, grupa spatiald Pc, parametrii celulei
elementare [A] : a = 9,596(2); b = 5,6455(12), ¢ = 31,145(9); volumul celulei elementare 1673,2 A®). A fost stabilit
(Fig.), ca in celula elementara a compusului se afla doua molecule de azometind, care au structurd practic planara.
Fragmentul tiosemicarbazidic in componenta ambelor molecule se afli in forma tionica [ d(C=S) 1,69(3) A].
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Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si a cercetdrilor fizico-chimice, a fost stabiliti compozitia si
structura compusului declarat.
Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu al utilizarii N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamidei in calitate de inhibitor al
proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar.

Cultivarea celulelor. Seria de celule T-47D ER-pozitive ale cancerului mamar a fost obtinuta din colectia de
cultivare de tip american (CCTA) si pastrata in fiole de 75 cm® la 37°C in atmosfera de CO, cu umiditatea de 5%.
Celulele T-47D au fost cultivate in mediul RPMI cu adaos de 10% ser de bovine fetal (SBF), L-glutamind (2mM),
penicilind (100 IU/ml), streptomicina (100 pg/ml) si estradiol (1nM).

Testarea proliferarii celulelor. Pentru determinarea cuantificarii cresterii celulelor s-a utilizat Testarea Proliferarii
Celulelor cu Solutii Apoase CellTiter 96° (Promega, Nepean, On, Canada) in conformitate cu cerintele de preparare.
Celulele T-47D au fost resuspendate in mediul cu adaos de insulina (50ng/ml) si 5% de carbune activat acoperit cu
dextran tratat cu ser de bovine fetal (SBF) pentru a inldtura ramasitele de estrogen din ser si mediu. Partile alicote
(100ul) ale suspensiei de celule au fost semanate in 96 placi cu godeuri (3000 celule/godeuri) in trei exemplare.
Dupa 48 ore mediul s-a schimbat, urmand diluarea specificd cu diferiti inhibitori in mediul de crestere. Celule au
fost cultivate in absenta sau prezenta inhibitorilor timp de 3 zile.

Datele experimentale obtinute in urma studiului N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamidei
declarate in calitate de inhibitor al multiplicarii celulelor T-47D indici, ci la concentratia 10°® mol/l activitatea ei se
afld la nivelul di(u-S)-bis{cloro[fenil(piridin-2-il)metanontiosemicarbazono(1-)]cupru} (prototipului) [1], iar la
concentratia 107 mol/l este inhibata cresterea si multiplicarea a 44,2% de celule T-47D ale cancerului mamar, in
timp ce prototipul la aceasti concentratie nu manifesta activitate anticancerigena. in baza datelor experimentale a
fost stabilit, cd compusul declarat are concentratia de inhibare semimaximala (ICsp) egald cu 0,8 umol/L.

Tabel

Partea celulelor T-47D ale cancerului mamar inhibate, %

Compusul Concentratie, mol/l
P 107 10° 107
Doxorubicina 40 0 0
Di(u-S)-bis{cloro[fenil(piridin-2-il)metanontiosemi-carbazono(1-)]cupru} 100 38435 0
(prototipul) ’
N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazin-carbotioamida 100 46,6 44,2

Proprietatile depistate ale N-(4-butoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)-hidrazincarbotioamidei prezinta interes pentru
medicind din punct de vedere al extinderii arsenalului de inhibitori ai proliferarii celulelor T-47D ale cancerului
mamar.




