a 2021 0066 1of3

Inventia se referd la chimie si medicina, in particular la utilizarea unui compus coordinativ de cupru biologic activ
din clasa tiosemicarbazonatilor metalelor de tranzitie in calitate de inhibitor sintetic al factorilor de crestere. Acest
complex poate gasi aplicare in medicina in calitate de preparat, care, inhiband producerea excesiva a factorilor de
crestere in organism, previne dezvoltarea leziunilor celulare si tisulare, legate de acumularea excesiva a tesutului
conjunctiv, procesele inflamatorii, patologiile neurodegenerative, renale, cardiovasculare, ateroscleroza si
carcinogeneza.

Factorii de crestere reprezinta un grup de proteine din familia citokinelor cu masd moleculard joasa, a caror functie
principald este mentinerea homeostaziei imune si inducerea inflamatiei. Sinteza excesiva a factorilor de crestere,
supraexpresarea lor este implicatd in patogeneza unei multitudini de boli umane si procese patologice severe (Buch
S. Growth factor signaling: implications for disease & therapeutics. J Neuroimmune Pharmacol, 2014, vol.9(2),
p.65-68, doi:10.1007/s11481-014-9534-4).

Printre diferite tipuri de factori de crestere, un rol important ii revine factorului de crestere endotelial vascular
(VEGF). VEGEF este o proteind de semnalizare produsa de o multitudine de celule pentru stimularea vasculogenezei
si angiogenezei, procese importante implicate in instalarea si progresia bolilor renale si altor boli, instalarea
proceselor inflamatorii si cresterea tumorala (Apte R. S., Chen D. S., Ferrara N. VEGF in Signaling and Disease:
Beyond Discovery and Development. Cell., 2019, vol.176(6), p.1248-1264). VEGF secretat de celulele tumorale
stimuleaza proliferarea si supravietuirea celulelor endoteliale, ducind la formarea de noi vase de singe, care
favorizeaza expansiunea tumorii, metastazarea si rezistenta la tratamentul cancerului.

Activitatea excesiva a factorului de crestere derivat din trombocite (PDGF) este asociata cu mai multe stari
patologice, inclusiv ateroscleroza, restenoza coronariana indusa de implantarea stentului, hipertensiunea pulmonara,
fibroza organelor si tumorigeneza (Alvarez R.H., Kantarjian H.M., Cortes J.E. Biology of platelet-derived growth
factor and its involvement in disease. Mayo Clin Proc., 2006, vol.81(9), p.1241-1257, doi: 10.4065/81.9.1241.
PMID: 16970222).

Familia factorului de crestere al fibroblastelor (FGF) regleaza o multitudine de procese fiziologice si fiziopatologice,
inclusiv repararea tesuturilor, vindecarea ranilor, angiogeneza si dezvoltarea embrionara celulara (Yun Y.R., Won
J.E., Jeon E., et al. Fibroblast growth factors: biology, function, and application for tissue regeneration. J Tissue
Eng., 2010;2010:218142, doi:10.4061/2010/218142; Agrawal S., Maity S., AlRaawi Z., et al. Targeting Drugs
Against Fibroblast Growth Factor(s)-Induced Cell Signaling. Curr Drug Targets., 2021.01.01, 22(2), p.214-240).
Factorul de crestere transformator beta (TGF-B) este un mediator profibrotic cheie in bolile fibrotice, in special in
fibroza renala (Patrick Ming-Kuen Tang, Ying-Ying Zhang, Thomas Shiu-Kwong Mak, et al. Transforming growth
factor-B signalling in renal fibrosis: from Smads to non-coding RNAs. J. Physiology, 2018, vol. 596 (16), p.3493-
3503).

Dezvoltarea unor agonisti si antagonisti farmacologici selectivi, care functioneaza la toate nivelurile de semnalizare,
ai factorilor de crestere mentionati, oferd noi instrumente pentru protejarea tesuturilor de leziuni, imbunatagirea
repardrii celulelor si tesuturilor, tratarea unei varietati de boli metabolice si inhibarea cancerului (Snigdha Tiash,
Ezharul Hoque Chowdhury. Growth factor receptors: promising drug targets in cancer. J Cancer Metastasis Treat,
2015, vol.1 (3), p.190-200).

Astfel, inhibarea terapeutica a factorilor de crestere este o contributie noud, deoarece compusii care inhiba
activitatea factorilor de crestere manifesta un puternic efect curativ, prevenind dezvoltarea leziunilor celulare si
tisulare, procesele fibrotice, ateroscleroza si carcinogeneza.

in calitate de etalon pentru determinarea activitatii de inhibare a factorilor de crestere se utilizeaza quercetina cu
formula:

OH O

Dezavantajul quercetinei consta in faptul, ca ea nu poseda o activitate de inhibare a factorilor de crestere suficient de
inalta, precum si in provocarea unor efecte adverse severe [1].

Problema pe care 0 rezolvd prezenta inventie constd in utilizarea cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru care extinde arsenalul de compusi cu activitate de inhibare a factorilor de
crestere inalta, manifestatd prin inhibarea productiei factorilor de crestere VEGF, PDGF, FGF- si TGF-p.

Esenta inventiei consta in utilizarea cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru cu
formula:
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in calitate de inhibitor al factorilor de crestere selectati din grupul care constd din factorul de crestere endotelial
vascular, factorul de crestere derivat din trombocite, factorul de crestere al fibroblastelor-beta si factorul de crestere
transformator beta.

Compusul mentionat, proprietatile lui si procedeele de sinteza sunt descrise in literatura (Indoria S., Lobana T.S.,
Singh D., et al. Stabilization of Cull-I Bonds Using 2-Benzoylpyridine Thiosemicarbazones — Synthesis, Structure,
Spectroscopy, Fluorescence, and Cyclic Voltammetry. Eur. J. Inorg. Chem., 2015, 5106-5117,
doi:10.1002/ejic.201500618).

Rezultatul tehnic al inventiei consta in stabilirea la compusul revendicat a activitatii de inhibare a factorilor de
crestere, care se manifesta prin inhibarea concludenta a producerii principalilor factori de crestere: VEGF cu 38%;
PDGF cu 33%; FGF-B cu 38%; si TGF- cu 25%, induse de lipopolizaharidele bacteriene (LPS) fata de nivelul
controlului, aceste valori fiind superioare in raport cu cele manifestate de quercetina, utilizata in calitate de analog
(prototip) pentru determinarea activitatii de inhibare a factorilor de crestere.

Proprietatea stabilita a cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru mentionat este
noud, deoarece, pand acum nu este descrisd utilizarea lui in calitate de inhibitor al factorilor de crestere
(chemokinelor).

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmétoarele date experimentale.

Exemplu al wutilizarii cloro-{N-etil-N-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru in calitate de
inhibitor al factorilor de crestere.

Testarea cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru [cod — CMD-8] s-a efectuat
conform procedeului descris in literaturda (Peokukosa C.JI., pyxwuuuna FO.I'., Ps6uuesa T.I'., Bapakcuun H.A.
CranmapTu3anusi METOAUKH OMPENCeICHHS MPOAYKIMHA [IUTOKUHOB KJIETKaMu KpoBH €X Vivo. KiuH. mabop. n-ka,
2011, Ne 11, c. 49-53) cu modificari. Sangele de la 6 persoane, conditionat sanatoase, incluse in studiu* a fost
recoltat dimineata a jeun, prin punctia venei cubitale, in cantitate de 5 mL. in conditii sterile, sangele a fost introdus
intr-un flacon ce continea 20 mL mediu nutritiv Eagle modificat dupa Dulbecco (DMEM), heparina (2,5 un/mL),
gentamicind (100pg/mL) si L-glutamina (0,6 mg/mL).

Pentru studiul influentei cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru asupra secretiei
factorilor de crestere stimulate de cétre lipopolizaharide bacteriene (LPS) amestecul de singe cu mediul nutritiv a
fost suplimentat cu 10 pg/mL LPS.

Toate experientele au fost efectuate in duplicat, pentru ce s-a pipetat cate 0,9 mL din amestecul de sange cu mediul
nutritiv in toate godeurile placii cu 24 de godeuri. Apoi, pentru stabilirea nivelului initial al indicilor studiati, in
primele 2 godeuri s-a adiugat cate 0,1 mL solutie 0,9% NaCl. In celelalte godeuri s-au adaugat cate 0,1 mL sol. de
10 pmol/L de cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru, diluat in solutie de 0,9%
NaCl. Astfel, concentratia finala a remediului testat a constituit 1,0 umol/L. Toate determinarile au fost efectuate in
duplicat.

Dupa incubare la 37°C in incubatorul cu 3,5% CO2 timp de 48 ore continutul placilor a fost transferat in eprubete
Eppendorf cu volumul de 2 mL si, apoi, centrifugate la 2000 rot/min, timp de 7 min. Supernatantul obtinut a fost
transferat in eprubete Eppendorf curate si folosit ulterior pentru determinarea factorilor de crestere - VEGF, PDGF,
FGF-B si TGF-B. Determinarea cantitativa a factorilor de crestere mentionati a fost efectuata cu ajutorul kiturilor de
analize ELISA ale firmei Vector-Best (Rusia) conform instructiunilor anexate. Principiul metodei consta in aceea ca,
mai intai factorii de crestere din proba de cercetat (FCP) reactioneaza cu anticorpii specifici imobilizati pe
microplaca, apoi FCP fixati la microplaca reactioneaza cantitativ cu conjugatul ce contine anticorpi anti-factori de
crestere conjugati cu biotina. Apoi se adauga anticorpii ce contin complexul streptavidina legata de peroxidaza din
hrean, dupa care se adaugd substratul peroxidazei — H202 si cromogenul (tetrametilbenzidina), iar intensitatea
colorarii este proportionala cu concentratia FCP si se masoara prin spectrofotometrie la riderul cu microplaci.
Avantajul acestei metode constd in aceea ca proba de cercetat nu trebuie sa fie purificatd inainte de analiza, iar
metoda este foarte sensibila.

Datele experimentale obtinute privind studierea proprietatilor de inhibare a producerii factorilor de crestere ale
cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru sunt prezentate in tabel, din care se
observa, ca compusul mentionat manifestd activitate anti-factori de crestere mai inaltd, decat cea produsa de
quercetind, utilizata in calitate de analog.

Tabel
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Influenta compusului cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru [cod — CMD-8]
asupra producerii factorilor de crestere — VEGF, PDGF, FGF-B si TGF-B induse de lipopolizaharidele bacteriene —

LPS (10pug/mL)

Grupele Producerea de Producerea de Producerea de FGF- | Producerea de TGF-
de studiu VEGF (ng/mL) EDGF(pg/mL) B (ng/mL) B (pg/mL)
indusi de LPS indusa de LPS indusa de LPS indusa de LPS
Control (nivel 137,5+12,1 572,5+25,3 19,742,1 218,1+18,1
initial) (1009%0) (100%) (100%) (100%)
CMD-8 (1,0 84,9+10,4%* 385,6+£43 2%* 12,242, 1% 163,8+15,4*
umol/L) (62%) (67%) (62%) (75%)
Quercetina (1,0 102,8+10,3* 453,8+22,5 16,1+1,8 181,1+17,1
umol/L) (75%) (79%)* (82%) (83%)

Nota: Control (nivel initial) — pana la tratarea sangelui cu remediile studiate;

Diferenta statistic semnificativa fata de nivelul controlului (nivel initial): *- p<0,05; **- p<0,01.

Sub influenta compusului coordinativ testat are loc diminuarea producerii indusa de LPS a nivelului de VEGF cu
38%, PDGF cu 33%, FGF-f cu 38% si TGF-B cu 25% fata de nivelul controlului (nivel initial).

Proprietatile depistate ale cloro-{N-etil-N’-[fenil(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazontioato}cupru prezinta
interes pentru medicina din punct de vedere al extinderii arsenalului de inhibitori sintetici ai factorilor de crestere
(chemokinelor).

*Prelevarea sangelui de la subiectii umani s-a efectuat in conformitate cu standardele etice formulate in Declaratia
de la Helsinki din 1975 si revizuite in 1983. A fost obtinut acordul informat de la persoanele incluse in studiu
(Hotararea Comitetuui de Etica al Cercetarii, USMF Nicolae Testemitanu nr.81 din 18.09.2020).



