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(57) Abstract:

1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to an organic compound
from the class of thioamides, which may find
application in medicine as a cytostatic agent
for the prophylaxis and treatment of human
melanoma.

Summary of the invention consists in the
synthesis of N-(3-methoxyphenyl)-2-(pyridine-
2-ylmethylene)-hydrazinecarbothioamide
compound of formula:

N 82
O
N-NH CH;

/
0

exhibiting the human melanoma MeW-164 cell
proliferation inhibition property.

Claims: 2
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(54) Coequnenne N-(3-meroxcudennn)-2-(nupuanH-2-wiMeTHJIeH)-
THAPA3MHKAPOOTHOAMU/ - HHTHOUTOP npoaudepannn kierok MeW-164

Me€JaHOMBI Y€eJ0BeKa
(57) Pegepar:

W3o0pereHne OTHOCHTCH K XHUMHH H
MEIUIIMHE, @ WMEHHO K OpPTraHHYeCKOMY
COCTMHCHHUIO KJIacca THOAMHIOB, KOTODPBIH
MOXXET HAHTH INPUMCHECHHE B MCIMITHHE B
Ka4eCcTBEe IUTOCTATHKA JUII HPO(WIAKTHKH H
JICUCHHUS MEITAHOMBI UEITOBEKA.

CynmHOCTh  H300pETEHHS 3aKII0UacTCs B
cunTeze coequueHuss N-(3-merokcudenmn)-2-
(tupuH-2-UIMETHIICH)-TH/IPAa3HHKapOOTHO-
amuIa (hopMyIIBL:

2
N S
O
N-NH CH
0

,
KOTOPBIH IIPOABIIACT CBOWCTBO HHTHOUPOBAHUS
mporugepanuy KI1eTok MeW-164 menaHoMBl
9eIOBEKa.

I1. popmyms: 2

Qur.: 6
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Descriere:

Inventia se refera la chimie §i medicing, si anume la un compus organic din clasa
tioamidelor care poate gédsi aplicare in medicind in calitate de preparat citostatic la
profilaxia si tratamentul melanomului uman.

Melanomul uman — unul dintre cele mai periculoase tipuri de cancer uman, o
tumoare malignd care se dezvoltd din melanocite, celule producdtoare de pigment.
Aceste celule sub actiunea razelor ultraviolete produc colorantul — melanina. Acestea
sunt, de asemenea, gasite In cantitdti mari in negi si alunite. Degenerarea melanocitelor
apare ca rezultat al mai multor factori: radiatiile ultraviolete, traume mecanice, arsuri
termice sau chimice etc. Melanomul uman este mai periculos decat alte tipuri de cancer
de piele, deoarece metastazeaza repede si se raspandeste la alte organe prin vasele
sanguine si ganglionii limfatici.

In practica medicala pentru profilaxia si tratamentul melanomului uman se foloseste
pe larg doxorubicina — unul din antibioticele din grupa antraciclinelor [1], care are
urmatoarea formula:

0] OH O

NH,

Mecanismul actiunii doxorubicinei este bazat pe intercalarea celulelor ADN. Ea
posedd un spectru larg de actiune citostaticd si se aplicd in cazul cancerului glandei
mamare, prostatei, sarcomului tesuturilor moi, sarcomului osteogen, tumorii lui Young,
cancerului pulmonar, limfosarcomului, cancerului ovarian, cancerului pavimentos de
diversd localizare, cancerului vezicii urinare, tumorii lui Williams, cancerului glandei
tiroide, melanomului si diverselor leucoze.

Dezavantajele doxorubicinei constau in faptul cd iIntrebuintarea ei este limitata,
deoarece nu posedd o activitate anticancerigend inaltd (concentratia de inhibare
semimaximala (ICso) alcdtuieste 4,4...7,5 umol/L), precum si in efectele secundare, pe
care le cauzeaza: In procesul tratamentului cu acest preparat se pot dezvolta
cardiomiopatia, dureri in regiunea cardiacd, dereglarea ritmului inimii, insuficienta
cardiaca, hipotensiunea.

Anterior, compusii organici din clasa tioamidelor sau derivatii lor nu se foloseau in
calitate de inhibitori ai melanomului uman (analogul structural lipseste).

Problema pe care o rezolva inventia constd in extinderea arsenalului de inhibitori ai
proliferdrii celulelor MeW-164 ale melanomului uman cu activitate citostatica fnalta.

Esenta inventiei constd in sinteza compusului N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-
ilmetilen)-hidrazincarbotioamida cu formula:

N S
O I~
N-NH /CH3
o
care manifestd proprietatea de inhibare a proliferarii celulelor MeW-164 ale

melanomului uman.
Compusul dat, proprietatile lui si procedeul de obtinere nu sunt descrise in literatura.
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Rezultatul tehnic al inventiei consta in stabilirea la compusul revendicat a activitatii
anticancerigene, care depaseste de 8,8...15 ori concentratia de inhibare semimaximald
(ICs0) a doxorubicinei.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul cd pentru prima datd in
calitate de inhibitor al celulelor MeW-164 ale melanomului uman se propune N-(3-
metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamidd, care contine o combinare
noud de legaturi chimice deja cunoscute.

Compusul revendicat se obtine conform urmatoarei scheme :

ON +HN S O0—CH; N S
" O
N - H0

N
—Q N-NH

Tiosemicarbazona revendicata se sintetizeazd prin condensarea 3-metoxi-
feniltiosemicarbazidei cu 2-formilpiridina la incalzire intr-un amestec de
dimetilformamida-etanol (1:3). Sinteza 3-metoxifeniltiosemicarbazidei initiale a fost
efectuatd dupa metodicile descrise in literaturd (Kalinowski D.S., Sharpe P.C., Islam
M., Liao Y.T., Lovejoy D.B., Kumar N., Bernhardt P.V., Richardson D. R. Design,
synthesis and characterization of novel iron chelators: structure-activity relationships of
the 2-benzoylpyridine thiosemicarbazone series and their 3-nitrobenzoyl analogues as
potent antitumor agents. Journal of Medicinal Chemistry, 2007, v. 50, p.3716-3729).
Puritatea compusului revendicat a fost confirmatd cromatografic prin analiza elementald
si spectrala (IR, "H-RMN si "C-RMN).

Exemplu de obtinere a N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamidei

La solutia obtinuta din 0,22 g (2 mmol) 2-formilpiridind in 15 mL etanol se adaugd
0,39 g (2 mmol) 3-metoxifeniltiosemicarbazida, dizolvatd in 5 mL dimetilformamida,
apoi amestecul se incilzeste pe baie de apa 1 ord. Dupa récire produsul final se filtreaza,
se spald pe filtru cu ¢tanol si se usucd in aer. Se obtin 0,42 g (74%) de produs final.
Compozitia substantei a fost stabilitd in baza rezultatelor analizei elementelor.

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

Calculat pentru compusul C14H;sN,OS , %: C — 28,72; H — 493; N - 19,57, S —
11,20.

P. t. =142...144°C.

Spectrul "H-RMN (DMSO, dy), 8, ppm: 3,79 (-CH;), 8,27 (-HC=N-), 6,83...8,55 (-
CeHa-, -CsHaN),

Spectrul PC-RMN (DMSO, dg), 8, ppm: 177,20 (C=S); 141,53 (HC=N);
111,51...158,59 (-C¢H,-, -CsHuN); 55,57 (CHa).

Spectrul IR (fig. 1), em™: v(NH) 3246, 3139, 30006, 2986, 2832; v(C=N) 1608; &(C-
N) 1198, 1153; v(C=S) 1107; v(C-N) 970, 948.

Inventia se explicéd cu ajutorul desenelor din fig. 1-6, care reprezinta:

— fig 1, spectrul IR N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamidei
(domeniul 4000...650 cm™),

— fig 2, microfotografia celulelor melanomului uman MeW-164 cu adaos de 10
umol de N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamida, este inhibatad
proliferarea a 82% de celule,

— fig 3, microfotografia celulelor melanomului uman MeW-164 cu adaos de 1 umol
de  N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamidd, este inhibatd
proliferarea a 56% de celule,

— fig 4, microfotografia celulelor melanomului uman MeW-164 cu adaos de 0,1
umol de N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamida, este inhibatd
proliferarea a 42% de celule,

— fig. 5, microfotografia celulelor melanomului uman MeW-164 fard N-(3-
metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamida (control),

— fig 6, ICsy N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamidei este
egald cu 0,5 pmol, eroarea determindrii alcatuieste + 5,5%.
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Esenta inventiei poate fi confirmatd prin studierea proprietatilor anticancerigene ale
N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamidei folosind metoda MTT.
Aceastd metoda este bazatd pe capacitatea enzimelor mitocondriale de celule vii de a
reduce sarea de tetrazoliu (MTT) (bromurd de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliu) pand la MTT-formazan. Numai celulele vii reduc substratul de MTT
galben intr-un formazan albastru inchis. Celulele moarte si mediul de culturd nu poseda
astfel de abilitdti. Numarul de celule viabile este direct proportional cu cantitatea de
formazan redus, care poate fi determinat spectrofotometric dupd dizolvarea intr-un
solvent organic. Pentru experiment au fost utilizate celulele de melanom uman MeW-
164 (pasaj 45). Ele au fost derivate de la metastazele melanomului, pe cale chirurgicald
de la pacientii Centrului Oncologic din Vargovia. Celule de melanom uman au fost puse
in suspensie 90% EAGLE (MEM) (Biomed-Lublin), care contine L-glutamina si ser
bovin 10% (FBS, Invitrogen), in baloane de culturd (Cellstar) si incubate la 37°C, 5%
CO..

Pentru a separa celulele se utilizeaza tripsind (EDTA 200 mg/L, Lonza, Belgia).
Suspensia de celule a fost centrifugata (MPW 370 centrifugd) la 1000 rot/min timp de 5
min, apoi supernatantul a fost indepartat, fara a agita depozitul celular. Dilutii
suplimentare au fost preparate in mediul de culturd celulard (90% RPMI 1640,
continand 10% FBS ser bovin, Invitrogen) 5x10" celule pe mL.

Pe placi cu 96 de godeuri pentru microtitrare s-a addugat fractia de celule (5x103
celule/100 pL) si s-a incubat (SANYO incubator cu CO,) timp de 2 ore. Dupd aceasta s-
au addugat 10 pL de probe experimentale In trei concentratii: 10, 1 §1 0,1 umol (fiecare
concentratie a fost testatd de trei ori). Dupd incubare timp de 24 ore la 37°C, 5% CO,, s-
au addugat 10 mL de reactiv MTT (ATCC) in fiecare godeu al placilor si din nou au fost
intoarse in incubator pentru culturi celulare pentru alte 24 de ore. Celulele au fost
examinate periodic sub un microscop inversat (Olympus CK40), pentru depistarea
momentului aparitiei cristalelor violete de formazan. Pentru a dizolva cristalele in toate
godeurile, inclusiv cel de control, a fost adaugat solvent organic (reactiv ATCC). Apoi
probele cercetate au fost lasate Intr-un loc intunecat, timp de 2...4 ore la temperatura
camerei. Determinarea cantitatii de celule de melanom uman MeW-164 a fost efectuatd
spectrofotometric (spectrofotometru Hamilton HR 7000) cu maximum de absorbtic la
540 nm.

Datele experimentale obtinute (fig. 2-5) sunt prezentate in tabel, din care se observa
cd N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamida inhiba proliferarea
celulelor MeW-164 ale melanomului uman in limitele concentratiilor 0,1...10 pumol/L.
La concentratia 10 umol/L. ea inhiba 82%, la 1 wmol/LL — 56% de celule MeW-164 ale
melanomului uman, iar la concentratia de 0,1 umol/LL — 42%. Concentratia de inhibare
semimaximala (ICsg), care caracterizeaza eficacitatea compusului, la N-(3-metoxifenil)-
2-(piridin-2-ilmetilen)-hidrazincarbotioamida alcdtuieste 0,5 wmol/LL (fig.6) si de
8,8...15 ori depaseste ICs corespunzitoare a doxorubicinei.

Tabel

Partea celulelor MeW-164 ale melanomului uman inhibate, %

Concentratie
(umol/L)

Proliferarea celulelor (%) Partea Eroarea

Nymérul experimentului Rezul- | celulelor experimentului
[ 11 mp | tatmediu | inhibate (%) (%)

ICso

(umol/L)

Controlul 71 67 65 68 32 2,8

0,1

48 63 61 58 42 8,0

1

40 48 45 44 56 4,0

10

11 25 18 18 82 7,0

0,5

45

Proprietatile depistate ale N-(3-metoxifenil)-2-(piridin-2-ilmetilen)-
hidrazincarbotioamidei prezintd interes pentru medicind din punct de vedere al
extinderii arsenalului de inhibitori ai proliferdrii celulelor MeW-164 ale melanomului
uman.
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