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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la chimie, si anume la sinteza
compusilor coordinativi din clasa o-acetilfeno-
latilor metalelor de tranzitie §i poate gasi aplicare
in medicind la profilaxia si tratamentul leucemiei
mieloide umane.

Esenta inventiei constd in aceca cd in calitate
de inhibitor al leucemiei mieloide umane (celule
HL-60) se propune un compus nou {bis[2-(3,5-
dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin- 1-car-
boditioato(1-)-O,0 ]cupru} cu formula:
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Compusul revendicat se manifestd ca un
inhibitor efectiv al leucemiei mieloide umane
comparativ cu tiosemicarbazonatii de cupru, in
special, in intervalul de concentratii 10...107
mol/L.

Revendicari: 2



(54)

Inhibitor of human myeloid leukemia based on {bis[2-(3,5-dibrom-2-

hydroxyphenyl)-2-oxoethyl-piperidin-1-carbodithioato(1—-)-

0,0’]copper}

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry, namely
to the synthesis of coordinative compounds
from the class of o-acetylphenolates of
transition metals and can be used in medicine
for the prevention and treatment of human
myeloid leukemia.

Summary of the invention consists in that
as inhibitor of human myeloid leukemia (HL-
60 cells) is proposed a new compound {bis[2-
(3,5-dibrom-2-hydroxyphenyl)-2-oxoethyl-pi-
peridin-1-carbodithioato(1-)-O,0 ]Jcopper} of
formula:
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The claimed compound exhibits itself as an
effective inhibitor of human myeloid leukemia
compared to thiosemicarbazonates of copper,
especially in the concentration range of
10°...107 mol/L.

Claims: 2

HNHruéurop Mue0uIHOM JieiikeMiH 4YeJa0BeKa HA OCHOBe {0uc[2-(3,5-nudpom-2-

ruApoOKCcH(PEHII)-2-0KCOITIII-nnepuanH-1-kapooauruoaro(1-)-0,0'|mexu}

(54)
(57) Pegepar:
1
H300peTeHre OTHOCHTCS K  XUMHH, a

HMEHHO K CHHTE3Y KOOPJMHAIMOHHBIX CO-
CIUHCHHH W3 Kilacca O-aleTHI(EHOIITOB
[EPEXOAHBIX ~METAUIOB H MOXET HalTH
IPUMEHEHHE B MEIUIIUHE IS IPOQUIAKTUKH 1
JICUCHUS MUCTIONTHON JICHKEMUH YeI0BeKa.

CynmHOCTh  H300pETCHHS  3aKII0YacTC B
TOM, YTO B KauecTBE MHTHOUTOPA MHEIOHTHOH
nelikemun denoBeka (xietkuw HL-60) mpen-
Jaraercd HOBoe coemumHenue {o6wmc[2-(3,5-
JHOPOM-2-THAPOKCH(DEHIIT)-2-0KCOITHII-ITHITE-
puuH- 1-xapoogurnoato(1-)-0,0 Imens } dop-
MYIIBL:
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3agBIseMoe COCAMHCHHE IIPOABIICT ceOs
Kak 9((GEKTUBHBIH HHTHOUTOP MUEITOUHOH
TCHKEMHH YellOBeKa II0 CPaBHEHUIO C THO-
CeMHKapOa3OHATAME ME/IU, OCOOCHHO B HHTED-
Baste KoHmenTpamui 10°...107 Mos/m.

I1. popmymsr: 2



10

15

20

25

30

35

MD 4190 C1 2013.07.31

Descriere:

Inventia se referd la chimie, i anume la sinteza compusilor coordinativi din clasa o-
acetilfenolatilor metalelor de tranzitie i poate gési aplicare In medicind la profilaxia si
tratamentul leucemiei mieloide umane.

Compusul coordinativ revendicat se aseamana dupa structurd cu bis(2-hidroxi-8-fenil-
triciclo/7.3.1.0.%" /tridecan-13-on-tiosemicarbazono)cupru  (analogul proxim i analogul
structural [1]) cu formula:

OH C

Complexul dat inhiba cresterea si multiplicarea celulelor HL-60 ale leucemiei mieloide
umane la concentratia 107 M.

Dezavantajul bis(2-hidroxi-8-fenil-triciclo/7.3.1 .0.>"/tridecan-13-on-tiosemicarbazono)-
cuprului consta in faptul c¢d el nu poseda o activitate anticanceroasd suficient de inaltd,
inhiband la concentratia datd numai 20% de celule.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de
inhibitori ai leucemiei mieloide umane cu activitate biologica inalta.

Esenta inventiei constd in aceea ca in calitate de inhibitor al leucemiei mieloide umane
(celule HIL-60) se propune {bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin-1-
carboditioato(1-)-O,0 |cupru} cu formula:

0\ /O Br
Cu
/N
Br 0O 0
S

Complexul dat, propriettile lui si procedeul de obtinere nu sunt descrise in literatura.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in stabilirea la compusul revendicat a unei activitati
anticanceroase, care depaseste de 6,25 ori caracteristicile analoage ale bis(2-hidroxi-8-fenil-
triciclo/7.3.1.0.%" /tridecan-13-on-tiosemicarbazono)cupru (analogul proxim) [1]. Compusul
revendicat se manifestd ca un inhibitor efectiv al leucemiei mieloide umane comparativ cu
tiosemicarbazonatul de cupru sus-mentionat, in special, in intervalul de concentratii
10°°...107 mol/L.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul cd pentru prima data in calitate
de inhibitor al leucemiei mieloide umane se propune {bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-
oxoetil-piperidin-1-carboditioato(1-)-O,0']cupru}, care contine o combinatie noud de
legaturi chimice deja cunoscute.

Compusul revendicat se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50...55°C)
de Cuy(CH;COO),2H,O si 2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin- 1 -carbodi-
tioat, luate in raport molar de 1 : 4. Reactia decurge 1n 45...60 min conform urmaétoarei
scheme:
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Mecanismul reactiei date constd in aceea cd in amestecul reactant in prezenta ionului
acetat, care joacd rol de reagent protono-acceptor, decurge deprotonizarea grupelor
hidroxilice ale fragmentelor fenolice. Obtinuti in acest mod, doi anioni ai carboditioatului,
respectiv. monodeprotonizati, coordineaza la ionul de cupru(2+), avand rolul de ligand
0,0’-bidentat.

Exemplu de obtinere a {bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin-1-
carboditioato(1-)-O,0'[cupru}

Se amestecd 50 mL de solutie etanolicd, care contine 10 mmol de 2-(3,5-dibromo-2-
hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin-1-carboditioat (Ciobanu A.S., Goanta M., Birsa A,
Asaftei 1.V, and Birsa M. L. Synthesis of Mesoionic 4-Methyl-2-(1,3-dithiol-2-ylium-4-
ylphenolates, Anal. Stiint. Univ. AlLL Cuza, Iasi, (2008) 16, 61-75) cu 2,5 mmol de
Cu,(CH;C0O0),2H,0, suspensie in 30 mL de alcool. Amestecul reactant este incalzit la
50...55°C si amestecat continuu cu ajutorul unui agitator magnetic timp de 45...60 min. La
racire din solutie se depun cristale marunte de culoare verde-intunecata, care sunt filtrate
prin filtru de sticla, spélate cu etanol, eter si uscate la aer.

S-a determinat, %: C — 34,50; H -2,74; Br — 32,81; Cu—-6,72; N - 2,59; S — 13,07.

Pentru CysH,gBr,CuN,O,S, s-a calculat, %: C -34,74; H -2,92; Br — 33,02; Cu -6,57;
N -2,89; S —13,25.

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu In executare, substantele
initiale accesibile, randamentul constituie 71% fatd de cel calculat teoretic. Acest complex
este stabil in contact cu aerul, putin solubil in apd si alcooli alifatici, bine solubil in
dimetilformamida si dimetilsulfoxid, practic insolubil in eter.

Valoarea conductivitatii molare (4 Q*t-em*mol™) a {bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-
2-oxoetil-piperidin-1-carboditioato(1-)-O,0 ]cupru} indica faptul ci el este neelectrolit.

Cercetarea magnetochimica la temperatura camerei (294 K) a complexului revendicat a
demonstrat c¢d valoarea obtinutd a momentului lui magnetic efectiv este apropiatd de
valoarea de spin pentru un electron necuplat [p.s=1,78 m. B). Faptul acesta ne permite sa
presupunem, céd substanta cercetatd are structurd monomerica.

in scopul determinirii modului de coordinare a fenolatului la ionul de cupru(2+) a fost
efectuatd analiza comparativd a spectrelor IR ale {bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-
oxoetil-piperidin-1-carboditioato(1-)-O,0'Jcupru}  si  2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-
oxoetil-piperidin-1-carboditioatului. S-a stabilit cd fenolatul in complexul revendicat se
comportd ca un ligand bidentat monodeprotonizat, coordindnd la ionul central prin
intermediul atomului de oxigen fenolic deprotonizat si al oxigenului carbonilic al
fenolatului, formand un metalociclu din sase atomi. In favoarea acestui fapt vorbeste
disparitia din spectrele IR ale substantei revendicate a benzii de absorbtie &(OH), care in
fenolatul mezoionic liber se observa la 1229 c¢cm™. in afard de aceasta, in spectrul IR al
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complexului revendicat banda de absorbtie v(C=0) se deplaseazi cu 18 cm™ spre frecvente
mai mici [in 2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin-1-carboditioatul initial
v(C=0) sc¢ observa la 1641 cm™]. In favoarea modului sus-numit de coordinare a
fenolatului vorbeste si faptul aparitiei la 470 si 465 cm™ a doud benzi de absorbtie noi, care
conform datelor din literatura, se atribuie benzilor v(Cu-O).

Valoarea energiei de tranzitie d-d (*B, — *A,) pentru banda 12610 cm™, obtinuta din
spectrul electronic al  {bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin- 1-carbo-
ditioato(1-)-O,0'Jcupru}, sugereazd o inconjurare tetraedricd distorsionatd a ionului de
metal.

Valoarea g, obtinutd din spectrul RES complexului revendicat (gx = 2,030, g, = 2,110 si
g, = 2,220), confirma simetria uniaxiald, care corespunde urmatoarei secvente: g,>gy; g,>8x.
Nu s-a observat semnal RES la jumatatea campului (= 1600 G) caracteristic pentru dimerul
cuprului.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetdrilor fizico-chimice, a fost
stabilitd compozitia §i structura probabild a compusului revendicat.

Exemplu de utilizare a {bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin-1-
carboditioato(1-)-O,0']cupru} in calitate de inhibitor al leucemiei mieloide umane

Celulele leucemiei mieloide umane HIL-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 bovine, 2
mM de L-glutamina, 100 IU penicilind/mL si 100 pg de streptomicind/mL si incubate in
atmosferd umeda de 95% aer /5% CO, la 37°C. Celulele au fost amestecate de 2...3 ori pe
parcursul saptamanii, pentru a le péstra in fazd omogend. Dupd aceasta celulele au fost
plasate in vase Falcon din plastic pentru culturi cu 24 de compartimente (2 cm?/celul) la
densitatea initiald de 1-10° celule/mL/compartiment si tratate cu solutii de diferitd
concentratie ale compusului revendicat iIn apd sterila. Fiecare procedurd de tratare cu
aceeasi concentratie a fost efectuata in cate trei compartimente.

Datele experimentale obtinute privind studiul proprietétilor anticanceroase ale {bis[2-
(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin-1-carboditioato(1-)-OO']cupru}  demon-
treazi (tab.) cd la concentratia 10° M el inhiba cresterea si multiplicarea a 95%, la 10 —a
98%, iar la concentratia 107 — a 25% de celule HL-60 ale leucemiei mieloide umane.
Datele obtinute indica faptul ca acest complex de cupru(2-+), dupa activitatea anticaneroasa,
depéseste de 6,25 ori caracteristicile analoage ale analogului proxim.

Tabel

Partea de celule inhibate ale leucemiei micloide umane HL-60, %

Compusul Concentratie, mol/L
P 107 10° 107
Bis(2-hidroxi-8-fenil-triciclo/7.3.1.0.* /tridecan-13-

. . . 100 20 0
on-tiosemicarbazono)cupru [1] (analogul proxim)
{Bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-pipe- 95 08 25
ridin-1-carboditioato(1-)-O,0Jcupru }

Proprietatile depistate ale {bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin-1-car-
boditioato(1-)-O,0'Jcupru} prezintd interes pentru medicind din punct de vedere al
extinderii arsenalului de inhibitori ai leucemiei mieloide umane.



MD 4190 C1 2013.07.31

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. MD 3655 G2 2008.07.31

(57) Revendicari:

1. {Bis[2-(3,5-dibromo-2-hidroxifenil)-2-oxoetil-piperidin- 1 -carboditioato(1-)-
0,0']-cupru} cu formula:

S
{ N—{ Br
S
O\ /O Br
&
Br 0O O
S
Br

2. Compus conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ci posedd proprietati de
inhibitor al leucemiei mieloide umane.
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