MD 4132 C1 2012.05.31

REPUBLICA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

(12)

MD 4132 C1 2012.05.31
MOLDOVA

an4132 a3 C1

(51) Int.ClL: CO7C 337/08 (2006.01)

CO7D 213/50 (2006.01)
COo7C 49/303 (2006.01)
CO7F 1/08 (2006.01)
AGIK 31/175 (2006.01)
AGIK 31/30 (2006.01)
AGIP 35/00 (2006.01)
A61P 35/04 (2006.01)

BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2010 0137
(22) Data depozit: 2010.12.13

(45) Data publicarii hotararii de

acordare a brevetului:
2011.10.31, BOPI nr. 10/2011

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD
(72) Inventatori: GULEA Aurelian, MD; TAPCOV Victor, MD; STRAISTARI Tatiana, MD; POIRIER

Donald, CA

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(54) Di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazonato(1-)]cup-
ru} care manifesti proprietatea de inhibare a proliferarii celulelor T-47D

ale cancerului mamar

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la chimie §i medicing, si
anume la o combinatiec complexa biologic
activd a cuprului cu tiosemicarbazone, care
poate gasi aplicare in medicind ca preparat
citostatic la profilaxia i tratarea cancerului
mamar.

Esenta inventiei constd in sinteza unui
compus coordinativ nou al cuprului cu tio-
semicarbazona2-benzoilpiridinei, di(p-S)-
bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemi-
carbazonato(1-)]cupru} cu formula:
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care manifestd proprietdti de inhibitor al
proliferdrii celulelor T-47D ale cancerului
mamar.

Rezultatul tehnic constd 1n extinderea
gamel de compusi coordinativi cu activitate
anticancerigend, care la o concentratie de 107
mol/L depéaseste aproximativ de 4 ori caracte-
risticile similare ale analogului proxim din
clasa tiosemicarbazonatilor de cupru.

Revendicari: 2




(54)

Di(n-S)-bis{chloro-[phenyl(pyridine-2-yl)methanone-thiosemicarba-

zonato(1-)]-copper} manifesting the property of inhibiting the proliferation

of mammary cancer T-47D cells

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to a biologically active
complex combination of copper with thio-
semicarbazone, which can be used in medicine
as a cytostatic preparation in the prevention
and treatment of mammary cancer.

Summary of the invention consists in the
synthesis of a new coordinative compound of
copper with 2-benzoylpyridine thiosemicarba-
zone,  di(u-S)-bis{chloro-[phenyl(pyridine-2-
yl)methanone-thiosemicarbazonato(1-)]-
copper} of formula:

(54)
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manifesting the property of inhibiting the
proliferation of mammary cancer T-47D cells.

The technical result is to increase the range
of coordinative compounds with anticancer
activity, which at a concentration of 10 mol/L
is about 4 times higher than the similar
characteristics of the closest analogue from the
class of copper thiosemicarbazonates.

Claims: 2

du(p-S)-ouc{xyopo-|[penna(nupuanH-2-ni)MeTaHOH-THOCEMUKAPOa-

30HaTO(1-)|Menr} NposBIAAOIINNI CBOMCTBO HHTHOUTOPA NpoJH(epannu
kJeTOK T-47D paka M0104HOI KeJ1e3bl

(57) Pegepar:
1

U300peTeHHEe OTHOCHTCS K XHMHH U
Me/TUITHHE, & UMEHHO K OHOIOTHYECKH aKTHB-
HOTO KOMIUIEKCA MEIH C THOCEMHKapOaso-
HAMH, KOTOPBIH MOXKET HAHTH NIpPHMCHEHHE B
MeJTHITHHE KaK IIMTOCTATHK IPH TPOQITAKTHKE
U JICUCHUS paKa MOJIOYHOI KeJIe3bl.

CyIHOCTh H300pETCHUS 3aKII0YacTCs B
CHHTE3¢ HOBOTO KOOPJHHAIIMOHHOTO COCJIH-
HCHHS MEIH C THOCEMHKAapOa3oHOM 2-O¢H-
SOWTITUPU/THHA, Ju(L-S)-ouc {xmopo-[ dpe-
HII(TUPUINH-2-HIT)METAHOH-THOCEMUKapOa-
3oHaTO(1-)]-Memu} popmyrbr:
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KOTOPBIH IIPOSIBIAECT CBOHCTBO HHIHOHPOBAHMSA
nponudeparin k1eTok T-47D paka MOTOYHOH
JKEIIE3BL.

TexHUUeCKUH pe3yabTaT 3aKIIOYacTCsS B
PaCIIUPEHUH TaMMBbl KOOPIUHAIIHOHHBIX COE-
JUHCHUH ¢ IPOTHBOPAKOBOH aKTHBHOCTBIO,
KoTOpas TpH KoHmeHTpamui 10°  Moms/1
OpuMepHO B 4 pa3a IPEBOCXOAUT aHAIO-
THYHBIE XapaKTePUCTUKH OIpKaifiero axa-
JI0Ta U3 KIIacca THOCEMHUKAapOa30HATOB ME/TH.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se referda la chimie si medicind, i anume la 0 combinatic complexa biologic
activa a cuprului cu tiosemicarbazone, care poate gasi aplicare in medicind ca preparat cito-
static la profilaxia si tratarea cancerului mamar.

Din compusii coordinativi, care inhibd cresterea si multiplicarea celulelor T-47D ale
cancerului mamar cel mai inalt efect cancerostatic a fost obtinut in cazul di(p-Ogeqoxi)-dif{[2-
(4-aminobenzensulfamido)-5-etil-1,3,4-tiadiazol]-3,5-dibromosalicilidentiosemicarbazona-
to(2-)cupru} (analogul proxim) [1] cu formula :

> N 0
S, N\ B S I
() —N

N— N
Q- LS :
O Et

NH,

Combinatia datd la concentratia de 10 mol/L depaseste de 2,5 ori caracteristicile can-
cerostatice respective ale doxorubicinei — cel mai efectiv preparat chimioterapeutic, folosit
n practica medicald pentru tratarea si profilaxia cancerului mamar.

Dezavantajul acestui compus consta in faptul ci el nu posedd o activitate anticanceroasd
mai Tnalta.

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

Esenta inventiei constd in sinteza unui compus coordinativ nou al cuprului di(p-S)-
bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)-metanon-tiosemicarbazonato(1-)|cupru} cu formula :

care manifesta proprietdti de inhibitor al proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar.

Rezultatul tehnic constd in extinderea gamei de compusi coordinativi cu activitate anti-
cancerigend, care la o concentratie de 10" mol/L depaseste aproximativ de 4 ori caracte-
risticile similare ale analogului proxim din clasa tiosemicarbazonatilor de cupru sus-men-
tionat [1].

Compusul dat si proprietétile lui, precum si procedeul de sinteza nu sunt descrise in
literatura.

Analiza comparativd a compusului revendicat cu analogul proxim demonstreaza cé ei se
deosebesc prin aceea, cd in analogul proxim fragmentul 3,5-dibromosalicilidenic este
inlocuit cu cel 2-benzoilpiridinic, iar tiosemicarbazona este monodeprotonizata. in afard de
aceasta, molecula de streptocidd coordinata este substituitd cu ionul de clor, iar functia de
atom-punte o indeplineste atomul de sulf al tiosemicarbazonei. Datoritd acestor particulari-
tati in structura complexului revendicat se realizeaza o combinare noud de legdturi chimice
deja cunoscute.

Di(p-S)-bis{ cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazonato(1-)]cupru} revendicat
se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (55...60°C) de CuCl,2H,0 cu tio-
semicarbazona 2-benzoilpiridinei, luate in raport molar de 1 : 1. Reactia decurge in 45...60
min conform urmdtoarei scheme:
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55-60°C
N N-NH + 2 CuCl, - 2H,0 —_

C—NH,
7
S
_ HzIIT _
(O =n
N Sj |
1\ N

+ 2HCl + 4H,0

Mecanismul reactiei date constd in deprotonizarea grupei tiolice a tiosemicarbazonei
sus-numite in prezenta azotului piridinic al ligandului §i coordinarea anionului format la
ionul de cupru(2+) ca ligand N,N,S-tridentat monodeprotonizat. Al patrulea loc in sfera
internd a atomului central il ocupd atomul de sulf al moleculei vecine. La randul siu, in
molecula vecind al patrulea loc coordinativ este ocupat de atomul de sulf al primului
fragment de complex. Al cincilea loc in sfera coordinativad a ambilor atomi centrali de cupru
este ocupat de ionii de clor.

Procedeul de obtinere a di(p-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazona-
to(1-)Jcupru} revendicat este simplu in realizare, substantele initiale sunt accesibile, iar
randamentul constituie 65%. Complexul sintetizat are culoare verde, este stabil in contact
cu aerul, putin solubil in apad si alcooli alifatici, solubil in dimetilformamidd si
dimetilsulfoxida, practic insolubil in eter.

Exemplu de obtinere a di(n-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarba-
zonato(1-)]cupru}

La solutia etanolicd, care contine 10 mmol de dihidrat al clorurii de cupru(2+) in 20 mL
etanol, incilzitd (55...60°C) si amestecatd in permanentd cu ajutorul agitatorului magnetic,
se adaugd solutia ce contine 10 mmol de tiosemicarbazond a 2-benzoilpiridinei in 50 mL de
alcool etilic. Dupa aceasta, amestecul reactant se refluxeaza pe parcursul a 45...60 min. La
racire din amestecul reactant se precipitd cristale marunte de culoare verde, care se filtreaza
printr-un filtru poros din sticld, se spald cu C,HsOH, eter si se usuci in aer.

Pentru C26H22C12CU2N882
determinat, %: C — 43,95, H-2,99, Cu - 17,79; N - 15,70, S-38,88
calculat, %: C —44,07; H-3,13; Cu—-17,93; N - 15,81; S — 9,05.

Cercetarea la microscop a compusului coordinativ sintetizat demonstreaza ca el poseda
omogenitate fazica. Din cauza dimensiunilor mici §i absentei monocristalelor acestui com-
plex, pentru determinarea individualitatii componentei si structurii lui au fost utilizate
metoda de analizd a elementelor, spectroscopia IR, magnetochimia si termogravimetria.

in baza masurarii in dimetilformamidd a conductibilitatii electrice molare (?) a co m-
plexului revendicat s-a stabilit ca ¢l este neelectrolit [a =3 Q1 em? mol™, 20°C, Cy=0,001
mol/L].

Analiza magnetochimicd la temperatura camerei (292 K) a compusului coordinativ
sintetizat a demonstrat cd el posedd un moment magnetic efectiv redus (U = 1,32 m.B.)
comparativ cu cel de spin (S = %), fapt care indicd despre structura lui polinucleara.

Pentru determinarea modului de coordinare a ligandului la ionul de cupru(2+), a fost
efectuatd analiza comparativd a spectrelor IR ale compusului revendicat cu cele ale
analogului proxim [1], tiosemicarbazonelor initiale si ale complexului clorurii de cupru cu
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5

tiosemicarbazona 2-formilpiridinei [2], structura caruia a fost stabilitd folosind analiza cu
raze X. S-a constatat cd tiosemicarbazona studiatd in complexul revendicat se comportd ca
un ligand tridentat monodeprotonizat, unindu-se cu ionul central prin intermediul atomilor
de azot piridinic si azometinic si ai sulfului, formand doua metalocicluri din cinci atomi. In
favoarea acestui fapt indicd absenta in spectrele IR ale substantei revendicate si ale
analogului proxim a benzilor de absorbtic V(NH) si v(C=S), care in tiosemicarbazonele
libere se observa in domeniile 1540...1535 si, respectiv, 1125...1120 cm™. In structurile
ambelor tipuri de complecsi se observa banda de absorbtie v(C-S) in domeniul 755...745
cm’, iar banda v(C=N) se deplaseazi cu 25...20 cm™ spre frecvente mai mici (in tiosemi-
carbazona initiald v(C=N) se observi la 1615 c¢cm™), fiind insotitd de scindare in doud
componente. La 1575 cm™ in spectrul di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tio-
semicarbazonato(1-)]cupru} se observa banda de absorbtie, care este conditionatd de osci-
latiile de valentd >C=N-N=C<. Acest caracter al spectrelor IR demonstreaza enolizarea
tiosemicarbazonei in procesul de formare a complexului revendicat. In afard de aceasta in
domeniul 535...405 cm™ in spectrul di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemi-
carbazonato(1-)]cupru} se observa o serie de benzi de absorbtie noi, care conform datelor
luate din literaturd, pot fi atribuite la v(Cu-N) = 530 si 410 em™ §i v(Cu-S) = 465 cm™.

Analiza termicd a demonstrat ¢d pe derivatograma compusului revendicat se observa un
singur efect exotermic la 280°C, care corespunde procesului de distructie termooxidativa a
ligandului organic in complex.

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

Esenta inventiei poate fi confirmata prin urmatoarele date experimentale.

Exemplu de utilizare a di(n-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicar-
bazonato(1-)Jcupru} 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
obtinuti din colectia de cultivare de tip american (CCTA) pastrati 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 (2 mM), penicilind (100
IU/mL), streptomicind (100 pg/mL) si estradiol (1nM).

Testarea proliferdarii celulelor. Pentru determinarea cuantificdrii 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 insulind (50 ng/mL) si 5% de carbune activat acoperit cu dextran
tratat cu ser de bovine fetal (SBF) pentru a inlatura rdmasitele de estrogen din ser si mediu.
Partile alicote (100 pL) ale suspensiei de celule au fost semanate in 96 placi cu godeuri
(3000 celule/godeu) in trei exemplare. Dupd 48 ore mediul s-a schimbat, urmand diluarea
specifica cu diferiti inhibitori in mediul de crestere. Celulele au fost cultivate in absenta sau
prezenta inhibitorilor timp de 3 zile.

Datele experimentale obtinute in urma studiului di(p-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-
il)metanon-tiosemicarbazonato(1-)]cupru} revendicat in calitate de inhibitor al proliferarii
celulelor T-47D ale cancerului mamar demonstreaza ca acest compus la concentratia de 10
> mol/L inhibd cresterea si multiplicarea a 100%, iar la 10" mol/L — 38+3,5% de celule
T-47D ale cancerului mamar (vezi tabelul). Datele obtinute indica ca acest compus dupa
activitatea anticancerigena depaseste de aproximativ 4 ori caracteristicile analoage ale di(p-
Ofenoxi)-di{ [2-(4-aminobenzensulfamido)-5-etil-1,3,4-tiadiazol ] -3,5-dibromosaliciliden-
tiosemicarbazonato(2-)cupru} (analogul proxim).
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Tabel
Rata inhibarii celulelor T-47D ale cancerului mamar, %
Concentratie, mol/L
Compusul 107 10 107
Di(p-Ofenoxi)-di{ [2-(4-aminobenzensulfamido)-5-etil-1,3,4-
tiadiazol]-3,5-dibromosalicilidentiosemicarbazonato(2-) cupru }
(analogul proxim) 100 10 0
Di(p-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemi-
carbazonato(1-)]cupru} 100 38+3,5 0
5
Proprietatile depistate ale di(p-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazo-
nato(1-)]cupru} prezintd interes pentru medicind din punct de vedere al extinderii arse-
nalului de inhibitori ai proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar.
10
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(57) Revendicari:

1. Di(u-S)-bis{cloro-[fenil(piridin-2-il)metanon-tiosemicarbazonato(1-)|cupru} cu
formula:

2. Compus conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea cd manifesta proprietatea
de inhibare a proliferarii celulelor T-47D ale cancerului mamar.
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activitate inventiva cand documentul este asociat cu
unul sau mai multe documente de aceiasi categorie

D — document mentionat in descrierea cererii de brevet

O - document referitor la o divulgare orala, un act de
folosire, la o expozitie sau la orice alte mijloace de
divulgare

C — document considerat ca cea mai apropiatd solutie

& — document, care face parte din aceeasi familie de brevete

P - document publicat inainte de data de depozit, dar
dupd data prioritatii invocate

L — document citat cu alte scopuri

Data finalizarii documentarii 2011.08.19

Examinator JOVMIR Tudor




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - SEARCH_REPORT
	Page 8 - SEARCH_REPORT
	Page 9 - SEARCH_REPORT

