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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate

Chimia coordinativa este una din ramurile chimiei moderne, care poate pune la dispozitie
numerosi compusi coordinativi cu proprietati prestabilite. Compusii coordinativi pot fi
diversificati prin schimbarea metalului, a naturii liganzilor, a seturilor de atomi coordinati, a
naturii legaturilor chimice, a interactiunilor intermoleculare, prin gama unitatilor structurale etc.
Astfel, prin modelarea speciei organice poate fi influentatd structura, aranjarea unitatilor
moleculare in spatiu si proprietatile materialelor finale.

Asa cum tiosemicarbazonele formeaza cu metalele de tranzitie compusi coordinativi cu
diferite proprietdti chimice, fizice, structurale, biologice, ele prezintd un interes deosebit pentru
cercetatorii  chimisti.  Tiosemicarbazonele reprezintd produsele de condensare ale
tiosemicarbazidelor cu diferiti compusi carbonilici. Posibilitatea de a varia substituentii si pozitiile
lor poate asigura diversitatea tiosemicarbazonelor cu o anumitd capacitate de coordinare si
geometrie. Ele reactioneazad, de obicei, ca liganzi chelatanti cu ionii metalelor de tranzitie,
coordinand prin atomii de sulf si azot hidrazinic cu formarea unui metalociclu din cinci atomi. Grupul
N-C=S poseda un interes chimioterapeutic considerabil si este responsabil pentru activitatea
farmacologica.

Caracterizarea compusilor coordinativi cu activitate biologica, de obicei, se efectueaza in
faza solida sau in solventi organici, dar aceste tehnici nu pot furniza informatii suficiente despre
biotransformarile medicamentelor in fluidele biologice. De aceea, cunoasterea celor mai posibile
forme chimice ale acestor complecsi in solutii apoase, in special la pH-ul fiziologic, este o
conditie obligatorie pentru o intelegere mai completa a mecanismelor echilibrelor protolitice si ar
putea fi utile pentru obtinerea celor mai eficiente si selective chimioterapeutice. Unul din
dezavantajele esentiale ale reactivilor in baza tiosemicarbazonelor este solubilitatea lor redusa in
apa, care limiteaza posibilitdtile realizarii studiilor echilibrelor protolitice in solutii apoase.
Problema solubilitatii poate fi rezolvatd prin functionalizarea agentilor de coordinare cu grupe
usor ionizabile. In literatura de specialitate sunt disponibile putine informatii despre compusii
coordinativi ai tiosemicarbazonelor solubile in apa.

Astfel, studierea compusilor coordinativi ai metalelor cu tiosemicarbazonele solubile 1n apa,
punerea 1n evidenta a unor proprietati utile noi, evaluarea lor in contextul celor cunoscute, rimane a
fi o problema actuala, cu rezultate promitatoare.

Scopul lucririi a fost de a studia procesele de formare si separare ale compusilor

coordinativi ai  cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele aldehidelor  5-sulfosalicilice  si



5-metilentrimetilamoniusalicilice, de a stabili structura, proprietdtile compusilor obtinuti si de a

Obiectivele cercetarii

Pentru atingerea scopului, au fost trasate si rezolvate urmaitoarele obiective: sinteza
tiosemicarbazonelor aldehidelor 5-sulfosalicilice si S-metilentrimetilamoniusalicilice;  studiul
procesului de formare a compusilor coordinativi in solutii apoase (determinarea parametrilor
spectrofotometrici, componentei, stabilitatii, domeniului de pH s.a.); stabilirea conditiilor de izolare
si optimizarea metodelor reproductibile de sintezd in stare solidd a compusilor coordinativi;
determinarea structurii moleculare a compusilor obtinuti prin metoda difractiei cu raze X; stabilirea
proprietatilor chimice, electrochimice si activitatii biologice ale compusilor cercetati.

Ipoteza de cercetare

In baza analizei literaturii de specialitate s-a presupus ca introducerea grupelor usor ionizabile
in componenta tiosemicarbazonelor aldehidelor 5-sulfosalicilice si 5-metilentrimetilamoniusalicilice
fost determinati parametrii de formare ai complecsilor tiosemicarbazonelor aldehidelor
S-sulfosalicilice si 5-metilentrimetilamoniusalicilice cu cupru(Il) in solutii apoase; a fost stabilit
modul de coordinare al liganzilor, structurile moleculare si cristaline ale compusilor coordinativi
obtinuti; a fost determinat comportamentul electrochimic si activitatea antiproliferativd a compusilor
coordinativi ai cuprului(Il), elucidat mecanismul de actiune biologica, in special capacitatea lor de
a induce specii ROS la nivel intracelular. A fost demonstrat ca, la expunerea la radiatii UVA,
tiosemicarbazonele se comportd ca fotosensibilizatori, care genereazd anionul radicalului
superoxid si radicalul hidroxil prin fotoactivarea oxigenului molecular.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese

Pentru realizarea obiectivelor propuse si atingerea scopului a fost studiatd metodologia de
cercetare si utilizatd experienta acumulatd de catre colaboratorii de la Departamentul Chimie, 1n
Laboratorul ,,Materiale avansate in biofarmaceuticd si tehnica” de la Universitatea de Stat din
Moldova. In studiul si interpretarea rezultatelor cristalografice au fost folosite complexele de
program utilizate in Laboratorul Metode fizice de studiere a solidului ,,T. Malinowski” din cadrul
Institutului de Fizica Aplicata si in Institutul de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni” din lasi,
Romania, iar pentru cercetarea proprietatilor biologice - metodologia elaboratd la Departamentul
Chimie, Universitatea Nationala din Singapore, Institutul de Chimie Anorganicd a Universitatii din
Viena, Austria, Departmentul de Chimie Anorganica si Analiticd, Universitatea din Szeged,

Ungaria. Proprietdtile spectro-electrochimice au fost studiate la Institutul de Chimie Fizica si



Fizica Chimica, Facultatea de Tehnologie Chimica si Alimentard, Universitatea Slovaca de
Tehnologie din Bratislava, Slovacia.

Studiul structural si al proprietdtilor compusilor coordinativi sintetizati a fost efectuat cu
ajutorul unui set de metode moderne de cercetare, precum analiza elementald, spectre IR, spectre
RMN, spectrofotometrie UV-Vis, voltametrie ciclica, analize structurale cu raze X, metode de
determinare a proprietatilor medico-biologice s.a.

Pentru interpretarea rezultatelor s-a facut apel la baza teoretico-stiintificd recunoscutd si
materialele publicate in literatura de specialitate.

Problema stiintifici care a fost solutionatd constd in stabilirea parametrilor formarii
complecsilor  cuprului(Il) cu  tiosemicarbazonele  aldehidelor  5-sulfosalicilice  si
S5-metilentrimetilamoniusalicilice in solutii apoase, determinarea activitatii antiproliferative a
acestor compusi coordinativi, Tn special capacitatea lor de a genera specii ROS la nivel
intracelular, care promoveaza mecanismul de aparare antioxidanta mediata de proteina nrf2.

Pentru prima data a fost efectuat studiul procesului de formare in solutii apoase a compusilor
coordinativi ai cuprului(I) cu tiosemicarbazonele aldehidei salicilice substituite in pozitia 5 cu grupe
usor ionizabile, a fost acumulata informatia despre formarea si stabilitatea lor 1n solutii apoase. A fost
stabilitd structura compusilor coordinativi in stare solida, au fost determinate unele proprietati
biologice ale complecsilor coordinativi ai cuprului(Il).

Valoarea aplicativa constd in sinteza noilor compusi solubili in apa cu stabilitate 1nalta si
evidentierea activitatii antiproliferative, in special capacitatea de a produce specii ROS in celule
acestora.

Rezultatele prezentate in lucrare au constituit obiectul a 17 publicatii stiintifice, inclusiv 4
articole stiintifice (2 articole in reviste cu factor de impact si 2 articole in reviste nationale) si 13
rezumate la diferite conferinte nationale si internationale. Publicatii fara coautori — 3.

Sumarul capitolelor tezei

Lucrarea constd din introducere, 4 -capitole, concluzii generale si recomandari,
bibliografie cu 228 surse stiintifice citate. Materialul este expus pe 130 pagini de text de baza,

contine 10 tabele, 81 figuri si 6 anexe.



CONTINUTUL TEZEI
INTRODUCEREA include actualitatea si importanta temei abordate, scopul lucrarii,
obiectivele cercetdrii, ipoteza de cercetare, sinteza metodologiei de cercetare si justificarea

metodelor de cercetare alese, sumarul capitolelor tezei.

1. COMPUSI COORDINATIVI Al METALELOR DE TRANZITIE CU LIGANZI iN
BAZA ALDEHIDEI SALICILICE
Primul capitol al lucrdrii cuprinde o trecere in revistd a cercetarilor stiintifice referitor la
sinteza, structura si proprietdtile fizico-chimice, medico-biologice si analitice ale compusilor
coordinativi ai metalelor de tranzitie cu chalcogensemicarbazonele aldehidei salicilice, coordinate

ONS si chalcogensemicarbazonele tridentate coordinate ONN si derivatii acestora.

2. METODE DE SINTEZA SI CERCETARE
Capitolul doi contine o descriere a metodelor de sinteza si izolare a agentilor de coordinare si
a compusilor coordinativi, rezultatele analizelor elementale, metodologia de stabilire a structurii si
proprietatilor, precum si o descriere informativa a echipamentului si tehnicilor utilizate in procesul de

studiu.

3. FORMAREA SI STABILITATEA iN SOLUTII A COMPUSILOR COORDINATIVI
Al CUPRULUI(II) CU TIOSEMICARBAZONELE ALDEHIDEI SALICILICE
5-SUBSTITUITE

3.1. Caracteristicile spectrale si stabilitatea compusilor coordinativi ai cuprului(Il)
cu tiosemicarbazona aldehidei S-sulfosalicilice si derivatii ei

Unul din dezavantajele esentiale ale tiosemicarbazonelor este solubilitatea lor redusa in
apa, care limiteaza studiile echilibrelor protolitice in solutii apoase. Problema solubilitatii poate
fi rezolvata prin functionalizarea agentilor de coordinare cu grupe usor ionizabile. In literatura de
specialitate sunt disponibile foarte putine informatii despre stabilitatea complecsilor cu derivatii
tiosemicarbazonei aldehidei salicilice.

Prin reactia de condensare a tiosemicarbazidei 4-substituite si aldehidei 5-sulfosalicilice
sub forma de sare de sodiu in metanol au fost obtinute patru tiosemicarbazone ale aldehidei
5-sulfosalicilice sub forma de sare de sodiu cu substituenti diferiti R la atomul de azot terminal al

fragmentului tiosemicarbazidic H, Me, Et, Ph: NaH,L', NaH,L? NaH,L*, NaH,L" (Figura 1).



NaO3S OH MeOH(anhidru) NaO3S OH
—_—

—H20
——0 + HyN S —N S
\ N\
HN HN
NHR NHR

Fig. 1. Schema reactiei de condensare a aldehidei S-sulfosalicilice
si tiosemicarbazidei 4-substituite
Procesele de disociere ale tiosemicarbazonei aldehidei 5-sulfosalicilice (NaH,L') si
derivatilor sii NaH,L?, NaH,L’, NaH,L* au fost cercetate prin metoda spectrofotometrici
(Figura 2). Studiile au fost efectuate in solutii apoase. Solubilitatea in apa la 25 °C a
tiosemicarbazonelor investigate reprezinti 100 g/L pentru NaH,L', 70 g/L pentru NaH,L?,
25 g/L pentru NaH,L’ si 6 g/L pentru NaH,L".
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Fig. 2. Treptele de disociere ale tiosemicarbazonei aldehidei S-sulfosalicilice
Disocierea tiosemicarbazonei aldehidei 5-sulfosalicilice a fost insotitd de schimbari
spectrale caracteristice la variatia pH-ului solutiei (Figura 3). In mediul acid solutiile apoase ale
reactivului au fost incolore si s-au caracterizat spectral prin absorbantd maxima la lungimile de
unda egale cu 302 nm, specific cromoforului azometinic si 328 nm - pentru fragmentul fenolic.
In mediul alcalin coloratia solutiilor a devenit slab verzuie, care spectral a dezvaluit aparitia unei

benzi puternice cu maximumul de absorbtie la 367 nm.
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Fig. 3. Spectrele electronice de absorbtie ale solutiilor de NaH,L' la diferite valori de

pH (C(NaH,L") =4.0-10° M, I = 0.1 M KCI)

Tiosemicarbazona NaH,L' contine doi protoni disociabili. Pe intregul interval de pH
studiat gruparea sulfonat a ramas deprotonata datoritd caracterului sau puternic acid, fapt ce a
confirmat solubilitatea sporitd a ligandului in apa. Prima treaptd de disociere a (H,L') a fost
atribuitd deprotonarii grupei fenolice si este redatd de pK;, in timp ce pK, apartine grupei
hidrazinice N*-H a fragmentului tiosemicarbazidic, iar sarcina negativi este localizatd pe atomul
de sulf prin intermediul echilibrului tautomeric tion-tiol (Figura 2). Conforn datelor bibliografice
pentru tiosemicarbazona aldehidei salicilice nesubstituite au fost obtinute constantele de
disociere pK; = 8.84 si pK,= 12.57 in solvent mixt 30% DMSO/apa [1]. Este remarcabil faptul,
ca pK, are o valoare destul de ridicatd, de aceea deprotonarea are loc intr-un domeniu al pH-lui
puternic bazic, unde masurarile devin nesigure si limiteaza determinarea exactd a constantei din
cauza erorii electrodului de sticld. Reiesind din acestea, pentru liganzii studiati este posibila
determinarea constantei pK; pe baza spectrelor electronice de absorbtie Inregistrate.

Deplasarea batocroma a benzilor de absorbtie cu valori Ay, mai mari (367-370 nm) a fost
observatd pentru toti liganzii datoritd deprotonarii grupei fenolice, ceea ce a dus la extinderea
sistemelor conjugate de electroni m. Valorile pentru pK,; determinate au fost introduse in
Tabelul 1. Substituentii la azotul terminal nu au avut nici o influentd semnificativa asupra pK;.
Aceste valori (7.73-7.82) au fost considerabil mai scazute, comparativ cu cea a ligandului de
referintd, tiosemicarbazona aldehidei salicilice TSCAS (8.84).

La adiugarea ionilor de cupru(II) la NaH,L' culoarea solutiei s-a schimbat de la incolor
la verde deschis, intr-un interval vast de pH. Aceastd schimbare a culorii se datoreaza formarii
compusului coordinativ al cuprului(Il) cu NaH,L'. Inregistrarea spectrului in varianti
diferentiala (NaH,L' + Cu(I))/NaH,L' la aceleasi valori de pH conduce la separarea
componentei compusului coordinativ, caracterizat prin maxim de absorbtie A = 375 nm. In
Figura 4 sunt prezentate spectrele electronice de absorbtie ale ligandului NaH,L' in absenta si in
prezenta ionilor de cupru(Il) si spectrul electronic de absorbtie in varianta diferentiala (NaH,L' +

Cu(Il))/NaH,L'.
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Fig. 4. Modificarea spectrului electronic de absorbtie al solutiei de NaH,L' 1a adiugarea
sarurilor de cupru(Il) (C(Cu*)=610"M, C(Lig) = 6:10° M,
pH=5.75,1=0.1 M KCl)

Raportul molar de combinare a componentelor a fost studiat prin mai multe metode. Atat
metoda variatiilor continuie, cat si cea a raporturilor molare demonstreaza ca in conditiile date se
formeaza un compus cu raportul molar de combinare Cu:NaH,L' = 1:1.

Ceilalti trei derivati (NaH,L? NaH,L’, NaH,L*) au fost de asemenea investigati, folosind
aceeasi abordare pentru a elucida efectul substituentilor la azotul terminal al fragmentului
tiosemicarbazidic asupra formarii complexului de cupru(Il) in solutii apoase.

Pe baza valorilor absorbantelor inregistrate prin metoda raporturilor molare, s-ar putea
concluziona ca formarea complecsilor este practic cantitativa in conditiile aplicate. Aceasta nu a
permis determinarea directd a constantelor aparente (conditionale) de formare (f') ale
complecsilor de cupru(II) [CuL®]". Prin urmare, constantele de formare conditionale pentru acesti
complecsi au fost determinate spectrofotometric prin reactii competitive cu EDTA la pH = 5.75,
utilizdnd programul PSEQUAD [2]. Atat tiosemicarbazona cercetatd, cat si EDTA, formeaza
complecsi de tipul [CuL] in conditiile efectudrii experimentului. In plus, atit EDTA, cat si
tiosemicarbazona au o contributie neglijabild la valorile absorbantei compusilor, masurate la
lungimea de unda 375 nm. Calculele efectuate au furnizat valorile medii ale absorbtivitatii
molare (¢) a complecsilor formati. Valorile obtinute sunt prezentate in Tabelul 1. Prezenta
substituentilor H, metil, etil si fenil la atomul terminal de azot al tiosemicarbazonei a influentat
valorile absorbtivititii molare a complecsilor. In special pentru NaH,L* absorbtia a crescut
semnificativ datoritd conjugdrii m-electronilor inelului benzenic. Constantele de stabilitate
conditionala au fost similare, reflectind capacititile de formare ale legaturilor
tiosemicarbazonelor studiate cu cupru(Il), cu exceptia derivatului fenil, care are o constantd mai
mare cu circa jumatate de ordin. Folosind valorile pK; si constantele de stabilitate conditionala

ale complecsilor [CuL®]" au fost de asemenea calculate constantele totale de stabilitate (£)
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(Tabelul 1). Valorile constantelor conditionale si totale de stabilitate obtinute au reflectat
formarea complecsilor de cupru(Il) foarte stabili cu toti cei patru liganzi si gradul de disociere al

acestor complecsi la pH fiziologic a fost estimat a fi mai mic de 1% chiar la concentratia < 1 uM.

Tabelul 1. Valorile constantelor de disociere pK; ale liganzilor, parametrii

spectrofotometrici ai liganzilor si complecsilor Cu(Il), valorile constantelor conditionale de

stabilitate (f') si constantelor totale de stabilitate (#) pentru complecsii Cu(Il) cu
NaH,L', NaH,L? NaH,L? NaH,L*

Parametrul Ligandul

NaH,L' NaH,L” NaH,L’ NaH,L*
Maximumuri in spectrele electronice ale 302, 328, 302, 328, 302, 329, 303, 332,
reactivilor (A, nm) 367 367 367 370
Constanta de disociere pK; 7.73+0.02 | 7.82+0.02 | 7.79+0.02 | 7.73+0.04
Maximumul de absorbtie al compusului 375 375 375 380
coordinativ (A, nm)
Raportul molar de combinare Cu:L 1:1 1:1 1:1 1:1
Domeniul optim de formare (pH) 5.1-6.3 53-63 53-63 4.8-6.0
Absorbtivitatea molara (€, L'mol'-cm™) la 10890 12462 13025 17825
)\'max
lgp’ pentru [Cu L") la pH=5.75 12.81 £0.06 | 12.87+0.06 | 12.77+0.07 | 13.50 + 0.04
lgf (B =p'* an) 14.79 14.94 14.81 15.48
Domeniul de concentratii unde se respecta 6-100 10 - 100 10 - 100 6-100
legea Lambert-Bougher-Beer (uM)

3.2. Compusi coordinatuvi ai cuprului(Il), nichelului(II), cobaltului(Il) cu derivati ai

tiosemicarbazonei aldehidei S-metilentrimetilamoniusalicilice si aplicatiile lor
Tiosemicarbazona aldehidei 5-metilentrimetilamoniusalicilice ((H,L*)Cl) are structurd
ionicd, este solubild 1n apa si formeaza solutii stabile 1n timp. Spectrele electronice de absorbtie
in domeniul UV-vizibil demonstreaza modificari caracteristice in functie de pH-ul solutiilor.
Adaugarea solutiilor ionilor de Cu(Il), Ni(Il), Co(Il) la solutiile apoase ale
tiosemicarbazonei aldehidei 5-metilentrimetilamoniusalicilice provoacd schimbari in spectrul
electronic, ceea ce denotd formarea compusilor coordinativi. Intensitatea benzii de absorbtie

pentru compusii noi formati depinde de natura metalului, tiosemicarbazonei si de raportul de
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combinare. Studiul a demonstrat cd, in solutii apoase cuprul(Il) si nichelul(II) formeaza compusi
in care raportul molar de combinare metal:ligand este 1:1, iar pentru cobalt(Il) - 1:2. Ionii de
cupru si nichel au tendinta de a forma compusi cu structura plan-patratd si permite coordinarea
unui singur ligand tridentat. Tonul de cobalt(Il) formeaza compusi cu structurd octaedrica si
raportul de combinare 1:2 pare a fi firesc. Domeniul de formare a compusilor coordinativi este
practic acelasi pentru toti ionii studiati, ceea ce denota ca are loc complexarea cu una si aceeasi
forma deprotonata a ligandului.

In baza studiului realizat a fost propusi o metodd de determinare concomitenti a
continutului de cupru(II) si cobalt(Il) in apd cu reactivul (H,L*)CL. Erorile relative ale analizelor
efectuate se incadreaza in limitele erorilor admisibile pentru metodele spectrofotometrice.

Pentru determinarea influentei prezentei substituentului si naturii lui de la azotul terminal
al fragmentului tiosemicarbazidic au fost sintetizati si studiati trei derivati ai (H,L’)Cl — clorura
4-metil-, 4-fenil- aldehidei
(HoL%)Cl, (H,L")CL, (H,L)CI). Solubilitatea in api la 25 °C a tiosemicarbazonelor reprezinti

4-etil-, tiosemicarbazonei 5-metilentrimetilamoniusalicilice
10 g/L pentru (H,L’)Cl, 30 g/L pentru (H,L%)Cl, 5 g/L pentru (H,L")Cl si 2 g/L pentru (H,L*)CI.
Parametrii spectrofotometrici ai solutiilor liganzilor si complecsilor de Cu(Il) sunt prezentati in
Tabelul 2.

Tabelul 2. Valorile constantelor de disociere pK; pentru liganzi, raportul molar de

combinare Cu:L, conditiile optime de formare si parametrii spectrofotometrici pentru

complecsii Cu(I) cu (H,L’)Cl, (H,L%)Cl, (H,L")Cl, (H,L*)Cl

Parametrul Ligandul

(H,L*)Cl (H,LYCI1 (H,L)Cl (H,L%Cl1
Maximumuri in spectrele electronice 302, 328 302, 328 302,329 303, 332
ale reactivilor (A, nm) 367 367 367 371
Constanta de disociere pK; 7.46 +0.01 7.54 +0.02 7.31+0.01 7.03 £0.01
Maximumul de  absorbtie  al 375 375 375 380
complexului (A, nm)
Raportul de combinare Cu:L 1:1 1:1 1:1 1:1
Domeniul optim de formare (pH) 4.7-59 53-62 52-64 48-6.2
Absorbtivitatea molara (€, 10500 12925 12527 17927
L‘mol'l-cm'l) l1a Anax
Domeniul de concentratii unde se 6-100 10 - 100 10 - 100 6-100
respectd legea Lambert-Bougher-
Beer (uUM)

Procesele de disociere ale liganzilor (H,L)Cl, (H,L°)Cl, (HoL")Cl, (H,L*)Cl au fost
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studiate prin titrdri spectrofotometrice UV-Vis in solutii apoase in domeniul de pH 1-11.5.




Spectrele electronice de absorbtie inregistrate ale solutiilor (H,L’)Cl (Figura 5) prezinti
modificari caracteristice ale benzilor de tranzitie suprapuse 1 — n* si n — n* dependente de pH,
provenite datoritd cromoforului azometinic (Amax ~ 302 nm) si grupei fenolice (Amax ~ 328 nm).
Cu toate acestea, acesti liganzi contin doi protoni disociabili, si anume atomii de hidrogen al
grupei OH fenolice si NH-ului hidrazinic. Doar o etapa de deprotonare a putut fi observatd in
intervalul de pH studiat pe baza aparitiei punctelor izobestice la 230, 280 si 347 nm. Prin urmare,
doar o valoare pK; a fost determinata pentru fiecare ligand, reiesind din prelucrarea spectrelor

(Tabelul 3).

a) b)
12 100
0.6 »
1.0 =3
o L 0.5 g
g 08 R L 04 8
2 06 2 b
o o - 03 %
2 £ 2
< 04 L 02 R
=
0.2 - 013
0.0 0.0

210 260 310 360 410
Alnm
Fig. 5. Spectrele electronice de absorbtie ale (H,L’)Cl inregistrate la diferite valori de pH

(a) si diagrama de distributie a formelor procesului de disociere reprezentate impreuna cu
modificarile absorbantei la 364 nm (o) (b) (C.=50 pM, I =0.1 M (KCl), t =25 °C)

Derivatii monometilati si monoetilati la azotul terminal au valori pK; similare cu cele ale
ligandului nesubstituit, in timp ce gruparea fenil 1n aceastd pozitie are ca rezultat o aciditate mai
sporitd. Diagrama de distributie a concentratiei calculata din valorile pK; (Figura 5(b) prezentata
pentru (H,L*)Cl) arati ci acesti compusi sunt partial deprotonati la pH fiziologic: 42-55% din
ligand este sub forma HL neutrd in cazul (H,L*)Cl, (H,L)Cl, (H,L")CI, iar pentru (H,L*)CI -
70%. In mod special, aceasti forma neutrd HL formeazi un zwitterion datoritd prezentei grupelor
NMe;' si O, ceea ce duce la o solubilitate sporitd in api. Caracterul lipofil al liganzilor la pH
7.4, exprimat prin coeficienti de distributie (logD74 din Tabelul 3), a fost caracterizat prin
metoda traditionald a balonului de agitare, folosind spectrele UV-Vis obtinute dupa inregistrare.
Valorile logD74 determinate dezvaluie faptul cd introducerea grupdrilor metil, etil si fenil
mireste lipofilitatea in urmitoarea ordine: (H,L’)Cl < (H,L®)Cl < (H,L")CI < (HoL*)CI. Acesti
compusi sunt mult mai hidrofili decat compusul de referintd nesubstituit, tiosemicarbazona

aldehidei salicilice (TSCAS) (logD74: +1.74) [1].
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Tabelul 3. Valorile constantelor de disociere pK; ale liganzilor cercetati, constantele totale

de stabilitate (logf), pKa si pKaerivat pentru complecsii Cu(Il) cu (HZLS)CI, (H2L6)Cl,
(H,L")CI, (H,L*)Cl, valorile pCu calculate (I = 0.1 M (KCI), t = 25 °C), coeficientii de

distributie (logD- 4) ai liganzilor si complecsilor 1a pH = 7.4, constantele de viteza observate

(kobs) obtinute pentru reactia redox a complecsilor cu GSH (pH = 7,4; Ccompiex = 25 pM,

CGSH =1.25 lIlM)

(H,L’)Cl (H,L%)Cl (H,L))Cl (H,L*C1
pK, (H,L") 7.46 +0.01 7.54+0.01 7.31+0.01 7.03 £ 0.01
% HL la pH 7.4 47% 42% 55% 70%
logD- 4(ligand) —0.84 = 0.03 -0.39+0.01 +0.06 = 0.04 +0.68 = 0.04
logf[CuHL]** 12.00 +0.01 11.73 £ 0.02 11.66 + 0.03 11.26 +0.02
logf[CuL]" 8.14 +0.01 7.76 +0.02 7.67 +0.03 8.55 +0.02
logf[CuLH_]* —1.66 £ 0.02 ~1.48 £ 0.08 —1.65£0.09 —-1.31+0.05
pK,[CuHL]* 3.86 3.97 3.99 2.71
pK,[CuL]’ 9.80 9.24 9.32 9.86
102K gerivac[CuL]™ 0.68 0.22 0.36 1.52
pCu® 12.21 11.79 11.82 12.80
logD- 4(complex) —1.00 = 0.01 -0.79 = 0.01 —0.40 = 0.01 —0.17+0.01
kops (min~") 0.061 = 0.022 0.073 £ 0.002 0.058 + 0.001 0.025 + 0.005

*[CuLH_,] = [CuL(OH)]. *logK gerivas = logB[CuL] — pKa(H,L") la echilibrul: Cu*" + H,L" = [CuL]™+ 2H".
‘pCu = —log[Cu(I)] la pH = 7.4; Ccyay = 10 uM; C = 10 uM.

Atat valorile 10gKueriva[CuL]", cat si pCu (Tabelul 3) dezviluie urmitoarea abilitate de
coordinare a cuprului(Il) cu liganzii: (H,L%)Cl ~ (H,L")Cl < (H,L*)Cl << (H,L*)CL. Prin urmare,
doar substituentul fenil la azotul terminal a marit stabilitatea complexului de cupru(II).

Activitatea anticancer a complecsilor de cupru(Il) ale tiosemicarbazonelor este adesea
sugerata a fi legata de reactia lor de oxidoreducere cu tioli celulari, cum ar fi L-glutation (GSH).
GSH este capabil sa reduca complexul de cupru(Il)-TSC, cu formare de specii de cupru(l), a
caror reoxidare are ca rezultat aparitia speciilor ROS [3]. A fost investigatd reactia de
oxidoreducere directd a complecsilor de cupru(Il) cu GSH cu metoda spectrofotometrica in
conditii strict anaerobe la pH = 7.4. Modificarile spectrale au demonstrat un proces de

oxidoreducere reversibil.
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4. SINTEZA, STRUCTURA SI PROPRIETATILE COMPUSILOR COORDINATIVI Al
CUPRULUI(II) CU DERIVATI AI TIOSEMICARBAZONELOR ALDEHIDEI
SALICILICE 5-SUBSTITUITE

4.1. Sinteza si structura compusilor coordinativi ai cuprului(Il) cu tiosemicarbazona
aldehidei S-sulfosalicilice si unii derivati ai acesteia

La interactiunea NaH,L' si, respectiv NaH,L? cu CuSO4-5H,0 in DMSO au fost separati
compusii coordinativi [Cu(HL")(DMSO),] (1) si [Cu(HL*)(DMSO)] (2), iar [Cua(HL")2(H20)s]
(1') si [Cu(HL?)(H,0)]4-4H,0 (3) au fost obtinuti prin reactii asemanitoare in apd. Compusii 1 si
2 cristalizeaza intr-un sistem cristalin monoclinic cu grupul spatial Pi. Analiza prin difractie cu
raze X a relevat prezenta unei unititi mononucleare, in care unitatea asimetrica contine un ligand
dianionic coordinat la ionul cupru(Il) si doud molecule de DMSO coordinate. Poliedrul de
coordinare al ionului de cupru(Il) a fost asigurata de setul donor ONS al bazei Schiff si doi atomi
de oxigen ai moleculelor de DMSO, unul fiind situat in planul bazal al poliedrului, iar celalalt in
pozitie apicald. Grupa sulfonat a ligandului din 1 si 2 nu participa la coordinarea cuprului(Il).
Astfel, poliedrul de coordinare al atomului central de cupru are forma unei piramide patrate usor
distorsionate (valoarea 7= 0.098 si 0.111 [4] pentru 1 si, respectiv, 2), iar numarul de coordinare

al ionului de metal este 4+1 (Figura 6).

Fig. 6. Reprezentarea ORTEP a structurii moleculare a compusului 1 (in stinga), 2 (in
dreapta)

Spre deosebire de 1 si 2, una dintre grupdrile sulfonat din compusul 1' participd la
formarea legéturii Cu—O prin intermediul unuia dintre atomii de oxigen cu atomul de cupru(II) al
fragmentului vecin (Figura 7). Doui fragmente Cu(HL'), notate A si B sunt unite prin legitura
CulA-O2B 2.432(2) A. Ca urmare, ambii atomi de cupru sunt coordinati tridentat prin setul
ONS al liganzilor (HL)* si poliedrul de coordinare al atomului CulA este completat de o
moleculd de apa, iar pentru CulB — de doud molecule de apa. Structura -cristalului
[Cuy(HL"),(H,0)s] este determinati de legaturile de hidrogen O-H---O si N-H-+-0O, ce au dus la

formarea unei retele tridimensionale.
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Fig. 7. Reprezentarea ORTEP a structurii moleculare a compusului 1'
Structura derivatului centrosimetric tetranuclear [Cu(HL?)(H,0)]4"4H,0 (3) este formati
din doud unitati asimetrice [Cu(HL?)(H,0)], legate prin punti sulfonat (Figura 8). Pe langi
aceasta, structura complexului este sustinutad suplimentar prin legaturi de hidrogen, care implica
molecule de apa coordinate si interactiuni n---m, confirmatd prin distanta centroid-centroid
3.682 A. Dupi cum se poate observa, rolul celor patru grupiri sulfonat este diferit: doud dintre
grupdrile sulfonat nu se coordineaza la atomii de cupru, in timp ce celelalte doud actioneaza ca

niste punti bidentate, distanta CulA---CulB' este egald cu 4.795(3) A.

Fig. 8. Structura moleculara a complexului tetranuclear 3. Interactiunea centroid-centroid

este indicata printr-o linie oranj intrerupta

4.2. Structura compusilor coordinativi ai cuprului(II) cu tiosemicarbazona aldehidei
5-metilentrimetilamoniusalicilice

Studiul cu raze X al monocristalelor de tiosemicarbazond a aldehidei
S-metilentrimetilamoniusalicilice a stabilit cd acest compus cristalizeaza in forma de sare, cu
formula (H,L’)Cl-1.5H,0, in care sarcina cationului organic (H,L’)" este compensati de cea a
anionului CI". La interactiunea (H,L’)Cl-1.5H,0 cu diferite saruri de cupru(Il) in medii neutre au

fost obtinuti patru compusi cu formulele [Cu(HL’)Cl],Cl,-4.5H,0 (5),
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[Cu(HL’)(C1)(NO3)]-2H,0 (9), [Cu(H,L*)C1]S040.75H,0 (10) si [Cu(HL’)C1]2(ClO4),-3.5H,0
(11). Studiul cu raze X a stabilit, ca raportul cupru:ligand organic in compusii finali 5, 9, 10, 11
este 1:1. Trei compusi ai cuprului sunt compusi ionici, formati din cationul complex
[Cu(HL*)CI]™ ori [Cu(H,L*)CI]*, anionii fiind CI', ClO4 si SO4> respectiv, iar compusul ce
contine anionul NOs™ este un complex molecular. Toti compusii contin molecule de apa de
solvatare. Liganzii organici (HL®)*/(H,L’)" in acesti compusi ai Cu(II) coordineaza tridentat prin
setul de atomi donori ONS in formd de ion bipolar, singur fiind electroneutru, insa continand
dous centre ionice (zwitterion) in 5, 9, 11 si in forma sa protonata in 10 (Figura 9). In rezultatul
coordindrii, liganzii organici (HL’)’/(H,L’)" sufera schimbiri conformationale, fapt ce le-a
permis acestor liganzi sd coordineze prin setul ONS, formand cu Cu(Il) doud cicluri metalice
chelate asociate, unul fiind format din sase membri (CuOCCCN), iar celdlalt din cinci membri

(CuNNCS).

Fig. 9(a-d). Unitatile cristalografic independente din cristalele compusilor de Cu(Il) §, 9,
10, 11
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4.3. Proprietatile electrochimice ale compusilor coordinativi ai cuprului(Il) cu
tiosemicarbazonele aldehidei 5-sulfosalicilice

Ciclul de oxidoreducere intre starile Cu(Il) si Cu(I) joacad un rol important in activitatea
biologica a compusilor cuprului(Il). Transformarile redox de tip Fenton 1in sistemele
Cu(I)/Cu(I1)/H,0,/0O; sunt responsabile pentru producerea unei varietati de specii reactive de
oxigen (ROS), inclusiv HO" si O;". Prin urmare, s-a investigat comportamentul redox al
compusilor 1-4 iIn DMSO, in care toti cei patru compusi prezintd o solubilitate bund. Pentru
compusii 1-3, ce contin hidrogen sau substituent alifatic la atomul de azot N’ al
tiosemicarbazidei, au fost obtinute rezultate similare. Voltamogramele ciclice corespunzatoare in

DMSO/nBuyNPF; la viteza de baleiaj de 100 mVs™ sunt prezentate in Figura 10.
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a) b)

Fig. 10. Voltamogramele ciclice ale compusilor 1 (linie neagra), 2 (linie albastra), 3 (linie
verde) si 4 (linie rosie) cu concentratia 0.5 mM, in DMSO/nBusNPFg, la viteza de baleiaj de
100 mV s™ (a). Voltamograma ciclica a compusului 2 (0.25 mM) in prezenta ferocenului
(0.25 mM), in DMSO/nBusNPFg, 1a viteza de baleiaj de 100 mV s™ (b)

Voltamogramele se caracterizeaza printr-un pic de reducere care se presupune ca este
cauzat de procesul de reducere Cu(Il) — Cu(l) si un pic de reoxidare deplasat puternic pentru
speciile Cu(I) formate dupa reducere. Complecsii 1-3 au aratat picuri de reducere ireversibila
similare cu Epc1 = -0.81 V fata de Fc'/Fc’, care au fost atribuite reducerii Cu(Il) — Cu(l).
Aparitia picului de oxidare intens in timpul scandrii inverse la aproximativ -0.3 V fati de Fc'/Fc’
a prezentat caracteristici tipice ale unui proces de redizolvare. In consecinti, procesul de
reducere in regiunea primului pic catodic a fost ireversibil electrochimic si a condus la depunerea
complecsilor de cupru(I) mai putin solubili pe suprafata electrodului. La fel se comporta si

compusul 4, dar a fost observatd si o schimbare a potentialului primului pic catodic la
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Epcl = -1.02 V fatd de Fc/Fc’, indicand faptul cd substitutia la atomul marginal de azot al
tiosemicarbazidei cu grupa fenil a dus la o crestere a potentialului catodic de reducere a Cu(II).
Este de remarcat faptul, ca la ciclurile de oxidoreducere raspunsul voltametriei ciclice a prezentat
schimbari neglijabile in forma voltamogramelor corespunzatoare in partea catodica, confirmand
repetabilitatea proceselor observate. Dupa redizolvarea complexului de cupru(l) prin reoxidare,
la scanarea inversda, complexul de cupru(Il) recuperat ar putea fi din nou redus la acelasi
potential catodic.

Un comportament de oxidoreducere analog electrochimiei in DMSO, cu un pic de
reducere inalt si un pic de reoxidare puternic deplasat, a fost observat pentru 1-4 in solutii apoase
de 0.1 M NaCl netamponate, la viteza de baleiaj de 100 mVs™ cu electrodul de lucru de platini
(Figura 11). Trebuie remarcat faptul cd pentru studiile voltametrice ciclice au fost folosite solutii
saturate ale complecsilor respectivi. Cea mai redusa solubilitate in apa a fost observata pentru

compusul 4, iar cea mai mare pentru compusul 1.

11 uA

-OI.6 -OI.4 -0‘.2 OTO OT2 0?4 0?6
E vs Ag/AgCI / V

Fig. 11. Voltamogramele ciclice ale solutiilor saturate pentru compusii 1 (linie
neagra), 2 (linie albastra), 3 (linie verde) si 4 (linie rosie) in H;O/NaCl la o viteza de baleiaj
de 100 mVs™

Deplasarile potentialului de oxidare anodica a complecsilor 1-4 prin inlocuirea DMSO
aprotic cu mediul apos donor de protoni sunt determinate de energia de solubilitate preconizata
pentru DMSO si H,O si prin implicarea protonilor in procesul redox in apa in contrast cu mediul
aprotic [5, 6]. Cel mai mic potential de reducere Epc1 = -0.27 V vs. Ag/AgCl a fost observat
pentru 1 cu gruparea terminala —NH; in ligand. Pentru comparatie, potentialul de oxidoreducere
in solutiile apoase netamponate a fost recalculat fati de potentialul (Fc'/Fc®), reiesind din
potentialele redox cunoscute pentru Ag/AgCl (0.197 V) si ferocen (0.64 V), in comparatie cu
electrodul standard de hidrogen. In consecintd, potentialul picului catodic pentru 1 in sistemul

H,O/NaCl ar corespunde potentialului -0.71 V fati de Fc'/Fc’. Pentru 2-4, au fost observate
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voltamograme ciclice foarte asemanatoare cu primul pic catodic larg, cu un maxim la
aproximativ -0.35 V fatd de Ag/AgCl (Epcl= -0.79 V fatd de Fc'/Fc°), similar cu cele inregistrate
cand a fost folosit DMSO ca solvent.

4.4. Studiul proprietatilor antiproliferative ale compusilor coordinativi ai
cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele aldehidei 5-sulfosalicilice

Compusii cuprului(Il) si tiosemicarbazonele aldehidei 5-sulfosalicilice corespunzatoare
au fost testate pentru citotoxicitate impotriva unui grup de linii de celule canceroase umane, care
includ adenocarcinomul mamar MCF7, carcinomul ovarian (A2780 si  A2780cis),
adenocarcinomul de sin uman MDA-MB-231 si celulele necanceroase umane embrionare
HEK?293. Valorile ICs sunt prezentate in Tabelul 4.

Tabelul 4. Citotoxicitatea tiosemicarbazonelor studiate si a compusilor coordinativi

ai cuprului(Il) 1-4

Compusul ICso(uM)*
A2780 A2780cisR MCF7 MDA-MB-231 HEK?293
NaH,L' >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
NaH,L’ >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
NaH,L’ >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
NaH,L* 516 +210 >1000 >1000 >1000 >1000
1 56+9 84+ 14 61+5 97 + 14 >95
2 30+3 40+3 35+1 >40 >40
3 59+15 106 £2 93+9 134 +£22 >120
4 78 + 14 134£19 1315 116 + 36 >170
cisplatina 0.60 £ 0.05 11+2 22+7 27+8 43+1.0

“50% concentratii de inhibitie (ICsy) in linii celulare de adenocarcinom de sidn uman MCF7,
carcinomul ovarian A2780, A2780cis, adenocarcinomul de sin uman MDA-MB-231 si celulele
umane embrionare HEK293, determinate cu ajutorul testului MTT dupa expunere timp de 72 de
ore. Valorile reprezintd mediile + deviatiile standard, obtinute din cel putin trei experimente
independente.

Rezultatele obtinute au demonstrat ca tiosemicarbazonele nu poseda citotoxicitate
semnificativa impotriva liniilor de celule canceroase testate, cu exceptia NaH,L*. La coordinarea
lor cu cupru(Il), a fost observatd o crestere de 10-30 ori a citotoxicitatii. Nu s-au putut stabili
relatii clare intre structurd si activitate, deoarece complecsii de cupru(Il) nu au fost analogi din
punct de vedere structural. Cu toate acestea, 1 si 2, fiind coordinati cu doi liganzi DMSO, au
demonstrat citotoxicitati mai mari decat 3 si 4, care contineau liganzi H,O in loc de DMSO.
Impotriva carcinomului ovarian A2780 si a A2780cisR, rezistent la cisplatini, complecsii testati
au aratat eficacitati similare cu o crestere de 1.3-2 ori a activitatilor In A2780cisR comparativ cu

cea din linia de celule parentale A2780. Linia celulara A2780cisR a fost derivata din A2780 prin
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expunere cronica la cisplatind si marcatd de niveluri ridicate de proteine de reparatie si de
glutationare [7, 8].

Complecsii cu cupru(Il) sunt toxici pentru celulele normale datoritad activitatii lor redox si
afinitatii pentru pozitiile de legatura tipic ocupate de alte metale (de exemplu, fier). Prin urmare,
complecsii au fost testati Impotriva liniei celulare renale embrionare netumorigend HEK293 ca
model al celulelor saniatoase. Pe baza rezultatelor testului MTT, 1-4 au demonstrat o

citotoxicitate usor scazutda Impotriva celulelor necanceroase.

4.5. Inducerea ROS si activarea protectiei antioxidante

Complecsii cuprului(Il) pot initia reactii Fenton intracelular, care au ca rezultat
acumularea ROS, mecanismul presupus al activitatii biologice pentru multi complecsi de
cupru(Il). Intr-adevar, majoritatea studiilor descriu activititile anticanceroase observate, luand in
consideratie potentialul de oxidoreducere al complecsilor de cupru(Il). Reducerea Cu(Il) la Cu(I)
are loc in prezenta tiolilor intracelulari, cum ar fi glutationul (GSH), rezultand o epuizare a
grupurilor de GSH [9, 10]. n reactia cu oxigenul molecular, Cu(I) este reoxidat la Cu(Il),
generand astfel radicali reactivi de superoxid (O;"), care sunt ddundtoare proceselor celulare.
Generarea speciilor ROS are loc si ca o consecintd a metabolismului si celulele dezvolta sisteme
antioxidante ca un mecanism de aparare.

Pe baza rezultatelor experimentelor electrochimice, s-a asteptat ca activitatea de
oxidoreducere a complecsilor 1-4 si mareascd semnificativ cantitatea de ROS 1in celulele
canceroase. Intervalul potentialului de oxidoreducere biologic accesibil din celule este de la
-0.4 V pana la +0.8 V fata de electrodul normal de hidrogen, iar reactiile cu potentiale mai mari
sau mai mici nu pot sd aiba loc in mediul celular. Asa cum se poate vedea in Figura 11,
potentialul de reducere al tuturor complecsilor apare in intervalul accesibil din punct de vedere
biologic, ceea ce inseamna ci pot fi reduse cu GSH si favorizeaza generarea de radicali. in plus,
in voltamogramele ciclice s-au inregistrat picuri de oxidare. Prin urmare, era de asteptat ca in
celulele canceroase Cu(]) sa se reoxidizeze in Cu(Il) in reactiile Fenton.

Acumularea ROS a fost evaluata pe linia celulara MDA-MB-231 de cancer de san triplu-
negativ cu rezistentd mare, utilizind diacetat de 2',7'-diclorodihidrofluoresceind (H,DCF-DA),
considerata drept probd. Acesta traverseazd membrana celulard prin difuzie pasiva si este retinuta
in celuld dupa scindarea enzimatica. La oxidarea cu ROS, H,DCF nefluorescent este transformat
in 2'7-diclorofluoresceind (DCF) cu fluorescentd inaltd, ca indicatie a nivelurilor ROS
intracelulare semnificative. Pentru a stabili dacd inducerea ROS ar putea duce la moartea

celulelor, au fost detectate speciile ROS la un moment timpuriu de 5 ore dupa incubarea cu
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compusii cercetati. Valorile au fost normalizate la fluorescenta celulelor netratate si au fost
prezentate ca schimbare relativa fatd de fluorescenta celulelor tratate cu proba fluorescenta.
Valorile fluorescentei medii generate au fost reprezentate pe o diagrama pentru o vizualizare
comoda (Figura 11). Tert-butilhidroperoxidul (TBHP, 50 uM), un peroxid organic, a fost utilizat

drept control pozitiv in testul ROS.
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Fig. 12. Detectarea ROS cu H,DCF-DA (20 pM) dupa expunerea celulelor MDA-MB-231
cu TBHP (control pozitiv), trolox si complecsii 1-4 la concentratiile indicate (A), complecsii
14 la concentratiile indicate si complecsii corespunzatori tratati cu trolox (C), complecsii
1-4 1a concentratiile indicate si TSC corespunzitoare (D). Valorile reprezinta mediile +
abateri standard de la cel putin trei experimente reproductibile independente cu timpul de
expunere de 5 ore. Histograme reprezentative pentru cresterea fluorescentei DCF la

tratament cu compusul 1 (B)

Complecsii cuprului(Il) 1-4 au demonstrat o inducere semnificativd a speciilor ROS
intr-o maniera dependenta de doza dupd 5 ore de incubare (Figura 12A). Nivelul speciilor ROS
generate a fost comparabil cu cel al TBHP. Toti complecsii au indus o cantitate similard de ROS
in conditii identice, corelate cu potentialul lor de reducere similar. In contrast,

tiosemicarbazonele corespunzatoare nu au aratat nici o generare a speciilor ROS (Figura 12D).
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De fapt, nivelul lor de fluorescentd a fost chiar mai mic decat fluorescenta probei, ceea ce a
indicat rolul cuprului(Il) in generarea ROS. Vitamina E solubila in apa, analog al troloxului (100
uM), este folosita pentru a proteja celulele impotriva stresului oxidativ, de aceea troloxul a fost
utilizat in acest test ca un agent de captare ROS [11]. Celulele au fost preincubate cu trolox timp
de 30 de min si expuse la 1-4 timp de inca 5 ore. Dupa cum se vede din Figura 12C, nivelurile
fluorescentei intracelulare au scazut semnificativ in prezenta troloxului, chiar si dupa expunere la
TBHP, ceea ce indica stingerea efectivi a ROS. Aceste rezultate sugereaza, ca complecsii de
cupru(Il) actioneaza prin inducerea unor nivele critice de specii reactive de oxigen.

Dupa generarea ROS, celulele 1si pot activa sistemul de aparare antioxidant ca mecanism
de supravietuire, care va avea ca rezultat exprimarea factorului de transcriptie nrf2. Proteina nrf2
reglementeazd un numar de gene in aval responsabile de cresterea celulelor si apoptoza,
repararea ADN-ului si raspunsul inflamator. Rolul acestor gene 1n aval este de a contracara
efectele mortale ale ROS excesive care, atunci cand sunt ldsate necontrolate, vor conduce la un
nivel ridicat de stres oxidativ i, In consecinta, la moartea celulelor.

Intrucat 1-4 au indus o cantitate semnificativa de ROS, a fost investigatd exprimarea nrf2
in celulele MDA-MB-231 dupa expunere. Deoarece inducerea speciilor ROS au inceput la
punctele timpurii, celulele au fost expuse complecsilor si ligandului NaH,L* la concentratiile
indicate timp de 24 de ore. Ulterior, exprimarea nrf2 a fost determinata prin Western blot. Asa
cum se poate vedea in Figura 13, toti complecsii au indus exprimarea marcantd a nrf2 intr-o

manierd dependentad de concentratie si cea mai puternica reglare a corespuns concentratiilor ICsy.

1 2 4 3 NaH,LEt
ctrl 50 95 25 40 50 170 (uM) Crl 50 420 Ctl 50 120 (um)

nrle__—-— —————."—I nerE -Ir |

p21 | — ——— | o [N |
Actin WI Actin |---”~~-I

Fig. 13. Analiza Western blot a proteinelor nrf2 si p21. Celulele MDA-MB-231 au
fost colectate dupa incubare cu compusii investigati, la concentratiile indicate timp de 24 de
ore. Lizatele au fost izolate si examinate prin Western blot. Actinul a fost folosit ca o proba

de control.

Pentru validarea ulterioara, a fost examinatd si exprimarea proteinei p21. Proteina p21
este un inhibitor de kinaza dependenta de ciclina (cdk), despre care se stie ca este o tintd majora
a stopadrii ciclului celular mediata de proteina p53 [12].

La afectarea ADN-ului celulelor canceroase de citre compusii citotoxici, p21 activeaza

oprirea ciclului celular intre faza Gl si S pentru a permite celulelor repararea completd a
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ADN-ului 1nainte de a trece la o alta faza a ciclului celular. Dupa cum era de asteptat, nivelurile
de proteind p21 au fost reglate in mod dependent de doza, in acord cu reglarea nrf2. In plus, au
fost testate efectele compusului 3, In comparatie cu proliferarea corespunzatoare a ligandului
NaH,L’ la concentratii similare si a fost constatat, ci NaH,L’ nu a indus nici un rispuns
antioxidant in celulele canceroase MDA-MB-231. In mod concludent, rezultatele au demonstrat
rolul-cheie al cuprului(Il) pentru activitatea citotoxica a acestei clase de complecsi si a implicat

inducerea ROS ca mod de baza al actiunii.

4.6. Activitatea antiproliferativa a complecsilor cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele
aldehidei S-metilentrimetilamoniusalicilice

Activitatea de inhibare a cresterii celulare a tiosemicarbazonelor aldehidei
5-metilentrimetilamoniusalicilice (HoL>*)CI si complecsilor de cupru(IT) 5-8 a fost determinati
pe linii celulare de adenocarcinom colonic uman Colo205 sensibil la doxorubicina,
adenocarcinom colonic uman Colo320 rezistent la medicamente, neuroblastom SH-SYS5Y si linii
celulare necanceroase de fibroblast embrionar uman MRC-5. In calitate de medicament de
referintd a fost utilizatd cisplatina. Reiesind din valorile ICsy (Tabelul 5), tiosemicarbazona cu
substituentul etil la atomul de azot marginal al fragmentului tiosemicarbazidic (H,L")Cl a
prezentat activitate citotoxicd mai mare in linii celulare Colo320 si neuroblastom SH-SYSY in
comparatie cu alte tiosemicarbazone studiate. Toate celelalte tiosemicarbazone cercetate nu au
atins valorile ICsy in intervalul investigat de concentratii pana la 100 puM. La coordinarea
cuprului(IT) cu tiosemicarbazonele respective are loc cresterea efectului citotoxic. Complecsii 7
si 8 (cu substituentii 4-etil- si 4-fenil-) au demonstrat citotoxicitati mai mari In comparatie cu 5 si
6.

Tabel 5. Citotoxicitatea tiosemicarbazonelor (H,L>®*)ClI si a compusilor coordinativi ai

cuprului(IT) 5-8

Linii ICso (uM)
Zelulare MRC5 Col0205 sensibil | Colo320 rezistent SH-SY5Y
ompusul
(H,L’)Cl >100 >100 >100 >100
(H,L%)Cl >100 >100 >100 >100
(H,L"CI >100 >100 63.83 +3.92 88.13+9.19
(H,L*)Cl >100 >100 >100 >100
5 >100 88.79 + 4.4 >100 45.44+9.1
6 >100 73.4+2.24 >100 23.35+3.57
7 57.79 £2.65 27.51 +1.68 30.47 +3.26 10.34 +2.65
8 52.71 + 6.49 36.99 + 3.06 45.02 +2.49 38.07 +5.18
cisplatina 55.67 + 4.06 68.82 £ 5.08 12.69 £ 0.79 26.03 +2.38
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Cel mai inalt efect citotoxic a fost observat pentru complexul 7 in linia celulara
SH-SYS5Y cu ICsp = 10.34 + 2.65 uM, acesta fiind mai mare decat efectul produs de compusul de
referinta cisplatina cu ICso = 26.03 + 2.38 uM. In linii celulare Colo205 sensibil la doxorubicini
complecsii 7 si 8 cu ICsp = 27.51 £ 1.68 uM si respectiv ICsp = 36.99 £ 3.06 uM au aratat
activitati mai pronuntate, decat cisplatina (ICso = 68.82 = 5.08 uM). impotriva neuroblastomului
SH-SYS5Y complecsii 6 (ICso = 23.35 + 3.57 uM) s1 7 (ICsp = 10.34 + 2.65 uM) au demonstrat
un efect citotoxic mai pronuntat decat cisplatina (ICso = 26.03 + 2.38 uM). Analiza datelor
experimentale denota cd compusul coordinativ al Cu(Il) cu 4-etiltiosemicarbazona aldehidei 5-
metilentrimetilamoniusalicilice posedad activitate antiproliferativd pronuntata in toate liniile de

celule canceroase testate.

4.7. Caracterizarea compusilor coordinativi ai cuprului(Il) cu tiosemicarbazona
aldehidei S-sulfosalicilice si derivatilor ei cu ajutorul spectroscopiei de rezonanta
electronicd  paramagneticA (REP). Stabilitatea  tiosemicarbazonelor aldehidei
S-sulfosalicilice si complecsilor acestora cu cupru(Il) la radiatii UVA

Crearea medicamentelor anticanceroase este o sarcind multilaterald, care necesita
elucidarea fotostabilitdtii medicamentelor posibile intr-un mediu biocompatibil, pentru a evita
descompunerea rapidd nedoritd a speciilor active. Instabilitatea fotochimicd a unor produse
farmaceutice poate duce la efecte secundare nedorite in timpul aplicdrii lor, precum si la
probleme Tn manipulare si administrare. De aceea a fost studiat efectul expunerii radiatiei UVA
asupra liganzilor NaH,L', NaH,L?, NaH,L’, NaH,L* si complecsilor de cupru(Il) ai acestora
(1-4) si, in special, capacitatea compusilor de a genera specii ROS la iradiere. Tehnica de captare
a spinului in rezonanta paramagnetica electronicd (REP) cu ajutorul 5,5-dimetil-1-pirolind-N-
oxidului (DMPO), drept capturd de spin, a fost aplicatd pentru a genera specii ROS dupa
iradierea UVA a complecsilor 1-4 si liganzilor NaH,L'-NaH,L* in apa sau DMSO. Complecsii
Cu(Il) au aratat o fotostabilitate ridicatd si o capacitate limitatd de a produce ROS. Totusi, dupa
expunerea la radiatii UVA, fotoexcitarea liganzilor NaH,L'-NaH,L* a cauzat schimbri
semnificative in spectrele lor electronice. Aceste schimbari au fost atribuite interactiunilor cu
specii ROS generate (radicali hidroxil, anioni radicali de superoxid), identificate, folosind
captura de spin. in plus, a fost confirmati formarea radicalilor hidroxil in experimente fara
celule, investigdnd proprietatile de oxidoreducere a complecsilor de Cu(Il) cu peroxidul de
hidrogen, prin realizarea experimentelor REP de captare a spinului. Datele obtinute sunt in

concordantd cu cele raportate anterior pentru celulele canceroase.
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Pentru a urmari interactiunea dintre peroxidul de hidrogen si complecsii de Cu(Il) 1-4,
insotitd de generarea speciilor ROS, au fost efectuate experimente REP de captare a spinului
utilizand drept capturd de spin DMPO. Adaugarea peroxidului de hidrogen in solutiile apoase de
1-4, continaind DMPO, a condus la aparitia unui semnal REP cu patru linii caracterizat prin
parametrii hamiltonieni de spin Ay = 1.485 mT, Ay = 1.480 mT si g = 2.0057, atribuite aductului
de spin 'DMPO-OH [13, 14]. Figura 14a demonstreazd spectrul REP al aductului de spin
DMPO-OH monitorizat intr-o solutie apoasd al complexului 2, in prezenta H,O, si DMPO.
Intensitatea semnalului REP a 'DMPO-OH a crescut proportional cu concentratia H,O,, care a
fost addugata la complecsii 1-4 cu concentratii exacte. Aceasta crestere a intensitatii semnalului
demonstreazd un mecanism de reactie complicat de generare a radicalilor hidroxilici.
Mecanismele exacte ale reactiilor care au loc in sistemul dat nu pot fi determinate, dar
experimentele REP cu H,O, au confirmat formarea aductului de spin-radical hidroxilic numai in
solutiile de complecsi ai Cu(Il) 1-4. Un semnal cu intensitate scizutai a ‘DMPO-OH a fost
monitorizat in solutiile de liganzi NaH,L'-NaH,L*, continind H,O, si DMPO (Figura 14b) si, de
asemenea, in sistemul de referintd (solutie apoasa DMPO contindnd H,0,). Aceasta reflecta

interactiunea capturii de spin reactive cu H,Ox.

o\ o\ A

330 332 334 336 338 340 330 332 334 336 338 340
(;)(mn ®)
Fig. 14. Spectrul REP al aductului de spin ‘DMPO-OH misurat la 298 K in solutiile:
(a) 2/H,0,/DMPO/H,O si (b) NaH,L*/H,0,/DMPO/H,O0. Concentratiile initiale:
Co(2) = 0.4 mM, Cy (NaH,L?) = 0.4 mM, C, (H,0,) = 0.4 M, Cy (DMPO) = 0.04 M.

26



CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Au fost sintetizati opt agenti de coordinare, ce au cristalizat in forma de saruri (tip
cationic si anionic) solubile in apd si optimizate metode de sinteza si separare a
doisprezece compusi coordinativi noi ai cuprului(Il) cu acesti liganzi.
Modificarea substituentilor la atomul de azot terminal al tiosemicarbazonelor nu
influenteaza asupra valorilor constantei de disociere a liganzilor (pK;), cu exceptia fenil
derivatului. In solutii apoase, derivatii tiosemicarbazonelor aldehidelor 5-sulfosalicilice si
S-metilentrimetilamoniusalicilice reactioneazd cu ionii de cupru(ll), formand compusi cu
raportul molar de combinare metal:ligand 1:1, care manifesta stabilitate inalta. Coeficientul
molar de absorbtie al solutiilor de complecsi este dependent de natura substituentului de la
atomul de azot terminal.
Prin metoda de difractie cu raze X pe monocristal a fost stabilit modul de coordinare al
liganzilor, structura moleculard si cristalind a unei tiosemicarbazone si opt compusi
coordinativi. Rezultatele demonstreaza ca, liganzii coordineaza tridentat prin setul de atomi O,
N, S, in forma neutrd sau ionica, iar forma poliedrului de coordinare al atomului central si
componenta sferei interne depind de natura anionului si a substituentilor din ligand.
Pentru compusii coordinativi ai cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele aldehidei
S-metilentrimetilamoniusalicilice a fost investigatd reactia de oxidoreducere directd cu
L-glutation (GSH) 1n conditii strict anaerobe la pH = 7.4. Cercetarile au demonstrat ca
GSH poate sa reduca complecsii de cupru(Il) cu formare de specii de cupru(l). La
barbotarea O, prin solutie complecsii de cupru(Il) au fost aproape regenerati, ceea ce
sugereaza un proces de oxidoreducere reversibil.
Proprietdtile electrochimice ale compusilor coordinativi ai  cuprului(Il) cu
tiosemicarbazonele aldehidei 5-sulfosalicilice au fost investigate prin voltametrie ciclica
in apa si DMSO. Potentialul de reducere al tuturor complecsilor apare in intervalul
accesibil din punct de vedere biologic, ceea ce inseamna cd pot fi redusi cu GSH.
Diferentele potentialelor de reducere a Cu(ll) si oxidare a Cu(l) demonsteaza
ireversibilitatea acestor procese.
Activitatea antiproliferativa a tuturor compusilor a fost testata pe diferite linii de celule
canceroase cu rezistentd diferitd fatd de chimioterapie. Tiosemicarbazonele au fost
necitotoxice pentru toate concentratiile testate, iar complecsii de cupru(Il) au demonstrat
activitate antiproliferativd semnificativd. Modul de actiune al complecsilor cuprului(Il)
poate fi legat de inducerea stresului oxidativ sever, deoarece s-a demonstrat ca ei induc

semnificativ specii ROS in celulele canceroase, care promoveaza mecanismul de aparare
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antioxidantda mediatd de proteina nrf2. Rezultatele demonstreazd rolul atomului de
cupru(Il) in mecanismul de actiune al compusilor relatati.

7. Experimentele REP de captare a spinului au demonstrat ca la expunerea la radiatii UVA
tiosemicarbazonele aldehidei S5-sulfosalicilice se comportd ca fotosensibilizatori, care
genereaza anionul radicalului superoxid si radicalul hidroxil prin fotoactivarea oxigenului
molecular. Fotoactivarea oxigenului molecular si generarea speciilor ROS sunt diminuate
semnificativ de fotoexcitarea cu radiatii UVA a complecsilor de cupru(Il). Capacitatea de
oxidoreducere a ionului central de cupru(Il) cu peroxidul de hidrogen a dus la formarea

radicalilor hidroxil, detectati ca aductul de spin ' DMPO-OH.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante:
stabilirea parametrilor formarii complecsilor cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele aldehidelor 5-
sulfosalicilice si 5-metilentrimetilamoniusalicilice in solutii apoase, determinarea activitatii
antiproliferative a acestor compusi coordinativi, in special capacitatea lor de a genera specii ROS

la nivel intracelular, care promoveaza mecanismul de aparare antioxidantd mediatd de proteina

nrf2.

Recomandari

Capacitatea compusilor coordinativi ai cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele aldehidei
S-sulfosalicilice de a produce specii ROS in celule canceroase, care promoveaza mecanismul de
aparare antioxidantd mediatd de proteina nrf2, permite a recomanda compusii cercetati in studiile
urmatoare, pentru a fi utilizati n industria farmaceutica.

Compusul  coordinativ.  al  cuprului(Il) cu 4-etiltiosemicarbazona  aldehidei
5-metilentrimetilamoniusalicilice se recomanda 1n urmatoarele studii biologice, deoarece poseda
activitate antiproliferativa pronuntata in toate liniile de celule canceroase testate.

Tiosemicarbazona aldehidei 5-metilentrimetilamoniusalicilice poate fi recomandatd pentru

determinarea microcantitatilor de cupru(Il) prin metoda spectrofotometrica.
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ADNOTARE

Sirbu Angela, ,,Sinteza, structura si proprietitile compusilor coordinativi ai cuprului(Il) cu
unele tiosemicarbazone solubile in apa”, teza de doctor in chimie, Chisinau, 2020.

Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
din 228 referinte, 6 anexe, 130 pagini de text de baza, 81 figuri si 10 tabele. Rezultatele obtinute
au fost publicate in 17 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: compusi coordinativi ai  cuprului(Il), solubilitate 1in apa,
tiosemicarbazonele derivatilor aldehidei salicilice, stabilitatea complecsilor, activitate
antiproliferativa, specii reactive de oxigen.

Scopul lucririi: studiul proceselor de formare si separare ale compusilor coordinativi ai
cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele aldehidelor 5-sulfosalicilice si 5-metilentrimetilamoniusalicilice,
proprietatilor lor utile.

Obiectivele cercetarii: sinteza tiosemicarbazonelor aldehidelor S-sulfosalicilice si
5-metilentrimetilamoniusalicilice; studiul procesului de formare a compusilor coordinativi 1n solutii
apoase (determinarea parametrilor spectrofotometrici, componentei, stabilitatii, domeniului de pH
s.a.); stabilirea conditiilor de separare si optimizarea metodelor reproductibile de sintezd a
compusilor coordinativi; determinarea structurii moleculare a compusilor prin metoda difractiei cu
raze X; stabilirea unor proprietati chimice, electrochimice si activitatii biologice ale compusilor
cercetati.

Noutatea si originalitatea stiintifica: sinteza a doudzeci de compusi organici si coordinativi
ai cuprului(Il) solubili in apd, determinarea parametrilor de  formare a complecsilor
tiosemicarbazonelor aldehidelor 5-sulfosalicilice si 5-metilentrimetilamoniusalicilice cu cupru(Il) in
solutii apoase; stabilirea modului de coordinare al liganzilor, structurilor moleculare si cristaline ale
compugilor coordinativi obtinuti; determinarea comportamentului electrochimic si activitatii
antiproliferative a compusilor coordinativi ai cuprului(Il), elucidarea mecanismului de actiune
biologica, 1n special capacitatea lor de a induce specii ROS la nivel intracelular. A fost
demonstrat cd, la expunerea la radiatii UVA, tiosemicarbazonele se comportd ca
fotosensibilizatori, care genereaza anionul radicalului superoxid si radicalul hidroxil prin
fotoactivarea oxigenului molecular.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante:
stabilirea parametrilor de formare a complecsilor cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele aldehidelor
S-sulfosalicilice si S-metilentrimetilamoniusalicilice in solutii apoase, determinarea activitatii
antiproliferative a acestor compusi coordinativi.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrdarii: pentru prima data a fost efectuat
studiul procesului de formare in solutii apoase a compusilor cuprului(Il) cu tiosemicarbazonele
aldehidei salicilice substituite in pozitia cinci cu grupe usor ionizabile, a fost acumulata informatia
despre conditiile de formare si stabilitatea lor 1n solutii. A fost stabilitd structura compusilor
coordinativi in stare solidd, determinate proprietitile biologice ale compusilor coordinativi ai
cuprului(Il). Valoarea aplicativa constd in sinteza noilor compusi solubili in apa, cu activitate
antiproliferativa, elucidarea fotostabilitatii complecsilor si tiosemicarbazonelor cercetate.

Implementarea rezultatelor stiintifice: a fost demonstratd capacitatea compusilor
coordinativi de a produce in celule canceroase specii ROS, care promoveaza mecanismul de aparare
antioxidantd mediata de proteina nrf2.
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AHHOTALMSA

CrIpOy Anxkena, ,,CuHTE3, CTPYKTYPa H CBOKMCTBA KOOPAMHAIMOHHBLIX coeuHenmii memu(1l) ¢
HEKOTOPbIMH BO0OPACTBOPMMBbIMH THOCEMHUKAPOA30HAMHU ’, TMCCEPTALIMS HA COMCKAHME YYCHOM
cTerneHu A0KTopa xumuu, Knmmnsy, 2020.

CtpykTypa amMccepTanuu: BBeACHHE, 4 TJIaBbl, BBIBOJBI M PEKOMEHAAIMH, Oubmmorpadusi,
BKJIIOYaroIas 228 HauMmeHoBaHUM; 6 npunoxenuid, 130 crpanui] ocHOBHOro Tekcra, 81 pucyHok, 10
TabmmiL. Pe3ysbTaTe! ommyOaMkoBaHb! B 17 HayqHBIX paboTax.

KmoueBble ciioBa: koopauHaimoHHble coeuHeHust memu(Il), pactBopuMocTs B BOJIE,
THOCEMUKapOa30Hbl  TPOM3BOAHBIX  CAJMIJIOBOIO  aIBbJCTHIA,  CTAOWIBHOCTH  KOMILICKCOB,
aHTUIpOIH(hepaTHBHAS AKTUBHOCTb, aKTHBHBIE ()OPMBI KHCIIOPO/Ia.

Heas padoTbl: M3yuyeHHE MPOLECOB OOpPa30BaHMS M BBIACICHHS KOOPIUHAIMOHHBIX
COCIMHEHUI meau(Il) c THOCEMHUKapOa3oHaMHU 5-cynbdocanuiunoBoro u
5-METUJIEHTPUMETUIIAMMOHMICATIUIIMIIOBOTO  ANIbAETU/IOB, ONPEIECIIEHUE CTPYKTYpbl, CBOMCTB
MIOJIyYE€HHBIX COEIMHEHUI U TPUMEHEHNUE UX CBOMCTB.

3agauM  HMccJeAOBaHWSA: CHHTE3 THOCEMHUKap0a3oHOB S-cynb(ocamuiuioBoro u
5-METUICHTPUMETHIAMMOHUHCATTUIIIIOBOTO  allbJCTHIOB; M3Y4YEHHE TIpolecca 00pa3oBaHUs
KOOP/AMHAIIMOHHBIX COCIMHEHUI B BOJHBIX pacTBOpax (OIpeesieHue creKTpohoTOMETPHUECKUX
napaMeTpoB, COCTaBa, CTAOMIBLHOCTH, 00macTi pH H T. 11.); yCTaHOBICHHE YCIOBUN BBIJICIICHUS U
ONTHMHU3ALMS  BOCIPOU3BOJMMBIX METOJOB CHHTE3a KOOPJAMHALMOHHBIX  COEIMHEHU;
olpeziesieHue MOJIEKYJISIPHOM CTPYKTYpbI BbI/IEJICHHBIX COEJIMHEHUN METOJIOM
PEHTTEHOCTPYKTYPHOTO aHaJIN3a; YCTAHOBJIEHUE HEKOTOPBIX XUMHUYECKUX, AIEKTPOXUMUYECKUX
CBOMCTB M OMOJIOTUYECKON aKTUBHOCTH MCCIIEIOBAHHBIX COCUHEHUN.

Hayynass HOBH3HAa W OpPHIMHAJIBHOCTb: CHHTE3 JBajALIATH BOJOPACTBOPHUMBIX
OpraHWYECKUX U KOOpJAMHAUMUOHHBIX coeauHenudt wmeau(ll), ompenenenue mnapameTpoB
o0pa3oBaHus THOCEMUKapOa30HOBBIX KoMIuiekcoB Menu(1l) B BOAHBIX pacTBOpax; yCTaHOBJICHUE
MOJIEKYJISIPHBIX M KPUCTAJUIMYECKUX CTPYKTYp IIOJYYEHHBIX COEIMHEHUH; OIpeJeIeHNe
AJIEKTPOXMMUYECKOTO TOBEACHUS M AHTUNPONU(EPATUBHOW AKTUBHOCTH KOOPAWHAIIMOHHBIX
coenuaeHnit Meau(Il), BBIICHEHME MexXaHU3Ma JCHCTBHS, B YaCTHOCTH HX CIIOCOOHOCTH
uHayuuposatb Buabl A®K Ha BHYTPHUKJIETOYHOM YpOBHE. bbUIO 1OKa3aHO, YTO IpuU
Bo3zaelcTBUN Y D-u3inydyeHuss THOceMUKapOa30HBI BeAyT ceOst Kak (OTOCEHCHOMIM3ATOPHI,
KOTOpbIE T'€HEPUPYIOT aHMOH CYNEPOKCHIHOIO pajuKala M T'MAPOKCWIBHBIN pajuKal IyTeM
(OTOAKTHBALIMK MOJIEKYJISIPHOTO KHUCIIOPO/a.

ITosryyeHHble pe3yabTaTbl, CHOCOOCTBYIOIME PeLICHHI0 BaKHOH Hay4YHOH
NpOBJIeMbl:  YCTaHOBJICHHWE  MapaMeTpoB  obOpasoBanus  KomruiekcoB  mexu(Ill) ¢
BOJ0OPacCTBOPUMBIMU THOCEMHKapOa3oHaMH 5-Cynb(OoCcaIUIUIOBOTO u
5-METUJIEHTPUMETUIIAMMOHUNHCATULIIIOBOTO aJbJIETU/10B u oIpeziesieHne
aHTUTIPONHU(EPATUBHON aKTUBHOCTH STHUX KOOPIUHAIIMOHHBIX COSAMHEHUH.

TeopeTnyeckoe U NPUKJIAAHOE 3HAYECHHE PA0OTHI: BIIEPBbIC IPOBEIEHO UCCIIEJOBAHHE
mporecca oOpa3oBaHus B BOJHBIX pactBopax coeaumHenwmii meau(ll) ¢ tmocemmkapbaszonamu
CAIMLUJIOBOIO  albJETH/a, 3aMELUIEHHOIO0 B IATOM IIOJOKEHUU JIETKOMOHU3UPYEMBIMU
rpynnamu, HakoruieHa HH(opMaius 00 yCIoBUsSX UX 00pa30BaHUU U yCTOMYMBOCTH B PACTBOPE.
bruta omnpeneneHa CTpykTypa KOOpPAMHALMOHHBIX COEAUHEHHM B TBEPAOM COCTOSHUM,
ompeneieHbl ~ OMOJOTMYECKHE  CBOMCTBA  KOOpJAMHAMOHHBIX  coeauHeHuit  menu(ll).
[IpakTuyeckoe 3HaueHWe pabOTBI  COCTOMT B  CHHTE3€ HOBBIX  BOJOPACTBOPHUMBIX
KOOPJMHAIIMOHHBIX ~ COCAMHEHWH, C aHTUIPONIU(EepaTuBHOM aKTUBHOCTBIO, OIHCAHHE
(oTOCTaOMILHOCTH KOMIUIEKCOB M UCCIICOBAHHBIX THOCEMHUKAapOa30HOB.

Buenpenne HAYYHBIX  Pe3yJIbTATOB: MPOJIEMOHCTPUPOBAHA  CHOCOOHOCTH
KOOP/AMHAIIMOHHBIX COEAMHEHUH NpPOAYIHPOBATH B PAKOBBIX KIJIETKAX AaKTHUBHBIE (HOPMBI
KHCJIOpO/la, KOTOPbIE MHAYLHUPYIOT MEXaHW3M AHTHMOKCHIAHTHOM 3alllUThl, ONOCPEIOBAHHOIO
6enxom nrf2.

33



ANNOTATION

Sirbu Angela, ,,Synthesis, structures and properties of coodination compounds of copper(II) with
some water-soluble thiosemicarbazones”. PhD thesis in chemistry, Chisinau, 2020.

Thesis structure: introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations,
228 references, 6 annexes, 130 pages of the basic text, 81 figures and 10 tables. The results are
published in 17 scientific publications.

Keywords: coordination compounds of copper(Il), aqueous solubility, tiosemicarbazones
of salicylaldehyde derivatives, stability of complexes, antiproliferative activity, reactive oxygen
species.

The aim of the thesis: study the ways of formation and isolation of the coordination
compounds of copper(Il) with the thiosemicarbazones of the 5-sulfosalicylic and the
5-methylenetrimethylammoniumsalicylic aldehydes, establishing the structure, the properties of
the obtained compounds and determination the ways to exploit their useful properties.

The objectives of the thesis: synthesis of the thiosemicarbazones of 5-sulfosalicylic and
5-methylenetrimethylammoniumsalicylic aldehydes; the study of the formation the coordination
compounds in aqueous solutions (determination the spectrophotometric parameters, the
composition, the stability, the formation domain, etc.); establishing the conditions of isolation
and optimizing the reproducible synthesis methods in solid state of the coordinating compounds;
determination of the structure of the compounds by the X-ray diffraction method; establishment
of the chemical, electrochemical properties and biological activity of the investigated
compounds.

Scientific novelty and originality: synthesis of 20 water-soluble organic and
coordination compounds of copper(Il), determination of the formation parameters of the
copper(Il) thiosemicarbazones of 5-sulfosalicylic and 5-methylenimethylammoniumsalicylic
aldehydes in aqueous solutions; elucidation of the coordination mode of the ligands, molecular
and crystal structures of the obtained compounds; investigation of the electrochemical behavior
and antiproliferative activity of the copper(Il) complexes, elucidation of the mechanism of
action, especially their ability to induce ROS species at the intracellular level. It has been shown
that, when exposed to UVA radiation, thiosemicarbazones behave as photosensitizers, which
generate the superoxide radical anion and the hydroxyl radical by photoactivation of molecular
oxygen.

The obtained results that contribute to the solving of an important scientific
problem: establishing the parameters of the copper(Il) complex formation with
thiosemicarbazones of 5-sulfosalicylic and 5-methylenetrimethylammoniumsalicylic aldehydes
in aqueous solutions, study of the antiproliferative activity of coordination compounds.

Theoretical significance and practical value: for the first time, the study of the process
of formation in aqueous solutions of the compounds of copper(Il) with thiosemicarbazones of
salicylic aldehyde substituted in position 5 with slightly ionizable groups was carried out,
information about their formation and stability in solutions was accumulated. The structure of
the coordination compounds in solid state was determined, the biological properties of the
coordinating compounds of copper(Il) were investigated. The applicative value consists in the
synthesis of the new water-soluble compounds, with antiproliferative activity, the elucidation of
the photostability of the investigated complexes and metal free thiosemicarbazones.

Implementation of scientific results: the ability of the coordination compounds to
produce ROS species in cancer cells with the promotion of the mechanism of antioxidant defense
mediated by the nrf2 protein, has been demonstrated.
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