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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei abordate. Conform unui raport recent al
Organizatiei Mondiale a Sanatatii, actualmente sunt inregistrate peste 10 milioane de cazuri de
cancer anual in intreaga lume. Cancerul reprezintd o diversitate de boli, caracterizate prin
proliferarea necontrolata a celulelor intr-o forma diferitd, in raport cu complementul normal al
organismului. Proliferarea continud a celulelor canceroase se transforma in tesut tumoral si se
poate raspandi in alte organe. Principala necesitate in chimiopreventia cancerului ramane
descoperirea de noi agenti terapeutici eficienti si siguri.

Este cunoscut faptul ca o mare varietate de gene sunt implicate in dezvoltarea tumorilor si
sunt dereglate diverse procese celulare, incluzand mecanismele pentru controlul proliferarii
celulare, repararii ADN-ului, stabilitatii cromozomilor, interactiunilor intercelulare, celular-
matriceale, angiogenezei, imbitranirii celulelor si apoptozei. In acest aspect, este necesar si se ia
in consideratie procesele celulare de baza in prescriptia corecta a remediilor anticancer si
intelegerea mecanismului lor de actiune.

S-a stabilit ca multe dintre remediile antitumorale actioneaza datorita afectarii ADN si sunt
cele mai active in faza S, cand are loc replicarea lui, iar taxanii perturba mitoza, prevenind
formarea unui ax. Astfel de medicamente actioneazd numai asupra celulelor care se divid, de
aceea tumorile cu o intensitate mare de crestere sunt cele mai sensibile la chimioterapie.

Toxicitatea sistemica ridicatd si rezistenta la medicamente raman o provocare majora
pentru medicina modernd in managementul cancerului, in pofida progreselor semnificative
inregistrate 1n terapia anticancer. Chimioterapia poate produce reactii adverse severe cauzate de
efectele sale citotoxice asupra celulelor normale. Aceasta limiteaza utilizarea lor si reprezinta o
indicatie pentru a reduce doza preparatului medicamentos, si chiar de a sista tratamentul. De
aceea, este important ca agentii anticancer sd exercite activitate antiproliferativa si citotoxica in
celulele tumorale fara a afecta tesuturile normale, astfel Tncat necesitatea principald in
chimiopreventia cancerului ramane descoperirea de agenti noi eficienti si siguri.

In acest context, am efectuat studiul comparativ al activititilor antiproliferative si
antioxidante ale N(4)-feniltiosemicarbazonei 2-formilpiridinei (CMT-22), complexului de
cupru(ll) [Cu(L)CI] cu N(4)-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei (CMT-67), complexului de
cupru(Il) cu liganzi micsti cloro(N-fenil-N'-[(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazonotioato)(4-
aminobenzen-1-sulfonamida)cupru (CMT-68), precum si CMJ-23 si complexului de cupru
(CMJ-33) cu remediile anticancer doxorubicina (DOXO) si cisplatina (CDDP), aprobate de
Agentia de administrare a alimentelor si medicamentelor (FDA), folosind diferite linii de celule
canceroase, precum si celule normale in vitro. Ulterior, au fost testate in vitro hemoliza si
formarea methemoglobinei (MetHb) in eritrocitele (RBCs) umane. De asemenea, in conditii in
vivo a fost evaluata toxicitatea compusilor testati pe parameciului (Paramecium caudatum).

Scopul lucriri: elucidarea efectului noilor inhibitori moleculari pe baza de compusi
organici si complecsi asupra proliferdrii liniilor celulare ale cancerului uman in comparatie cu
medicamentele anticanceroase doxorubicina si cis-diclorodiamminplatinum; determinarea
mecanismului de actiune a inhibitorilor.

Pentru realizarea scopului propus s-au stabilit urmitoarele obiective:

v’ detectarea activitatii antiproliferative a substantelor testate CMT-22, CMT-67, CMT-68,
CMJ-23, CMJ-33 impotriva celulelor canceroase HeLa, BxPC-3, RD, MeW-164;



v’ testarea actiuniii substantelor investigate asupra celulelor renale epiteliale normale de linia
MDCK pentru a detecta citotoxicitatea selectiva;

v’ stabilirea mecanismului de inhibare a proliferarii celulelor canceroase de cétre substantele
testate;

v" evaluarea in vitro a probabilitatii de dezvoltare a posibilelor efecte secundare ale substantelor
testate asociate cu hemoliza si formarea methemoglobinei in eritrocitele umane;

v' determinarea toxicitatii substantelor testate.

Ipoteza de cercetare.

In baza analizei literaturii de specialitate si modelare moleculara, s-a presupus ci N(4)-
feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei (N-fenil-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida,
CMT-22), complexul de cupru(ll) [Cu(L)CI] cu ligandul CMT-22 (cloro(N-fenil-N'-[(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazonotioato)cupru, CMT-67), complexul de cupru(Il) cu liganzi micsti
[Cu(Str)(L)CI] cu CMT-22 si 4-aminobenzensulfonamida (Str) (cloro(N-fenil-N'-[(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazonotioato)(4-aminobenzen-1-sulfonamida)cupru, CMT-68), precum
si compusul organic codificat CMJ-23 si complexul de cupru(Il) CMJ-33 cu ligand CMJ-23 sunt
inhibitori potentiali de proliferare a celulelor de cancer cu o activitate selectiva inalta.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese.

Activitatea antiproliferativa a fost testata in vitro prin testul MTT de proliferare celulara,
testul cu rezazurind si citometria fluorescentd de flux. Fragmentarea ADN-ului a fost studiata
prin metoda electroforetica. Activitatea antioxidantd a fost determinatd prin metodele ABTS™,
DPPH’, ORAC-FI si LOX. Hemoliza toxica a eritrocitelor in vitro si formarea methemoglobinei
(metHb) au fost determinate cu teste de eritrocite intacte. Metoda cu colorantul rosu neutru
(NR) a fost utilizata pentru determinarea toxicitatii in vivo asupra culturii de Paramecium
caudatum.

Noutatea si originalitatea stiintifica:

v' au fost adaptate metodele de studiu al activitatii biologice a substantelor testate (metoda de
determinare a activitatii lipoxigenazei; metoda de determinare a capacitatii antioxidante in
probele biologice; procedeul de determinare a capacitatii de inducere a hemolizei; metoda de
determinare in vitro a viabilitatii si citotoxicitatii celulare);

v a fost determinatd activitatea antiproliferativd si antioxidantad a cinci compusi autohtoni
(tiosemicarbazone si compusi coordinativi ai Cu(ll) cu tiosemicarbazone);

v' a fost stabilit ca substantele investigate in vitro nu cauzeaza formarea methemoglobinei si nu
maresc indicele sistemelor de hemoliza in eritrocitele umane;

v' a fost elaboratd o metoda noua pentru determinarea toxicitatii directe, utilizand Paramecium
caudatum si evaluata toxicitatea directd a substantelor investigate;

v" afost elucidat mecanismul efectului substantelor asupra proliferarii celulelor canceroase si s-
a stabilit ca are loc apoptoza acestora, fapt confirmat prin urmatoarele metode de cercetare:
electroforetica de separare si detectare a fragmentelor de acizi nucleici, fluorescenta de flux,
microscopia, RMN si difractia cu Raxe X

v pentru prima datd a fost stabilit efectul antiproliferativ al compusilor testati (N(4)-
feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei (N-fenil-2-(piridin-2-
ilmetiliden)hidrazincarbotioamida, CMT-22, HL), complexul de cupru(ll) [Cu(L)CI] cu
ligandul CMT-22 (cloro(N-fenil-N'-[(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazonotioato)cupru,



CMT-67), complexul de cupru(ll) cu liganzi micsti [Cu(Str)(L)CI] cu CMT-22 si 4-
aminobenzensulfonamida (Str) (cloro(N-fenil-N'-[(piridin-2-
il)metiliden]carbamohidrazonotioato)(4-aminobenzen-1-sulfonamida)cupru, CMT-68),
precum si compusul organic codificat CMJ-23 si complexul de cupru(ll) CMJ-33 cu ligand
CMJ-23) mai putin toxici si mai eficienti, comparativ cu DOXO si cisplatina, ceea ce
deschide perspectiva de utilizare a lor ca agenti anticancer.

Semnificatia teoretica a lucrarii si valoarea aplicativa.

Au fost identificati noi inhibitori ai proliferarii celulelor canceroase cu activitate selectiva
ridicata si toxicitate scazuta, ceea ce a facut posibila propunerea acestora pentru studii preclinice.
A fost propusd o metoda directd de biotestare a toxicitatii pe Paramecium cadatum, pentru
screeningul preliminar si evaluarea toxicitatii substantelor pentru a restringe intervalul de
concentratii la determinarea dozelor letale pentru studiile preclinice ulterioare pe sobolani. A
fost stabilit ca mecanismul de actiune a activitatii antiproliferative a compusilor testati asupra
celulelor este asociat cu apoptoza. In baza analizelor RMN si Difractiei cu raze X s-a constatat ca
thiosemicarbazonele interactioneaza cu fragmentul ADN (guanina), formand legaturi de
hidrogen, ceea ce cauzeaza fragmentarea ADN si, in final, apoptoza.

Rezultatele obtinute au semnificatie stiintifica si stiintifico-didactica si pot fi utilizate la
predarea cursurilor speciale de Chimie biofarmaceutica si Biochimie.
Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:
v’ investigarea activitatii anticancer a compusilor sintetizati;
v' detectia compusilor, care manifesta activitate antiproliferativa inalta in celulele canceroase si
toxicitate scazuta in celulele normale;
v' identificarea activitatii antioxidante a compusilor cercetati;
v' studiul toxicitatii compusilor testati in vitro si in vivo.

Problema stiintificd importanta solutionata consta in identificarea unor inhibitori noi de
proliferare a celulelor canceroase cu activitate selectivd inaltd si toxicitate mai scdzuta,
comparativ cu compusii anticancer de referinta aprobati de FDA (DOXO si cisplatina), precum
st elucidarea mecanismului de actiune antiproliferativa a compusilor autohtoni testati. A
prezentat interes si actiunea antioxidativa a inhibitorilor moleculari organici §i anorganici asupra
radicalilor (ABTS™", DPPH®, HO:"),comparativ cu standardele de referint, precum si evaluarea
impactului compusilor asupra indicilor sistemului de hemoliza a eritrocitelor in vitro, in vederea
evaludrii impactului lor.

Implementarea rezultatelor stiintifice obtinute.

A fost elaborata si brevetatd o metoda de determinare a toxicitatii directe a substantelor,
folosind Paramecium caudatum. Au fost brevetati doi inhibitori moleculari de proliferare a
celulelor de cancer si 0 substanti cu activitate antioxidanta. In rezultatul modificarii si adaptarii
metodelor de studiu a activitatii biologice a substantelor au fost implementate trei inovatii.
Rezultatele obtinute au semnificatie stiintifico-aplicativa si pot fi utilizate in pregatirea tinerilor
specialisti in domeniul chimiei, biofarmaceuticii si biochimiei.

Aprobarea rezultatelor stiintifice.

Rezultatele principale ale lucrarii au fost prezentate sub forma de 3 comunicari orale si 11
postere la urmitoarele conferinte stiintifice nationale si internationale: 3 French-Romanian
Colloquium on Medicinal Chemistry, lasi, Roumanie, 2014; the XVIII-th International



Conference ,,Physical Methods in Coordination and Supramolecular Chemistry” Chisinau,
Republica Moldova, 2015; Conferinta stiintifica anuala a colaboratorilor si studentilor, Chisinau,
Republica Moldova 2015; International Scientific Conference on Microbial Biotechnology (3™
edition) Chisindu, Republica Moldova, 2016; the 6" International Conference Ecological &
Environmental Chemistry, Chisinau, Republic of Moldova, 2017; the 4" French-Romanian
Colloquium on Medicinal Chemistry, lasi, Romania, 2017; conferinta stiintificd nationala cu
participare internationald ,Integrare prin Cercetare si Inovare”, USM, 2017; Simpozionul
international, ,,Ecologia functionala a animalelor”, Cconsacrat aniversarii a 70 de ani de la
nasterea academicianului Ion Toderas, Republica Moldova, 2018; International Conference
Achievements and perspectives of modern chemistry, Chisinau, Republic of Moldova, 2019.

Teza consta din: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, 204
referinte bibliografice, 5 anexe, 130 de pagini de text de baza (pana la Bibliografie), 41 de figuri,
8 scheme si 6 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 28 de lucrari stiintifice (7 articole, 14
teze la conferinte, 4 brevete de inventie, 3 inovatii).

Cuvinte-cheie: compusi anticancer, activitate antiproliferativa, celule canceroase umane,
activitate selectiva, activitate antioxidanta, hemoliza.



CONTINUTUL TEZEI

Introducerea descrie relevanta si importanta problemei abordate, identifica scopul si
principalele obiective ale tezei, descrie noutatea si originalitatea stiintificd a rezultatelor,
semnificatia teoreticd si practicd, diseminarea si aprobarea rezultatelor cercetarii, sumarul
capitolelor tezei, cuvintele-cheie.

1. CANCERUL SI ASPECTELE GENERALE ALE CHIMIOTERAPIEI

In capitolul 1 este prezentat reviul literaturii. Capitolul respectiv este constituit din sase
subcapitole principale, care descriu epidemiologia, etiologia si patogeneza cancerului, precum si
utilizarea chimioterapiei, avand in vedere ciclul celular in cancer, reactiile adverse asociate cu
stresul oxidativ si rezistenta. In ,Reviul literaturii” este prezentatd caracteristica preparatelor
medicamentoase antitumorale (naturale, semisintetice, sintetice) si descrierea mecanismului lor
de actiune. Analiza situatiei in acest domeniu a ajutat la constatarea si identificarea problemelor
de cercetare. Capitolul se incheie cu sase concluzii.

2. CARACTERISTICILE OBIECTIVELOR DE STUDIU SI
METODELE DE CERCETARE

Studiul a fost efectuat in perioada 2013-2020 in Laboratorul de Cercetari Stiintifice
»Materiale avansate in biofarmaceutica si tehnica” al Universitatii de Stat din Moldova,
Laboratorul Biochimie al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,
Institutul de Zoologie si Centrul de Cercetari Medicale a Academiei Poloneze de Stiinte.

Capitolul incepe cu o descriere a caracteristicilor compusilor testati. N(4)-
feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei (N-fenil-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida,
CMT-22, HL), complexul de cupru(ll) [Cu(L)CI] cu ligandul CMT-22 (cloro(N-fenil-N'-
[(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazonotioato)cupru, CMT-67), complexul de cupru(ll) cu
liganzi micsti [Cu(Str)(L)CI] cu CMT-22 si 4-aminobenzensulfonamida (Str) (cloro(N-fenil-N'-
[(piridin-2-il)metiliden]carbamohidrazonotioato)(4-aminobenzen-1-sulfonamidd)cupru, CMT-
68), precum si compusul organic codificat CMJ-23 si complexul de cupru(ll) CMJ-33 cu ligand
CMJ-23 au fost sintetizati in Laboratorul de Materiale Avansate in Biofarmaceutica si Tehnica al
Universitatii de Stat din Moldova de catre acad. A. Gulea si colab. Deoarece compusii CMJ-23 si
CMJ-33 nu sunt brevetati, formula lor structurala nu este dezvaluita [1-3].

Tiosemicarbazona CMT-22 si complexul de cupru(Il) CMT-67 au fost sintetizati in modul
cum este descris 1n literatura de specialitate [4]. Tiosemicarbazona CMT-22 a fost caracterizata
prin spectroscopia RMN (H si *C). Complexul CMT-67 a fost caracterizat prin spectroscopia
electronica, FT-IR si EPR, conductibilitatea molara, susceptibilitatea magnetica si analiza
elementelor. De asemenea, structura cristalina a CMT-67 a fost determinata prin analiza de
difractie cu raze X pe monocristal. Punctele de topire, spectrele IR si RMN ale compusilor testati
corespund cu datele din literatura [4]. Complexul de cupru(Il) cu liganzi micsti CMT-68 a fost
sintetizat prin reactia dintre N(4)-feniltiosemicarbazona 2-formilpiridinei (CMT-22) cu
CuClz-2H20 si 4-aminobenzensulfonamida [5, 6].

Activitatea biologicd a compusilor testati a fost comparata cu compusii anticancer de
referintd aprobati de FDA: doxorubicina ((7S,9S)-7-[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hidroxi-6-
metiloxan-2-ilJoxi-6,9,11-trihidroxi-9-(2-hidroxiacetil)-4-metoxi-8,10-dihidro-7H-tetracen-5,12-



dion) [7] si cisplatina (cis-diclorodiamminplatina). In aplicatiile biologice sau biochimice au fost
utilizati antioxidantii: trolox (acidul 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic) si rutin (2-
(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-[ a-L-ramnopiranosil-(1—6)-p-D-glucopiranoziloxi]-4H-
cromen-4-on).

Activitatea anticancer a compusilor testati a fost investigata pe celulele de melanom uman
de linia MeW-164 in Centrul de Cercetari Medicale al Academiei Poloneze de Stiinte, folosind
testul MTT (bromura de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazoliu) si metoda de citometrie
fluorescenta in flux [5].

Cercetarea activitatii anticancer a compusilor sintetizati in raport cu celulele epiteliale ale
colului uterin uman ale liniei HeLa (ATCC CCL-2), celulele adenocarcinomului pancreatic
uman epitelial de linia BXPC-3 (ATCC CRL-1687), fusul muscular de rabdomiosarcom uman si
celulele multinucleate mari ale liniei RD (ATCC CCL-136), precum si celulele normale
epiteliale renale Madin Darby Canine de linia MDCK (ATCC CCL-34) a fost efectuata in cadrul
Laboratorului de Biochimie al Universitatii de Stat si Medicina si Farmacie “Nicolae
Testemitanu,, cu ajutorul testului cu resazurina.

Liniile de celule pentru experimente au fost luate dupa crioconservare, in faza de vapori de
azot lichid la temperatura de la -180° pana la -196°C in mediul de inghetare (mediul de crestere
complet, suplimentat cu 5% (v/v) DMSO). Pentru formarea monostratului intact pe substrat,
celulele au fost cultivate timp de cel putin trei saptamani, transferate la fiecare 2-3 zile, urmate
de tripsinizarea grupurilor de celule adezive si substituirea mediilor de crestere, adaugandu-se ser
fetal bovin inactivat ca factor de crestere. Pentru experimente au fost utilizate celule in faza de
crestere logaritmica. Viabilitatea celulelor a fost evaluata cu ajutorul solutiei de 0,2% de colorant
albastru de tripan (acid (3Z,3'2)-3,3-[(3,3-dimetilbifenil-4,4'-diil)di(1Z)hidrazin-2-il-1-
iliden]bis(5-amino-4-o0xo0-3,4-dihidronaftalen-2,7-disulfonic).

Pentru a determina mecanismul de actiune al compusilor testati asociat cu un efect direct
asupra fragmentarit ADN-ului genomic al celulelor, a fost utilizata metoda electroforetica.

In plus, activitatea antioxidanti si capacitatea de captare a radicalilor liberi in vitro au fost
evaluate prin teste considerate importante (ABTS™", DPPH’, ORAC-Fluoresceina, LOX) pentru a
determina proprietatile antioxidante ale compusilor testati potentiali utili pentru prevenirea
cancerului.

A patra si a cincea sectiune elucideazd hemoliza toxica a eritrocitelor si a methemoglobinei
(metHb) in teste pe eritrocite intacte in vitro pentru a determina reactiile adverse ale compusilor
studiati, asociate cu hipoxia tisulara si hemoliza in sangele uman.

in final, in acest capitol este inclus subcapitolul dedicat NR testului de toxicitate in vivo cu
Paramecium caudatum, ca obiect de testare.

Calculele necesare sunt descrise extensiv pentru fiecare metoda.

3. ACTIVITATEA ANTIPROLIFERATIVA A COMPUSILOR
TESTATI

3.1. Activitatea antiproliferativa in vitro a compusilor testati CMT-22, CMT-67 si
CMT-68 pe diferite linii de celule canceroase

Activitatea antiproliferativd a compusilor cercetati CMT-22, CMT-67 si CMT-68 pe
celulele MeW-164 a fost evaluata, folosind testul MTT. Colorantul MTT (bromura de 3-(4,5-



dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazoliu) este utilizat ca un indice al integritatii membranei
mitocondriale interne 1n celulele vii. Substanta este o sare galbend de tetrazoliu, care este
utilizatd pentru a determina activitatea si viabilitatea celulelor datoritd descompunerii cauzate de
reducerea la inelul sarii de tetrazoliu MTT prin actiunea enzimelor mitocondriale dehidrogenaze.
Astfel, se formeazad cristale de formazan purpuriu, unde absorbtia poate fi determinata
spectrofotometric la un interval de lungime de unda de 540-570 nm. Astfel de cristale, care sunt
insolubile in apa, sunt solubile in dimetilsulfoxida (DMSO) sau alti solventi. Pe de alta parte,
viabilitatea celulard este proportionald cu absorbtia, evidentiatd de prezenta cristalelor de
formazan in solutie [8].

Experimentele cu referire la activitatea antiproliferativa au fost prezentate intr-o maniera
dependentd de doza si au elucidat dependenta efectelor inhibitorii de concentratia compusilor
testati CMT-22, CMT-67 si CMT-68 la intervalul micromolar.
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Fig. 1. Efectul inhibitor al DOXO, CMT-22, CMT-67 si CMT-68 asupra proliferarii
liniei MeW-164. Celulele MeW-164 au fost tratate cu DOXO, CMT-22, CMT-67 si CMT-68
la concentratii de 0,1; 1;10 pM timp de 24 de ore. Valorile sunt reprezentate ca media £ SD

a 3 replici.

Evaluarea efectului antiproliferativ pe liniile de celule MeW-164, cresterea cantitatii
compusilor testati CMT-22, CMT-67, CMT-68 si a concentratieci de DOXO ca control de
referintd pand la 10 uM a condus la o crestere logaritmica a inhibarii procentuale cu valori ale
concentratiei inhibitorii a proliferarii celulare 50% (ICso) de 2,5+0,1 uM, 1,0+0,1 uM, 1,0+0,1
uM si 7,3£0,3 pM, respectiv (Figura 1). Astfel, toti compusii au manifestat o activitate
antiproliferativa ridicata fata de linia MeW-164.
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Viabilitatea celulelor HeLa, BXPC-3, RD si MDCK a fost determinata cu ajutorul testului
cu resazurina [9,10]. Resazurina este un colorant indicator nefluorescent, care este transformat in
resorufind fluorescenta de culoare rosie intensa prin reactiile de reducere a celulelor metabolic
active. Cantitatea de fluorescentd produsd este proportionald cu numarul de celule vii.
Resazurina a fost dizolvatd in solutie tampon fiziologica (rezultand o solutie coloratad in albastru
intens) si adaugata direct la celulele din cultura intr-un format omogen. De obicei, In prezenta
enzimelor NADPH dehidrogenazei sau NADH dehidrogenazei, in calitate de reducatori se
utilizeaza NADPH sau NADH care reduc resazurina.

Studiul comparativ a activitatii citotoxice in depindenta de concentratiile a compusilor
testati si controalelor de referintda DOXO, CDDP in celulele canceroase umane a liniei HeLa sunt
prezentate in figura 2.
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Fig. 2. Efectul inhibitor al DOXO, CDDP, CMT-22, CMT-67 si CMT-68 asupra
proliferarii liniei HeLa. Celulele HeLa au fost tratate cu DOXO, CMT-22, CMT-67 si
CMT-68 de 0,1; 1si10 pM si CDDP de 0,03; 0,3; 3.3 si 33 pM timp de 24 ore. Valorile
sunt reprezentate ca media £ SD a 3 replici.
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S-a determinat ca compusii testati CMT-22, CMT-67si CMT-68 au manifestat activitate
inhibitoare in celulele HeLa, cu valori ai ICso de 8,3£0,2 uM, 2,1+0,4 uM si 0,40+0,04 uM,
respectiv. Valorile ICso ale remediilor medicamentoase de referinta DOXO si CDDP s-au
dovedit a fi de 10,0+£0,4 uM si 4,0+0,3 pM.

Astfel, s-a stabilit ca, compusii CMT-67 si CMT-68 manifesta o activitate inhibitorie mai
puternica in proliferarea celulelor HeLa, decat DOXO si CDDP. Activitatea inhibitoare a CMT-
22 este comparabila cu cea a DOXO si CDDP.

Compusii testati CMT-22, CMT-67 si CMT-68 inhiba formarea si cresterea celulelor a
liniei BXPC-3, ce demonstreaza capacitatea substantelor experimentale de a inhiba procesul de
metastaza. S-a relevat ca valorile ICso ale celulelor BXPC-3 sunt >10 uM (CMT-22); 0,6+0,1 uM
(CMT-67); 1,7+0,2 uM (CMT-68); 5,24+0,03 uM (DOXO) si 11,2+1,2 uM (CDDP) (Figura 3).
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Fig. 3. Efectul inhibitor al DOXO, CDDP, CMT-22, CMT-67 si CMT-68 asupra
proliferarii liniei BXPC-3. Celulele BXPC-3 au fost tratate cu DOXO, CMT-22, CMT-67 si
CMT-68 de 0,1; 1 si 10 uM si cisplatina de 0,03; 0,3; 3.3 si 33 pM timp de 24 ore. VValorile

sunt reprezentate ca media £ SD a 3 replici.
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Astfel, studiul experimental a estimat, ca tiosemicarbazona CMT-22 inhiba proliferarea
celulelor BXPC-3 doar la concentratia de 10 uM cu 47,3%. De asemenea, a fost stabilit ca
complexul de cupru(ll) CMT-67 si complexul de cupru(Il) cu liganzi micsti (CMT-68) manifesta
0 activitate inhibitoare mai puternica asupra proliferarii celulelor BxPC-3, decat DOXO si
cisplatina.

S-a constatat cd, compusii testati CMT-22, CMT-67 si CMT-68 prezintd o activitate
inhibitoare mai puternicd pe axul de rabdomiosarcom al muschilor umani si celulele
multinucleate mari ale liniei de proliferare RD decat DOXO. Astfel, ICso pentru RD inregistreaza
urmatoarele valori: 1,1+0,1 uM (CMT-22); 0,274+0,02 uM (CMT-67); 1,3+0,3 uM (CMT-68) si
2,3+0,9 uM pentru DOXO (Figura 4).
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Fig. 4. Efectul inhibitor al DOXO, cisplatinei, CMT-22, CMT-67 si CMT-68 asupra
proliferarii liniei RD. Celulele RD au fost tratate cu DOXO, CMT-22, CMT-67 si CMT-68
de 0.1, 1 si 10 pM timp de 24 ore. Valorile sunt reprezentate ca media £ SD a 3 replici.

Complecsii CMT-67 si CMT-68 depasesc activitatea antiproliferativa a CDDP si DOXO
fatda de celulele canceroase MeW-164, HelLa, BxPC-3, RD, iar tiosemicarbazona CMT-22
manifesta activitate antiproliferativd numai fata de celulele MeW-164, HeLa si RD [11].

Din literatura de specialitate se cunoaste cd, de reguld, medicamentele chimioterapeutice
anticancer poseda un efect citotoxic ridicat asupra celulelor normale, ceea ce duce la reactii
adverse grave, care pot fi fatale. Din aceste considerente, am exploatat celulele normale
epiteliale ale linieit MDCK pentru evaluarea selectiva a citotoxicitatii.

Dupa cum observam din figura 5, tiosemicarbazona CMT-22 1n intervalul de concentratii
de la 0,1 pM pana la 100 pM nu manifesta activitate inhibitoare asupra proliferarii celulare, ci,
dimpotriva, sporeste efectul proliferativ, ce indica proprietatile sale non-toxice in raport cu linia
celulara MDCK. Efectul de proliferare a celulelor MDCK s-a manifestat la concentratii scazute a
tiosemicarbazonei HL, posibil datorita gradului de disociere, care este crescut la concentratii mai
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mici. O crestere a concentratiei substantei pand la 100 uM conduce la un efect inhibitor cu
12,5+1,8%.

Compusii complecsi testati CMT-67 si CMT-68 inhiba formarea si cresterea liniilor
celulare MDCK, cu valorile I1Cso de 4,0+0,1 uM si 12,0+0,9 uM, respectiv. Controlul pozitiv
DOXO a demonstrat efectul citotoxic in raport cu liniile celulare MDCK, cu valorile
1C50=7,0+0,3 puM.

Identificarea de noi compusi care manifestd selectivitate pentru celulele canceroase, dar nu
si pentru celulele normale este o provocare majora in cercetarea medicamentelor anticancer [12].
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Fig. 5. Activitatea antiproliferativa a controlului pozitiv DOXO si a compusilor testati pe
celulele normale ale liniei MDCK. A: Imagini cu contrast de faza ale celulelor MDCK dupa
24 de ore de tratament cu compusii testati de 10 pM. Celulele MDCK netratate au servit
drept control. B: Efectul nefrocitotoxic in vitro al DOXO, CMT-22, CMT-67, CMT-68
asupra celulelor MDCK dupi expunerea de 24 ore. Valorile sunt reprezentate ca media +
SD a 3 replici.

Astfel, s-au estimat indicii de selectivitate (IS) ai compusilor testati (Tabelul 1). Pentru de
comparatie, citotoxicitatea DOXO ca preparat medicamentos antitumoral de referintd, de
asemenea, a fost evaluatd in aceleasi conditii. IS ale DOXO, CMT-67 si CMT-68 variaza in
intervalul 0,7-3,0; 1,9-14,8 si 7,1-30,0, respectiv. Tiosemicarbazona CMT-22 a prezentat
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citotoxicitate selectiva pentru liniile de cancer BXPC-3, RD, HeLa si MeW-164, cu indicele de
selectivitate >10; >91; >12 si >40, respectiv [13].

Rezultatele obtinute confirma faptul, ca toti compusii testati demonstreaza o activitate
selectiva mai inalta decat DOXO in liniile de celule testate. Concomitent s-a elucidat, cda CMT-
22 poseda cea mai Tnalta citotoxicitate selectiva, ceea ce prezintd un aspect important in
chimioterapia personalizata. Evident, coordonarea tiosemicarbazonei CMT-22 la centrul metalic
conduce la o sporire marcata a activitatii sale antiproliferative.

Trebuie de mentionat ca tiosemicarbazona CMT-22 inhiba discret proliferarea celulelor
canceroase doar la o concentratie de 10 uM. Introducerea acestuia in calitate de ligand in
compusii complecsi conduce la o crestere a activitatii anticancer. Principala influentd asupra
activitatii anticancer a complexului este exercitatd de natura atomului central. Astfel,
coordonarea la ionul de cupru(Il) conduce la inhibarea cresterii si divizarii celulelor canceroase
la un interval de concentratie de 10,0-0,4 uM. Din literatura de specialitate se cunoaste ca
introducerea aminelor in sfera internd a complecsilor de cupru(ll) cu diferite azometine are ca
rezultat o crestere a activitatii lor anticancer [3]. Complexul de cupru(Il) cu liganzi micsti CMT-
68 confirma acest fapt.

Tabelul 1. Indicii de selectivitate a compusilor testati CMT-22, CMT-67, CMT-68 si
controlului pozitiv DOXO asupra celulelor canceroase ale liniilor BXPC-3, RD, Hela,
MeW-164 si celulelor normale a liniei MDCK.

Compusul I1S; IS, I1S; IS4
DOXO 1.3 3,0 0,7 0,95
CMT-22 >10 >91 >12 >40
CMT-67 6,7 14,8 1,9 4,0
CMT-68 7,1 9,2 30,0 12

Nota: Valoarea ICso este concentratia inhibitiei proliferarii celulare cu 50%. Valoarea IS
este indicele de selectivitate. IS1 al fiecarui compus a fost calculat ca raportul dintre ICso pentru
celulele MDCK / ICso pentru celulele canceroase din linia BXPC-3; SI>=IC,, MDCK / IC, RD;

S|3:|C50 MDCK / IC50 HelLa; S|4:|C50 MDCK / |C50 MeW-164. Substantele cu un IS>3 sunt

considerate promitatoare.

3.2. Activitatea antiproliferativa in vitro a compusilor testati CMJ-23 si CMJ-33 pe
diferite linii de celule canceroase

Activitatea antiproliferativa a compusilor testati CMJ-23 si CMJ-33 a fost determinata pe
celulele MeW-164, folosind testul citotoxic cu ajutorul citometriei fluorescente cu flux Nucleo
Counter [14].

Studiul activitdtii antiproliferative a relevat ca existd o dependenta dintre efectele
inhibitoare §i concentratia compusilor testati la intervalul micromolar. Efectul inhibitor a fost
prezentat intr-un mod dependent de doza. S-a constatat ca valorile ICsp sunt 0.40+0.02 uM
pentru CMJ-23 si 0,20£0,01 puM pentru CMIJ-33. Astfel, ambii compusi au demonstrat o
activitate antiproliferativa ridicata fata de linia MeW-164, iar complexul de cupru(ll) CMJ-33
este cu 50% mai activ decat ligandul sau CMJ-23 (Tabelul 2).

De asemenea, studiul comparativ al activitatii citotoxice a compusilor testati CMJ-23,
CMJ-33 si controlului pozitiv DOXO, in raport cu celulele HeLa, BxPC-3 si RD sunt prezentate
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in tabelul 2. Viabilitatea celulelor canceroase HelLa, BXPC-3, RD si a celulelor normale MDCK a
fost evaluata cu ajutorul indicatorului redox - rezazurinul, ceea ce ne-a permis sa determinam
numadrul de celule viabile.

Citotoxicitatea compusului testat CMJ-23 in raport cu liniile de celule BxPC-3 si RD se
manifesta prin valorile ICso de 2,5+£0,7 uM si 0,30+0,04 uM, respectiv. Totusi, compusul CMJ-
23 a fost semnificativ mai putin toxic, avand o valoare ICso de 18,7+1,0 uM fata de celulele
HeLa. In schimb, complexul CMJ-33 a demonstrat o toxicitate puternica pentru liniile de celule
BxPC-3, RD, HeLa cu valorile 1Cso de 0,10+0,04 uM, 0,20+0,03 uM si 0,40+0,02 uM,
respectiv. Controlul de referinta DOXO a manifestat o activitate citotoxica in raport cu liniile
celulare BXPC-3, RD si HelLa, cu valorile ICso de 6,0+0,8 uM, 2,3£0,9 uM si 6,2+1,0 uM,
respectiv.

Tabelul 2. Activitatea antiproliferativa a controlului pozitiv DOXO si a compusilor
testati CMJ-23, CMJ-33 pe liniile canceroase BxPC-3, RD, HeLa si MeW-164

1Cso (M)

Compusul BxPC-3 RD HelLa MeW -164
DOXO 6,0+0,8 2,3+0,9 6,2+1,0 7,3+0,9
CMJ-23 2,5+0,7 0,30+0,04 18,7+1,0 0,40+0,02
CMJ-33 0,10+0,04 0,20+0,03 0,40+0,02 0,20+0,01

Astfel, compusul complex de cupru(ll) CMJ-33 manifesta o activitate inhibitoare mai
puternica asupra proliferarii celulelor canceroase, comparativ cu controlul de referinta DOXO.
Cu toate acestea, activitatea antiproliferativd a CMJ-23 este comparabild cu cea a DOXO.
Evident, coordonarea moleculelor organice la centrul metalic conduce la o crestere semnificativa
a activitatii lor biologice.

Intrucat principalul dezavantaj al compusilor cu proprietiti anticancer este toxicitatea lor,
pentru compusii testati este necesar si se determine selectivitatea actiunii citotoxice. In acest
scop, efectul citotoxic al acestor substante a fost studiat asupra celulelor normale MDCK. Studiul
comparativ si valorile concentratiei de identificare a activitatii proliferative a compusilor testati
CMJ-23, CMJ-33 si a controlului de referinta DOXO 1in raport cu celulele normale ale liniei
MDCK sunt prezentate in figura 6.
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Fig. 6. Activitatea antiproliferativa a controlului pozitiv DOXO si a compusilor testati
CMJ-23, CMJ-33 pe celulele normale ale liniei MDCK. Valorile sunt reprezentate ca media
= SD a 3 replici.
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S-a stabilit ca, compusii testati CMJ-23 si CMJ-33 au manifestat o activitate citotoxica
scazuta fatd de celulele MDCK, cu ICso >100 pM. Controlul pozitiv DOXO a prezentat
citotoxicitate fata de celulele MDCK cu ICso de 7,0+0,3 uM.

Concomitent s-a constatat faptul ca, activitatea citotoxica a compusilor testati CMJ-23 si
CMJ-33 asupra liniei de celule MDCK este semnificativ mai scazuta decat cea exercitata asupra
celulelor tumorale si mai diminuata decat cea exercitatd de DOXO (Tabelul 3).

Indicele de selectivitate, care este raportul dintre valoarea ICso pentru celulele MDCK si
valorile ICsp pentru celulele canceroase variaza in intervalul 0,96-3,04 pentru DOXO si 28-110
pentru CMJ-33. Tiosemicarbazona CMJ-23 a prezentat citotoxicitate selectiva pentru liniile de
cancer BxPC-3, RD, HeLa si MeW-164 cu un indice de selectivitate (IS) >40; >330; >5.3 si
>250, respectiv. Important este ca, toti compusii testati demonstreaza selectivitate mai mare
decat DOXO 1n toate liniile de celule testate.

Un experiment suplimentar care vizeaza evaluarea efectului nefrocitotoxic asupra celulelor
epiteliale renale normale ale liniei MDCK a relevat faptul ca compusul CMJ-23 este semnificativ
mai putin toxic decat compusul CMJ-33, ceea ce reprezinta un aspect important in chimioterapia
personalizata.

Tabelul 3. Indicele de selectivitate (IS) al compusilor testati CMJ-23, CMJ-33 si a
controlului pozitiv DOXO asupra liniilor de celule canceroase BxPC-3, RD, HeLa, MeW-
164 si liniei de celule normale MDCK.

Compusul IS, IS, 1S3 1S,
DOXO 1,2 3,04 1,13 0,96
CMJ-23 >40 >330 >5,3 >250
CMJ-33 110 55 28 55

Nota: 1Sy al fiecarui compus a fost calculat ca raportul dintre 1Csg pentru celulele MDCK /
ICso pentru celulele canceroase din linia BxPC-3; Sl.=IC., MDCK / IC., RD; Sls=IC., MDCK /

IC,, HeLa; Sl4=IC., MDCK / IC.; MeW-164.
3.3. Capacitatea compusilor testati de a induce fragmentarea ADN-ului in vitro

Actualmente, remediile anticancer utilizate s-au dovedit a induce apoptoza in celulele
sensibile. Apoptoza este un proces important al multor afectiuni patologice. Principiul apoptozei
a fost descris de Vogt care 1l prezinta ca o moarte programata a celulelor, ce poate aparea chiar si
in organismele multicelulare. In timpul apoptozei, au loc diverse modificari biochimice, cum ar
fi pierderea asimetriei si atasdrii membranei celulare, contractiei celulare, fragmentarii nucleare,
condensarii cromatinei si fragmentarii ADN-ului cromozomial. Fragmentarea ADN-ului are loc
in etapa finald a apoptozei, care include activarea nucleazelor dependente de calciu si magneziu
care degradeaza ADN-ul genomic.

Celulele epiteliale ale colului uterin uman ale liniei HEp-2 au fost tratate cu CMT-22,
CMT-67, CMT-68, CMJ-23 si CMJ-33 de 5 uM timp de 24 ore. In scopul studiului substantelor
privind fragmentarea ADN-ului, s-a utilizat o concentratic de 5 uM, care reprezinta ICso medie
(uM) a tuturor compusilor testati pe celulele liniei HeLa. Compusii testati CMT-22, CMT-67,
CMT-68, CMJ-23 si CMJ-33 au fost raportati de a induce fragmentarea ADN-ului in celulele
canceroase. Aceste rezultate precum si resultate obtinute prin metoda de citometrie fluorescenta
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de flux au furnizat dovezi ca compusii testati CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-23 si CMJ-33
induc stoparea ciclului celular si apoptoza in celule.

Compusii testati CMJ-23 si CMJ-33 au demonstrat o capacitate promitatoare de clivare a
ADN-ului genomic. Astfel, compusii testati au manifestat o activitate antiproliferativa sporita,
asociatd cu inducerea crescuta a apoptozei, scindand structurile ADN-ului genomic din nucleul
celular, ceea ce este semnificativ de important, deoarece moartea celularda este scopul
farmacologic care sta la baza chimioterapiei. Perturbarea cailor apoptotice, semnul distinctiv al
cancerului, este un obstacol major in chimioterapie.

Un studiu magnetochimic a substantelor testate a aratat ca ele poseda un moment magnetic
caracteristic unui electron necuplat, ceea ce indica structura lor monomerica. Din literatura de
specialitate se cunoaste ca compusii cu o structurd monomerica sunt capabili sa intercaleze intre
bazele azotate ale acizilor nucleici, ceea ce provoaca apoptoza celulara [7].

Probabil, capacitatea de a induce un efect apoptotic ridicat al complexului de cupru(ll) cu
liganzi micsti CMT-68 la concentratia de 5 uM a rezultat din proprietatile mediului de liganzi,
deci prezenta unei grupari amino suplimentare de 4-aminobenzensulfonamida in sfera interna a
complexului de cupru(ll) face mai usoara interactiunea cu atomii canelurilor moleculelor de
ADN in momentul replicarii sau transcriptiei.

Posibil, o activitate antiproliferativd mult mai sporitd a compusilor coordinativi de cupru
poate fi cauzata si de coordonarea CMT-22 cu atomul central de cupru, ceea ce conduce la o
schimbare a densitatii electronilor In partea tiosemicarbazonei. Deci, atomul de cupru in acest
compus coordinativ are posibilitatea de a coordona moleculele de ADN. in baza analizelor RMN
si cu raze X a fost stabilit ca thiosemicarbazonele interactioneaza cu fragmentul ADN (guanina)
formand legaturi de hidrogen, ceea ce cauzeaza fragmentarea ADN si, in final, apoptoza.

4. STUDIUL MECANISMULUI DE ACTIUNE SI REACTIILE ADVERSE
ALE NOILOR INHIBITORI DE CELULE CANCEROASE ORGANICI SI
ORGANOMETALICI ASOCIATE CU STRESSUL OXIDATIV

Radicalii liberi sunt implicati in declansarea mai multor boli de deteriorare oxidativa, cum
ar fi ciroza hepatica, ateroscleroza, cancerul, diabetul. Un antioxidant poate fi definit ca orice
substantd care, atunci cand este prezent in concentratii scazute in comparatie cu cele ale unui
substrat oxidabil, poate inhiba oxidarea lipidelor, proteinelor sau a altor molecule, impiedicand
initierea sau propagarea reactiilor oxidative in lant si poate astfel preveni sau repara deteriorarea
realizatd de catre radicalii de oxigen celulelor corpului.

Tiosemicarbazonele si antioxidantii sdi din complexele metalice recent au focusat atentia
pentru capacitatea lor de a proteja organismul si celulele de daunele induse de stresul oxidativ
sau de radicalii liberi [15]. Acesti compusi, care manifestd o activitate biologica considerabila,
pot reprezenta o abordare interesanta in crearea de noi medicamente anticancer [16].

Cu scopul de a exclude eventuala prezenta a reactiilor adverse concomitente asociate cu
stresul oxidativ, compusii testati: tiosemicarbazona (CMT-22), complexul de cupru(ll) CMT-67,
complexul de cupru(Il) cu liganzi micsti (CMT-68) si complexul de cupru(ll) CMJ-33 cu
ligandul sau CMJ-23 au fost cercetati cu ajutorul mai multor teste de capacitate antioxidanta,
precum ABTS™, DPPH’, ORAC si LOX [17]. Capacitatea antioxidantd a compusilor testati a
fost comparata cu remediul anticancer aprobat de FDA - doxorubicina (DOXO), si antioxidantii
de referinta troloxul si rutina. Se cunoaste ca, cardiomiopatia indusa de doxorubicina poartd un
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prognostic slab si este frecvent fatald. Doxorubicina induce leziuni toxice mitocondriilor
cardiomiocitelor contribuind astfel la cresterea stresului oxidativ.

Hemoliza indusa de tratament si formarea methemoglobinei se intalneste relativ rar, dar cu
o toxicitate grava cauzatd de stresul oxidativ, astfel incat compusii CMT-22, CMT-67, CMT-68,
CMJ-33 si CMJ-23 au fost testati la hemoliza toxica si formarea methemoglobinei in eritrocitele
umane.

In cele din urma, evaluarea toxicitatii directe a CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-33 si
CMJ-23 si a DOXO a fost studiatd cu ajutorul testului NR- colorimetric al cuantificarii
permeabilitatii membranei si a activitatii lizozomale a Paramecium caudatum, care este unul
dintre cele mai utilizate obiecte de testare in cercetarea de laborator care vizeaza determinarea
directa a toxicitatii compusilor chimici, utilizati in medicina toxicologica [18].

4.1. Activitatea compusilor testati de inlaturare a radicalilor ABTS™ si DPPH"

Testele ABTS™ si DPPH’ sunt metode utilizate pe scard larga pentru evaluarea in vitro a
capacitatii antioxidante totale ale compusilor anticancer.

Conform acestui studiu, compusii testati au fost capabili sa inldture radicalul ABTS™
intr-o maniera dependenta de concentratie. Compusii testati CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-
33, CMJ-23, precum si DOXO, trolox si rutina au fost testati la activitatea de eliminare a
radicalilor liberi prin metoda ABTS™". Coordonarea ionilor de cupru(ll) la tiosemicarbazona
CMT-22 a condus la o activitate mai inalta comparativ cu cea a compusilor antioxidanti de
referinta utilizati (troloxul, rutina) si DOXO. Compusii testati au prezentat o activitate de
scavenger moderatd pana la inaltd, decat compusii antioxidanti de referinta rutina si troloxul la
cea mai scazutd concentratie de 1 pM. Valorile ICsg ale compusilor testati sunt enumerate in
tabelul 4, compusul CMT-68 posedand cea mai inalta capacitate (ICso = 0,67 + 0,01 pM), urmata
de CMT-67, CMJ-23, CMJ-33, CMT-22 cu ICsp de 4,9 + 0,1 uM, 6,20 £ 0,01 uM, 11,4 + 0,4
uM, 14,9 + 1,4 uM, respectiv.

S-a constatat ca compusii de referintd troloxul, rutina, DOXO au manifestat activitate
antioxidanta, cu ICsp de 26,9+0,7 uM, 20,7+0,1 uM si 11,5+£0,6 uM, respectiv. Capacitatea de
scavenger a cationului radical ABTS™ a compusilor testati si de referinta poate fi aranjatd in
ordinea CMT-68 > CMT-67 > CMJ-23 > CMJ-33 > DOXO > CMT-22 > rutina > troloxul.
Analizand rezultatele metodei ABTS™, s-a relevat ¢ compusii cercetati au manifestat cea mai
puternica activitate antioxidantd, comparativ cu troloxul si rutina. Activitatea antioxidantd
crescutd a compusilor complecsi CMT-68 si CMT-67 poate fi atribuita efectului de retragere a
electronului ionului de Cu(Il) care faciliteaza eliberarea de hidrogen pentru a reduce radicalul
ABTS™.

Modificarile examinate si comparate ale capacitatii de scavenger a radicalului liber DPPH’
sub influenta CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-33 si CMJ-23, precum si a DOXO, troloxului,
rutinei pe baza ICsp sunt reprezentate in tabelul 4. S-a constatat ca liganzii liberi CMT-22 si
CMJ-23 poseda o activitate mai inalta decat complexele de cupru(Il). La concentratia cea mai
ridicata, 100 uM, activitatea antioxidanta a liganzilor liberi s-a dovedit a fi 57,1+0,5% pentru
CMT-22 si 61,7+0,8% pentru CMJ-23, dar la formarea complexelor, s-a modificat in intervalul
32,4% -54,1% .

S-a relatat cd efectul inhibitor al compusilor asupra procentajului activitatii de scavenger a
DPPH’ a fost intr-o maniera dependentd de concentratie. Activitatea antioxidanta a compusilor
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testati CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-33 si CMJ-23 poate fi atribuita efectului eliberarii de
hidrogen pentru a reduce radicalul DPPH’. Aceasta ecliberare de protoni a fost pronuntatd la
tiosemicarbazona CMT-22, cu valoarea ICso de 72,7+0,5 uM, urmata de CMT-67 cu ICso de
83,1+1,3 uM, CMT-68 cu ICso de 133,0+2,5 uM, CMJ-23 cu ICso de 48,3+0,8 uM si CMJ-33 cu
ICs0 de 139,0+2,5 uM. Prin analiza comparativa a compusilor testati, remediul anticancer DOXO
si compusii antioxidanti de referinta troloxul si rutina au fost stabilite valorile ICso de >100 uM,
48,9+0,8 uM si 64,842,1 uM, respectiv. Capacitatea de scavenger a radicalului DPPH" a
compusilor poate fi astfel aranjata in ordinea: CMJ-23 > troloxul > rutina > CMT-22 > CMT-67
> CMT-68 > CMJ-33 > DOXO.

Tabelul 4. Influenta compusilor testati si controalelor de referinta pentru radicalii
liberi ABTS™ si DPPH"

Activitatea de scavenger a Activitatea de scavenger a
Compusul cationului radicalic ABTS™ cationului radicalic DPPH"
IC,, (uM) £SD IC,, (1M) +SD
Trolox 26,9+0,7 48,9+0,8
Rutina 20,7+0,1 64,8+2,1
DOXO 11,5+0,6 >100
CMT-22 14,9+1,4 72,7+0,5
CMT-67 4,9+0,1 83,1+1,3
CMT-68 0,67+0,01 133,0+2,5
CMJ-23 6,20+0,01 48,3+0,8
CMJ-33 11,4+0,4 139,0+2,5

S-a relevat ca inlaturarea radicalului DPPH" de catre compusii studiati s-a dovedit a fi
moderatd in comparatie cu cea a radicalului cation ABTS™. Inhibarea sporitd manifestatd pe
radicalul cation ABTS™" de catre probele testate estimeazd cd compusii sunt capabili sa doneze
electroni pentru a neutraliza radicalii liberi, ceea ce indica potentialul lor ca agenti
chimioterapeutici pentru intreruperea lanturilor radicalice.

4.2. Capacitatea de absorbtie a radicalilor de oxigen (RO) a compusilor testati

Testul ORAC determina capacitatea de rupere a lantului radicalic al antioxidantilor prin
monitorizarea inhibarii oxidarii induse de radicalul peroxil. Radicalii peroxidici sunt radicalii
liberi predominant implicati in oxidarea lipidelor in sistemele biologice in conditii fiziologice.
Prin urmare, valorile ORAC sunt considerate de relevanta biologica ca fiind de referinta pentru
eficacitatea antioxidantilor. In acest test, radicalul peroxil produs de un generator reactioneazi cu
o proba fluorescenta care conduce la degradarea fluorescentei, care este inregistrata cu un cititor
al microplacii fluorescente. Un set de curbe de degradare a fluorescentei pot fi construite in
absenta sau prezenta antioxidantilor, iar zona integratd netd sub curbele de degradare (castigul de
suprafata in prezenta antioxidantilor in comparatie cu cel al unui control fara antioxidanti) poate
fi calculat ca un indice al capacitatii de Inlaturare a radicalilor peroxil ai antioxidantilor.

Proprietatile antioxidante ale compusilor testati CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-33,
CMJ-23, preparatul anticancer DOXO si controlul antioxidant de referinta troloxul au fost
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determinate ca panta (m) a curbei de regresie liniara. Valorile pantei (m) sunt 3,4 (CMT-22); 3,5
(CMT-67); 3,6 (CMT-68); 3,7 (CMJ-23); 3,6 (CMJ-33); 0,5 (DOXO) si 1,2 (trolox).
Echivalentii calculati ai troloxului au fost utilizati pentru analiza comparativd a capacitatii
antioxidante a compusilor testati si a remediului anticancer DOXO. Analizand rezultatele testului
ORAC s-a constatat ca valorile TE (echivalentului trolox) sunt 2,8 (CMT-22); 2,9 (CMT-67);
3,0 (CMT-68); 3,1 (CMJ-23); 3,0 (CMJ-33); 0,4 (DOXO) [19] .

Capacitatea antioxidantd a compusilor fatd de RO compusilor poate fi astfel aranjatd in
urmatorul ordin: CMJ-23 > CMJ-23 = CMT-68 > CMT-67 > CMT-22 > DOXO > trolox. Astfel,
s-a relevat ca compusii testati au manifestat o capacitate de absorbtie a radicalilor liberi de
oxigen mai naltd, In comparatie cu DOXO.

4.3. Activitatea antilipoxigenazica a compusilor testati

Lipoxigenazele (LOX) sunt enzime implicate in convertirea acidului arahidonic, linoleic si
alti acizi grasi polinesaturati in metaboliti biologic activi care sunt implicati in procesele
inflamatorii si imune. LOX joaca, de asemenea, un rol semnificativ in cresterea celulelor
canceroase, metastaza, invazie, supravietuirea celulelor si inducerea factorului de necroza
tumorala alfa (TNF-a) (Arfan si colab., 2010). Inflamatia este favorabila in majoritatea cazurilor,
deoarece este o reactie de raspuns defensiv al organismului la stimuli externi; uneori, inflamatia
este, de asemenea, daunatoare, cum ar fi atacurile asupra tesuturilor proprii ale organismului. S-
ar putea ca inflamatia sd fie un proces unificat de afectare si rezistentd la leziune. Inflamatia
provoaca dureri extreme pacientilor, prezentdnd simptome de umflare, febra, durere si disfunctie.
In acest aspect, ar trebui sa fie cercetate proprietitile medicale ale compusilor testati asupra
activitatii biologice pentru a contracara raspunsul inflamator, fara reactii adverse si cu viabilitate
economica ridicata.

In acest aspect, in studiul dat a fost evaluati capacitatea compusilor studiati CMT-22,
CMT-67, CMT-68, CMJ-33, CMJ-23, precum si a preparatului anticancer DOXO de a inhiba
activitatea lipoxigenazei [20].

Quercetina a fost utilizatd in calitate de control pozitiv. Compusii testati CMT-22, CMT-
67, CMT-68, CMJ-33 si CMJ-23 au fost capabili sa induca inhibarea LOX de soia intr-o maniera
dependenta de doza, cu valorile ICso de 0,20+0,02 pM; 0,40+0,05 uM; 0,30+0,06 puM,
0.30+£0.02uM si, respectiv, 0,30£0,01uM. In schimb, valorile ICso pentru testul de control
pozitiv quercetina si remediul anticancer DOXO au atins valori de 15,6+1,6 uM si 5,6+0,3 uM.
Astfel, aceste date sugereaza ca compusii testati reprezintd inhibitori puternici ai activitatit LOX
(Tabelul 5).

Analizand proprietatile antioxidante ale compusilor testati CMT-22, CMT-67, CMT-68,
CMJ-23 si CMJ-33 prin testele LOX, putem constata cd ei reprezintd inhibitori puternici
reducatori si au manifestat rezultate mai promitatoare, comparativ. cu DOXO si quercetina.
Lipoxigenaza joacd un rol major in multe afectiuni inflamatorii pulmonare, inclusiv afectiunea
pulmonara obstructiva cronica, astmul si bronsita cronica. Expresia excesiva a LOX este legata
de unele carcinoame specifice, incluzand tumorile pancreatice, gastrice si cerebrale. Prin urmare,
identificarea unor inhibitori puternici ai LOX sunt necesari pentru descoperirea preparatelor
medicamentoase noi. Compusul testat CMT-22 a manifestat un potential inhibitor excelent
pentru LOX. Compusii cercetati au demonstrat un potential puternic de inhibitie a activitatii
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LOX, ceea ce deschide perspectiva pentru a fi elaborati ca noi remedii medicamentoase
antiinflamatoare.

Tabelul 5. 1Cso, procentajul de inhibitie a activitaitii lipoxigenazei compusilor testati
CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-33, CMJ-23 (in calitate de control pozitiv au fost
utilizate quercetina si remediul anticancer DOXO).

% inhibitie media + SD

Compusul 0,05 uM 0,5 uM 5 uM 1Cso
Quercetina 20,0+1,5 28,0£2.1 50,0+0.8 15,6=1,6
DOXO 34,5+0,5 37,0£1.0 40,0+1.0 5,6+0,3
CMT-22 48,5+0,5 52,5+£2,5 61,0+1,0 0,20+0,02
CMT-67 442+1,5 53,1+0,5 77,6£1,9 0,40+0,05
CMT-68 48,4+0,5 53,1+0,4 58,1+0,9 0,30+0,06
CMJ-33 46,0+1,0 54,0+0,4 61,0+1,2 0,30+0,02
CMJ-23 42,040,2 54,0+0,9 70,0+0,7 0,30+0,01

4.4. Impactul compusilor testati asupra formarii methemoglobinei

Studiile asupra mecanismelor care stau la baza proceselor biochimice de perturbare a
functiei de transport a oxigenului din sdnge reprezinta o sarcina urgentd a biologiei si medicinei
moderne.

Una dintre principalele verigi in lantul tulburarilor metabolice ale sistemului de transport al
oxigenului din sange este reactia de transformare a hemoglobinei in forma sa inactiva -
methemoglobina. In acest aspect, este necesari identificarea metodelor si mijloacelor de
corectare a acestor leziuni, care cresc eficienta proceselor redox de reducere a methemoglobinei.

In sangele unei persoane sanitoase, continutul de methemoglobini nu depaseste 3-4%,
ceea ce este atins prin echilibrul dintre reactiile de formare a acesteia si reactiile de reducere a
methemoglobinei. Dacd continutul de methemoglobind din sdnge depaseste 3%, aceasta re-
prezintd methemoglobinemia. Multe substante medicale, in special la utilizarea Indelungata in
doze mari, pot provoca methemoglobinemie. Cu toate acestea, la majoritatea oamenilor metHb
este restabilita in Hb dupa sistarea tratamentului sub influenta methemoglobin-reductazei [21].
Orice methemoglobinemie se bazeaza pe hipoxia acuta sau cronicd datorita scaderii saturatiei de
oxigen a sangelui arterial. Mai mult decat atat, methemoglobina nu numai cd nu participa in
transportul oxigenului, dar si agraveaza functia de transport a oxihemoglobinei existente.

Severitatea simptomelor depinde de continutul de methemoglobind din sange. Cianoza
apare la aproximativ 15-30% metHb si hipoxia tisulara poate aparea pe masura ce nivelurile
cresc in continuare. Nivelurile de metHb de 70% pot fi fatale [22].

Eritrocitele contin sisteme endogene enzimatice si non-enzimatice de methemoglobin
reductaza. Principalul sistem de protectie impotriva agentilor oxidanti, care permite mentinerea
fractiei de hemoglobina la subiectii sanatosi la nivelul de 1,0-1,5 %, include trei componente:
nicotinamid adenin dinucleotidul redus (NAD-H), hemoproteincitochromul b5 care contine heme
si enzima citocrom b5 reductaza. Donatorul de electroni este produsul glicolizet NAD-H. Un
electron este transferat de la NAD-H la citocromul b5 si, in final, la methemoglobina.
Transportul electronilor este catalizat de enzima citocrom b5 reductaza. Acest mecanism este
responsabil pentru restabilirea a 99% de hemoglobina din methemoglobina. O altd modalitate de

22



a restabili hemoglobina, asociata cu activitatea NADP-methemoglobin-reductazei, in conditii
normale, are un efect redus. Rolul sau creste in caz de deficienta de citocrom b5 reductaza.

Capacitatea de a induce formarea MetHb in eritrocitele umane
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Fig. 7. Efectul compusilor testati CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-23, CMJ-33 si a
controlului anticancer DOXO asupra formarii metHb in vitro. Valorile sunt reprezentate
ca media £ SD a 3 replici.

Astfel compusii studiati au fost testati la formarea de methemoglobina in eritrocitele
umane, deoarece aceasta reprezinta un efect toxic semnificativ. Studiul dat al compusilor testati
CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-23 si CMJ-33 a relevat un rezultat eficient, care nu a depasit
valorile admisibile in intervalul de concentratie de 1-10 uM.

Nu s-au observat fluctuatii semnificative in formarea metHb dupa expunerea eritrocitelor
la diferite concentratii ale compusilor testati. Astfel, administrarea a 10 pM de CMT-22, CMT-
67, CMT-68, CMJ-23, CMJ-33 si DOXO a indus formarea de metHb de 3,8+0,5%, 10,5+0,6%,
5,3+0,8%, 8,1£1,2%, 6,9+0,6% si 3,0+0,5%, respectiv (Figura 7).

Studiul asupra compusilor testati a estimat rezultate, care nu au depasit valorile admisibile
in intervalul de concentratie terapeutica [23].

4.5. Impactul compusilor testati asupra hemolizei eritrocitelor

Procesul de hemolizd se caracterizeaza printr-0 rupturd sau o crestere accentuatd a
permeabilitatii membranei eritrocitare si eliberarea hemoglobinei in plasma. Deoarece liza
eritrocitelor este una din reactiile adverse majore cauzate de tiosemicarbazone, capacitatea CMT-
22, CMT-67, CMT-68, CMJ-23, CMJ-33 si DOXO a fost comparatd cu inducerea hemolizei
eritrocitelor umane.

Testul de hemoliza in vitro evalueaza eliberarea hemoglobinei in plasma ca un indicator al
lizei eritrocitelor, dupa expunerea la agentul de testare (compusii testati). Rezultatele cu o
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valoare a hemolizei < 10% au fost considerate nehemolitice, in timp ce valorile > 25% au fost
considerate ca hemolitice

in plus, solutia hipotonica (0,1%) de NaCl a fost utilizatd ca control pozitiv, iar solutia
izotonica (0,9%) de NaCl a fost utilizata ca control negativ. Asa cum era de asteptat, utilizarea
controlui pozitiv si celui negativ a indus hemoliza eritrocitelor la valoarea de 100% si <10%,
respectiv [24]. In contrast, diferite concentratii ale compusilor testati au demonstrat o activitate
hemolitica scazutd, iar la expunerea eritrocitelor la actiunea a 10 uM de CMT-22, CMT-67,
CMT-68, CMJ-23 si CMIJ-33 au fost inregistrate valori maxime de 8,2+0,1%, 10,2+0,2%,
10,6+0,1%, 14,2+0,6% si 10,3+0,2%, respectiv. Incubarea eritrocitelor cu preparatul DOXO
favorizeaza hemoliza 15,0+0,2% (Figura 8).

Capacitatea de inducere a hemolizei in eritrocitele umane
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Fig. 8. Procentajul activititii hemolitice a compusilor testati CMT-22, CMT-67,
CMT-68, CMJ-23, CMJ-33, DOXO, NaCl 0,1 % si NaCl 0,9 %. Valorile sunt reprezentate
ca media £ SD a 3 replici.

Aceste rezultate indica faptul ca compusii testati manifestd o capacitate mai scazuta de a
induce hemoliza eritrocitelor, iIn comparatie cu DOXO. Deci, studiul hemolizei induse de
compusii testati a relevat rezultate, care nu au depdsit valorile admisibile in intervalul de
concentratie terapeutica.

4.6. Toxicitatea compusilor testati

Studiile toxicitatii reprezintda o etapa importantd in elaborarea medicamentelor, fiind o
premisi fnainte de inceperea utilizarii lor in studiile clinice. Intrucat principiul fundamental al
studiilor toxicologice este protectia animalelor, inclusiv a celor care participa la studii,
actualmente este recomandat ca in toate cazurile posibile sa fie efectuate studii pe linii de celule
in vitro sau organisme unicelulare in vivo, evitand includerea animalelor de laborator in studii.

In studiul dat, organismele unicelulare Paramecium caudatum au fost utilizate ca obiecte
de testare pentru a detecta toxicitatea substantelor active [27, 28, 29, 30]. P. caudatum este o
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specie de protozoare extrem de organizate care combind toate proprietdtile unei singure celule si
a unui intreg organism, este unul dintre cei mai raspanditi locuitori ai bazinelor continentale de
apa dulce. Aceste organisme unicelulare sunt apropiate de animalele mai mari dupa parametrii
lor biochimici, astfel Incat rezultatele unei astfel de biotestari pot fi extrapolate la om.

Testarea biologicd a substantelor a fost realizatd prin doud abordari metodologice
principale, utilizandu-se metode microscopice si spectrofotometrice. Drept urmare, in cursul
experimentelor legate de evaluarea toxicitatii unei substante in raport cu P. caudatum, a fost
elaboratd o noua metoda spectrofotometrica folosind colorantul rosu neutru (NR) 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazin hidroclorid, care permite accelerarea biotestarii pentru a determina
cel mai precis dependenta toxicitatii de concentratia substantei [27]. Principiul metodei consta in
capacitatea colorantului rosu neutru intravital de a fi absorbit si retinut in lizozomii parameciului
viu [28].

S-a constatat ca valorile LCso timp de 24 de ore sunt urmatoarele: 4,94+0,5 uM (CMT-22),
10,0+0,2 uM (CMT-67), 25,5+0,8 uM (CMT-68), 44,5+1,5 uM (CMJ-23), 24,3+0,1 uM (CMJ-
33) si 1,0=0,4 uM (DOXO). Valorile LCso timp de 48 de ore sunt: 12,1+2,5 uM (CMT-22),
5,1£0,6 uM (CMT-67), 6,9+0,9 uM (CMT-68), 11,6+0,5 uM (CMJ-23), 13,3+0,2 uM (CMJ-33)
si 1,10+0,01 uM (DOXO).

Biotestul colorimetric, a demonstrat ca LCsp al celor 5 compusi testati in tratamentul pe P.
caudatum 24 si 48 de ore, comparativ cu DOXO este mai redusa de 5 si 11 ori (CMT-22), de 10
si 5 ori (CMT-67), de 26 si 6 ori (CMT-68), de 45 si 11 ori (CMJ 23) si de 24 si 12 ori (CM]J 33),
respectiv.

Astfel, aceste rezultate au demonstrat ca compusii testati poseda o toxicitate mai diminuata
timp de 24 de ore si 48 de ore decat cea exercitatd de DOXO. Cea mai inaltd activitate de
toxicitate pe Paramecium caudatum a fost manifestatda de DOXO.

CONCLUZII GENERALE

1. in premierd au fost identificati noi inhibitori ai proliferarii celulelor canceroase (CMT-22,
CMT-67, CMT-68, CMJ-23 si CMJ-33) cu activitate selectiva ridicata, toxicitate scazuta si
mai eficienti, comparativ cu DOXO si cisplatina, ceea ce deschide perspectiva de utilizare
a lor ca agenti anticancer.

2. Pentru prima data in Republica Moldova compusii autohtoni au fost testati pe diferite linii de
celule canceroase. S-a constatat ca compusii testati au demonstrat o activitate inhibitoare
ridicata a proliferarii celulelor canceroase MeW-164 (Centrul de Cancer din Varsovia), HeLa
(ATCC CCL-2), BxPC-3 (ATCC CRL-1687), RD (ATCC CCL-136), care in majoritatea
cazurilor este de 1,2-60 de ori mai mare decat activitatea DOXO si sunt, de asemenea, de
2,7-260 de ori mai selectivi in raport cu celulele canceroase, comparativ cu DOXO.
Complecsii Cu(ll) cu tiosemicarbazonele CMT-67, CMT-68 si CMJ-33 prezinta o activitate
antiproliferativa mai inaltd, iar Selectivitatea este mai inaltd pentru tiosemicarbazonele
CMT-22 si CMJ-23 [3, 10, 11, 13, 23, 13, 14, 16, 23, 28, 31].

3. A fost stabilit cd mecanismul de actiune a activitatii antiproliferative a compusilor testati
asupra celulelor este asociat cu apoptoza. In baza analizelor RMN si cu raze X a fost stabilit
ca thiosemicarbazonele interactioneaza cu fragmentul ADN (guanina) formand legaturi de
hidrogen, ceea ce cauzeaza fragmentarea ADN si, in final, apoptoza.

25



4. Substantele testate manifestd activitate antioxidantd impotriva radicalilor ABTS™ si
peroxilici mai Tnalta, comparativ cu compusii de referinta, conform sirului: CMT-68 > CMT-
67 > CMJ-23 > CMJ-33 > DOXO > CMT-22 > rutina > trolox si CMJ-23 > CMJ-23 = CMT-
68 > CMT-67 > CMT-22 > DOXO > trolox, respectiv. Capacitatea de a inhiba activitatea
LOX pentru compusii testati, comparativ cu quercetina si DOXO este mai esentiala,
conform succesiunii: CMT-22 > CMJ-23 = CMJ-33 = CMT-67 = CMT-68 > DOXO >
quercetina [10, 14, 17, 23, 16, 19, 31].

5. S-a constatat ca substantele testate nu includ inducerea formarii metHb si nu cresc hemoliza,
ceea ce indica absenta reactiilor adverse asociate cunoscute, legate de utilizarea
medicamentelor anticanceroase [23].

6. Au fost adaptate metodele de studiu a activitatii biologice a substantelor [20, 21, 24]. A fost
elaboratda si brevetata o metodd pentru determinarea toxicitatii directe in vivo, folosind
Paramecium caudatum, ceea ce a permis evaluarea efectului toxic al compusilor chimici
[27, 18, 28, 25]. S-a constatat ca compusii testati au o toxicitate cu valori LCso (uM) mai
mici de 5-45 ori decat DOXO.

RECOMANDARI PRACTICE

1. De recomandat utilizarea metodelor de cercetari biochimice adaptate si modificate, precum
si metoda patentatd de cercetare a toxicitdtii inhibitorilor moleculari anorganici si organici
pe Paramecium Caudatum, ca metoda rentabila si rapida pentru testarea umana.

2. Se propune de utilizat substantele studiate pentru studii preclinice si clinice ulterioare, ca
inhibitori moleculari selectivi si eficienti ai celulelor canceroase cu toxicitate scazuta.

3. Este necesar de a continua identificarea unor noi substante cu activitate antiproliferativa
ridicatd si selectivitate inalta printre derivatii 4-feniltiosemicarbazonelor substituite ale 2-
formilpiridinei.

4. Se recomanda de a continua studiul aprofundat al mecanismului activitdtii antiproliferative
a substantelor studiate 1n vederea excluderii unor efecte genotoxice, mutagenice,
teratogenice in vivo.
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ADNOTARE

Garbuz Olga, ,,Noi inhibitori moleculari anorganici si organici ai proliferarii
celulelor canceroase, mecanisme de actiune”, teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau,
2021.

Teza consta din: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, 204 de
referinte bibliografice, 5 anexe, 129 de pagini de text de baza (pana la Bibliografie), 41 de figuri,
8 scheme, 6 tabele si 5 anexe. Rezultatele obtinute sunt publicate in 28 de lucrari stiintifice (7
articole, 14 teze la conferinte, 4 brevete de inventie, 3 inovatii).

Cuvinte-cheie: compusi anticancer, activitate antiproliferativa, celule canceroase umane,
activitate selectiva, activitate antioxidanta, hemoliza.

Domeniul de studiu: stiinte ale naturii.

Scopul lucrari: elucidarea efectului noilor inhibitori moleculari pe bazd de compusi
organici si complecsi asupra proliferdrii liniilor celulare ale cancerului uman in comparatie cu
medicamentele anticanceroase doxorubicina si cis-diclorodiamminplatinum; determinarea
mecanismului de actiune a inhibitorilor.

Obiectivele cercetarii: detectarea activitatii antiproliferative a substantelor testate CMT-
22, CMT-67, CMT-68, CMJ-23, CMJ-33 impotriva celulelor canceroase HeLa, BxPC-3, RD,
MeW-164, testarea actiuniii substantelor investigate asupra celulelor renale epiteliale normale de
linia MDCK pentru a detecta citotoxicitatea selectiva; stabilirea mecanismului de inhibare a
proliferdrii celulelor canceroase de catre substantele testate; evaluarea in vitro a probabilitatii de
dezvoltare si a naturii posibilelor efecte secundare ale substantelor testate asociate cu hemoliza si
formarea methemoglobinei in eritrocitele umane; determinarea toxicitatii substantelor testate.

Noutatea si originalitatea stiintifica: au fost adaptate metode de studiu al activitatii
biologice a substantelor testate; a fost determinata activitatea antiproliferativa si antioxidanta a
cinci compusi autohtoni (tiosemicarbazone si compusi coordinativi ai Cu(ll) cu
tiosemicarbazone); a fost elaborati o metoda noua pentru determinarea toxicitatii directe,
utilizand Paramecium caudatum si evaluata toxicitatea directa a substantelor investigate; a fost
elucidat mecanismul efectului substantelor asupra proliferarii celulelor canceroase; a fost stabilit
ca compusii testati prezinta interes din punctul de vedere al utilizarii lor ca agenti anticancer mai
putin toxici si mai eficienti.

Problema stiintificd importanta solutionata consta in identificarea unor inhibitori noi de
proliferare a celulelor canceroase cu activitate selectiva inaltd si toxicitate mai scazuta,
comparativ cu compusii anticancer de referinta aprobati de FDA (DOXO si CDDP), precum si
elucidarea mecanismului de actiune antiproliferativa a compusilor autohtoni testati. A prezentat
interes §i actiunea antioxidativd a inhibitorilor moleculari organici §i anorganici asupra
radicalilor (ABTS™", DPPH", HO>"),comparativ cu standardele de referintd, precum si evaluarea
impactului compusilor asupra indicilor sistemului de hemoliza a eritrocitelor in vitro, in vederea
evaludrii impactului lor.

Semnificatia teoretica a lucrarii si valoarea aplicativa. Au fost identificati noi inhibitori
ai proliferarii celulelor canceroase cu activitate selectiva ridicata si toxicitate scazuta, ceea ce a
facut posibild propunerea acestora pentru studii preclinice. A fost propusa o metoda directa de
biotestare a toxicitatii cu un cost redus, folosind cantitati mici de substantd A fost stabilit
mecanismul de actiune a substantelor asupra proliferarii celulelor canceroase. Rezultatele
obtinute au semnificatie stiintifica si stiintifico-didactica si pot fi utilizate la predarea cursurilor
speciale de Chimie biofarmaceuticd si Biochimie.

Implementarea rezultatelor stiintifice obtinute. A fost elaboratd si brevetata o metoda
de determinare a toxicitatii directe a substantelor, folosind Paramecium caudatum. Au fost
brevetati doi inhibitori moleculari de proliferare a celulelor de cancer si o substantd cu activitate
antioxidantd. In rezultatul modificirii si adaptirii metodelor de studiu a activitatii biologice a
substantelor au fost impliementate trei inovatii.
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ANNOTATION

Garbuz Olga, ,,New inorganic and organic molecular inhibitors of cancer cells
proliferation, the mechanisms of action”, thesis for PhD in biological sciences, Chisinau,
2021.

The thesis consists of introduction, four chapters, general conclusions and
recommendations, 204 references, 5 annexes, 129 pages, 41 figures, 8 schemes, 6 tables. The
results are published in 28 scientific publications (7 articles, 4 patents, 14 theses at conferences,
3 innovations).

Keywords: anticancer compound, antiproliferative activity, human cancer cell line,
selective activity, antioxidant activity, hemolysis.

Field of study: Nature Sciences

The aim of the thesis: elucidation of the effect of the new molecular inhibitors based on
organic and complex compounds on the proliferation of human cancer cell lines in comparison
with such anticancer drugs as doxorubicin and cis-dichlorodiammineplatinum; determination of
the inhibitors action mechanism.

The objectives of the thesis: detection of the antiproliferative activity of the tested
substances CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-23, CMJ-33 on the cancer cells HeLa, BxPC-3,
MeW-164, RD; testing substances against normal kidney epithelial cell line MDCK in order to
detect selective cytotoxicity; identification of the mechanism of inhibition of the cancer cell
proliferation by the test substances; in vitro assessment of the probability of development and the
nature of possible side effects of the tested substances associated with hemolysis and the
formation of methemoglobin in human erythrocytes; determination of the toxicity of substances.

Novelty and relevance of the study: methods for studying the biological activity of
substances were adapted; antiproliferative and antioxidant activities of five synthetic compounds
(tiosemicarbazones and Cu(ll) coordination compounds with tiosemicarbazones) were
determined; it was established in vitro that the investigated substances do not cause the
formation of methemoglobin and do not increase the index of hemolysis in human erythrocytes;
a method for determining direct toxicity using Paramecium was developed, and the direct
toxicity of the investigated substances was assessed; the mechanism of the effect of the
substances on the proliferation of cancer cells was revealed; the tested compounds are of interest
from the point of view of their use as less toxic and more effective anticancer agents.

Scientific problem solved in this thesis is the identification of new inhibitors of cancer
cells proliferation with high selective activity and lower toxicity compared to FDA-approved
reference anticancer compounds (DOXO and CDDP), as well as the elucidation of the
mechanism of antiproliferative action of the tested compounds. The antioxidant action of organic
and inorganic molecular inhibitors on radicals (ABTS"*, DPPH’, HO") was determined. It has
been found that the tested compounds do not cause the formation of methemoglobin and do not
increase the index of hemolysis in human erythrocytes.

The theoretical importance and potential application value of the work. New
inhibitors of cancer cell proliferation with high selective activity and low toxicity have been
identified which made it possible to propose them for preclinical studies. A method for
evaluation of the substances toxicity using Paramecium has been developed which allows to
accelerate and reduce the cost of biotesting. The mechanism of the substances effect on the
cancer cells proliferation has been determined. The findings are of scientific interest and can be
used for special training courses in Biopharmaceutical Chemistry, and Biochemistry.

Implementation of scientific results. A method for determination of direct toxicity of
substances using Paramecium caudatum has been developed and patented. Two molecular
inhibitors of cancer cell proliferation and one substance with antioxidant activity have been
patented. Three innovations have been implemented as a result of modification and adaptation of
methods for studying the biological activity of substances.
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AHHOTAIMSA

I'ap0y3 Oabra: «HoBble MoJIeKYJISIPHbIE HEOPTAHUYECKHE U OPraHUuYecKue
HHTUOUTOPBI NpoJudepanni PpAKOBBIX KJIETOK, MEXaAHU3M el CTBHUS», TUCCEPTAUS
JO0KTOpa OHoJIornYecKkux Hayk, Kumunés, 2021,

Huccepraiusi COCTOMT U3: BBeACHHS, 4-X TrjaB, OOIIMX BBIBOJIOB M PEKOMEHIAIUH,
ouomorpaduu u3 204 HaumeHoBaHui, 129 cTpanwui, 5 npunoxxeHuid, 41 pucyHkoB, 8 cxeM u 6
tabnui. [lomydeHHBIC pe3yabTaThl OMMYOJIMKOBAHEI B 28 Hay4HBIX paborax (7 crareid, 14 Te3ncon
JOKJIaI0B Ha KOH(DepeHIHsIX, 4 maTeHTa, 3 UHHOBAIUH).

KiroueBbie cj10Ba: TPOTHBOPAKOBOE BEUIECTBO, AHTHIPONM(epaTHBHAS AKTHBHOCTH,
paKoBbIE KJIETKU YEJIOBEKa, CEJICKTUBHAs aKTUBHOCTb, aHTUOKCUIAHTHASI aKTUBHOCTH, FEMOJIU3.

O06J1acTh HCC/IeI0BAHUSA: €CTECTBEHHBIC HAYKH.

Leab: BbIsIBICHUE BIMSHHUS HOBBIX MOJEKYJISPHBIX WHIHOUTOPOB Ha OCHOBE OPraHUYECKUX U
KOMIUICKCHBIX COSAMHCHUN Ha TIPOIH(EPaIHIo THHUA PAKOBBIX KJIETOK YEJIIOBEKA B CPABHEHUH C
UCIOJIb3YEMBIMU IPOTUBOPAKOBBIMU npenapaTamMmu JIOKCOPYOUIIMHOM u yuc-
JTUXJIOPOJIMAMMHHIUIATUHOW; ONIpeieJIeHne MeXaHu3Ma JIeUCTBUS HHTMOUTOPOB.

3agauu  HCCJIeJOBAHMS: BbBISBICHHE aHTUIPOIU(PEPATUBHON aKTHMBHOCTH TECTUPYEMBIX
BeriectB CMT-22, CMT-67, CMT-68, CMJ-23, CMJ-33 B OTHOIICHNH KJIETOK PaKOBBIX JIMHUAN
HelLa, BxPC-3, MeW-164, RD; TtectupoBanme BemecTB B oOTHomeHun jauHun MDCK
AMUTEIHAIBHBIX HOPMAJIBHBIX KIETOK IMOYKM COOAaKH C LETbI0 BBISBICHUS CEICKTUBHOU
UTOTOKCUYHOCTH; BBISBIIEHUE MEXaHW3Ma WHTHOWPOBAHUS MPOJUQEpaluid PAKOBBIX KIIETOK
UCCIICIYEMbIMH BEILECTBAMHM; OIEHKA IN VItr0 BEpOSTHOCTH Pa3BUTHS M XapaKTeP BO3MOMHBIX
no00YHBIX A(P(PEKTOB TECTUPYEMBIX BEIIECTB, CBSA3aHHBIX C TEMOJIM30M M 00pa3oBaHUEM
METreMOTrJI00MHA B SPUTPOLIMTAX YEJIOBEKA; ONPEIEICHINE TOKCUYHOCTH TECTUPYEMBIX BEIIECTB.

Hayuynass HOBH3HA M OPHMIHHAJBHOCTH: aJaNTHPOBAaHbl METOJIUKU HCCIEIOBAHUS
OMOJIOTUYECKON aKTUBHOCTH BEIICCTB; ONPEICICHBI aHTUIIPOTH(EepaTUBHAS U aHTHOKCHIAHTHAS
AKTMBHOCTH 5 CHHTETUYECKUX COCTUHEHHIA; YCTAHOBICHO IN VItro, 4To MCClieyeMble BEIeCcTBa
HE BBI3BIBAIOT 00pa3oBaHUE METTEMOTIIO0OMHA M HE TOBBIIIAIOT UHACKC CHCTEM B 3PUTPOIUTAX
KPOBH 4YelIOBEKa; pa3pabdoTaH METOJ OINpeAeNeHUs MPSAMOW TOKCHMYHOCTU C HCIOJIb30BAHUEM
Paramecium caudatum, u nmpou3Be/icHa OIIEHKA MPSIMOM TOKCHYHOCTH MCCIIEJOBAHHBIX BEIIECTB;
BBISIBJICH MEXaHU3M BO3/CHMCTBUS BEIIECTB HA MposiMdepariio pakoBbIX KIETOK; TeCTUPYEMbIE
COCIMHEHUSI TPEJCTABIISIIOT WHTEPEC C TOUYKH 3pPEHUST UX NPUMEHEHHS B KadyeCcTBE MeEHee
TOKCHUYHBIX U 0oJee 3 PEeKTUBHBIX MPOTHBOPAKOBBIX BEIIECTB.

Pemiennasi HayyHasi mnpoOJiema. BEIsIBICHBI HOBBIE MOJICKYJSPHbIE HHTHOUTOPBI
npoiudepanuy pakoBbIX KIETOK, 00JIagaronie BHICOKOW CEIeKTUBHON aKTUBHOCTHIO U HU3KOUN
TOKCUYHOCTBIO. YCTaHOBJICH MEXaHU3M JCHCTBUS WHTHOUTOPOB B OTHOIIEHWH PaTUKAIIOB
ABTS™, DPPH’, HO,". OGHapy»xeHO, 4TO HCCIIeAyeMbIE BEIECTBA HE BHI3LIBAIOT 0OPA30BaHUs
METreMOTJI00MHA U TEMOJIN3a B DPUTPOIIUTAX YETIOBEKA.

TeopeTnueckasi U MPaKTHYECKAsA 3HAYMMOCTH PadoThl. BrIABIEHBI HOBBIE HHTHOUTOPHI
nposrdepanuyu pakoBhIX KJIETOK, 00JIaal0IINe BHICOKOW CEJIEKTUBHOW aKTUBHOCTHIO M HU3KOU
TOKCHYHOCTBIO, UYTO TO3BOJIIO TPEIIOKUTh WX [ MPEAKIMHUYECKUX HCCIeIOBaHUM.
Pa3paboTan MeTO7 yCTaHOBIICHMsI 3aBUCUMOCTH TOKCHYHOCTH OT KOHIIEHTPAI[MU BEIIECTB,
MO3BOJIIOIINNA YCKOPUTh U YyJEHICBUTh OHMOTECTUPOBAaHWE. BBISBICH MEXaHHW3M JEWUCTBUS
BEIIECTB Ha Npojudepanio pakoBbIX KiIeToK. [lomydeHHBIE pe3ynbTaThl MMEIOT HAYIHYIO
3HAYUMOCTh U MOTYT OBITh HCIIOJNIB30BAHbBI MPU YTEHUU CIIENKypcoB Mo buodapmaneBruieckoit
XUMUH 1 brnoxumum.

BHenpeHue moJjiydeHHBIX HAYYHBIX pe3yJbTaToB. Pa3paboTaH M 3amaTeHTOBAaH METO
OTIpe/ICTICHUs] TMPSIMOM TOKCHMYHOCTH BEHIECTB C HCHOJb30BaHWeM Paramecium caudatum.
3amareHTOBaHbl 2 MOJEKYISPHBIX HHTUOMTOpa Mpoiudepanud pPakoBbIX KIETOK H OIHO
BEIIIECTBO C AHTHOKCUIAHTHOM aKTHUBHOCTBHIO. B pesymbpTate MomudumupoBaHus U aganTaiidd
METOJIUK UCCIIeIOBaHMUS OMOIOTHUECKON aKTUBHOCTH BEIIECTB OBLITU BHEAPEHBI 3 HHHOBAIUH.
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