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Scopul etapei 2025 conform proiectului depus la concurs (obligatoriu).

Scopul proiectului consta in sinteza, stabilirea compozitiei, structurii si proprietétilor fizico-
chimice (spectrelor RMN ('H, 3C), FT-IR, magnetochimiei si analiza cu raze X) ale
inhibitorilor moleculari antitumorali 1n baza 4-aliltiosemicarbazonelor 2-hidroxibenzal-
dehidelor si 2-formilpiridinelor substituite, precum si a compusilor coordinativi ai biometalelor
(cupru, nichel si cobalt) cu aceste azometine si evaluarea activitatii lor antiproliferative si a
toxicitatii.

Obiectivele etapei 2025 (obligatoriu).

1. Sinteza 4-aliltiosemicarbazonelor 2-hidroxibenzaldehidelor si 2-formilpiridinelor substituite,
precum si a compusilor coordinativi ai biometalelor (cupru, nichel si cobalt) cu aceste
azometine

2. Evaluarea activitdtii antiproliferative a compusilor sintetizati pentru stabilirea eficientei lor n
inhibarea cresterii si diviziunii celulelor de cancer HelLa (linia celulard epiteliald de
adenocarcinom cervical uman), BXPC-3 (linia celulara epiteliala de adenocarcinom pancreatic
uman), RD (linia celulara multinucleata de rabdomiosarcom muscular uman), TPHI (celule ale
leucemiei monocitare), PC3 (adenocarcinom de prostatd) si HT-29 (celule ale cancerului
colorectal).

3. Determinarea indicelui de selectivitate (IS) al inhibitorilor moleculari fatd de celulele de
cancer comparativ cu cele sanatoase HTERT-RPE-1 (fibroblaste umane) si MDCK (linia
celulard epiteliald normala de rinichi de caine, Canis familiaris). pentru identificarea compusilor
cu un potential terapeutic mai bun si efecte secundare reduse.

4. Studierea toxicitatii substantelor sintetizate in raport cu Daphnia magna.

Actiunile planificate pentru realizarea scopului si obiectivelor etapei 2025 (obligatoriu)

1. Activitatea 1. Stabilirea compozitiei, structurii si proprietatilor fizico-chimice (spectrelor
RMN ('H, ¥C, N), si IR, magnetochimiei si analiza cu raze X) ale inhibitori moleculari
antitumorali in baza produsilor condensarii 4-aliltiosemicarbazidei cu 2-hidroxibenzaldehide si
2-formilpiridine substituite si compusilor coordinativi ai cuprului, nichelului si cobaltului cu
aceste azome-ine.

Activitatea 2. Investigarea proprietatilor antitumorale a compusilor sintetizati.

Activitatea 3. Investigarea toxicitdtii acute a compusilor sintetizati.

Actiunile realizate pentru atingerea scopului si obiectivelor etapei 2025

1. Au fost sintetizati 4-alilitiosemicarbazida, 12 4-aliltiosemicarbazone de 2-
hidroxibenzaldehidei si 2-formilpiridinei substituite, precum si 21 de compusi coordonativi ai
cuprului, nichelului si cobaltului cu aceste azometine.

2. Au fost utilizate liniile celulare HeLa, RD, BxPC-3, TPH1, PC3, HT-29, HTERT-RPE-1 si
MDCK pentru realizarea screeningului activitdtii antiproliferative si pentru determinarea
indicelui de selectivitate al compusilor sintetizati.

3. S-a determinat toxicitatea acuta a compusilor sintetizati utilizdnd Daphnia magna si calculata
concentratia letala 50% LCso.




Rezultatele obtinute (descriere narativa 3-5 pagini) (obligatoriu)

Au fost sintetizate 4-aliltiosemicarbazida si 12 4-aliltiosemicarbazone (L'''?) 2-
formilpiridinei (L!), 2-acetilpiridinei (L?), 2-benzoilpiridinei(L?), 2-hidroxibenzaldehidei(L?),
acetofenonei(L®), 2-hidroxi-5-bromobenzaldehidei(L®), 2-hidroxi-5-nitrobenzaldehidei(L’),
2-hidroxi-3,5-dibromobenzaldehidei(L®), 2,3-dihidroxibenzaldehidei(L?), 2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehidei (L'°), 2,4-dihidroxibenzaldehidei(L!") si 2-hidroxi-1-naftaldehidei (L'?).
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L' R'=H; L% R*=CHs; L>: R3=C¢Hs; L R*=R*=R¢=R7=H; L’ : R*=CH;, R°=R® =R’ =H; L":
R7=Br,R*=R3=R¢=H; L R7=NOy»,R*=R>=R=H; L. R7=R>=Br, R* =R =H; L. R° =R’ =
Br,R*=R’=R°=H; L% R®=0H,R*=R¢=R7=H; L'%: RS=CH;, R*=R*=R7=H; L!": R®* = OH, R* =
R3=R7=H.

Sinteza 4-aliltiosemicarbazonelor L'"'? a fost realizatd prin reactia dintre solutiile
etanolice ce contin 4-aliltiosemicarbazida si compusul carbonilic corespunzator.
Spectroscopia RMN 13C (prezenta in spectru a semnalului cu deplasarea chimica 177-
179 ppm caracteristic pentru atomul de carbon al grupei C=S) si analiza de difractie a
razelor X (Fif 1) au aratat, ca atit in stare solida, cat si in solutie, tiosemicarbazonele sus
numite seafla in forma tionica.

Fig. 1. Structura hidratului de 4-aliltiosemicarbazona a 2-hidroxiacetofenonei.

In rezultatul interactiunii solutiilor etanolice ale tiosemicarbazonelor L'"'? cu saruri de
cupru(Il), nichel(Il), cobalt(Il), fier(Ill) si zinc au fost sintetizati 21 compusi coordinativi.
Studiul magnetochimic al compusilor sintetizati a ardtat (Tabelul 1), cd o parte din ei poseda o
structura polinucleara, deoarece momentul magnetic efectiv este mai mic comparativ cu
valoarea teoreticd ce corespunde unui electron necuplat, iar altd parte din compusii sintetizati
poseda o valoare a momentului magnetic efectiv caracteristic unui electron necuplat, respectiv,
poseda o structurd mononucleara.



Tabelul 1. Proprietatile magnetochimice (20°C) ale compusilor coordinativi sintetizati

Her Mot P,

N Compusul mB | N Compusul mB | N Compusul mB
Cu(Im)(HL*)NO3 147 | 8 Cu(1,10-Phen)(HL*)NO; 1.01 | 15 | Cu(2,5-Lut)(HLY)NO3 | 1,56
Cu(Im)(HL*)CI 1.58 | 9 | Cup(4,4-Bpy)(HL*)»(NO3), | 1.74 | 16 | Cu(y-Pic)(HLY)NO3 | 1.50
Cu(Im)(L*) 1.53 | 10 Cu(Im)(L")NO3 1.86 | 17 Cu(2,2’-BPy)(L*) 1,92
Cu(Py)(HL*)NO3 132 | 11 Cu(Im)(L*)NO3 1.79 | 18 Cu(1,10-Phen)(L*) | 1.88
Cu(3,5-BrpPy)(HLY)NO3 | 142 | 12 Cu(a-Pic)(HLY)NO; 135 | 19 Cu(2,2’-Bpy)(L®) | 1.75
Cu(3,5-BryPy)(HLHCl | 133 | 13 Cu(B-Pic)(HLY)NO3 1.45 | 20 NiL'-H),Cl, 3,20
Cu(2,2>-BPy)(HLY)NO3 | 1.58 | 14 Cu(3,4-Lut)(L})NO3 1.82 | 21 Co(L'-H),Cl dia

Pentru determinarea modului de coordinare a liganzilor la ionii centrali a fost efectuata
analiza comparativd a spectrelor FT-IR ale compusilor sintetizati cu cele ale aminelor si
tiosemicarbazonelor initiale. S-a stabilit, ci tiosemicarbazonele L'"'? in complecsii se comporti ca
liganzi tridentati monodeprotonizati, unindu-se cu ionul central prin intermediul atomilor de
oxigen fenolic sau pyridinic, azot azometinic si atomul de sulf, formind doua metalocicle din sase
sau cinci si cinci atomi. In favoarea acestui fapt vorbeste disparitia in spectrele FT-IR ale
substantelor investigate a benzilor de absorbtie v(NH) si v(C=S), care in tiosemicarbazonele
libere se observi corespunzitor in domeniile 1540-1535 si 1125-1120 cm™. In ambele tipuri de
complecsi se observi banda de absorbtie v(C-S) in domeniul 750-740 cm’!, iar banda v(C=N) se
deplaseazi cu 35-30 cm! spre frecvente mai mici [in tiosemicarbazonele initiale v(C=N) se
observa in domeniul 1625-1605 cm™'], fiind insotita de scindare in doud componente. in domeniul
1570-1560 cm™ al spectrul unor complecsi se observi banda de absorbtie, care este conditionati
de oscilatiile de valentd >C=N-N=C<. Acest caracter al spectrelor FT-IR demonstreaza enolizarea
tiosemicarbazonei in procesul de formare a complecsilor. In afard de aceasta in domeniul 550-405
cm’! in spectrul complecsilor sintetizati se observi o serie de noi benzi de absorbtie, care conform
datelor luate din literatura, se detecteaza ca v(M-N) si v(M-S) (M = Cu, Ni, Co).

Aceste concluzii sunt confirmate cu rezultatele analizei cu raze X realizate pe
monocristalele compusilor sintetizati.




Fig 1. Structura complexului [Cuz(Im)2(HL#)2](NO3)2

Complexul nitratului de cupru(Il) cu 4-aliltiosemicarbazona aldehidei salicilice si imidazol
poseda o structurd dimerica (Fig. 1). Poliedrul de coordinare reprezintd o piramida tetragonald
deformati. Atomul central de cupru manifestd numirul de coordinare egal cu 5. Ligandul H,L*
din compozitia complexului este tridentat, monodeprotonat si coordineaza la atomul central prin
intermediul atomilor de oxigen fenolic, azot azometinic si atomul de sulf, aflat in forma tionica
(lungimea legaturii C-S egala cu 1,699 A). Ca rezultat se formeazd metalocicluri din cinci si sase
atomi. Al patrulea loc coordinativ este ocupat de atomul de azot al imidazolului. In pozitia apicala
este plasat atomul de oxigen fenolic al ligandului vecin, care serveste in calitate de punte. In sfera
exterioard a complexului se afla doi ioni nitrat.

Complexul nitratului de cupru(Il) cu 4-aliltiosemicarbazona aldehidei salicilice si 3,5-
dibromopiridina, la fel, poseda o structura dimerica (Fig. 2). Poliedrul de coordinare reprezinta o
piramida tetragonald deformatd. Atomul central de cupru manifestd numarul de coordinare egal cu
5. Tiosemicarbazona din compozitia complexului este tridentatd, monodeprotonatd si coordineaza
la atomul central prin intermediul atomilor de oxigen fenolic, azot azometinic si atomul de sulf,
aflat in forma tionicd (lungimea legaturii C—S egala cu 1,7047 A). Ca rezultat se formeaza
metalocicluri din cinci si sase atomi. Al patrulea loc coordinativ este ocupat de atomul de azot al
3,5-dibromopiridinei. In pozitia apicald este plasat atomul de oxigen fenolic punte al ligandului
vecin. In sfera exterioard a complexului se afla doi ioni nitrat.



Fig. 3. Structura complexului [Cuz(y-pic)2(L#)2](NO3)2 - C2HsOH

Complexul nitratului de cupru(Il) cu 4-aliltiosemicarbazona aldehidei salicilice si y-picolina
posedd o structurid dimerici identici cu complecsii descrisi anterior (Fig. 3). In cristal 4-
aliltiosemicarbazona se comporta ca un ligand O,N,S tridentat, monodeprotonat, coodinand la
atomul de cupru prin intermediul atomilor de oxigen fenolic, azot azometinic si atomul de sulf,
aflat in forma tionicd (lungimea legaturii C-S egald cu 1,717 A). Al patru-lea loc coordinativ este
ocupat de atomul de azot al y-picolinei. In pozitia apicald este plasat atomul de oxigen fenolic
punte al ligandului vecin. In sfera exterioard a complexului se afld doi ioni nitrat. Ca rezultat se



formeaza metalocicluri din cinci si sase atomi. Poliedrul de coordinare reprezintd o piramida
tetragonala. In sfera exterioard a complexului se afld doi ioni nitrat $i o molecula de solvent.
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Fig. 4. Structura complexului [Cu(Im)(L")|]NO3

Complexul nitratului de cupru(Il) cu 4-aliltiosemicarbazona 2-formilpiridinei si imidazolul
poseda o structura mononucleard practic planara (Fig. 4). Numarul de coordinare al cuprului este
egal cu 4. Tiosemicarbazona coordinatd se comporta ca un ligand N,N,S-tridentat. Atomul de sulf
se afla In forma tiolica (lungimea legaturii C-S este egala cu 1,746 A). Al patrulea loc coordinativ
este ocupat de atomul de azot imidazolic. In sfera exterioard a complexului se afld un ion nitrat.

In baza cercetirilor efectuate pentru complecsii structura cirora nu a fost identificata prin
analiza cu raze X, se pot propune urmatoarele scheme de repartizare a legaturilor chimice:
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Pentru studierea proprietatilor antiproliferative compusilor sintetizati au fost utilizate
liniile celulare HeLa (linia celulara epitelialda de adenocarcinom cervical uman), BxPC-3 (linia
celulard epiteliala de adenocarcinom pancreatic uman), RD (linia celulard multinucleatd de
rabdomiosarcom muscular uman), TPH1 (celule ale leucemiei monocitare), PC3 (adenocarcinom
de prostatd) si HT-29 (celule ale cancerului colorectal) pentru evaluarea activitatii
antiproliferative a compusilor sintetizati. Pentru a analiza selectivitatea substantelor, au fost
folosite liniile celulare normale HTERT-RPE-1 (fibroblaste umane) si MDCK (epiteliu renal
normal de céine, Canis familiaris). Pentru evaluarea selectivitatii substantelor, a fost folosita linia
celulard normald HTERT-RPE-1 (fibroblaste umane) si MDCK (linia celulara epiteliala normala
de rinichi de caine, Canis familiaris).

Celulele utilizate Tn experimente au fost conservate prin crioconservare in faza de vapori a
azotului lichid la temperatura de -190°C, intr-un mediu de congelare suplimentat cu 5% (v/v)
DMSO. Pentru formarea unui monostrat, celulele au fost cultivate timp de trei saptdmani, fiind
pasate la fiecare 2-3 zile, urmat de tripsinizare si inlocuirea mediului de cultura, cu ser bovin fetal
inactivat, utilizat ca factor de crestere. Celulele din faza de crestere au fost utilizate ulterior pentru



experimente. Viabilitatea celulara a fost evaluata prin metoda de excludere a colorantului Trypan
Blue 0,2%.

Liniile celulare HeLa, RD, BxPC-3, TPHI1, PC3, HT-29, HTERT-RPE-1 si MDCK (pasaje
7-8) au fost conceptul de teste pentru evaluarea activitatii antiproliferative a compusilor. Aceste
celule au fost cultivate ca monostraturi in medii DMEM (pentru celulele aderente) si RPMI 1640,
continand glucoza, L-glutamind, 7,5% fractiune de albumind bovind inactivata, tampon HEPES
(20 mM) si antibiotice penicilind-streptomicind (100 U/ml penicilina si 100 pg/ml streptomicind),
la un mediu suplementat cu 10% v/v ser fetal bovin iradiat. Cultivarea s-a realizat in recipiente
Falcon de 75 cm?, la 37°C, intr-o atmosfera controlata cu 5% CO: si 78% aer. Mediul de cultura a
fost schimbat la fiecare 2-3 zile.

Inainte de recoltare, stratul celular a fost clitit cu o solutie de tripsind 0,25% (w/v) in
combinatie cu EDTA 0,53 mM pentru a indeparta toate urmele de ser, inhibitori ai tripsinei. S-au
adaugat 2 ml de solutie tripsind-EDTA 1n fiecare flask, iar celulele au fost observate microscopic
pana la dispersarea completd a monostratului, in intervalul de 5 pana la 15 minute. Pentru a
preveni formarea agregatelor, au fost adaugate 8 ml de mediu de cultura complet (DMEM), urmat
de pipetare usoara pentru detasare. Suspensia celulard a fost apoi transferata in flacoane noi si
utilizata pentru experimente in stadiul de crestere logaritmic.

Viabilitatea celulard a fost evaluatd prin testul de excludere cu Trypan Blue 0,2%. Dupa
scoaterea flacoanelor din incubator, mediul de cultura a fost eliminat, iar celulele au fost spalate
de doua ori cu 2 ml de solutie tripsina-EDTA 0,25%. Flacoanele au fost readuse in incubator
pentru 7 minute pentru a permite disocierea monostratului. Celulele dezlipite au fost centrifugate
timp de 5 minute la 1000 rpm, iar supernatantul a fost aspirat. Peliculele celulare au fost
resuspendate Tn 2 ml de mediu nutritiv, dupa care numarul de celule a fost determinat utilizdnd o
camerd Goryaev intr-o cabind laminard de clasa IIl. O suspensie celulard cu concentratia de 1
milion de celule in 10 ml de mediu complet a fost preparatd si semanatd pe placa cu 96 de
godeuri, fiecare cu 100 pl suspensie celulara.

Pentru studierea activitatii antiproliferative a compusilor sintetizati, au fost utilizate doua
metode complementare: metoda resazurinei si metoda MTS. Metoda resazurinei determind
metabolismul celular prin conversia unui colorant nonfluorescent intr-un colorant fluorescent
rosu, ceea ce indicd nivelul de activitate metabolica al celulelor. In paralel, metoda MTS, un test
colorimetric, médsoard direct proliferarea, viabilitatea si citotoxicitatea celulelor prin capacitatea
acestora de a reduce compusul galben tetrazoliu MTS in formazan violet. Utilizarea acestor
metode permite o evaluare cuprinzatoare a activitatii celulare si ofera informatii valoroase despre
potentialul terapeutic al substantelor studiate, demonstrand atat viabilitatea celulara, cat si
citotoxicitatea posibila.

Concentratia semimaximald de inhibitie (ICso) a fost utilizatd ca indicator al eficientei
compusilor investigati asupra proliferarii celulelor canceroase.

Pentru a investiga toxicitatea compusilor testati, a fost adaptatd o biometodd in vivo
utilizand Daphnia magna. Acest test este utilizat pe scara larga n ecotoxicologie si farmacologie

.....
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Toxicitatea globala a compusilor investigati a fost evaluatd folosind Daphnia magna,
provenitd dintr-o culturd partenogeneticd mentinuta la Institutul de Zoologie. Daphnia magna au
fost cultivate in medii nutritive, suplimentate cu MgSO4-7H20 (4.93 g/L), KCI1 (0.23 g/L),
NaHCO; (2.59 g/L) si CaCly (11.76 g/L). Juvenile au fost selectate pe baza dimensiunii si
transferate Tn mediu proaspat pentru o perioada de aclimatizare de 24 de ore. Daphnia magna au
fost cultivate in placi sterile transparente cu 24 de godeuri, acoperite cu un capac pentru a
preveni contaminarea si evaporarea, facilitdnd in acelasi timp schimbul de gaze intre aer si
mediul de culturd. Fiecare godeu continea 10 organisme intr-un volum final de 1 mL la fiecare
dilutie a compusilor testati.

Bioanaliza a fost realizata folosind concentratii de 0.1, 1, 10 si 100 uM pentru a determina
LCso pentru fiecare compus, inclusiv controlul pozitiv. Solutiile finale de test contineau pana la
0.1% DMSO, cu un volum final de 1 mL. O solutie de 0.1% DMSO in mediu aerat
(pH~7.5+0.2; O2 >6.0 mg/L) a fost adaugata ca control negativ, in timp ce compusii testati au
servit drept controale pozitive.

In timpul experimentului, juvenilele de Daphnia magna au fost mentinute la 22+2°C, sub
un ciclu de 16 ore de lumina si 8 ore de Intuneric (500-1000 1x). Mobilitatea sau viabilitatea
organismelor testate a fost observatd dupd 24 si 48 de ore de expunere. Daphnia magna au fost
considerate imobilizate doar dacd nu au prezentat miscare in decurs de 15 secunde dupa
amestecarea usoara a solutiilor de test si control.

Ca rezultat al adaptarii, metodele de cultivare a celulelor din liniile HeLa, RD, BxPC-3
TPH1; si MDCK au fost utilizate pentru screeningul activitatii antiproliferative si determinarea
indicelui de selectivitate al compusilor sintetizati (Tabele 2 si 3).

Tabelul 2. Activitatea antiproliferativi (AAP) (ICso, pM) a tiosemicarbazonelor (L'-1?)
impotriva liniilor celulare canceroase BxPC-3, RD, HeLa si a liniei celulare normale
MDCK, precum si indicele de selectivitate (IS).

Compusul | g2y | BapC3 | KD | RD | Hela | mela | MPCK
DOXO 6,0 1,8 16,2 ; 6,2 1,7 10,8
Lt >100 ; L1 | 909 | >100 ; >100
% 0,8 125 1004 | - 4,5 22 >100
L’ >100 ; 40,2 ; >100 ; 7,9
Lt >100 - >100 - >100 - >100
L >100 - >100 - 12,8 8 >100
L >100 - >100 - >100 - >100
L 36,5 2,7 >100 - >100 - >100
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L >100 - >100 - >100 - >100
L >100 - >100 - >100 - >100
LY >100 - >100 - >100 - >100
L" >100 - >100 - >100 - >100
L"” >100 - >100 - >100 - >100

unde HelLa - linia celulard epiteliala de
epiteliala de adenocarcinom pancreatic uman, RD

adenocarcinom cervical uman,

BxPC-3 - linia celulara

linia celulard multinucleatd de
rabdomiosarcom muscular uman, MDCK - linia celulard epiteliald normalad de rinichi de Canis
familiaris, caine.

Tabelul 3. Activitatea antiproliferativa (AAP) (ICso, pM) ale compusilor coordinativi ai
biometalelor cu tiosemicarbazone L!-* impotriva liniilor celulare canceroase BxPC-3, RD,

Hel a, si a liniei celulare normale MDCK

Compusit | Bare- mrc-| 4| S AT IS
Ni(L -H),CL 3,6 | 278 | 292 | 342 | =100 1,0 >100
Ni(L -H), 49 | 204 | 1181 | 85 | =100 1,0 >100
Co(L'-H),CI 41 | 244 | =100 | 1,0 14,2 7,0 >100
Cu(L'-H)CI 01 | 300 | 0,13 | 23,1 0,6 5,0 3
Cu(L'-H)Br 01 | 300 | 02 | 150 0,3 10,0 3
Cu(L'-H)CH,COO 0,1 | 200 | 0,05 | 40,0 0,2 10,0 2
Cu(Im)(L -H)NO, 01 | 300 | 02 | 150 4 0,8 3
Cu(3,5-Lut)(L -H)NO, 0,1 3,0 0,1 3,0 0,5 0,6 0,3
Cu(L)(NO,), 0,18 | 16,7 | 0,09 | 333 2,2 1.4 3
Cu(L’-H)(OAc) 0,1 5,0 0,1 5,0 1,3 0,4 0,5
Cu(L’-H)CI 0,1 20 | 01 2,0 0,5 0,4 0,2
Cu(L’-H)Br 0,1 4,0 0,1 4,0 0,4 1,0 0,4
(Cu(L’-H)) SO, 0,1 1,0 0,1 1,0 0,4 0,3 0,1
Cu(4-Pic)(L -H)(NO,) 0,01 | 160,0 | 0,5 3.2 1,5 1,1 1,6
Cu(2,2-Bpy)(L -H)(NO,) | 0,01 | 1400 | 1,29 | 1,1 1,9 0,7 1,4
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Cu(1,10-Phen)(L"-H)NO,) | 0,14 | 229 | 11 | 29 0,7 4,6 32
Ni(L)),(NO,), >100 | - | =100 | - >100 i >100
Cu(L-H)(NO,) 015 | 80 | 03 | 40 1,4 0.9 12
Cu(L -H)CI o1 | 100 | o1 | 100 | 002 | 500 1

Activitatea antiproliferativa a tiosemicarbazonelor L1-12 (Tabelul 2) este dependenta in
mod semnificativ de structura compusului si de linia celulara utilizatd. Unii liganzi sunt practic
inactivi (IC50 > 100 uM), in timp ce altii prezintd o activitate substantiald impotriva anumitor
linii celulare. Compusul L2 demonstreazd cea mai promitatoare activitate, in special Tmpotriva
liniei BxPC-3 (IC50 = 0,8 uM) si HeLa (IC50 = 4,5 uM), si prezintd un indice de selectivitate
ridicat fatad de aceste linii celulare (IS = 125 pentru BxPC-3 si IS = 22 pentru HeLa). Acest lucru
sugereaza ca L2 poate viza selectiv aceste celule canceroase cu un impact redus asupra celulelor
normale. Majoritatea tiosemicarbazonelor prezintd o activitate mai mare impotriva liniei RD 1n
comparatie cu BxPC-3 si HeLa. In general, tiosemicarbazonele demonstreazi o tendinta citre o
selectivitate ridicata fatd de linia celulard normala MDCK, ceea ce implicd o toxicitate mai
scazuta pentru celulele normale.

Compusii coordinativi testati (Tabelul 3) au manifestat o activitate antiproliferativd mai
mare decat tiosemicarbazonele lor (Tabelul 2). Aceasta indica la faptul cd formarea complexelor
cu biometale duce la cresterea activitatatii tiosemicarbazonelor. Natura metalului (Cu, Ni, Co) din
compusul coordinativ influenteaza la activitatea antiproliferativd: compusii de cupru
demonstreaza in majoritatea cazurilor o activitate mai mare decat compusii de nichel sau cobalt.
Natura ligandului tiosemicarbazonic de asemenea influenteaza la activitatea.

Indicele de selectivitate calculate variaza, dar compusii cu IS mai mare de 10 sunt
considerati promitatori pentru studii ulterioare. Compusii coordinativi au prezentat un indice de
selectivitate ridicat, de pand la 160.

Formarea complecsilor tiosemicarbazonelor cu biometale este o strategie promitdtoare
pentru cresterea activitatii lor antiproliferative.

in cazul liniilor celulare TPH1 (leucemie monocitari), PC3 (adenocarcinom de prostati) si
HT-29 (cancer colorectal), compusii sintetizati au demonstrat valori mai ridicate ale activitatii
antiproliferative In comparatie cu liniile celulare testate anterior, concomitent cu o citotoxicitate
redusa. Aceste rezultate promitatoare au determinat pregatirea cererilor de brevete.

Cele mai active cinci substante au fost testate pentru toxicitate fatd de Daphnia magna,
utilizandu-se ca rezultat indicatorul LC50 si dupa rezultate obtinute au fost clasificate ca compusi
cu toxicitate mica.
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CONCLUZII

1. Au fost gasite conditii de sinteza a 21 compusi coordinativi ai cuprului(Il), nichelului(Il) si
cobaltului(IIl) cu 4-aliltiosemicarbazone 2-formilpiridinei, 2-acetilpiridinei, 2-benzoilpiridinei, 2-
hidroxibenzaldehidei, acetofenonei, 2-hidroxi-5-bromobenzaldehidei, 2-hidroxi-5-nitrobenzal-
dehidei, 2-hidroxi-3,5-dibromobenzaldehidei, 2,3-dihidroxibenzaldehidei, 2-hidroxi-3-metoxi-
benzaldehidei, 2,4-dihidroxibenzaldehidei si 2-hidroxi-1-naftaldehidei pentru care in baza datelor
analizei elementale a fost stabilitd compozitia.

2. Studiul magnetochimic al compusilor coordinativi sintetizati a aratat, cd pentru majoritatea
complecsilor valoarea momentului magnetic efectiv este mai micd in comparatie cu valoarea
corespunzatoare pentru un electron necuplat (1,01-1,58 m.B.), ceea ce indicd la structura lor
polinucleara.

3. Cercetarea comparativd a spectrelor FT-IR tiosemicarbazonelor L'"'? i complecsilor
investigati a stabilit, cd ei in complecsii se comportd ca liganzi tridentati monodeprotonizati,
unindu-se cu ionul central prin intermediul atomilor de oxigen fenolic sau piridinic, azot
azometinic si atomul de sulf, formind doua metalocicluri din sase sau cinci si cinci atomi.

4. In baza rezultatelor analizei cu raze X a fost stabilitd structura pentru 4 combinatii
coordinative sintetizate. Poliedrele de coordinare ale atomului de cupru in compusii investigati
reprezintd o piramida tetragonald deformatd. Atomii donori ai tiosemicarbazonei ocupa trei locuri
coordinative Tn baza piramidei. Locul patru in baza piramidei este ocupat de atomul de azot al
aminei corespunzitoare. In pozitia apicala este pozitionat atomul de oxigen fenolic al ligandului
vecin, care joacd rolul de punte.

5. Cercetarea proprietatilor antiproliferative ale compusilor sintetizati a aratat, ca
tiosemicarbazonele L!'? practic nu inhibd cresterea celulelor canceroase, iar compusii
coordinativi sintetizati in baza lor in diapazonul concentratiilor 10107 uM manifesta activitatea
antiproliferativd cu concentratia de inhibare semimaximala (ICso) in diapazonul 0.01 - 100 uM.
Asupra ICso influenteazd natura atomului central, liganzilor din sfera internd complexului si
pentru compusii cu compozitia asemandtoare se modificd conform urmatorului sir: Cu > Ni >
Co ; L' >L*!2; Br >Cl > NOs ~ SOs* ; 4-Pic = 2,2’-Bpy > 3,5-Lut > 1,10-Phen. Indice de

2

selectivitate IS variazd de la 8,5 pina la 160 cu cele mai mari valori in cazul Cu(4-Pic)(L -
2

H)(NO,) si Cu(2,2’-Bpy)(L -H)(NO,). Proprietatile depistate ale acestor complecsi prezinta

interes pentru medicind din punct de vedere al extinderii arsenalului de inhibitori ai celulelor
canceroase si pot fi propuse pentru cercetari preclinice.

6. Diseminarea rezultatelor obtinute in proiect in forma de publicatii (obligatoriu) si in forma
de prezentari la foruri stiintifice (comunicari, postere — pentru cazurile cand nu au fost
publicate in materialele conferintelor)

In anul de raportare rezultatele proiectului au fost publicate in monografia, trei articole in
jurnale cu IF si prezentate in cadrul conferintelor internationale. In baza datelor
experimentale au fost oformate si prezentate in AGEPI trei cereri pentru brevete de inventii.
Monografia si datele experimentale obtinute au fost prezentate la Saloane de carti, unde au
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fost primite cinci medalii de aur si o medalie de argint si la doud Saloane Internationale de
Inventii si Inovatii, unde au fost decorate cu dous medalii de aur.

Lista publicatiilor din anul 2025 in care se reflectd doar rezultatele obtinute in proiect,
perfectatd conform cerintelor fatd de lista publicatiilor (a se vedea Anexa 2)

Notd: Lista va include si brevetele de inventii si alte obiecte de proprietate intelectuala,
materiale la saloanele de inventii in cazul in care sunt (conform Anexei 2)

7. Impactul stiintific, social si/sau economic al rezultatelor stiintifice obtinute in cadrul
proiectului (obligatoriu)

Sinteza {i investigarea unor noi inhibitori autohtoni ai celulelor canceroase cu o activitate
antiproliferativa ridicata si o toxicitate redusa. Studiile de screening efectuate pot contribui la

identificarea unor noi agenti promitatori antitumorali pentru studii preclinice, care ar putea duce
la metode eficiente de tratament al cancerului in viitor.

8. Colaborare la nivel national in cadrul implementarii proiectului (obligatoriu)
1. Institutul de Zoologie; USM
2. Institutul de Fizica Aplicata
3. Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
4. IMSP Institutul National de Oncologie
5. IMSP Centrul National de Sanatate Publica
9. Colaborare la nivel international in cadrul implementdrii proiectului (obligatoriu)

.- Universitatea Laval, Canada (Din contul proiectului a fost efectuats deplasare in
or. Laval a unui membru echipei de cercetare (dr. Garbuz Olga)).

2. Universitatea de Medicini si Farmacie ,,Carol Davila” din Bucuresti, Romania

3. Universitatea din Bucuresti, Romania

10. Dificultitile in realizarea proiectului de natura financiard, organizatorica, legate de resursele
umane etc. (obligatoriu).

11. Recomandiri, propuneri (optional).
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Conducitorul de proiect ; / Academician GULEA Aurelian /
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Anexa 1
Rezumatul activititii si a rezultatelor obtinute in proiect in anul 2025

Cifrul proiectului 24.80012.8007.01SE

Denumirea Proiectului ,.Sinteza si studiul noilor inhibitori autohtoni ai celulelor de cancer cu
luarea in considerare a activitatii antiproliferative si a toxicitatii”

Rezumat in limba romana pentru anul 2025 1 pagina

Directia care implica crearea de noi produse farmaceutice din resurse locale (autohtone) acopera
o gamd largd de domenii interdisciplinare unde chimia, fizica, biologia si medicina se
intersecteaza. Terapia cancerului este o zond extrem de importantd care se dezvoltd rapid. Acest
domeniu este asociat cu utilizarea tehnicilor stiintifice moderne si deschide noi perspective in
tratamentul personalizat al cancerului, In chimioterapie si dezvoltarea schemelor eficiente de
tratament. Ideea principald a proiectului constd in sintetizarea unor noi inhibitori moleculari ai
cancerului cu o activitate ridicatd si o selectivitate crescutd la concentratii micro- si nano- molare,
precum si studierea mecanismului molecular de actiune al medicamentelor antitumorale. Noi
strategii si metode specifice pentru sinteza chimicd a moleculelor organice si a compusilor
coordinativi ai biometalelor au fost dezvoltate pentru a obtine o generatie noud de inhibitori
moleculari ai proliferarii celulelor de cancer. Au fost gasite conditiile optime de sintezd a 4-
aliltiosemicarbazidei, 12 4-aliltiosemicarbazone 2-hidroxi-benzaldehidelor si 2-formilpiridinelor
substituite, precum si 21 compusi coordinativi ai cuprului, nichelului si cobaltului cu aceste
azometine. Activitatea antiproliferativa a substantelor testate a fost studiatd in raport cu celulele
de cancer (cancerul de col uterin, cancerul pancreatic, rabdomiosarcom). Deoarece dezvoltarea de
medicamente mai putin toxice care vizeaza celulele normale ramane un aspect critic al
chimioterapiei cancerului, substantele au fost investigate in raport cu celulele normale de rinichi
ale cainelui (MDCK). A fost calculat indicele de selectivitate, care in cazul majoritatii compusilor
investigati se incadreazd in diapazonul 20-160 si au toxicitate mica.

Rezumat in limba engleza pentru anul 2025 1 pagina

The direction involving the creation of new pharmaceuticals from local (autochthonous) resources
covers a wide range of interdisciplinary fields where chemistry, physics, biology, and medicine
intersect. Cancer therapy is a highly significant area that is developing rapidly. This field is
associated with the use of modern scientific technologies and opens up new perspectives in
personalized cancer treatment, chemotherapy, and the development of effective treatment
schemes. The main idea of the project is to synthesize new molecular cancer inhibitors with high

activity and increased selectivity at micro- and nano- molar concentrations, as well as to study the
molecular mechanism of action of antitumor drugs. The optimal conditions for the synthesis of 12
4-allylthiosemicarbazone 2-hydroxy-benzaldehydes and substituted 2-formylpyridines, as well as
18 coordination compounds of copper, nickel and cobalt with these azomethines were found. New
specific strategies and methods for the chemical synthesis of organic molecules and coordinative
compounds of biometals will be developed to obtain a new generation of molecular inhibitors of
cancer cell proliferation. The antiproliferative activity of the tested compounds will be studied in
relation to cancer cells (cervical cancer, pancreatic cancer, rhabdomyosarcoma). Since the

16



development of less toxic drugs targeting normal cells remains a critical aspect of cancer
chemotherapy, substances will be investigated in relation to normal dog kidney cells (MDCK).
Subsequently, a selectivity index will be calculated. The selectivity index was calculated, which

in the case of most of the investigated compounds falls within the range of 20-160 and has low
toxicity.

/

Conducitorul de proiect / Academician GULEA Aurelian /
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Anexa 2

Lista lucrarilor stiintifice, stiintifico-metodice si didactice
publicate in anul 2025 in cadrul proiectului

Sinteza si studiul noilor inhibitori autohtoni ai celulelor de cancer cu luarea in considerare
a activitatii antiproliferative si a toxicitatii”

(denumirea proiectului)
1. Monografii (recomandate spre editare de consiliul stiintific/senatul organizatiei din domeniile
cercetdrii $i inovarii)
1.1. monografii internationale

1.2. monografii nationale

GARBUZ, O.;TODERAS, I.; GULEA. A. Biological properties of some synthetic and natural
compounds. Correlation of anticancer and antioxidant activities. Monograph. = Proprietatile
biologice ale unor compusi sintetici si naturali. Corelarea activitd{ii anticancer §i antioxidante.
Monografie; Ministry of Education and Research of Moldova, Moldova State University, Institute
of Zoology, Institute of Chemistry. Tipografia Centrala. 271 p. Chisinau, 2024. ISBN 978-5-
88554-387-3.

2. Capitole in monografii nationale/internationale
3. Editor culegere de articole, materiale ale conferintelor nationale/internationale
4. Articole in reviste stiintifice
4.1. 1n reviste din bazele de date Web of Science si SCOPUS (cu indicarea factorului de
impact IF)

1. GARBUZ, O.; CEBAN, E.; ISTRATI, D.; RAILEAN, N.; TODERAS, I.; GULEA, A.
Thiosemicarbazone-Based Compounds: Cancer Cell Inhibitors with Antioxidant Properties.
Molecules 2025, 30, 2077. https://doi.org/10.3390/molecules30092077 (Q1, IF 4)

2. RUSNAC, R.; GARBUZ, O.; KRAVTSOV, V.; MELNIC, E.; ISTRATIL D.; TSAPKOV, V.;
POIRIER, D.; GULEA, A. Novel Copper(Il) Coordination Compounds Containing Pyridine
Derivatives of N4-Methoxyphenyl-Thiosemicarbazones with Selective Anticancer Activity.
Molecules 2024, 29, 6002. https://doi.org/10.3390/molecules29246002 (Q1, IF4)

4.2. 1n alte reviste din strainatate recunoscute

GARBUZ, O: GRAUR, V.; GRAUR, IA.; RAILEAN, N.; TODERAS, 1.; PAHONTU, E;
CEBAN, L; JINGA, V.; ISTRATL D.; CEBAN, E.; GULEA, A. Biological Activity of Copper(Il)
Complex (2-((2-(Prop-2-En-1-Ylcarbamothioyl) Hydrazinylidene)Methyl)-Phenolato)-
ChloroCopper(II) Monohydrate. Journal of Cancer Science and Clinical Therapeutics. 8 (2024):
287-294. DOI:10.26502/jcsct.5079251 (IF 4,1)
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https://doi.org/10.3390/molecules30092077
https://doi.org/10.3390/molecules29246002

4.3. in reviste din Registrul National al revistelor de profil, cu indicarea categoriei
4.4. in alte reviste nationale

5. Articole in culegeri stiintifice nationale/internationale
5.1. culegeri de lucrari stiintifice editate peste hotare
5.2 culegeri de lucrari stiintifice editate in Republica Moldova

6. Articole in materiale ale conferintelor stiintifice
6.1. 1n lucrarile conferingtelor stiintifice internationale (peste hotare)
6.2. 1n lucrarile conferingtelor stiintifice internationale (Republica Moldova)
6.3. in lucrarile conferintelor stiintifice nationale cu participare internationala
6.4. in lucrarile conferintelor stiintifice nationale

7. Teze ale conferintelor stiintifice

7.2. in lucrarile conferintelor stiintifice internationale (Republica Moldova)

1. GULEA, Aurelian Desingn of molecules with strong anticancer properties PLENARY Session

// International Congress MEDICINE, MOLECULAR AND ENVIRONMENTAL

SCIENCES 2025, ,,From chemistry to medicine — 35 years of Moldo-Romanian scientific
collaboration”. November, 10-15 2025. Chisinau, Republic of Moldova. BOOK OF
ABSTRACTS. P. 12. DOI: https://doi.org/10.1926 1/medmol25

2. GARBUZ, Olga, RAILEAN, Nadejda, RUSNAC, Roman, TAPCOV, Victor, UNGUREANU,

Laurentia, TODERAS, Ion, GULEA, Aurelian. Proprietatile biologice si toxicitatea noilor
complexe de Cupru(Il) cu wun tiosemicarbazon continand un fragment de

paracetamol. In: Patrimoniul cultural de ieri — implicatii in dezvoltarea societatii durabile de
maine, Ed. 8, 8-9 februarie 2024, Chisindu. lasi — Chisindu-Lviv: 2024, Editia 9, pp. 169-

170. ISSN 2558 — 894X.

7.3. in lucrarile conferintelor stiintifice nationale cu participare internationald
7.4. 1n lucrarile conferintelor stiintifice nationale
Nota: vor fi considerate teze si nu articole materialele care au un volum de pana la 0,25 c.a.
8. Alte lucriri stiintifice (recomandate spre editare de o institutie acreditatd in domeniu)
8.1. carti (cu caracter informativ)
8.2. enciclopedii, dictionare
8.3. atlase, harti, albume, cataloage, tabele etc. (ca produse ale cercetarii stiintifice)

9. Brevete de inventii si alte obiecte de proprietate intelectuald, materiale la saloanele de
inventii
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1. GULEA, A.; TAPCOV, V.; PINTEA, A.; GARBUZ, O.; RUSNAC, R. N-(2,3-dimetilfenil)-
2-[fenil(piridin-2-il)metiliden]-hidrazin-1-carbotioamida in calitate de inhibitor al proliferarii
celulelor HepG2 ale cancerului la ficat / Cerere pentru brebet de inventie MD nr a 2025 0044.
Data deposit 8.05.2025. Notificare preliminara 7113/25.06.2025

2. GULEA, A.; TAPCOV, V.; ISTRATI, D.; NEGUTA, A. CHIABURU-CHIOSA,. D.
Inhibitor al proliferarii celulelor HL-60 ale leucemiei umane mieloide in baza de bis{u> -[(N-
(2,5-dimetilfenil)-N -(2-oxidobenziliden)carbamohidrazonotioat] } -bis[4-amino-N-(pirimidin-
2-il)benzen-1-sulfonamid]-dicupru(Il) // Cerere pentru brebet de inventie MD nr a 2025 0026.
Data deposit 07.05.2025

3. GULEA, A.; PINTEA, A.; GARBUZ, O.; TAPCOV, V.; RUSNAC, R. Cloro-{N—(4-
metoxi fenil )-N’-[fenil(piridin-2-il)-metiliden]-carbamohidrazonotioat}cupru in calitate de
inhibitor al proliferarii celulelor hepg? ale cancerului la ficat // Cerere pentru brebet de inventie
MD nr a 2025 0041. Data deposit 25.09.2025

Rezultate experimentale au fost prezentate la Saloane Internationale de inventii, unde au
primit distinctii:
1. GARBUZ, O.; TODERAS, I.; Aurelian GULEA, A. Biological properties of some
synthetic and natural compounds. correlation of anticancer and antioxidant activities //

SALONUL DE CARTE TEHNICO - STIINTIFICA, ARTISTICA SI LITERARA
»~EUROINVENT 2025” lasi-25. Medalie de Argint

2. GULEA, A.; ISTRATI, D.;TAPCOV, V.; POIRIER, D. New molecular inhibitor of liver
cancer cells / Salonul International de Inventii de la Geneva, 9-13 aprilie 2025. Premiu
Special pentru inventie remarcabild si Medalie de aur.

3. GULEA, A.;TAPCOV, V.; GARBUZ, O.; RUSNAC, R.; PINTEA A New copper (II)
compounds as inhibitors of cancer cells proliferation // Salonul International al Cercetarii,
Inovarii si Inventicii PRO INVENT, 2025, Cluj-Napoca, Romania. Diploma de Excelenta
st Medalia de aur

4. Olga Garbuz, lon Toderas, Aurelian Gulea. Biological properties of some synthetic and
natural compounds. correlation of anticancer and antioxidant activities. Gold MEDAL.
International Exhibition of Inventions and Innovative Entrepreneurship 2025

5. Olga GARBUZ, Ion TODERAS, Aurelian GULEA. Biological properties of some
synthetic and natural compounds. Correlation of anticancer and antioxidant activities.
Salonul de Carte organizat in cadrul Salonului International de INVENTICA SI
ANTREPRENORIAT INOVATIYV, editia a I1I-a, Chisinau, 6 - 7 iunie 2025. Medalie de
Aur.

6. Olga Garbuz, lon Toderas, Aurelian Gulea. Proprietatile Biologice Ale Unor Compusi
Sintetici Si Naturali. Corelarea Activitatii Anticancer Si Antioxidante. INFOINVENT.
2025. Gold MEDAL.

10. Lucrari stiintifico-metodice si didactice
10.1. manuale pentru invatamantul preuniversitar (aprobate de ministerul de resort)
10.2. manuale pentru invatamantul universitar (aprobate de consiliul stiintific /senatul
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institugiei)
10.3. alte lucrari stiintifico-metodice si didactice

11. Recomandari, propuneri.
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Executarea devizului de cheltuieli,

conform anexei nr. 2.3 din contractul de finantare pentru anul 2025
Cifrul proiectului: _24.80012.8007.01SE

Cheltuieli, mii lei

T — N Cod A.nul de gestiu ne
N Eco (k6) | Aprobat | Modificat +/- | Precizat
Deplasiri de serviciu peste hotare 222720 35,37 35,37
Servicii de cercetdri stiintifice contractate | 222930 164,63 164,63
Total 200,0 200,0
Conduciatorul organizatiei //! prof. univ. SAROV Igor

Contabil sef / COJOCARU Liliana

Conducétorul de proiect 4{[\%‘) /f Academician GULEA Aurelian

Anexa 3
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Anexa 4
Componenta echipei conform contractului de finantare 2025
Cifrul proiectului __ 24.80012.8007.01SE

Echipa proiectului conform contractului de finantare (Ia semnarea contractului) pentru 2025
Nume, prenume
(conform
Nr contractului de A"ul.. Titlul stiintific Norma.de Da'ta i .Data "
nasterii munci angajarii | eliberirii
finantare)
1. | Gulea Aurelian 1946 | Academician, dr. 0,25 02.01.2025 | 31.12.2025
hab., prof. univ.
2. | Garbuz Olga 1978 | Dr. in biol. 0,5 02.01.2025 | 31.12.2025
3. | Tapcov Victor 1958 | Dr., conf. univ. 0,25 02.01.2025 | 31.12.2025
4.
5.
| Modificiri in componenta echipei pe parcursul anului 2025
Norma de
munci sau nr.
Nr Nume, prenume Anul nagterii | Titlul stiintific de ore Data angajarii
conform
contractului
1.
2
3
4.
3
6.
7.
Conducitorul organizatiei 44] / (prof. univ. SAROV Igor )
Contabil sef 5 / COJOCARU Liliana

\"Izv/
Conducitorul de proiect 0 A 2 /(Acad. GULEA Aurelian)
7
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