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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg pochodne 1,3,4-tiadiazolu. Przedmiotem wynalazku jest takze spo-
s6b ich otrzymywania, oraz pochodne 1,3,4-tiadiazolu do zastosowania medycznego do wytwarzania
leku oraz jako sktadnik produktéw kosmetycznych.

Melanogeneza to proces obejmujgcy synteze melaniny, jej transport i uwalnianie z melanosomu.
Melanina, sktada sie z feomelaniny i eumelaniny, i syntetyzowana jest w melanosomach organellach
melanocytéw, znajdujgcych sie w warstwie podstawnej naskoérka (Nerya et al., 2004). Do produkcji me-
laniny potrzebny jest enzym melanogenny, taki jak tyrozynaza. Tyrozynaza (EC 1.14.18.1), jest wielo-
funkcyjnym enzymem zawierajgcym miedz w centrum aktywnym i jest kluczowa dla biosyntezy melaniny
u zwierzat i roslin. Reakcje na szlaku biosyntezy melaniny obejmujg ortohydroksylacje L-tyrozyny do
L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA) oraz utlenianie L-DOPA do dopachinonu (Kim et al., 2018).

Niekontrolowana aktywno$c¢ tyrozynazy powoduje powazne zaburzenia. Na przyktad albinizm jest
wadg wrodzong, w ktérej organizm w niewielkim stopniu syntetyzuje melanine ze wzgledu na brak tyro-
zynazy, natomiast nadmierna aktywacja tyrozynazy zwieksza synteze melaniny, co powoduje problemy
ze skorg. Nieprawidtowa synteza melaniny prowadzi do chordb skory, takich jak bielactwo nabyte,
ostuda (melanodermia), piegi, plamy soczewicowate i przebarwienia pozapalne (hiperpigmentacja).
Nieprawidtowosci w aktywnosci tyrozynazy sg réwniez zwigzane z innymi chorobami, takimi jak rak czy
choroba Parkinsona (Cavalieri et al., 2002; Asanuma et al., 2003; Sendoel et al., 2010; Pan et al., 2011).
Poszukuje sie niskoczgsteczkowych zwigzkow, ktére selektywnie modulujg funkcje tyrozynazy w lecze-
niu choroéb skoéry, w tym do opracowywania kosmetykow rozjasniajgcych skoére.

Istotg wynalazku sg pochodne 1,3,4-tiadiazolu o wzorze ogdlnym 1, gdzie R1 oznacza podstaw-
nik arylowy 3-jodofenylowy (T1), 4-jodofenylowy (T2), 3 bromofenylowy (T3) lub 3-fluorofenylowy (T4),
zas$ R2 oznacza podstawnik 4-metyloimidazolo-5-ylowy.

Istotg wynalazku jest takze sposéb otrzymywania pochodnych 1,3,4-tiadiazolu charakteryzujgcy
sie tym, ze odpowiednig pochodng tiosemikarbazydu poddaje sie na czas 2 godzin dehydrocyklizac;ji
w srodowisku stezonego kwasu siarkowego, po czym otrzymany produkt reakcji oczyszcza sie przez
krystalizacje z butanolu.

Istotg wynalazku sg takze pochodne 1,3,4-tiadiazolu do zastosowania medycznego do wytwarza-
nia leku przeznaczonego do leczenia choréb skéry zwigzanych z zaburzeniami barwnikowymi skory
w postaci tabletek, proszku, granulek, kapsutek, syropu, roztworu do wstrzykiwahn a takze pochodne
1,3,4-tiadiazolu jako sktadnik produktow kosmetycznych rozjasniajgcych skére w postaci masci, kremu
i kapsutek.

Pochodne 1,3,4-tiadiazolu stosuje sie do wytwarzania leku w postaci tabletki, proszku, granulek,
kapsutek, syropu, roztworu do wstrzykiwan.

Pochodne 1,3,4-tiadiazolu stosuje sie jako sktadnik kosmetyku w postaci masci, kremu, kapsutek.

Zwigzki wedtug wynalazku wykazujg silne hamowanie aktywnosci enzymatycznej tyrozynazy
in vitro oraz brak znaczgcej cytotoksycznosci wzgledem komorek eukariotycznych. Tak wiec, otrzymane
wedtug wynalazku zwigzki mogg znalez¢ zastosowanie do wytwarzania nowych lekéw i produktéw ko-
smetycznych.

Wynalazek zostat przedstawiony w przyktadach wykonania oraz na rysunku gdzie fig. 1 ilustruje
pochodne 1,3,4-tiadiazolu o wzorze 1, a fig. 2 przedstawia wyniki inhibicji tyrozynazy (% hamowania
przy stezeniu 25 pM) dla pochodnych 1,3,4-tiadiazolu z podstawnikiem arylowym (T1-T4) oraz kwasu
kojowego (KA). Wartosci nad stupkami przedstawiajg procent inhibicji, a stupki btedéw wskazujg odchy-
lenie standardowe.

Przyktad 1. Sposob otrzymywania pochodnych 1,3,4-tiadiazolu.

4-(3-jodofenylo)-1-(4-metyloimidazolo-5-ylo)tiosemikarbazyd (0.01 mol) umieszcza sie w kolbce
stozkowej, dodaje sie 5 mL stezonego kwasu siarkowego(VI) i mieszanine reakcyjng pozostawia sie na
2 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszaninge reakcyjng wylewa sie na pokruszony
I6d. Otrzymany osad sgczy sie pod zmniejszonym cisnieniem a nastepnie krystalizuje z butanolu.

Przyktad 2. Wptyw na zywotnos¢ komorek linii L929 — test MTT.

Zasada testu MTT

Oznaczenie cytotoksycznosci zwigzku z wykorzystaniem komorek linii L929 wykonano przy uzy-
ciu testu MTT, zgodnie z Normg Europejskg: ISO 10993-5:2009(E). Test MTT oparty jest na przeksztal-
ceniu zottej soli MTT (bromku 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego) do fioletowego,
nierozpuszczalnego formazanu. Za te konwersje odpowiedzialne s NADPH lub NADH, produkowane
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przez enzym dehydrogenaze mitochondrialng obecng w aktywnych metabolicznie komoérkach. Nateze-
nie barwy fioletowego produktu jest wprost proporcjonalne do liczby zywych komérek w probce i moze
by¢ mierzone spektrofotometrycznie.

Czes¢ doswiadczalna

Na ptytke 96-dotkowag (Nunc'™), nanoszono komorki L929 (ATTC CCL-1™) o gestosci 1x10°%/ml
po 100 ul/dotek, zawieszone w petnym podtozu hodowlanym RPMI 1640 bez czerwieni fenolowej (Bio-
west) z dodatkiem 10% surowicy ptodow bydlecych (Cytogen), 2 mM/mL L-glutaminy (Sigma),
100 pg/mL streptomycyny (Sigma), 100 U/mL penicyliny (Sigma) i inkubowano przez 24 godziny
w 37°C, 5% CO2. Zwigzek rozpuszczono w DMSO (Sigma), a nastepnie seryjnie rozcienczono w petnym
podtozu hodowlanym RPMI, najwyzsze stezenie koncowe wynosito 1000 uM. Korcowe stezenie DMSO
nie byto wyzsze niz 1%. Po inkubacji usuwano podfoze znad komoérek i dodawano po 100 pL zwigzku.
Dodatkowa kontrole stanowit rozpuszczalnik DMSO, kontrole negatywng stanowity komérki hodowane
w petnym podtozu hodowlanym RPMI.

Po dodaniu wyzej wymienionych zwigzkéw komérki inkubowano 24 godziny w 37°C, 5% CO.. Po
obejrzeniu hodowli pod mikroskopem podfoze wraz z badanymi zwigzkami $ciggano, a nastepnie do
dotkdéw naniesiono po 50 pL roztworu MTT o stezeniu 1 mg/mL w podtozu RPMI 1640 i inkubowano
w standardowych warunkach (37°C i 5% CO2). Po 2 godzinach, zbierano supernatant znad komorek,
a krysztaty formazanu rozpuszczano dodajgc po 150 uyL DMSO/studzienke. Barwe produktu stabilizo-
wano dodajgc po 25 uL buforu glicynowego. Poziom absorbancji mierzono od razu za pomocg czytnika
ELISA (Multiskan EX, Labsystems, VA, USA), przy dtugosci fali A=570 nm.

Wyniki
W doswiadczeniu oceniano wptyw testowanych zwigzkéw na zywotnos¢ komaorek linii L929 przy

pomocy testu MTT. Za kontrole przyjeto hodowle komérkowe inkubowane w petnym poditozu RPMI, bez
dodatku badanych substancii i rozpuszczalnika (DMSO). Zywotno$é komérek obliczono wedtug wzoru:

e wotnodé Warto$¢ absorbancji préby badanej 100%
yWOOSC = Wartose absorbancji préby kontrolnej * ’

Dla badanych zwigzkéw wyznaczono stezenie CCso — stezenie cytotoksyczne zwigzkéw dla 30%
komérek (Tab. 1).

Tab. 1. Cytotoksycznos¢ pochodnych 1,3,4-tiadiazolu z podstawnikiem arylowym (T1-T4), rozcienczonych
seryjnie w petnym podiozu hodowlanym RPMI. Procent zywych komorek (%) + SD.
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Na podstawie przeprowadzonych badanh stwierdzono, ze pochodne 1,3,4-tiadiazolu z podstawni-
kiem arylowym wykazujg niskg cytotoksyczno$c.

Przyktad 3. Badanie wptywu pochodnych 1,3,4-tiadiazolu na aktywno$¢ enzymu tyrozynazy.

Zasada testu

W badaniach wykorzystano tyrozynaze wyizolowang z Agaricus bisporus (T3824, Sigma). Tyro-
zynaza odpowiada za ortohydroksylacje L-tyrozyny do L- 3,4-dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA), a na-
stepnie utlenianie L-DOPA do dopachinonu i przemiane do barwnego dopachromu. Natezenie barwy
produktu jest wprost proporcjonalne do aktywnosci enzymu w probce i moze by¢ mierzone spektrofoto-
metrycznie. Jako kontroli pozytywnej uzyto kwas kojowy (KA), znany inhibitor tyrozynazy.

Czes¢ doswiadczalna

Wszystkie rozciehczenia zwigzkow, L-tyrozyny jako substrat tyrozynazy i enzym tyrozynaze przy-
gotowano w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,5. Objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 200 pyL
i zawierata: 80 yL 2,5 mM L-tyrozyny, 50 yL 100 yM zwigzku/inhibitora i 70 pL tyrozynazy (10 U). Sub-
strat i zwigzek lub inhibitor dodano do 96-dotkowej ptytki (Nunc MaxiSorp™, Dania), a nastepnie dodano
tyrozynaze i zmierzono poczatkowg absorbancje (Ao) przy dtugodci fali A = 492 nm. Nastepnie ptytke
inkubowano w 25°C przez 30 min. Po inkubacji, ilos¢ dopachromu wytworzonego w mieszaninie reak-
cyjnej okreslono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A = 492 nm (Azo) przy uzyciu czytnika mikro-
ptytek SpectraMax i3 (Syngen).

Wyniki

W doswiadczeniu oceniano wptyw testowanych zwigzkéw na aktywnos$é enzymatyczng tyrozy-
nazy. Za kontrole przyjeto probki bez dodatku zwigzku/inhibitora. Doswiadczalnie ustalono stezenie ha-
mujgce 50% aktywno$¢ enzymu dla KA (ICsoka = 25 uM) dla 10 U tyrozynazy. Inhibicje tyrozynazy dla
pochodnych obliczono wedtug wzoru:

A;y- A, préby badanej

Inhibicja tyrozynazy = ( X 100%)

A;, - Ay proby kontrolnej

Dla badanych zwigzkéw wyznaczono zahamowanie aktywnosci tyrozynazy przy zastosowaniu
stezenia pochodnych réwnego 1Csoka (Fig. 1).

Przyktad 4. Wyznaczenie wartos¢ 1Cso wzgledem enzymu tyrozynazy.

Zasada testu tak jak w przyktadzie 3.

Czes¢ doswiadczalna

Zwigzki seryjnie rozcienczono w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,5. Najwyzsze stezenie
koncowe wynosito 100 uM. Pozostate warunki doswiadczenia tak jak w przyktadzie 3.

Wyniki

W doswiadczeniu oceniano wptyw testowanych zwigzkéw na aktywnosé enzymatyczng tyrozy-

nazy. Za kontrole przyjeto prébki bez dodatku zwigzku/inhibitora. Aktywnos¢ tyrozynazy dla pochodnych
obliczono wedtug wzoru:

A;,- A, préby badanej

Aktywno$¢ tyrozynazy = ( X 100%)

A5, - A, proby kontrolnej

Dla badanych zwigzkéw wyznaczono stezenie |Csoryr — stezenie hamujgce aktywnos¢ tyrozynazy
w 50% (Tab. 2).



PL 244379 B1 5

Tab. 2. Aktywnos$¢ inhibicyjna dla pochodnych 1,3,4-tiadiazolu z podstawnikiem arylowym (T1-T4), rozcienczo-
nych seryjnie w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,5. Procent aktywnosci tyrozynazy (%) + SD.
KA — kwas kojowy

Zwigzek Stezenia [uM] [Csoryr
100,00 50,00 2500 1250 625 313 156 078  [uM]

L 3010 4031 4404 4618 6198 6357 7399 7585 1360

M 080 076 027 035 061 052 099 142
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Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pochodne 1,3,4-tiadiazolu wykazujg ak-
tywnos¢ inhibicyjng wzgledem tyrozynazy. Nieoczekiwanie istotnie nizszg warto$é |Csoryr niz kwas ko-
jowy osiggnety pochodne z podstawnikiem R1 3-jodofenylowym (T1) i 4-jodofenylowym (T2).

Zastrzezenia patentowe

1. Pochodne 1,3,4-tiadiazolu o wzorze ogdlnym 1 gdzie R1 oznacza podstawnik arylowy 3-jodo-
fenylowy (T1), 4-jodofenylowy (T2), 3-bromofenylowy (T3) lub 3-fluorofenylowy (T4), zas R2
oznacza podstawnik 4-metyloimidazolo- 5-ylowy.

R2 l_i\N/H
A

1

Wzor 1

2. Sposob otrzymywania pochodnych 1,3,4-tiadiazolu okreslonych w zastrz. 1, znamienny tym,
ze odpowiednig pochodng tiosemikarbazydu poddaje sie na czas 2 godzin dehydrocyklizacji
w $rodowisku stezonego kwasu siarkowego, po czym otrzymany produkt reakcji oczyszcza
sie przez krystalizacje z butanolu.

3. Pochodne 1,3,4-tiadiazolu okreslone w zastrz. 1 do zastosowania do wytwarzania leku prze-
znaczonego do leczenia chordb skéry zwigzanych z zaburzeniami barwnikowymi skory w po-
staci tabletek, proszku, granulek, kapsutek, syropu, i roztworu do wstrzykiwan.

4. Pochodne 1,3,4-tiadiazolu okreslone w zastrz. 1 do zastosowania jako sktadnik produktow
kosmetycznych rozjasniajgcych skére w postaci masci, kremu i kapsutek.
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