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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie tiosemikarbazony o-ketofosfonianéw dialkilowych
do wytwarzania preparatu farmaceutycznego.

Tiosemikarbazony wykazujg silne wilasciwosci kompleksujgce i jako tzw. ligandy N,N,S-do-
norowe silnie chelatujg szereg réznych kationéw jak na przyktad Cu(ll), Zn(ll), Ni(ll), Re(l), Co(ll),
Ga(lll) czy Pd(ll) i Pt(Il) [T. S. Lobana et al. Coordin. Chem. Rev., 253 (2009) 977-1055]. Wykazuja
one ponadto szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej, jak na przykfad aktywnosé przeciwwirusowg
(np. Metisazon stosowany dawniej jako lek na ospe) czy antybakteryjng (np. Tioacetazon stosowany
w klinice w terapii wspomagajacej leczenie gruzlicy).

Choroby nowotworowe obok choréb serca oraz wypadkéw sg jedng z najczestszych przyczyn
zgonow na swiecie. Z tego powodu nie stabng poszukiwania nowych zwigzkéw chemicznych o poten-
cjalnej aktywnosci przeciwnowotworowe;.

Ze wzgledu na silne powinowactwo do jonéw zelaza Fe(ll) i Fe(lll) tiosemikarbazony zaliczane
sg do grupy tzw. chelatoréw zelaza o aktywnosci przeciwnowotworowej. Aktywnos¢ ta zwigzana jest
z mozliwoscig wigzania zelaza wchodzacego w skiad reduktazy rybonukleotydowej (RNR) — enzymu
biorgcego udziat w kluczowej dla syntezy DNA reakcji przemiany rybonukleotydéw do deoksyrybonu-
kleotydéw. Sposrod opisanych w literaturze naukowej chelatoréw zelaza o aktywnosci przeciwnowo-
tworowej to wtasnie tiosemikarbazony sg obecnie najszerzej badang i wzbudzajgcg najwieksze zainte-
resowanie grupg zwigzkow. Odzwierciedleniem tego jest Triapina — tiosemikarbazon aldehydu
3-amino-2-pirydylowego wykazujgcy szczegolnie skuteczne dziatanie w przypadku nowotwordw ptuc,
jajnikow i biataczki [Yu, Y. et al. Clin Cancer Res, 2006, 12(23), 6876—6883], czy jeszcze bardziej
aktywna N,N-dimetylowa pochodna di-2-pirydylo ketonu tzw. Dp44mT [Yuan, J. et al. Blood, 2004,
104(5), 1450-1458].

Obszerne badania pokazaty, ze przeciwnowotworowe dziatanie tiosemikarbazonéw jest duzo
bardziej ztozonym procesem, ktéry moze zachodzi¢ wedtug kilku mechanizmoéw. Okazalto sie, ze
samo powinowactwo do jondw zelaza nie zapewnia aktywnosci, konieczne jest tworzenie tzw. ak-
tywnych komplekséw redoks. Co wiecej, wigzanie sie tiosemikarbazonu z podjednostkg R2 redukta-
zy rybonukleotydowej nie jest jedynym mechanizmem przeciwproliferacyjnej aktywnosci tej grupy
zwigzkow. Tiosemikarbazony mogg indukowaé takze apoptoze oraz mieé¢ wptyw na topoizomera-
ze a Il. Szereg skutkéw ubocznych jak methemoglobinemia w przypadku Triapiny czy kardiotok-
sycznos¢ Dp44mT, oraz ztozone mechanizmy dziatania sprawiajg, ze ciggle poszukuje sie nowych
tiosemikarbazondéw.

Istotg wynalazku jest zwigzek o wzorze 1, w ktérym R oznacza podstawnik o-naftyl, B-naftyl,
fenyl podstawiony grupg metoksylowg, metylosulfanylowg, dimetyloaminowg lub atomem bromu lub
fluoru, podstawnik 2-fenyloetylowy, cykloheksylowy lub grupe n-alkilowg C1, C5, C7, C9, C11 i C13,
natomiast Alk oznacza etyl, n-butyl, izopropyl lub n-heksyl do zastosowania w leczeniu choréb nowo-
tworowych, w szczegdlnosci nabtoniaka nerwowego, ludzkiego raka ptuc oraz ludzkiego raka jajnika.

Jako modele badawcze do oceny aktywno$ci tiosemikarbazonéw a-ketofosfonianow dialkilo-
wych wybrano linie nabtoniaka nerwowego SK-N-MC, ludzkiego raka ptuc A-549 oraz linie ludzkiego
raka jajnika SKOV-3.

Wynalazek zostat blizej przedstawiony w przyktadzie realizaciji.

Przyktad 1

Opis i schemat oceny aktywnosci przeciwproliferacyjnej tiosemikarbazonéw a-ketofos-
fonianéw dialkilowych:

Komorki nabtoniaka nerwowego SK-N-MC, ludzkiego raka ptuc A-549 oraz raka jajnika SKOV-3
pochodzace z hodowli in vitro nanoszono na ptytke 96-dotkowg w liczbie 1x10* (dla komorek SKOV-3
i SK-N-MC) lub 0,25x10% (dla komoérek A-549) na dotek w objetosci 100 ul medium hodowlanego
z dodatkiem surowicy bydlecej ptodowej (FBS) i antybiotykéw. Po 24 godzinach inkubacji w 37°C,
w wilgotnej atmosferze nasyconej 5% CO:z komorki traktowano odpowiednim tiosemikarbazonem
w stezeniach 100, 100, 10, 1i 0,1 pg/ml (w koncowej objetosci 100 ul), pod kontrolg komérek, do kté-
rych dodano wytgcznie 100 pul medium hodowlanego. Roztwdr tiosemikarbazonu przygotowywano
ex tempore, rozpuszczajgc nawazke zwigzku w DMSO, a nastepnie dopetniajgc medium hodowlanym
do stezenia zwigzku 2 mg/ml. Kolejne rozciehczenia wykonywane byty w medium hodowlanym.
Po kolejnych 72 godzinach inkubacji w 37°C, w wilgotnej atmosferze nasyconej 5% CO:2 okreslano
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stopien zahamowania proliferacji komoérek SK-N-MC, A-549 i SKOV-3 pod wptywem danego tiosemi-
karbazonu.

Do odczytu testu stosowano metode SRB [wg Skehan P. et al. J Natl Cancer Inst, 1990, 82,
1107-1112].

Kontrole ,zerujgca” stanowit roztwdr pochodzacy z dotkdw zawierajgcych tylko medium hodow-
lane. Kontrole pozytywng stanowig komorki nietraktowane tiosemikarbazonami a-ketofosfonianéw
dialkilowych, zawieszone w medium hodowlanym.

Nastepnie na podstawie wykresu zaleznosci procentu zahamowania proliferacji komoérek
od stezenia tiosemikarbazonu okreslono stezenie poszczegdlnych tiosemikarbazonéw hamujgce proli-
feracje komadrek SK-N-MC, A-549 i SKOV-3 w 50%, czyli wartosci ICso.

Wartosci odczytanych ICso dla poszczegoinych tiosemikarbazonow a-ketofosfonianéw dialkilo-
wych przedstawiono w tabeli 1.

Tabelal
Wartosci ICso uzyskane dla tiosemikarbazonow a-ketofosfonianéw dialkilowych oraz Dp44mT

jako kontroli dla komdrek nabtoniaka nerwowego SK-N-MC, ludzkiego raka ptuc A-549
oraz ludzkiego raka jajnika SKOV-3. (UN — nie aktywny w zakresie stosowanych stezen)

RWﬁN“m-ij\w-iz
Fz0
AKO™ OAKk
ICs |pg/ml]
R Alk E/Z SK-N-MC A-549 SKOV-3
{mol/mol)
Me Me 100:0 UN UN UN
Me Et 79:21 UN UN UN
4-MeSC¢H, Et 36:64 34,004 UN UN
B-naftyl Et 38:62 31,9437 54,8275 UN
a-naftyl Et 100:0 58,6 +4,1 63,7+ 10,4 UN
4-CICsHs Et 28:72 UN UN UN
4-MeCqH,4 Et 0:100 UN UN UN
CHx(CHz)s- Et 86:14 33,931 89,9 8,0 UN
4-MeOC¢H, Et :100 UN UN UN
4-MeOCH, Et 47:53 874+338 UN UN
Ph Et 39:61 UN UN UN
4-PhC¢Hy Et 40:60 UN UN UN
iBu Et 48:52 UN UN UN
Me n-Bu 77:23 356+3,6 87,34 8,0 UN
CH3(CH;)s- Et 60:40 UN UN UN
Et Et 44:56 UN UN UN
4-MeaNCeHa Et 58:42 478+ 16,3 UN UN
4-FCeH4 Et 0:100 72,3+ 21,8 UN UN
Cyklopropyl Et 33:67 UN UN UN
1-Adamantyl Et 0:100 UN UN UN
4-BrC,sHy Et 0:100 32,725 UN UN
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Me iPr 87:13 UN UN UN
Cykloheksyl Et 7:93 31,5+93 UN UN
PhCH:CH: Et 11:89 332203 57,3+ 1,2 UN
CH3(CH;)s- Et 78:22 16,8+ 9,6 29,4 £ 0,6 444+ 11,5
CHx(CHa)s- Et 62:38 3,3+0,1 48+ 1,7 279+3,4
CHs(CHa)s- n-Bu 71:29 1,4+1,2 2,7+0,5 7,8+5,6
CH;s(CH2)s- i-Pr 60:40 3,2+0,2 3207 8,1+3,.2
CH;3(CH;)s- n-heksyl 55:45 3,1+0,6 3,1+£23 159+10,3
CH3(CH2)0- Ft 78:22 3,1£0,45 4,609 31,5+2,1
CHx(CHzha- Et 65:35 1,9+ 1,1 2,7+09 4213
Dp44mT 034+02 52+1,0 540+ 11,8
(w ng/ml) (w ng/mt) (w ng/ml)

1. Zwigzek o wzorze 1, w ktdrym R oznacza podstawnik a-naftyl, p-naftyl, fenyl podstawiony
grupg metoksylowa, metylosulfanylowg, dimetyloaminowg lub atomem bromu lub fluoru,
podstawnik 2-fenyloetylowy, cykloheksylowy lub grupe n-alkiliowg C1, C5, C7, C9, C11
i C13, natomiast Alk oznacza etyl, n-butyl, izopropy! lub n-heksyl do zastosowania w lecze-
niu choréb nowotworowych, w szczegélnosci nabtoniaka nerwowego, ludzkiego raka ptuc
oraz ludzkiego raka jajnika.

Zastrzezenie patentowe

Rysunek

HZN\H/

S

H
N

~

N

- J\ _OAK

P
11~ OAlk
0

Wzor |




	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia
	Rysunki

