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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowa pochodna tiosemikarbazydu o wzorze ogdlnym 1, przedsta-
wionym na rysunku, charakteryzujgca sie jednoczesnym dziataniem inhibitujgcym aktywnos¢ topoizo-
merazy lla i indoloamino-2,3-dioksygenazy 1, wykazujgca aktywnos$c¢ przeciwnowotworowsg, sposoéb jej
wytwarzania oraz jej pierwsze zastosowanie medyczne.

Znane sg z literatury naukowej pochodne tiosemikarbazydu, inne niz wskazana w wynalazku,
wykazujgce aktywnosé przeciwnowotworowg (Anticancer Agents Med Chem 2016, 16, 1288-1300;
Anticancer Agents Med Chem 2018, 18, 529-540; Molecules 2019, 24, 2065; Molecules 2020, 25,
2980). Dla pojedynczych pochodnych tiosemikarbazydu wykazano, ze aktywnos$é przeciwnowotwo-
rowa wynika, przynajmniej czesciowo, z zahamowania aktywnosci ludzkiej topoziomerazy Ilo. (An-
ticancer Agents Med Chem 2018, 18, 529-540). Istnieje réwniez pojedyncze doniesienie naukowe
stwierdzajgce, ze niektore pochodne tiosemikarbazydu, lecz podstawione wytgcznie w pozycji 1
i nie zawierajgce podstawnikéw w pozycji 4, mogg hamowac aktywno$¢ enzymu — indoloamino-2,3-
-dioksygenazy 1 (Eur J Med Chem 2014, 82, 96—105). Dla zwigzkéw wskazanych w powyzszym
zrodle (Eur J Med Chem 2014, 82, 96—105) brak jest jednak danych potwierdzajgcych ich aktywnos¢
przeciwnowotworowg. Brak jest réwniez dotychczas jakichkolwiek doniesien literaturowych, w tym
opiséw patentowych, dotyczgcych pochodnych tiosemikarbazydu charakteryzujgcych sie jednocze-
sng zdolnoscig do hamowania obu wskazanych wczesniej enzyméw, tj. topoizomerazy lla i indolo-
amino-2,3-dioksygenazy 1. Tym bardziej brak jest doniesien naukowych na temat aktywnosci prze-
ciwnowotworowej takich pochodnych.

Zahamowanie obu wspomnianych enzymow wydaje sie korzystne z klinicznego punktu wi-
dzenia, gdyz inhibicja topoizomerazy llo. prowadzi do zahamowania proliferacji komérek nowotworo-
wych a inhibicja indoloamino-2,3-dioksygenazy 1 — zwieksza skutecznosc¢ ludzkiego uktadu immunolo-
gicznego w walce z nowotworem. Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) rocznie
stwierdza sie blisko 20 milionéw nowych przypadkéw zachorowan na nowotwory a ryzyko rozwoju no-
wotworéw u 0s6b w przedziale wiekowym 0-74 lat wynosi 20,2%. Choroby nowotworowe sg druga
w kolejnosci przyczyng smierci, lecz zgodnie z przewidywaniami WHO — w roku 2060 stang sie podsta-
wowg przyczyng smierci ludzi na catym swiecie (J Epidemiol Glob Health 2019, 9, 217-222). W zwigzku
z tych istotne jest wprowadzenie do praktyki klinicznej nowych lekéw skutecznie hamujgcych rozwd;j
choréb nowotworowych.

Celem wynalazku jest 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazyd, o wzorze ogél-
nym 1 przedstawionym na rysunku, hamujacy aktywnosc¢ ludzkiej topoizomerazy lla i indoloamino-2,3-
-dioksygenazy 1, co znaczgco wptywa na jego aktywnosc¢ i skuteczno$¢ przeciwnowotworowg. Aktyw-
nosc¢ ta umozliwia zastosowanie tego zwigzku z leczeniu nowotworowym.

Zgtaszajacy prowadzili badania majgce na celu uzyskanie pochodnych tiosemikarbazydu ta-
czacych zdolnosé hamowania topoizomerazy lla i indoloamino-2,3-dioksygenazy 1, ktére sg enzy-
mami istotnymi z punktu widzenia skutecznego dziatania przeciwnowotworowego. Uzyskane wyniki
wskazujg na silng aktywnos¢ przeciwnowotworowg pochodnej tiosemikarbazydu, bedacej przed-
miotem wynalazku, wobec badanych linii komérek nowotworowych. Dziatanie to jest wynikiem jed-
noczesnego zahamowania w komérkach nowotworowych aktywnosci enzymoéw topoizomerazy lla
i indoloamino-2,3-dioksygenazy 1. Co istotne, pochodna tiosemikarbazydu, bedgca przedmiotem
wynalazku, wykazywata dziatanie silniejsze od leku przeciwnowotworowego — etopozydu, wzgle-
dem zastosowanych w badaniu linii komérek nowotworowych. Otrzymane wyniki pozwalajg oczeki-
wac, ze bedaca przedmiotem wynalazku pochodna tiosemikarbazydu moze sta¢ sie obiecujgcym
kandydatem na lek przeciwnowotworowy.

Przedmiotem wynalazku jest 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazyd, hamu-
jacy aktywnosc¢ ludzkiej topoizomerazy llo i indoloamino-2,3-dioksygenazy 1, wykazujgcy aktywno$c
przeciwnowotworowa.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez spos6b wytwarzania nowej pochodnej tiosemikarbazydu
0 wzorze ogélnym 1 przedstawionym na rysunku, polegajgcy na tym, ze hydrazyd 2-nitrobenzoesowy
(o wzorze ogdélnym 2) poddaje sie reakcji z izotiocyjanianem 4-fenyloazofenylu (o wzorze ogdlnym 3),
przy czym reakcje prowadzi sie w rozpuszczalnikach organicznych, korzystnie we wrzgcym bezwodnym
etanolu, przez 10-30 minut. Postep reakcji kontroluje sie w oparciu o wyniki chromatografii cienkowar-
stwowej. Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng schtadza sie a powstaty osad odsgcza sie, suszy
a nastepnie krystalizuje z rozpuszczalnikéw polarnych, korzystnie z etanolu.
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Wynalazek dotyczy takze zastosowania pochodnej tiosemikarbazydu o wzorze ogdéinym 1 przed-
stawionym na rysunku w leczeniu choréb nowotworowych.

Pochodna tiosemikarbazydu wedtug wynalazku moze by¢ wykorzystywana do wytwarzania lekow
i produktéw leczniczych o dziataniu przeciwnowotworowym.

Przyktad 1:

0,01 Mola hydrazydu 2-nitrobenzoesowego rozpuszczono w 20 mL bezwodnego etanolu, po
czym do otrzymanego roztworu dodano 0,01 mola izotiocyjanianu 4-fenyloazofenylu. Catos¢ ogrzewano
w kolbce okragtodennej pod chiodnicg zwrotng wodng przez 20 minut, po czym mieszaning reakcyjng
schtodzono a wytrgcony osad odsgczono, wysuszono i przekrystalizowano z etanolu. Otrzymano 4-(4-
-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazyd (o wzorze ogdlnym 1) z wydajnoscia 87%. Struk-
ture chemiczng zwigzku okreslono w oparciu o wyniki analizy widm *H-NMR, IR oraz MS.

Parametry fizykochemiczne i spektralne pochodnej tiosemikarbazydu o wzorze ogdlnym 1:

Wydajnos¢ reakcji: 87%; temp. topnienia: 168-170°C; 1H-NMR (600 MHz): 7.24 — 7.96 (m, 13H,
ArH), 9.52 (s, 1H, NH), 9.92 (s, 1H, NH), 10.36 (s, 1H, NH); IR (v, cm): 3319 (NH), 1660 (C=0), 1334
(C=S); EI-MS (m/z): 420 [M*].

Przedmiotem wynalazku jest rowniez 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazyd
do zastosowania w leczeniu choréb nowotworowych. Zwigzek wedtug wynalazku wykazuje silne dzia-
tanie przeciwnowotworowe, w zwigzku z czym moze znalez¢ zastosowanie do wytwarzania nowych
lekdw majgcych zastosowanie w terapii chorob nowotworowych.

Badanie wtasciwosci przeciwnowotworowych 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemi-
karbazydu przeprowadzono przy zastosowaniu dwéch niezaleznych metod: testu MTT oraz testu BrdU.
W badaniach wykorzystano nastepujgce linie komérek nowotworowych: MCF-7 (komérki raka sutka),
MDA-MB-231 (komérki raka sutka), SCC-25 (komorki raka jezyka), FaDu (komoérki raka przetyku), A549
(komorki raka ptuc), AGS (komorki raka zotgdka), T98G (komorki glejaka), LS180 (komorki raka jelita
grubego), HT29 (komdrki raka jelita grubego), A375 (komérki czerniaka). Hodowle komérek nowotwo-
rowych prowadzono na ptytkach 96-dotkowych stosujgc podtoza hodowlane dedykowane do danego
typu linii komorkowej. Na ptytki zawierajgce dany typ komoérek dodawano wzrastajgce stezenia 4-(4-
-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazydu (od 1 do 100 pg/ml), prowadzono 24-godzinng
inkubacje, po czym aktywnos$¢ przeciwnowotworowg oceniano na podstawie stopnia zahamowania ak-
tywnosci metabolicznej (test MTT) lub zahamowania biosyntezy DNA (test BrdU). Jako kontroli dodat-
niej uzyto leku przeciwnowotworowego — etopozydu.

Przyktad 2:

Linie komérek nowotworowych (MCF-7, MDA-MB-231, SCC-25, FaDu, A549, AGS, T98G,
LS180, HT29, A375), zakupione od certyfikowanego dostawcy (ATCC), hodowano w rekomendowa-
nych do tego celu pozywkach wzbogaconych w 10% FBS, penicyline (100 U/mL) and streptomycyne
(100 pg/mL). Hodowle prowadzono w atmosferze zawierajgcej 5% CO2, w temperaturze 37°C. Zawie-
sine komérek nowotworowych przenoszono do dotkéw na ptytkach 96-dotkowych (100 pl/dotek), stosu-
jac gestos¢ zawiesiny 1x105 komoérek/ml. Po 24 godzinach wymaganych do catkowitego przyklejenia
sie komorek do podtoza, na ptytki dodawano roztwory zawierajgce wzrastajace od 1 do 100 g g/ml
stezenia 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazydu lub etopozydu (kontrola dodatnia),
catos¢ inkubowano przez kolejne 24 godziny, po czym dodawano roztwor odczynnika MTT. Po trwajgcej
kolejne 3 godziny inkubacji, do dotkdw dodawano roztwér 10% SDS. Po catonocnej inkubacji odczyty-
wano absorbancje roztworéw w dotkach przy dtugosci fali 570 nm, stosujgc czytnik mikroptytek (Epoch,
BioTek). Wyniki przedstawiono w postaci wartosci ICso, okreslajgcych stezenie zwigzku niezbedne do
zahamowania wzrostu komorek o 50%. Wyniki zestawiono w Tabeli 1.



4 PL 243704 B1

Tabela 1. Aktywnos$c¢ przeciwnowotworowg 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazydu i etopo-
zydu (kontrola dodatnia), wyrazona w postaci wartosci ICso (ug/ml), okreslona na podstawie testu MTT.

IC50 (ug/ml) = SD
MDA-MB-231 10.47=1.02 >100
MCF-7 7.67 = 0.63 >100
SCC-25 4.75+033 59.06 £4.49
A549 5371047 > 100
AGS 553038 50.79+3.13
TISG 3.35+0.30 >100
LS180 312021 >100
FaDu 2.18x0.11 12.54 £0.86
A375 1.79+0.14 10.20 £0.83
HT29 7.36+0.12 94,49 + 6.64
Przyktad 3:

Zawiesine komorek nowotworowych, hodowanych jak w przyktadzie 2, nanoszono na ptytke 96-
dotkowg w objetosci 100 ul/dotek przy zachowaniu gestosci 1x10* komaérek/ml. Po 24 godzinach wyma-
ganych do catkowitego przyklejenia sie komoérek do podtoza, na ptytki dodawano roztwory zawierajgce
4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazyd lub etopozyd (kontrola dodatnia) w stezeniu
25 pg/ml, catos¢ inkubowano przez kolejne 24 godziny, po czym dodawano roztwér odczynnika BrdU. Po
2 godzinach inkubacji odczytywano absorbancje roztworéw w dotkach przy dtugosci fali 450 nm, stosujgc
czytnik mikroptytek (Epoch, BioTek). Wyniki przedstawiono w postaci procentowej wartosci przezywalno-
$ci komorek nowotworowych w poréwnaniu do hodowli nie poddanej ekspozycji na dziatanie 4-(4-fenylo-
azofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazydu lub etopozydu. Wyniki zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Przezywalno$¢ komdérek nowotworowych poddanych ekspozycji na 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitro-
benzylo)-tiosemikarbazyd i etopozyd w stezeniu 25 pg/ml.

% przezywalno$ci komérek nowotworowych
soveimne | e saaan | Eommaa aspmy
MDA-MB-231 120.89 + 7.03 97.9848.11
MCF-7 69.69 + 6.07 81.24+7.28
SCC-25 3874028 45.71+0.16
A549 0.43 +0.04 5.60+0.25
AGS 90.00 £ 6.32 51.7845.49
T98G 8.68 £ 0.63 52.8344.70
LS180 18.29+ 1.79 91.67+3.07
FaDu 17.69 = 2.42 31.75+1.65
A375 1.92 £2.01 17.87+2.36
HT29 8.48+0.73 42,61 +5.65
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Zdolnos$¢ 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazydu do hamowania aktywnosci
ludzkiej topoizomerazy lla. i indoloamino-2,3-dioksygenazy 1 (IDO1) okreslono przy zastosowaniu ko-
mercyjnie dostepnych zestawéw do oznaczania aktywnosci enzymatycznej: Topoisomerase |l Drug
Screening Kit (TopoGEN) (dla oznaczenia stopnia inhibicji topoizomerazy lla) oraz Universal
IDO1/IDO2/TDO Inhibitor Screening Assay Kit (Biosciences) (dla oznaczenia stopnia inhibicji indolo-
amino-2,3-dioksygenazy 1).

Przyktad 4:

Mieszanine zawierajgcg DNA, topoizomeraze Il, bufor i 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-
tiosemikarbazyd w stezeniu 50 pg/ml inkubowano przez 30 minut w 37°C. Po dodaniu 10% SDS, pro-
teinazy K i buforu obcigzajgcego przeprowadzono elektroforeze w 1% zelu agarozowym. Po zakoncze-
niu rozdziatu elektroforetycznego DNA wybarwiano bromkiem etydyny i analizowano w $wietle UV, sto-
sujgc system dokumentaciji zeli (Syngene G:BOX). Wyniki przedstawiono w postaci procentowej warto-
§ci zahamowania aktywnosci enzymu w poréwnaniu do préby nie zawierajgcej 4-(4-fenyloazofenylo)-1-
-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazydu.

Poziom zahamowania aktywnosci topoizomerazy lla przez 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitroben-
zylo)-tiosemikarbazyd (50 pug/ml) przedstawiono w Tabeli 3.

Przyktad 5:

Przygotowywano mieszanine reakcyjng zawierajgcg bufor, 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitroben-
zylo)-tiosemikarbazyd w stezeniu 50 ug/ml oraz indoloamino-2,3-dioksygenaze 1 (IDO1) w stezeniu
40 ng/ul. Catos¢ inkubowano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji odczytywano
poziom absorbancji roztworu przy dtugosci fali 320 nm, stosujac czytnik mikroptytek (Epoch, BioTek).
Wyniki przedstawiono w postaci procentowej wartosci zahamowania aktywnosci enzymu w poréwnaniu
do proby nie zawierajgcej 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazydu.

Poziom zahamowania aktywnosci indoloamino-2,3-dioksygenazy 1 (IDO1) przez 4-(4-fenyloazo-
fenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazyd (50 ug/ml) przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Stopien zahamowania aktywnosci topoizomerazy lla oraz indoloamino-2,3-dioksygenazy 1 (IDO1)
przez 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-nitrobenzylo)-tiosemikarbazyd w stezeniu 50 pg/ml

% hamowania aktywnosci enzymatycznej

kontrola ujemna 4-(4-fenyloazofenylo)-1-(2-

nitrobenzylo)-tiosemikarbazyd

topoizomeraza Ia 0% 42.36%

indoloamino-2,3-dioksygenaza 0% 21,43%

Zastrzezenia patentowe

1. Nowa pochodna tiosemikarbazydu, o wzorze ogélnym 1 przedstawionym na rysunku, bedgca
jednoczesnym inhibitorem ludzkiej topoizomerazy Il oraz indoloamino-2,3-dioksygenazy 1
(IDO1), wykazujgca dziatanie przeciwnowotworowe.
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. Sposoéb wytwarzania pochodnej tiosemikarbazydu o wzorze ogdélnym 1 przedstawionym na
rysunku, znamienny tym, ze hydrazyd 2-nitrobenzoesowy poddaje sie reakcji z izotiocyja-
nianu 4-fenyloazofenylu, prowadzac reakcje w rozpuszczalnikach organicznych, a postep re-
akcji kontroluje sie przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej, za$ po zakonczeniu reakcji
mieszanine reakcyjng schiadza sie a powstaty osad odsgcza sie, suszy i nastepnie krystalizuje
z rozpuszczalnikéw polarnych.

. Sposob, wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje prowadzi sie we wrzgcym bezwodnym
etanolu, korzystnie przez 10-30 minut.

. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze otrzymany osad korzystnie krystalizuje sie
Z etanolu.

. Pochodna tiosemikarbazydu o wzorze ogdlnym 1, przedstawionym na rysunku do zastosowa-
nia w leczeniu choréb nowotworowych.

Rysunki

SCN
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