Nowe pochodne 1,3,4-tiadiazolu, sposéb ich otrzymywania, zastosowanie

medyczne oraz kosmetyczne

Przedmiotem wynalazku sa nowe pochodne 1,3,4-tiadiazolu. Przedmiotem
wynalazku jest takze sposob wytwarzania, zastosowanie medyczne 1 jako sktadnik

produktéw kosmetycznych.

Melanogeneza to proces obejmujacy synteze melaniny, jej transport i
uwalnianie z melanosomu. Melanina, sktada si¢ z feomelaniny i eumelaniny, 1
syntetyzowana jest w melanosomach organellach melanocytow, znajdujacych sie
w warstwie podstawnej naskorka (Nerya et al., 2004). Do produkcji melaniny
potrzebne jest enzym melanogenny, taki jak tyrozynaza. Tyrozynaza (EC
1.14.18.1), jest wielofunkcyjnym enzymem zawierajacy miedz w centrum
aktywnym 1 jest kluczowa dla biosyntezy melaniny u zwierzat i roslin. Reakcje na
szlaku biosyntezy melaniny obejmuja ortohydroksylacj¢ L-tyrozyny do L-3,4-
dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA) oraz utlenianie L-DOPA do dopachinonu
(Kim et al., 2018).

Niekontrolowana aktywno$¢ tyrozynazy powoduje powazne zaburzenia.
Na przyktad albinizm jest wada wrodzona, w ktore] organizm w niewielkim
stopniu syntetyzuje melaning ze wzgledu na brak tyrozynazy, natomiast
nadmierna aktywacja tyrozynazy zwieksza syntez¢ melaniny, co powoduje
problemy ze skora. Nieprawidlowa synteza melaniny prowadzi do chorob skory,
takich jak bielactwo nabyte, ostuda (melanodermia), piegi, plamy soczewicowate i
przebarwienia pozapalne (hiperpigmnetacja). Nieprawidtowosci w aktywnosci

tyrozynazy sa rowniez 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 si¢ niskoczasteczkowych zwigzkow, ktore selektywnie
moduluja funkcje tyrozynazy w leczeniu choréb skory, w tym do opracowywania
kosmetykow rozjasniajacych skore.

Istotag wynalazku sa nowe pochodne 1,3,4-tiadiazolu o wzorze ogolnym 1,
gdzie R1 oznacza podstawnik arylowy 3-jodofenylowy, 4-jodofenylowy, 3-
bromofenylowy lub 3-fluorofenylowy, zas R2 oznacza podstawnik 4-
metyloimidazolo-5-ylowy.

Istota wynalazku jest takze sposdb otrzymywania nowych pochodnych
1,3,4-tiadiazoluo wzorze ogdélnym 1 polegajacy na a tym, ze odpowiednig
pochodna tiosemikarbazydu poddaje sie na czas 2 godzin dehydrocyklizacji
w $rodowisku stezonego kwasu siarkowego, po czym otrzymany produkt reakcji
oczyszcza si¢ przez krystalizacj¢ z butanolu.

Istota wynalazku jest takze zastosowanie pochodnych 1,3,4-tiadiazolu o
wzorze ogolnym 1 do wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia chorob skory
zwiazanych z zaburzeniami barwnikowymi skory oraz produktéw kosmetycznych
rozjasniajacych skore.

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

Nowe pochodne 1,3,4-tiadiazolu stosuje sie jako skladnik kosmetyku
w postaci masci, kremu, kapsulek.Istotg wynalazku

Nowe zwigzki wedlug wynalazku wykazuje silne hamowanie aktywnosci

enzymatycznej tyrozynazy in vifro oraz brak znaczace] cytotoksycznosci



wzgledem komorek eukariotycznych. Tak wigc, otrzymane wedtug wynalazku
zwiazki moga znalez¢ zastosowanie do wytwarzania nowych lekow 1 produktow
kosmetycznych.

Objasnienie figur rysunku

Fig. 1 przedstawia wzor 1, a fig. 2 przedstawia wyniki inhibicji tyrozynazy
(% hamowania przy stezeniu 25 pM) dla pochodnych 1,3,4-tiadiazolu
z podstawnikiem arylowym oraz kwasu kojowego (KA). Wartosci nad stupkami
przedstawiaja procent inhibicji, a stupki bledow wskazuja odchylenie
standardowe.

Wynalazek zostal przedstawiony blizej w przyktadach.

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

4-(3-jodofenylo)-1-(4-metyloimidazolo-5-ylo)tiosemikarbazyd (0.01 mol)
umieszcza si¢ w kolbce stozkowej, dodaje si¢ 5 mL stezonego kwasu
siarkowego(VI) 1 mieszaning reakcyjng pozostawia sie¢ na 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszaning reakcyjna wylewa si¢ na
pokruszony l6d. Otrzymany osad saczy si¢ pod zmniejszonym ci$nieniem a
nastepnie krystalizuje z butanolu.

Przyktad II. Wptyw na zywotnos¢ komorek linit L929 —test MTT.

Zasada testu MTT

Oznaczenie cytotoksyczno$ci zwigzku z wykorzystaniem komorek linii
L929 wykonano przy uzyciu testu MTT, zgodnie z Norma Europejska: ISO
10993-5:2009(E). Test MTT oparty jest na przeksztalceniu zottej soli MTT

(bromku 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-i1l0)-2,5-difenylotetrazoliowego) do



fioletowego, nierozpuszczalnego formazanu. Za t¢ konwersje odpowiedzialne sg
NADPH lub NADH, produkowane przez enzym dehydrogenaze mitochondrialng
obecng w aktywnych metabolicznie komorkach. Natezenie barwy fioletowego
produktu jest wprost proporcjonalne do liczby zywych komoérek w prébee i moze

by¢ mierzone spektrofotometrycznie.

Czes¢ doswiadczalna

Na plytke 96-dotkowa (Nunc™), nanoszono komorki L929 (ATTC CCL-
1™) ogestosci 1x10°/ml po 100 pl/dotek, zawieszone w pelnym podtozu
hodowlanym RPMI 1640 bez czerwieni fenolowej (Biowest) z dodatkiem 10%
SUrOwicy plodow bydlecych (Cytogen), 2mM/ml
L-glutaminy (Sigma), 100 pg/ml streptomycyny (Sigma), 100 U/ml penicyliny
(Sigma) i inkubowano przez 24 godziny w 37°C, 5% CO,. Zwiazek rozpuszczono
w DMSO (Sigma), a nastepnie seryjnie rozcienczono w pelnym podtozu
hodowlanym RPMI, najwyzsze stezenie koncowe wynosito 1000 pM. Koncowe
stezenie DMSO nie bylo wyzsze niz 1%. Po inkubacji usuwano podtoze znad
komorek i1dodawano po 100 ul zwiazku. Dodatkowa kontrole stanowit
rozpuszczalnik DMSQO, kontrole negatywna stanowity komorki hodowane w
pelnym podtozu hodowlanym RPMI.

Po dodaniu wyze] wymienionych zwiazkow komoérki inkubowano 24
godziny w 37°C, 5% CO,. Po obejrzeniu hodowli pod mikroskopem podtoze wraz
z badanymi zwiazkami $ciagano, a nastepnie do dotkow naniesiono po 50 ul
roztworu MTT o stezeniu 1 mg/ml w podtozu RPMI 1640 i inkubowano

w standardowych warunkach (37°C 1 5% CO;). Po 2 godzinach, zbierano



supernatant znad komorek, a krysztaty formazanu rozpuszczano dodajac po 150
ul DMSO/studzienke. Barwe produktu stabilizowano dodajac po 25 ul buforu
glicynowego. Poziom absorbancji mierzono od razu za pomoca czytnika ELISA

(Multiskan EX, Labsystems, VA, USA), przy dlugosci fali A=570 nm.

Wyniki

W doswiadczeniu oceniano wplyw testowanych zwiazkéw na zywotnosé
komoérek linii L929 przy pomocy testu MTT. Za kontrole przyjeto hodowle
komorkowe inkubowane w pelnym podlozu RPMI, bez dodatku badanych

substancji i rozpuszczalnika (DMSO). Zywotnos¢ komorek obliczono wedtug

WZOoru:
Zywotnosé= Warto,s,c absorban?.]l pr,oby badanej % 100%
Wartos¢ absorbancji proby kontrolnej
Dla badanych zwiazkéw wyznaczono stezenie CCi — stezenie

cytotoksyczne zwigzkow dla 30% komorek (Tab. 1).

Tab. 1. Cytotoksycznos¢ pochodnych 1,3.4-tiadiazolu z podstawnikiem arylowym,
rozcienczonych seryjnie w pelnym podlozu hodowlanym RPMI. Procent zywych komoérek (%) +
SD.

. Stezenia [LM] CCs
Zwiazek

1000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 [nM]
4038 46,69 @ 4934 @ 6636 8587 . 9575 @ 9236

T 1,95 1,90 3,00 5,41 2,40 1,26 6,24 84,53
17,57 3993 @ 63.68 82,10 9443 9995 = 9817

T2 4,70 6,95 3,51 3,37 432 3,77 0,92 211,84
60,68 66,08 | 7345 @ 7827 @ 81,09 | 87,33 | 90,21

T3 1,27 1,70 1,66 1,42 3,26 2,66 2,82 347,62
3937 | 4620 @ 5568 | 64,52 | 7573 | 86,16 @ 91735

T4 2,31 0,75 1,08 0,58 3,23 2,63 2,57 43,95

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pochodne 1,3,4-

tiadiazolu z podstawnikiem arylowym wykazuja niska cytotoksycznosc.



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

enzymu tyrozynazy.

Zasada testu

W badaniach wykorzystano tyrozynaze wyizolowang z Agaricus bisporus
(T3824, Sigma). Tyrozynaza odpowiada za ortohydroksylacje L-tyrozyny do L-
3,4-dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA), a nastepnie utlenianie L-DOPA do
dopachinonu i przemiang do barwnego dopachromu. Natezenie barwy produktu
jest wprost proporcjonalne do aktywnosci enzymu w probee 1 moze by¢ mierzone
spektrofotometrycznie. Jako kontroli pozytywnej uzyto kwas kojowy (KA), znany

inhibitor tyrozynazy.

Czes¢ doswiadczalna

Wszystkie rozcienczenia zwiazkow, L-tyrozyny jako substrat tyrozynazy 1
enzym tyrozynaze przygotowano w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,5.
Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 200 ul 1 zawierata: 80 ul 2,5 mM L-
tyrozyny, 50 ul 100 uM zwiazku/inhibitora 1 70 ul tyrozynazy (10 U). Substrat i
zwiazek lub inhibitor dodano do 96-dotkowej plytki (Nunc MaxiSorp ™, Dania),
a nastgpnie dodano tyrozynaze i zmierzono poczatkowq absorbancje (Ag) przy
dtugosci fali A=492 nm. Nastepnie ptytke inkubowano w 25°C przez 30 min. Po
inkubacji, i1los¢ dopachromu wytworzonego w mieszaninie reakcyjnej okreslono
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A=492 nm (As) przy uzyciu czytnika

mikroptytek SpectraMax i3 (Syngen).

Wyniki



W doswiadczeniu oceniano wplyw testowanych zwiazkéw na aktywnosé
enzymatyczng tyrozynazy. Za kontrole przyjeto prébki bez dodatku
zwiazku/inhibitora. Doswiadczalnie ustalono stezenie hamujace 50% aktywnos¢
enzymu dla KA (ICsixka = 25 uM) dla 10 U tyrozynazy. Inhibicje tyrozynazy dla

pochodnych obliczono wedtug wzoru:

o Ay,—A, proby badanej
Inhibicjatyrozynazy =100 % — ~ -x100%
A,,— A, proby kontrolnej

Dla badanych zwiazkéw wyznaczono zahamowanie aktywnoS$ci

tyrozynazy przy zastosowaniu st¢zenia pochodnych rownego ICsoka (Rys. 2).
Przyktad IV. Wyznaczenie wartos¢ ICsy wzgledem enzymu tyrozynazy.

Zasada testu — jw.

Czes¢ doswiadczalna

Zwigzki seryjnie rozcienczono w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,5.
Najwyzsze stezenie koncowe wynosito 100 uM. Pozostale warunki

doswiadczenia jw.

Wyniki

W doswiadczeniu oceniano wplyw testowanych zwiazkéw na aktywnosé
enzymatyczng tyrozynazy. Za kontrole przyjeto prébki bez dodatku
zwiazku/inhibitora. Aktywnos¢ tyrozynazy dla pochodnych obliczono wedtug

WZzZOoru.

A,,— A, proby badanej < 100%

Ak ¢ -
tywnosc tyrozynazy A,,— A, préby kontrolnej



Dla badanych zwiazkéw wyznaczono stezenie ICsory: — stezenie hamujace

aktywnos$¢ tyrozynazy w 50% (Tab. 2).

Tab. 2. Aktywno$¢ inhibicyjna dla pochodnych 1,3,4-tiadiazolu z podstawnikiem arylowym,
rozcienczonych seryjnic w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,5. Procent aktywnosci
tyrozynazy (%) £ SD.

Stezenia [uM] IELSI\OIT]yr
100,0 = 50,0 @ 250 12,5

0 0 0 0

Zwiazek
6,25 3,13 1,56 0,78

619 @ 635 73,9
T1 30,10 | 4031 @ 4404 | 4618 @ 8 7 9 7585 | 13,60
080 | 076 027 | 035 061 | 052 099 @142
535 | 590 | 66,0
T2 1926 2436 31,33 4210 6 1 5 7082 7,24
074 | 073 495 | 503 253 241 439 285
731 782 876
T3 3838 | 5687 5805 6329 6 0 5 91,04 53,81
682 | 490 @ 506 @ 411 466 @ 254 208 @ 112
69,1 721 @ 794
T4 4838 | 5549 5929 6253 6 9 4 8151 = 89,35
1,82 135 089 082 114 085 116 096
777 921 | 958
KA 587 | 1836 4528 | 5162 2 4 7 10105 | 24,87
0.64 136 070 157 | 136 131 127 | 179

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pochodne 1,3,4-
tiadiazolu wykazuja aktywno$¢ inhibicyjna wzgledem tyrozynazy. Nieoczekiwanie
istotnie nizsza warto$¢ ICsory: niz kwas kojowy osiagnety pochodne z podstawnikiem

R! meta-jodofenylowym i para-jodofenylowym.



