regczospolTA 1, OPIS PATENTOWY  (5)PL (11240872

POLSKA

13 B1

_ (51) Int.CI.
(21) Numer zgtoszenia: 434141 CO7D 413/14 (2006.01)
A61K 31/455 (2006.01)
A61K 31/443 (2006.01)
Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 29.05.2020 A61K 31/4439 (2006.01)

Rzeczypospolitej Polskiej A61K 31/496 (2006.01)
A61K 31/5395 (2006.01)

AG61P 35/00 (2006.01)

Nowe pochodne 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny, sposéb ich otrzymywania

(54) . y
i zastosowanie

(73) Uprawniony z patentu:

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. PIASTOW
SLASKICH WE WROCEAWIU, Wroctaw, PL

(43) Zgloszenie ogloszono: (72) Twérca(y) wynalazku:

06.12.2021 BUP 36/21 PIOTR SWIATEK, Pagéw, PL
JOLANTA SACZKO, Wroctaw, PL
JULITA KULBACKA, Wroctaw, PL
NINA REMBIALKOWSKA, Wroctaw, PL
TERESA GLOMB, Wroctaw, PL
20.06.2022 WUP 25/22 LUKASZ SZCZUKOWSKI, Wroctaw, PL

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Anna Rozkowicz

PL 240872 B1



2 PL 240 872 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa nowe pochodne 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny wykazujace aktyw-
nos¢ przeciwnowotworowa, sposéb ich otrzymywania oraz zastosowanie do leczenia nowotworéow
zwlaszcza czerniaka ztosliwego oraz gruczolakoraka gruczotu sutkowego.

Z analizy stanu techniki wynika, ze zwigzki, ktére zawieraja pierécien 1,3,4-oksadiazolu sg wazng
grupa pochodnych, wsérdd ktérych poszukuje sie nowych kandydatéw na leki. Szczegdlnie duzo donie-
sien naukowych dotyczy aktywnosci antyproliferacyjnej czy tez cytotoksycznej zwigzkéw zawierajagcych
pierscien 1,3,4-oksadiazolu. Sposrod wielu zwiazkéw 1,3,4-oksadiazolowych aktywnosé cytostatyczna
udowodniono rowniez dla pochodnych o budowie zasad Mannicha. Wprowadzenie w pozycje 3-pier-
$cienia 1,3,4-oksadiazolu odpowiedniej grupy aminometylowej skutkuje powstaniem zwigzkéw o aktyw-
nosci przeciwnowotworowej (S. Shahzad, M. Yar, M. Bajda, B. Jadoon, Z. Khan, S. Naqvi, A. Shaikh,
K. Hayat, A. Mahmmod, N. Mahmood, S. Filipek, Bioorg. Med. Chem., 22, 3, 1008-1015, 2014;
N. Yadav, P. Kumer, A. Chhikara, M. Chopra, Biomedicine and Pharmacotherapy, 95, 721-730, 2017).
Badania wptywu 4-fenylopiperazynylometylowych pochodnych 2-tiokso-1,3,4-oksadiazolu na linie ko-
morek nowotworowych potwierdzajg ich aktywnos¢ cytostatyczna (J. Sun, S. Z. Ren, X. Y. Lu, J. J. Li,
F. Q. Shen, C. Xu i H. L. Zhu, Bioorg. Med. Chem., 25, 9, 2593-2600, 2017). Ponadto w poréwnaniu
z innymi izomerycznymi oksadiazolami, pochodne 1,3,4- wykazujg lepsza stabilno$¢ metaboliczng, roz-
puszczalno$¢ w wodzie oraz mniejsza lipofilowos¢ (J. Bostrom, A. Hogner, A. Llinas, E. Weliner
i A .Plowright, Oxadiazoles in medicinal chemistry, J. Med. Chem., 55, 5, 1817-1830, 2012). Pierscien
1,3,4-oksadiazolu dziata réwniez jako bioizosteryczny akceptor wigzania wodorowego dla zwigzkéw
karbonylowych, takich jak ketony, estry, amidy i karbaminiany, bedac jednocze$nie odpornym na roz-
kiad przez peptydazy i esterazy hydrolityczne (J. R. Frost, C. Scully, A. K. Yudin, Oxadiazole grafts in
peptide macrocycles, Nature Chemistry, 8, 12, 1105-1111, 2016).

Z drugiej strony jako zwiazki o potencjalnym zastosowaniu w terapii nowotworéw badane sag cze-
sto pochodne pirydyny. Wykazano miedzy innymi, ze zwiazki zawierajace w swoje| strukturze reszte
pirydynowa hamuja angiogeneze (Lukasik P.M. et al., Eur. J. Med.Chem. 2012, 57, 311-322; Ahn C.M.
et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2004, 15, 3893-3896) czy tez kieruja komorki nowotworowe na droge
apoptozy (Ari F. et ah, Bioorg. Med. Chem. 2013, 21, 6427-6434; Zhang Y.B. et ah, Med. Chem.Res.
2013, 22, 3193-3203).

Dokument EP2740733 ujawnia zwigzki heteroarylowe, pochodne 3,4-dihydro-pirazyno [2,3-b] pi-
razyno-2(1H)-onu jako inhibitory kinazy mTOR. Ujawniono mozliwo$¢ stosowania tych zwigzkow w le-
czeniu lub zapobieganiu nowotworom oraz chorobom zwigzanym ze szlakiem mTOR/P13K/AKT jak
stany zapalne, choroby neurodegeneracyjne, cukrzyca, otylo$é, zaburzenia neurologiczne, choroby
zwigzane z wiekiem lub choroby sercowo-naczyniowe.

Zgtoszenie P. 427105 ujawnia nowa pochodng 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny wykazujaca ak-
tywnosc¢ przeciwnowotworowa. Hydrazyd kwasu N’-[(antracen-9-ylo)metyleno]-2-[4,6-dimetylo-2-sulfa-
nylopirydyn-3-ylo-karboksamido]octowego wykazuje potencjat w leczeniu gruczolakoraka gruczotu sut-
kowego, gruczolakoraka jelita grubego z opornoscia lekowa oraz ludzkiego czerniaka.

Dokument CN102807574 opisuje pochodne pirydotiazyny o szerokim zakresie aktywnosci prze-
ciwnowotworowej, przy czym wspomniane zwiazki wykazuja doskonate dziatanie hamujace wobec roz-
nych nowotworowych linii komérkowych w testach komérkowych in vitro. Wspomniane linie komérkowe
obejmuja linie komorek ludzkiej biataczki OP-1, linie komoérkowa ludzkiego raka okreznicy HT29, ludzka
linie komdrek raka ptuc H460, oporng na paklitaksel ludzka linie komorek raka ptuc H460TaxR i linie
komorkowa ludzkiego raka sutka opornych na doksorubicyne MCF-7 /Adr.

Zasadniczym problemem w stosowaniu chemioterapeutykéw obecnych na rynku jak i zwiazkéw
znajdujacych sie na réznych etapach badan jest brak ich wybiérczego dziatania w stosunku do komérek
nowotworowych. Leki obecnie stosowane sa bardzo czesto toksyczne dla zdrowych komdrek organi-
zmu, w zwigzku z tym wywotuja szereg dziatan niepozadanych, czesto zagrazajacych zyciu pacjenta.
Poszukiwania nowych lekéw przeciwnowotworowych koncentruja sie w chwili obecnej na zwiazkach
niszczacych komaorki nowotworowe a jednoczeénie bezpiecznych dla zdrowych tkanek.

Celem wynalazku jest dostarczenie nowych zwiazkow bedacych kandydatami na leki o aktywno-
$ci przeciwnowotworowej, dziatajgcych antyproliferacyjnie i cytotoksycznie w sposéb wybiérczy wobec
komodrek nowotworowych.
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Nieoczekiwanie okazato sie, Ze potaczenie w jednej strukturze podstawionej pirydyny i ugrupo-
wania 1,3,4-oksadiazolowego wptywa na wiasciwosci farmakologiczne i toksykologiczne w sposob ko-
rzystny.

Przedmiotem wynalazku jest zwiazek bedacy pochodna 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny o wzorze 1

CHj o
7 NH/\/ S
Y | >/ 1
HsC~ "N~ "SH N N

WZOR 1

gdzie

R1=Cl, CFs

R2=CI, H

przy czym gdy R1=CI, R2 #H
gdy R1=CF3 R2#Cl

Korzystnie, pochodna 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny jest 4,6-dimetylo-N-{4-[4-(3,4-dichlorofe-

nylo)piperazyn-1-ylometylo]-5-tiokso-4,5-dihydro-1,3,4-oksadiazol-2-ilometylo}-2-sulfanylopirydyno-3-
-karboksamid o wzorze 2.

0
NH N N=S cl

N—N N cl

WZOR 2
Korzystnie, pochodna 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny jest 4,6-dimetylo-N-{4-[4-(3-trifluoro-
metylofenylo)piperazyn-1-ylometylo]-5-tiokso-4,5-dihydro-1,3,4-oksadiazol-2-ilometylo}-2-sulfany-
lopirydyno-3-karboksamid o wzorze 3

“ NH\(Y

e O

WZOR 3

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zdefiniowany powyzej zwiazek do zastosowania jako lek.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zdefiniowany powyzej zwigzek do zastosowania w lecze-
niu choréb nowotworowych.

Korzystnie, choroba nowotworowa jest czerniak ztosliwy oraz gruczolakorak gruczotu sutkowego.

Opis figur

Fig. 1 Ocena przezywalnosci komérkowej po 24 godzinach inkubacji ze zwiazkiem o wzorze 2
(PS62) lub zwiazkiem o wzorze 3 (PS63) w wybranych liniach komérkowych oraz wyznaczenie wspot-
czynnika ICso dla PS62 lub PS63 dla badanych linii komdrkowych.
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Przedmiot wynalazku ilustruje podany nizej przyktad.

Przyktad 1

Otrzymywanie _4,6-dimetylo-N-{4-[4-13,4-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylometylol-5-tiokso-
-4,5-dihydro-1,3.,4-oksadiazol-2-ilometyl}-2-sulfanylopirydyno-3-karboksamidu (PS62) oraz 4.6-
-dimetylo-N-{4-[4-(3-trifluorometylofenylo)piperazyn-1-ylometylo]-5-tioks0-4,5-dihydro-1,3,4-ok-
sadiazol-2-ilometylo}-2-sulfanylopirydyno-3-karboksamidu (PS63)

Do roztworu 0,001 mola 4,6-dimetylo-2-sulfanylo-N-[(5-tiokso-4,5-dihydro-1,3,4-oksadiazol-2-
-ilo)metylo]pirydyno-3-karboksamidu w 30 ml etanolu dodaje sie 0,16 ml 40% roztworu formaldehydu
i miesza sie przez 15 minut. Nastepnie do uzyskanego roztworu dodaje sie 0,001 mola 3,4-dichlorofe-
nylopiperazyny w przypadku zwigazku PS62 lub 3-trifluorometylofenylopiperazyny w przypadku zwigzku
PS63. W dalszej kolejnosci catos¢ miesza sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Powstaty po
tym czasie osad, nastepnie odsacza sie i krystalizuje z metanolu, otrzymujac czysty 4,6-dimetylo-N-{4-
-[4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylometylo]-5-tiokso-4,5-dihydro-1,3,4-oksadiazol-2-ilometylo}-2-sul-
fanylopirydyno-3-karboksamidu o temp. top. 499-501 K z wydajnoscia 62% wydajnosci teoretycznej lub
4,6-dimetylo-N-{4-[4-(3-trifluorometylofenylo)piperazyn-1-ylometylo}-5-tiokso-4,5-dihydro-1,3,4-oksadiazol-
-2-ilometylo}-2-sulfanylopirydyno-3-karboksamidu o temp. top. 488-491 K z wydajnoscia 76% wydajnosci
teoretycznej.

Charakterystyke wtasciwosci nowych zwigzkéw o czystosci analitycznej przedstawiono ponizej:

Zwigzek PS62

Wzor sumaryczny (m.cz.): C22H21C12NsO2S2 (539.49)

Temp. top.(°K): 499-501

IR(KBr) (cm™'): 3158 (NH), 2835-3027 (CH), 1646 (C=0)

"H NMR (DMSO d6) (ppm) 2.06 (S, 3H, CH3-p|rydyna), 2.26 (S, 3H, CH3-p|rydyna), 2.77-2.83 (m, 4H,
CHZCHZ-mperazyna), 3.12-3.18 (m, 4H, CHZCHZ-mperazyna), 4.44-4.46 (d, 2H, CH2, J=6 HZ), 5.00 (S, 2H, CHZ),
6.48 (s, TH, Hypryayna), 6.88-6.93 (m, 1H, ArH), 7.08-7.10 (m, 1H, ArH), 7.34-7.37 (m, 1H, ArH), 8.82 (t,
1H, NH, J=6Hz), 13.27 (s, 1H, SH)

Zwigzek PS63

Wz6r sumaryczny (m.cz.): Ca3H2sF3NeO2S2 (538.60)

Temp. top.(°K): 488-491

IR(KBr) (cm"): 3164 (NH), 2835-3027 (CH),1648 (C=0)

'H NMR (DMSO d6) (ppm) 2.07 (S, 3H, CHS-pwydyna), 2.26 (S, 3H, CHS-pirydyna), 2.79-2.85 (m, 4H,
CHZCHZ-mperazyna), 3.17-3.23 (m, 4H, CHZCHZ-mperazyna), 4.46-4.48 (d, 2H, CH2, J=6 HZ), 5.01 (S, 2H, CHZ),
6.48 (s, 1H, Hp-piryayna), 7.03-7.06 (m, 1H, ArH), 7.13-7.22 (m, 2H, ArH), 7.36-7.42 (m, 1H, ArH), 8.83
(t, 1H, NH, J=6Hz), 13.27 (s, 1H, SH)

Wyniki analizy elementarnej (C,H,N) dla wzoru sumarycznego C22H24Cl2NeO2S2 i C2sH2sF3NeO2S2
miescity sie w granicach + 0.4% w poréwnaniu z wartosciami obliczonymi.

Przyktad 2

Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej

Aktywnos¢ przeciwnowotworowg oceniano testem MTT z zastosowaniem bromku 3-(4,5-dimety-
lotiazolo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego. Test MTT jest kolorymetryczng metoda iloSciowa, stosowana
do oznaczania aktywno$ci przemian energetycznych w mitochondriach. Zétta, rozpuszczalna w wodzie
sol tetrazolowa (formazan btekitu triazolowego-MTT) w wyniku dziatania mitochondrialnej dehydroge-
nazy zostaje zredukowana do purpurowych nierozpuszczalnych w wodzie krysztatow formazanu. llo$¢
wygenerowanych krysztatéw jest proporcjonalna do aktywnosci oksydacyjnej mitochondridow, a w scisle
okreslonych warunkach badan do liczby zywych komdérek, wykazujacych aktywnosci metaboliczne. Po-
miar aktywnosci mitochondriow mierzy sie spektroskopowo przy dtugosci fali 570 nm. Do pomiaru spek-
troskopowego wymagany jest roztwor jednorodny optycznie w tym celu rozpuszcza sie krysztaty forma-
zanu w izopropanolu. Komorki do testu rozsadzano po 10 tys. komoérek na dotek ptytki 96 dotkowej. Do
badah wybrano nastepujace linie komodrkowe: ludzkie komorki gruczolakoraka gruczotu sutkowego
wrazliwe (MCF-7/WT) i oporne (MCF-7/DOX) na doksorubicyne; ludzkie komorki glejaka (SNB-19);
ludzkie komorki czerniaka (amelanotyczne) (C32); ludzkie komérki czerniaka ztosliwego (A375) oraz
komorki kontrolne (HaCaT) — ludzkie keratynocyty. Po 24 godzinach dodawano C22H24C12NsO2S: lub
C23H25F3N6s02S2 w stezeniu od 1 do 500 uM w co najmniej trzykrotnym powtorzeniu. Komorki ekspono-
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wano na czynniki przez 24 godziny, nastepnie wykonano test MTT. Wyniki testu przedstawiono na Wy-
kresie 1. Otrzymane wyniki byty podstawg do wyznaczenia wspoétczynnika ICso dla badanych linii ko-
morkowych.

Tabela 1. Wartos¢ ICso zwigzkow PS62 i PS63 dla badanych linii komérkowych

Nazwa linii komérkowej | Wartosé¢ ICsy [uM] | Wartosé ICsy [uM]
PS62 PS63
MCF-7/WT 261,40 119,29
MCF-7/DOX 137,31 295,81
SNB-19 126,02 295,81
C32 170,28 304,39
A375 80,79 202,47
HaCaT (ludzka linia 115,12 270,32

prawidlowa, kontrolna)

Przeprowadzone badania wskazuja najwyzszg aktywnos¢ przeciwnowotworowg zwigzku PS62
wobec ludzkich komorek czerniaka ztosliwego (ICso = 80,79 uM). Natomiast, prawidtowe komorki Ha-
CaT eksponowane na zwigzek PS62 wykazaty sie mniejszg wrazliwoscig (ICso = 115,12 uM). Najwyzszg
aktywnos¢ przeciwnowotworowa dla zwiazku PS63 badania wskazuja wobec wrazliwych ludzkich ko-
morek gruczolakoraka gruczotu sutkowego (ICso = 119,29), z kolei prawidtowe komorki eksponowane
na zwigzek PS63 okazaty sie mniej wrazliwe HaCaT ICso =270,32 uM).

Zastrzezenia patentowe

1. Zwiazek bedacy pochodng 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny o wzorze 1

CH, o
7 NH*\/ S
N ‘ 7/ 1
HaC N SH / \

WZOR 1

gdzie
R1=Cl, CFs
R2=CI, H
przy czym gdy R1=CI, R2 #H
gdy R1=CF3 Rz2#Cl
2. Zwiazek wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze pochodna 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny jest
4,6-dimetylo-N-{4-[4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylometylo}-5-tiokso-4,5-dihydro-1,3,4-oksa-
diazol-2-ilometylo}-2-sulfanylopirydyno-3-karboksamid o wzorze 2.
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“ NHN(Y

X
N SH

WZOR 2

3. Zwiazek wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze pochodna 4,6-dimetylo-2-sulfanylopirydyny jest

P

4,6-dimetylo-N-{4-[4-(3-trifluorometylofenylo)piperazyn-1-ylometylo]-5-tiokso-4,5-dihydro-
-1,3,4-oksadiazol-2-ilometylo}-2-sulfanylopirydyno-3-karboksamid o wzorze 3.

o
(7S CFs

WZOR 3

Zwigzek wedtug ktéregokolwiek z zastrzezen 1-3 do zastosowania jako lek.

Zwigzek wedtug ktoregokolwiek z zastrzezen 1-3 do zastosowania w leczeniu choréb nowo-
tworowych.

Zwigzek wedtug ktéregokolwiek z zastrzezeh 1-3 do zastosowania wediug zastrz. 5, zna-
mienny tym, ze chorobg nowotworowa jest czerniak ztosliwy oraz gruczolakorak gruczotu
sutkowego.
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