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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzo-
rze 1, gdzie R oznacza 4-HO-CsHas, 4-HO-3-CH30-CesH3, 3-C2Hs0-4-HO-CeHs, 3-Cl-4-HO-CesHs i 3-Br-
-4-HO-CeH3. Przedmiotem wynalazku jest takze sposo6b ich wytwarzania, ich zastosowanie medyczne
oraz kompozycja farmaceutyczna.

Toxoplasma gondii (T. gondii) nalezy do gatunku kosmopolitycznego pasozyta wywotujgcego tok-
soplazmoze u wszystkich gatunkéw ptakéw i ssakéw w tym ludzi. Szacuje sie, ze nawet 1/3 populacji
jest zarazona tym pasozytem [Tenter A.M., Heckeroth A.R., Weiss L.M. Int. J. Parasitol. 2000, 30, 1217-
1258]. Rozwinieta odpowiedz humoralna i komérkowa u 0s6b immunokompetentnych szybko ogranicza
intensywng proliferacje tachyzoitow, ale gdy nie wyeliminuje pasozyta catkowicie z organizmu gospo-
darza, skutkuje to dtugotrwatg obecnoscig cyst tkankowych zlokalizowanych gtéwnie w o$rodkowym
uktadzie nerwowym (OUN), miesniach i gatce ocznej. Ta dlugotrwata obecno$¢ pasozyta moze nie$é
ryzyko wystgpienia trwatych uszkodzen narzgdu wzrokowego oraz (lub) mézgu, a takze wykazuje kore-
lacje z wystepowaniem powaznych zaburzen nerwowych takich jak: schizofrenia, choroba Parkinsona
czy padaczka [Bosch-Driessen L.E., Berendschot T.T., Ongkosuwito J.V., Rothova A. Ophthalmology
2002, 109, 869-878; Torrey E.F., Yolken R.H. Emerg. Infect. Dis. 2003, 9, 1375-1380].

Zarazenie pierwotniakiem wigze sie rowniez z powaznymi skutkami u 0séb z dysfunkcjg uktadu
odpornosciowego (osoby HIV+, chorzy na AIDS, pacjenci poddani chemioterapii/po przeszczepach).
U ciezarnych natomiast moze powodowaé wady ptodu, a nawet poronienia. Noworodki z toksoplazmozag
wrodzong charakteryzujg sie wystepowaniem zmian patologicznych w obrebie uktadu nerwowego, przy
czym skutki wrodzonej inwazji T. gondii czesto sg zauwazalne dopiero po kilkunastu latach i obejmujg
uszkodzenia narzadu wzroku lub OUN, zaburzenia gospodarki hormonalnej czy nieprawidtowy rozwdj
ptciowy [Wallon M., Kodjikian L, Binquet C, Garweg J., Fleury J., Quantin C., Peyron F. Pediatrics 2004,
113, 1567-1572]. Z kolei toksoplazmoza u 0s6b z obnizong odpornoscig objawia sie bolami glowy,
poczuciem dezorientacji, bélami w klatce piersiowej oraz problemami z oddychaniem [Ferreira M.S.,
Borges A.S. Mem. Inst Oswaldo Cruz 2002, 97, 443—457]. Ponadto istnieje u tych pacjentéw ryzyko
wystgpienia trwatych uszkodzen narzagdu wzrokowego lub mézgu [Guex-Crosier Y. Int. J. Med. Sci.
2009, 6,140—-142; Dtugonska H. Pol. Merkuriusz Lekarski 2008, 24, 275-277]. W przypadkach skrajnych
choroba ta jest $miertelna. Obecnie dostepne leki dziatajg jedynie na ostrg faze toksoplazmozy lecz nie
powodujg eradykacji pierwotniaka z organizmu oraz nie eliminujg catkowicie cyst pasozytniczych, a co
gorsze, wykazujg powazne skutki uboczne, do ktérych zaliczyé nalezy m.in. zaburzenia hematologiczne
i neurologiczne, zmiany skérne i bton Sluzowych, zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, uszkodzenia szpiku
kostnego, teratogennos$¢, czy kamienice nerkowg [Guex-Crosier Y. Int. J. Med. Sci. 2009, 6, 140-142;
Lipka B., Milewska-Bobula B., Filipek M. Wiadomosci Parazytologiczne 2011, 57, 87-92]. Odnotowy-
wane sg réwniez przypadki opornosci wielolekowej. Istnieje zatem rzeczywiste zapotrzebowanie na
opracowanie nowych lekéw, zdolnych do skutecznego leczenia toksoplazmozy oraz pozbawionych
skutkéw ubocznych. Dodatkowo nie sg znane jeszcze skuteczne narzedzia immunoprofilaktyczne dzia-
fajgce protekcyjnie na ludzi.

Uktad tiazolidyn-4-onu nalezy do waznej grupy zwigzkow heterocyklicznych o réznorodnych ak-
tywnosciach biologicznych, takich jak przeciwbakteryjna, przeciwcukrzycowa, przeciwnowotworowa,
przeciwgrzybicza, przeciwzapalna itd. Uktad ten cieszyt sie ciggtym zainteresowaniem naukowcoéw na
przestrzeni wielu lat. Potwierdzajg to liczne prace przeglagdowe na temat aktywnos$ci oraz mechanizméw
dziatania tiazolidyn-4-onéw [Kaminskyy D., Kryshchyshyn A., Lesyk R. Eur. J. Med. Chem. 2017, 140,
542-594; Havrylyuk D., Roman O., Lesyk R. Eur. J. Med. Chem. 2016, 113, 145-166; Chadna N., Bahia
M.S., Kaur M., Silakari O. Bioorg. Med. Chem. 2015, 23, 2953-2974; Tripathi A.C., Gupta S.J., Fatima
G.N., Sonar P.K., Verma A., Saraf S.K. Eur. J. Med. Chem. 2014, 72, 52-77; Jain V.S., Vora D.K.,
Ramaa C.S. Bioorg. Med. Chem. 2013, 21, 1599-1620; Verma A., Saraf S.K. Eur. J. Med. Chem. 2008,
43, 897-905].

Pierwsza wzmianka o aktywnos$¢ anty-T. gondii dla pochodnych tiazolidyn-4-onu, mianowicie
kwasow {3-alkilo/fenylo-2-[(nitrobenzylideno)hydrazynylideno]-4-okso-1,3-tiazolidyn-5-ylo}octowych
ukazata sie w publikacji Tenorio R.P. i wsp. w 2005 roku [Tenorio R.P., Carvalho C.S., Pessanha C.S.,
de Lima J.G., de Faria A.R., Alves AJ., de Melo E.J.T., Goes A.J.S. Bioorg. Med. Chem. Letts. 2005,
15, 2575-2578].

De Aquino T.M. i wsp. przebadali grupe pochodnych kwasu 2-[(benzylideno)hydrazono]-3-fenylo-
-4-okso-tiazolidyno-5-octowego pod katem aktywno$ci przeciw-T. gondii. Wszystkie badane zwigzki
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znaczgco zmniejszaty procent zainfekowanych komérek i $rednig liczbe tachyzoitéw na komorke w ste-
zeniu 2 mM. Niektére pochodne wykazaty lepsze wynikiw poréwnaniu z standardowymi lekami: hydrok-
symocznikiem i sulfadiazyng. Warto zauwazy¢, ze w stezeniach 2, 5i 8 mM niektore zwigzki byty wysoce
toksyczne. Obserwowano brak zainfekowanych komoérek i pasozytéw wewngtrzkomérkowych [De
Aquino T.M., Liesen A.P., da Silva R.E.A., Lima V.T., Carvalho C.S., de Faria A.R., de Araujo J.M., de
Lima J.G., Alves A.J., de Melo E.J.T., Goes A.J.S. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 446—-456].

Liesen A.P. i wsp. zmodyfikowali pochodne kwasu 4-oksotiazolidyno-5-octowego wprowadzajgc
w pozycje 2 uktadu tiazolidyny pierscien imidazolu. Te zwigzki zostaty poddane badaniom pod katem
aktywnosci anty-T. gondii. Przebadane pochodne znaczgco zmniejszaty procent infekowanych komoérek
oraz liczbe tachyzoitéw w komédrce w stezeniach od 0,1 do 10 mM w pordéwnaniu do sulfadiazyny
i hydroksymocznika [Liesen A.P., de Aquino T.M., Carvalho C.S., Lima V.T., de Araujo J.M., de Lima
J.G.,de Faria A.R., de Melo E.J.T., Alves A.J., Alves E.W., Alves A.Q., Goes AJ.S. Eur. J. Med. Chem.
2010, 45, 3685-3691].

Dla podstawionych 3-benzylowych pochodnych tiazolidyn-4-onu odnotowano poziom skuteczno-
Sci przeciwko tachyzoitom T. gondii przy ICso = 5—-148 puM [Carradori S., Secci D., Bizzarri B., Chimenti
P., De Monte C., Guglielmi P., Campestre C., Rivanera D., Bordon C., Jones-Brando L. J. Enzyme Inhib.
Med. Chem. 2017, 32, 746-758].

Brak 100% skuteczno$ci obecnych lekéw w leczeniu toksoplazmozy byty inspiracjg do podjecia
badan w celu otrzymania skutecznych matotoksycznych zwigzkéw o aktywnosci przeciw-T. gondii, na-
lezacych do tej grupy chemicznej.

Przedmiotem wynalazku sg nowe pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzo-
rze 1, gdzie R oznacza 4-HO-CsHas, 4-HO-3-CH30-CesH3, 3-C2Hs0-4-HO-CeHs, 3-Cl-4-HO-CeHs i 3-Br-
-4-HO-CeH3 0 aktywnosci anty-T. gondii. Zwiazki te nie byly opisane dotad w literaturze ani pod wzgle-
dem ich budowy ani aktywno$ci biologiczne;.

Sposdbb otrzymywania pochodnych o wzorze 1, gdzie R oznacza 4-HO-CsHa4, 4-HO-3-CH30-CsHj3,
3-C2Hs50-4-HO-CeH3, 3-Cl-4-HO-CsH3 i 3-Br-4-HO-CsH3 wedtug wynalazku polega na tym, ze otrzymuje
sie je w wyniku cyklokondensacji odpowiednich tiosemikarbazonéw o wzorze 2, gdzie R oznacza 4-HO-
-CsH4, 4-HO-3-CH30-CeH3, 3-C2Hs50-4-HO-CeH3, 3-Cl-4-HO-CeH3 i 3-Br-4-HO-CsH3 z acetylenodikar-
boksylanem dimetylu, w stosunku molowym 1:1. Reakcja przebiega w temperaturze wrzenia rozpusz-
czalnika organicznego jak metanol lub etanol korzystnie etanol.

Pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzorze 1 wedtug wynalazku do zasto-
sowania jako lek w leczeniu toksoplazmozy.

Przedmiotem wynalazku jest takze kompozycja farmaceutyczna zawierajgca substancje czynng
w potgczeniu z co najmniej 1 nosnikiem lub rozcienczalnikiem farmaceutycznym, ktéra charakteryzuje
sie tym, ze jako substancje aktywng zawiera pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego
o wzorze 1.

Nowe zwigzki bedgce przedmiotem wynalazku wykazujg aktywno$¢ anty-T. gondii in vitro oraz
brak znaczgcej cytotoksycznosci wzgledem komérek zywicielskich.

Przyktad I. Otrzymywanie {3-fenylo-2-[(4-hydroksybenzylideno)hydrazynylideno]-4-okso-
-1,3-tiazolidyn-5-ylideno}octanu metylu

Do 0,003 mola 4-fenylo-1-(4-hydroksybenzylideno)-3-tiosemikarbazydu i 0,003 mola acetyleno-
dikarboksylanu dimetylu dodano 20 mL metanolu i ogrzewano we wrzeniu przez 1,5 godziny. Po ochto-
dzeniu powstaty osad odsgczono i wysuszono. Krystalizowano z kwasu octowego.

Wydajnos$¢ 81%, t.t. 222-224°C.

"H NMR & (ppm) (DMSO-ds): 3,83 s (3H, COOCH3); 6,80 s (1H, CH=); 6,86 d, 7,64 d (4H,
4-HO-CsH4, J=8,7 Hz); 7,47-7,57 m (5H, CsHs); 8,33 s (1H, CH=N); 10,22 s (1H, OH).

3C NMR 3 (ppm) (DMSO-ds): 53,0; 115,1; 116,3; 125,0; 128,7; 129,5; 129,6; 130,6; 134,8; 142,5;
159,6; 160,3; 161,2; 164,6; 166,5.

Przyktad Il. W sposdb analogiczny do opisanego w przykfadzie | otrzymano pozostate
pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzorze 1 (gdzie R oznacza 4-HO-3-CH3O-
-CeH3, 3-C2Hs0-4-HO-CsH3, 3-Cl-4-HO-CeHs i 3-Br-4-HO-CsH3):

{3-fenylo-2-[(4-hydroksy-3-metoksybenzylideno)hydrazynylideno]-4-okso-1,3-tiazolidyn-5-ylideno}-
octan metylu

Wydajno$¢ 79%, t.t. 210-212°C.
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"H NMR 3 (ppm) (DMSO-ds): 3,81 s (3H, OCHa); 3,82 s (3H, COOCHpg); 6,80 s (1H, CH=); 6,87
d, 7,25dd, 7,35 d (3H, 4-HO-3-CH30-CsH3, J=8,1; 1,8 Hz); 7,49-7,58 m (5H, CsHs); 8,31 s (1H, CH=N);
9,84 s (1H, OH).

3C NMR 3 (ppm) (DMSO-de): 53,1; 56,0; 111,3; 115,1; 116,2; 123,4; 125,4; 128,7; 129,5; 129,6;
134,8; 142,5; 148,3; 150,8; 159,4; 160,6; 164,6; 166,5.

{2-[(3-etoksy-4-hydroksybenzylideno)hydrazynylideno]-3-fenylo-4-okso-1,3-tiazolidyn-5-ylideno-
joctan metylu

Wydajnos$¢ 81%, t.t. 190-192°C.

"H NMR & (ppm) (DMSO-ds): 1,36 t (3H, OCH2CH3, J=6,9 Hz); 3,82 s (3H, COOCHS3); 4,06 q (2H,
OCH2CHz3, J=6,9 Hz); 6,80 s (1H, CH=); 6,88 d, 7,25 dd, 7,33 d (3H, 3-C2H50-4-HO-CsH3, J=8,1; 1,8
Hz); 7,47-7,57 m (5H, CeHs); 8,30 s (1H, CH=N); 9,74 s (1H, OH).

3C NMR 3 (ppm) (DMSO-ds): 15,2; 53,1; 64,4; 112,8; 115,1; 116,3; 123,3; 125,4; 128,7; 129,5;
129,6; 137,8; 142,4; 147,5; 151,0; 159,3; 160,6; 164,6; 166,5.

{2-[(3-chloro-4-hydroksybenzylideno)hydrazynylideno]-3-fenylo-4-okso-1,3-tiazolidyn-5-ylideno-
joctan metylu

Wydajnos$¢ 83%, t.t. 238-240°C.

"H NMR & (ppm) (DMSO-ds): 3,83 s (3H, COOCH3); 6,81 s (1H, CH=); 7,07 d, 7,63 dd, 7,74 d
(3H, 3-Cl-4-HO-CeH3, J=8,4; 2,0 Hz); 7,49-7,57 m (5H, CsHs); 8,34 s (1H, CH=N); 11,00 s (1H, OH).

3C NMR 3 (ppm) (DMSO-ds): 53,1; 115,3; 117,5; 120,7; 126,3; 128,5; 128,7; 129,5; 129,6; 130,4;
134,7; 142,3; 156,5; 159,2; 160,5; 164,6; 166,5.

{2-[(3-bromo-4-hydroksybenzylideno)hydrazynylideno]-3-fenylo-4-okso-1,3-tiazolidyn-5-ylideno-
joctan metylu

Wydajnos$¢ 75%, t.t. 236-238°C.

"H NMR & (ppm) (DMSO-de): 3,83 s (3H, COOCHg); 6,81 s (1H, CH=); 7,06 d, 7,67 dd, 7,90 d
(3H, 3-Br-4-HO-CeH3, J=8,4; 2,0 Hz); 7,47-7,57 m (5H, CsHs); 8,34 s (1H, CH=N); 11,06 s (1H, OH).

3C NMR 3 (ppm) (DMSO-ds): 53,1; 110,3; 115,3;117,2; 126,7; 128,7; 129,2; 129,5; 129,6; 133,4;
134,7;142,3; 157,5; 159,0; 160,4; 164,6; 166,5.

Badania biologiczne.
Przyktad lll. Wptyw na zywotno$é komorek linii L929 — test MTT.

Zasada testu MTT

Oznaczenie cytotoksycznosci zwigzkéw z wykorzystaniem komorek linii L929 wykonano przy
uzyciu testu MTT, zgodnie z Normg Europejskg: ISO 10993-5:2009(E), Biological evaluation of medical
devices, Part 5: Test for in vitro cytotoxycity. Test MTT oparty jest na przeksztatceniu zbttej soli MTT
(bromku 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego) do fioletowego, nierozpuszczalnego
formazanu. Za te konwersje odpowiedzialne sg NADPH lub NADH, produkowane przez enzym dehy-
drogenaze mitochondrialng obecng w aktywnych metabolicznie komérkach. Natezenie barwy fioleto-
wego produktu jest wprost proporcjonalne do liczby zywych komérek w prébce i moze byé mierzone
spektrofotometrycznie.

Cze$¢é doswiadczalna

Na ptytke 96-dotkowg (Nunc™©), naniesiono komérki (L929 ATTC-catalog No. CCL-1™) o gesto-
$ci 1x10%/100 pl/dotek, zawieszone w petnym podtozu hodowlanym RPMI 1640 bez czerwieni fenolowej
(Biowest) suplementowanym 10% surowicy ptodéw bydlecych [FBS — fetal bovine serum] (Cytogen),
2 mM/ml L-glutaminy (Sigma), 100 ng/ml streptomycyny (Sigma), 100 U/ml penicyliny (Sigma) i inkubo-
wano je (37°C, 5% CO2) przez 24 godziny. Po inkubacji usuwano podfoze znad komdrek i dodawano
po 100 ul zwigzkdw (stezenia koncowe wynosity: 200 pg/ml). Zwigzki rozpuszczono w 0,5 M wodoro-
tlenku sodu (NaOH) 6,25 mg/ml i nastepnie seryjnie rozcienczono w petnym podtozu. Koncowe stezenie
NaOH nie byto wyzsze niz 3,2%. Dodatkowe kontrole stanowit. rozpuszczalnik NaOH, sulfadiazyna oraz
sulfadiazyna + trimetoprim (5:1). Kontrole negatywng stanowity komorki hodowane w petnym podtozu
hodowlanym RPMI.

Po dodaniu ww. zwigzkéw komorki inkubowano 24 godziny w 37°C, 5% CO:. Po tym czasie ho-
dowle obserwowano pod mikroskopem i wykonywano zdjecia. Nastepnie do kazdego dotka na ptytce
dodawano po 50 pl roztworu MTT (C=1 mg/ml PBS bez jonéw Ca i Mg, Sigma) i inkubowano (37°C
i 5% CO2). Po 4 godzinach piytki wirowano (200xg, 10 min), zbierano supernatant znad komorek,
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a krysztaty formazanu rozpuszczano dodajgc po 150 pl DMSO/studzienke. Barwe produktu stabilizo-
wano dodajac po 25 pul buforu glicynowego. Poziom absorbancji mierzono od razu za pomocg czytnika
ELISA (Multiskan EX, Labsystems, Vienna, VA, USA), przy dtugosci fali .=570 nm.

W doswiadczeniu oceniano wptyw testowanych zwigzkdéw na zywotno$é komorek linii L929 przy
pomocy testu MTT. Za kontrole przyjeto hodowle komérkowe inkubowane w petnym podtozu RPMI, bez
dodatku badanych substanciji i rozpuszczalnika (NaOH). Zywotno$¢ komérek obliczono wedtug wzoru:

Wartos¢ absorbancji préby badanej

Zywotnosé = — -
Warto$¢€ absorbancji préby kontrolnej

x 100%

Dla badanych zwigzkéw wyznaczono stezenie CCao — stezenie cytotoksyczne zwigzkdéw dla 30%
komorek (Tabela 1).

Oceniono takze wptyw lekéw powszechnie stosowanych w leczeniu toksoplazmozy na zywotno$é
komorek linii L929. W przypadku sulfadiazyny CCso wynosi 1506,00 ng/ml, oraz dla sulfadiazyny + tri-
metoprim CC3o wynosi 850,00 pg/ml.

Tabela 1. Cytotoksyczno$¢ pochodnych kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzorze 1 (stezenie
wyjéciowe 6,25 mg/ml 0,5M NaOH), rozciericzonych seryjnie w petnym podfozu hodowlanym RPMI. Procent zy-
wych komérek (%) + odchylenie standardowe.

pochodne kwasu Stezenia [pg/ml] CCso !
(4-oksotiazolidyn-
S-ylideno)octawego 200 100 50 25 12,5 6,25 3,1 1,6 0,8 lug/mi] |
1 25,06 101,31 101,90 96,12 89,64 91,16 92,75 97,80 99,99 180.00
2,90 19,83 0,81 2,11 1,86 +0,52 +1,41 +1,34 £2,02 .
2 50,62 76,27 98,47 87,96 89,73 90,32 97,72 99,73 98,47 120,00
15,50 14,81 15,43 11,62 14,50 +7,37 2,92 19,78 12,54
\ 3 35,40 106,22 101,42 88,30 85,77 87,62 90,99 94,69 97,30 191.00
+3,02 +7,16 +6,57 47,27 16,10 15,70 19,67 16,28 48,92 !
a 29,60 105,29 103,03 103,94 95,19 94,69 93,43 97,72 99,48 183,00
+3,21 +3,21 +8,99 +1,37 +2,00 $1,76 14,71 15,11 2,75 _
33,55 103,88 104,43 102,85 93,09 93,26 95,28 100,91 103,18 1
| 3 9,57 5,33 +5,76 +2,66 2,94 16,50 +4,87 +4,24 19,11 186,00

Objasnienia skrotow: 1 (zwigzek o wzorze 1, gdzie R oznacza 4-HO-CsHa); 2 (zwigzek o wzorze 1,
gdzie R oznacza 4-HO-3-CH30-CsH3); 3 (zwigzek o wzorze 1, gdzie R oznacza 3-C2Hs0-4-HO-CeHs3);
4 (zwigzek o wzorze 1, gdzie R oznacza 3-Cl-4-HOCeH3); 5§ (zwigzek o wzorze 1, gdzie R oznacza
3-Br-4-HO-CsH3).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-
-ylideno)octowego o wzorze 1 wykazujg niskg cytotoksyczno$é. Stezenie cytotoksyczne CCao w kie-
runku linii komorek L929 wynosito odpowiednio: 180,00 ug/ml (dla zwigzku 1), 120,00 ug/ml (dla zwigzku
2), 191,00 pug/ml (dla zwigzku 3), 183,00 pg/ml (dla zwigzku 4), 186,00 pg/ml (dla zwigzku 5).

Przyktad IV. Badanie wptywu pochodnych tiazolidyn-4-onu na wewngatrzkomérkowe nam-
nazanie sie tachyzoitéw T. gondii szczepu RH ATCC* PRA-310™ na komérkach linii Vero ATCC*
CCL-81™ (test inkorporacji uracylu znakowanego trytem).

Wplyw pochodnych kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego na wewngtrzkomérkowe nam-
nazanie sie pierwotniaka T. gondii szczepu RH na komoérkach linii Vero wykonano przy uzyciu testu
wbudowywania uracylu znakowanego trytem. Kontrole doswiadczenia stanowity komorki fibroblastow
nerki matpy zielonej zarazone pierwotniakiem i inkubowane w podtozu hodowlanym bez leku (kontrola
negatywna — przyjeto jako 100% proliteracji Tg). Wyznaczono warto$¢ ICso (half maximal inhibitory con-
centration — stezenie powodujgce zahamowanie namnazania sie pierwotniaka o0 50%).

Test inkorporacji 3H-uracylu polega na pomiarze radioaktywnosci pierwiastka trytu, ktéry wraz
z uracylem jest wychwytywany i wbudowywany do tafncucha RNA 7. gondii. Mniejsza liczba zliczen
przez czytnik scyntylacyjny w poréwnaniu do kontroli Swiadczy o hamowaniu namnazania sie pierwot-
niaka w mikrohodowli w obecnos$ci testowanych zwigzkéw.

Cze$¢ doswiadczalna

24-godzinng hodowle komoérek Vero (1x10%/studzienke) zarazono tachyzoitami T. gondii szczepu
RH w stosunku 1 komoérka zywicielska do 10 komoérek pierwotniaka (1x105/100 pl/studzienke) — w catym
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teScie inkorporacji uracylu stosowano podtoze hodowlane DMEM [Dulbecco's Modified Eagle's Medium]
(ATCC) suplementowane 3% termicznie inaktywowanej surowicy ptodéw bydlecych [HIFBS — heat inac-
tivated fetal bovine serum] (ATCC), 100 pg/ml streptomycyny (ATCC), 100 U/ml penicyliny (ATCC).
Mikrohodowle inkubowano 1 godzine w 37°C, 5% CO2, umozliwiajgc pierwotniakowi wnikniecie do ko-
morek i utworzenie wakuoli pasozytniczej. Po tym czasie dodano po 100 pl badanego zwigzku, uzysku-
jac koncowe stezenia: 0,8—200 pg/ml, kontrole pozytywng stanowita sulfadiazyna (najwyzsze stezenie
2500 pg/ml) oraz sulfadiazyna + trimetoprim w stosunku 5:1 (najwyzsze stezenie odpowiednio 2500
i 500 pug/ml). Piytki inkubowano 24 godziny (37°C, 5% CO>), a nastepnie do kazdej studzienki dodawano
3H-uracylu (1 uCi/50 pl), po czym kontynuowano inkubacije przez 48 godziny w warunkach jw. Po tym
czasie ptytki zamrozono w -20°C. Przed przystgpieniem do odczytu testu ptytke rozmrazano, a zawar-
tos¢ studzienek zbierano na bibute z wiékna szklanego (Wallac Oy PrintedFiltermat A), ktérg pozosta-
wiono do wyschniecia. Do pomiaru poziomu promieniowania 3 uzyto czytnika scyntylacyjnego (Wallac
Oy, Turku, Finland), uprzednio nasaczajgc bibuty ptynem scyntylacyjnym (BetaplateScint, PerkinElmer).

Oceniono wptyw pochodnych kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego wedtug wynalazku na
namnazanie sie pierwotniaka w hodowlach komérek linii Vero. Wartosci stezen I1Cso obliczono za po-
mocg programu GraphPad Prism wersja 7.00 dla Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
na podstawie danych zamieszczonych w Tabeli 2.

Tabela 2 Aktywnos$¢ przeciw-Toxoplasma gondii. Procent proliferacji T. gondii + odchylenie standardowe.

pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego
1 2 3 4 5
pe/ml wartogé +SD wartoscé +SD wartosd +SD wartosé +SD wartoscé +SD
200 3,44 1,08 nt nt nt nt nt nt 0,32 0,14
150 17,22 1,05 28,38 7,22 23,97 9,17 0,55 0,14 0,45 0,14
100 44,94 10,59 43,59 5,16 49,61 8,23 5,54 1,38 2,26 1,59
50 55,82 18,99 60,67 8,72 59,09 6,63 35,69 11,01 21,30 3,86
25 59,98 16,18 70,19 14,24 79,30 13,78 56,66 6,02 46,20 26,70
12,5 72,45 8,50 84,13 9,81 83,12 10,33 53,70 7,67 59,65 13,66
6,25 73,58 9,39 81,82 7,87 81,72 8,66 61,27 9,37 69,26 8,41
3,13 81,60 11,32 84,27 4,44 76,98 11,80 68,87 13,21 77,17 11,77
1,56 78,96 7,66 85,43 8,16 82,90 3,14 71,09 12,17 74,97 4,70
0,78 87,58 10,09 75,58 8,23 78,67 4,03 74,65 14,37 81,08 3,16
1Cso 40,69 74,17 87,07 13,33 14,54
CCsp 180,00 120,00 191,00 183,00 186,00
1C50:CC3p 0,23 0,62 0,46 0,07 0,08
Kontrola sulfadiazyna sulfadiazyna + trimetoprim (5:1)
1Csp 1756,40 130,70
CC3p 1506,00 850,00
|C50!CC30 1,17 0,15

Objasnienia skrétow: 1 (zwigzek o wzorze 1, gdzie R oznacza 4-HO-CsHa); 2 (zwigzek o wzorze
1, gdzie R oznacza 4-HO-3-CH30-CsHs3); 3 (zwigzek o wzorze 1, gdzie R oznacza 3-C2Hs0-4-HO-CsH3);
4 (zwigzek o wzorze 1, gdzie R oznacza 3-Cl-4-HO-CeHs3); 5 (zwigzek o wzorze 1, gdzie R oznacza
3-Br-4-HO-CeHg3); nt — stezenie nie testowane ze wzgledu na cytotoksyczno$é pochodne;.
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Wartosci stezen ICso dla substancji wzorcowych (sulfadiazyna oraz sulfadiazyna + trimetoprim
5:1) wynosity — 1756,40 ng/ml (dla sulfadiazyny) oraz 130,70 ug/ml (dla sulfadiazyny + trimetoprimu).

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze nowe pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-
5-ylideno)octowego wykazujg hamowanie proliferacji T. gondii in vitro przy stezeniu wyrazonym jako
ICs0 nizszym niz przy stosowanych lekach wzorcowych — sulfadiazyna (1756,40 ng/ml) oraz synergi-
stycznym dziataniu sulfadiazyny + trimetoprimu (130,70 ug/ml). Ponadto zwigzki 4 i 5 wykazujg hamo-
wanie proliferacji przy okoto 130 razy mniejszym wartosci ICso w stosunku do sulfadiazyny i ponad dzie-
wieciokrotnie mniejszych w stosunku do synergistycznego dziatania sulfadiazyny z trimetoprimem.

Zastrzezenia patentowe

1. Pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzorze ogéinym 1 przedstawionym
na rysunku, gdzie R oznacza 4-HO-CsH4, 4-HO-3-CH30-CeH3, 3-C2Hs0-4-HO-CesH3, 3-Cl-4-
-HO-CeHs3 i 3-Br-4-HO-CsHs.

2. Sposo6b otrzymywania pochodnych kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzorze 1,
gdzie R oznacza 4-HO-CeHs, 4-HO-3-CH30-CsH3, 3-C2Hs0-4-HO-CeHs, 3-Cl-4-HO-CsHs3
i 3-Br-4-HO-CsHs, znamienny tym, ze otrzymuje sie ich w wyniku cyklokondensacji odpo-
wiednich tiosemikarbazonéw o wzorze 2, gdzie R ma wyzej podane znaczenie z acetylenodi-
karboksylanem dimetylu, w stosunku molowym 1:1, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika
organicznego jak metanol, etanol korzystnie metanol.

3. Sposdb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze otrzymane zwigzki krystalizuje sie z lodowatego
kwasu octowego.

4. Pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzorze ogdéinym 1 przedstawionym
na rysunku, gdzie R oznacza 4-HO-CsH4, 4-HO-3-CH30-CeH3, 3-C2Hs0-4-HO-CesH3, 3-Cl-4-
-HO-CeHs i 3-Br-4-HO-CeH3 do zastosowania jako lek w leczeniu toksoplazmozy.

5. Kompozycja farmaceutyczna zawierajgca substancje czynng w potgczeniu z co najmniej
1 no$nikiem lub rozciefczalnikiem farmaceutycznym, znamienna tym, ze jako substancije ak-
tywng zawiera pochodne kwasu (4-oksotiazolidyn-5-ylideno)octowego o wzorze 1.
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