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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie pochodnych 1-podstawionego 4-benzoilotiosemikar-
bazydu, o wzorze przedstawionym na Fig. 1, gdzie R' oznacza podstawnik tiofen-2-ylowy lub 3-chloro-
fenylowy, za$ R? oznacza atom wodoru lub chloru.

Pochodne 1-podstawionego 4-benzoilotiosemikarbazydu znane sg z bazy zwigzkéw chemicz-
nych (Sci Finder) i posiadajg nastepujgce numery rejestracyjne: zwigzek oznaczony jako Fig. 1a w tresci
naszego opisu nr CAS 448929-00-8, za$ zwigzek oznaczony jako Fig. 1b zwigzek oznaczony jako Fig. 1a
nr CAS 648880-10-8.

Choroby zakazne wywotywane przez drobnoustroje sg jedng z gtéwnych przyczyn zgondéw na
Swiecie. Od czasu odkrycia penicyliny oraz, w kolejnych latach, innych grup antybiotykéw, ludziom wy-
dawato sie, ze w znaczny spos6b zapanowali nad infekcjami powodowanymi przez patogeny. Jednakze,
w ostatnich latach obserwuje sie znaczny wzrost szczepdéw bakteryjnych ,wymykajacych” sie spod kon-
troli cztowieka i nadal wysoki poziom zakazen trudnych do wyleczenia.

Antybiotyki sg to naturalne, pétsyntetyczne lub syntetyczne substancje o aktywnosci bakteriobdj-
czej lub bakteriostatycznej. Ich naduzywanie oraz niewfasciwe stosowanie doprowadzito w ostatnich
latach do znacznego wzrostu liczby szczepdw wielolekoopornych i ich rozprzestrzeniania po catym
Swiecie. W samej Unii Europejskiej zakazenia wywotane przez szczepy antybiotykooporne powodujg
25000 zgondw i generujag koszty leczenia przewyzszajgce 1,5 miliarda euro rocznie (Gyles, CVJ, 2011,
52, 817). Stosowane do tej pory ,klasyczne” antybiotyki wydajg sie by¢ coraz mniej efektywne, dlatego
wiekszo$¢ badan powinna by¢ skierowana na znalezienie nowych, syntetycznych chemioterapeutykéw
charakteryzujgcych sie wysokg aktywnos$cig antybakteryjng, szerokim spektrum dziatania oraz niskg
opornoscig wsréd drobnoustrojéw.

W wyniku prowadzonych badan okazato sie, ze pochodne 1-podstawionego 4-benzoilotiosemi-
karbazydu o wzorze ogélnym 1, gdzie R' oznacza podstawnik tiofen-2-ylowy lub 3-chlorofenylowy, za$
R? oznacza atom wodoru lub chloru wykazujg aktywno$¢ przeciwbakteryjng. Zwigzki wedtug wynalazku
pokazano na rysunku i oznaczono jako wzory 1a i 1b. Zwigzki te mogg by¢ zastosowane jako lek do
leczenia infekcji bakteryjnych.

Szczegolnie istotne w poszukiwaniu nowych chemioterapeutykéw jest okreslenie odpowiedniego
czynnika w komérce patogenu, na ktéry by one dziataty. Czesto celem dla takich zwigzkéw sg enzymy
zaangazowane w kluczowe procesy zyciowe bakterii. Enzymy, takie jak topoizomerazy typu lIA (gyraza,
topoizomeraza V), staty sie atrakcyjnym celem lekéw przeciwbakteryjnych, gdyz biorg udziat w tak waz-
nych procesach jak synteza DNA, transkrypcja oraz utrzymanie odpowiedniej topologii chromosomu
(Wang, Nature 2002, 3, 430). Wszystkie topoizomerazy IlA sg dimerycznymi enzymami, ktére przeci-
najg potozone naprzeciwko siebie dwie nici helisy DNA, a nastepnie dokonujg przeniesienia sgsiaduja-
cego fragmentu dupleksu przez uprzednio wygenerowang przerwe, po czym odtwarzane jest przeciete
wigzanie fosfodiestrowe. Enzymy te, wymagajg do swojej aktywnosci jondw magnezu oraz czgsteczek
ATP. Gyraza zbudowana jest z dwoch podjednostek GyrA i dwoch podjednostek GyrB, a topoizomeraza
IV z odpowiadajgcych im kolejno ParC i ParE. Podjednostki obu enzyméw kodowane sg przez oddzielne
geny, odpowiednio gyrA, gyrB, parC, parE (Sissi i wsp., Cellular and Molecular Life Science 2010, 67,
2001). Zablokowanie aktywnosci gyrazy czy topoizomerazy IV jest utatwione dzieki obecnosci wielu
miejsc dla wigzania zwigzku, co w rezultacie prowadzi do zahamowania wzrostu bakterii. Znaczace
réznice w budowie strukturalnej topoizomeraz bakteryjnych w stosunku do enzymoéw cztowieka umozli-
wiajg synteze czasteczek wykazujgcych aktywnos¢ jedynie wobec komérek drobnoustrojéw.

Topoizomerazy sg znanym od dawna celem molekulamym dla trzech grup zwigzkéw przeciw-
bakteryjnych, to jest chinolonéw, cyklotialidyn i kumaryn (Maxwell, Trends in Microbiology 1997, 5, 104).
Najszersze zastosowanie w terapii zakazen znalazty fluorochinolony charakteryzujgce sie bardzo sze-
rokim spektrum dziatania zaréwno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Jednakze, ich
nadmierne lub niewtasciwe uzycie doprowadzito do gwattownego wzrostu opornoéci wéréd drobnou-
strojéw, co wkrétce moze postawi¢ pod znakiem zapytania ich stosowanie w terapii. Szczegélnie alar-
mujacy wydaje sie by¢ fakt wystepowania szczepbw wielolekoopornych. Nawet dwie trzecie izolowa-
nych szczepdw Enterobacteriaceae opornych na aminoglikozydy oraz produkujgcych p-laktamazy jest
takze opornych na fluorochinolony. Ponadto, fluorochinolony jak ciprofloksacyna czy lewofloksacyna
prowadzg do selekcji metycylinoopornych szczepdéw Staphylococcus (MRSA). Oporno$é na fluorochi-
nolony jest rowniez powszechna wérod szczepdéw P. aeruginosa. Gtdbwnymi mechanizmami nabywania
opornosci na te grupe chemioterapeutykéw sg mutacje punktowe w genach kodujacych podjednostki
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topoizomeraz, rozbudowany system pomp MDR (multi-drug resistance), nadekspresja systemu acrAB-
TolC, zmniejszona ekspresja genoéw topoizomeraz, odpowiedz SOS, a takze opomos$é zwigzana z pla-
zmidami (Dalhoff, Interdisciplinary Perspectives on Infectious Diseases 2012, 1). Wszystkie te cechy
sprawiajg, iz niezbedne staje sie poszukiwanie nowych zwigzkéw, dla ktérych cel molekularny stanowig
bakteryjne topoizomerazy.

Z publikacji Eur. J. Med.Chem. 46 (2011) 5717-5726 oraz J. Mol. Model. 17 (2011) 2297-2303
znane sg zwigzki o szkielecie tiosemikarbazydowym o aktywno$ci przeciwbakteryjnej, jednakze aktyw-
nos$¢ biologiczna tychze zwigzkéw jest bardzo staba, i czesto wielokrotnie nizsza od aktywnosci stoso-
wanych antybiotykéw.

Przedmiotem wynalazku sg pochodne 1-podstawionego 4-benzoilotiosemikarbazydu o wzorze
ogbIinym 1 do zastosowania w leczeniu zakazen bakteryjnych.
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W wyniku szeregu badan nieoczekiwanie okazato sie, ze pochodne 1-podstawionego 4 benzo-
ilotiosemikarbazydu, ktére sg przedmiotem wynalazku, wykazujg zblizony mechanizm dziatania do an-
tybiotykéw chinolonowych (miejscem docelowym aktywnos$ci przeciwbakteryjnej zwigzkéw 1a i 1b sg
bakteryjne topoizomerazy typu llA), lecz ich budowa chemiczna jest odmienna i stanowig nowg gene-
racje zwigzkéw, na ktére bakterie mogtyby wolniej nabywaé opornos¢. Tego typu zwigzki ze wzgledu
na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng oraz inhibicyjng wobec bakteryjnych topoizomeraz typu [IA mogg byé
w przysztosci wykorzystane do produkciji nowych chemioterapeutykéw, stosowanych w terapii zakazen
bakteryjnych.
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Badanie aktywnosci przeciwbakteryjne;j

Do badania aktywnosci przeciwbakteryjnej wykorzystano osiem szczepow referencyjnych:
Escherichia coli NCTC 8196, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeru-
ginosa NCTC 6249, Proteus vulgaris ATCC 49990 oraz Proteus mirabilis ATCC 29906. Szczepy po-
chodzity z miedzynarodowych kolekcji: ATCC (American Type Culture Collection) i NCTC (National Col-
lection of Type Cultures). Badania prowadzono metodg krgzkowo-dyfuzyjng oraz oznaczajgc wartos¢
minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii (MIC) zgodnie z zaleceniami CLSI (Clinical and La-
boratory Standard Institute).

Cze$¢ doswiadczalna: w metodzie krazkowo-dyfuzyjnej na podtozu Mueller-Hinton 1l agar
(Becton Dickinson) rozprowadzono réwnomiernie zawiesine drobnoustrojow o gestosci 0,5 w skali
McFarland’a, a nastepnie nanoszono krgzki bibutowe (Whatman 3) o $rednicy 9 mm nasgczone roztwo-
rami danego zwigzku o stezeniu 500 uM (jako kontrola krgzek nasgczony rozpuszczalnikiem — DMSO
0 odpowiednim stezeniu). Nie wykazano wptywu rozpuszczalnika na wzrost drobnoustrojéw. Ptytki in-
kubowano 18 godzin w 37°C.

Wartosci MIC (minimalnych stezen hamujgcych wzrost bakterii) oznaczono metodg mikrorozcien-
czen badanego zwigzku w zakresie stezen 0.1-600 npg/mL, na 96-dotkowych ptytkach titracyjnych
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w podtozu ptynnym Mueller-Hinton. Nastepnie na pftytki nanoszono 5 pL zawiesiny drobnoustrojéw
o gestosci 0,5 w skali McFarland’a, catkowita objeto$¢ préby wynosita 200 pL. Wyniki odczytywano po
18-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C w warunkach wytrzasania 110 rpm (w przypadku szczepu
Candida albicans w temperaturze 28°C). Gesto$é hodowli mierzono przy dtugosci fali =595 nm. Jako
wartos¢ MIC przyjmowano stezenie, przy ktérym zauwazono zahamowanie wzrostu drobnoustrojow.
Powyzszg procedure powtarzano trzykrotnie.

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze 4-benzoilo-1-(tiofen-2-ylokar-
bonylo)-tiosemikarbazyd charakteryzowat sie aktywnos$cig przeciwbakteryjng wobec szczepoéw S. au-
reus ATCC 6538 (MIC 153 pg/mL), S. aureus ATCC 29213 (MIC 76 ng/mL) i E. coli NCTC 8196 (MIC
153 pg/mL). Natomiast 1-(3-chlorobenzoilo)-4-(3-metylobenzoilo)-tiosemikarbazyd charakteryzowat sie
aktywnos$cig przeciwbakteryjng wobec nastepujgcych szczepéw: S. aureus ATCC 6538 (MIC=10
pg/mL), S. aureus ATCC 29213 (MIC=10 ng/mL) oraz S. epidermidis (MIC=17 pg/mL).

Hamowanie aktywno$ci gyrazy E. colii S. aureus

Zasada reakgji: zrelaksowany plazmid pBR322 widoczny jest na zelu agarozowym w postaci kilku
topoizomeréw w zaleznosci od stopnia relaksacji. Gyraza jest enzymem bakteryjnym zdolnym do wpro-
wadzania superskretow do czgsteczki DNA, co powoduje powstanie pojedynczego prgzka na zelu, od-
powiadajgcego populacji czgsteczek o wysokim negatywnym superskreceniu. Dlatego tez mozliwa jest
prosta ocena aktywnosci tego enzymu, poprzez pomiar densytometryczny obrazéw rozdziatu elektrofo-
retycznego czgsteczek plazmidowego DNA inkubowanych uprzednio w obecnosci gyrazy.

Cze$6 doswiadczalna: badania prowadzono przy uzyciu zestawu Gyrase Supercoiling Assay Kit
(Inspiraiis).

Wykonano 10 mM roztw6r badanych zwigzkéw 1a i 1b w DMSO, a nastepnie przygotowano ich
rozcienczenia 5, 10, 50, 100 uM w PBS (ang. phosphate buffered saline). Do kazdej probowki o objeto-
$ci 200 pL, umieszczonej na tazni lodowej dodano kolejno; 5 pL zwigzku o danym stezeniu, 5 uL zre-
laksowanego plazmidu pBR322 (10 ng), 10 uL mieszaniny reakcyjnej zawierajacej; 4 pL 5x stezonego
buforu (supercoiling buffer), 2 uL gyrazy (1U) oraz 4 L wody dejonizowanej do tgcznej objetosci préby
réwnej 20 pL. Préby inkubowano przez 60 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie reakcje zatrzymy-
wano przez dodanie buforu z dodatkiem 10 mM EDTA i rozdzielano na 1% zelu agarozowym, przy
napieciu 5 V/cm diugosci zelu. Zel barwiono bromkiem etydyny (5 mg/mL) i wizualizowano w $wietle
UV. Aktywno$¢ badanego zwigzku oceniono w oparciu o analize przyrostu substratu, metodg pomiaru
densytometrycznego w rosngcych stezeniach inhibitora. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono
dawke inhibitora hamujgcg 0 50% aktywnos$é enzymu (ICso).

Hamowanie aktywno$ci topoizomeraz IV E. colii S. aureus

Zasada reakcji: kinetoplastowy DNA (kDNA) pochodzi z komoérek Crithidia fasciculata. Tworzgce
go koliste czasteczki DNA wystepujg w postaci katenatéw, przypominajgce ztgczone ze sobg ogniwa
faficucha. Topoizomeraza IV jest enzymem bakteryjnym zdolnym do wydajnego procesu dekatenac;ji,
w wyniku ktérego dochodzi do powstania niezaleznych, pojedynczych, kolistych czgsteczek DNA. Ze
wzgledu na duzg mase czgsteczkowg, kDNA nie opuszcza studzienek zelu, podczas gdy produkty de-
katenacji wykazujg duzg ruchliwosé elektroforetyczng. Dlatego tez mozliwa jest prosta ocena aktywno-
Scitego enzymu, poprzez pomiar densytometryczny obrazéw rozdziatu elektroforetycznego czgsteczek
plazmidowego DNA poddanych inkubowanych uprzednio w obecnosci topoizometazy V.

Cze$6 doswiadczalna: badania prowadzono przy uzyciu zestawu Topoisomerase |V Decatena-
tion Kit (Inspiralis).

Wykonano 10 mM roztw6r badanych zwigzkéw w DMSO, a nastepnie przygotowano ich rozcien-
czenia: 5, 10, 50, 100 uM w PBS (Phosphate Buffered Saline). Do kazdej probdwki o objetosci 200 pL,
umieszczonej na tazni lodowej dodano kolejno; 5 pL badanego zwigzku o danym stezeniu, 5 pL kDNA
(200 ng), 10 uL mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej: 4 pL 5x stezonego buforu (decatenation buffer),
2 pL topoizomerazy IV (1U) oraz 4 pL wody dejonizowanej do tgcznej objetosci préby réwnej 20 plL.
Préby inkubowano przez 60 minut w temperaturze 37° C. Nastepnie reakcje zatrzymywano przez do-
danie buforu z dodatkiem 10 mM EDTA i rozdzielano na 1% zelu agarozowym, przy napieciu 5 V/cm
dtugosci zelu. Zel barwiono bromkiem etydyny (5 mg/mL) i wizualizowano w $wietle UV. Aktywno$é
badanego zwigzku oceniono w oparciu o analize przyrostu substratu, metodg pomiaru densytometrycz-
nego w rosnacych stezeniach inhibitora. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono dawke inhibitora
hamujacg o 50% aktywno$¢ enzymu (ICso).
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Wyniki: Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze 4-benzoilo-1-(tiofen-2-ylokarbo-
nylo)-tiosemikarbazyd (zwigzek 1a) jest inhibitorem gyrazy E. coli przy ICs0=85 uM oraz gyrazy S. au-
reus przy ICs0=84 pM (Fig. 2), za$ 1-(3-chlorobenzoilo)-4-(3-metylobenzoilo)-tiosemikarbazyd (zwigzek
1b) jest inhibitorem topoizomerazy IV S. aureus przy 1Cs0=89 uM (Fig. 3).

Badano takze cytotoksyczno$é 4-benzoilo-1-(tiofen-2-ylokarbonylo)-tiosemikarbazydu (zwigzek
1a) oraz 1-(3-chlorobenzoilo)-4-(3-metylobenzoilo)-tiosemikarbazydu (zwigzek 1b). Nowy chemiotera-
peutyk, aby mégt by¢ powszechnie stosowany, musi odznaczac sie niskg toksycznoscig w stosunku do
komoérek eukariotycznych.

Do badania wtasciwosci cytotoksycznych wykorzystano dwie linie komérkowe: fibroblasty mysie
L929 (ATCC-Catalog No. CCL-1™) oraz ludzkie komorki epitelialne z raka szyjki macicy Hela (ATTC-
-Catalog No. CCL-2™), Badanie przeprowadzono w oparciu o test MTT.

Zasada reakcji: Test MTT oparty jest na przeksztatceniu zé6ttej soli MTT (bromku 3-[4,5-dimetylo-
tiazolo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazoliowego) do fioletowego formazanu. Za tg konwersje odpowiedzialne sg
czagsteczki NADPH lub NADH produkowane przez enzym dehydrogenaze mitochondrialng, obecng je-
dynie w aktywnych metabolicznie komérkach. Stezenie fioletowego produktu jest wprost proporcjonalne
do liczby zywych komérek i moze byé mierzone spektrofotometrycznie. Cze$¢ doswiadczalna: na plytke
96-dotkowg nanoszono 100 pL zawiesiny komoérek (L929 lub Hela) o gestosci wyjsciowej 1x104/mL,
w podiozu IMDM. Nastepnie inkubowano je przez 24 godziny w 37°C (10% COQ>). Po inkubacji usuwano
podtoze znad komérek, dodawano 100 pL zwigzku w zakresie stezenn 5-300 pg/mL i inkubowano
24 godziny w 37°C (10% CO2). Nastepnie $ciggano podioze, a do kazdego dotka dodawano 50 uL MTT
(1 mg/mL) i inkubowano 2 godziny w 37°C (10% CO2). Po inkubacji, ptytki wirowano (200 xg, 10 min),
a krysztaty formazanu rozpuszczano dodajgc 150 uL DMSO na studzienke. Barwe produktu stabilizo-
wano dodajgc 25 pl buforu glicynowego. Aktywnos¢ cytotoksyczng zwigzkéw 1ai 1b badano dokonujgc
pomiaru poziomu absorbancji przy dlugosci fali =550 nm. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono
dawke zwigzku powodujgcg $mieré 50% komérek (LDso).

Whioski:

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze oba zwiazki (1a i 1b) charakteryzo-
walty sie niskg cytotoksycznosécig: 4-benzoilo-1-(tiofen-2-ylokarbonylo)-tiosemikarbazyd (zwigzek 1a)
charakteryzowat sie cytotoksycznoscig wobec komorek linii L929 przy LDso>300 pg/L oraz HelLa przy
LDs0=300 pg/L, jak przedstawia Fig. 2 gdzie pokazano hamowanie aktywnosci gyrazy E. coli przez
4-benzoilo-1-(tiofen-2-ylokarbonylo)-tiosemikarbazyd (zwigzek 1a).

Zas$ 1-(3-chlorobenzoilo)-4-(3-metylobenzoilo)-tiosemikarbazyd (zwigzek 1b) charakteryzowat sie
cytotoksycznoscig wobec komorek linii L929 przy LDso=166 pg/L oraz Hela przy LDso=130 pg/L, co
wykazano na fig. 3, gdzie przedstawiono hamowanie aktywnos$ci topoizomerazy IV S. aureus przez
1-(3-chlorobenzoilo)-4-(3-metylobenzoilo)-tiosemikarbazyd.

Zastrzezenie patentowe
1. Pochodne1-podstawionego 4-benzoilotiosemikarbazydu o wzorze ogéinym 1, gdzie R ozna-

cza podstawnik tiofen-2-ylowy lub 3-chlorofenylowy, za$ R? oznacza atom wodoru lub chloru
do zastosowania w leczeniu zakazen bakteryjnych.
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