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Opis wynalazku

Przedmiot wynalazku stanowig analogi 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)benzeno-
-1,3-diolu wykazujace inhibicyjny wptyw na synteze kwasu kynureninowego oraz aktywno$¢ aminotrans-
feraz kynureninowych. Przedmiot wynalazku stanowi réwniez sposéb otrzymywania tych zwiazkéw,
a takze ich zastosowanie.

Opisano kilkanascie metod syntezy uktadu 1,1-ditleno-2H-1,2,4-benzotiadiazyn najczesciej pod-
stawionych w pozycji 3 pier§cieniem arylowym lub heteroarylowym. Reakcja podstawionych anilin
z chlorosulfonyloizocyjanianem przy wykorzystaniu 2-aryloamin prowadzi po przeksztatceniu do 3-ary-
loamino-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-5-ylo-1,1-ditlenkéw (Wang et al. 2007). Zwiazki z grupy 3-(1,1-ditleno-
-2H-1,2 4-benzotiadiazyn-ylo-4-hydroksychinazolin-2-onu otrzymywano w reakcji kondensacji amino-
sulfamidu z estrami etylowymi kwasu karboksychinolinowego przy udziale polifosforotrimetylosililu
(PSS) (Tedesco i wsp. 2006; Wang i wsp. 2009a). Podobnie przy wykorzystaniu PPS i odpowiednich
amin otrzymywano (1,1-diokso-2H-[1,2,4]-benzotiadiazyn-3-ylo)azolo[1,5-a]pirydyny i azolo[1,5-a]piry-
midyny (Wang i wsp. 2009b). Do budowy podstawowego pier$cienia stosowano tez liniowy substrat
MeO(CO)NH(SH)N(CO)OMe (Tedesco i wsp. 2006). Niektére pochodne otrzymywano z cyjanochinoliny
w reakcji z 2-aminobenzosulfamidem w obecno$ci MesAl. Powstajace odpowiednie amidyny cyklizuja
do przedmiotowych zwigzkéw w obecnosci zasady (Tedesco i wsp. 2006). Z wykorzystaniem amidyn
w reakcji z 2-chloroheteroarylosulfochlorkami otrzymywano 3-(1,1-dioksydo-2H-[1,2,4]-benzotiadiazyn-
-3-ylo)-4-hydroksy-2(1H)chinazoliny (Tedesco i wsp. 2009).

W innym rozwiazaniu podstawowy uktad cykliczny uzyskiwano przy zastosowaniu w syntezie
2-aminobenzenosulfonamidu i 1-chlorku bursztynianu-2-etylu (Tedesco i wsp. 2009). Podstawione
analogii 1-hydroksynaftylowe otrzymywano w reakcji kondensacji chlorkéw kwasu o hydroksynaftale-
nokarboksylowego z 2-aminosulfamidem. Powstajacy podstawiony 2-aminosulfamid cyklizowano
w temperaturze 200°C (Wang i wsp. 2009a). Zachowanie grup -OH w pier$cieniu naftalenowym wy-
magato jednakze jej zabezpieczenia przez metylacje (Wang i wsp, 2009a). Opracowano tez synteze
2,4-podstawionych 1,2,4-benzotiadiazyn-3-on-1,1-dioksydéw w fazie statej przez redukcje 2-nitroben-
zenosulfonamidow cyklizujacych z karbonylodiimidazolem (Makino i wsp. 2003).

Zwiazki z przedmiotowej grupy znane sg gtéwnie jako inhibitory polimerazy NS5B wirusa zapale-
nia watroby typu C (HCV) (Tedesco i wsp. 2009; Tedesco i wsp. 2006; Wang i wsp. 2009a; Wang i wsp.
2009b; Wang i wsp. 2009c). Inne pochodne opisywane sg jako selektywni antagonisci receptora CXCR2
(C-X-C motif chemokine receptor 2) (Wang i wsp. 2007), modulatory kanatéw potasowych (Khelili i wsp.
1995) oraz kanatéw TRPCS5 (transient receptor potential cation channel subfamily C member 5) (Beck-
mann i wsp. 2017).

ZwiazkKi z tej grupy charakteryzuje dziatanie przeciwzapalne (Andrisano i wsp. 1981; Raffa i wsp.
1979), cytotoksyczne wobec komérek ludzkich linii nowotworowych (Tait i Di Bella 1990) oraz mikrobio-
cydalne (Di Bella i wsp. 1979; Di Bella i wsp. 1966).

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono opisu otrzymywania 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-
-benzotiadiazyn-3-ylo)benzeno-1,3-dioli. W grupach réznorodnie podstawionych analogéw nie wskazy-
wano tez na ich aktywnos$¢ inhibicyjna w syntezie kwasu kynureninowego (KYNA) jak i w stosunku do
aminotransferaz kynureninowych (KAT).

Jako inhibitory izoformy KAT Il w syntezie kwasu kynureninowego wskazywane sg 6 lub 7 podsta-
wione 3-amino-1-hydroksy-3,4-dihydrochinazolin-2(1H)-ony (Chang i wsp. 2018), (Dounay i wsp. 2012),
(Tuttle i wsp. 2013), hybrydy 1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-izoindolo -benzenosulfonamidowe (Jayawickrama
i wsp. 2018b), S-4-(etylosulfonylo)benzoyloanitina (Pellicciari i wsp. 2006) czy pochodne estrogenu
(Jayawickrama i wsp. 2017) (Chang i wsp. 2018) lub kwasu aminopiperazynylo-7-oxo-oksazynochinoli-
nokarboksylowego (Jayawickrama i wsp. 2018a).

Problem choréb neurodegeneracyjnych jest obecnie jednym z najbardziej istotnych konsekwencji
wydtuzania zycia i starzenia sie spoteczenstw. Na catym swiecie rosnie liczba ludzi w podesztym wieku.
Kazdego miesigca ponad milion ludzi koniczy 60 rok zycia. Szacuje sie, ze w potowie tego stulecia be-
dzie wiecej 0séb starszych niz miodszych. Poniewaz dtugos¢ Zycia ciagle roénie, tym samym wzrasta
liczba problemdéw zdrowotnych ludzi starszych, ktérzy choruja na choroby krazenia, nowotwory, zabu-
rzenia pamieci, chorobe Parkinsona, Alzheimera i zaburzenia psychiczne (gtéwnie depresje). Jedno-
czesnie choroby te charakteryzuja sie wspdlnymi cechami takimi jak:

— podtoze neurodegeneracyjne,

— postepujacy charakter (progresja choroby),
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— ubytek funkcji psychicznych i somatycznych.

Obecnie leczenie choroby Parkinsona opiera sie przede wszystkim na uzupetnieniu niedoboru
dopaminy, np. poprzez podawanie prekursora dopaminy, L-DOPA, inhibitoréw katabolizmu dopaminy
lub agonistéw receptorow dopaminergicznych. W leczeniu zaburzeh pamieci podawane sa inhibitory
esterazy acetylocholinowej lub memantyna, ktéra jest niekompetycyjnym antagonista receptora gluta-
minianergicznego NMDA. Skuteczno$é memantyny wskazuje na duza role uktadu glutaminianergicz-
nego w powstawaniu choréb neurodegeneracyjnych i zaburzeh pamieci. Jedna z hipotez naukowych
zakiada, Ze za ostabienie pamieci odpowiada wzrost ilosci endogennego kwasu kynureninowego (Wo-
nodi i Schwarcz 2010). Kwas kynureninowy powstaje z kynureniny w reakcji katalizowanej przez enzym
aminotransferaze kynureninowa (KAT). Wystepuja cztery izoformy KAT: |-V (Nematollahi i wsp. 2016).

Oczekuje sie zatem, ze jedna z mozliwo$ci zapobiegania rozwojowi lub leczenia choréb otepien-
nych jest ograniczenie biosyntezy kwasu kynureninowego w mézgu. Przyktadowo, z publikacji opisu
patentowego EP240494B1 znane s3a strukturalnie 1,3,4-tiadiazole modyfikowane podstawieniem sulfa-
midowym, ktére wskazuje sie jako zwiazki o sugerowanych wtasciwosciach.

Przedmiotem wynalazku sa analogi 1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyny o wzorze ogdélnym:

N\ //0
se3.
~ 1
N R
R OH

R2

z réznorodnie podstawionym uktadem 2,4-dihydroksylowym, gdzie:
R': H, HO-, Me, Et, MeO;

R2 H, Me, Et, Pr, i-Pr, Cl, MeO, Et, HO-

R3: H, HO-, Me, Et, MeO.

Korzystnie, analogiem tym jest 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)benzeno-1,3-diol.

Korzystnie, analogiem tym jest 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)-2-metylobenzeno-
-1,3-diol.

Korzystnie, analogiem tym jest 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)-6-metylobenzeno-
-1,3-diol.

Korzystnie, analogiem tym jest 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)-6-etylobenzeno-
-1,3-diol.

Korzystnie, analogiem tym jest 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)-6-chlorobenzeno-
-1,3-diol.

Przedmiot wynalazku stanowi réwniez sposéb otrzymywania analogéw 1,1-dioksydo-2H-1,2,4-
-benzotiadiazyny o wzorze ogdlnym | z réznorodnie podstawionym uktadem 2,4-dihydroksyfenylowym,
gdzie:

R': H, HO-, Me, Et, MeO;
R2 H, Me, Et, Pr, i-Pr, CI, MeO, EtO, HO-;
R3: H, HO-, Me, Et, MeO:

O\\S//O
"NH OH
= R1
N
R OH

R? I

polegajacy na tym, ze 2-aminobenzenosulfonamid poddaje sie reakcji w jednohydroksylowym alkoholu
ze zwiazkiem o wzorze ogoélnym Il:



RT

HO

H

RZ
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S

S

H

RZ

R1

CH

gdzie podstawniki R", R?> majg wyzej wskazane znaczenie, po czym uzyskang mieszanine poreakcyjng
przesacza sie, a przesacz zateza sie lub pozostawia na 15-30 godziny, korzystnie 24 h, a uzyskany
osad zwiazku krystalizuje sie z alkoholu jednohydroksylowego.

Korzystnie, reagentem o wzorze ogdélnym Il jest sulfinylobis(2,4-dihydroksyfenylo)metanotion.

Korzystnie, reagentem o wzorze ogdlnym Il jest sulfinylobis(3-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)meta-
notion (S3MDFM).

Korzystnie, reagentem o wzorze ogdlnym Il jest sulfinylobis(5-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)me-
tanotion.

Korzystnie, reagentem o wzorze ogdlnym |l jest sulfinylobis(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion.

Korzystnie, reagentem o wzorze ogdinym |l jest sulfinylobis(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)me-
tanotion.

Korzystnie,
nylo)metanotion.

Korzystnie, jednohydroksylowy alkohol stanowi metanol lub etanol.

Korzystnie, mieszanine reakcyjng ogrzewano we wrzeniu przez 3 godz.

Kolejnym przedmiotem wynalazku sa analogi opisane wedtug wynalazku powyzej do zastosowa-
nia w leczeniu zaburzenh pamieci.

Kolejnym przedmiotem wynalazku sa analogi opisane wedtug wynalazku do zastosowania w le-
czeniu neurodegeneracyjnych chordb otepiennych.

Jeszcze jednym przedmiotem wynalazku sa analogi opisane wedtug wynalazku do zastosowania
w leczeniu choréb psychicznych z zaburzeniami funkcji poznawczych.

Przyktady — Synteza zwiazkéw

Zwiazki z grupy 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)benzeno-1,3-dioli otrzymywano
w syntezie przedstawionej na Schemacie 1.

°\\//

o
NH,

reagentem o wzorze ogdlnym Il jest sulfinylobis(5-izopropylo-2,4-dihydroksyfe-

©E *rﬁ
R: H, Me, Et, Pr, i-Pr, X, OH, OMe, OEt

reagenty tioarylujace o wzorze ogdlnym Il
Schemat 1. Ogdlny mechanizm syntezy zwigzkéw
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Ogodlna budowe RT dla przyktadowych zwiazkéw |-V przedstawiono na Schemacie 2.

H S S H

Schemat 2. Budowa RT

Oznaczenia stosowane w opisie:

R', R2: H - sulfinylobis(2,4-dihydroksyfenylo)metanotion (SDFM),

R": Me, R? H — sulfinylobis(3-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion (S3MDFM),

R': H, R% Me - sulfinylobis(5-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion (SSMDFM),

R': H, R% Et - sulfinylobis(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion (S3EDFM),

R': H, R% CI - sulfinylobis(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion (SSCIDFM).

Odpowiednie RT otrzymuje sie w reakcji podstawionych kwasoéw 2,4-dihydroksybenzenokarbodi-
tiowych z SOCIz, a te z homologdw i pochodnych rezorcyny w procesie tiokarbamylowania.

Metodyka badan chemicznych

Przyktad |

4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)benzeno-1,3-diol (zwiazek nr 1)

0,0058 mola 2-aminobenzenosulfonamidu oraz 0,0065 mola SDFM przeniesiono do 29 mL
MeOH i ogrzewano we wrzeniu przez 3 godziny. Mieszanine poreakcyjna przesaczono na goraco. Filtrat
zatezono. Wydzielony zwiazek przekrystalizowano z 12 mL MeOH.

Wydajnos¢: 78%; t.t. = 213-215°C

C13H10N204S; M = 290,29

El MS (m/z, %): 290 (M*, 100), 277 (6), 243 (16), 228 (17), 169 (12), 156 (31), 136 (24), 108 (20),
91 (65), 65 (22), 51 (16), 44 (23), 40 (34), 34 (46),

H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 11,54 (s, 1H, HO-C(1)), 10,15 (SO2NH), 8,21 (d, 1H, H-C(Ar)),
8,07 (d, 1H, H-C(Ar)), 7,91 (d, 1H, H-C(Ar)), 7,61 (m, 1H, H-C(Ar)), 7,45 (q, 1H, H-C(Ar)), 6,37 (m, 2 H,
H-C(4,5)) ppm;

IR (KBr) V: 3340, 3250, 3091, 1631, 1595, 1557, 1555, 1523, 1503, 1470, 1443, 1399, 1357,
1310, 1271, 1231, 1178, 1153, 1125, 1073, 986, 943, 839, 802, 769, 739, 704 cm-".

Przyktad Il

4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)-2-metylobenzeno-1,3-diol (zwiazek nr Il)

0,0015 mola 2-aminobenzenosulfonamidu oraz 0,0020 mola S3MDFM przeniesiono do 7,5 mL
MeOH i ogrzewano we wrzeniu przez 3 godziny. Mieszanine poreakcyjna pozostawiono w temperaturze
pokojowej na 24 godziny i przefiltrowano. Wydzielono zwiazek. Filtrat zatezono. Wydzielony zwiazek
przekrystalizowano z 5 mL MeOH.

Wydajnos¢: 65%; t.t. = 179-180°C

C14H12N204S; M = 304,32

El MS (m/z, %): 304 (M*, 100), 258 (6), 239 (38), 211 (10), 156 (38), 150 (20), 122 (7), 108 (14),
92 (39), 65 (16), 52 (5).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 11,85 (s, 1H, HO-C(3)), 11,17 (s, 1H, HO-C(1)), 10,15 (1H,
SO2NH), 7,97-7,95 (dd, 1H, H-C(Ar)), 7,75-7,72 (d, 1H, H-C(Ar)), 7,68-7,65 (m, 2H, H-C(Ar)), 7,44
(s, 1H, H-C(Ar-H), 6,49-7,47 (d, 1H, H-C(Ar)), 2,03 (s, 3H, Me),

IR (KBr) V: 3344, 3098, 2926, 2855, 1610, 1497, 1463, 1441, 1376, 1329, 1290, 1250, 1209,
1158, 1128, 1085, 1015, 909, 873, 798, 758, 726 cm-".

Przyktad Il

4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)-6-metylobenzeno-1,3-diol (zwiazek nr 1ll)

0,0015 mola 2-aminobenzenosulfonamidu oraz 0,0020 mola SSMDFM przeniesiono do 7,5 mL
MeOH i ogrzewano we wrzeniu przez 3 godziny. Mieszanine poreakcyjna pozostawiono w temperaturze
pokojowej na 24 godziny i przefiltrowano. Wydzielony zwiazek przekrystalizowano z 6 mL MeOH.

Wydajnos¢: 72%; t.t. = 204-205°C

C14H12N204S; M = 304,32



6 PL 239 292 B1

El MS (m/z, %): EI MS (m/z, %): 304 (M*, 33), 258 (100), 188 (6), 167 (7), 149 (12), 108 (7),
92 (19), 77 (11), 65 (8), 39 (8), 34 (13).

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 11,74 (s, 1H, HO-C(3)), 11,36 (s, 1H, HO-C(1)), 10,16 (1H,
SO2NH), 8,11 (s, 1H, H-C(Ar)), 8,08 (d, 1H, H-C(Ar)), 7,91 (dd, 1H, H-C(Ar)), 7,60 (m, 1H, H-C(Ar-H),
7,44 (m, 1H, H-C(Ar)), 6,46 (m, 1H, H-C(Ar)), 2,08 (s, 3 H, Me)

IR (KBr) V: 3330, 3258, 2924, 1627, 1585, 1504, 1483, 1411, 1328, 1290, 1251, 1153, 1072,
1015, 977, 898, 843, 742 cm-".

Przyktad IV

4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)-6-etylobenzeno-1,3-diol (zwiazek nr 1V)

0,0015 mola 2-aminobenzenosulfonamidu oraz 0,0020 mola S5EDFM przeniesiono do 7,5 mL
MeOH i ogrzewano we wrzeniu przez 3 godziny. Mieszanine poreakcyjng pozostawiono w temperaturze
pokojowej na 24 godziny i przefiltrowano. Wydzielony zwiazek przekrystalizowano z 5 mL MeOH.

Wydajnosc¢: 72%; t.t. = 192-193°C

C15H1aN204S; M = 318,2

El MS (m/z, %): 318 (M*, 100), 303 (M*-Me, 78), 290 (6), 271 (10), 256 (16), 239 (12), 181 (6),
169 (10), 165 (21), 156 (39), 148 (36), 123 (8), 108 (29), 92 (51), 77 (161), 69 (20), 65 (27), 39 (15).

"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 11,79 (s, 1H, HO-C(3)), 11,37 (s, 1H, HO-C(1)), 10,13 (1H
SO2NH), 8,12 (s, 1H, H-C(Ar)), 8,08 (d, 1H, H-C(Ar)), 7,90 (m, 1H, H-C(Ar)), 7,62 (q, 1H, H-C(Ar-H)),
7,45 (s, 1H, H-C(Ar)), 6,44 (s, 1H, H-C(Ar)), 3,31 (q, 3H, CH2CHB3), 1,12 (5, 3H, CH2CH3)

IR (KBr) V: 3284, 2968, 2876, 1385, 1328, 1294, 1243, 1156, 1138, 1074, 962, 901, 846, 765,
742, 715 cm™.

Przyktad V

4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn-3-ylo)-6-chlorobenzeno-1,3-diol (zwiazek nr V)

0,0015 mola 2-aminobenzenosulfonamidu oraz 0,0020 mola S5CIDFM przeniesiono do 7,5 mL
MeOH i ogrzewano we wrzeniu przez 3 godziny. Mieszanine poreakcyjna pozostawiono w temperaturze
pokojowej na 24 godziny i przefiltrowano. Wydzielony zwiazek przekrystalizowano z 5 mL MeOH.

Wydajnos¢: 75%; 221-222°C

C13HaN204SCI; M = 324,65

El MS (m/z, %): 324 (M*, 100), 290 (18), 278 (22), 260 (17), 231 (7), 197 (7), 169 (33), 155 (86),
138 (16), 117 (16), 108 (27), 91 (96), 78 (19), 69 (23), 65 (22), 63 (32), 39 (28).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 11,85 (s, 1H, HO-C(3)), 11,76 (s, 1H, HO-C(1)), 10,98 (1H
SO2NH), 8,35 (s, 1H, H-C(Ar)), 8,15 (d, 1H, H-C(Ar)), 7,93 (m, 1H, H-C(Ar)), 7,64 (m, 1H, H-C(Ar-H)),
7,49 (m, 1H, H-C(Ar)), 6,62 (s, 1H, H-C(Ar)).

IR (KBr) V: 3260, 3096, 2890, 2855, 2714, 1614, 1582, 1497, 1440, 1391, 1331, 1291, 1247,
1160, 1148, 1078, 1025, 1007, 984, 960, 899, 846, 769, 746.

Oryginalnym rozwiazaniem w syntezie i jednoczeénie przedmiotem wynalazku jest specyficzny
przebieg reakcji cyklizacji izomeryzujacych form imino-tiolowych powstajacych w mechanizmie Se. Te
rébwnowagowe formy sa produktem przejsciowym reakcji tioaryloilowania odpowiedniego substratu.
W stosunku do innych reakcji ambidentnego ugrupowania imino-tiolowego z karboksyamidami (benzo-
tiazyny), w tym przypadku grupa tiolowa nie dziata litycznie na ugrupowanie sulfonamidowe z jego roz-
szczepieniem. Przy odpowiedniej nukleofilowosci rGwnowagowo powstajacej grupy SH, cyklizacja po-
lega na elektrofilowym ataku atomu wegla w wiazaniu iminotiolowym na azot grupy amidowej i cyklizacji
wedtug regut substytucji z deprotonizacja amidu.

Metodyka badan biologicznych

Badania wykonano na szczurach, samcach rasy Wistar o masie ciata 150—-200 gramoéw. Zwie-
rzeta utrzymywano w standardowych warunkach laboratoryjnych z dostepem do wody i pokarmu bez
ograniczen. Doswiadczenia zostaty zaakceptowane przez Lokalna Komisje ds. Doswiadczen na Zwie-
rzetach w Lublinie.

W celu analizy tkankowej produkcji kwasu kynureninowego po dekapitacji szczuréw natychmiast
pobrano ich mézg i nerki. Nerki homogenizowano w buforze Krebsa-Ringera (w/v 1 :4). Kora mézgowa
zostata oddzielona od reszty mézgowia i podzielona na skrawki o wymiarach 1 mm x 1 mm. Nastepnie
skrawki mozgu (10 skrawkow/studzienka inkubacyjna) lub homogenaty nerek (100 pl/studzienka inku-
bacyjna) inkubowano w natlenowanym buforze Krebsa-Ringera o pH 7,4 w temperaturze 37°C przez
2 godziny w obecnosci prekursora kwasu kynureninowego, kynureniny i analizowanej substancji. llo$¢
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wyprodukowanego kwasu kynureninowego w uzyskanych po inkubacji supernatantach oceniano za po-
moca wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem fluorescencyjnym (Thermo Fisher Scien-
tific HPLC system, ESA catecholamine HR-80, 3 um, C18 reverse-phase column, dtugo$¢ fal detektora
fluorescencyjnego: ekscytacja 344 nm, emisja 398 nm).

Do oceny aktywnosci aminotransferaz kynureninowych wykorzystano homogenaty mézgu i nerek
szczura. Homogenaty pobranych po dekapitacji szczura narzadéw dializowano przez 12 godzin w bu-
forze dializacyjnym w temperaturze 8°C. Homogenaty tkankowe (100 pl) z wyizolowanymi enzymami
inkubowano przez 2 godziny w roztworze inkubacyjnym w temperaturze 37°C w obecno$ci kynureniny
i analizowanej substancji. Po zakonczeniu inkubacji ocene ilosci wytworzonego kwasu kynureninowego
wykonano za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem fluorescencyjnym
(Thermo Fisher Scientific HPLC system, ESA catecholamine HR-80, 3 pm, C18 reverse-phase column,
dtugos¢ fal detektora fluorescencyjnego: ekscytacja 344 nm, emisja 398 nm).

Statystyka

Wyniki wyrazono jako % kontrolnej produkcji kwasu kynureninowego w analogicznych warunkach
ale pod nieobecnos$é badanego zwiazku. Wyznaczono srednie arytmetyczne i odchylenie standardowe.
Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu testu t-Studenta (co najmniej p < 0,05).

Wyniki badan biologicznych

Produkcja kwasu kynureninowego (KYNA) w skrawkach kory mézgu szczura in vitro.

W badaniach in vitro przy zastosowaniu zwiazku | w stezeniu 0,1 i 1,0 mM na skrawki kory moézgu
szczura stwierdzono zmniejszenie produkcji kwasu kynureninowego do odpowiednio 76% (p < 0,05)
i 74% (p < 0,05) wartosci kontrolne;.

Po zastosowaniu zwigzku IV w stezeniu 0,1 mM i 1 mM stwierdzono zmniejszenie produkcji KYNA
w skrawkach kory mézgu szczura in vitro do odpowiednio 73% (P < 0,01) i 70% (P < 0,05) wartosci
kontrolnej.

Stwierdzono zmniejszenie produkcji KYNA w skrawkach kory mézgu szczura in vitro po zastoso-
waniu substancji V w stezeniu 0,1 mM i 1 mM do odpowiednio 54% (P < 0,001) i 34% (P < 0,001)
wartosci kontrolnej.

W relacjach budowy zwiazkdéw czytelny jest wptyw podstawnika w pierécieniu rezorcylowym.
W ocenie zalezno$ci wydaje sie, ze bardzo istothne znaczenie ma specyficznos¢ dziatania tej grupy
zwiazkdéw, bowiem zwiekszenie ich stezenia nie wywotuje spektakularnego efektu inhibicyjnego. Wydaje
sie, Zze moze to byé szczegdlnie istotny mechanizm dziatania uktadowego zwiazkéw. W przypadku far-
makologicznego zastosowania tego rodzaju substancji, dla ktérych obserwuje sie niepeina relacje
dawka-efekt, moze to by¢ bardzo korzystny mechanizm inhibicji, a zwiazek bardziej bezpieczny.

Uzyskane wyniki odnosza sie do hipotezy badawczej i sg obiecujgce, gdyz stwierdzono dotych-
czas, ze endogenne nagromadzenie kwasu kynureninowego w mézgu jest przyczyna niektérych obja-
wow chordb neurodegeneracyjnych takiej jak choroba Alzheimera oraz zaburzen psychicznych (gtéwnie
schizofrenii) i zaburzen pamieci.

Aktywnos¢ aminotransferaz kynureninowych (KAT) w homogenacie kory mézgu szczura

Po zastosowaniu zwiazku | w stezeniu 1 mM zaobserwowano wzrost aktywnosci aminotransfe-
razy kynureninowej typu | (KAT |) w homogenacie kory moézgu szczura do 210% (P < 0,05) wartos$ci
kontrolnej, natomiast spadek aktywnosci aminotransferazy kynureninowej typu Il (KAT 1l) w homogena-
cie kory mézgu szczura do 51 % (P < 0,05) warto$ci kontrolne;.

Stwierdzono zmniejszenie aktywno$ci KAT | w homogenacie kory moézgu szczura do 43%
(P < 0,05) wartosci kontrolnej oraz zmniejszenie aktywnosci KAT I| w homogenacie kory mézgu szczura
do 36% (P < 0,05) wartos$ci kontrolnej po zastosowaniu zwigzku IV w stezeniu 1 mM. Po zastosowaniu
substancji V w stezeniu 1 mM stwierdzono zmniejszenie aktywnosci KAT | w homogenacie kory mézgu
szczura do 45% (P < 0,05) wartosci kontrolnej oraz brak zmian w aktywnosci KAT Il w homogenacie
kory mézgu szczura.

Produkcja kwasu kynureninowego (KYNA) oraz aktywnosé aminotransferaz kynurenino-
wych w homogenacie nerki szczura in vitro

Po zastosowaniu substancji nr I, IV i V nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian w produkcji
KYNA w homogenacie nerki szczura in vitro. Po zastosowaniu substancji nr I, IV i V nie stwierdzono
istotnych statystycznie zmian w aktywnosci aminotransferazy kynureninowej typu | (KAT 1) oraz amino-
transferazy kynureninowej typu Il (KAT Il) w homogenacie nerki szczura.
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Zastrzezenia patentowe

1. Analogi 1, 1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn o wzorze ogéinym I.

R2 I

z réznorodnie podstawionym uktadem 2,4-d i hydroksylowym, gdzie:
R': H, HO-, Me, Et, MeO,
R2 H, Me, Et, Pr, iPr, Cl, MeO, EtO, HO-,
R3: H, HO-, Me, Et, MeO.

2. Analog wedtug zastrzezenia 1 znamienny tym, ze stanowi go 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-ben-
zotiadiazyn-3-ylo)benzeno-1,3-diol.

3. Analog wedtug zastrzezenia 1 znamienny tym, ze stanowi go 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-ben-
zotiadiazyn-3-ylo)-2-metylobenzeno-1,3-diol.

4. Analog wedtug zastrzezenia 1 znamienny tym, ze stanowi 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzo-
tiadiazyn-3-ylo)-6-metylobenzeno-1,3-diol.

5. Analog wedtug zastrzezenia 1 znamienny tym, ze stanowi 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzo-
tiadiazyn-3-ylo)-6-etylobenzeno-1,3-diol.

6. Analog wedtug zastrzezenia 1 znamienny tym, ze stanowi 4-(1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzo-
tiadiazyn-3-ylo)-6-chlorobenzeno-1,3-diol.

7. Sposob otrzymywania analogéw 1,1-dioksydo-2H-1,2,4-benzotiadiazyn o wzorze ogdinym I:

R2 I
z réznorodnie podstawionym ukfadem 2,4-dihydroksylowym, gdzie:
R': H, HO-, Me, Et, MeO,
R2?: H, Me, Et, Pr, iPr, Cl, MeO, EtO, HO-,
R3: H, HO-, Me, Et, MeO,
w ktérym do rozpuszczalnika organicznego wprowadza sie substraty, po czym wydziela sie
produkt, znamienny tym, ze w jednohydroksylowym alkoholu poddaje sie reakcji 2-amino-
benzenosulfonamid, ze zwigzkiem o wzorze ogdélnym Il:

H § S H
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gdzie podstawniki R', R? majg wyze] wskazane znaczenie, po czym uzyskang mieszanine
poreakcyjnag przesacza sig, a przesacz zateza sie lub pozostawia na 15-30 godzin, korzystnie
24 godziny, a uzyskany osad zwiazku krystalizuje sie z alkoholu jednohydroksylowego.
Sposéb wedtug zastrzezenia 7 znamienny tym, ze reagent o wzorze ogdélinym Il stanowi sul-
finylobis(2,4-dihydroksyfenylo)metanotion.

Sposéb wedtug zastrzezenia 7 znamienny tym, Zze reagent o wzorze ogdélinym Il stanowi sul-
finylobis(3-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion (S3MDFM).

Sposdb wedtug zastrzezenia znamienny tym, Zze reagent o wzorze ogdélnym Il stanowi sulfi-
nylobis(5-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion.

Sposéb wedtug zastrzezenia 7 znamienny tym, Zze reagent o wzorze ogdélinym Il stanowi sul-
finylobis(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion.

Sposéb wedtug zastrzezenia 7 znamienny tym, Zze reagent o wzorze ogélinym Il stanowi sul-
finylobis(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion.

Sposdb wedtug zastrzezenia 7 znamienny tym, Zze reagent o wzorze ogdélinym Il stanowi sul-
finylobis(izopropylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotion.

Sposéb wedtug zastrzezenia 7 znamienny tym, ze jednohydroksylowy alkohol stanowi meta-
nol lub etanol.

Sposéb wedtug zastrzezenia 7 znamienny tym, ze mieszanine reakcyjna ogrzewano we
wrzeniu przez 3 godziny.

Analogi opisane w zastrzezeniu 1 do 6 do zastosowania w leczeniu zaburzen pamieci.
Analogi wedtug zastrzezenia 1 do 6 do zastosowania w leczeniu neurodegeneracyjnych cho-
robach otepiennych.

Analogi wedtug zastrzezenia 1 do 6 do zastosowania w leczeniu chordb psychicznych z za-
burzeniami funkcji poznawczych.
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