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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dinydro-1H-
-1,2,4-triazolo-5-tion (wzér 1) oraz kompozycja farmaceutyczna zawierajgca go do zastosowania w leczeniu
raka piersi, ptuc i watroby.

Choroby nowotworowe sg jednym z gtéwnych probleméw zdrowotnych w Stanach Zjedno-
czonych i wielu innych czes$ciach swiata ,Word Health Organization The Global Burden of Disease:
2004 Update. Geneva: World Health Organization; 2008”. Szacuje sie, ze sg one drugim, po cho-
robach serca, powodem zgonéw i przewiduje sie, ze w ciggu najblizszych lat stang sie gtéwna
przyczyng Smierci pacjentéw. Wedtug diagnoz Narodowego Centrum Statystyk Zdrowotnych w USA
(National Center for Health Statistics) w roku 2015 pojawi sie az 1,658,370 nowych przypadkéw
zachorowan na raka, w czym 589,430 przypadkéw bedzie prowadzito do zgonu. Liczba jednostek
zachorowalno$ci, a takze rodzaj nowotworéw w duzej mierze zalezy od regionu $wiata, pici, wieku
czy stanu zdrowia pacjenta ,Siegel, R. L.; Miller, K. D.; Jemal, A. CA: A Cancer Journal for Clinicians
(2015), 65, 5-29". Nie mniej jednak wiadomo, ze rak piersi jest najczesciej diagnozowanym nowo-
tworem kobiet i gtébwng przyczyng zgonoéw, stanowigc 23% catkowitej liczby przypadkéw zachoro-
walnoscii 14% zgondw. Rak ptuc natomiast jest gtdwnym typem nowotworéw wystepujgcych u mez-
czyzn. Stanowi on 17% nowych zachorowan i u 23% przypadkéw prowadzi do zgonu. Ponadto
wsrdd 10-ciu najczesciej wystepujgcych typéw nowotworéw podaje sie rowniez raka jelita, nerki,
watroby oraz biataczke ,Jemal, A.; Bray, F.; Center, M. M.; Ferlay, J.; Ward, E.; Forman, D. CA: A
Cancer Journal for Clinicians (2011), 61, 69-90", ,Wojciechowska, U.; Didkowska, J. NOWO-
TWORY Journal of Oncology (2013), 63, 197-216".

Pomimo wielu dostepnych na rynku cytostatykéw, wcigz brakuje leku skutecznego wobec komérek
nowotworowych i bezpiecznego dla komoérek prawidtowych.

Jednym z najlepiej poznanych cytostatykéw jest Cisplatyna (cis-diaminodichloroplatyna Il). Od ponad
40-lat jest uzywana w leczeniu wielu typéw nowotworéw, m.in. pecherza, piersi, gtowy, szyi, ptuc, jajnika
i jgder ,Tsimberidou, A.M.; Braiteh,F.; Stewart, D.J.; Kurzrock, R. Journal of Clinical Oncology (2009)
27,6243-6250". Mechanizm dziatania przeciwnowotworowego Cisplatyny polega na zdolno$ci do wigzania
sie z zasadami purynowymi w DNA, co powoduje jego uszkodzenia i w konsekwencji prowadzi do apoptozy
komérek nowotworowych. Jednak ze wzgledu na liczne niepozadane efekty uboczne, takie jak ciezkie za-
burzenia czynnosci nerek, reakcje alergiczne, zmniejszenie odpornosci na infekcje, zaburzenia zotgdkowo-
jelitowe, krwawienia czy utrata stuchu, szczeg6lnie u mtodych pacjentéw, jej zastosowanie jest ograniczone
,Dasari, S.; Tchounwou, P.B. European Journal of Pharmacology (2014), 740, 364-378".

Dlatego tez, istnieje uzasadniona potrzeba poszukiwania nowych zwigzkéw o aktywno$ci przeciwno-
wotworowej, ktére bedg wykazywaty wickszg selektywnos$é dziatania w kierunku komérek nowotworowych
niz prawidtowych.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie sposobu otrzymywania zwigzku o wzorze 1, mogacego znalezé
zastosowanie w leczeniu pacjentéw chorych na raka piersi, ptuc i watroby.

Bedacy przedmiotem wynalazku sposob otrzymywania 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-
1H-1,2,4-triazolo-5-tion (wzér 1) polega na tym, ze zwigzek o wzorze 1 otrzymuje sie w reakcji cyklizacji
4-(4-nitrofenylo)-1-(pirydyn-2-ylo)karbonylotiosemikarbazydu (wzér 2) w roztworze 2% wodorotlenku sodu.
Mieszanine ogrzewa sie we wrzeniu przez okoto 2 godziny a osad uzyskuje sie przez wytrgcenie za pomocg
3M roztworu HCI. Otrzymany 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-1,2 4-triazolo-5-tion (wzér 1)
krystalizuje sie z metanolu.

Otrzymany sposobem wediug wynalazku zwigzek 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-
-1H-1,2,4-triazolo-5-tion (wzér 1) moze znalezé zastosowanie do wytwarzania lekéw przeznaczonych do
leczenia pacjentéw chorych na raka piersi, ptuc i watroby.

Przedmiotem wynalazku jest takze kompozycja zawierajgca jako substancje aktywng zwigzek o wzo-
rze 1 do zastosowania w leczeniu raka piersi, ptuc i watroby.

Przyktad 1. Otrzymywanie 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-1,2 4-triazolo-
-5-tionu (wzér 1).

Do 3,17 g (0,01 mola) 4-(4-nitrofenylo)-1-(pirydyn-2-ylo)karbonylotiosemikarbazydu (wzér 2) dodano
20 ml 2% roztworu wodorotlenku sodu i ogrzewano przez 2 godziny. Nastepnie do ochtodzonego roztworu
dodano 3M kwas solny do odczynu kwasnego. Otrzymany osad odsgczono i po wysuszeniu krystalizowano
z metanolu.
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Temperatura topnienia: 202—-204°C

Wzér sumaryczny: C13HaNsO2S

Masa molowa: 299,307

Wydajnoé¢: 2,05 g (60%)

Widma 'H NMR (de-DMSO, ppm, TMS): 10,02 (s, 1H) 7,09-7,11 (m, 1H), 6,78-6,81 (m, 2H) 3,89
(s, 3H) 3,72-3,82 (m, 8H), 2,86-2,98 (m, 3H).

Widma *C NMR (ds-DMSO ppm TMS): 161,68, 158,44, 141,79, 130,18, 128,31, 115,56, 110,79,
59,34, 55,26, 52,98, 50,09, 49,36, 48,56, 46,72, 38,41, 37,86, 37,50, 24,79, 23,97, 22,21, 20,98

Przyktad 2. Wplyw nowego zwigzku 3-(4-nitrofenyfo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-
-1,2,4-triazolo-5-tionu na proliferacje komérek nowotworowych i prawidtowych.

Okreslenie stopnia proliferacii in vitro komérek raka piersi (MCF-7), ptuc (A549) watroby (HepG2)
oraz komoérek prawidtowych fibroblastéw (BJ) w teScie SRB po 96-godzinnej inkubacji z badanymi
zwigzkami oraz wzorcem (Cisplatyng)

Wyznaczenie wartosci indekséw terapeutycznych dla 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihy-
dro-1H-1,2,4-triazolo-5-tionu oraz wzorca (Cisplatyny).

W badaniach wykorzystano trzy linie nowotworowe (raka piersi MCF-7, raka ptuc A549, raka wa-
troby HepG2) oraz jedng prawidtowg (fibroblastéw ludzkich BJ) pochodzgce z Amerykanskiej Kolekcji
Kultur Komoérkowych (ATCC). Komoérki byly hodowane wedtug zalecern ATCC, tj. linia BJ, HepG2 oraz
MCF-7 rosty w podtozu EMEM z dodatkiem 10% surowicy bydlecej oraz antybiotykéw (streptomycyna,
penicylina). W przypadku linii MCF-7 podtoze byto dodatkowo suplementowane 0,01 mg/ml rekombino-
wanej insuliny ludzkiej. Linia raka ptuc (A549) byta hodowana w podtozu F-12K z dodatkiem 10% suro-
wicy bydlecej oraz antybiotykdw (streptomycyna, penicylina). Wszystkie linie komorkowe rosty w atmos-
ferze 5% CO: i temperaturze 37°( Do pasazu komérek uzywano 0,25% roztworu trypsyny w EDTA.
W celu zbadania wptywu badanych zwigzkéw na proliferacje komérek nowotworowych i prawidtowych,
zawiesine komorek linii A549 BJ, HepG2 oraz MCF-7 w podfozu proliferacyjnym doprowadzano do ge-
stosci 3x10* kom./ml (dla A549), 6x10* kom./ml (dla BJ), 1x10° kom./ml (dla HepG2) oraz 2,5x10°
kom./ml (dla MCF-7) i rozlewano po 100 pl do dotkéw w ptytce 96-dotkowej. Po 24-godzinnej inkubaciji
w temperaturze 37°C delikatnie $ciggano ptyn hodowlany i dodawano do kolejnych rzedéw po 100 pl/do-
tek odpowiedniego dla dane;j linii ptynu utrzymujgcego (2% FBS) z dodatkiem okre$lonych stezen ba-
danych zwigzkéw oraz wzorca. Po 24 godz. inkubacji w atmosferze 5% CO: i temp. 37°C oznaczano
zywotnosé komorek, w tescie z sulforodaming B (SRB). Test ten pozwala w bardzo czuty sposéb na
okreslenie liczby zywych komoérek. Zasada testu opiera sie na elektrostatycznym wigzaniu SRB do bia-
tek komoérkowych w odpowiednim pH. Nastepnie pochtoniety przez komérki barwnik zostaje rozpusz-
czony, a intensywno$é barwy mierzona jest spektrofotometrycznie. Intensywnos$é barwy jest zatem
wprostproporcjonalna do ilosci zywych, proliferujgcych komérek.

Wyniki badan aktywno$ci przeciwnowotworowej zamieszczono w Tabeli Nr 1

IT (rak piersi) IT (rak phuc) IT (rak watroby)
(ICx BJ {ICs BJ {ICx 8J
ICso MCF-7) 1Cs0 AS49) ICso HopG2)
3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo}-4,5- 2,05 0.57 1,14
dihydro-1H-1,2,4-triazolo-5-tion
Cisplatyna 0.25 0.5 0,42

Po 96-godzinnej inkubacji komérek A549, BJ, HepG2 oraz MCF-7 z badang substancjg 3-(4-
-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazolo-5-tionem) oraz wzorcem Cisplatyng w te-
Scie SRB, wyznaczono wartosci stezenia hamujgcego proliferacje komérek w 50% (ICso). Na tej pod-
stawie wyznaczono wartoéci indeksu terapeutycznego (IT), ktéry jest miarg potencjalnego bezpieczen-
stwa stosowania leku. W przypadku wszystkich badanych linii nowotworowych, oba badane zwigzki
wykazaty wiekszg aktywno$¢ hamujacg proliferacje komdrek nowotworowych niz prawidtowych. Dlatego
tez, wyznaczone wartosci IT byty wyzsze dla nowego zwigzku niz dla Cisplatyny. Zatem zwigzek 3-(4-



4 PL 236 031 B1

-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazolo-5-tion wykazuje silne dziatanie hamujgce
proliferacje komoérek nowotworowych piersi, ptuc i watroby, a ponadto charakteryzuje sie wyzszym
wspotczynnikiem bezpieczenstwa terapeutycznego in vitro niz popularnie stosowany cytostatyk —
Cisplatyna.

Przyktad 3. Wplyw nowego zwigzku 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-
-1,2,4-triazolo-5-tionu na aktywno$¢ proapoptototyczng komérek nowotworowych.

Okreslenie potencjatu proapoptotycznego badanych zwigzkéw w komoérkach A549, hepG2 oraz
MCF-7 wykorzystujgc barwienie oranzem akrydyny (OA) i bromkiem etydyny (BE).

W przeprowadzonych badaniach uzyto trzy lime komérkowe (raka piersi, ptuc i watroby), ktére
byly hodowane jak opisano powyzej (Przyktad 2). Komérki nastepnie inkubowano z badanymi zwigz-
kami w stezeniu 1 pg/ml przez 98 godzin w atmosferze 5% CO- oraz temperaturze 37°C. Po tym czasie,
komorki zostaty wybarwione roztworem oranzu akrydyny i bromku etydyny w celu okreslenia potencjatu
proapoptotycznego badanych zwigzkéw. Barwienie to umozliwia wyodrebnienie populaciji komérek zy-
wych, wczesnoapoptotycznych, pé6znoapoptotycznych oraz nekrotycznych.

Po 96-godzinnej inkubacji komérek A549, HepG2 oraz MCF-7 z 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-
-ylo)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazolo-5-tionem w stezeniu rownym 1 pg/ml, zaobserwowano niewielka
liczbe komorek zywych. Wiekszo$é obserwowanych komérek w populaciji byta wczesno i p6znoapopto-
tyczna. Obserwowano réwniez pojedyncze komoérki nekrotyczne. Wyniki te $wiadczg o wysokim poten-
cjale proapoptotycznym badanych zwigzkéw w stosunku do komoérek raka piersi, ptuc i watroby Zatem
mozna przypuszczaé, ze mechanizm dziatania przeciwnowotworowego nowych zwigzkéw polega na
indukcji procesu apoptozy w komérkach A549, HepG2 oraz MCF-7.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b otrzymywania 3-(4-nitrofenylo)-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazolo-5-tionu
(wzér 1), znamiennym tym, ze 4-(4-nitrofenylo)-1-(pirydyn-2-ylo)karbonylotiosemikarbazyd
(wzér 2) cyklizuje w $rodowisku 2% roztworu wodorotlenku sodu do 3-(4-nitrofenylo)-4-(piry-
dyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazolo-5-tionu (wzér 1), reakcje prowadzi sie we wrzeniu
przez okoto 2 godziny, po zakorczeniu reakcji dodaje sie 3 M HCI do odczynu kwasnego
a otrzymany osad s3czy si€ i oczyszcza przez krystalizacje z rozpuszczalnika organicznego,
korzystnie z metanolu.

2. Kompozycja farmaceutyczna zawierajgca jako substancje aktywng zwigzek 3-(4-nitrofenylo)-
-4-(pirydyn-2-ylo)-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazolo-5-tion, o wzorze 1, do zastosowania w lecze-
niu raka piersi, ptuc i watroby.
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