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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy nowych zwigzkéw chemicznych - chiralnych pochodnych triazolu, sposobu
ich otrzymywania oraz ich zastosowania.

Nowe pochodne sg zwigzkami powstatymi w wyniku reakcji 4-amino-1,2,4-triazolu z nitropo-
chodnymi benzaldehyddw. Zwigzki takie nie zostaty dotychczas opisane w literaturze. Pochodne te
charakteryzujg sie korzystnie tym, ze posiadajg centra chiralne. Dzieki ich wtasciwosciom struktural-
nym znajdujg one zastosowanie jako substancje aktywne lekow zapobiegajacych i stosowanych
w leczeniu infekcji wywotanych obecnoscig grzybdéw lub bakterii.

Znana jest budowa i wiasciwosci triazoli. 1,2,4-triazole i ich pochodne od wielu lat stanowig
atrakcyjny materiat badawczy dla chemikéw. Znane sa zdolnosci triazoli do tworzenia réznorodnych
kompleksow metali przejsciowych, ze wzgledu na unikalne wiasnoséci koordynacyjne, typowe dla gru-
py zwigzkow pirazolowych, i wynikajace z obecnosci atomdéw azotu w pierscieniu, charakterystyczne
dla zwigzkéw imidazolowych. Ponadto posiadajg inng typowaq dla tej grupy wtasciwos¢ - sg doskona-
tymi ligandami mostkujgcymi jony metali, wykazujgc olbrzymiag rozmaito$¢ koordynacyjng, spotegowa-
ng przytaczeniem do rdzenia triazolowego dodatkowych grup donorowych. Ta cecha, wraz z silnymi
wtasciwosciami o donorowymi oraz relatywnie ftatwg syntezg kolejnych pochodnych powoduja, ze
triazole nadajg sie do projektowania wielojgdrowych komplekséw metali, ktére moga wykazywac rézne
ciekawe wtasciwosci. W opisie patentowym nr PL 146 491 omdéwiono sposob wytwarzania pochod-
nych 3,5-dwuamino-1,2,4-triazolu.

Triazole majg szerokie zastosowanie w przemysle. Juz w 1960 roku Potts [1] zauwazyt, ze
kompleks srebra z triazolem mozna wykorzysta¢é w przemysle fotograficznym. Triazole posiadajg
geometrie zblizong do imidazoli, ktérych pochodne sg wszechobecne w przyrodzie, gdyz stanowig
jeden ze sktadnikéw komplekséw biatek i kwasow nukleinowych. Jest to druga wiasciwosc, ktéra spo-
wodowata, ze triazole i ich kompleksy z metalami sg badane pod katem nasladowania imidazoli
w naturalnych procesach zachodzacych w zywych organizmach [2]. Badane sg rowniez mozliwosci
zastgpienia ligandéw pirazolowych przez triazole np. w tripirazoloboranach [3]. 1,2,4-Triazole majq
szerokie zastosowanie w rolnictwie i przemysle farmaceutycznym, co jest wiadnie zwigzane z podob-
ng geometrig i wlasciwosciami koordynacyjnymi.

W ostatnich kilkudziesieciu latach obserwuje sie zainteresowanie pochodnymi triazoli o wiasciwo-
Sciach terapeutycznych. Dzieki wiasciwo$ciom ochronnym oraz leczniczym w réznych infekcjach grzybi-
czych pochodne triazoli stanowig jedng z najwazniejszych grup zwigzkéw grzybobdjczych [4], Zwigzane
jest to z dziataniem na btone komérki grzybowej przez inhibicje 14-a-demetylazy, enzymu cytochromu
P-450. Znane sa rowniez doniesienia o przeciwzapalnych, przeciwbakteryjnych, przeciwnowotworowych
i diuretycznych [6-8] witasciwosciach triazoli. Przeciwbakteryjne dziatanie pochodnych triazoli opisano
réwniez w publikacjach zgtoszen patentowych, np. US 2005/0113347 czy US 2006/0270628. W paten-
tach US nr 4,251,512, nr 4,147,791, nr 4,038,406 i nr 4,048,318 ujawniono zwigzki i kompozycje
przeciwgrzybiczne o synergistycznym dziataniu zawierajgce pochodne triazolu. Podobnie w publikaciji
zgtoszenia miedzynarodowego WO 2006/109933 przedstawiono zastosowanie w terapii zwigzkéw na
bazie triazoli, ich soli i kompozycji farmaceutycznych o aktywnosci przeciwgrzybicznej. W publikacii
WO003/065807 omdéwiono zastosowanie alkoksylowanych amin do wzmacniania aktywnosci prepara-
téw grzybobdjczych zawierajacych grzybobdjcze triazole. Wynalazek ten odnosi sie on takze do pre-
paratow zawierajacych jeden lub wiecej grzybobdjczych triazoli i alkoksylowanych amin. Preparaty
takie sg uzyteczne do zabezpieczania jakiegokolwiek zywego lub martwego materiatu, takiego jak
plony, rosliny, owoce, nasiona, przedmioty wykonane z drewna, strzechy lub temu podobne, materiatu
ulegajacego biodegradacji oraz tkanin, przed zniszczeniem w wyniku dziatania grzybéw.

Od pewnego czasu zasady Schiffa zawierajgce ugrupowanie triazolowe oraz rézne pochodne
benzaldehydowe przykuwajg uwage wielu naukowcoéw swoimi wiasciwosciami biologicznymi. Zwigzki
te byly badane pod katem wiasciwos$ci przeciwzapalnych, przeciwgrzybicznych oraz przeciwbakteryj-
nych [12,13].

Dotychczas otrzymywane zwigzki chemiczne, powstajace w wyniku reakcji amin z aldehydami,
reagowaty ze sobg tworzac iminy (zasady Schaffa). Niezwykle istotne wydaje sie wiec poznanie bu-
dowy i podstawowych wtasciwosci biochemicznych takich substanciji.

Zasady Schiffa, czyli zwigzki zawierajgce grupe iminowg (-RC=N-), sg to zwigzki organiczne
powstate w wyniku kondensacji czasteczki zwigzku karbonylowego (aldehydu lub ketonu) z czastecz-
ka aminy pierwszorzedowej (RNH,).



PL 214 249 B1 3

Aminy pierwszo- i drugorzedowe reagujac z aldehydami i ketonami tworzg iminy:

—C=0 + HaNR - ---CE)—NHR* g — C=mNR
OH
Reakcja polega na addycji nukleofilowej aminy, a nastepnie eliminacji czasteczki wody. Katali-
zatory kwasowe utatwiajg zajscie reakciji, ale zbyt duza ilos¢ kwasu przeszkadza jej z powodu proto-
nowania aminy.

W przypadku, gdy wyjsciowy zwigzek karbonylowy zawiera w czgsteczce atom wodoru a w pierw-
szym etapie tworzy sie najpierw enamina, ktéra nastepnie ulega szybkiej tautomeryzacji do iminy:

e 22t o N= R et e G N - R

| i
\__H H
Enamina limina

Zjawisko tautomerii iminowo-enaminowej powoduje, ze iminy zachowujg sie w wielu reakcjach
tak jakby byty aminami, co powszechnie wykorzystuje sie w syntezie organicznej. Innym zastosowa-
niem imin jest traktowanie ich jako wygodnej formy "transportowej" dla amin pierwszorzedowych, gdyz
mozna je przeprowadzi¢ w te aminy poprzez prostg redukcje, zas same iminy sg trwalsze i mniej reak-
tywne od amin pierwszorzedowych [9]. Nazwa pochodzi od ich wynalazcy - Hugo Schiffa, ktéry opisat
je jako pierwszy w 1864 roku. Reakcja powstawania imin jest odwracalna, przechodzi przez rézne
posrednie etapy, w tym tworzenie karbinolaminy, ktéra wymaga odfgczenia czasteczki wody.

Zasady Schiffa odegraty znaczaca role w rozwoju chemii koordynacyjnej, gdyz umozliwiaty two-
rzenie trwatych komplekséw z wiekszoscig metali przejsciowych. Odegraly réwniez znaczaca role
w dziedzinie chemii bionieorganicznej. Szczegdlnie kompleksy metali z zasadami Schiffa pozwolity na
badanie syntetycznych modeli wystepujacych naturalnie w czesciach zawierajacych metale w enzy-
mach i metaloproteinach. Wiele zasad Schiffa posiada liczne wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciw-
nowotworowe, przeciwzapalne i przeciwtoksyczne [10], a wymiana lub wprowadzenie nowych pod-
stawnikéw czesto dodatkowo je wzmacnia [11]. Od pewnego czasu zasady Schiffa zawierajace ugru-
powanie triazolowe oraz rézne pochodne benzaldehydowe przykuwajg uwage wielu naukowcoéw swo-
imi wiasciwo$ciami biologicznymi. Zwiagzki te byly badane pod katem wiasciwos$ci przeciwzapalnych,
przeciwgrzybicznych oraz przeciwbakteryjnych [12,13],

Otrzymano do tej pory wiele zasad Schiffa, w ktérych czescig aminowg byla czasteczka
4-amino-1,2,4-triazolu, a czes¢ aldehydowg stanowity ré6zne pochodne benzaldehydéw [14-16]. Jed-
nakze, we wszystkich opisanych do tej pory w literaturze przypadkach w wyniku reakcji kondensaciji
powstawaty ptaskie zasady Schiffa.

Nieoczekiwane okazato sie jednak zastosowanie nitropochodnych benzaldehydéw wraz z cza-
steczkg 4-amino-1,2,4-triazolu.

Istota wynalazku sg zatem zwigzki powstate w wyniku reakcji 4-amino-1,2,4-triazolu z nitropo-
chodnymi benzaldehydow.

W wyniku takiej reakcji otrzymujemy zwigzki, w ktérych tworzg sie dwa centra chiralne, niezwy-
kle interesujgce z punktu widzenia warunkowanych nimi wtasciwosci chemicznych i biologicznych.

Przedmiotem wynalazku jest zwigzek o wzorze:

R? ,
R’ R
R r*
H-—CI:-——OH
NH
%\N/
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gdzie:

R oznacza: NO,, Cl albo H,

R1 oznacza: NO,, ClI, H,

R2 oznacza: NO,, H,

R3 oznacza: NO,, ClI, H,

R4 oznacza: NO,, ClI, H,

Korzystnie nowa pochodna 4-amino-1,2,4-triazolu z 2,4-dinitrobenzaldehydem wedtug wynalaz-
ku zostata wybrana sposrod zwigzkéw o wzorach 1 do 5.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania nowych pochodnych triazoli we-
dtlug wynalazku charakteryzujacy sie tym, ze nitrobenzaldehyd poddaje sie reakcji z 4-amino-1,2,4-
-triazolem, w réwnomolowych ilosciach obu substancji rozpuszczonych w rozpuszczalniku, a nastep-
nie przeprowadza sie wyodrebnienie otrzymanych zwigzkow.

Korzystnie uzyskane zwigzki wyodrebnia sie poprzez krystalizacje. Rownie korzystnie rozpusz-
czalnikiem zastosowanym w reakcji otrzymywania nowych pochodnych triazolu jest rozpuszczalnik
organiczny, taki jak metanol, etanol, acetonitryl, propanol, izopropanol, DMF, DMSO, butanol, aceton,
fenol i eter dietylowy. Zgodnie z korzystnag realizacjg wynalazku otrzymywane sg aktywne biologicznie
mieszaniny racemiczne chiralnych pochodnych tiazolu lub ich czyste izomery.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie nowych pochodnych tiazolu okreslonych
powyzej do wytwarzania leku przeznaczonego do zapobiegania i/lub leczenia infekcji wywotanych
bakteriami i grzybami. Korzystnie lek wytwarzany jest w postaci masci, zelu, tabletki, kapsutki, prosz-
ku, granulek, syropu, zastrzyku lub czopkéw.

Do tej pory otrzymywane zasady Schiffa na bazie podobnych zwigzkéw wykazywaty ciekawe
wiasciwosci biologiczne. Réwniez triazole posiadajg szerokie spektrum wiasciwosci biologicznych.

Patrzac wiec przez pryzmat chiralnosci nowych zwigzkéow okazuje sie, ze otrzymano zwigzki,
ktére zbudowane sa nie tylko z czesci aktywnych biologicznie (ij. pierscien triazolowy) lecz rowniez
nieoczekiwanie uzyskano dodatkowe dwa miejsca aktywne, ktére poteguja znaczenie i wtasciwosci
biologiczne. Najistotniejsze w tej reakcji wydaje sie by¢ potgczenie wtasciwosci czesci aminowej oraz
aldehydowe;.

Znane sg zwigzki, w ktérych zastosowano podobng pare zwigzkow, ale zawsze ich otrzymanie
wynikato z modyfikacji pierécienia triazolowego [17,18]. Pokazuje to jak subtelna zmiana moze dopro-
wadzi¢ do niespotykanych i nieznanych do tej pory efektéw w postaci tworzenia sie dwdch centréw
chiralnych. W obu przypadkach [17,18] powstatly zasady Schiffa pomimo obecno$ci grupy nitrowej
w pierscieniu benzaldehydu. Zwigzane byto to z zastosowaniem czasteczki triazolu podstawionej
w pozycjach 3 oraz 5 przez inne podstawniki niz wodoér. Réwniez znany jest zwigzek, w ktérym zasto-
sowano jako aldehyd 2,4-dinitrobenzaldehyd, a jako amine wybrano aniling[19]. Roéwniez w tym przy-
padku powstata zasada Schiffa.

W przedmiotowym wynalazku wykazano, ze szczegdlne potaczenie wiasciwosci pierscieni tri-
azolowego oraz benzaldehydowego prowadzi do powstania niezwykle oryginalnych i interesujgcych
pod wzgledem ich wtasciwosci zwigzkow.

W wyniku reakcji nitropochodnych benzaldehyddw, takich jak na przyktad 2-nitrobenzaldehyd,
3-nitrobenzaldehyd, 4-nitrobenzaldehyd, 2,4-dinitrobenzaldehyd, 2-chloro-6-nitrobenzaldehyd, z cza-
steczkg 4-amino-1,2,4-triazolu otrzymano nowe zwigzki triazoli nieoczekiwanie i korzystnie charakte-
ryzujgce sie centrami chiralnymi na atomie wegla oraz atomie azotu.

Zwigzki te powstajg na drodze syntezy prowadzonej w rozpuszczalnikach organicznych, takich
jak na przyktad acetonitryl, etanol, metanol, izopropanol. W syntezie stosowane sg réwnomolowe ilo-
Sci nitropochodnej benzaldehydu oraz tiazolu.

Nowe zwigzki wedtug wynalazku znajdujg zastosowanie do wytwarzania leku przeznaczonego
do zapobiegania i/lub leczenia infekcji wywotanych bakteriami i grzybami. Lek taki wytwarzany jest
w postaci masci, zelu, tabletki, kapsuiki, proszku, granulek, syropu, zastrzyku lub czopkdw.

Dla lepszego zilustrowania wynalazku jego opis zostat uzupetniony figurami.

Figura 1 prezentuje aktywnos$¢ 2,4dnbald wobec bakterii w zaleznosci od stezenia zwigzku.

Figura 2 prezentuje aktywnos¢ 2nbald wobec bakterii w zaleznosci od stezenia zwigzku.

Figura 3 prezentuje aktywnos¢ 3nbald wobec bakterii w zaleznosci od stezenia zwigzku.

Figura 4 prezentuje aktywnos¢ 4nbald wobec bakterii w zaleznosci od stezenia zwigzku.

Figura 5 prezentuje aktywnos¢ badanych zwigzkéw wobec Candida albicans

Dodatkowo, niniejszy wynalazek zilustrowano ponizszymi przyktadami.
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Przyktad 1. Chiralne zwigzki triazoli

W wyniku reakcji nitropochodnych benzaldehydéw (2-nitrobenzaldehyd, 3-nitrobenzaldehyd,
4-nitrobenzaldehyd, 2,4-dinitrobenzaldehyd, 2-chloro-6-nitrobenzaldehyd) z czasteczkg 4-amino-1,2,4-
-triazolu powstaja nowe zwigzki z centrami chiralnymi na atomie wegla oraz atomie azotu.

Przyktad 2. Synteza chiralnych pochodnych triazolu

2.1. Ogolne zasady syntezy

Syntezy prowadzone sg w rozpuszczalnikach organicznych, tj. w acetonitrylu, etanolu, metanolu
i izopropanolu. Reakcja przebiega w temperaturze otoczenia (20-25°C) przez okoto 30 minut, a na-
stepnie roztwor odstawiany jest do krystalizacji przez odparowanie rozpuszczalnika.

2.2. Synteza wybranych pochodnych

2.2.1. Synteza pochodnej 2,4-dinitrobenzaldehydu z 4-amino-1,2,4-triazolem.

Synteze prowadzono w nastepujacy sposéb: odwazano réwnomolowe ilosci 4-amino-1,2,4-tria-
zolu (0,1 mol) oraz 2,4-dinitrobezaldehydu (0,1 mol). Cato$¢ nastepnie przesypywano do naczynka
0 pojemnosci 100 ml i dodawano jednego z rozpuszczalnikdw organicznych wymienionych w punkcie
2,1. Po rozpuszczeniu zwigzkéw roztwor byt mieszany przez okoto 30 min na mieszadle magnetycz-
nym. Po tym procesie odstawiano otrzymany roztwér, w naczynku krystalizacyjnym, do krystalizacji
badanego zwigzku przez odparowanie rozpuszczalnika. Po procesie krystalizacji otrzymany zwigzek
przesaczano na lejku Buchnera pod zmniejszonym cisnieniem i przemywano eterem.

2.2.2. Synteza pochodnej 2-nitrobenzaldehydu z 4-amino-1,2,4-triazolem.

Synteza tego zwigzku byta analogiczna do syntezy opisanej w punkcie 2.2.1. Wykorzystano
w tym celu pochodng 2-nitrobenzaldehydu oraz 4-amino-1,2,4-triazol (w stosunku molowym 1:1). Pozo-
state procedury syntezy i krystalizacji byty identyczne jak we wczesniej opisanym przypadku 2,4-dini-
trobenzaldehydu.

2.2.3. Synteza pochodnej 3-nitrobenzaldehydu z 4-amino-1,2,4-triazolem.

Synteza tego zwigzku byta analogiczna do syntezy opisanej w punkcie 2.2.1. Wykorzystano
w tym celu pochodng 3-nitrobenzaldehydu oraz 4-amino-1,2,4-triazol (w stosunku molowym 1:1). Po-
zostate procedury syntezy i krystalizacji byty identyczne jak we wczesniej opisanym przypadku 2,4-di-
nitrobenzaldehydu.

2.2.4. Synteza pochodnej 4-nitrobenzaldehydu z 4-amino-1,2,4-triazolem.

Synteza tego zwigzku byta analogiczna do syntezy opisanej w punkcie 2.2.1. Wykorzystano
w tym celu pochodng 4-nitrobenzaldehydu oraz 4-amino-1,2,4-triazol (w stosunku molowym 1:1). Pozo-
state procedury syntezy i krystalizacji byty identyczne jak we wczeéniej opisanym przypadku 2,4-di-
nitrobenzaldehydu.

2.2.5. Synteza pochodnej 2-chloro-6-nitrobenzaldehydu z 4-amino-1,2,4-triazolem.

Synteza tego zwigzku byta analogiczna do syntezy opisanej w punkcie 2.2.1. Wykorzystano
w tym celu pochodng 2-chloro-6-nitrobenzaldehydu oraz 4-amino-1,2,4-triazol (w stosunku molowym
1:1). Pozostate procedury syntezy i krystalizacji byty identyczne jak we wczesniej opisanym przypadku
2,4-dinitrobenzaldehydu.

2.3. Krystalizacja.

W zalezno$ci od zastosowanej pochodnej benzaldehydu oraz warunkéw krystalizacja nastepuje
po kilkudziesieciu minutach lub kilku dniach. Powstajg zwigzki, z wydajnoscig powyzej 90%, w postaci
monokrysztatéw poddawanych nastepnie analizie za pomoca promieniowania rentgenowskiego.

2.4. Analiza rentgenograficzna.

Analiza umozliwia poznanie struktury molekularnej badanych uktadéw. W badaniach wykorzy-
stano promieniowanie rentgenowskie.

Pomiary dla badanych zwigzkéw przeprowadzono w temp 100(2) K przy uzyciu dyfraktometru
Kuma KM4CCD, stosujac promieniowanie MoK, i przystawke niskotemperaturowg firmy Oxford Cryo-
systems. Wszystkie struktury rozwigzano metodami bezposrednimi stosujac programy G. M. Sheldric-
ka (Shelxs97). Struktury udoktadniano petnomacierzowo stosujgc program ShelxI97. Atomy wodoru
wstawiano na podstawie znajomos$ci geometrii czgsteczek lub lokalizowano ich potozenia na mapach
réznicowych gestosci elektronowej. Atomy ciezsze od wodoru udoktadniano anizotropowo.

2.5. Wtasciwosci strukturalne nowych zwigzkéw. W wyniku syntezy otrzymano nastepujace
struktury pochodnych nitrobenzaldehydéw z 4-amino-1,2,4-triazolami. Okre$lono ich budowe za po-
moca badan rentgenograficznych.

Budowe chemiczng nowych zwigzkéw odzwierciedlajg wyniki zawarte w tabeli 1 oraz ponizej
przedstawione wzory (1-5).
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Tabelal
Podstawowe dane z analizy rentgenograficznej dla nowych zwigzkow
2,4dnbald 2nbald 3nbald 4nbald
(1a) (1b) (1c) (1d)

Krysztat CyHsNsOs 2(CoHgN503) CyHgNsO3 2(C9HIN503)
Wz4r sumaryczny
Masa molowa (g mol'l) 280.21 470.42 235.21 235.21
Uktad kryst., grupa Rombowy, Pccn Trojskosny, P-1 Jednoskosny, Jednoskosny, Cc
a (A 14.202 (2) 8.892 (3) 12.316 (3) 6.963 (3)
b (A) 14.267 (2) 10.436 (2) 10.616 (2) 20.581 (2)
c A 11.223 (3) 11.591 (2) 7.863 (2) 7.377 (4)
B(°) 74.733 (3) 92.393 (5) 93.473 (3)
V (A% 2274.1(3) 1037.66(2) 1027.12(2) 1055.11(2)

Przyktad 3. Wtasciwosci biologiczne nowych zwigzkoéw

Wiasciwosci biologiczne pochodnych nitrobenzaldehydéw z 4-amino-1,2,4-triazolem-aktywnosc¢
bakteriobdjcza.

Do okres$lenia tej aktywnosci bakteriobdjczej badanych zwigzkéw wykorzystano test MABA
(Microplate Alamar Blue® Assay), w ktérym wykorzystywany jest barwnik fluorescencyjny Alamar
Blue® jako znacznik zywych komoérek bakteryjnych. Metoda jest rutynowo stosowana w badaniach
aktywnosci nowych lekéw, cytotoksycznosci zwigzkéw z réznych klas chemicznych, w monitorowaniu
namnazania komorek ludzkich, zwierzecych, bakteryjnych i grzybow.

Test Microplate Alamar Blue® Assay (MABA). Test prowadzono na jatowych ptytkach do ho-
dowli komérkowych. Kolejne stezenia zwigzku uzyskano poprzez rozcienczanie (w szeregu geome-
trycznym) podtozem hodowlanym, wiasciwym dla danych bakterii. Do tak przygotowanego materiatu
dodawano zawiesine bakteryjng o okreslonej gestosci optycznej. Sporzgdzono kontrole negatywne
,nNo growth” oraz pozytywne ,growth”; zabezpieczone przed parowaniem ptytki poddawano inkubacji
w warunkach odpowiednich dla danej bakterii. W ostatnim etapie utworzone kompleksy komoérka bak-
teryjna - badany zwigzek poddawano znakowaniu z uzyciem barwnika. Komorki wykazujgce aktyw-
nos¢ metaboliczng doprowadzajg do chemicznej redukcji barwnika. Poziom redukcji Alamar Blue®,
Swiadczacy o ilosci pozostatych przy uzyciu komoérek bakteryjnych, mierzony jest przy uzyciu fluory-
metru. Minimalne stezenie hamujace (MIC, Minimal Inhibitory Concentration) oznaczono przez obli-
czenie zahamowania wzrostu bakterii (w procentach) po wykre$leniu krzywych hamowania.

Badano nastepujace nitropochodne benzaldehydéw z 4-amino-1,2,4-triazolem: 2,4-dinitro-
benzaldehyd, 2-nitrobenzaldehyd, 3-nitrobenzaldehyd, 4-nitrobenzaldehyd. Dodatkowo zbadano wta-
Sciwosci 4-amino-1,2,4-triazol zastosowanego nastepnie jako kontrola wobec nowych zwigzkéw. Kaz-
dy zwigzek badano dwukrotnie. 4-amino-1,2,4-triazol zostat przebadany w celu sprawdzenia wiasci-
wosci bakterio- i grzybobdjczych samej aminy. Pozwolito to oceni¢ jaki wptyw moze mieé¢ ewentualnie
sam triazol i czy aktywnos$¢ biologiczna wynika z faktu, ze badana substancja jest bakteriobdjcza po-
niewaz jest w niej 4-amino-1,2,4-triazol czy tez sg to wtasciwosci wynikajace z takiego potgczenia
czasteczki aminowej oraz aldehydowe;.

W badaniach wykorzystane zostaty szczepy bakteryjne z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) przy Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu: Klebsiella pneumo-
niae PCM 57, Staphylococcus aureus PCM 2602, Escherichia coli PCM 1144, Pseudomonas aerugi-
nosa PCM 2058, Candida albicans PCM 2560.

Odczynniki i materiaty do testu MABA.

a) barwnik Alamar Blue® (Biosource, USA) - (nazwa chemiczna i wzér objete patentem)

- byt stosowany jako znacznik bakterii do pomiaru fluorescencji,

b) dimetylosulfotlenek (DMSO, Merck) - rozpuszczalnik dla badanych zwigzkow,

c) jatowa woda miliQ.

Podtoze do hodowli bakterii. Stosowano podtoze ptynne - standardowy bulion odzywczy (Difco).

Hodowla bakterii. Bakterie przechowywane na skosie agarowym (inoculum - pasaz 3), kazdora-
zowo przesiewano na podtoze ptynne i hodowano przez 24 godz. w temp 37°C. Prowadzono pomiar
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gestosci optycznej zawiesiny bakterii przy dtugosci fali 550 nm. W celu ujednolicenia pomiaru zawiesi-
ne (w razie potrzeby) rozcienczano do wartosci absorbancji 0,3.

Przygotowanie zwigzkdéw do oznaczenia aktywnosci bakteriobdjczej przy uzyciu testu MABA

Zwigzki o nawazce 10 mg byly rozpuszczane w 100 pul DMSO, a nastepnie rozcienczane do ob-
jetosci 10 ml woda miliQ (1 mg/ml). 4-amino-1,2,4-triazol zostat rozpuszczony w miliQ (1 mg/ml).

Badane zwigzki byty rozcienczane w postepie geometrycznym w podtozu bakteryjnym na jato-
wej 96-studzienkowej ptytce do hodowli komérkowych (Nunc), poczatkowe stezenie 1 mg/1l ml, na-
stepnie 0,5 mg/1 ml, 0,25 mg/1 ml itd. W tym celu nanoszono do wszystkich studzienek (za wyjatkiem
pierwszej) po 100 ul 1 wody miliQ, nastepnie do pierwszej w szeregu naniesiono 200 ul badanego
zwigzku. Pobierano po 100 ul i przenoszono 20 (rozcienczajac) do kolejnych studzienek.

Kontrole dla testu stanowity:

- jatowe podtoze hodowlane (200 pl),

- podtoze hodowlane (100 pl) + zawiesina bakterii (100 pl),

- nierozcienczona zawiesina bakterii (200 pl),

- woda miliQ (100 ul) + zawiesina bakterii (100 pl).

Procedura laboratoryjna

Na ptytke z szeregami rozciehczeh badanych zwigzkéw nanoszono zawiesine bakterii i inkubo-
wano w 37°C przez 24 godz. Kompleks komérka bakteryjna - badany zwigzek znakowany byt nastep-
nie barwnikiem Alamar Blue® (20 ul) i reinkubowany przez 2 godz. Poziom fluorescenciji, ktorej zro-
dtem byt barwnik pochfoniety przez pozostate przy zyciu komorki bakteryjne, byt odczytywany przy
uzyciu czytnika Victor® (Wallac, Perkin Elmer), przy dtugosci fali 540 - 590 nm (wzbudzenia-emisiji).

Aktywnos¢ bakteriobdjcza

Dziatanie hamujace wzrost bakterii zwigzkéw okreslano za pomoca MIC (Minimal Inhibitory
Concentration - minimalne stezenie hamujace), czyli najnizsze stezenie [ug/ml], przy ktérym wystapito
hamowanie wzrostu bakterii.

Wyniki zgromadzono ponizej.

Zestawienie wynikéw badan dotyczqcyghavaa(aé(l:isvozéci bakteriobdjczych nowych zwigzkow.

MIC [mg/ml] 2,4dnbald 2nbald 3nbald 4nbald
E. coli 0.25 0.5 0.5 1
K. pneumoniae 0.5 0 0 0.25
P. aeruginosa 0 0 0 0
Staph, aureus 0.125 0 0 0

Aktywnos¢ bakteriobdjcza zwigzku otrzymanego z pochodnej 2,4-dinitrobenzaldehydu oraz
4-amino-1,2,4-triazolu (2,4dnbald)

Zaobserwowano hamowanie wzrostu wszystkich badanych bakterii. Najskuteczniejsze dziatanie
wykazano w stosunku do Staphylococcus aureus (MIC 125 ug/ml), nastepnie do Escherichia coli (MIC
250 pg/ml) i Klebsiella pneumoniae (MIC 500 pg/ml). Wynik $wiadczy o znacznym potencjale bakte-
riobéjczym, zaréwno w stosunku do bakterii Gram- dodatnich, jak i Gram-ujemnych (patrz fig. 1).

Aktywnos¢ bakteriobdjcza zwigzku otrzymanego z pochodnej 2-nitrobenzaldehydu oraz 4-ami-
no-1,2,4-triazolu (2nbald)

Zaobserwowano dziatanie hamujgce wzrost E. coli w stezeniu 1 mg/ml.

Bakteriobdjcza aktywnos¢ 2nbald jest znikoma (patrz fig. 2).

Aktywnos$¢ bakteriobdjcza zwigzku otrzymanego z pochodnej 3-nitrobenzaldehydu oraz 4-amino-
-1,2,4-triazolu (3nbald)

Podobnie jak w przypadku zwigzku 2nbald, obserwuje sie jedynie zahamowanie wzrostu E. coli,
przy minimalnym stezeniu potrzebnym do zahamowania wzrostu 0.5 mg/ml. W stosunku do pozosta-
tych bakterii nie obserwuje sie aktywnosci przeciwbakteryjnej (patrz fig. 3).

Aktywno$¢ bakteriobdjcza zwigzku otrzymanego z pochodnej 4-nitrobenzaldehydu oraz 4-amino-
-1,2,4-triazolu (4nbald)

Zauwazy¢ mozna dziatanie hamujgce wzrost bakterii Klebsiella pneumoniae (MIC 0.25 mg/ml)
oraz - jak w przypadku 2nbald - wobec E. coli w maksymalnym stezeniu (patrz fig. 4).

Aktywnos$c¢ grzybobdjcza otrzymanych zwigzkéw wobec drozdzy Candida albicans
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Badania wykonano dla czterech zwigzkéw. Najsilniejsze wlasciwosci hamujace wzrost Candida
albicans wykazat zwigzek 2,4dnbald, dla kiérego MIC wynosi 0.125 mg/l ml (patrz fig. 5). Dziatanie
hamujace wystepuje rowniez dla zwigzkéw 2nbald oraz 4nbald, ale tylko w maksymalnym stezeniu
(MIC 1 mg/1 ml).

Whioski. Otrzymane wyniki majg istotne znaczenie dla badan pochodnych nitrobenzaldehydéw
Z 4-amino-1,2,4-triazolem. Stwierdzono, ze wiasciwosci hamujace wzrost bakterii wynikajg z charakte-
rystycznych wtasnosci nowych zwigzkéw na bazie triazoli, nie sg one zas spowodowane obecnoscig
czesci triazolowej: czgsteczka 4-amino-1,2,4-triazolu nie ma zadnych wiasciwosci hamujacych wzrost
badanych bakterii, dziatanie takie wykazuje natomiast grupa jego pochodnych.

Najwiekszg aktywnos¢ wobec wzrostu bakterii zaobserwowano dla zwigzku 2,4dnbald. Hamo-
wat on wzrost wszystkich badanych bakterii juz w stezeniu 0,125 mg/ml, i to zaréwno wobec bakterii
Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych oraz przedstawicieli Candida.

Pozostate zwiazki wykazywaty aktywnos$¢ bakteriobdjczg i grzybobdjcza w matym stopniu, zwy-
kle powodowaty zahamowanie wzrostu komoérek bakteryjnych i/lub drozdzy w maksymalnym badanym
stezeniu tych zwigzkow (1 mg/ml).
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Zastrzezenia patentowe

1. Zwigzek o wzorze:

R ;
R! R
R r*
H-—-('J-—-—OH
NH
%N/

gdzie:

R oznacza: NO,, Cl albo H,

R1 oznacza: NO,, ClI, H,

R2 oznacza: NO,, H,

R3 oznacza: NO,, ClI, H,

R4 oznacza: NO,, Cl, H.

2. Nowa pochodna 4-amino-1,2,4-triazolu z 2,4-dinitrobenzaldehydem wedtug zastrz. 1, zna-
mienna tym, ze zostata wybrana spos$rod zwigzkéw o wzorach 1 do 5.

3. Sposob otrzymywania nowych pochodnych triazoli okreslonych w zastrz. od 1 do 2, zna-
mienny tym, ze nitrobenzaldehyd poddaje sie reakcji z 4-amino-1,2,4-triazolem, w réwnomolowych
ilosciach obu substancji rozpuszczonych w rozpuszczalniku, a nastepnie przeprowadza sie wyodreb-
nienie otrzymanych zwigzkéw.

4. Sposo6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, Zze zwigzki wyodrebnia sie poprzez krystalizacje.

5. Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, Zze rozpuszczalnikiem zastosowanym w reakcji
otrzymywania nowych pochodnych triazolu jest rozpuszczalnik organiczny, taki jak metanol, etanol,
acetonitryl, propanol, izopropanol, DMF, DMSO, butanol, aceton, fenol i eter dietylowy.

6. Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, Ze otrzymywane sg aktywne biologicznie miesza-
niny racemiczne chiralnych pochodnych tiazolu lub ich czyste izomery.

7. Zastosowanie nowych pochodnych tiazolu okreslonych w zastrz. od 1 do 2 do wytwarzania
leku przeznaczonego do zapobiegania i/lub leczenia infekcji wywotanych bakteriami i grzybami.

8. Zastosowanie wedtug zastrz. 7, znamienne tym, Ze lek wytwarzany jest w postaci masci, ze-
lu, tabletki, kapsuiki, proszku, granulek, syropu, zastrzyku lub czopkéw.
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Rysunki

Wzér 3
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Wzor 4

Wzor 5
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