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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe analogi 1,2,4-triazoloftalazyn oraz sposéb otrzymywania ana-
logow 1,2,4-triazoloftalazyn, zwtaszcza analogdéw o wiasciwosciach leczniczych.

W zaleznosci od budowy analogi 1,2,4-traizoli skondensowane z 6-czionowymi pierscieniami
karbo- i heterocyklicznymi wykazujg zréznicowane dziatanie biologiczne. Zwigzki bazujgce na ukfadzie
1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyny znane sg gtdwnie jako antagonisci receptorow GABA (gtdwnie podjedno-
stek o i (15) oraz jako ligandy o wysokim powinowactwie do receptoréw bramek kanatéw wapniowy.
Charakteryzuje je m.in. dziatanie przeciwkonwulsyjne. W przegladzie pi$miennictwa wskazuje sie na
pochodne 1,2,4-triazolo[4,3-a]pirydazyny réwniez jako na agonistow receptoréw GABA. Zwigzki cha-
rakteryzuje przy tym dziatanie antykonwulsyjne, przeciwwirusowe oraz wtasciwosci cytostatyczne.
Pochodne 1,2,4-triazolo[4,3-b]pirimidyny dziatajg natomiast gtéwnie jako antagonisci receptoréw ade-
nozynowych. Wiele z nich wykazuje réwniez aktywnosé przeciwnowotworowg. Tego typu dziatanie
przepisywane jest pochodnym sulfonamidowym, hydrazynowym, oraz pirazolowym. Inne wykazujg
wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwbolowe oraz przeciwbakteryjne.

1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyny generalnie otrzymywane sg w reakcji 1-chloroftalazyn z odpowied-
nimi hydrazydami. Tego typu reakcje przebiegajg zaréwno w roztworach jak i z zastosowaniem statych
no$nikdéw, co znane jest z kilku publikacji. Inna metoda obejmuje reakcje cyklizacji hydrazyno-4-
-ftalazyn za pomocg kwasoéw karboksylowych jak opisano w publikacji Aly A.A. Gad El-Karim 1.A.,
Phosphorus Sulfur, 2005, 180, 1997-2011. Synthesis of S-triazolo[3,4-a]phthalazine and Related
Polynuclear Heterocyclic Systems.

Zadna z opisywanych metod syntezy nie obejmuje otrzymywania skondensowanych pochod-
nych triazolowych z podstawnikiem 2,4-dihydroksyfenylowym w pozycji 3 ukfadu skondensowanego
lub jego formg zmodyfikowana.

Przedmiotem wynalazku sg nowe analogi 1,2,4-triazoloftalazyn o Wzorze ogélnym |

HO
N—N Ry
[\
N OH
~N R;

R

Wzoér ogdlny I

ze zréznicowanym rodzajem podstawienia uktadu 2,4-dihydroksyfenylowego, gdzie:

R; = H, HO-, Me-, MeO-

R, = H, Me-, Et-, Pr-, iPr-, Cl-, HO-, MeO-, EtO-

Rz = H, HO-, Me-, MeO-.

Wsréd wielu mozliwych analogéw 1,2,4-triazoloftalazyn, ze wzgledu na ich wtasciwosci antypro-
liferacyjne istotne sg miedzy innymi nastepujgce zwigzki:

e 3-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna,
3-(3-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna,
3-(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna,
3-(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna,
3-(2,3,4-trihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna,
3-(5-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna.

Sposdb otrzymywania zwigzkéw z grupy 3-arylopodstawionych 1,2,4-triazoli polega na reakcji
heteroarylohydrazyn z szeregiem modyfikowanych odczynnikéw tioaryloilujgcych E. Przebiegajgce
,on pot” kolejne procesy to terminalna transformacja tiohydrazydowa, réwnowagowe regiospecjalne
przegrupowanie anularne oraz izomeryzacja tion/tiolowa warunkujgca endocyklizacje przez eliminacje
H.,S.

Podstawione do uktaddéw heterocyklicznych liniowe ugrupowania tiohydrazydowe zwigzkow
przejsciowych mozna traktowac jako ambidentne kwasy (lub aniony), z ktérych uwalniane sg tatwo
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odchodzgce jony SH™ deprotonizujgce atomy azotu. Przy odpowiedniej zasadowosci i stereodostepno-
Sci atoméw azotu ukfadu heterocyklicznego szybkosc¢ i wydajno$¢ reakcji warunkuje réwniez odpo-
wiednie podstawienie ukfadu tiokarbonylowego reagentoéw elektrofilowych.

Istota sposobu otrzymywania analogéw 1,2,4-triazoloftalazyn o wzorze ogélnym I, w ktérym do
roztworu wprowadza sie substraty, po czym wydziela sie produkt polega na tym, ze w jednowodoro-
tlenowym alkoholu z dodatkiem pirydyny poddaje sie reakcji chlorek 1-hydrazynioftalazyny z substan-
cjg o Wzorze ogoinym II:

R R
HO_~ ~_OH
I/\ i /\I

= S X

OH S S OH
Wzor ogdlny I1

gdzie R = H, Me, Et, Pr, iPr, Cl, OH, MeO, Et,

po czym uzyskang mieszanine rozdziela si¢ na przesacz | i osad |, nastepnie przesacz | zateza sie
i poddaje filtracji, zas otrzymany osad Il poddaje sie krystalizacji z jednowodorotlenowego alkoholu.

W pierwszym wariancie uzyskang mieszaning rozdziela sie na przesacz | i osad |, po czym
przesacz | zateza sie, filtruje sie a otrzymany osad |l taczy sie z osadem lll uzyskanym po dodaniu
wody do przesaczu ll, a nastepnie potgczone osady poddaje sie krystalizacji z jednowodorotlenowego
alkoholu.

W drugim wariancie, w przypadku potrzeby poprawy wydajnosci uzyskang mieszanine rozdziela
sie na przesgcz | i osad |, po czym przesacz | zateza sie, filtruje sie a otrzymany osad |l tgczy sie
z osadem |, a nastepnie potgczone osady poddaje sie krystalizacji z jednowodorotlenowego alkoholu.

Natomiast w trzecim wariancie uzyskang mieszanine rozdziela sie na przesgcz | i osad |, po
czym przesgcz | zateza sie, filtruje sie a otrzymany osad Il poddaje sie krystalizacji z jednowodorotle-
nowego alkoholu. Przesacz | korzystnie zateza sie do sucha, po czym dodaje sie jednowodorotlenowy
alkohol, pozostawia na okreslony czas i filtruje sie osad II.

Reakcje prowadzi sie korzystnie w temperaturze wrzenia mieszaniny reagentéw w jednowodo-
rotlenowym alkoholu. Natomiast jednowodorotlenowy alkohol stanowi metanol albo etanol.

W zaleznosci od potozenia i rodzaju podstawnika R substancja E przyjmuje postac:

STB: sulfotlenek bis[(2,4-dihydroksyfenylo)metanotionu]

S3MTB: sulfotlenek bis[(2,4-dihydroksy-3-metylofenylo)metanotionu]

S5MTRB: sulfotlenek bis[(2,4-dihydroksy-5-metylofenylo)metanotionu]

SETB: sulfotlenek bis[(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotionu]

SCITB: sulfotlenek bis[(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)metanotionu]

S3TTB: sulfotlenek bis[(2,3,4-trihydroksyfenylo)metanotionu]

Mechanizm reakcji cyklokondensacji tioaryloilowych hydrazynofitalazyn do uktadu 1,2,4-tri-
azolo[3,4-a]ftalazyny przedstawiono na Schemacie.
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-NH
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Schemat

Przejsciowe izomeryzujagce formy liniowe moga by¢ uznane za czes$¢ sztywnego, w miare ko-
planarnego ukfadu i nie majg mozliwosci swobodnego obrotu przez wigzanie wielokrotne, co utatwia
procesy endocyklizacji. Przegrupowania izomeryzacyjne wywotujg zmiany struktury elektronowe;j,
momentu dipolowego, ksztattu powierzchni ekwipotencjalnej. W przypadku wielocentrycznej zasado-
wosci reagentéw nukleofilowych, warunkiem jest odpowiednia lokalizacja ugrupowania NHNH, umoz-
liwiajgca kierunkowg protonizacje/deprotonizacje atoméw azotu i stabilizacje przez utworzenie uprzy-
wilejowanych geometrycznie pierscieni.

W przypadku wyszukiwania wtasciwych kierunkéw modyfikacji podstawnika fenolowego rozbu-
dowano pierscien grupami o zmiennej charakterystyce elektronowej (polarnosci) majac na uwadze
wiekszg mozliwos¢ zblizenia czgsteczki do miejsc wigzacych wodorowo czy lokalizacje w przestrze-
niach hydrofobowych, uwzgledniajgc funkcje benzenodiolu (benzotriolu) w oddziatywaniach z celami
molekularnymi. Ten kierunek zmian -R uwzglednia rowniez lub przede wszystkim wptyw podstawienia
na przebieg kolejnych reakcji przejSciowych jak i wtadciwosci produktu koncowego.

W tych szeregach otrzymano tez odpowiednie 2,3,4- i 2,4,6-trihydroksyfenylowe analogi. Byto to
interesujgce, bo te kierunki podstawienia majg wptyw zaréwno na charakter oddziatywan elektrono-
wych i sterycznych w kazdym obszarze wigzah wodorowych oraz zmiany energii czgsteczek.

Wynalazek jest blizej przedstawiony w nastepujacych przykfadach.

Przyktad 1

3-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna o Wzorze llI

0,0013 mola chlorku 1-hydrazynioftalazyny oraz 0,0013 mola STB przenoszono do 6,5 mL metanolu
z dodatkiem pirydyny (0,65 mL) i ogrzewano we wrzeniu (3 h). Mieszanine poreakcyjng na gorgco przefil-
trowano przez lejek Bichnera. Uzyskano osad | i przesacz |. Przesgcz | zatezono, przefiltrowano a uzy-
skany osad Il potgczono z osadem Ill wydzielonym z przesgczu Il uzyskanym po dodaniu 6 mL wody. Na-
stepnie potgczone osady przekrystalizowano z metanolu (4 mL). Uzyskano zwigzek o Wzorze llI.

Wydajnosc¢ 86%, t.t. 294-295°C.

Dla wzoru: Cy5H1oN4O,, M=278,27

obliczono: C, 64,74, H, 3,62; N, 20,13;

otrzymano: C, 64,81, H, 3,61; N, 20,19.

IR (KBr, cm™: 3417 (OH), 1626 (C=N), 1475, 1334, 1251, 1131, 977, 640;

'"H NMR (500 MHz, CDCls, &, ppm): 14.26 (s, 1H, C,-OH--'N), 10.31 (s, 1H, C,-OH), 9,13
(s, 1H, Cs-H), 8,99 (m, 2H, Car-H), 8,24-8,09 (m, 3H, Car-H), 6.45 (s, 1H, J=2,2 Hz, C3;-H), 6.38
(s, 1H, J=8,6 Hz i J=2,2 Hz, Cs-H); MS (El, m/z): 279 (M+1, 100), 278 (M*, 87), 263 (6), 221 (10), 171
(59), 145 (49), 117 (17), 103 (9), 89 (13), 69 (5), 65 (6), 51 (7), 39 (9).

Przyktad 2

3-(3-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna o Wzorze IV

0,0013 mola chlorku 1-hydrazynioftalazyny oraz 0,0013 mola S3MTB przenoszono do 10,5 mL
metanolu z dodatkiem pirydyny (1 mL) i ogrzewano we wrzeniu (3 h). Mieszanine poreakcyjng pozo-
stawiono w temperaturze pokojowej (24 h), po czym przefiltrowano przez lejek Blchnera. Uzyskano
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osad | i przesgcz |. Przesgcz | zatezono uzyskujgc osad Il, ktéry potgczono z osadem I, po czym potg-
czone osady przekrystalizowano z metanolu (6 mL).

Uzyskano zwigzek o Wzorze V.

Wydajnos¢ 80%, t.t. 198—199°C. Dla wzoru: C;6H1,N4O,, M=292,29

obliczono: C, 65,75; H, 4,14, N, 19,17;

otrzymano: C, 65,81, H, 4,12; N, 19,23.

IR (KBr, cm™): 3213 (OH), 3030 (Car-H), 1621 (C=N), 1571 (C=C), 1501, 1481, 1379, 1316,
1252, 1197 (C-OH), 1158, 1083, 1028, 999, 917, 901, 801, 783, 763.

'H NMR (500 MHz, CDCs, § ppm): 13,92 (s, 1H, C,-OH), 12,15 (s, 1H, C4-OH), 9,19 (s, 1H, Cs-H),
8,95 (m, 2H, Car-H), 8,48 (s, J=8,8 Hz, 1H, C4-H), 8,10 (m, 2H, Car-H), 6,55 (d, J=8,8 Hz, 1H, Cs-H),
2,11 (s, 3H, CHs); MS (El, m/z): 294 (M+2, 96), 293 (M+', 81), 292 (M*,19), 265 (6), 237 (3), 209 (4),
171 (100), 146 (17), 145 (53), 131 (8), 117 (18), 103 (9), 89 (8), 77 (9), 63 (4), 51 (5), 36 (8).

Przyktad 3

3-(5-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna o Wzorze V

0,0013 mola chlorku 1-hydrazynioftalazyny oraz 0,0013 mola sulfotlenku bis [(2,4-dihydroksy-5-
-metylofenylo)metanotionu] (SS5MTB) przenoszono do 10,5 mL etanolu z dodatkiem pirydyny (1 mL)
i ogrzewano we wrzeniu (3,5 h). Mieszanine poreakcyjng pozostawiono w temperaturze pokojowej
(24 h) i przefiltrowano przez lejek Blichnera. Uzyskano osad | i przesacz. Przesgcz zatezono, a osad |
pofgczono z osadem Il wydzielonym z przesaczu i potgczone osady przekrystalizowano z metanolu
(6 mL). Uzyskano zwigzek o Wzorze V.

Wydajnos¢ 71%, t.t. 242-243°C. Dla wzoru: CysH15N,O,, M=292,29 obliczono: C, 65,75; H,
4,14; N, 19,17; otrzymano: 65,81; H, 4.11; N, 19,11.

IR (KBr, cm™): 3213 (OH), 3030 (Car-H), 1621 (C=N), 1571 (C=C), 1501, 1481, 1379, 1316,
1252, 1197 (C-OH), 1158, 1083, 1028, 999, 917, 901, 801, 783, 763.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds &, ppm): 10,86 (s, 1H, C,-OH), 9,98 (s, 1H, C,-OH), 9,19 (s, 1H,
Cs-H), 8,54 (m, 2H, Car-H), 8,27 (m, 2H, Car.-H), 7,80 (s, 1H, C3-H), 6,55 (s, 1H, Cq-H), 2,09 (s, 3H,
CHa); MS (El, m/z): 292 (M, 100), 263 (9), 221 (5), 160 (4), 144 (5), 137 (4), 129 (3), 117 (4), 89 (4),
63 (6), 44 (6), 39 (3).

Przyktad 4

3-(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna o Wzorze VI

0,0013 mola chlorku 1-hydrazynioftalazyny oraz 0,0013 mola SEBT przenoszono do 6,5 mL
metanolu i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mieszanine poreakcyjng na gorgco przefiltrowano przez lejek
Buchnera. Uzyskano osad | i przesacz. Przesgcz zatezono, a osad | potgczono z osadem Il wydzielo-
nym z przesgczu, po czym mieszanine obu osadéw przekrystalizowano z metanolu (4 mL).

Uzyskano zwigzek o Wzorze VI.

Wydajnos¢ 78%, t.t. 312-314°C. Dla wzoru: C;7H14N4O,, M=306,32

obliczono: C, 66,66; H, 4,61; N, 18,29;

otrzymano: C, 66,58; H, 4,62; N, 18,25.

IR (KBr, cm™): 3425 (OH), 1630 (C=N), 1536 (C=C), 1506, 1411, 1266, 1185 (C-OH), 1149,
905, 759;

'H NMR (500 MHz, CDCls, &, ppm): 11,18 (s, 1H, C,-OH), 9,92 (s, 1H, C,-OH), 9,17 (s, 1H, Cg-H),
8,56 (d, J= 7,9 Hz, 1H, Cy,-H), 8,24 (d, J= 7,7 Hz, 1H, C;-H), 8,18 (s, 1H, Cs-H), 8,09 (td, 1H, Co-H),
7,97 (td, 1H, Cg-H), 6,54 (s, 1H, C3-H), 2,56 (g, 2H, CH,CHj3), 1,17 (t, 3H, CH,CHjs); MS (El, m/z): 306
(M®*, 51), 291 (M+-CH3°, 100), 279 (4), 212 (6), 196 (6), 162 (40), 146 (28), 144 (12), 130 (10), 117
(20), 103 (14), 89 (36), 77 (15), 75 (10), 71 (6), 69 (20), 63 (16), 52 (29), 51 (2), 44 (39), 40 (36), 39
(20), 38 (26), 36 (86).

Przyktad 5

3-(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna o Wzorze VIl

0,0076 mola chlorku 1-hydrazynioftalazyny oraz 0,0076 mola sulfotlenku bis[(5-chloro-2,4-
-dihydroksyfenylo)metanotionu] (SCITB) przenoszono do 38 mL metanolu z dodatkiem pirydyny
(3,8 mL) i ogrzewano we wrzeniu (3 h). Mieszanine poreakcyjng przefiltrowano na gorgco. Uzyskano
osad | i przesacz. Przesgcz zatezono do sucha, po czym dodano 16 ml metanolu i pozostawiono na
24 h w temperaturze pokojowej. Wydzielony staty produkt (osad Il) odfiltrowano i przekrystalizowano
z metanolu (25 mL). Uzyskano zwigzek o Wzorze VII.
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Wydajnos$¢ 77%, t.t. 334—335°C. Dla wzoru: C;5HgCIN,O,, M=312,71

obliczono: C, 57,61; H, 2,90; N, 17,92;

otrzymano: C, 57,70; H, 2,92; N, 17,87.

IR (KBr, cm™): 3398 (OH), 3234 (OH), 3041 (Car-H), 2984 (C-H), 1626 (C=N), 1598 (C=C),
1512 (C=C), 1444, 1375, 1308, 1273, 1242, 1217 (C-OH), 1156, 1124, 1093, 1045, 1024, 978, 920,
891, 857, 806, 761, 718.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dg, 8, ppm): 14,34 (s, 1H, C,-OH), 10,91 (s, 1H, C,-OH), 9,05 (s,
1H, Cs-H), 8,96 (m, 1H, Car-H), 8,45 (s, 1H, Cg-H), 8,37 (s, 1H, Cq-H), 8,21 (m, 1H, Car-H), 8,14 (m,
1H, Car-H), 6,71 (s, 1H, C3-H); MS (El, m/z): 312 (100), 278 (4), 249 (2), 221 (2), 144 (4), 115 (8), 88
(10), 63 (5), 39 (7).

Przyktad 6

3-(2,3,4-trihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna o Wzorze VIII

0,0013 mola chlorku 1-hydrazynioftalazyny oraz 0,0013 mola S3TTB przenoszono do 6,5 mL
metanolu z dodatkiem pirydyny (0,65 mL) i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mieszanine poreakcyjng na
goraco przefiltrowano przez lejek Blichnera. Uzyskano osad | i przesgcz |. Przesacz | zatezono, prze-
filtrowano uzyskujac osad Il, ktéry potgczono z osadem lll wydzielonym z przesaczu Il uzyskanym po
dodaniu 6 mL wody. Potgczone osady przekrystalizowano z metanolu (4 mL). Uzyskano zwigzek
o Wzorze VIII.

Wydajnos¢: 64 %, t.t. 220-222°C. Dla wzoru: C;5H1oN4O3, M=294,26

obliczono: C, 61,22; H, 3,43; N, 19,04;

otrzymano: C, 61,30; H, 3,45; N, 18,99.

IR (KBr, cm™): 3236, 3132 (OH), 1615 (C=N), 1505 (C=C), 1493, 1456, 1423, 1388, 1340,
1266, 1214, 1179 (C-OH), 1137, 1109, 1042, 1017, 978, 955, 903, 876, 850, 786, 716.

'H NMR (500 MHz, CDCls, 6, ppm): 14,17 (s, 1H, C,-OH--:N), 11,96 (s, 1H, C,-OH), 9,99 (s, 1H,
C4-OH), 9,44 (s, 1H, C5-OH), 9,21 (s, 1H, C°H), 8,56 (M, 2H, Car-H), 8,15 (m, 2H, Car-H), 8,05 (d,
1H, Cg-H), 6,71 (d, J=8.7 Hz, 1H, Cs-H), MS (El, m/z, %): 294 (M*, 100), 265 (5), 153 (13), 144 (8),
126 (35), 117 (4), 108 (10), 105 (5), 88 (4), 79 (12), 52 (18), 44 (22), 36 (8).

Uzyty w powyzszych przyktadach chlorek 1-hydrazynioftalazyny zakupiono wg katalogu Alfa
Aesar, nr kat. B22995 lub Sigma, nr kat. H1753.

Przyktad poréwnawczy

Otrzymane zwigzku sprawdzono pod kgtem dziatania przeciwnowotworowego. W tym celu wy-
konano badania na aktywnos$¢ antyproliferacyjng w stosunku do nastepujgcych komérek ludzkich no-
wotworow: pecherza moczowego HCV 29T, ptuc A549, sutka T47D oraz gruczolakoraka okreznicy
SW707. Wyniki doswiadczen w postaci IDs, (dawka powodujgca zahamowanie proliferacji 50% popu-
lacji komorek nowotworowych) wyznaczone dla kazdego zwigzku na komérkach poszczegdlnych linii
zebrano w Tabeli 1. Przyjetym kryterium aktywnosci nowych zwigzkéw w badaniach przesiewowych
in vitro jest poziom IDsy nie wyzszy niz 4 pg/mL [Geran RI i wsp. Cancer Chemotherapy Reports,
3,2(part3):59-61,1972].

Test cytotoksyczny SRB

Badania wykonano przy uzyciu testu cytotoksycznego SRB, mierzagcego zahamowanie prolife-
racji komérek docelowych w 72-godzinnej hodowli in vitro [Skehan et al., J. Natl. Cancer Inst.,
82:1107-1112,1990].

Roztwory wyjsciowe testowanych zwigzkéw o stezeniu 1 mg/mL przygotowano ex tempore do
kazdego doswiadczenia rozpuszczajgc 1 mg preparatu w 100 uL DMSO + 900 pL medium hodowla-
nego. Rozpuszczalnikiem dla dalszych rozciehAczen byto medium hodowlane. Zwigzki testowano
w stezeniach 100, 10, 1, 0,1 ug/mL. Jako kontrole zastosowano cisplatyne w stezeniach 100, 10, 1,
0,1 pg/mL oraz DMSO w stezeniach odpowiadajgcych jego stezeniu w prébkach zwigzkéw: 1, 0,1,
0,01 0,001%. W kazdym doswiadczeniu probki zawierajgce okredlone stezenia preparatu hanoszono
w trzech powtérzeniach. Doswiadczenia powtarzano trzy razy.

Linie komérkowe

W badaniach zastosowano linie komérkowe znajdujgce sie w banku linii komérkowych Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Komérki hodowane byty w medium RPMI +
opti-MEM (1:1) z dodatkiem 5% FBS, 2 mM glutaminy, 1 mM pirogronianu sodu oraz 0,8 mg/L insuliny
w przypadku linii T47D. Wszystkie media zawieraty antybiotyki: 100 mg/mL streptomycyny i 100 U/mL
penicyliny. Komoérki hodowano w wilgotnej atmosferze 5% CO, w 37°C.
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Tabela 1. Aktywnos¢ antyproliferacyjna zwigzkow

HCV29T A549 T47D SwW707
Przyktad R
IDso [ng/mL]

1 Rl:RZ:RB::H 2,01 0,74 0,75+ 0,06 0,76 £ 0,77 0,59 £ 0,08

2 R1=-CH3z 1,90+ 1,56 0,96 + 0,53 0,30+ 0,13 2,06 +1,45

3 R>=-CH3z 0,68 £ 0,23 1,12 + 0,47 0,85+ 0,39 2,13+1,18

4 R>,=-C,Hs 24,84 + 4,88 nie badano nie badano nie badano

5 R,=-Cl 0,30 £0,12 0,75+0,19 0,55 +0,35 0,52 +£0,12

6 R1=-OH 10,12 £ 2,68 4,51 + 0,15 29,04 £+ 3,63 32,42 £1,19
Kontrola cisplatyna 529+1,85 2,55+1,13 6,30 + 2,10 3,62 +1,07

Zastrzezenia patentowe

1. Nowe analogi 1,2,4-triazoloftalazyn o wzorze ogélnym I:

HO
N—N Ry
[\
N OH
/N R3

R

ze zroznicowanym rodzajem podstawienia uktadu 2,4-dihydroksyfenylowego, gdzie:

R;=H, HO-, Me-, MeO-

R,=H, Me-, Et-, Pr-, iPr-, Cl-, HO-, MeO-, EtO-

Rs;= H, HO-, Me-, MeO-.

2. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-
-triazolo[3,4-a]ftalazyna.

3. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(3-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)-
-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna.

4. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)-
-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna.

5. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)-
-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazyna.

6. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(2,3,4-trihydroksyfenylo)-1,2,4-
-triazolo[3,4-a]ftalazyna.

7. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(5-metylo-2,4-dihydroksyfenylo)-
-1,2,4-triazolo [3,4-a]ftalazyna.

8. Sposob otrzymywania analogéw 1,2,4-triazoloftalazyn o wzorze ogdinym I:

HO
N—N R1
/N
N OH
—~N R5

Ry
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w ktérym do roztworu wprowadza sie substraty, po czym wydziela sie produkt, znamienny tym,
ze w jednowodorotlenowym alkoholu z dodatkiem pirydyny poddaje sie reakcji chlorek 1-hydra-
zynioftalazyny z substancjg o Wzorze ogéinym Il:

R
HO-_ R~ OH
| ? |
= S n
OH S S OH

gdzie: R = H, Me, Et, Pr, iPr Cl, OH, MeO, EtO,

po czym uzyskang mieszanine rozdziela sie na przesacz | i osad |, nastepnie przesacz | zateza
sie i poddaje filtracji, zas otrzymany osad Il poddaje sie krystalizacji z jednowodorotlenowego alkoholu.

9. Sposob wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze uzyskang mieszanine rozdziela si¢ na prze-
sgcz | i osad |, po czym przesacz | zateza sie, filtruje sie a otrzymany osad Il taczy sie z osadem |lI
uzyskanym po dodaniu wody do przesaczu ll, a nastepnie potgczone osady poddaje sie krystalizac;ji
z jednowodorotlenowego alkoholu.

10. Sposéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze uzyskang mieszaning rozdziela si¢ na prze-
sgcz | i osad |, po czym przesacz | zateza sie, filtruje sie a otrzymany osad Il taczy sie z osadem |,
a nastepnie potgczone osady poddaje sie krystalizacji z jednowodorotlenowego alkoholu.

11. Sposéb wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze uzyskang mieszaning rozdziela si¢ na prze-
sgcz | i osad |, po czym przesacz | zateza sie, filtruje sie a otrzymany osad |l poddaje sie krystalizacji
z jednowodorotlenowego alkoholu.

12. Sposob wedlug zastrz. 11, znamienny tym, ze przesgcz | zateza sie do sucha, po czym
dodaje sie jednowodorotlenowy alkohol, pozostawia na okreslony czas i filtruje sie osad Il.

13. Sposob wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze reakcje prowadzi sie w temperaturze wrzenia
mieszaniny reagentéw w jednowodorotlenowym alkoholu.

14. Sposob wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze jednowodorotlenowy alkohol stanowi metanol
albo etanol.

15. Sposob wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze substancje o wzorze Il stanowi sulfotlenek
bis[(2,4-dihydroksyfenylo)metanotionu].

16. Sposob wediug zastrz. 8, znamienny tym, ze substancje o wzorze Il stanowi sulfotlenek
bis[(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotionu].

17. Sposob wediug zastrz. 8, znamienny tym, ze substancje o wzorze Il stanowi sulfotlenek
bis[(2,4-dihydroksy-3-metylofenylo)metanotionu].

18. Sposob wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze substancje o wzorze Il stanowi sulfotlenek
bis[(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)metanotionul].

19. Sposob wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze substancje o wzorze Il stanowi sulfotlenek
bis[(2,3,4-trihydroksyfenylo)metanotionu].

20. Sposo6b wedtug zastrz. 8, znamienny tym, ze substancje o wzorze Il stanowi sulfotlenek
bis[(2,4-dihydroksy-5-metylofenylo)metanotionu].
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