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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe pochodne Triapiny, sposob ich otrzymywania oraz ich zasto-
sowanie. Nowe pochodne Triapiny wedtug wynalazku majg okreslong, jednoznaczng budowe che-
miczng i nie zostaty dotychczas opisane w literaturze.

Triapina nalezgca do grapy a-N-heterocyklicznych tiosemikarbazonéw jest chelatorem Zzelaza,
ktéry wykazuje swojg aktywnosc¢ przeciwnowotworowg w wyniku blokowania kluczowego etapu syntezy
DNA poprzez hamowanie reduktazy rybonukleotydowej, enzymu odpowiedzialnego za replikacje komo-
rek nowotworowych. Aktywnos$¢ antyproliferacyjna Triapiny jest zwigzana z koordynacjg wewnatrzko-
morkowego zelaza przy udziale donorowych atoméw NNS wystepujgcych w strukturze jej czgsteczki.
Poniewaz w szybko namnazajgcych sie komoérkach nowotworowych obserwuje sie nadekspresje reduk-
tazy rybonukleotydowej, projektowanie o-N-heterocyklicznych tiosemikarbazonéw jako skutecznych in-
hibitoréw reduktazy i ich potencjalne zastosowanie do terapii przeciwnowotworowej jest atrakcyjnym
celem naukowcow.

Triapina jest obecnie poddawana badaniom klinicznym obejmujgcym szerokie spektrum nowo-
tworéw i zostata juz przebadana w ponad 30 testach klinicznych 1 i Il fazy. Jak do tej pory badania
potwierdzity jej wysoka aktywnos¢ gtdwnie wobec hematologicznych typdw nowotworow, natomiast nie
wykazata ona zadowalajgcej aktywnosci przeciwko guzom litym, jak niedrobnokomédrkowy rak ptuc, czy
rak nerki. Przyczyny lekoopornosci komorek nowotworowych na jej dziatanie nie sg do koinca znane i sg
obecnie przedmiotem badan. Ponadto wykazuje ona szereg skutkéw ubocznych, co zahamowato jej
kliniczng aplikacje. Znane sg N-metylowe pochodne Triapiny, ktére zostaty zsyntezowane w celu zba-
dania mechanizmu dziatania Triapiny oraz lekoopornosci komérek nowotworowych, opisane przez Ko-
wol C.R. i wspét. ,Impact of Metal Coordination on Cytotoxicity of 3-Aminopyridine-2-carboxaldehyde
Thiosemicarbazone (Triapine) and Novel Insights into Terminal Dimethylation” J. Med. Chem., 2009,
52, 5032-5043. Ich aktywnos$¢ przeciwnowotworowa zostata opisana miedzy innymi w pracach Heffeter
P. i wspdt. ,Impact of terminal dimethylation on the resistance profile of a-N-heterocyclic Thiosemicar-
bazones Biochemical Pharmacology” 2012, 83, 1623—1633; oraz Kowol C.R. i wspét. ,Impact of NH2-
-Metylation of Triapine on the Physiochemical Properties, Anticancer Activity, and Resistance
Circumvention” J. Med. Chem., 2016, 59, 6739-6752. Na postawie tych badan wykazano, ze dimetyla-
cja wolnej grupy aminowej obecnej w strukturze Triapiny zwieksza aktywnos¢ jej strukturalnych analo-
gow ponad stokrotnie. W badaniach cytotoksycznosci w wigkszo$ci przypadkow terminalna dimetylacja
grupy aminowej prowadzita do wzrostu aktywnosci pochodnych Triapiny i ostatecznie wysunieto wnio-
sek, ze dimetylacja jednej lub dwéch grup aminowych w strukturze Triapiny jest cennym narzedziem do
pokonania lekoopornosci na dziatanie Triapiny. Mozna zatem wnioskowaé, Zze celowe jest wprowadze-
nie do struktury Triapiny poszczegdlnych podstawnikéw, ktérych obecnos¢ moze znaczaco wptyngé na
ich potencjalng aktywnosc¢ antyproliferacyjna.

Zastosowanie Triapiny oraz serii innych nowych a-N-heterocyklicznych tiosemikarbazonéw opar-
tych na strukturze Triapiny, jako potencjalnych lekéw na choroby nowotworowe, zostato takze opisane
przez zespot Richardson D.R i wspét. w wielu pracach, miedzy innymi: ,Dipyridyl thiosemicarbazone
chelators with potent and selective antitumor activity form iron complexes with redox activity.” J. Med,
Chem. 2006, 49, 6510-6521; Jansson, P. J. i wspdt. “The renaissance of polypharmacology in the deve-
lopment of anticancer therapeutics: Inhibition of the “Triad of Death” in cancer by Di-2-pyridylketone
thiosemicarbazones.” Pharmacol. Res. 2015, 100, 255-260; Yu, Y i wspoét. “Iron chelators for the treat-
ment of cancer. Curr. Med. Chem. 2012, 19, 2689-2702. Wsréd zsyntezowanych najwigksze poten-
cjalne zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej wykazujg Dp44mT oraz nowszej generacji DpC.
Obecnie prowadzone sg badania na ich aktywnos$¢ cytotoksyczng, jednakze juz na poziomie obecnych
doniesien naukowych wida¢ wiekszy potencjat nowszego DpC, gdyz w przeciwienstwie do Dp44mT, nie
powoduje uszkodzenia miesnia sercowego, nawet jesli jest podawany w zdecydowanie wyzszych daw-
kach. W przeciwienstwie do Dp44mT i Triapiny, DpC nie indukuje utleniania oksyhemoglobiny in vivo,
DpC wykazato wyrazng aktywnos¢ in vivo po podaniu doustnym i dozylnym, podczas gdy Dp44mT nie
byto doustnie tolerowane. W stosunku do metylowych pochodnych Triapiny oraz Dp44mT, ktory takze
w swojej strukturze zawiera grape aminowg podstawiong dwiema grupami metylowymi, DpC zawiera
bardziej rozbudowany podstawnik w tym miejscu.

Wyniki z dotychczasowych badan przekonuja, ze nadal istnieje potrzeba projektowania nowych
pochodnych Triapiny w celu rozszerzenia spektrum jej dziatania i pokonania lekoopornosci, co stato sie
celem twoércow niniejszego wynalazku.
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Istote wynalazku stanowig nowe pochodne Triapiny, ktérych struktura chemiczna jest przedsta-
wiona wzorem ogoélnym 1, gdzie A oznacza atom azotu albo siarki albo wegla, natomiast R oznacza:

- pierscien fenylowy réwniez podstawiony atomem fluoru albo grupg metoksylowg albo grupa

cyjanowg albo grupg nitrowa oraz trifluorometylowa, albo podstawiony atomem chloru,
albo

- pierscien pirydynowy réwniez podstawiony grupa trifluorometylowg, bgdz podstawiony ato-

mem chloru i grupa trifluorometylowg, albo

—  grupe metylowg podstawiong dwiema grupami fenylowymi, albo

—  karboksylan tert-butylu, albo
pierscien pirymidynowy, albo
grupe cyjanowa, albo

- pierscien pirazynowy,

przy czym R nie wystepuje, gdy A oznacza atom siarki.

Istote wynalazku stanowi rowniez sposdb otrzymywania nowych pochodnych Triapiny, ktérych
struktura chemiczna jest przedstawiona wzorem ogdélnym 1, gdzie A oznacza atom azotu albo siarki
albo wegla, natomiast R oznacza:

—  pierscien fenylowy rowniez podstawiony atomem fluoru albo grupg metoksylowa albo grupg

cyjanowg albo grupg nitrowg oraz trifluorometylowa, albo podstawiony atomem chloru,
albo

—  pierscien pirydynowy réwniez podstawiony grupg trifluorometylowa, bgdz podstawiony ato-

mem chloru i grupa trifluorometylowa, albo

—  grupe metylowg podstawiong dwiema grupami fenylowymi, albo

—  karboksylan tert-butylu, albo

—  pierscien pirymidynowy, albo

—  grupe cyjanowa, albo

—  pier$cien pirazynowy,

przy czym R nie wystepuje, gdy A oznacza atom siarki,

polegajgcy na tym, ze tiosemikarbazyd poddaje sie kondensacji w reaktorze mikrofalowym o war-
tosci pola co najmniej 30W, korzystnie 50W, z 2-karbaldehydem-3-aminopirydyny w stosunku stechio-
metrycznym, uzywajac jako rozpuszczalnika metanolu badz korzystnie etanolu, w temperaturze od 40
do 120°C, korzystnie w zakresie od 80 do 86°C, w czasie niezbednym do przereagowania substratow,
zazwyczaj od 10 do 45 minut. Reakcje prowadzi sie wobec katalitycznych ilosci kwasu organicznego,
korzystnie lodowatego kwasu octowego. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik oddestylowuje sie, ko-
rzystnie na wyparce destylacyjnej, a nastepnie produkt poddaje sie krystalizacji z uzyciem lekkiego al-
koholu, korzystnie etanolu. W rezultacie uzyskuje sie¢ pochodng Triapiny.

Istote wynalazku stanowi réwniez zastosowanie nowych pochodnych Triapiny o wzorze ogdlnym 1,
jak okreslono wyzej, jako substancji czynnych do wytwarzania srodkéw farmaceutycznych przeznaczo-
nych do stosowania w terapii przeciwnowotworowej. Nowo otrzymane wedtug niniejszego wynalazku
strukturalne pochodne Triapiny wykazujg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg zwtaszcza wobec komorek
nowotworu jelita grubego. Wiekszos¢ otrzymanych tym sposobem pochodnych w badaniach biologicz-
nych wykazata wyzszg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg w stosunku do samej Triapiny, ktéra w bada-
niach na liniach komorkowych HCT116+/+ osiggneta wartos¢ IC50 = 1.23 uM + 0.14. Ponadto, rowniez
w stosunku do jednej z wyzej wspomnianych metylowych pochodnych Triapiny - H.-NNHMe (Kowol C.R.
i wspot. J. Med. Chem., 2016, 59, 6739-6752), wiekszos¢ pochodnych Triapiny wedtug niniejszego
wynalazku wykazata zwiekszong aktywnos¢ cytotoksyczng w badaniach z wykorzystaniem tego sa-
mego szczepu linii komoérkowych, odpowiednio IC50 dla metylowej pochodnej Triapiny osiggneto war-
to$¢ 0.64 uM + 0.14 (HCT-116 (+/+)) oraz 1.11 pM + 0.44 (HCT-116(-/-)).

Sposoéb wedtug wynalazku jest przedstawiony w ponizszych przykfadach wykonania zawieraja-
cych szczegoty syntetyczne oraz spektroskopowe zwigzkéw; w tabeli 1 przedstawiono struktury opisa-
nych przyktadami pochodnych Triapiny, natomiast w tabeli 2 — wyniki testow na aktywnos¢ antyprolife-
racyjng zwigzkéw wobec kilku linii komorek nowotworowych (przyktad 17).

Przyktad 1. N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-karbotiohy-
drazyd (MR160)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscien fenylowy podstawiony atomem fluoru.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 128,55 mg (1 mmol) oraz 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokar-
bohydrazyd 254,33 mg (1 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w mieszadetko
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magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz 2 krople lodowatego kwasu octowego
i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 83°C przez 20 minut. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik oddestylowano na wyparce destylacyj-
nej. Otrzymany produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujac odpowiednig pochodng
Triapiny.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.44 (bs, 1H, NH); 8.53 (s, 1H, CH); 7.84 (d, 1H; J = 3.9
Hz), 7.17 (s, 2H, NHz), 7.13-7.04 (m, 4H, CH); 7.03-6.96 (m, 2H, CH), 4.08 (s, 4H, CH); 3.18 (s,
4H, CHy).

13C-NMR (ds-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.1; 157.6; 155.8; 149.5; 147.8; 144.2; 137.2; 134.2;
124.5; 122.4; 117.9; 115.8; 49.3; 48.6. Wydajnosé: 70%.

Przyktad 2: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-karbotiohy-
drazyd (MR166)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscien fenylowy podstawiony grupg metoksylowa.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 128,55 mg (1 mmol) oraz 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tio-
karbohydrazyd 266,36 mg (1 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w miesza-
detko magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego
i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 80°C przez 30 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany
produkt poddano krystalizacji z uzyciem etanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.43 (bs, 1H, NH); 8.52 (s, 1H, CH); 7.84 (dd, 1H; J; = 4.1
Hz, J, = 1.7 Hz), 7.17 (s, 2H, NH2), 7.09 (m, 2H, CH); 6.96 (m, 2H, CH), 6.85 (m, 2H, CH), 4.07 (s, 4H,
CHy), 3.70 (s, 3H, CHs), 3.11 (s, 4H, CH>).

13C-NMR (de-DMSO, 101 MHz, ppm): 180.1; 153.7; 149.4; 145.3; 144.2; 137.1; 134.2; 124.5;
122.4; 118.3; 114.8; 55.7; 50.0; 48.8. Wydajnos¢: 59%.

Przyktad 3. N*-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-karbotiohydrazyd
(MR167)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscien fenylowy.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 128,55 mg (1 mmol) oraz (4-fenylo-1-piperazyno)tiokarbohydra-
zyd 236,34 mg (1 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w mieszadetko magne-
tyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego i umieszczono
w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 40W. Reakcje prowadzono w temperaturze 82°C przez
25 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany produkt pod-
dano krystalizacji z uzyciem etanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.44 (bs, 1H, NH); 8.53 (s, 1H, CH); 7.84 (dd, 1H; J; = 4.0
Hz, J, = 1.6 Hz), 7.25 (t, 2H; J = 7.8 Hz), 7.18 (s, 2H, NH2); 7.10 (m, 2H, CH), 6.99 (d, 2H; J = 8.2 Hz),
6.82 (t, 1H; J = 7.3 Hz), 4.09 (s, 4H, CH>); 3.26 (s, 4H, CH>).

13C-NMR (ds-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.0; 150.9; 149.5; 144.2; 137.2; 134.2; 129.5; 124.5;
122.4; 119.6; 116.0; 48.6; 48.3. Wydajnos¢: 83%.

Przyktad 4. N-2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-karbotiohy-
drazyd (MR169)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscieh fenylowy podstawiony grupg cyjanowa.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 128,55 mg (1 mmol) oraz 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokar-
bohydrazyd 261,35 mg (1 mmol) umieszczono w haczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w mieszadetko
magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego
i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w tempera-
turze 83°C przez 20 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzy-
many produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.42 (bs, 1H, NH); 8.54 (s, 1H, CH); 7.84 (dd, 1H; J; = 4.1
Hz, J, = 1.6 Hz), 7.62 (d, 2H; J = 8.7 Hz), 7.17 (s, 2H, NH2); 7.09 (m, 2H, CH), 7.02 (d, 2H; J = 8.8 Hz),
4.10 (s, 4H, CHy), 3.53 (s, 4H, CH>).

13C-NMR (de-DMSO, 126 MHz, ppm): 179.9; 152.9; 149.6; 144.2; 137.2; 134.2; 133.8; 124.5;
122.5; 120.6; 114.0; 98.5; 47.9; 45.8. Wydajnosc¢: 74%.

Przyktad 5: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-tiomorfolino-1-karbotiohydrazyd (MR170)

Wedtug wzoru 1, A = S, R nie istnieje.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 128,55 mg (1 mmol) oraz (4-tiomorfolino)tiokarbohydrazyd
177,29 mg (1 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w mieszadetko magnetyczne,
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dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego i umieszczono w re-
aktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperaturze 80°C przez 20
minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany produkt poddano
krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.34 (bs, 1H, NH); 8.53 (s, 1H, CH); 7.84 (dd, 1H; J1 = 4.2
Hz, J, = 1.6 Hz), 7.17 (s, 2H, NH2); 7.09 (m, 2H, CH), 4.23 (m, 4H, CH), 2.71 (s, 4H, CH>).

13C-NMR (ds-DMSO, 126 MHz, ppm): 179.6; 149.7; 144.2; 137.1; 134.2; 124.5; 122.4; 51.8;
26.88. Wydajnos¢: 51%.

Przyktad 6: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-[(4-trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyno-
-1-karbotiohydrazyd (MR174)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscien pirydynowy podstawiony grupg trifluorometylowg

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 85,61 mg (0,67 mmol) oraz 4-[5(trifluorometylo)-2-pirydynylo]pi-
perazyno-1-tiokarbohydrazyd 203,33 mg (0,67 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzo-
nym w mieszadetko magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego
kwasu octowego i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowa-
dzono w temperaturze 83°C przez 20 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce de-
stylacyjnej. Otrzymany produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig po-
chodng Triapiny.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.42 (bs, 1H, NH); 8.54 (s, 1H, CH); 8.46 (d, 1H, J =25
Hz), 7.85 (m, 2H, CH), 7.18 (s, 2H, NH2); 7.08 (m, 2H, CH), 6.97 (d, 1H; J = 9.1 Hz), 4.09 (s, 4H, CH>),
3.80 (s, 4H, CH>).

13C-NMR (ds-DMSO, 101 MHz, ppm): 180.0; 160.3; 149.6; 145.7; 144.2; 137.1; 135.0; 134.2;
126.4; 124.5; 122.5; 113.8; 106.7; 47.9; 43.8. Wydajnos¢: 47%.

Przyktad 7: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-1-karbotiohydrazyd
(MR191)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscienh pirydynowy.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 128,55 mg (1 mmol) oraz [4-(2-pirydynylo)-1-piperazyno]tiokar-
bohydrazyd 237,33 mg (1 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w mieszadetko
magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — metanolu oraz 2 krople lodowatego kwasu octowego
i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 75W. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 80°C przez 30 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany
produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.41 (bs, 1H, NH); 8.54 (s, 1H, CH); 8.15 (d, 1H, J = 4.9
Hz), 7.84 (dd, 1H; J; = 4.1 Hz, J, = 1.6 Hz), 7.58 (m, 1H, CH), 7.18 (s, 2H, NH2); 7.09 (m, 2H, CH), 6.86
(d, 1H; J = 8.6 Hz), 6.68 (m, 1H, CH), 4.07 (m, 4H, CHy), 3.64 (m, 4H, CH>).

13C-NMR (de-DMSO, 101 MHz, ppm): 180.1; 159.0; 149.5; 148.0; 144.2; 138.1; 137.1; 134.2;
124.5; 122.5; 113.7; 107.5; 48.3; 44.4. Wydajnos¢: 38%.

Przyktad 8: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(metylodifenylo)piperazyno-1-karbotiohy-
drazyd (MR203)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = grapa metylowa podstawiona dwoma grupami fenylowymi.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 64,26 mg (0,5 mmol) oraz (4-metylodifenylo-1-piperazynylo)tio-
karbohydrazyd 163,23 mg (0,5 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym zaopatrzonym w miesza-
detko magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — metanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego
i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 73°C przez 45 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany
produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.30 (bs, 1H, NH); 8.46 (s, 1H, CH); 7.82 (dd, 1H; J; = 4.1
Hz, J, = 1.6 Hz), 7.45 (d, 4H; J = 7.2 Hz), 7.32 (t, 4H; J = 7.6 Hz), 7.21 (t, 2H; J = 7.3 Hz) 7.14 (s, 2H,
NH2); 7.06 (m, 2H, CH), 3.94 (m, 4H, CH>), 2.39 (m, 4H, CH>).

13C-NMR (de¢-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.0; 149.3; 144.2; 142,7; 137.1; 134.2; 129.1; 128.1;
127.5;124.4; 122.5; 74.9; 51.6; 48.9. Wydajnosc¢: 56%.

Przyktad 9: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno)hydrazynylo)karbotionylo)piperazyno-1-kar-
bosylan tert-butylu (MR231)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = karboksylan tert-butylu.
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2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 64,28 mg (0,5 mmol) oraz tert-butylo-4-(hydrazynylokarbotio-
nylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazyd 130,18 mg (0,5 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, do-
dano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego i umieszczono w reakto-
rze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperaturze 83°C przez 20 minut,
a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany produkt poddano krysta-
lizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 500 MHz, ppm): 11.39 (bs, 1H, NH); 8.51 (s, 1H, CH), 7.84 (dd, 1H; J1 = 4.2
Hz, J, = 1.6 Hz), 7.19-7.13 (s, 2H, NH2); 7.12-7.05 (m, 2H, CH), 3.93 (m, 4H, CH), 3.44 (m, 4H, CH>),
1.43 (s, 9H, CHg).

13C-NMR (ds-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.2; 154.3; 149.2; 144.3; 136.9; 133.9; 124.5; 122.8;
79.7; 48.4; 28.5. Wydajnosc¢: 20%.

Przyktad 10: N*-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]pipera-
zyno-1-karbotiohydrazyd (MR232)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscien fenylowy podstawiony grupg nitrowg oraz trifluorometylowa.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 64,28 mg (0,5 mmol) oraz 4-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]pi-
perazyno-1-tiokarbohydrazyd 174,67 mg (0,5 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzo-
nym w mieszadetko magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego
kwasu octowego i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowa-
dzono w temperaturze 83°C przez 20 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce de-
stylacyjnej. Otrzymany produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig po-
chodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 500 MHz, ppm): 11.42 (bs, 1H, NH); 8.53 (s, 1H, CH); 8.20 (d, 1H, J = Hz),
7.91-7.83 (m, 2H, CH), 7.47 (d, 1H; J = 8.9 Hz), 7.21-7.13 (s, 2H, NH2); 7.11 (dd, 1H; J; =8.4 Hz, J, =
1.6 Hz), 7.07 (dd, 1H; J1 = 8.3 Hz, J> = 4.2 Hz), 4.09 (m, 4H, CH2), 3.38 (m, 4H, CH2).

13C-NMR (de-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.1; 149.7; 147.5; 144.3; 138.9; 137.2; 134.2; 130.5;
124.4; 123.0; 122.5; 121.1; 56.5; 49.3; 47.9; 19.0. Wydajnos¢: 75%.

Przyktad 11. N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirymidyno)piperazyno-1-karbotiohy-
drazyd (MR233)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscien pirymidynowy.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 64,28 mg (0,5 mmol) oraz [4-(2-pirymidynylo)-1-piperazyno]tio-
karbohydrazyd 119,16 mg (0,5 mmol) umieszczono w nhaczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w miesza-
detko magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz 2 krople lodowatego kwasu octowego
i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 80°C przez 20 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany
produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 500 MHz, ppm): 11.43 (bs, 1H, NH); 8.53 (s, 1H, CH); 8.41 (d, 1H, J = Hz),
7.84 (dd, 1H; J; = 4.2 Hz, J, = 1.6 Hz), 7.22-7.13 (s, 2H, NH2); 7.11 (dd, 1H; J1 = 8.3 Hz, J, = 1.6 Hz),
7.07 (dd, 1H; J; = 8.3 Hz, J, = 4.2 Hz), 6.69 (t, 1H, J = 4.7 Hz), 4.05 (m, 4H, CH2), 3.86 (m, 4H, CH>).

13C-NMR (ds-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.1; 161.5; 158.5; 149.4; 144.2; 137.1; 134.2; 124.5;
122.5; 111.0; 48.4; 43.2. Wydajno$¢: 39%.

Przyktad 12: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-fenylopiperydyno-1-karbotiohydrazyd
(MR235)

Wedtug wzoru 1, A = C, R = pierscieh fenylowy.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 64,28 mg (0,5 mmol) oraz (4-fenylo-1-piperydyno)-1-tiokarbohy-
drazyd 117,67 mg (0,5 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w mieszadetko ma-
gnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego i umiesz-
czono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperaturze 83°C
przez 40 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany produkt
poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (4-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.35 (bs, 1H, NH); 8.52 (s, 1H, CH); 7.83 (dd, 1H; J1 = 4.2
Hz, J, = 1.6 Hz), 734-7.29 (m, 2H, CH), 7.28-7.26 (m, 2H, CH), 7.23-7.19 (m, 2H, NH2); 7.10 (dd, 1H;
J1=8.4 Hz, J> = 1.6 Hz), 7.06 (dd, 1H; J; = 8.3 Hz, J>= 4.2 Hz), 4.93 (d, 2H, J = 13.2 Hz); 3.19 (m, 2H,
CHz2), 2.89 (m, 1H, CH), 1.88 (dd, 1H; J; = 13.5 Hz, J> = 3.4 Hz), 1.66 (m, 2H, CH2).

13C-NMR (de-DMSO, 126 MHz, ppm): 179.7; 148.9; 145.8; 144.2; 137.0; 134.2; 128.9; 127.2;
126.7; 124.4; 122.5; 49.6; 42.1; 333. Wydajnos¢: 50%.
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Przyktad 13: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-karbotiohy-
drazyd (MR236)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscien fenylowy podstawiony atomem chloru.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 64,28 mg (1 mmol) oraz 4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-tiokar-
bohydrazyd 135,39 mg (1 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w mieszadetko
magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego
i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 85°C przez 20 minut. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik oddestylowano na wyparce destylacyj-
nej. Otrzymany produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujac odpowiednig pochodng
Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 500 MHz, ppm): 11.45 (bs, 1H, NH); 8.53 (s, 1H, CH); 7.84 (dd, 1H; J1 = 4.2
Hz, J, = 1.6 Hz)), 7.28-7.25 (m, 2H, CH), 7.22-7.14 (s, 2H, NH>), 7.12-7.09 (dd, 1H; J1 =8.4 Hz,J, = 1.6
Hz), 7.08-7.06 (dd, 1H; J1 = 83 Hz, J> = 4.2 Hz), 6.99 (m, 2H, CH), 4.08 (t, 4H, J = 5.3 Hz); 3.27 (t, 4H,
J=5.2 H2).

13C-NMR (ds-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.1; 149.7; 149.5; 144.2; 137.2; 134.2; 129.1; 124.5;
123.1; 122.5; 1173; 48.4; 48.0. Wydajnos¢: 83%.

Przyktad 14: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-[3-chloro-5-(trifluorometylo-2-pirydylo]pi-
perazyno-1-karbotiohydrazyd (MR237)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscien pirydynowy podstawiony atomem chloru i grupg trifluoro-
metylowa

2-karboaldehyd-3-aminopirydyny 64,28 mg (0,5 mmol) oraz [4-(6-chloro-5-trifluorometylo)-2-piry-
dyylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazyd 169,89 mg (0,5 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, za-
opatrzonym w mieszadetko magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowa-
tego kwasu octowego i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje pro-
wadzono w temperaturze, 82°C przez 20 minut. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik oddestylowano
na wyparce destylacyjnej. Otrzymany produkt poddano krystalizacji, z uzyciem metanolu otrzymujgc
odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 500 MHz, ppm): 11.44 (bs, 1H, NH); 8.59 (dd, 1H; J; = 2.3 Hz, J, = 1.1 Hz),
8.53 (s, 1H, CH); 8.23 (d, 1H, J = 2.2 Hz), 7.84 (dd, 1H; J1 = 4.1 Hz, J> = 1.6 Hz), 7.21-7.14 (s, 2H, NH2);
7.12-7.09 (dd, 1H; J; = 8.3 Hz, J, = 1.6 Hz), 7.09-7.05 (dd, 1H; J; = 8.3 Hz, J, = 4.2 Hz), 4.10 (m, 4H,
CHz2), 3.63 (m, 4H, CH>).

13C-NMR (ds-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.3; 159.5; 149.6; 144.2; 143.6; 137.2; 136.9; 134.2;
125.0; 124.5; 122.5; 120.0; 119.1; 48.3; 48.1. Wydajnos¢: 64%.

Przyktad 15 N-2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-cyjanopiperydyno-1-karbotiohydrazyd
(MR238)

Wedtug wzoru 1, A = C, R = grupa cyjanowa.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 64,28 mg (0,5 mmol) oraz (4-cyjanopiperydyno-1-tiokarbohydra-
zyd 92,13 mg (0,5 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w mieszadetko magne-
tyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz krople lodowatego kwasu octowego i umieszczono
w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 50W. Reakcje prowadzono w temperaturze 83°C przez
20 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany produkt pod-
dano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.

1H-NMR (ds-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.38 (bs, 1H, NH); 8.50 (s, 1H, CH); 7.84 (dd, 1H; J1=4.2
Hz, J,= 1.6 Hz), 7.16 (s, 2H, NH2); 7.12-7.02 (m, 2H, CH), 4.22 (m, 2H, CH2); 3.71 (m, 2H, CH), 3.20
(m, 1H, CH2), 1.98 (m, 2H, CHz), 1.77 (m, 2H, CH2).

13C-NMR (de-DMSO, 126 MHz, ppm): 179.9; 149.4; 144.2; 137.1; 134.1; 124.5; 122.6; 60.3; 47.3;
28.5; 25.8. Wydajnosc¢: 67%.

Przyktad 16: N-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirazynylo)pirazynylo-1-karbotiohydra-
zyd (MR242)

Wedtug wzoru 1, A = N, R = pierscieh pirazynowy.

2-karbaldehyd-3-aminopirydyny 32,14 mg (0,25 mmol) oraz [4-(2-pirazynylo)-1-piperazynoltio-
karbohydrazyd 59,58 mg (0,25 mmol) umieszczono w naczyniu reakcyjnym, zaopatrzonym w miesza-
detko magnetyczne, dodano 5 ml rozpuszczalnika — etanolu oraz 2 krople lodowatego kwasu octowego
i umieszczono w reaktorze mikrofalowym ustawionym na moc 30W. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 83°C przez 20 minut, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce destylacyjnej. Otrzymany
produkt poddano krystalizacji z uzyciem metanolu otrzymujgc odpowiednig pochodng Triapiny.
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1H-NMR (de-DMSO, 500 MHz, ppm): 11.44 (bs, 1H, NH); 8.54 (s, 1H, CH); 8.35 (d, 1H, J = 1.6
Hz), 8.12 (dd, 1H; J1 = 2.7 Hz, J, = 1.5 Hz) 7.88 (d, 1H; J = 2.6 Hz), 7.84 (dd, 1H; J1 = 4.2 Hz, J, = 1.6
Hz), 7.22-7.14 (s, 2H, NH2); 7.12-7.05 (m, 2H, CH), 4.09 (m, 4H, CH>), 3.72 (m, 4H, CH>).

13C-NMR (ds-DMSO, 126 MHz, ppm): 180.0; 154.7; 149.6; 144.2; 141.9; 137.2; 134.2; 133.1;
131.7; 124.5; 122.5; 48.0; 43.8. Wydajnos¢: 70%.

Przyktad 17: Aktywnos¢ przeciwnowotworowa pochodnych Triapiny.

Aktywnos¢ antyproliferacyjng badanych zwigzkéw oznaczono wobec kilku linii komoérek nowotwo-
rowych; HCT 116 typu dzikiego (p53**), HCT 116 z nokautem genu kodujgcego biatko p53 (p537), MCF-7,
U-251, Hs 683. Dodatkowo wykonano badania na linii komorek prawidtowych; NHDF, w celu okreslenia
selektywnosci. Komorki wysiano na przezroczyste ptytki w ilosci 5 tysiecy na dotek i pozostawiono na
24 godziny w inkubatorze hodowlanym (37°C; 5% CO3). Nastepnie podawano r-ry badanych zwigzkéw
w zakresie stezen (25-0,1 uM). Tak przygotowane komorki poddano 72h inkubacji, po czym przepro-
wadzono ocene zywotnosci komorek w tescie MTS. Do kazdej studzienki na ptytce 96 dotkowej dodano
20 pL roztworu MTS oraz 100 uL medium bez czerwieni fenolowej i inkubowano przez 1 h. Wartosci
absorbancji odczytano w spektrofotometrze przy dlugosci 490 nm. Wyniki testéw sg przedstawione w ta-
beli 2 ponizej w przeliczeniu na wartosci ICso. Obliczen dokonano w programie GraphPad Prism. Kazdy
eksperyment zostat powtdrzony co najmniej, 3-krotnie.

Zastrzezenia patentowe

1. Nowe pochodne Triapiny, ktorych struktura chemiczna jest przedstawiona wzorem ogélnym 1,
gdzie A oznacza atom azotu albo siarki albo wegla, natomiast R oznacza:

— pierscien fenylowy rowniez podstawiony atomem fluoru albo grupg metoksylowg albo grupa
cyjanowa albo grupa nitrowg oraz trifluorometylowa, albo podstawiony atomem chloru, albo

— pierscien pirydynowy réwniez podstawiony grupg trifluorometylowg, badz podstawiony ato-
mem chloru i grupg trifluorometylowa, albo

— grupe metylowg podstawiong dwiema grupami fenylowymi, albo

— karboksylan tert-butylu, albo

— pierscien pirymidynowy, albo

— grupe cyjanowa, albo

— pierscien pirazynowy,

przy czym R nie wystepuje, gdy A oznacza atom siarki.

2. Sposdéb otrzymywania nowych pochodnych Triapiny, ktérych struktura chemiczna jest przed-
stawiona wzorem ogélnym 1, gdzie A oznacza atom azotu albo siarki, albo wegla, natomiast
R oznacza:

— pierscien fenylowy rowniez podstawiony atomem fluoru albo grupg metoksylowg albo grupag
cyjanowg albo grupa nitrowg, oraz trifluorometylowg, albo podstawiony atomem chloru, albo

— pierscien pirydynowy réwniez podstawiony grupg trifluorometylowa, badz podstawiony ato-
mem chloru i grupg trifluorometylowa, albo

— grupe metylowg podstawiong dwiema grupami fenylowymi, albo

— karboksylan tert-butylu, albo

— pierscien pirymidynowy, albo

— grupe cyjanowa, albo

— pierscien pirazynowy,

przy czym R nie wystepuje, gdy A oznacza atom siarki,

znamienny tym, ze tiosemikarbazyd poddaje sie kondensacji w reaktorze mikrofalowym

o wartosci pola co najmniej 30W, korzystnie 50W, z 2-karbaldehydem-3-aminopirydyny w sto-

sunku stechiometrycznym, uzywajgc jako rozpuszczalnika metanolu bgdz korzystnie etanolu,

w temperaturze od 40 do 120°C, korzystnie w zakresie od 80 do 86°C, w czasie niezbednym

do przereagowania substratéw, zazwyczaj od 10 do 45 minut, wobec katalitycznych ilosci

kwasu organicznego, korzystnie lodowatego kwasu octowego, po zakornczeniu reakcji roz-

puszczalnik oddestylowuje sig, korzystnie na wyparce destylacyjnej, a nastepnie produkt pod-

daje sie krystalizacji z uzyciem lekkiego alkoholu, korzystnie etanolu.
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3. Zastosowanie nowych pochodnych Triapiny o wzorze ogélnym 1, jak okreslono w zastrz. 1,
jako substancji czynnych do wytwarzania $srodkéw farmaceutycznych przeznaczonych do sto-
sowania w terapii przeciwnowotworowej.

4. Zastosowanie wedtug zastrz. 3 do wytwarzania srodkéw farmaceutycznych przeznaczonych
do leczenia raka jelita grubego.

Rysunki
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Tabela 2
Symbol HCT-116(+/+) | HCT-116(-/-)
MR160 0,53 yM £0,08 | 0,15 uM£0,07
MR166 1,33 uM£0.221 | 0,18 yM+0,09
MR167 1,52 uM £ 044 | 0,13 uM £ 0,01
MR169 1,45 UM+ 045 | 0,75 uyM£0,35
MR170 1,46 pM £ 0,19 | 0,53 uM + 0,04
MR174 042uM=0,11 | 0,12 uM+0,06
MR191 1,90 M £ 0,29 | 0,14 uM £ 0,02
MR203 0,31 yM£0,02 | 0,48 uM £ 0,03
MR231 0,76 yM £ 0,24 | 1,13 upM £ 0,05
MR232 0,14 uM £ 0,02 | 0,27 uM £ 0,01
MR233 0,67 uM £ 0,05 | 0,65 pM £ 0,05
MR235 0,14 yM £0,02 | 0,28 yM £ 0,01
MR236 0,12 uM + 0,01 0,17 uM £ 0,02
MR237 0,17 pM £ 0,01 0,16 pM £ 0,01
MR238 035uM=0,12 | 0,53 uM+0,04
MR242 0,43 M £ 0,11 | 0,34 uM = 0,04
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