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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe analogi 1,2,4-triazoli oraz sposéb otrzymywania analogow
1,2,4-triazoli, zwtaszcza analogéw o wiasciwosciach leczniczych.

W zaleznos$ci od budowy analogi 1,2,4-triazoli 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 (gtéwnie podjedno-
stek a3 i a5) oraz jako ligandy o wysokim powinowactwie do receptoréw bramek kanatéw wapnio-
wych. Charakteryzuje je miedzy innymi dziatanie przeciwkonwulsyjne. W przegladzie pismiennictwa
wskazuje sie na pochodne 1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyny réwniez jako na agonistéw receptorow
GABA. Zwigzki charakteryzuje przy tym dziatanie antykonwulsyjne, przeciwwirusowe oraz wtasciwosci
cytostatyczne. Pochodne 1,2,4-triazolo[4,3-a]pirimidyny dziatajg natomiast gtdéwnie jako antagonisci
receptoréw adenozynowych. Wiele z nich wykazuje réwniez aktywnosc¢ przeciwnowotworowg. Tego
typu dziatanie przepisywane jest pochodnym sulfonamidowym, hydrazynowym, oraz pirazolowym.
Inne wykazujg wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwbolowe oraz przeciwbakteryjne.

Skondensowany ukfad 1,2,4-triazolo[4,3b]pirydazyny generalnie otrzymywany jest w reakcji cy-
klizacji pochodnych 3-hydrazynowych, 3-hydrazydowych lub 3-hydrazonowych pirydazyny z uzyciem
stosownych czynnikéw zamykajgcych uktady liniowe i odpowiednich srodowisk reakcyjnych. Znane sg
opisy miedzy innymi z publikacji: Deeb A., Hassaneen M., Kotb M., Heteroatom Chemistry, 2005,
16, 278-284. Pyridazine Derivatives and Related Compounds, Part 8: Synthesis of Different Hete-
rocycles from 3-Hydrazinopyridazine; Collins 1., Castro J. L., Street L.J., Tetrahedron Lett. 2000,
41, 781-784. Rapid analogue synthesis of trisubstituted triazolo[4,3-b]pyridazines; Skoumbourdis
A.P., LeClair C.A., Stefan E., Tuijanski A.G., Maguire W., Titus S.A., Huang R., Auld D.S., Inglese
J., Austin C.P., Michnick S\W., Xia M., Thomas C.J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 19,
3686—-3692. Exploration and optimization of substituted triazolothiadiazines and triazolopyridazi-
nes as PDE4 inhibitors, pozwalajgce w poszczegdlnych przypadkach na otrzymanie ograniczone-
go zakresu modyfikacji podstawowego ukfadu.

Skondensowany ukfad 1,2,4-triazolo[4,3-b]pirymidyny najczesciej otrzymywany jest w ana-
logicznych procesach cyklizacji z zastosowaniem odpowiednio 2-hydrazynowych (hydrazonowych)
pochodnych. Takze kondensacja 1,2-dihydro-2-tiooksopirymidyn-4(3H)onéw z chlorkami hydrazonylu
prowadzi do opisywanych potgczen, co znane jest z publikacji Hassaneen H.M., Abdelhadi H.A., Ab-
dallah T.A., Tetrahedron 2001, 57, 10133-10138. Novel synthesis of 1,2,4-triazolo[4,3-a]pyrimidin-5-
-one derivatives. Niestandardowa reakcja otrzymywania 1,2,4-triazolo[4,3-b]pirymidyny przedstawiona
jest natomiast przez Dandia A., Singh R., Singh D., Kapil A., Letters in Organic Chemistry, 2009, 6,
100-105. Facile Regioselective Green Synthesis of Triazolo [4,3-a] Pyrimidines in Aqueous Medium,
gdzie wielosktadnikowa kondensacja 2-amino-1,3,4-triazolu, aktywnej grupy metylowej cyjanooctanu
etylu oraz aldehydu 4-chlorobenzoesowego (grupa karbonylowa) prowadzi do opisywanych uktaddw.

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.

Istotg wynalazku sg nowe analogi 1,2,4-triazoli o wzorze ogdlnym I:

Y-
PN
R'(; .N /N
X H
R3
Ry
Rz OH

Wzér ogdlny 1



PL 224 660 B1 3

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

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

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

R3= H, HO-, Me-, MeO-

R’ =H, Cl, Br, F3C-

X =N, Y = CH w pierwszym wariancie

zas$ w drugim wariancie X = CH, Y = N.

Wsréd wielu mozliwych analogoéw 1,2,4 triazoli, ze wzgledu na ich wiasciwosci antyproliferacyj-
ne istotne sg miedzy innymi nastepujgce zwigzki:

e 6-chloro-3-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna,
6-chloro-3-(2,4-dihydroksy-3-metylofenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna,
6-chloro-3-(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna,
6-chloro-3-(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna,
6-chloro-3-(2,3,4-trihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna,
3-(2,4-dihydroksyfenylo)-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna,
3-(2,4-dihydroksy-3-metylofenylo)-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna,
3-(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a] pirymidyna,
3-(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna,

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

Podstawione do uktadow heterocyklicznych liniowe ugrupowania tiohydrazydowe zwigzkéw
przejsciowych mozna traktowac jako ambidentne kwasy (lub aniony), z ktérych uwalniane sg tatwo
odchodzgce jony SH™ deprotonizujgce atomy azotu. Przy odpowiedniej zasadowosci i stereodostepno-
sci atoméw azotu uktadu heterocyklicznego szybkos¢ i wydajnos¢ reakcji warunkuje réwniez odpo-
wiednie podstawienie ukfadu tiokarbonylowego reagentéw elektrofilowych.

Istota sposéb otrzymywania analogéw 1,2,4-triazoli o Wzorze ogélnym |, w ktérym do roztworu
wprowadza sie substraty, po czym wydziela sie produkt znamienny tym, ze w jednowodorotlenowym
alkoholu z dodatkiem pirydyny poddaje sie reakcji heteroarylohydrazyne z substancja E o Wzorze
ogolnym II:

1
POy
OH S S OH
Wz6r ogblny 11
gdzie R = H, Me, Pr, iPr, Et, Cl, OH, MeO, EtO
po czym uzyskang mieszanine poreakcyjng rozdziela sie na osad | i przesgcz |, ktéry nastepnie
zateza sie, zas$ uzyskany tym sposobem osad |l krystalizuje sie z wodnego roztworu jednowodorotle-
nowego alkoholu. Jednowodorotlenowy alkohol korzystnie stanowi etanol albo metanol. W przypadku
gdy zwigzek koncowy wypada z roztworu podczas przebiegu reakcji, to osad | fgczy sie z osadem I,
po czym ich mieszanine poddaje sie krystalizacji. W$rdd heteroarylohydrazyn szczegélnie przydatna
jest 3-chloro-6-hydrazynopirydazyna albo 2-hydrazyno-4-(trifluorometylo)pirymidyna.
Natomiast w zaleznos$ci od potozenia i rodzaju podstawnika R substancja E przyjmuje postaé:
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)metanotionul],

SCITB: sulfotlenek bis[(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)metanotionu] albo
S3TTB: sulfotlenek bis[(2,3,4-trihydroksyfenylo)metanotionul].
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Synteza przebiega wedtug Schematu
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Przejsciowe izomeryzujace formy liniowe mogg by¢ uznane za czes$é sztywnego, w miare
koplanarnego uktadu i nie majg mozliwosci swobodnego obrotu przez wigzanie wielokrotne, co
utatwia procesy endocyklizacji. Przegrupowania izomeryzacyjne wywotujg zmiany struktury elek-
tronowej, momentu dipolowego, ksztattu powierzchni ekwipotencjalnej. W przypadku wielocen-
trycznej zasadowo$ci reagentéw nukleofilowych, warunkiem jest odpowiednia lokalizacja ugrupo-
wania NHNH, umozliwiajgca kierunkowg protonizacje/deprotonizacje atomdw azotu i stabilizacje
przez utworzenie uprzywilejowanych geometrycznie pierscieni.

W przypadku wyszukiwania wiasciwych kierunkéw modyfikacji podstawnika fenolowego
rozbudowano pierécien grupami o zmiennej charakterystyce elektronowej (polarnosci) majgc na
uwadze wiekszg mozliwo$¢ zblizenia czgsteczki do miejsc wigzgcych wodorowo czy lokalizacje
w przestrzeniach hydrofobowych, uwzgledniajgc funkcje benzenodiolu (benzotriolu) w oddziaty-
waniach z celami molekularnymi. Ten kierunek zmian — R uwzglednia réwniez lub przede wszyst-
kim wptyw podstawienia na przebieg kolejnych reakcji przejsciowych jak i wtasciwosci produktu
kohcowego.

W tych szeregach otrzymano tez odpowiednie 2,3,4- i 2,4,6-trihydroksyfenylowe analogi.
Byto to interesujace, bo te kierunki podstawienia majg wptyw zaréwno na charakter oddziatywan
elektronowych i sterycznych w kazdym obszarze wigzan wodorowych oraz zmiany energii czaste-
czek.

Wynalazek jest blizej przedstawiony w nastepujgcych przyktadach.

Przyktad 1-Wzérlll

6-chloro-3-(2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna

0,007 mola 3-chloro-6-hydrazynopirydazyny oraz 0,007 mola sulfotlenku bis[(2,4-dihydroksy-
enylo)metanotionu] (STB) przenoszono do 35 mL EtOH i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mieszanine po-
reakcyjng przefiltrowano na goraco przez lejek Bichnera. Otrzymano osad | i przesgcz |, przy czym
osad | odrzucono. Przesgcz | zatezono do sucha, dodano 32 mL ukfadu rozpuszczalnikéw Me-
OH/woda (1:1) i pozostawiono na 24 h. Wydzielony osad Il odfiltrowano i przekrystalizowano z 20 mL
uktadu rozpuszczalnikow MeOH/woda (2:3). Otrzymano zwigzek o Wzorze |Il.

Wydajnos¢ 68%, t.t. 201-203°C (R). Dla wzoru: C;;H;CIN,O,, M=262,65

obliczono: C, 50,30; H, 2,69; N, 21,33;

otrzymano: C, 50,22; H, 2,68; N, 21,29.

IR (KBr, cm™): 3090 (OH + Cag-H), 1627 (C=N), 1564 (C=C), 1539 (C=C), 1473, 1416, 1304,
1233, 1185 (C-OH), 1133, 1086, 1013, 973, 844, 810, 779, 745, 704,
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds 8, ppm): 11,20 (s, 1H, C»-OH), 9,95 (s, 1H, C,-OH), 8,52 (d,
J=9,8 Hz, 1H, Cg-H), 8,13 (d, J=8,2 Hz, 1H, C4-H), 7,54 (d, J=9,7 Hz, 1H, C;-H), 8,0 (dd, J=7,8i 2,4
Hz, 1H, Cs-H), 6,51 (d, J=2,5 Hz, 1H, C3-H); MS (El, m/z): 262 (M*", 21), 227 (10), 205 (5), 199 (18),
171 (8), 121 (9), 168 (85), 108 (2), 79(4), 52 (4), 39 (5).

Przyktad 2-WzérlIV

6-chloro-3-(2,4-dihydroksy-3-metylofenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna

0,0017 mola 3-chloro-6-hydrazynopirydazyny oraz 0,0017 mola S3MTB przenoszono do 8,5 mL
metanolu i ogrzewano we wrzeniu 2,5 h. Mieszanine poreakcyjng na gorgco przefiltrowano przez lejek
Bilchnera. Otrzymano osad | i przesgcz |, przy czym osad | odrzucono. Przesacz | zatezono a wydzie-
lony osad Il przekrystalizowano z uktadu rozpuszczalnikéw metanol/woda (4 mL) (2:3). Otrzymano
zwigzek o wzorze IV.

Wydajnos¢ 73%, t.t. 151-152°C. Dla wzoru: C,,HCIN,O,, M=276,68

obliczono: C, 52,09; H, 3,28; N, 20,25;

otrzymano: C, 51,94, H, 3,30; N, 20,18.

IR (KBr, cm™): 3434, 3099 (OH), 3043 (Car-H), 2924 (CH), 1621 (C=N), 1533 (C=C), 1459,
1386, 1323, 1267, 1235, 1206, 1168 (C-OH), 1134, 1085, 1054, 951, 894, 855, 814, 795, 778, 758,
742, 707, 628;

'H NMR (500 MHz, CDCls, &, ppm): 11,62 (s, 1H, C»-OH), 9,99 (s, 1H, C4-OH), 8,55 (d, J=9,7
Hz, 1H, Cg-H), 8.24 (d, J=8,5 Hz, 1H, C¢-H), 7,58 (d, J=9,7 Hz, 1H, C;,-H), 6,62 (d, J=8,7 Hz, 1H,
Cs-H), 2,10 (s, 3H, CH3); MS (El, m/z): 276 (M", 53), 241 (100), 213 (3), 138 (3), 94 (8), 64 (5), 39 (5).

Przyktad 3-WzérV

6-chloro-3-(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna

0,0017 mola 3-chloro-6-hydrazynopirydazyny oraz 0,0017 mola SEBT przenoszono do 8,5 mL
metanolu i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mieszanine poreakcyjng na gorgco przefiltrowano przez lejek
Buchnera. Otrzymano osad | i przesgcz |, przy czym osad | odrzucono. Przesgcz | zatezono a wydzie-
lony osad Il przekrystalizowano z uktadu rozpuszczalnikow metanol/woda (5 mL) (3:1). Otrzymano
zwigzek o wzorze V. Wydajnos¢ 71%, t.t. 141-143°C. Dla wzoru: C13H1;CIN,O,, M=290,71

obliczono: C, 53,71, H, 3,81; N, 19,27;

otrzymano: 53,84; H, 3,80; N, 19,36.

IR(KBr, cm™): 2965 (OH, Cag-H), 2924 (CH), 1617 (C=N), 1559 (C=C), 1439,1407, 1274, 1245,
1141, 1089, 1039, 1013, 972, 930, 903, 846, 802, 766, 744,

'H NMR(500 MHz, CDClg, &, ppm): 9,95 (s, 1H, C,-OH), 8,51 (d, J=9,7 Hz, 1H, Cg-H), 7,79 (s,
1H, C¢-H), 7,54 (d, J=9,7, 1H, C;-H), 6,56 (s, 1H, C3-H), 2,54 (m, 2H, CH,CHs), 1,16 (t, 3H, CH,CHs);
MS (El, m/z): 290 (M", 32), 277 (33), 275 (100), 78 (4), 69 (5), 64 (4).

Przyktad 4—-Wzor VI

6-chloro-3-(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna

0,0017 mola 3-chloro-6-hydrazynopirydazyny oraz 0,0017 mola SCITB przenoszono do 8,5 mL
metanolu i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mieszanine poreakcyjng pozostawiono na 24 h w temperaturze
pokojowej i przefiltrowano przez lejek Blchnera. Otrzymano osad | i przesacz |, przy czym osad | od-
rzucono. Przesgcz | zatezono a wydzielony osad Il przekrystalizowano z uktadu rozpuszczalnikéw
metanol/woda (2:3). Otrzymano zwigzek o wzorze VI.

Wydajnos¢: 69%, t.t. 167-168°C. Dla wzoru: C;;HgCIoN4O,, M=297,10 obliczono: C, 44,47,
H, 2,04; N, 18,86; otrzymano: C, 44,38; H, 2,03; N, 18,92.

IR (KBr, cm™): 3419 (OH), 3086 (Car-H), 2922 (C-H), 1611 (C=N), 1562 (C=C), 1539 (C=C),
1493, 1478, 1410, 1337, 1298, 1261, 1234, 1183 (C-OH), 1158, 1095, 1057, 1018, 991, 944, 898,
837, 783, 757, 739;

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds, &, ppm) 11,82 (s, 1H, C»-OH), 10,87 (s, 1H, C4-OH), 8,54 (d, J=
9,7 Hz, 1H, Cg-H), 7,94 (s, 1H, C4-H), 7,57 (d, J=9,7 Hz, 1H, C+-H), 6,56 (s, 1H, C3-H); MS (El, m/z, B):
297 (M", 2), 296 (100), 262 (13), 233 (12), 205 (6), 170 (12), 158 (6), 142 (10), 134 (5), 99 (7), 79 (5),
69 (7), 51 (5), 38 (15), 36 (44).

Przyktad 5-Wzér Vil

6-Chloro-3-(2,3,4-trihnydroksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyn

0,0017 mola 3-chloro-6-hydrazynopirydazyny oraz 0,0017 mola sulfotlenku bis[(2,3,4-trihydro-
ksyfenylo)metanotionu] (S3TTB) przenoszono do 8,5 mL metanolu i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mie-
szanine poreakcyjng przefiltrowano na gorgco przez lejek Blchnera. Otrzymano osad | i przesgcz |,
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przy czym osad | odrzucono. Przesacz | zatezono, a wydzielony osad Il przekrystalizowano z ukfadu
rozpuszczalnikéw metanol/woda (2:3) (4 mL). Otrzymano zwigzek o wzorze VII.

Wydajnos¢ 63%, t.t. 172-172°C. Dla wzoru: C,;H;N,0,Cl, M=278,66

obliczono: C, 47,41; H, 2,53; N, 20,11;

otrzymano: C, 47,50; H, 2,50; N, 20,16.

IR (KBr, cm™): 3397 (OH), 3228 (OH), 1630 (C=N), 1508 (C=C), 1479, 1420, 1328, 1297, 1231,
1174 (C-OH), 1083, 1010, 980, 897, 801, 720;

'H NMR (500 MHz, CDCls, &, ppm): 11,81 (s, 1H, C»-OH), 10,32 (s, 1H, C,-OH), 8,85 (s, 1H,
Cs-H), 8,54 (d, J=9,7 Hz, 1H, Cg-H), 7,87 (d, J=9,7 Hz, 1H, C+-H), 6,65 (d, J=7,3 Hz, 1H, C4-H), 6,52
(d, J=7,3 Hz, 1H, Cs-H); MS (El, m/z): 278 (M*", 21), 276 (14), 258 (7), 244 (17), 215 (12), 200 (51),
168 (85), 158 (10), 152 (39), 128 (13), 112 (25), 95 (13), 79 (32), 72 (15), 69 (30), 45 (24), 39 (36),
36 (49).

Przyktad 6—-Wzér Vi

3-(2,4-dihydroksyfenylo)-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna

0,0014 mola 2-hydrazyno-(4-trifluorometylo)pirymidyny oraz 0,0014 mola STB przenoszono do
7 mL metanolu i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mieszanine poreakcyjng pozostawiono na 24 h w tempe-
raturze pokojowej i przefiltrowano przez lejek Blichnera. Otrzymano osad | i przesgcz |, przy czym
osad | odrzucono. Przesacz | zatezono i dodano 12 mL uktadu rozpuszczalnikéw metanol/woda (1:1).
Wydzielony osad Il przekrystalizowano z 6 mL metanolu. Otrzymano zwigzek o wzorze VIII. Wydajnosé
66%, t.t. 185—186°C. Dla wzoru: C;,H;F3N,0O,, M=296,19

obliczono: C, 48,66; H, 2,38; N, 18,91;

otrzymano: C, 48,54, H, 2,37; N, 18,86.

IR (KBr, cm™): 3201, 3117 (OH), 1630 (C=N), 1587 (C=C), 1555 (C=C), 1528, 1455, 1432,
1402, 1375, 1337, 1302,1274,1201 (C-OH), 1159, 1087, 1005, 978, 969, 866, 819, 784, 776, 761,
716, 686, 653, 640.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds, 8): 10,94 (s, 1H, C»-OH), 10,13 (s, 1H, C,-OH), 9,75 (d, J= 6,9
Hz, 1H, C4-H), 7,97 (d, J=8,6 Hz, 1H, C¢-H), 7,89 (d, J=6,9 Hz, 1H, Cs-H), 6,50 (d, J=8,6 i 2,3 Hz, 1H,
Cs-H), 6,42 (d, J=2,3 Hz, 1H, Cs-H); MS (El, m/z): 296 (M), 278, 340, 227, 166, 121, 109, 80,
52, 40.

Przyktad 7-WzorIX

3-(2,4-dihydroksy-3-metylofenylo)-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna

0,0014 mola 2-hydrazyno-4-(trifluorometylo)pirymidyny oraz 0,0014 mola SSMTB przenoszono
do 7 mL metanolu i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mieszanine poreakcyjng na gorgco przefiltrowano
przez lejek Buchnera. Otrzymano osad | i przesgcz |. Przesgcz | zatezono, a wydzielony osad Il pota-
czono z osadem |, przefiltrowano i przekrystalizowano z 4 mL uktadu rozpuszczalnikéw metanol/woda
(3:1). Otrzymano zwigzek o wzorze IX.

Wydajnos¢ 82%, t.t. 280-281°C. Dla wzoru: C;3HgF3N,O,, M=310,23 obliczono: C, 50,33;
H, 2,92; N, 18,06; otrzymano: C, 50,41; H, 2,92; N, 18,02.

IR (KBr, cm™): 3176 (OH), 2927 (C-H), 1617 (C=N), 1553 (C=C), 1436, 1402,1382, 1341, 1294,
11592 (C-OH), 1154, 1101, 1074, 1014, 966, 910, 877, 859, 821, 798, 784, 770, 728, 715;

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg, &, ppm): 11,23 (s, 1H, C,-OH), 10,02 (s, 1H, C,-OH), 9,75 (d,
J=6,9 Hz, 1H, Cg-H), 7,89 (d, J=6,9 Hz, 1H, Cs-H), 7,84 (d, J=8,6 Hz, 1H, Cq-H), 6,57 (d, J=8,6 Hz,
1H, Cs-H), 2,08 (s, 3H, CHs); MS 10 (El, m/z, B): 310 (M", 100), 296 (6), 281 (10), 265 (4), 253 (4),
223 (3), 164 (16), 148 (11), 119 (4), 94(4), 65 (4), 39(4).

Przyktad 8—-WzérX

3-(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna

0,0014 mola 2-hydrazyno-4-(trifluorometylo)pirymidyny oraz 0,0014 mola sulfotlenku bis[(5-
-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotionu] (SETB) przenoszono do 7 mL metanolu i ogrzewano we wrzeniu
(3 h). Mieszanine poreakcyjng pozostawiono na 24 h w temperaturze pokojowej, po czym przefiltrowano.
Otrzymano przesgcz | i osad |, przy czym osad | odrzucono. Przesgcz | zatezono do sucha, dodano 5 ml
eteru dietylowego, wymieszano i pozostawiono na (1 h) w temperaturze pokojowej. Po przefiltrowaniu
otrzymany osad Il przekrystalizowano z 5 mL ukfadu rozpuszczalnikéw metanol/woda (3:2).

Wydajnos¢ 76%, t.t. 196°C. Dla wzoru: Cy4H;:F3N,O,, M=324,26

obliczono: C, 51,86; H, 3,42; N, 17,28;

otrzymano: C, 51,78; H, 3,44; N, 17,21.



PL 224 660 B1 7

IR (KBr, cm™): 3245 (OH), 3057 (Car-H), 2948 (C-H), 1623 (C=N), 1592 (C=N), 1507 (C=C),
1492, 1451, 1370, 1328, 1275, 1247, 1218 (C-OH), 1186, 1144, 1039, 1008, 922, 835, 791, 763, 730;

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dg, &, ppm): 10,76 (s, 1H, C,-OH), 10,11 (s, 1H, C4-OH), 9,76 (d,
J=6,9 Hz, 1H, C4-H), 7,90 (d, J=6,7 Hz, 1H, Cs-H), 7,84 (s, 1H, Cs-H), 6,40 (s, 1H, C3-H), 2,55 (q, 2H,
CH,CHs),1,17 (s, 3H, CH,CHzy); MS (El, m/z, B): 324 (M**, 38), 309 (M°*-CHs, 100), 212 (15), 181 (24),
164 (8), 165 (16), 149 (6), 121 (3), 68 (8), 65 (5), 39 (4).

Przyktad 9-WzérXI

3-(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna

0,0014 mola 2-hydrazyno-4-(trifluorometylo)pirymidyny oraz 0,0014 mola SCITB przenoszono
do 7 mL metanolu i ogrzewano we wrzeniu 3 h. Mieszanine poreakcyjng pozostawiono na 24 h
w temperaturze pokojowej i przefiltrowano przez lejek Biichnera. Otrzymano osad | i przesgcz . Prze-
sgcz | zatezono a uzyskany osad Il potgczono z osadem I. Mieszanine osadow przekrystalizowano
z ukfadu rozpuszczalnikéw metanol/woda (1:1) (6 mL). Otrzymano zwigzek o wzorze Xl. Wydajnos¢:
68%, t.t. 188—189°C. Dla wzoru: C;,HgCIF;N,O,, M=330,65

obliczono: C, 43,59; H, 1,83; N, 16,94,

otrzymano: C, 43,66; H, 1,82; N, 17,00.

IR (KBr, cm™): 3260 (OH), 3072 (Car-H), 2954 (C-H), 2849 (C-H), 1606 (C=N), 1583 (C=C),
1484, 1445, 1364, 1335, 1304, 1273, 1252, 1224, 1192 (C-OH), 1159, 1142, 1050, 1000, 909, 829,
789, 758, 724;

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg, &, ppm): 10,94 (s, 1H, C,-OH), 10,47 (s, 1H, C4-OH), 8,79 (d,
J=4,9 Hz, 1H, C¢-H), 8,14 (s, 1H, Ce-H), 7,28 (d, J=4,9 Hz, 1H, Cs-H), 6.65 (s, 1H, Cs-H);
MS (El, m/z, B): 331 (M*+1,67), 330 (M+, 2), 261 (3), 189 (34), 187 (100), 178 (4), 164 (5), 131 (6), 94
(4), 69 (6).

Uzyta w powyzszych przyktadach 3-chloro-6-hydrazynopirydazyne (3-chloro-6-hydrazinopyridazine)
zakupiono wg katalogu Aldrich, nr kat. 632619, zas 2-hydrazyno-4-(trifluorometylo)pirymidyne {N-[4-
-(trifluoromethyl)pirimidin-2-yllhydrazine lub 2-hydrazino-4-(trifluoromethyl)pirimidine} zakupiono wg
katalogu Fluorochem, nr kat. 017278.

Przyktad poréwnawczy

Otrzymane zwigzki sprawdzono pod kgtem dziatania przeciwnowotworowego. W tym celu wy-
konano badania na aktywnos$¢ antyproliferacyjng w stosunku do nastepujacych 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, mierzacego 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 rozcienczen bytlo 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 okreslone stezenia preparatu nanoszono
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. Komorki hodowano w wilgotnej atmosferze 5% CO, w 37°C.

Badania wykonano w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.
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Tabela 1. Aktywnos¢ antyproliferacyjna zwigzkow

HCV29T A549 T47D SW707
Przyktad R
D50 [pg/mL]
R1=R>=R3=
1 -H 10,03 + 2,50 3,40+1,10 7,10 £ 0,20 1,80+ 1,40
2 R1=-CHs 20,70 £ 4,84 nie badano nie badano nie badano
3 R2=-C2Hs 4,29+0,84 26,26 + 8,89 12,87 £4,41 4,25 +0,87
4 R,=-C,Hs 9,23+0,14 nie badano nie badano nie badano
5 R1=-OH 34,12 £ 11,60 nie badano nie badano nie badano
R1:R2:R3:
6 -H 3,91+0,43 5,30 £ 2,64 0,61 £ 0,30 3,28 £ 0,56
7 R1=-CHs 32,37 £5,08 nie badano nie badano nie badano
8 R2=-C2Hs 10,11 £ 3,55 nie badano nie badano nie badano
9 R,=-ClI 3,53+0,14 4,29 £ 0,36 1,34 £ 0,65 3,20+ 0,18
Kontrola cisplatyna 5,29+1,85 2,55+1,13 6,30 + 2,10 3,62+ 1,07

Zastrzezenia patentowe

1. Nowe analogi 1,2,4-triazoli o Wzorze ogélnym I:

NN
AN
R'/Q\ _N /N
X OH
Rs
R4
R2 on

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-
R = H, ClI, Br, FsC-

X =N, Y=CH albo X =CH, Y=N.

2. Analog wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze stanowi go 6-chloro-3-(2,4-dihydroksyfenylo)-

-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna.

3. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 6-chloro-3-(2,4-dihydroksy-3-

-metylofenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna.

4. Analog wedilug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 6-chloro-3-(5-etylo-2,4-dihydro-

ksyfenylo)-1,2,4-triazolo [4,3-b]pirydazyna.

5. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 6-chloro-3-(5-chloro-2,4-dihydro-

ksyfenylo)-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna.

6. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 6-chloro-3-(2,3,4-trihydroksyfenylo)-

-1,2,4-triazolo[4,3-b]pirydazyna.

7. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(2,4-dihydroksyfenylo)-7-(trifluoro-

metylo)-1,2,4-triazolo [4,3-a]pirymidyna.

8. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(2,4-dihydroksy-3-metylofenylo)-

-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna.
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9. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)-7-
-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo[4,3-a]pirymidyna.
10. Analog wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stanowi go 3-(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)-
-7-(trifluorometylo)-1,2,4-triazolo [4,3-a]pirymidyna.
11. Sposdb otrzymywania analogéw 1,2,4-triazoli o Wzorze ogélnym I:

NN
AN,
R' /<\ _N ¥/ N
X OH
R3
R4
R2  oH

w ktérym do roztworu wprowadza sie substraty, po czym wydziela sie produkt, znamienny tym,
ze w jednowodorotlenowym alkoholu z dodatkiem pirydyny poddaje sie reakcji heteroarylohydrazyne
z substancjg o Wzorze ogélnym |l

HO_ > R~ O
s

OH § S OH

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

po czym uzyskang mieszanine poreakcyjng rozdziela sie na osad | i przesgcz |, ktdry nastepnie
zateza sie, po czym uzyskany osad Il krystalizuje sie z wodnego roztworu jednowodorotlenowego
alkoholu.

12. Sposéb wedtug zastrz. 11, znamienny tym, Zze osad | taczy sie z osadem |l.

13. Sposob wedtug zastrz. 11, znamienny tym, Zze heteroarylohydrazyne stanowi 3-chloro-6-
-hydrazynopirydazyna.

14. Sposob wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze heteroarylohydrazyne stanowi 2-hydrazyno-
-4-(trifluorometylo)pirymidyna.

15. Sposéb wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze substancje o Wzorze ogdlnym Il stanowi sul-
fotlenek bis[(2,4-dihydroksyfenylo)metanotionu].

16. Sposbéb wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze substancje o Wzorze ogdlnym Il stanowi sul-
fotlenek bis[(5-etylo-2,4-dihydroksyfenylo)metanotionul].

17. Sposdb wedtug zastrz. 11, znamienny tym, Ze substancje o Wzorze ogélnym Il stanowi sul-
fotlenek bis[(2,4-dihydroksy-3-metylofenylo)metanotionul].

18. Sposbdb wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze substancje o Wzorze ogdlnym Il stanowi sul-
fotlenek bis[(5-chloro-2,4-dihydroksyfenylo)metanotionul].

19. Sposbb wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze substancje o Wzorze ogdlnym Il stanowi sul-
fotlenek bis[(2,3,4-trihydroksyfenylo)metanotionu].

20. Sposob wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze substancje o Wzorze ogdélinym Il stanowi sul-
fotlenek bis[(2,4-dihydroksy-5-metylofenylo)metanotionu].

21. Sposéb wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze jednowodorotlenowy alkohol stanowi etanol
albo metanol.
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Rysunki
/ /N\
~ _N /N
Cl N OH
Wzor I1
OH
=N,
>~ _N /N
Cl N OH
Wzor IV
Me
OH
=N,
=~ _N /N
Cl N S OH
OH
Me
2 N=N,
> .N /N
Cl N OH
Wzor VI
L N
x> N

N,
y N
Cl N OH
Wzor VII
OH
OH

Wzor V
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