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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa 3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-ony
o0 wzorze ogdolnym 1, w ktérym R oznacza podstawnik, taki jak: monochlorofenyl — zwtaszcza 2-chloro-
fenyl, 3-chlorofenyl, 4-chlorofenyl, lub dichlorofenyl — zwtaszcza 3,4-dichlorofenyl. Zwiazki te wykazuja
istotna aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb ich otrzymywa-
nia oraz zastosowanie medyczne.

Z pismiennictwa znane sa pochodne 7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-onu, zaréw-
no niepodstawione, jak i podstawione na N-8. Zostaty one zsyntetyzowane w reakcji hydrazonu imida-
zolidyno-2-onu lub hydrazonu 1-metyloimidazolidyno-2-onu z pirogronianem etylu, fenylopirogronia-
nem etylu, para-chlorobenzoilomréwczanem etylu lub acetylenodikarboksylanem dimetylu (Bruger M.,
Korte F.: Liebigs Ann. Chem. 764, 112, 1972; Le Count D.J., Taylor P.J.: Tetrahedron 31, 433, 1975;
Eberle M.K., Schirm P.. J. Heterocycl. Chem. 14, 59, 1977), lub w reakcji 1-arylo-2-hydra-
zynoimidazolin: z a-oksokwasami, takimi jak kwas 2-ketomastowy, kwas 2-(furan-2-ylo)glioksalowy,
kwas pirogronowy, kwas fenylopirogronowy i jego pochodne (Sztanke M., Rzymowska J., Sztanke K.:
Bioorg. Chem. 95, 103480, 2020; Sztanke K.: Arabian J. Chem. 12, 5302, 2019; Sztanke K., Tuzimski
T., Sztanke M., Rzymowska J., Pasternak K.: Bioorg. Med. Chem. 19, 5103, 2011; Sztanke K.: Acta
Pol. Pharm.-Drug Res. 59, 235, 2002; Sztanke K., Tkaczynski T.: Acta Pol. Pharm.-Drug Res. 54, 71,
1997), z a-oksoestrami, takimi jak ester etylowy kwasu 3,3,3-trifluoro-2-oksopropanowego, ester ety-
lowy kwasu 3-metylo-2-oksomastowego, ester etylowy kwasu 4-nitrofenyloglioksalowego, ester etylo-
wy kwasu 2-(tiofen-2-ylo)glioksalowego, ester etylowy kwasu 2-okso-4-fenylomastowego, ester etylo-
wy kwasu 2-(2-amino-4-tiazolylo)glioksalowego, ester etylowy kwasu benzoilomréwkowego (Sztanke
M., Rzymowska J., Sztanke K.: Bioorg. Chem. 95, 103480, 2020; Sztanke M., Rzymowska J., Janicka
M., Sztanke K.: Arabian J. Chem. 12, 4044, 2019; Sztanke M., Rzymowska J., Janicka M., Sztanke K.:
Arabian J. Chem. 12, 5302, 2019; Sztanke M., Rzymowska J., Sztanke K.: Bioorg. Med. Chem. 23,
3448, 2015; Sztanke K., Pasternak, Sztanke M., Kandefer-Szerszen M., Koziot A.E, Dybata I.: Bioorg.
Med. Chem. Lett. 19, 5095, 2009; Sztanke K.: Acta Pol. Pharm.-Drug Res. 61, 373, 2004; Sztanke K.,
Tkaczynski T.: Acta Pol, Pharm.-Drug Res. 54, 223, 1997), z estrem dietylowym kwasu 2-okso-
malonowego lub z estrem dietylowym kwasu 2-(hydroksyimino)malonowego (Sztanke K., Rzymowska
J., Niemczyk M., Dybata I., Koziot A.E.: Eur. J. Med. Chem. 41, 539, 2006), a takze w wyniku addycji
hydrazonéw 1-aryloimidazolidyno-2-onéw do potréjnego wigzania wegiel-wegiel w czasteczce estru
dietylowego lub dimetylowego kwasu acetylenodikarboksylowego oraz cyklokondensacji tarcucho-
wych intermediatéw (Sztanke M., Rzymowska J., Sztanke K.: Bioorg. Med. Chem. 21, 7465, 2013;
Sztanke K., Tkaczynski T.: Acta Pol. Pharm.-Drug Res. 54, 147, 1997). Natomiast hydrazyd kwasu
8-(4-metoksyfenylo)-4-okso-6H-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyno-3-mréwkowego otrzymano w wy-
niku reakcji estru etylowego kwasu 8-(4-metoksyfenylo)-4-okso-6H-7,8-dihydroimidazo[2,1-c]-
[1,2,4]triazyno-3-mréwkowego z wodzianem hydrazyny (Sztanke K., Pasternak K., Rzymowska J.,
Sztanke M., Kandefer-Szerszen M.: Eur. J. Med. Chem. 43, 1085, 2006).

Wzmiankowane w pismiennictwie pochodne 7,8-dihydroimidazo[2,1-c](1,2,4]triazyn-4(6H)-onu
charakteryzowaty sie szerokim spektrum aktywnosci biologicznej wykazujac: aktywnos$é antyprolifera-
cyjna wobec nowotworowych linii komorkowych (Sztanke K., Rzymowska J., Niemczyk M., Dybata I.,
Koziot A.E.: Eur. J. Med. Chem. 41, 539, 2006; Sztanke K., Pasternak K., Rzymowska J., Sztanke M.,
Kandefer-Szerszernh M.: Eur. J. Med. Chem. 43, 1085, 2008; Sztanke K., Pasternak K., Sztanke M.,
Kandefer-Szerszen M., Koziot A.E., Dybata |.: Bioorg. Med. Chem. Lett. 19, 5095, 2009, Sztanke K.,
Tuzimski T., Sztanke M., Rzymowska J., Pasternak K.: Bioorg. Med. Chem. 19, 5103, 2011; Sztan-
ke M., Rzymowska J., Sztanke K.: Bioorg. Med. Chem. 21, 7465, 2013; Sztanke M., Rzymowska J.,
Sztanke K.: Bioorg. Med. Chem. 23, 3448, 2015; Sztanke M., Rzymowska J., Janicka M., Sztanke K.:
Arabian J. Chem. 12, 4044, 2019; Sztanke M., Rzymowska J., Janicka M., Sztanke K.. Arabian J.
Chem. 12, 5302, 2019; Sztanke M., Sztanke K., Rajtar B., Swiatek t., Boguszewska A., Polz-Dace-
wicz M.: Eur. J. Pharm. Sci. 132, 34, 2019; Sztanke M., Rzymowska J., Janicka M., Sztanke K.: Bio-
org. Chem. 95, 103480, 2020), wtasciwos$ci antymetastatyczne (Sztanke K., Pasternak K., Sztanke M.,
Kandefer-Szerszen M., Koziot A.E., Dybata |.: Bioorg. Med. Chem. Lett. 19, 5095, 2009), aktywno$¢
przeciwwirusowa (Sztanke M., Sztanke K., Rajtar B., Swiatek t., Boguszewska A., Polz-Dacewicz M.:
Eur. J. Pharm. Sci. 132, 34, 2019), wladciwo$ci antyoksydacyjne (Sztanke M., Sztanke K.: Redox Rep.
22, 572, 2017), dziatanie ochronne na erytrocyty narazone na reaktywne formy tlenu (Sztanke M.,
Sztanke K., Rajtar B., Swiatek t.., Boguszewska A., Polz-Dacewicz M.: Eur. J. Pharm. Sci. 132, 34,
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2019; Sztanke M., Rzymowska J., Janicka M., Sztanke K.: Bioorg. Chem. 95, 103480, 2020) lub ak-
tywnosé przeciwbdlowa w osrodkowym uktadzie nerwowym (Sztanke K., Tkaczynski T.. Acta Pol.
Pharm.-Drug Res. 54, 71, 1997, Sztanke K., Tkaczynski T.: Acta Pol. Pharm.-Drug Res. 54, 147,
1997; Tkaczynski T., Sztanke K.: Acta Pol. Pharm.-Drug Res. 52, 123, 1995; Sztanke K., Rzymowska
J., Niemczyk M., Dybata I., Koziot A.E.: Eur. J. Med. Chem. 41, 539, 2006, Sztanke K., Pasternak K.,
Rzymowska J., Sztanke M., Kandefer-Szerszen M.: Eur. J. Med. Chem. 43, 1085, 2008; Sztanke K.:
PL 199750, 2008; Sztanke K.: PL 196751, 2008, Sztanke K.: PL 201092, 2009). Ponadto hydrazyd
kwasu 8-(4-metoksyfenylo)-4-okso-6H-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyno-3-mréwkowego odzna-
czat sie silnym dziataniem przeciwzapalnym i przeciw widknieniu watroby (Szuster-Ciesielska A., Kan-
defer-Szerszen M., Sztanke K.: Chem. Biol. Interact. 195, 18, 2012), wiec jego nowe zastosowanie
medyczne zastrzezono patentem (Kandefer-Szerszen M., Szuster-Ciesielska A., Sztanke K., Paster-
nak K.: PL 216264, 2014). Natomiast pochodne 7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-onu,
ktére posiadaty ugrupowanie estrowe na C-3 a nie posiadaty podstawnika arylowego na N-8, zostaty
zastrzezone patentem jako selektywne $rodki chwastobdjcze (Franke W., Klose W., Arndt F.:
DE 3302413, 1984).

Wynalazek dotyczy 3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-ondéw (o0 wzo-
rze ogdélinym 1), ktére zostaty podstawione 2-chlorofenylem, 3-chlorofenylem, 4-chlorofenylem lub
3,4-dichlorofenylem. Stanowig one grupe nowych — zaréwno pod wzgledem struktury, aktywnosci
farmakologicznej, jak i zastosowania medycznego — zwiazkéw dotychczas nieopisanych w literaturze
zrédiowe;.

W badaniach in vitro wykazano, ze zwiazki o wzorze ogolnym 1 odznaczaja sie nie tylko bardzo
silna lub silna — w zaleznosci od podstawnika i czasu inkubacji — aktywnoscia antyproliferacyjna wo-
bec komoérek ludzkiego niedrobnokomdrkowego raka ptuc, ludzkiego raka szyjki macicy i ludzkiego
raka piersi, a takze wyraznie nizsza cytotoksycznoscia wobec komodrek prawidtowych nerki malpy
zielonej w przypadku pochodnej 2-chlorofenylowej i pochodnej 4-chlorofenylowej i dlatego moga mieé
zastosowanie w chemioterapii choréb nowotworowych (w tym tych najczesciej wykrywanych w Polsce
w populacji kobiet — rak piersi oraz w populacji mezczyzn — rak ptuc). Ponadto zwiazki o wzorze ogol-
nym 1 charakteryzuja sie znaczaca cytotoksycznoscia wobec komoérek szpiczaka mnogiego, komaérek
ostrej biataczki T-limfocytowej oraz komdrek ostrej biataczki promielocytowej. Na szczegdlna uwage
zastuguje fakt, ze obecnos¢ atomu fluoru w pierscieniu fenylowym w pozycji para we wszystkich za-
strzeganych zwiazkach niespodziewanie przyczynita sie do poszerzenia spektrum ich aktywnosci
przeciwnowotworowej w poréwnaniu ze zwiazkami znanymi ze stanu techniki (Sztanke K., Paster-
nak K., Sztanke M., Kandefer-Szerszen M., Koziot A.E., Dybata |.: Bioorg. Med. Chem. Lett. 19, 5095,
2009), ktore nie wykazywaty takiej aktywnosci wobec komdérek raka ptuc, raka piersi, ostrej biatacz-
ki T-limfocytowej oraz ostrej biataczki promielocytowej, a jedynie obnizaty zywotnosé komorek szpi-
czaka mnogiego.

Otrzymane sposobem wedtug wynalazku zwigzki o aktywno$ci przeciwnowotworowej sa krysta-
licznymi substancjami statymi o ostrych punktach topnienia, rozpuszczajacymi sie w rozpuszczalni-
kach polarnych aprotonowych takich jak dimetylosulfotlenek, dimetyloformamid, acetonitryl. Zwiazki te
moga by¢ uzyte w kompozycji farmaceutycznej zawierajacej jako substancje aktywna pochodna
3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-onu 0 wzorze ogdinym 1 w potaczeniu
z co najmniej jednym farmaceutycznie dopuszczonym nosnikiem lub rozcienczalnikiem.

Zwiazki o wzorze ogdinym 1 wedtug wynalazku otrzymuje sie przez kondensacje odpowiednio
podstawionego halogenowodorku hydrazonu imidazolidyno-2-onu, to jest reagenta nukleofilowego
o wzorze ogdélinym 2, w ktérym R oznacza monochlorofenyl zwtaszcza 2-chlorofenyl, 3-chlorofenyl,
4-chlorofenyl, lub dichlorofenyl zwtaszcza 3,4-dichlorofenyl, a X oznacza halogen, korzystnie jod,
brom lub chlor, z kwasem 4-fluoro-a-oksobenzenooctowym, to jest reagentem elektrofilowym o wzo-
rze ogolnym 3, stosujac proporcje molowe substratéw 1:1. Kondensacje prowadzi sie w srodowisku
rozpuszczalnikdéw organicznych, poczatkowo w metanolu (pozostawiajac mieszanine reakcyjna
na 24 godziny w temperaturze otoczenia do wytracenia sie osadu produktu posredniego), po czym
dodaje sie dimetyloformamid w iloSci potrzebnej do catkowitego rozpuszczenia sie osadu w czasie
wrzenia, a powstaty klarowny dimetyloformamidowo-metanolowy roztwér reakcyjny ogrzewa sie
w temperaturze wrzenia celem dokonczenia reakcji. PowyZzszy proces chemiczny prowadzi sie przez
okres 2—-4 godzin, w obecnosci substancji zasadowych wiazacych wydzielajacy sie halogenowodor,
korzystnie w obecnosci trietyloaminy, pirydyny, alkoholanéw metali alkalicznych, weglanu potasu lub
sodu. Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjna zateza sie do potowy objetosci pod zmniejszonym
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ci$nieniem i oziebia sie, a wydzielony osad przemywa sie kilkakrotnie woda destylowana i zimnym
alkoholem w celu usuniecia soli zawierajacych chemicznie zwiazany halogenowoddér. Nastepnie usu-
wa sie rozpuszczalniki organiczne, a surowy produkt oczyszcza sie przez krystalizacje z mieszaniny
dimetyloformamidu i alkoholu metylowego w stosunku objeto$ciowym 3:1 w przypadku pochodnej
2-chlorofenylowej i pochodnej 3-chlorofenylowej lub z dimetyloformamidu w przypadku pochodne;
4-chlorofenylowej i pochodnej 3,4-dichlorofenylowe;.

Przedmiotem wynalazku sa réwniez zwiazki o wzorze ogélnym 1 do zastosowania w leczeniu
nowotwordw, zwlaszcza takich jak rak ptuc, rak szyjki macicy, rak piersi, szpiczak mnogi, ostra bia-
taczka T-limfocytowa oraz ostra biataczka promielocytowa.

Otrzymane wedtug wynalazku nowe zwigzki wykazujg znaczaca aktywnos$¢ przeciwnowotworo-
wa. Dziatanie to potwierdzono w badaniach in vitro na referencyjnych liniach komoérkowych pozyska-
nych z Europejskiej Kolekcji Uwierzytelnionych Hodowli Komérkowych: A549 (ECACC 86012804,
komorki ludzkiego niedrobnokomérkowego raka ptuc), HeLa (ECACC 93021013, komorki ludzkiego
raka szyjki macicy), T47D (ECACC 85102201, komdérki ludzkiego raka piersi). Aktywnos¢ przeciwno-
wotworowa nowych zwiazkéw okresdlono immunocytochemiczng metoda interkorporacyjng z 5-bromo-
-2’-deoksyurydyna po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji z badanym zwiazkiem w stezeniu efektywnym
(0,15 mM). Uzyskane wyniki wyrazono jako procent hamowania wzrostu komdrek nowotworowych
i prawidtowych przez badany zwiazek i poréwnano z wynikami uzyskanymi dla substancji referencyjnej
(pemetreksed), co przedstawiono w Tabeli 1. Wszystkie nowo zsyntetyzowane zwiazki wykazaty zna-
czaca, zalezna od podstawnika i czasu inkubaciji, cytotoksycznosé wobec komoérek uzytych linii nowo-
tworowych o pochodzeniu nabtonkowym. NajwyZzsza aktywnos$cia przeciwnowotworowa wobec komo-
rek wszystkich linii nowotworowych odznaczaty sie dwa zwiazki: pochodna 3,4-dichlorofenylowa i po-
chodna 3-chlorofenylowa. Wszystkie zwigzki charakteryzowaty sie silng cytotoksycznoscia wobec
komorek linii HeLa. Wobec komérek linii AS49 najwyzsza aktywnos$é antyproliferacyjng wykazaty dwa
zwigzki: pochodna 3,4-dichlorofenylowa i pochodna 3-chlorofenylowa, zas wobec komérek linii T47D
trzy zwigzki: pochodna 3,4-dichlorofenylowa, pochodna 4-chlorofenylowa i pochodna 3-chlorofeny-
lowa. Wartym uwagi jest fakt, ze wiekszos¢ z badanych zwiazkéw wykazata wyzsza aktywnoscé
przeciwnowotworowa niz klinicznie stosowany lek przeciwnowotworowy bedacy antymetabolitem kwa-
su foliowego — pemetreksed. Ponadto dwa zwiazki: pochodna 2-chlorofenylowa i pochodna 4-chlo-
rofenylowa, nieoczekiwanie odznaczaty sie najnizsza cytotoksycznoscia wobec komoérek prawidtowych
o pochodzeniu nabtonkowym linii GMK po wszystkich czasach inkubacji.

Nieoczekiwanie okazato sie, Ze zwiazki o wzorze ogélnym 1 dodatkowo wykazaty znaczaca cy-
totoksycznosé wobec komérek szpiczaka mnogiego (MM1) pozyskanych z Amerykanskiej Kolekciji
Hodowli Komorkowych, a takze wobec komérek ostrej biataczki T-limfocytowej (Jurkat E6-1, ECACC
88042803) i ostrej biataczki promielocytowej (HL-60, ECACC 98070106) pozyskanych z Europejskie;
Kolekcji Uwierzytelnionych Hodowli Komdrkowych. Cytotoksyczno$¢ zwiazkéw w stezeniu efektywnym
(0,175 mM) okres$lono po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji metoda barwienia btekitem trypanu. Uzyskane
wyniki wyrazono jako procent martwych komérek w powyzszych liniach nowotworowych oraz przed-
stawiono w Tabeli 2. Wszystkie nowe zwiazki odznaczaty sie zalezng od podstawnika i czasu inkubacji
aktywnoscia przeciwnowotworowa. Najwyzsza cytotoksycznosé wobec komérek linii MM1 wykazaty
dwie pochodne: 2-chlorofenylowa i 4-chlorofenylowa. Jednoczesnie pochodna 4-chlorofenylowa
odznaczata sie najwyzsza cytotoksyczno$cig wobec komérek linii Jurkat E6-1. Natomiast wobec ko-
moérek linii HL-60 najwyzsza aktywno$¢ antyproliferacyjna wykazaty dwie pochodne: 2-chlorofenylowa
i 3,4-dichlorofenylowa.

Przyktad 1

Do zawiesiny 0,02 mola (6,77 g) jodowodorku hydrazonu 1-(2-chlorofenylo)imidazolidyno-2-onu
w 10 ml metanolu dodano 0,02 mola (3,36 g) kwasu 4-fluoro-a-oksobenzenooctowego oraz 2,8 ml
trietyloaminy uzyskujac klarowny roztwdér reakceyjny, ktéry pozostawiono na 24 godziny w temperaturze
otoczenia, aby wytracit sie osad produktu przejsciowego. W celu catkowitego rozpuszczenia osadu
mieszanine reakcyjna doprowadzono do wrzenia pod chtodnicg zwrotng dodajac 25 ml dimetylofor-
mamidu. Po uzyskaniu klarownego dimetyloformamidowo-metanolowego roztworu reakcyjnego proces
kondensacji prowadzono w temperaturze wrzenia przez 2—-4 godzin. Mieszanine reakcyjna zatezono
do potowy objetosci pod zmniejszonym cisnieniem i oziebiono. Wydzielony osad odsaczono,
a nastepnie przemyto na saczku pieciokrotnie woda destylowang (po 10 ml) oraz trzykrotnie zimnym
metanolem (po 10 ml). Po wysuszeniu osad przekrystalizowano z mieszaniny dimetyloformamidu
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i metanolu w stosunku objeto$ciowym 3:1. Otrzymano z 70,1% wydajnoscig 8-(2-chlorofenylo)-3-
-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-on o temperaturze topnienia 264—266°C.

Widmo 'H NMR (8, ppm, DMSO-ds, TMS, 500 MHz):

4,08-4,35 (m, 4H, 2CHy), 7,27-8,13 (m, 8H, aromatyczne—H).

Widmo IR (ATR-FTIR) (v, cm):

3066, 2990 (aromatyczne C-H), 1672 (C=0), 1597, 1506, 1448 (szkielet aromatyczny), 1556
(C=N), 1320 (aromatyczne C—F, monofluorowany pierscien benzenu), 1098 (aromatyczne C—Cl).

Widmo UV (MeOH):

Amax (€): 242 nm (11 100), A'max (€): 328,5 nm (9740).

Przyktad 2

Postepujac analogicznie jak w przyktadzie 1, oraz uzywajac jako reagenty: jodowodorek hydra-
zonu 1-(3-chlorofenylo)imidazolidyno-2-onu i kwas 4-fluoro-a-oksobenzenooctowy w stosunku molo-
wym 1:1, a trietyloamine jako substancje zasadowa wiazaca wydzielajacy sie produkt uboczny, otrzy-
mano z 72,2% wydajnoscia 8-(3-chlorofenylo)-3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]tria-
zyn-4(6H)-on o temperaturze topnienia 234-236°C (po krystalizacji z mieszaniny metanolu i dimetylo-
formamidu w stosunku objeto$ciowym 3:1).

Widmo "H NMR (8, ppm, DMSO-ds, TMS, 500 MHz) & (ppm):

4,22 (s, 4H, 2CHy), 7,22-8,22 (m, 8H, aromatyczne—H).

Widmo IR (ATR-FTIR) (v, cm*):

3110, 3080, 2998 (aromatyczne C—H), 1664 (C=0), 1598, 1484 (szkielet aromatyczny), 1544
(C=N), 1323 (aromatyczne C-F, monofluorowany pierscien benzenu), 1094 (aromatyczne C—Cl).

Widmo UV (MeOH):

Amax (€): 267 nm (14 600), L'max (¢): 334,5 nm (10 400).

Przyktad 3

Postepujac analogicznie jak w przyktadzie 1, oraz uzywajac jako reagenty: jodowodorek hydra-
zonu 1-(4-chlorofenylo)imidazolidyno-2-onu i kwas 4-fluoro-a-oksobenzenooctowy w stosunku molo-
wym 1:1, a trietyloamine jako substancje zasadowa wiazaca wydzielajacy sie produkt uboczny, otrzy-
mano z 75,4% wydajnoscia 8-(4-chlorofenylo)-3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]tria-
zyn-4(6H)-on o temperaturze topnienia 297-299°C (po krystalizacji z dimetyloformamidu).

Widmo 'H NMR (8, ppm, DMSO-ds, TMS, 500 MHz):

4,22 (s, 4H, 2CHy), 7,29-8,21 (m, 8H, aromatyczne—H).

Widmo IR (ATR-FTIR) (v, cm):

3111, 3084 (aromatyczne C-H), 1680 (C=0), 1579, 1492, 1480 (szkielet aromatyczny), 1542
(C=N), 1318 (aromatyczne C—F, monofluorowany pierscien benzenu), 1089 (aromatyczne C—Cl).

Widmo UV (MeOH):

Amax (€): 278 nm (10 100), A'max (¢): 361,56 nm (6600).

Przyktad 4

Postepujac analogicznie jak w przyktadzie 1, oraz uzywajac jako reagenty: jodowodorek hydra-
zonu 1-(3,4-dichlorofenylo)imidazolidyno-2-onu i kwas 4-fluoro-a-oksobenzenooctowy w stosunku
molowym 1:1, a trietyloamine jako substancje zasadowa wiazaca wydzielajacy sie produkt uboczny,
otrzymano z 72,9% wydajnoscig 8-(3,4-dichlorofenylo)-3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c]-
[1,2,4]triazyn-4(6H)-on o temperaturze topnienia 299-300°C (po krystalizacji z dimetyloformamidu).

Widmo 'H NMR (8, ppm, DMSO-ds, TMS, 500 MHz):

4,23 (s, 4H, 2CHy), 7,30-8,37 (m, 7H, aromatyczne—H).

Widmo IR (ATR-FTIR) (v, cm*):

3108, 3076, 3059, 3000 (aromatyczne C-H), 1680 (C=0), 1595, 1495, 1472 (szkielet aroma-
tyczny), 1564 (C=N), 1313 (aromatyczne C—F, monofluorowany pierécien benzenu), 1094 (aroma-
tyczne C-Cl).

Widmo UV (MeOH):

Amax (€): 273 nm (16 620), A'max (€): 349 nm (13 040).



PL 243308 B1

Tabela 1

Aktywnosé przeciwnowotworowa nowych 3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo-
[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-ondw (o wzorze ogdlnym 1) podstawionych
monochlorofenylem lub dichlorofenylem (w stezeniu efektywnym — 0,15 mM)
oraz pemetreksedu jako substanciji referencyjne;.

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa wyrazona jako
R Czas % hamowania wzrostu w liniach komérkowych
inkubacji | prawidlowa NOWOtWOorowe
GMK A549 Hela T47D
24 h 210.1 45+2.8 45+3.7 5403
2-CIC¢H4 48 h 15+0.9 55+4.6 75+5.8 30+2.8
72 h 20+ 1.8 65+35.5 90+ 8.2 45142
24h 20+2.5 60+4.7 75+7.1 45+38
3-CiC¢H4 48 h 50+2.5 75+6.2 90+8.3 55+4.7
72h 90+10.2 85+72 100 + 8.8 75+64
24 h 5+0.6 15+£0.9 8076 35+2.8
4-CIC¢H4 48 h 10+ 0.8 55+3.2 95+9.1 75+7.2
72h 25+25 85+79 100+ 9.9 100£7.0
24h 65+5.8 85+8.2 90 +6.3 30222
3,4-C12CeH3; 48 h 80+7.5 98 + 8.8 98 + 8.1 85+7.8
72h 90+10.2 100+ 9.5 100+9.4 100+ 9.6
24 h 5203 15+ 0.9 15212 5104
Pemetreksed 48 h 20+ 1.2 30+ 1.8 S0+2.5 15+£0.7
72h 25+ 1.4 50+£3.2 60+4.5 25109

GMK — komarki nerki malpy zielone} — Macaccus rhesus (linia prawidiowa)

A549 (ECACC 86012804) — komorki ludzkiego niedrobnokomdrkowego raka pluc
(referencyjna linia nowotworowa)

Hela (ECACC 93021013) - komérki ludzkiego raka szyjki macicy (referencyjna linia
nowotworowa)

T47D (ECACC 85102201) - komorki ludzkiego raka piersi (referencyjna linia
nowatworowa)

Pemetreksed — w stezeniu 0,18 mM; zwiazek referencyjny; zarejestrowany i stosowany w
praktyce klinicznej lek przeciwnowotworowy z grupy antymetabolitéw kwasu foliowego

Tabela 2

Cytotoksycznos¢ nowych 3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo-
[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-ondw (0 wzorze ogdinym 1) podstawionych
monochlorofenylem lub dichlorofenylem (w stezeniu efektywnym — 0,15 mM).

Cytotoksycznos¢ wyrazona jako procent martwych

Czas L

R inkubacji komorek w liniach
MMI Jurkat E6-1 HL-60

24h 45131 1007 80+2.8
2-CICsH4 48 h 6014.5 15108 100 £3.8
72h 70+ 1.8 35+1.6 100 £ 4.2
24 h 101 0.6 10+0.5 25%1.2
3-CICe¢Ha 48 h 15+0.9 20+1.1 40+ 1.6
72h 25+0.8 45125 7025
24h §5+4.2 50+3.6 50126
4-CICe¢Ha 48 h 70+3.6 60t 4.6 60+3.2
72h 90 +3.6 8013.5 80+3.6
24 h 15 1.1 20%1.2 75432
3.,4-C12CsHa 48 h 20109 25112 90+3.8
72h 30 1.t 50+2.2 100+438

MM - komorki szpiczaka mnogiego
Jurkat E6-1 (ECACC 88042803) - komadrki ostrej biataczki T-limfocytowej
HL-60 (ECACC 98070106) — komorki ostrej biataczki promielocytowe)




PL 243308 B1 7

Zastrzezenia patentowe

. 3-(4-Fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-ony o wzorze ogdlnym 1,
w ktéorym R oznacza monochlorofenyl — zwtaszcza 2-chlorofenyl, 3-chlorofenyl, 4-chlorofe-
nyl, lub dichlorofenyl — zwtaszcza 3,4-dichlorofenyl.

. Sposéb otrzymywania nowych 3-(4-fluorofenylo)-7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-
-4(6H)-onéw o wzorze ogolnym 1, w ktérym R oznacza podstawnik taki jak: monochlorofenyl
— zwtaszcza 2-chlorofenyl, 3-chlorofenyl, 4-chlorofenyl, lub dichlorofenyl — zwtaszcza 3,4-di-
chlorofenyl, znamienny tym, Ze reagent nukleofilowy o wzorze ogélnym 2, w ktérym R ma
wyzej podane znaczenie, a X oznacza halogen, korzystnie jod, chlor lub brom, poddaje sie
kondensacji z kwasem 4-fluoro-a-oksobenzenooctowym — reagentem elektrofilowym o wzo-
rze ogolnym 3, w stosunku molowym 1:1, a powyzszy proces chemiczny prowadzi sie w $ro-
dowisku rozpuszczalnikéw organicznych, poczatkowo w metanolu do wytracenia sie osadu,
a nastepnie po dodaniu dimetyloformamidu (w iloSci potrzebnej do rozpuszczenia osadu
podczas wrzenia) w roztworze dimetyloformamidowo-metanolowym we wrzeniu przez okres
2—4 godzin w obecnosci substancji zasadowych wiazacych wydzielajacy sie halogenowodor,
a po zakonczeniu reakcji wydzielony osad przemywa sie kilkakrotnie woda destylowana
i zimnym metanolem oraz oczyszcza przez krystalizacje z rozpuszczalnika organicznego lub
Z mieszaniny rozpuszczalnikéw organicznych.

. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Zze do wigzania i neutralizacji halogenowodoru
stosuje sie trietyloamine, pirydyne, alkoholany metali alkalicznych, weglan potasu lub sodu.

. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Ze krystalizacje pochodnej 2-chlorofenylowej
i pochodnej 3-chlorofenylowej prowadzi sie z uzyciem mieszaniny dimetyloformamidu i alko-
holu metylowego w stosunku objetosciowym 3:1, a pochodnej 4-chlorofenylowej i pochodne;
3,4-dichlorofenylowej z uzyciem dimetyloformamidu.

. Zwiazki o wzorze ogdélnym 1 okredlone w zastrz. 1 do zastosowania w chemioterapii nowo-
twordw.

. Zwiazki wedtug zastrz. 5 do zastosowania w chemioterapii raka ptuc, raka szyjki macicy,
raka piersi, szpiczaka mnogiego, ostrej biataczki T-limfocytowej i ostrej biataczki promielo-
cytowej.
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