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Opis wynalazku

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe, chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pira-
zolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogbinym 1, sposéb ich wytwarzania oraz ich zastoso-
wania zwigzane z aktywnos$cig przeciwnowotworowg, cytotoksyczng i/lub cytostatyczng, w szczegéino-
Sci wzgledem komoérek nowotworowych, zwtaszcza komoérek raka sutka, jak réwniez kompozycje far-
maceutyczne je zawierajgce.

Ze stanu techniki znana jest pochodna 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]tria-
zyny, ktéra wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe, jak réwniez znane sg sposoby jej syntezy (Moj-
zych M, Chem. Soc. Pak., 2011, 33, 123-128; Mojzych M, Rykowski A, Heterocycles, 2004, 63, 1829-
1838).

Z patentu nr PL-198966 oraz z pi$miennictwa (Mojzych M, Rykowski A, Heterocycles, 2004, 63,
1829-1838) znana jest 5-fenylo-7-metylo-1H-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyna oraz synteza
1-fenylo-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyny.

Celem niniejszego wynalazku byto dostarczenie nowych zwigzkdéw nadajgcych sie do leczenia
nowotworu, zwtaszcza raka sutka, w szczegdlnos$ci za$ zwigzkow o dziataniu cytotoksycznym, cytosta-
tycznym i antyproliferacyjnym. Celem niniejszego wynalazku byto takze dostarczenie sposobu wytwa-
rzania takich zwigzkéw oraz kompozycji farmaceutycznych do leczenia nowotworu, zwtaszcza raka
sutka.

Cele te zrealizowano przy pomocy rozwigzan przedstawionych w zatgczonych zastrzezeniach
patentowych. Nieoczekiwanie stwierdzono bowiem, ze cele te mozna zrealizowaé z zastosowaniem
chiralnych pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]tria-
zyny.

Przedmiotem wynalazku jest chiralna pochodna 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-
-b][1,2,4]triazyny o ogbélnym wzorze 1:
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w ktérym R oznacza grupe wybrang z grupy sktadajacej sie z grupy (S)-(+)-2-amino-1-butanolo-
wej, grupy (R)-(-)-2-amino-1-butanolowej, grupy (S)-(+)-2-amino-3-metylo-1-butanolowej, grupy (R)-(-)-
-2-amino-3-metylo-1-butanolowej, grupy (S)-(+)-1-amino-2-propanolowej, grupy (R)-(-)-1-amino-2-pro-
panolowej, grupy (S)-(+)-leucynolowej, grupy (R)-(-)-leucynolowej, grupy (S)-(+)-3-amino-1,2-propano-
diolowej, grupy (R)-(-)-3-amino-1,2-propanodiolowej, grupy (S)-(+)-2-amino-1-propanolowej i grupy
(R)-(-)-2-amino-1-propanolowe;.

Korzystnie w zwigzku o wzorze 1 wedtug wynalazku R oznacza grupe (S)-(+)-1-amino-2-propa-
nolowa.

Korzystnie w zwigzku o wzorze 1 R oznacza grupe (S)-(+)-leucynolowa.

Korzystnie w zwigzku o wzorze 1 wedtug wynalazku R oznacza grupe (S)-(+)-2-amino-1-propa-
nolowa.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto sposéb wytwarzania chiralnej pochodnej sulfonamidowe;j
5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogdinym 1.
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w ktérym R oznacza grupe wybrang z grupy sktadajgcej sie z grupy (S)-(+)-2-amino-1-butanolo-
wej, grupy (R)-(-)-2-amino-1-butanolowej, grupy (S)-(+)-2-amino-3-metylo-1-butanolowej, grupy (R)-(-)-
-2-amino-3-metylo-1-butanolowe;j, grupy (S)-(+)-1-amino-2-propanolowej, grupy (R)-(-)-1-amino-2-pro-
panolowej, grupy (S)-(+)-leucynolowej, grupy (R)-(-)-leucynolowej, grupy (S)-(+)-3-amino-1,2-propano-
diolowej, grupy (R)-(-)-3-amino-1,2-propanodiolowej, grupy (S)-(+)-2-amino-1-propanolowej i grupy (R)-
(-)-2-amino-1-propanolowej, znamienny tym, ze 1-fenylo-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pirazolo[4,3-
-e][1,2,4]triazyne przeksztatca sie w odpowiednig 1-(para-chlorosulfonylofenylo)-3-metylo-5-metylosul-
fonylo-1H-pirazolo[4,3-€e][1,2,4]triazyne w reakcji z kwasem chlorosulfonowym, a nastepnie tak otrzy-
mang pochodng chlorosulfonowg poddaje reakcji z enancjomerem chiralnego aminoalkoholu wybranym
Z grupy skfadajgcej sie z (R-(-)-1-amino-2-propanolu, S-(+)-1-amino-2-propanolu, R-(-)-2-amino-1-pro-
panolu, S-(+)-2-amino-1-propanolu, R-(-)-2-amino-3-methyl-1-butanolu, S-(+)-2-amino-3-methyl-1-bu-
tanolu, R-3-amino-1,2-propanediolu, S-3-amino-1,2-propanediolu, R-(-)-leucynolu, S-(+)-leucynolu,
(R)-(+)-2-amino-1-butanolu i (S)-(+)-2-amino-1-butanolu, po czym prowadzi sie reakcje substytucji nu-
kleofilowej z azydkiem sodu w bezwodnym etanolu.

Korzystnie otrzymang tak chiralng pochodng sulfonamidowg 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]te-
trazolo[4,5-b][1,2,4]-triazyny oczyszcza sie ponadto chromatograficznie, korzystniej z zastosowaniem
chromatografii cieczowej.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto chiralna pochodna jak okre$lono powyzej do zastosowania
jako lek.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto chiralna pochodna jak okreslono powyzej do zastosowania
jako lek do leczenia nowotworu.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto chiralna pochodna jak okre$lono powyzej do zastosowania
jako lek do leczenia raka sutka.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto chiralna pochodna jak okreslono powyzej do zastosowania
jako $rodek cytostatyczny.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto chiralna pochodna jak okre$lono powyzej do zastosowania
jako $rodek cytotoksyczny.

Przedmiotem wynalazku jest ponadto kompozycja farmaceutyczna, charakteryzujgca sie tym, ze
zawiera chiralng pochodng jak okre$lono powyzej oraz farmaceutycznie akceptowalny nosnik, rozcien-
czalnik lub zarébke.

Korzystnie kompozycja wedtug wynalazku zawiera jako sktadnik aktywny chiralng pochodng
0 ogdinym wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe (S)-(+)-1-amino-2-propanolowq.

Korzystnie kompozycja wedtug wynalazku zawiera jako skfadnik aktywny zawiera chiralng po-
chodng o ogélnym wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe (S)-(+)-leucynolows.

Korzystnie kompozycja wedtug wynalazku zawiera jako sktadnik aktywny zawiera chiralng po-
chodng o ogélnym wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe (S)-(+)-2-amino-1-propanolows.

Chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-eltetrazolo[4,5-b][1,2,4]tria-
zyny o wzorze ogoéinym 1 bedgce przedmiotem niniejszego zgtoszenia patentowego majg w petni od-
mienng strukture od zwigzkdéw opisanych w piSmiennictwie i charakteryzujg sie tym, ze podstawnik R
w ogblnym wzorze 1 oznacza grupe (S)-(+)-1-amino-2-propanolowa, (R)-(-)-1-amino-2-propanolowa,
(S)-(+)-2-amino-1-propanolowg, (R)-(-)-2-amino-1-propanolowg, (S)-(+)-2-amino-3-metylo-1-butano-
lowg, (R)-(-)-2-amino-3-metylo-1-butanolowg, (S)-(+)-3-amino-1,2-propanodiolowg, (R)-(-)-2-amino-
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-1,2-propanodiolowg, (S)-(+)-leucynolowg, (R)-(-)-leucynolowg, (S)-(+)-2-amino-1-butanolowg lub (R)-
-(-)-2-amino-1-butanolowg.

W wyniku przeprowadzonych prob i badan okazato sie, ze zwigzki wedtug wynalazku, o ogéinym
wzorze 1, wykazujg dziatania przeciwnowotworowe, cytotoksyczne, cytostatyczne i antyproliferacyjne
wzgledem komérek nowotworowych, w szczegélnosci komoérek raka sutka, i mogg byé zatem stoso-
wane jako leki, w szczegélnosci leki do leczenia nowotworéw, zwtaszcza raka sutka. Dzieki swoim wia-
Sciwosciom zwigzki wedtug wynalazku mogg byc¢ takze stosowane jako $rodki cytostatyczne i/lub cyto-
toksyczne.

Wyniki badan biologicznych dla zwigzkéw wedlug wynalazku przedstawiono w przykfadach,
w szczegollnosci w Tabeli 2 (zwigzki numer 1 do 12).

Chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-eltetrazolo[4,5-b][1,2,4]tria-
zyny bedgce przedmiotem niniejszego zgtoszenia patentowego otrzymywane sg nowym sposobem wy-
twarzania, innym niz sposoby wytwarzania znane w stanie techniki.

Sposdb wytwarzania chiralnej pochodnej sulfonamidowej 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-¢e]tetra-
zolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogbélnym 1 wedtug wynalazku polega na wprowadzeniu do 5-fenylo-
-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny chiralnego podstawnika sulfonamidowego.
W pierwszym etapie syntezy znang 1-fenylo-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pirazolo[4,3-€e][1,2,4]tria-
zyne przeksztatca sie w odpowiednig 1-(para-chlorosulfonylofenylo)-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pi-
razolo [4,3-e][1,2,4]-triazyne poprzez reakcje z kwasem chlorosulfonowym. W kolejnym etapie tak otrzy-
mang pochodng chlorosulfonowg poddaje sie reakcji z odpowiednim enancjomerem chiralnego amino-
alkoholu. Odpowiedni enancjomer chiralnego aminoalkoholu wybierany jest z grupy sktadajgcej sie
z. (R-(-)-1-amino-2-propanolu, S-(+)-1-amino-2-propanolu, R-(-)-2-amino-1-propanolu, S-(+)-2-amino-
-1-propanolu, R-(-)-2-amino-3-methyl-1-butanolu, S-(+)-2-amino-3-methyl-1-butanolu, R-3-amino-1,2-
-propanediolu, S-3-amino-1,2-propanediolu, R-(-)-leucynolu, S-(+)-leucynolu, (R)-(+)-2-amino-1-buta-
nolu i (S)-(+)-2-amino-1-butanolu, w zaleznos$ci od zagdanego produktu koncowego sposobu wytwarza-
nia wedtug wynalazku. W tej wyniku reakcji otrzymuje sie odpowiednig chiralng pochodng sulfonami-
dowg o0 ogblnym wzorze 2:

wzoér 2

w ktérym R oznacza grupe jak zdefiniowano we wzorze 1, ktdérg nastepnie poddaje sie reakciji
z azydkiem sodu w bezwodnym etanolu z otrzymaniem odpowiedniej chiralnej pochodnej sulfonamido-
wej 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogd6inym 1.

Otrzymang tak nowg chiralng pochodng sulfonamidowg 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetra-
zolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogéinym 1 wedtug wynalazku mozna korzystnie oczyszczac chro-
matograficznie, na przyktad z zastosowaniem chromatografii cieczowe;.

Przyktadowy sposob wytwarzania reprezentatywnej chiralnej pochodnej sulfonamidowej 5-fe-
nylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogdélnym 1 wedtug wynalazku
przedstawiono w przykfadzie 1. Wzory stosowanych grup aminowych (podstawnik R w ogéinym wzorze 1)
obecnych w nowych chiralnych pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetra-
zolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogdinym 1 wedtug wynalazku przedstawiono w zatgczonej Tabeli 1.
W Tabeli 1 podano takze odpowiednie temperatury topnienia i wydajnosci otrzymywania zwigzkdéw we-
dtug wynalazku (zwigzki numer 1 do 12).

Chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-eltetrazolo[4,5-b][1,2,4]tria-
zyny o wzorze ogélnym 1 wedtug wynalazku mozna stosowaé¢ w zastosowaniach wedtug wynalazku
w postaci kompozycji farmaceutycznych. Kompozycja farmaceutyczna wedtug wynalazku zawiera,
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oprécz zwigzku wedtug wynalazku jako sktadnika aktywnego, farmaceutycznie akceptowalny nosnik,
rozcienczalnik lub zarébke. Farmaceutycznie akceptowalne nos$niki, rozcienczalniki i zarébki sg znane
specjalistom w dziedzinie niniejszego wynalazku i obejmujg ciekfg lub nieciektg baze kompozycji. Okre-
Slenie ,akceptowalny” oznacza tu, ze sktadniki stosowanej tu kompozycji farmaceutycznej mogg byc
zmieszane z farmaceutycznie aktywnym sktadnikiem jak tu zdefiniowano, czyli jednym i/lub wiecej nize
jednym zwigzkiem wediug wynalazku, i innym sktadnikiem w taki sposéb, ze nie wystgpi zadna interak-
cja, ktéra mogtaby, w zwyktych warunkach stosowania, istotnie zmniejszy¢ farmaceutyczng skutecz-
nos$¢ kompozyciji. Stosowane farmaceutycznie akceptowalne noséniki, rozcienczalniki i zarébki muszg
posiadac wystarczajgco wysokg czystos¢ i wystarczajgco niskg toksycznosé, zeby czynié je odpowied-
nimi do podawania osobnikowi, ktéry ma byé leczony, jak wiadomo w dziedzinie niniejszego wynalazku.
Kompozycje farmaceutyczng wediug wynalazku mozna wytwarza¢ w standardowy sposéb. Sposoby
wytwarzania kompozycji farmaceutycznych zawierajgcych co najmniej jeden sktadnik aktywny i farma-
ceutycznie akceptowalny nos$nik, rozcienczalnik lub zarébke sg znane w dziedzinie niniejszego wyna-
lazku. Kompozycje farmaceutyczne wedtug wynalazku zawierajgce jako skfadnik aktywny co najmniej
jeden zwigzek wedtug wynalazku mozna stosowac do leczenia nowotworéw, zwtaszcza raka sutka.

Oznaczanie aktywnosci przeciwnowotworowej nowozsyntetyzowanych chiralnych pochodnych
sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogélnym 1
wedtug wynalazku przeprowadzono w warunkach in vitro. Badania aktywno$ci przeciwnowotworowej
przeprowadzono zaréwno z wykorzystaniem komoérek estrogenozaleznego raka sutka MCF-7 jak i ko-
morek estrogenoniezaleznego raka sutka MDA-MB-231. W skrécie, na hodowlach komoérek estrogeno-
zaleznego raka sutka MCF-7 oraz estrogenoniezaleznego raka sutka MDA-MB-231 przeprowadzono
pomiar dziatania cytotoksycznego i cytostatycznego chiralnych pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-
7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogbinym 1 wedtug wynalazku, a takze
oceniono wptyw takich chiralnych pochodnych wedtug wynalazku na biosynteze DNA badanych linii
komoérek nowotworowych. Pomiar dziatania cytotoksycznego i cytostatycznego chiralnych pochodnych
sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogbélnym 1
wedtug wynalazku wykonano metodg Carmichael'a, okreslajgc zywotno$é komérek przy uzyciu soli te-
trazolowej (MTT) w badaniu MTT. Jest to badanie kolorymetryczne, wykorzystujgce aktywno$¢ oksydo-
redukcyjng mitochondriow komoérek. W zywych komoérkach, pod wptywem mitochondrialnej dehydroge-
nazy, zastosowany barwnik ulega przeksztatceniu z z6ttej soli tetrazolowej do purpurowego formazanu.
Przemiana ta nie zachodzi w martwych komorkach. Zywotno$é komoérek inkubowanych w obecnosci
badanych chiralnych pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-
-b][1,2,4]triazyny o wzorze ogdlnym 1 wedtug wynalazku przedstawiano jako procent wartosci kontrol-
nych. Badanie wptywu chiralnych pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetra-
zolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogdinym 1 wedtug wynalazku na proces biosyntezy DNA przepro-
wadzono na liniach komdrkowych raka sutka, poprzez pomiar wbudowywania [3H]-tymidyny do DNA
badanych komdérek nowotworowych. Dokfadny, przyktadowy opis oznaczania aktywnos$ci przeciwnowo-
tworowej nowozsyntetyzowanych chiralnych pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pira-
zolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogblnym 1 wediug wynalazku w warunkach in vitro
przedstawiono w przyktadzie 2. W Tabeli 2 zestawiono wyniki badania aktywnosci cytotoksycznej, cy-
tostatycznej i antyproliferacyjnej chiralnych pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pira-
zolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogbéinym 1 wedtug wynalazku.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pi-
razolo[4,3-eltetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogblnym 1 wedtug wynalazku wykazujg zaréwno
dziatanie cytostatyczne, jak i dziatanie cytostatyczne. Przeprowadzone badania wykazaty tez, ze chi-
ralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze
ogbIinym 1 wedtug wynalazku wykazujg aktywno$¢ przeciwnowotworowg, zaréwno w przypadku komo-
rek nowotworowych estrogenozaleznego raka sutka (MCF-7), jak i w przypadku komérek nowotworo-
wych estrogenoniezaleznego raka sutka (MDA-MB-231). Przeprowadzone badania pokazujg zatem, ze
chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny
o wzorze ogélnym 1 wedtug wynalazku mozna stosowac jako leki, zwtaszcza leki przeciwnowotworowe,
do leczenia nowotwordw, zwtaszcza raka sutka, zaréwno estrogenozaleznego jak i estrogenoniezalez-
nego. Przeprowadzone badania pokazujg réwniez, ze chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-
-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze ogb6inym 1 wedtug wynalazku mogg byé
stosowane jak $rodki cytostatyczne, a takze jako $rodki cytotoksyczne.
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Niniejszy wynalazek zostanie ponizej zilustrowany za pomocg przyktadéw wykonania, ktére nie
majg jednak w jakikolwiek sposdb ograniczaé zakresu ochrony wynalazku jak zdefiniowano w zastrze-
zeniach patentowych. O ile nie wskazano inaczej, stosowano znane i/lub komercyjnie dostepne urza-
dzenia, metody, parametry, warunki reakcji, odczynnik i zestawy, takie jakie powszechnie stosuje sie w
dziedzinie, do ktérej nalezy niniejszy wynalazek i jakie sg zalecane przez wytworcéw odpowiednich
odczynnikéw i zestawow.

Przyktad 1

Spos6b wytwarzania 1-[4-(chlorosulfonylo)fenylo]-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pira-
zolo[4,3-c][1,2,4]triazyny

Do kolby zawierajgcej 2 ml kwasu chlorosulfonowego ochtodzonego w mieszaninie wody z lodem
do temperatury 0-5°C dodano 1-fenylo-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyne
(1156 mg, 4 mmole). Poczatkowo reakcje prowadzono w temperaturze 0-5°C, a nastepnie w tempera-
turze pokojowej przez 2 godziny kontrolujgc przebieg reakcji na ptytkach TLC. Po zakoiAczeniu reakgciji,
mieszanine reakcyjng wylano na wode z lodem i ekstrahowano z chlorkiem metylenu (4 x 50 ml). Pota-
czone ekstrakty wysuszono nad bezwodnym MgSOs4. Po odparowaniu chlorku metylenu na wyparce
otrzymany surowy produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej stosujgc mieszanine chlorek
metylenu : metanol (50:1) jako eluent. Koricowy produkt otrzymano w postaci zéttego osadu.

c'\so’ Wydajnos¢ 65%;

LH NMR (CDCls) 8: 2,91 (s, 3H), 3,63 (s, 3H), 8,29 (d, 2H, J
NN = 9,2 Hz),
N’\>:[\N)\so,cn, 8,81 (d, 2H, J = 9,2 Hz).

e

Sposo6b wytwarzania (5)-4-(3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pirazolo(4,3-e][1,2,4]triazyn-1-
-ylo)-N-(1-hydroksy-propan-2-ylo)benzenosulfonamid

Otrzymang w powyzszy sposéb pochodng chlorosulfonowg (0,64 mmol) rozpuszczono w bez-
wodnym acetonitrylu (5 ml) i dodano 3,5-krotny nadmiar (S)-(+)-2-amino-1-propanolu. Reakcje prowa-
dzono w temperaturze pokojowej do catkowitego zaniku substratu (kontrola TLC). Po zakonczeniu re-
akgcji rozpuszczalnik odparowano na wyparce, a otrzymany surowy produkt oczyszczono nastepnie na
kolumnie chromatograficznej stosujgc jako eluent mieszanine CH2Cl.:MeOH (25:1).

Wydajnos¢ 75%. Temperatura topnienia: 215-219 °C;

F{soz YH NMR (metanol) 5:1,04 (d, 3H, J = 6,6 Hz), 2.85 (s.
3H), 3,35-3,38 (m, 2H), 3,49 (q. 1H, J = 5,8 Hz) 3,58 (s,

Q 3H), 8,13 (d, 2H, J = 9,1 Hz), 8,65 (d, 2H, J = 8,7 Hz);

"'\;ﬁ J‘\sozcﬂ, BC NMR (metanol) 3: 11,13, 17,99, 41,05, 52,55, 66,90,

o 121,37, 129,63, 139,31, 141,45, 142,31, 147,46, 149,91,

162,89;

Sposo6b wytwarzania 1-(S)-4-(7-metylo-pirazolo[4,3-€e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyn-5-yl0)-
-N-(1-hydroksy-propan-2-ylo)benzenosulfonamidu

Otrzymang w powyzszy spos6b chiralng pochodng sulfonamidowg z grupg metylosulfonowg
(0,33 mmol) rozpuszczono w bezwodnym etanolu (3—-5 ml) i dodano azydek sodu (21 mg, 0,33 mmol).
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika do zaniku substratu. Po od-
parowaniu rozpuszczalnika otrzymany tak surowy produkt reakcji oczyszczono. Otrzymang w powyzszy
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sposéb chiralng pochodng sulfonamidowg 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]tria-
zyny o wzorze ogélnym 1 wediug wynalazku oczyszczono nastepnie na kolumnie chromatograficznej
stosujac jako eluent uktad CH2>Cl2:MeOH (50:1).

Wydajnos¢ 91%. Temperatura topnienia: 197-202 °C;
et N 'H NMR (metanol) 3: 1,01 (d, 3H, J = 6.4 Hz), 2,85 (s,
3H), 3,47 (q, 1H, J = 5,4 Hz), 4,57 (s, 1H), 8,10 (d, 2H,J =
8,8 Hz), 8,45 (d, 2H, J = 8,8 Hz):

/N /N\ "N\

“>\IN/LN/" 13C NMR (metanol) 8: 11,18, 17,96, 52,51, 66,88, 120,21,
e 129,67, 140,66, 141,94, 143,33, 148,30, 148,86, 149,33.

Zwigzek numer 11

W analogiczny sposob jak opisano powyzej zsyntetyzowano pozostate chiralne pochodne sulfo-
namidowe 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-eltetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze og6linym 1 wedtug
wynalazku (zwigzki 1 do 10 i 12 w Tabeli 1 ponizej), stosujgc odpowiednie enancjomery chiralnych
aminoalkoholi podane w ponizszej Tabeli 1 zamiast (S)-(+)-2-amino-1-propanolu. W ponizszej Tabeli 1
podano stosowane enancjomery chiralnych aminoalkoholi oraz odpowiednie temperatury topnienia no-
wozsyntetyzowanych chiralnych pochodnych sulfonamidowych wedtug wynalazku oraz wydajnosci ich
otrzymywania z zastosowaniem sposobu wytwarzania wedtug wynalazku.



Tabela 1.
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Chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-eltetrazolo[4,5-b]-

-[1,2,4]triazyny wedtug wynalazku.

Temp.
Numer | Stosowane grupy aminowe Wydajnosé
topnienia
zwiagzku | (podstawnik R w ogéinym wzorze 1) oC (%)
My
1 HC AL oH 174-176 | 86
H
X
2 H,C._Y OH 175-177 |58
H
BoH
—N OH
3 T 170-174 | 80
H,C”CH,
Ry
4 o OF 168172 |81
H,C CH,
H
—N
. H 173-176 | 69
H,C 'oH
H
=N
6 l 167-172 | 66
H
Y ‘H/OH
7 HC ) 157-160 |76
CH,
R —oH
8 He J 159-161 | 88
CH,
H
—N
9 1o ko 167-171 |73
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Temp.
Numer Stosowane grupy aminowe Wydajnosé
topnienia
zwigzku | (podstawnik R w ogélnym wzorze 1) oC (%)
H
—N
10 Ho -+ 169-172 | 73
OH
H cH
—N 3
11 Tou 197202 |91
HO
H H
—N
12 Yoon, 198202 |87
HO

Przyktad 2

Aktywnos$¢ przeciwnowotworowg, cytostatyczng, cytotoksyczng i antyproliferacyjng chiralnych
pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-eltetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny wediug
wynalazku badano w warunkach in vitro w nastepujgcy sposéb.

Komorki estrogenozaleznego raka sutka MCF-7 (ATCC, Manassas, VA, USA) hodowano w po-
zywce DMEM (Dulbecco's Minimal Essential Medium) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej
(FBS), 2 mmol/dm?3 glutaminy, 50 U/cm?3 penicyliny, 50 pg/cm3 streptomycyny w temperaturze 37°C,
w atmosferze zawierajgcej 5% CO». Nastepnie komorki liczono w hemocytometrze i przenoszono w
ilosci 1 x 108 komérek na ,oczko” w 1 ml pozywki hodowlanej z butelek ,Costar” (Sigma, USA), w ktérych
prowadzono hodowle, do 6-oczkowych ptytek ,Nunc” (Wiesbaden, Niemcy). Do przenoszenia komérek
wykorzystano bezwapniowy bufor fosforanowy z dodatkiem 0,05% trypsyny i 0,02% EDTA. Po 48 go-
dzinach pozywke hodowlang wymieniono na pozywke DMEM, kt6ra nie zawierata czerwieni fenolowe;j
i ptodowej surowicy bydlecej (FBS). Tak przygotowane komorki inkubowano przez 24 godziny z bada-
nymi zwigzkami i stosowano do dalszych do$wiadczen.

Komorki estrogenoniezaleznego raka sutka MDA-MB-231 (ATCC, Manassas, VA, USA) hodo-
wano w pozywce DMEM (Dulbecco's Minimal Essential Medium) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy
bydlecej (FBS), 2 mmol/dm3 glutaminy, 50 U/cm3 penicyliny, 50 ng/cms3 streptomycyny w temperaturze
37°C, w atmosferze zawierajgcej 5% CO.. Nastepnie komdrki liczono w hemocytometrze i przenoszono
w ilosci 1 x 108 komoérek na ,oczko” w 1 ml pozywki hodowlanej z butelek ,Costar” (Sigma, USA),
w ktérych prowadzono hodowle, do 6-oczkowych ptytek ,Nunc” (Wiesbaden, Niemcy). Do przenoszenia
komorek wykorzystano bezwapniowy bufor fosforanowy z dodatkiem 0,05% trypsyny i 0,02% EDTA. Po
48 godzinach pozywke hodowlang wymieniono na pozywke DMEM, ktéra nie zawierata czerwieni feno-
lowej i ptodowej surowicy bydlecej (FBS). Tak przygotowane komorki inkubowano przez 24 godziny
z badanymi zwigzkami i uzyto do dalszych do$wiadczen.

Pomiar cytotoksycznos$ci badanych zwigzkéw wykonano metodg Carmichael’a (Carmichael J et
al, Cancer Res., 1987, 47: 943-946), okreslajgc zywotno$é komérek przy uzyciu soli tetrazolowej (MTT)
w teScie MTT. W zywych komérkach, pod wptywem mitochondrialnych dehydrogenaz, zastosowany
barwnik ulega przemianie do purpurowego formazanu. Przemiana ta nie zachodzi w martwych komor-
kach. Komérki inkubowano 24 godziny w inkubatorze zapewniajgcym odpowiednie warunki, tj. w tem-
peraturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej 5% CO2 wraz z pozywkg zawierajgcg rézne stezenia bada-
nych zwigzkéw. Po 24-godzinnej inkubacji komoérki ptukano trzy razy (3x1 ml) PBS. Nastepnie dodano
1 ml PBS oraz 50 ul MTT o stezeniu 5 mg/cm3 PBS i kontynuowano inkubacje przez 4 godziny. Po
uptywie wymaganego czasu podioze usunieto, a do komoérek dodano 1 ml 0,1 M kwasu solnego
w absolutnym izopropanolu i komérki odstawiono na 10 minut. W tak przygotowanym lizacie komoérek
mierzono absorbancje przy diugosci fali 630 nm. Wynik absorbancji uzyskany w hodowlach komérek
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kontrolnych przyjeto za 100%. Natomiast zywotno$¢ komérek inkubowanych w obecnos$ci badanych
zwigzkow przedstawiono jako procent warto$ci kontrolnych. Poziom istotno$ci p wyznaczono niepara-
metrycznym testem U Manna-Whitney’a za pomoca programu SigmaStat. Wyniki przy poziomie istot-
nosci p<0,05 uznano za istotne statystycznie. Wartosci ICso (ang. inhibitory concentration 50 — stezenie
powodujgce 50-procentowqg redukcje przezywalnosci komoérek) dla linii MCF-7 i§ MDA-MB-231 wyzna-
czono na podstawie analizy zalezno$ci zastosowanych stezen badanych zwigzkéw i stopnia przezywal-
nosci komoérek za pomocg programu Statistica 10 PL.

Ponadto oceniono wptyw zwigzkow wedtug wynalazku na proces biosyntezy DNA poprzez pomiar
wbudowywania [*H]-tymidyny do DNA badanych komérek. Komérki inkubowano 24 godziny w inkuba-
torze zapewniajgcym odpowiednie warunki, tj. w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej 5%
CO2 wraz z pozywka zawierajgca rézne stezenia badanych zwigzkéw. Badane zwigzki dodano do po-
zywki hodowlanej i inkubowano przez 24 godziny. Po tym czasie pozywke wymieniono na $wiezg i do
kazdego oczka dodano 0,5 uCi [*H]-tymidyny (aktywno$é wtasciwa 6,7 Ci/mmol) i komérki dalej inkubo-
wano przez 4 godziny w inkubatorze w atmosferze zawierajgcej 5% CO2, w temperaturze 37°C. Po tym
czasie pozywke usunieto, a powierzchnie komoérek przemyto trzy razy (3x1 ml) 0,05 M Tris-HCI o pH
7.4, zawierajagcym 0,11 molowy NaCl. Nastepnie komoérki przemyto dwa razy (2x1 ml) 5% roztworem
kwasu trichlorooctowego (TCA) i rozpuszczono w 1 ml 0,1 molowego NaOH zawierajgcym 1% SDS. Po
5 minutach uzyskany lizat komérkowy przenoszono do fiolek scyntylacyjnych zawierajacych 2 ml ptynu
scyntylacyjnego i mierzono radioaktywno$é. Intensywno$¢ biosyntezy DNA w komaérkach kontrolnych,
wyrazona w dpm radioaktywnej tymidyny wbudowanej do DNA badanych komoérek, w przeliczeniu na
1 x 108 komorek przyjeto za 100%. Wartosci z préb badanych wyrazono jako procent warto$ci kontrol-
nej. Poziom istotnoSci p wyznaczono nieparametrycznym testem U Manna-Whitney’a za pomocg pro-
gramu SigmaStat. Wyniki przy poziomie istotnosci p<0,05 uznano za istotne statystycznie. Na podsta-
wie otrzymanych wynikdw wyznaczono wartosci ICso (ang. inhibitory concentration 50 — stezenie hamu-
jace 0 50% wbudowywanie [3H]-tymidyny).

W ponizszej Tabeli 2 podano wyniki badania dziaftania przeciwnowotworowego, cytostatycznego,
cytotoksycznego i antyproliferacyjnego wobec komoérek nowotworowych nowosyntetyzowanych chiral-
nych pochodnych sulfonamidowych 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny we-
dtug wynalazku.
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Przeprowadzane badania wykazaty, ze badane chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-
-metylo-pirazolo[4,3-eltetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny wedtug wynalazku wykazujg silne dziatania prze-
ciwnowotworowe, cytostatyczne, cytotoksyczne i antyproliferacyjne. Dla komérek estrogenozaleznych
raka piersi MCF-7 warto$¢ ICso dla zwigzku o najsilniejszych wiasciwo$ciach hamujgcych wzrost komoé-
rek zmierzona metodg Carmichaela wynosita 0,19 uM (zwigzek numer 7 w Tabeli 2). Ponadto przepro-
wadzone badania wskazaty, ze badane chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pira-
zolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny wedtug wynalazku w znacznym stopniu obnizaty przezywal-
nos$¢ komorek estrogenoniezaleznego raka sutka (MDA-MB-231). W tym przypadku warto$é ICso dla
najsilniejszego zwigzku wynosita 1,62 uM (zwigzek numer 11 w Tabeli 2).

Przeprowadzone badania wykazatly takze, ze wszystkie badane chiralne pochodne sulfonami-
dowe 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny wedtug wynalazku hamujg biosyn-
teze DNA w komoérkach nowotworowych, w szczegdInosci estrogenozaleznego raka sutka (MCF-7) jak
i estrogenoniezaleznego raka sutka (MDA-MB-231). Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia
testowanych zwigzkéw maleje stopien wbudowywania [*H]-tymidyny do DNA badanych komérek nowo-
tworowych. Najwiekszg aktywnos$¢ antyproliferacyjng na komérki MCF-7 wykazat zwigzek, ktérego war-
tos¢ ICso wynosita 0,19 pM (zwigzek numer 3 w Tabeli 2). Z kolei warto$¢ ICso dla zwigzku, ktéry
w najwiekszym stopniu hamowat wbudowywanie [°H]-tymidyny do DNA komoérek estrogenoniezalez-
nego raka sutka (MDA-MB-231) wynosita 1,78 uM (zwigzek numer 7 w Tabeli 2).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze chiralne pochodne sulfonamidowe 5-fenylo-7-metylo-pi-
razolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny wedtug wynalazku wykazujg wysokg aktywno$é przeciwno-
wotworowg, cytostatyczng, cytotoksyczng i antyproliferacyjng w stosunku do komérek nowotworowych,
w szczegollnosci komdrek raka sutka, a zatem mogg by¢ stosowane w leczeniu nowotwordéw, w szcze-
goInosci raka sutka.

Zastrzezenia patentowe

1. Chiralna pochodna 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 0g6inym
wzorze 1:

l\

0,
N
N2~ —No
N N
W '
N N
H,C
wzor 1

w ktéorym R oznacza grupe wybrang z grupy skfadajacej sie z grupy (S)-(+)-2-amino-1-buta-
nolowej, grupy (R)-(-)-2-amino-1-butanolowej, grupy (S)-(+)-2-amino-3-metylo-1-butanolowe;j,
grupy (R)-(-)-2-amino-3-metylo-1-butanolowej, grupy (S)-(+)-1-amino-2-propanolowe;j, grupy
(R)-(-)-1-amino-2-propanolowej, grupy (S)-(+)-leucynolowej, grupy (R)-(-)-leucynolowej, grupy
(S)-(+)-3-amino-1,2-propanodiolowej, grupy (R)-(-)-3-amino-1,2-propanodiolowej, grupy
(S)-(+)-2-amino-1-propanolowe;j i grupy (R)-(-)-2-amino-1-propanolowe;.

2. Chiralna pochodna wedtug zastrzezenia 1, znamienna tym, ze R oznacza grupe (S)-(+)-1-
-amino-2-propanolowa.

3. Chiralna pochodna wedtug zastrzezenia 1, znamienna tym, ze R oznacza grupe (S)-(+)-leu-
cynolowa.

4. Chiralna pochodna wedtug zastrzezenia 1, znamienna tym, ze R oznacza grupe (S)-(+)-2-
-amino-1-propanolowa.
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Sposo6b wytwarzania chiralnej pochodnej sulfonamidowej 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]te-
trazolo[4,5-b][1,2,4]triazyny 0 wzorze og6inym 1

l\

0,
N
N Z SN
N N
W N
N N
H,C
wzor 1

w ktéorym R oznacza grupe wybrang z grupy skfadajacej sie z grupy (S)-(+)-2-amino-1-buta-
nolowej, grupy (R)-(-)-2-amino-1-butanolowej, grupy (S)-(+)-2-amino-3-metylo-1-butanolowe;j,
grupy (R)-(-)-2-amino-3-metylo-1-butanolowej, grupy (S)-(+)-1-amino-2-propanolowej, grupy
(R)-(-)-1-amino-2-propanolowej, grupy (S)-(+)-leucynolowej, grupy (R)-(-)-leucynolowej, grupy
(S)-(+)-3-amino-1,2-propanodiolowej, grupy (R)-(-)-3-amino-1,2-propanodiolowej, grupy
(S)-(+)-2-amino-1-propanolowej i grupy (R)-(-)-2-amino-1-propanolowej, znamienny tym, ze
1-fenylo-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyne przeksztatca sie w od-
powiednia  1-(para-chlorosulfonylofenylo)-3-metylo-5-metylosulfonylo-1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-
-triazyne w reakcji z kwasem chlorosulfonowym, a nastepnie tak otrzymang pochodng chloro-
sulfonowg poddaje reakcji z enancjomerem chiralnego aminoalkoholu wybranym z grupy skta-
dajacej sie z (R-(-)-1-amino-2-propanolu, S-(+)-1-amino-2-propanolu, R-(-)-2-amino-1-propa-
nolu, S-(+)-2-amino-1-propanolu, R-(-)-2-amino-3-methyl-1-butanolu, S-(+)-2-amino-3-met-
hyl-1-butanolu, R-3-amino-1,2-propanediolu, S-3-amino-1,2-propanediolu, R-(-)-leucynolu,
S-(+)-leucynolu, (R)-(+)-2-amino-1-butanolu i (S)-(+)-2-amino-1-butanolu), po czym prowadzi
sie reakcje substytucji nukleofilowej z azydkiem sodu w bezwodnym etanolu.

Sposob wytwarzania wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze ponadto otrzymang chiralng po-
chodng sulfonamidowg 5-fenylo-7-metylo-pirazolo[4,3-e]tetrazolo[4,5-b][1,2,4]-triazyny oczysz-
cza sie chromatograficznie, korzystnie z zastosowaniem chromatografii cieczowe;j.

Chiralna pochodna jak okre$lono w dowolnym z zastrzezen 1 do 4 do zastosowania jako lek.
Chiralna pochodna jak okreslono w dowolnym z zastrzezen 1 do 4 do zastosowania jako lek
do leczenia nowotworu.

Pochodna jak okres$lono w dowolnym z zastrzezen 1 do 4 do zastosowania jako lek do lecze-
nia raka sutka.

Pochodna jak okre$lono w dowolnym z zastrzezen 1 do 4 do zastosowania jako $rodek cyto-
statyczny.

Pochodna jak okre$lono w dowolnym z zastrzezen 1 do 4 do zastosowania jako $rodek cyto-
toksyczny.

Kompozycja farmaceutyczna, znamienna tym, ze zawiera chiralng pochodng jak okreslono
w jednym z zastrzezen 1 do 4 oraz farmaceutycznie akceptowalny nosnik, rozcienczalnik lub
zarobke.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 12, znamienna tym, ze jako sktadnik aktywny
zawiera chiralng pochodng o ogdinym wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe (S)-(+)-1-amino-
-2-propanolowg.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 12, znamienna tym, ze jako sktadnik aktywny
zawiera chiralng pochodng o ogélnym wzorze 1, w ktérym R oznacza grupe (S)-(+)-leucyno-
lowa.

Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 12, znamienna tym, ze jako sktadnik aktywny
zawiera chiralng pochodng o ogdinym wzorze 1, w ktéry R oznacza grupe (S)-(+)-2-amino-1-
-propanolowa.



	Bibliographic data
	Description
	Claims

