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Examinator. chimist GRUIA AMELIA-ELENA

incare R, R', R?, R®si A au semnificatiile date in des-
criere si care au activitate agonista selectiva fata de re-
ceptorul A, adenozinic. Acesti compusi pot fi utilizati
intr-o compozitie farmaceutica, pentru tratarea bolilor
cauzate de activarea excesivd a receptorului A,, sau
pot fi utilizati intr-o aplicatie de diagnosticare, pentru
determinarea legérii relative a altor compusi la re-
ceptorul A,. Compusii pot fi marcati, spre exemplu, cu
markerii fluorescenti sau radioactivi, iar markerii pot fi
utilizati pentru determinarea in vivo sau in vitro a
prezentei celulelor tumorale care poseda o concentratie
ridicata de receptori A, adenozinici.
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Prezenta inventie se referd la unii derivati pirazolo-triazolo-pirimidinici, triazolo-
triazolo-pirimidinici si imidazolo-triazolo-pirimidinici, si la utilizarea lor in practica medicala,
ca modulatori ai receptorilor A; pentru adenozina.

Au fost caracterizate, din punct de vedere farmacologic, trei clase principale de re-
ceptori adenozinici, clasificati ca A,, A, si A,. Receptorii A, sunt cuplati cu inhibarea adenitat
ciclazei prin proteinele Gi si, de asemenea, s-a aratat ca se cupleaza si cu alte sisteme me-
sagere secundare, incluzand inhibarea sau stimularea turnoverului fosfoinozitolului gi acti-
varea canalelor ionice. Receptorii A, sunt, in continuare, divizati in doua subtipuri: A, si Ay,
la care agonistii adenozinici activeaza adenilat ciclaza, cu afinitate ridicata i, respectiv, cu
afinitate scizutd. Secventa receptorului A, a fost identificaté prima oara intr-o biblioteca de
cDNA din testicule de sobolan, iar aceasta secventa, donaté ulterior prin omologie cu alti
receptori dintr-o biblioteci de cDNA din creier de sobolan, cuplati cu proteina G, s-a dovedit
a corespunde unui receptor adenozinic nou, functional.

Descoperirea receptorului A, a deschis noi perspective terapeutice in domeniul puri-
nelor. In particular, receptorul A, mediaza procesele inflamatorii, hipotensive si de granulare
a celulelor mastice. Aparent, acest receptor are, de asemenea, un rol in sistemul nervos
central. Agonistul IB-MECA selectiv pentru A3 induce depresia comportamentala si prin
administrare cronica protejeaza impotriva ischemiei cerebrale. De asemenea, s-a gasit ca
agonigtii selectivi pentru A,, in concentratii ridicate, induc apoptoza in celulele leucemice
umane HL-60. Acestea, precum si alte descoperiri au facut din receptorul A, o tinta terapeu-
tica promitatoare. Antagonistii selectivi pentru receptorul A, sunt considerati, fie potentiali
agenti antiinflamatori, fie posibili agenti antiischemici. Recent, antagonistii lui A; au constituit
obiectul elaborarii de medicamente antiasmatice, antidepresive, antiaritmice, protectoare
renale, antiparkinsoniene si de amplificare cognitiva.

Se cunosc derivati triazolopirimidinici care au in molecula grupari amino nesubstituite
in pozitia 5, care actioneaza ca modelatori ai receptorului A, (WO 95/01356).

De aceea, un obiect al prezentei inventii il constituie furnizarea de compusi si de
metode de preparare si de utilizare ale acestora, care sunt agonisti, partial agonisti si/sau
antagonisti ai receptorului A, pentru adenozina.

Sunt descrigi compusi utili ca modulatori puternici, chiar selectivi ai receptorului A
pentru adenozind, cu activitate de antagonisti ai acestui receptor, precum si metode de
preparare si utilizare ale acestora.

Prezenta inventie se refera la compusii cu urmétoarea formula generala:
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in care:

A este imidazol, pirazol sau triazol;

Reste-C(X)R,, C(X)-N(R,),,-C(X)OR,,-C(X)SR,,-SO,R,,-SO,0R, ,-SOnSR, sau SO, -
N(R,),

R, este hidrogen, alchil, alchil substituit, alchenil, alchenil substituit, alchinil, alchinil
substituit, aril, heteroaril, heterociclu, alchenil inferior, alcanoil inferior sau, daca este legat
de un atom de azot, atunci, luat impreuna cu atomul de azot formeaza un inel azetidinic sau
un inel heterociclic din 5...6 membri, continand unul sau mai multj heteroatomi, cum ar fi N,
0O, S:

R, este hidrogen, alchil, alchenil, alchinil, alchil substituit, alchenil substituit, alchinil
substituit, aralchil, aralchil substituit, heteroaril, heteroaril substituit sau aril;

R; este furan, pirol, tiofen, benzofuran, benzipirol, benzotiofen, substituit optional cu
unul sau mai multi substituenti, asa cum s-a descris aici, pentru inelele heteroarilice
substituite;

Xeste O, S sau NR';

neste 1 sau 2;

analogi radiomarcati ai acestora, analogi marcati fluorescent ai acestora si saruri ale
acestora, acceptabile din punct de vedere farmaceutic.

Un alt obiect al prezentei inventii este o0 metodé de tratare a hipertensiunii, inflama-
tiilor, reactiilor alergice, degranularii celulelor mastice, a tumorilor si hipoxiei cardiace si de
protectie impotriva ischemiei cerebrale, metoda constand Tn administrarea unei cantitati efi-
ciente dintr-un compus cu formulele mentionate, la un pacient care are nevoie de un aseme-
nea tratament.

De asemenea, inventia are ca obiect si metoda de determinare la un pacient, a pre-
zentei celulelor tumorale care poseda o concentratie mare de receptori A, adenozinici,
metoda constand in;

a)administrarea unui compus definit cu formulele de mai sus, la pacient, metodé care
include un marker care poate fi detectat dupa legarea compusului de celulele tumorale;

b) legarea compusului la celulele tumorale;

c) detectarea markerului.

Un alt obiect al prezentei inventii se refera la 0 metoda de determinare intr-o proba
celulara, a prezentei celulelor tumorale care poseda o concentratie mare de receptori A,
adenozinici, metoda constand in:

a) prepararea unei suspensii din celulele respective, intr-un mediu de cultura celulara;

b)administrarea la celulele respective, a unui compus definit cu formulele de mai sus,
care include un marker detectabil dupa legarea compusului de celulele tumorale;
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c) legarea compusului de celulele tumorale;

d) detectarea markerului.

Inventia are ca obiect si 0 metodd de determinare a prezentei celulelor tumorale
ramase dupa indepértarea chirurgicald a unei tumori, metoda constand in:

a)administrarea la pacient, inainte, dupa sau in timpul indepartarii chirurgicale a unei
tumori, a unui compus definit cu formulele de mai sus, care include un marker, care poate
fi detectat dupa legarea compusului de celulele tumorale reziduale;

b) legarea compusului la celulele tumorale reziduale;

c¢) detectarea markerului.

n compusii definiti cu formulele de mai sus, de preferinta, R’ este hidrogen; alchil cu
C, pana la Cy; alchenil cu C, pana la C,, alchinil cu C,pana la C;; cicloalchil cu C, pénala
C,; alchil cu C, pana la C, substituit cu unul sau mai multi atomi de halogen, grupari hidroxi,
alcoxi cu C, pana la C,, cicloalchil cu C; pana la C, sau grupari cu formulele-N(R" ),,-
C(O)N(R"),; aril, aril substituit, in care substitutia este selectionata din grupul alcatuit din
alcoxi cu C, pana la C,, alchil cu C, pané la C,, nitro, amino, ciano, haloalchil cu C, pana la
C,. haloalcoxi cu C, pana la C,, carboxi, carboxiamido; aralchil cu C; pana la C,,, Tn care
partea arilicd poate fi substituitd cu unul sau mai multi din substituentii indicati mai sus,
pentru grupul aril; o grupare cu formula-(CH,)m-Het, in care Het este un inel heterociclic
aromatic sau nearomatic cu 5...6 membri, continand unul sau mai multi heteroatomi selectati
din grupul alcatuit din N, O si S, iar m este un numar intreg de la 1 1a 5.

Gruparile alchil cu C, pana la C, preferate sunt: metil, etil, propil, butil si izopentil.
Exemple de grupari cicloalchil cu C,-C; includ: ciclopropil, ciclopentil si ciclohexil. Exemple
de grupari alchil cu C,-C;, substituite cu grupari cicloalchil cu C,-C,, includ: ciclohexilmetil,
ciclopentiimetil si 2-ciclopentiletil. Exemple de grupari alchil cu C,-C4 substituite includ: 2-
hidroxietil, 2-metoxietil, trifluormetil, 2-fluoretil, 2-cloretil, 3-aminopropil, 2-(4-metil-1-pipe-
razin)etil, 2-(4-morfolinil)etil, 2-aminocarboniletil, 2-dimetilaminoetil, 3-dimetilaminopropil.
Avrilul este de preferint& fenil, optional substituit cu Cl, F, grup&ri metoxi, nitro, ciano, metil,
trifluormetil, difluormetoxi. Exemple de grupéri heterociclice cu 5...6 membri, continand N,
O sifsau S, includ: piperazinil, morfolinil, tiazolil, pirazolil, piridil, furil, tienil, pirolil, triazolil,
tetrazolil. Exemple de grupari aralchil cu C,-C,, contin benzil sau fenetil substituite optional
cu unul sau mai multi substituenti selectionati dintre: Cl, F, metoxi, nitro, cian, meti,
trifluormetil i difluometoxi. De preferint, R' este hidrogen, alchil cu C,-GC,, aril sau aralchil
cu C,-C,,, optional substituite, de preferinta, cu atomi de halogen. De preferinta, X este O,
R, este alchil sau alchil substituit cu C,-,, iar R, este furan.

Compugi preferati, in mod deosebit, sunt cei in care R este o grupare fenetil, in care
inelul fenil este substituit cu unul sau mai multi substituenti alesi din grupul alcatuit din: atomi
de clor, fluor, grupari metoxi, nitro, cian, metil, trifluormetil gi difluormetoxi.

Posibilele semnificatii ale lui A pot fi reprezentate prin urmétoarele formule
structurale:
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Compusii pot fi utilizati Intr-o metoda pentru modularea receptorilor A, adenozinici la
un mamifer, inclusiv la om. Metodele implica administrarea unei cantitati eficiente dintr-un
compus cu formula |, suficientd pentru a modera receptorii A, adenozinici la un mamifer.
Utilizarile compusilor includ:

- tratarea hipertensiuni;

- tratarea tulburdrilor inflamatorii, cum ar fi artrita reumatoida si psoriazisul;

- tratarea tulburarilor alergice, cum ar fi febra fanului (guturaiul) si rinitele alergice;

- degranularea celulelor mastice;

- agenti antitumorali;

- tratarea hipoxiei cardiace; si

- protectia impotriva ischemiei cerebrale;

- utilizari in diagnosticare, spre exemplu, pentru a determina prezenta uneia sau a
mai multora dintre stérile medicale descrise mai sus, sau intr-un test de screening, pentru
a determina eficacitatea altor compusi pentru legarea de receptorul Ado A, (adica, prin inhi-
barea competitiva, aga cum s-a determinat prin diferite teste de legare), asa cum este des-
cris Tn Jacobson si Van Rhee, Purinergic approaches to experimental therapy, Jacobson si
Jarvis, ed., Wiley, New York, 1997, pp. 101-128; Mathot et al., Brit. J. Pharmacol. 116: 1957-
1964 (1995); Van der Wenden si colab., J. Med. Chem. 38: 4000-4006 (1995); si van
Calenberg, J. Med. Chem. 40: 3765-3772 (1997), ale caror continuturi sunt incorporate aici
ca referinte.

Compusii pot fi utilizati, de asemenea, intr-o metoda pentru inhibarea partiala sau
completa a adenilat ciclazei (A,) la un mamifer, inclusiv la om. Metodele implica administra-
rea unei cantitati eficiente dintr-un compus cu formula , suficienta pentru inhibarea complets
sau partiala a adenilat ciclazei la mamifere. De asemenea, compusii pot fi marcati si utilizati
pentru detectarea prezentei celulelor tumorale continand liganzi A, pentru adenozin3, la un
pacient sau intr-o proba celulara, prin: punerea in contact a celulelor cu compusul marcat,
permitand compusului sa se lege de receptorii A, si detectarea prezentei markerului.

Compusii pot fi utilizati intr-o formulare farmaceutica, care include un compus cu for-
mula | si unul sau mai multi excipienti. Pentru prepararea compusilor, pot fi utilizati diversi
intermediari chimici.

- fig. 1 este un grafic reprezentand curba de saturare a reactiei de legare a lui
["*IJAB-MECA (fmol/mg proteina) de receptorii A, umani exprimati in celulele HEK 293, in
functie de concentratia molara a lui ['*SIJAB-MECA.

- fig. 2 este un grafic reprezentand curba de saturare a reactiei de legare a lui
["**I]AB-MECA (fmol/mg proteina) de receptorii A, umani exprimati in linia celulard JURKAT,
in functie de concentratia molara a lui ['*IJAB-MECA. Asa cum reiese din figura, densitatea
receptorului A, detectata a fost de aproximativ 300 fmol/mg proteina in membranele celulelor
Jurkat care utilizeaza ['*1JAB-MECA.

- fig. 3 si 4 sunt grafice care reprezinta saturarea legarii unui analog tritiat al com-
pusului 47-5-[[(4-metoxifenil)amino]carboniljamino-8-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (compusul 102) (fmol/mg proteina) de receptorii A; umani exprimati
in linia celularda JURKAT, in functie de concentratia molara a compusului 102. Datele din
aceste figuri indicd prezenta receptorilor A, adenozinici in celulele tumorale umane, in
densitati ridicate. Spre exemplu, s-au detectat aproximativ 1300 fmol/mg protein in celulele
Jurkat §i 650 fmol/mg proteina in celulele HL60. De aceea, compusul 102 este un instrument
mult mai sensibil pentru detectarea receptorilor A adenozinici decat ["°IJAB-MECA. Aceste
constatari au facilitat determinarea prezentei receptorilor A, in multe tumori umane.
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Prezenta cerere de brevet de inventie face cunoscuti compusi utili ca modulatori
puternici, chiar selectivi, ai receptorilor pentru adenozina, cu activitate de agonisti de A, si,
n unele cazuri, de antagonisti de A,, precum si metode de preparare si utilizare ale acestora.

Compusii pot fi utilizati intr-o metoda de modulare a receptorilor A; adenozinici la un
mamifer, inclusiv la om. Metodele implica administrarea unei cantitéti eficiente dintr-un com-
pus cu formula |, suficientd pentru @ modera receptorii A, adenozinici ai mamiferului.

Compusii pot fi utilizati intr-o formulare farmaceutica care include un compus cu for-
mula | si unul sau mai multi excipienti. Pentru prepararea compusilor pot fi utilizati diversi
intermediari chimici.

Definitii

Asa cum s-a utilizat aici, un compus este un agonist al unui receptor A, adenozinic,
daca este capabil sa inhibe complet adenilat ciclaza (A;) si daca este capabil sa inlocuiasca
['*1]-AB-MECA intr-un test de legare competitiva.

Asa cum a fost utilizat aici, un compus este un agonist partial al unui receptor A,
adenozinic, dac3 este capabil s4 inhibe partial adenilat ciclaza (A;) si daca este capabil sa
inlocuiasca ['*°1]-AB-MECA intr-un test de legare competitiva.

Asa cum a fost utilizat aici, un compus este un antagonist al unui receptor A,
adenozinic, daca este capabil sa prevind inhibarea datorat unui agonist si daca este capabil
sa inlocuiasca ['?°1]-AB-MECA intr-un test de legare competitiva.

Asa cum a fost utilizat aici, un compus este selectiv pentru receptorul A,daca raportul
dintre activitatea A/A, si A,/A, este mai mare de 50, preferabil, intre 50 si 100 i, mai
preferabil, mai mare de 100.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “alchil” se refer la grupari alchilice monovalente
liniare, ramificate sau ciclice, avand, de preferints, de la 1 la 20 atomi de carbon, mai
preferabil 1...10 atomi de carbon (“alchil inferior”) si, cel mai convenabil, 1...6 atomi de
carbon. Acest termen este exemplificat prin grupari cum ar fi metil, etil, n-propil, izopropil,-
butil, izobutil, n-hexil si altii asem&natori. Termenii “alchilen” gi “alchilen inferior” se refera la
radicali bivalenti ai alcanului corespunzator. Mai mult, aga cum au fost utilizate aici, alte
resturi avand denumirile derivate din alcani, cum ar fi: alcoxil, alcanoil, alchenil, cicloalchenil
etc., cand sunt modificate prin “inferior”, au lanturi carbonice de 10 sau mai putini atomi de
carbon. In acele cazuri in care numarul minim de atomi de carbon este mai mare de 1, spre
exemplu, alchenil (minimum 2 atomi de carbon) si cicloalchil (minimum 3 atomi de carbon),
trebuie inteles ca “inferior” inseamna cel putin numarul minim de atomi de carbon.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “alchil substituit” se refer la o grupare aichil cu,
de preferints, de la 1 1a 10 atomi de carbon (“alchil inferior substituit”), avand 1...5 substi-
tuenti si, preferabil, 1...3 substituenti selectati din grupul constéand din: alcoxi, alcoxi substi-
tuit, cicloalchil, cicloalchil substituit, cicloalchenil, cicloalchenil substituit, acil, acilamino, acil-
oxi, amino, amino substituit, aminoacil, aminoaciloxi, oxiacilamino, ciano, halogen, hidroxil,
ceto, tioceto, carboxil, carboxilalchil, tiol, tioalcoxi, tioalcoxi substituit, aril, ariloxi, heteroaril,
heteroaril oxi, heterociclic, hidroxiamino, alcoxiamino, nitro, -SO-alchil, -SO-alchil substituit,
-S0-aril, -SO-heteroaril, -SO,-alchil, -SO,-alchil substituit, -SO,-aril, -SO,-heteroaril gi mono-
si di-alchilamino, mono- si di-(alchil substituitfamino, mono- si di-ahlamino, mono-si di-
heteroarilamino, mono- si di-heterociclic amino §i amine di-substituite nesimetrice, avand
substituenti diferiti, selectati dintre: alchil, aril, heteroaril si heterociclic. Asa cum au fost
utilizate aici, alte parti avand prefixul “substituit” tind sa includd unul sau mai multi dintre
substituentii listati mai sus.
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Asa cum a fost utilizat aici, termenul “alcaril” se refera la o grupare alchil cu un substi-
tuent aril. Legarea se face prin gruparea alchil. “Aralchil” se referi la o grupare ari) cu un
substituent alchil, unde legarea se face prin gruparea aril.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “alcoxi” se refera la gruparea “alchil-O-*, unde
alchilul este cel definit mai sus. Grupari alcoxi preferate includ, spre exemplu, metoxi, etoxi,
n-propoxi, izo-propoxi, n-butoxi, terf-butoxi, sec-butoxi, n-pentoxi, n-hexoxi, 1,2-dimetilbutoxi
i similari.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “alchenil” se refer4 la grupéri alchenil avand, de
preferinta, de la 2 la 10 atomi de carbon si, mai preferabil, 2...6 atomi de carbon si avand cel
putin 1 i, preferabil, 1...2 situsuri de nesaturare alchenilice. Grupéri alchenil preferate includ:
etenil (-CH=CH,), n-propenil (-CH,CH=CH,), izo-propenil
(-C(CH,;)=CH,) si similari.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “alchinil” se refer la grupari alchinil avand, de
preferinta, de la 2 la 10 atomi de carbon si, mai preferabil, 2...6 atomi de carbon si avand cel
putin 1 si, preferabil, 1...2 situsuri de nesaturare alchinilice.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “acil” se refer la gruparile alchil-C(O)-, alchil-
C(O)-substituit, cicloalchil-C(O)-, cicloalchil-C(O)-substituit, aril-C(O)-, heteroaril-C(O)-si
heterociclic-C(O), unde alchil, alchil substituit, cicloalchil, cicloalchil substituit, aril, heteroaril
si heterociclic sunt aga cum au fost definite aici.

Asga curn a fost utilizat aici, termenul “acilmino” se refera la gruparea -C(O)NRR, unde
fiecare R este, in mod independent, hidrogen, alchil, alchil substituit, aril, heteroaril sau hete-
rociclic in care alchil, alchil substituit, aril, heteroaril si heterociclic sunt asa cum au fost
definite aici.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “aril” se refera la o grupare carbociclica aroma-
tica nesaturata cu 6...14 atomi de carbon, avand un singur inel (de exemplu, fenil) sau inele
multiple condensate (de exemplu, naftil sau antril). Arili preferati includ: fenil, naftil si similari.
In afara constrangerilor date prin definitia pentru substituentul arilic, asemenea grupari arilice
pot fi substituite optional cu 1...5 substituenti si, preferabil, cu 1...3 substituenti alesi din gru-
pul alcatuit din: hidroxi, acil, alchil, alcoxi, alchenil, alchinil, alchil substituit, alcoxi substituit,
alchenil substituit, alchinil substituit, amino, amino substituit, aminoacil, aciloxi, acilamino,
alcaril, aril, ariloxi, azido, carboxil, carboxilalchil, cian, halo, nitro, heteroaril, heteroariloxi,
heterociclic, heterociclooxi, aminoaciloxi, oxiacilamino, tioalcoxi, tioalcoxi substituit, tioariloxi,
tioheteroariloxi, -SO-alchil, -SO-alchil substituit, -SO-aril, -SO-heteroaril, -SO,-alchil, -SO,-
alchil substituit, -SO,-aril, -SO,-heteroaril, trihalometil. Substituentii preferati includ alchil,
alcoxi, halo, cian, nitro, trihalometil si tioalcoxi.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “cicloalchil” se refera la grupéri alchil ciclice cu
3...12 atomi de carbon, avand un singur inel ciclic sau inele multiple condensate. Asemenea
grupari cicloalchil includ, spre exemplu, structuri cu un singur ciclu, cum ar fi: ciclopropil,
ciclobutil, ciclopentil, ciclooctil si similaril, sau structuri ciclice multiple, cum ar fi: adamatil Si
similari.

Asa cum a fost utilizat aici, termenii “halo” sau “halogen” se refera la fluor, clor, brom
si iod, si sunt, de preferint3, fie fluor, fie clor.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul “heteroaril” se refer4 la o grupare carbociclica
aromatica cu 1...15 atomi de carbon si 1...4 heteroatomi selectati din grupul alcatuit din:
oxigen, azot si sulf in cel putin un inel (daca existd mai mult de un inel).
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in afara constrangerilor date prin definitia pentru substituentul heteroaril, asemenea
grupari heteroaril pot fi substituite optional cu 1...5 substituenti gi, de preferinta, cu 1...3
substituenti selectati din grupul constand din: hidroxi, acil, alchil, alcoxi, alchenil, alchinil,
alchil substituit, alcoxi substituit, alchenil substituit, alchinil substituit, amino, amino substituit,
aminoacil, aciloxi, acilamino, alcaril, aril, ariloxi, azido, carboxil, carboxilalchil, ciano, halo,
nitro, heteroaril, heteroariloxi, heterociclic, heterociclooxi, aminoaciloxi, oxiacilaminno,
tioalcoxi, tioalcoxi substituit, tioariloxi, tioheteroariloxi, -SO-alchil, -SO-alchil substituit, -SO-
aril, -SO-heteroaril, -SO,-alchil,-SO,-alchil substituit, -SO,-aril, -SO,-heteroaril, si trihalometil.
Substituentji preferati includ: alchil, alcoxi, halo, ciano, nitro, trihalometil si tioalcoxi. Astfel
de grupari heteroaril pot avea un singur inel (de exemplu, piridil sau furil) sau inele multiple
condensate (de exemplu, in-dolizinil sau benzotienil).

“Heterociclu” sau “heterociclic” se refera la o grupare monovalentd saturata sau
nesaturatd, avand un singur inel sau inele multiple condensate, cu 1...15 atomi de carbon
si cu 1...4 heteroatomi selectati din grupul alcatuit din: azot, sulf si oxigen, in cadrul ciclului.

Tn afara constrangerilor date prin definitia pentru substituentul heterociclic, asemenea
grupéri heterociclice pot fi optional substituite cu 1...5 substituenti selectati din grupul alcatuit
din: alchil, alchil substituit, alcoxi, alcoxi substituit, aril, ariloxi, halo, nitro, heteroaril, tiol,
tioalcoxi, tioalcoxi substituit, tioariloxi, trinalometil si similari. Asemenea grupari heterociclice
pot avea un singur inel sau inele multiple condensate.

Deoarece pentru oricare dintre gruparile de mai sus, care contin 1 sau mai multi sub-
stituenti, se intelege, desigur, ca asemenea grupéri nu contin orice substitutie sau schema
de substitutie care sa fie nepractica din punct de vedere steric gi/sau nefezabila din punct
de vedere sintetic.

Asa cum au fost utilizati aici, “derivatii acidului carboxilic” si “derivatii acidului sulfonic”
se refera la -C(X)R,-C(X)-N(R,),, -C(X)OR;, -C(X)SR;, -SOR,, -SO,0R,, SO,SR, sau -SO,-
N(R,),, unde X este O, S sau NR', unde R' este hidrogen, alchil, alchil sau aril substituit gi
derivati activati ai acestora, cum ar fi: anhidride, esteri i halogenuri, cum ar fi: cloruri,
bromuri si ioduri, care pot fi utilizate pentru cuplarea derivatilor acidului carboxilic si ai
acidului sulfonic la captul 5'-amina, utilizand chimia de cuplare standard.

“Saruri acceptabile din punct de vedere farmaceutic” se referé la saruri acceptabile
din punct de vedere farmaceutic, ale unui compus cu formulele IA, 1B sau IC, saruri care sunt
derivate dintr-o varietate de ioni organici si anorganici, bine cunascuti in domeniu, i includ,
sub forma de exemplu, numai, sodiu, potasiu, calciu, magneziu, amoniu, tetraalchilamoniu
si similari; iar cand molecula contine o functionalitate de baza, saruri de acizi organici sau
anorganici, cum ar fi: clorura, bromuré, tartrat, mesilat, acetat, maleat, oxalat si similari, pot
fi utilizate drept sare acceptabila din punct de vedere farmaceutic.

Termenul de “grupare de protectie” sau “grupare de blocare” se refera la orice
grupare care, atunci cand se leaga de una sau mai multe grupdri hidroxil, amino sau carboxil
ale compusilor (inclusiv ale intermediarilor acestora, cum ar fi aminolactamele, aminolacto-
nele etc.), evitd desfasurarea reactiilor la aceste grupari, care grupéri protectoare pot fi
indepartate prin etape conventionale chimice sau enzimatice, pentru refacerea gruparii
hidroxil, amino sau carboxil. Grupari preferate de blocare pentru amino, indepartabile, includ
substituenti conventionali, cum ar fi t-butioxicarbonil (-BOC), benziloxicarbonil (CBZ) si
similari, care pot fi indepartati in conditii conventionale, compatibile cu natura produsului.
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Prescurtari

In prezenta lucrare, sunt utilizate urmatoarele prescurtari:

- ['**I]JAB-MECA, ['*I]N°-(4-amino-3-iodbenzil)adenozin-5'N-metiluronamida;

- (R)-PIA, (R)-N°-(fenilizopropil)adenozina;

- DMSO, dimetilsulfoxid;

- I-AB-MECA, N°-(4-amino-3-iodbenzil)adenozin-5'-N-metiluronamida:

- IB-MECA, N°-(3-iodbenzil)adenozin-5'-N-metiluronarnid;

- Ki, constanta de inhibitie de echilibru;

- NECA, 5'-N-etilcarboxamido adenozina;

- THF, tetrahidrofuran;

- Tris, tris(hidroximetil)aminometan.

Prepararea compugilor

Specialigtii in chimie organica vor recunoaste c grupérile functionale reactive si
(fragile) trebuie, adesea, s3 fie protejate Tnaintea unei anumite reactii si, apoi, readuse la
forma lor originald, dupa desavarsirea ultimei reactii. fnmod obignuit, gruparile sunt protejate
prin convertirea lor intr-un derivat relativ stabil. Spre exemplu, o grupare hidroxil poate fi
transformata intr-o grupare eterica, iar o grupare amino intr-o amida sau carbamat. Metode
de protejare si de deprotejare, cunoscute i ca metode de “blocare” si de “deblocare”, sunt
bine cunoscute gi mult practicate in domeniu, de exemplu, a se vedea: T. Green, Protective
Groups in Organic Synthesis, John Wiley, New York (1981) sau Protective Groups in Organic
Chemistry, Ed., J.F.W. McOmie, Plenum Press, London (1973).

Compusii sunt preparati, de preferinta, prin reactia unui compus cu formula Il de mai
jos, cu un derivat corespunzator al acidului carboxilic sau al acidului sulfonic, cu ajutorul
reactiilor chimice cunoscute.

Compusii cu formula 11 pot fi preparati folosind urmatoarele scheme | si II, ilustrate,
unde R® este furan.
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Schemal
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Reactivi: A) trietil ortoformiat; B) hidrazida acidului 2-furoic, 2-metoxietanol; C)
PhOPh, 260°C; D) HCI 10%, cu refluxare; E) cianamida, pTsOH, N-metilpirolidona.
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Schemall
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Reactivi: F) hidrazida acidului furoic, difenil eter; E) cianamida, pTsOH, N-metil-
pirolidona.

Compusii cu formula |l pot fi preparati fie printr-o cale indirects, descrisa in schemal,
fie printr-o cale directd, descrisa in Schema Il. Materialele de plecare corespunzitoare pen-
tru ambele scheme sunt nitrilii orto-amino heterociclici cu formula Ill, preparati in general
conform procedeelor sintetice cunoscute in literatura si raportate n cartea lui E. C. Taylor
si A. McKillop (vol. 7, din seriile Advances in Organic Chemistry, Ed., Interscience, 1970).

CN

NH2

Orto-amino nitrilii 1l sunt transformati in imidatii corespunzatori cu formula IV, prin
reactia cu un exces de etil ortoformiat, la temperatura de refluxare, timp de 8...10 h. Reactia
conduce, dupd evaporarea etil ortoformiatului, la imidatii IV corespunzatori, substantial puri,
cu un randament ridicat, agsa cum se evidentiaza prin analiza spectrului RMN (rezonantd
magnetica nucleara) a 'H in IR a produsilor de reactie bruti:
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CN

|
™ Ott

Imidatii cu formula IV sunt supusi, apoi, unei secvente de doua reactii, care permit
obtinerea structurilor triciclice cu formula Vi, la un randament ridicat:

Secventa de reactie include: a) reactia cu hidrazida acidului 2-furoic intr-o solutie de
2-metoxietanol, la temperatura de reflux, timp de 8...10 h, pentru obtinerea compusilor
intermediari cu formula V; b) ciclizarea termica a celui din urma, cu formarea compusilor
corespunzatori cu formula VI, prin incélzirea n difenil eter la temperatura de 260°C, timp de
0,5...1 h.

Compusii tricidici VI sunt apoi hidrolizati cu HCl la reflux, timp de 1...3 h, pentru a da
triazolii VI, care, in final, sunt ciclizati in compusii Il doriti, cu cianamida in N-metil pirolidona
la reflux i in prezenta acidului para-toluensulfonic (Schema 1).

\ B
4]

N 3 0

/ N [ \

N

N7 N7

=N SN
NH, N7 NNH,

vil o

Tn unele cazuri, triazolii VI pot fi obtinuti prin incalzirea directa in difenil eter, a orto-
amino nitrilul [lf cu hidrazida acidului 2-furoic. Triazolii VIl sunt apoi ciclizati, asa cum s-a
descris mai sus, in schema II. In urmatoarele scheme 1l IV si V, sunt raportate mai detaliat
sintezele compusilor cu formula Ii, in care A este un inel triazolic.
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Schema lll

Sinteza derivatilor 5-amino-7-substituit-2(2-furil)-1,2, 3-triazolo5, 4-e]1,2,4-triazolo
[1,5-c]pirimidinici

CONHy; K,CO 4 N cor\n-a2
R"Na + < —_—— N l
CN DMSO " NH
/
R
l POCI;;
% DMF,~0°C
» l
N
N PP TC“
[ VORE—
N / 260°C \ N NHo
Vi N /
NT \ R
N\ H
!N NH 4
NHz—CN
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Schema IV

Sinteza derivatilor 5-amino-8-substituit-2(2-furil)-1,2, 3-triazolo[5,4-e]1,2, 4-triazolof[1,5-
clpirimidinici

C CN
NaOH
Me 502N3 h s <C Ou.c »
N
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H

Reactivi: A) hidrazida acidului furoic, PhOPh, 260°C; B) NH,CN, pTsOH, N-

metilpirolidona.
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SchemaV

Sinteza derivailor 5-amino-9-substituit-2(2-furil)-1, 2, 3-triazolo[5, 4-e]1,2,4-triazolo[1,5-

Me f S SOQNJ hd < _hg——’. 4 I

CN 0°C N
N
/ NHSO 2C7H7
H
RCI
NaH, 4 DMF
B0 °C
R\
H2504 conc. , N CN
pp=rr L |
_.1 N\
/N NHSOZC7H7
H
RN
O/
NH2

Reactivi: A) hidrazida acidului furoic, PhOPh, 260°C; B) NH,CN, pTsOH, N-metil-
pirolidona.

In final, compusii I, continand 5-amino, sunt reactionati cu acizi carboxilici, acizi
sulfonici, acizi carboxilici activati, acizi sulfonici activati, acizi tiocarboxilici, acizi tiocarboxilici
activati i similari, pentru a forma compusii doriti.

Acizii carboxilici activati includ halogenuri, esteri, anhidride si alti derivati cunoscuti
ca reactioneaza cu aminele pentru a forma amide. Acizii sulfonici activati includ halogenurile
sulfonilice, cum ar fi sulfonil clorurile.

Nu este necesar in toate cazurile sa se utilizeze derivati ai acizilor carboxilici gi sulfo-
nici activati. Acizii ingisi pot fi cuplati cu aminele, utilizand metode chimice de cuplare
standard, spre exemplu, utilizand diciclohexil diimida (DCI) si alti agenti de cuplare folositi
fn mod uzual. Conditiile de cuplare adecvate, pentru formarea legaturilor amidice, sunt bine
cunoscute de catre specialistii din domeniul sintezei peptidelor.

In general, chimia de mai sus poate fi utilizatd pentru prepararea 8-(Ar)alchil-2-(2-
furil)-pirazolof4,3-e}-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinelor atunci cand se folosesc ca materiale de
plecare 3-cian-2-aminopirazoli. 3-cian-2-amino-pirazolii pot sa reactioneze cu o halogenura
alchilica (RX) intr-un solvent aprotic polar, cum ar fi dimetil formamida (DMF) pentru a furniza
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o grupare R pe unul dintre atomii de azot ai ciclului. Compusul rezultat poate fi refluxat cu
trietil ortoformiat, pentru a furniza un ester imino etilic, care poate sa reactioneze cu hidrazida
furoica, preferabil prin utilizarea unei trape Dean-Stark pentru eliminarea azeotropa a apei
produse in reactie, in scopul formarii 8-(Ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo{4,3-e]-1 ,2,4-triazolo[1,5-
c]pirimidinelor. Pentru utilizarea in reactiile chimice ulterioare, produsii pot fi purificati prin
cromatografie, spre exemplu, in (EtOAc/hexan 1:1).

Produsul acestei reactii poate sa reactioneze cu un acid adecvat, cum ar fi HCI, la
reflux, urmat de reactia cu cianamida intr-un solvent, cum ar fi N-metil pirolidona cu acid
para-toluensulfonic catalitic la temperaturi ridicate, pentru aforma 5-amino-8-(Ar)alchil-2-(2-
furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2 4-triazolo[1,5-c]pirimidinele.

Acesti compusi amino-substituiti pot s& reactioneze cu izocianali adecvati, pentru a
forma compusi ureici, cu acizi carboxilici activati, cum ar fi hidracizii, pentru a forma amide,
cu acizi sulfonici activati, cum ar fi halogenurile acizilor sulfonici, pentru a forma sulfonamide,
sau cu alti derivati reactivi ai acizilor carboxilici sau sulfonici, pentru a forma alti compusi
doriti.

Compusii triazolo-triazolo-pirimidinici pot fi peparati cu ajutorul reactiilor chimice
similare, dar plecand de la o azida functionalizata corespunzator gi pusa sa reactioneze cu
H,NC(O)CH,CN, pentru a forma inelul heterociclic initial, urmaté de reactia gruparii amidice
cu un agent de deshidratare, cum ar fi POCI,, pentru a forma un nitril. Ciano-aminotriazolul
rezultat poate sa fie supus reactiei in aceeasi maniera ca si 3-ciano-2-aminopirazolii discutati
mai sus, pentru a prepara triazolo-triazolo-pirimidinele.

Sinteza analogilor radiomarcati

Compusii pot fi marcati cu orice radiomarker potrivit. Exemple de radiomarkeri potriviti
includ *H si 'C, dar poate fi utilizat orice radiomarker substantial netoxic, folosit in mod
obisnuit in studiile farmacocinetice. Modalitétile de incorporare a radiomarkerilor in compusii
organici sunt bine cunoscute de catre specialigtii din domeniu.

Cand compusii sunt compusi 5-{[fenil substituit)amino]carbonillamino-8-(ar)alchil-2-(2-
furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinici sau compusi 5-amino-8-(Ar)alchil-2-(2-
furil)-pirazolo[4,3-€]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinici, incorporarea unui marker tritiu este, de
departe, cea mai directa.

Intr-o aplicatie practica, o materie prima potrivita este un compus in care gruparea
(ar)alchil din pozitia 8-include o dubla legatura. Legétura dubla poate fi supusa reactiei cu
tritiu, in prezenta unui catalizator adecvat, spre exemplu, paladiu pe carbune vegetal, sau
a altor catalizatori de hidrogenare cunoscuti.

Spre exemplu, 5-[[(4-metoxifenil)amino]carbonilJamino-8-(1,2-ditritio-propil)-2-(2-furil)-
pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (compusul 102) poate fi preparata prin
adaugarea de tritiu peste legatura dubld a 5-[[(4-metoxi-fenil)amino]carbonillamino-8-1-
propenil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinei (compusul 101). Compusul
102 este discutat mai jos, in raport cu diferitele studii de afinitate a legarii pe celulele
canceroase JURKAT.

Alternativ, markerul tritiu poate fi prezent pe compusii utilizati sa reactioneze cu gru-
parea 5-amino, pentru a forma grupari amidice, ureice sau altele in pozitia 5-. Spre exemplu,
izocianatii utilizati pentru prepararea compusilor 5-aminocarbonilamino descrisi aici pot
include un tritiu sau alti radiomarkeri gi, ca urmare, pot fi usor incorporati fn produsul final.

Intr-o alt3 aplicatie practica, radiomarkerul poate fi incorporat in molecula, in timp ce
sistemul ciclic este pus impreund cu acesta. Asa cum s-a discutat mai sus in legatura cu sin-
teza compusilor cu formula I, diversi compusi triciclici cu formula VI sunt hidrolizati cu HCI,
pentru a da triazolii cu formula VI, care sunt ciclizati cu cianamida la refluxare, in prezenta
acidului para-toluensulfonic, aga cum s-a aratat in schema |. Este relativ direct sa se
incorporeze un marker '*C In aceasti etapé din sintez3, utilizand cianamida marcata cu ™*C.
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Compusii iodurati pot fi preparati, spre exemplu, prin incorporarea unui iod radioactiv
in compusul aromatic utilizat pentru a reactiona cu gruparea 5-amina. incorporarea iodului
in inelele aromatice este bine cunoscuta specialistilor din domeniu. Este usor sa se incor-
poreze un atom de iod in compusii aromatici utilizati pentru a reactiona cu gruparea 5-amina
in scopul prepararii compusilor descrisi aici.

in consecinta, utilizand nu mai mult decat cunostintele din domeniu, pot fi preparati
rapid analogi radiomarcati adecvati.

Sinteza analogilor marcati fluorescent

Ca si in cazul compusilor radiomarcati, sinteza compusilor marcati fluorescent este
relativ directa. De preferinta, grupérile fluorescente sunt prezente in pozitia R,, desi este
fezabild, de asemenea, si substitutia in pozitia R,. Tn una dintre aplicatii, gruparea(ile)
fluorescenté(e) include un inel furanic care poate fi atasat la pozitia R,. Alternativ, pot fi
utilizate alte inele aromatice. Sunt bine cunoscuti specialistilor din domeniu markerii
fluorescenti, iar acestia pot fi rapid atasati la compusii descrisi aici, utilizand reactii chimice
cunoscute.

Metode de utilizare a compusgilor

Compusii pot fi utilizati in toate indicatiile pentru agonistii i antagonistii receptorului
A,, incluzand:

- tratarea hipertensiunii;

- tratarea tulburarilor inflamatorii, cum ar fi artrita reumatoida si psoriazisul;

- tratarea tulburarilor alergice, cum ar fi febra fanului (guturaiul) si rinitele alergice;

- degranularea celulelor mastice;

- agenti antitumorali;

- tratarea hipoxiei cardiace; si

- protectia impotriva ischemiei cerebrale;
asa cum a fost descris, spre exemplu, in Jacobson, TIPS May 1998, pp. 185-191, al carei
continut este incorporat aici ca referinta.

O intrebuintare preferatd a acestor compusi este in detectarea si/sau tratamentul
cancerului. Asa cum s-a discutat mai jos, s-a aratat ca celulele tumorale exprimé receptorul
A;. Se crede ca receptorul A, protejeazi celulele de lezarea ischemica, atunci cand acestea
nu primesc un aport adecvat de sange. Cateva medicamente disponibile comercial, precum
si medicamente aflate in curs de elaborare sunt puse n aplicare incet, pentru inhibarea ex-
primarii VEGF care stopeaza aportul de sange spre celulele tumorale. Cu toate acestea,
agonismul receptorilor A, adenozinici poate realiza un efect protector, oprind moartea celu-
lelor tumorale, Tn timp ce celulele nu primesc un aport adecvat de sange. Prin administrarea
antagonistilor acestor receptori, Impreuna cu compusi anti-VEGF sau cu alti compusi anti-
angiogenici, celulele tumorale pot fi izolate de un nou aport de sange, pierzand protectia fata
de prejudiciul ischemic pe care il produce agonismul receptorilor A,.

Compusii pot fi administrati unui pacient prin orice modalitate acceptabild medical.
Mijloace adecvate de administrare includ administrarea orala, rectald, topica sau parenterala
(incluzénd adminstrarea subcutanata, intramusculara gi intravencasa), desi sunt preferate
administrarea orala sau parenterala.

Cantitatea de compus necesara, pentru ca acesta si fie eficient ca modulator al unui
receptor adenozinic, va varia, desigur, in functie de individul mamifer care trebuie tratat, si
va fi, in ultima instanta, la latitudinea medicului sau a veterinarului. Factorii care trebuie luati
in considerare includ starea de boala care trebuie tratata, calea de administrare, natura
formularii, greutatea corporalad a mamiferului, aria suprafetei, varsta si starea general, si
compusul particular care trebuie administrat. Cu toate acestea, o doza eficients
corespunzatoare este din domeniul de la aproximativ 0,1 ng/kg pana la aproximativ 10 mg/kg
greutate corporala per zi, de preferinta, din domeniul de la aproximativ 1 pané la aproximativ
3 mg/kg per zi.
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Doza zilnica totald poate fi administrata ca doza unica, doze multiple, de exemplu,
de 2...6 ori pe zi, sau prin infuzie intravenoasa pe o durata aleasa. Dozarile peste sau sub
gama citata mai sus fac parte din domeniul prezentei inventii si pot fi administrate pacientului
individual, daca doreste sau daca este necesar. Spre exemplu, pentru un mamifer de 75 de
kg, 0 gama de dozare este de aproximativ 75 pané la aproximativ 220 mg per zi, iar 0 doza
tipica va fi de aproximativ 150 mg per zi. Daca sunt indicate doze multiple, tratamentul ar
putea fi, tipic, de 50 mg dintr-un compus, administrate de 3 ori pe zi.

Intr-o alt3 aplicatie practica, compusii radiomarcati pot fi administrati unui pacient, in
scopul efectudrii unui test de determinare a prezentei sau absentei celulelor tumorale cance-
roase care exprima receptorii A,. Compusii descrigi aici ca avand o afinitate relativ ridicata
pentru subtipul de receptor A, sunt administrati avantajos unui pacient, iar dupace compusii
s-au legat de receptorii A, prezenti in celulele tumorale, localizarea compusilor poate fi deter-
minata prin determinarea localizarii compusilor radiomarcati. Procedee de determinare a
localizarii i a densitatii compusilor radiomarcati sunt bine cunoscute specialistilor din
domeniu.

De asemenea, poate fi avantajoasa utilizarea compusilor radiomarcati si/sau fluores-
cent marcati in timpul operatiilor chirurgicale pentru indepartarea tesutului canceros. Adesea,
chirurgii trebuie sa se asigure de completa indepartare a tesutului canceros. Compusii radio-
marcati sau fluorescent marcati pot fi administrati unui pacient, fie inainte, fie in timpul inter-
ventiei chirurgicale si se vor lega de celulele canceroase prezente Tn pacient. Timpul de
administrare va varia In functie de, printre alti factori, preluarea compusului particular de
céatre celulele tumorale particulare si de localizarea tumorii in corp. Astfel, chirurgul are un
test relativ direct pentru determinarea prezentei celulelor canceroase reziduale dupa
indepartarea tumorii. Prezenta celulelor tumorale reziduale poate fi determinata prin
mésurarea fluorescentei sau a radioactivitatii la situsul operativ cu ajutorul procedeelor
analitice bine cunoscute de catre specialistii din domeniu.

Detectarea celulelor canceroase in vitro poate fi efectuata prin administrarea com-
pusilor la o suspensie de celule Tn mediul de cultura celular, permiterea compusului sa se
lege de receptorii A, adenozinici de pe celulele canceroase i detectarea markerului.

Formulari

Compusii descrigi mai sus sunt administrati, de preferinta, intr-o formulare care in-
clude un compus activ, adica un compus cu formula I, impreuna cu un purtator acceptabil
pentru modul de administrare. Sunt cunoscuti de cétre specialigtii din domeniu purtatorii
acceptabili din punct de vedere farmaceutic, adecvati.

Optional, compozitiile potinclude i alti ingredienti activi din punctde vedere terapeu-
tic, cum ar fi: agentii antivirali, antitumorali, antibacterieni, antiinflamatori, analgezicele si
imunosupresoarele. Purtatorul trebuie sa fie acceptabil din punct de vedere farmaceutic, in
sensul de a fi compatibil cu ceilalti ingredienti ai formularii si nu vatamatori pentru acceptorul
acestuia.

Formularile pot include purtatori adecvati administrérii orale, rectale, topice sau
parenterale (inclusiv, subcutanate, intramusculare si intravenoase). Sunt preferati purtatorii
potriviti pentru administrarea oralé sau parenterala.

Formul&rile potrivite pentru administrarea parenterala includ, in mod convenabil, pre-
paratul apos steril al compusului activ, care este, de preferinta, izotonic cu séngele primi-
torului. Agadar, asemenea formulari pot contine, in mod convenabil, ap distilata, dextroza
5% in apa distilata sau salina. Formularile utile includ, de asemenea, solutii concentrate sau
solide continand compusul cu formula |, care, prin dilutie cu un solvent corespunzator, dau
o solutie adecvata pentru administrarea parenterald de mai sus.
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Pentru administrarea enterald, compusul poate fi incorporat intr-un purtator inert, in
unitati mici, cum ar fi; capsule, cagete, tablete sau pastile, fiecare dintre acestea continand
o cantitate predeterminata din compusul activ sub forma de pulbere sau granule; sau de
suspensie sau solutie Intr-un lichid apos sau neapos, spre exemplu, un sirop, un elixir, o
emulsie sau un lichid. Purtétori adecvati pot fi amidonurile sau zaharurile si includ lubrifianti,
aromatizantj, lianti si alte materiale de aceeagi natura.

O tableta poate fi fabricata prin comprimare sau turnare in forme, optional cu unul sau
mai multi ingrediente suplimentare. Tabletele comprimate pot fi preparate prin comprimarea,
intr-o masina corespunzatoare, a compusului activ intr-o forma fara curgere, exemplu.,
pulbere sau granule, optional amestecat cu ingrediente, de exemplu, lianti, lubrifianti, diluanti
inerti, agenti activi de suprafata sau de dispersare. Tabletele turnate in forme pot fi obtinute
prin turnarea in forme, intr-o masina corespunzétoare, a amestecului format din compusul
activ, pulverizat, cu orice purtator potrivit.

Un sirop sau o suspensie pot fi obtinute prin addugarea compusului activ la o solutie
apoasa concentrata a unui glucid, de exemplu, sucroza, la care se pot adduga, de aseme-
nea, orice ingrediente. Astfel de ingrediente pot include aromatizanti, un agent pentru intar-
zierea cristalizarii zaharului sau un agent de marire a solubilitétii oricarui alt ingredient, de
exemplu, un alcool polihidroxilic, spre exemplu, glicerol sau sorbitol.

De asemenea, compusii pot fi administrati local, prin aplicarea topica a unei solutii,
alifii, creme, gel, lofiuni sau material polimeric (spre exemplu, Pluronic™, BASF), care pot
fi preparati prin metodele conventionale, cunoscute in domeniul farmaceutic. in afara solutiei,
alifiei, cremei, gelului, lotiunii sau bazei polimerice si a ingredientului activ, astfel de formul&ri
topice pot contine, de asemenea, antiseptice, parfumuri si agenti farmaceutici activi,
suplimentari.

Formularile pentru administrarea rectala pot fi prezentate sub forma de supozitoare
cu un purtator conventional, de exemplu, untul de cacao sau Witepsol S55 (Marca nregis-
tratd Dynamite Nobel Chemical, Germany), pe o baza de supozitor.

Alternativ, compusul poate fi administrat in lipozomi sau microsfere (sau micropar-
ticule). Metodele pentru prepararea lipozomilor si a microsferelor destinate administrarii la
un pacient sunt bine cunoscute de catre specialistii din domeniu. Brevetul US 4789734, al
carui continut este incarporat aici ca referint, descrie metode pentru incapsularea materia-
lelor biclogice in lipozomi. In esenta, materialul este dizolvat intr-o solutie apoasa, se adauga
fosfolipidele si lipidele adecvate, Tmpreuna cu agentii de suprafata, daca este nevoie, iar
materialul este dializat sau sonicat, daca este necesar. O trecere in revista a metodelor cu-
noscute este furnizata de G. Gregoriadis, Chapter 14, “Liposomes”, Drug Carriers in Biology
and Medicine, pp. 287-341 (Academic Press, 1979). Microsferele formate din polimeri sau
proteine sunt bine cunoscute specialistilor din domeniu si pot fi proiectate pentru trecerea
prin tractul gastrointestinal direct in circuitul sanguin. Alternativ, compusul poate fi incorporat,
iar microsferele sau compozitia de microsfere pot fi implantate pentru eliberarea lenta, intr-o
perioada de timp cuprinsa intre zile si luni. A se vedea, spre exemplu, brevetele US
4906474, 4925673 si 3625214, ale caror continuturi sunt incorporate aici ca referinte.

Microparticulele preferate sunt cele preparate din polimeri biodegradabili, cum ar fi
poliglicolide, polilactide si copolimeri ai acestora. Specialigtii din domeniu pot determina rapid
un sistem purtator corespunzator, in functie de diferiti factori, incluzand viteza dorita de elibe-
rare a medicamentului i dozarea dorita.

Formuléarile pot fi prezentate comod, sub forma de dozare unitars si pot fi preparate
prin una dintre metodele bine cunoscute in domeniul farmaceutic. Toate metodele includ
etapa de aducere a compusului activ in asociere cu un purtétor, care constituie unul sau mai

19

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 121030 B1

multe ingrediente. In general, formulrile sunt preparate prin aducerea uniforma siintima a
compusului activ in asociere cu un purtator lichid sau cu un purtator solid fin divizat si apoi,
daca este necesar, aranjarea produsului intr-o forma de dozare unitara dorita.

in afara ingredientelor mentionate mai sus, formularile mai potinclude gi unul sau mai
multe ingrediente utilizate in domeniul formularilor farmaceutice, de exemplu, diluanti, tam-
poane, agenti aromatizantj, lianti, agenti activi de suprafata, agenti de ngrosare, lubrifianti,
agenti de suspendare, conservanti (incluzand antioxidanti) si similari.

Determinarea gradului de activitate pentru compusi

Activitatea compusilor poate fi determinaté rapid, utilizand nu mai mult decét experi-
mentarea de rutind, cu ajutorul oricaruia dintre testele urmatoare.

Testul de legare la receptorii adenozinici A, §i A,, extrasi din gobolan

Obtinerea membranelor

Sobolani masculi Wistar (200...250 g) pot fi decapitati, iar creierul intreg (mai putin
materia alba, striatul si cerebelul) este disecat pe gheata. Tesuturile de creier pot fi dezinte-
grate intr-un Polytron (pozitia 5) in 20 de volume de tampon 50 mM Tris-HCI, pH=7,4. Apoi,
omogenizatul poate fi centrifugat la 48.000 g, timp de 10 min, iar depozitul resuspendat in
Tris-HCI, continand 2 Ul/ml adenozin deaminaza de tip VI (Sigma Chemical Company, St.
Louis, Mo., USA). Dupa 30 min de incubare la 37°C, membranele pot fi centrifugate, iar
depozitele pastrate la -70°C. Tesuturile striate pot fi omogenizate cu un Polytron in 25
volume de tampon 50 mM Tris-HCI, continand 10 mM MgCl,, pH=7,4. Apoi, omogenatul
poate fi centrifugat la 48.000 g, timp de 10 min la 4°C si resuspendat in tampon Tris-HCI,
continand 2 Ul/ml adenozin deaminaza. Dupa 30 min de incubare |a 37°C, membranele pot
fi centrifugate, iar depozitul pastrat la -70°C.

Testul de legare cu ligand radiomarcat

Legarea [*H]-DPCPX (1,3-dipropil-8-ciclopentilxantind) la membranele de creier de
sobolan poate fi realizata, in esenta, conform metodei descrise anterior de Bruns et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 77, 5547-5551, 1980. Experimentele de dezlocuire pot fi efectuate in 0,25
ml de tampon contindnd 1 nM de [*H]-DPCPX, 100 pl de membrane diluate de creier de
sobolan (100 pg de proteind/test) si cel putin 6...8 concentratii diferite din compusii
examinati. Legarea nespecifica poate fi determinata in prezenta a 10 nM de CHA (N®ciclo-
hexiladenozind), iar aceasta este intotdeauna < 10% din legarea totald. Timpii de incubare
sunt in mod caracteristic 120 min, la 25°C.

Legarea [*H]-SCH 58261 (5-amino-7-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina la membranele striate de sobolan (100 ug de proteina/test) poate fi
efectuatd conform metodelor descrise Tn Zocchi si colab., J. Pharm. and Exper. Ther. 276:
398-404 (1996). In studiile de competitie trebuie utilizate cel putin 6...8 concentratii diferite
din compusii examinati. Legarea nespecifica poate fi determinaté in prezenta a 50 (UM
NECA (5'-(N-etilcarboxamido)adenozina). Timpul de incubare este n mod caracteristic 60
min, la 25°C.

Radioactivitatea legaté si cea libera pot fi separate prin filtrarea amestecului de testat
pe filtre din fibrd de sticla Whatman GF/B, utilizand un recoltator de celule, Brandel
(Gaithersburg, MD, USA). Amestecul de incubare poate fi diluat cu 3 ml tampon de incubare
racit pe gheatd, filtrat rapid sub vid, iar filtrul poate fi spélat de 3 ori cu 3 ml din tamponul de
incubare. Radioactivitatea legata pe filtru poate fi masurata, spre exemplu, prin spectrometrie
de scintilatie lichida. Concentratia proteica poate fi determinata, spre exemplu, conform
metodei Bio-Rad (Bradford, Anal. Biochem. 72:248 (1976)) cu albumina bovina ca standard
de referinta.
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Testul de legare la receptorul adenozinic A, (extras) din clone umane

Testele de legare la receptor

Testele de legare pot fi efectuate conform metodelor descrise de Salvatore sicolab.,
in Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 10365-10369, (1993). In studiile de saturare, o parte alicota de
membrane (8 mg proteina/ml) de celulele HEK-293 transfectate cu receptorul adenozinic A,
recombinant uman (Research Biochemical International, Natick, MA, USA) poate fi incubat
cu 10...12 concentratii diferite de ['*IJAB-MECA din domeniul 0,1...5 nM. Experimentele de
competitie pot fi realizate in duplicat, intr-un volum final de 100 pl, in tuburi de testare con-
tinand 0,3 nM de ["*IJAB-MECA, 50 mM tampon Tris-HCI, 10 mM MgCl,, pH=7,4 si 20 pl
membrane diluate (12,4 mg proteina/ml) si cel putin 6...8 concentratii diferite din liganzii
examinati.

Timpul de incubare a fost de 60 min, la 37°C, in conformitate cu rezultatele experi-
menteler anterioare in functie de timp. Radioactivitatea legata si cea libera au fost separate
prin filtrarea amestecului test pe filtre din fibra de sticla Whatman GF/B, utilizand o masina
Brandel de recoltat celule (Gaithersburg, MD, USA). Legarea nespecifica a fost definita ca
legarea in prezenta a 50 uM de R-PIA si a fost aproximativ 30% din legarea totala.
Amestecul de incubare poate fi diluat cu 3 ml tampon de incubare récit pe gheat, filtrat rapid
sub vid, iar filtrul a fost spélat de 3 ori cu 3 ml din tamponul de incubare. Radioactivitatea
legata pe filtru a fost numarata intr-un contor Beckman gamma 5500B v. Concentratia
proteica poate fi determinata conform metodei Bio-Rad (3), cu albumin& bovina ca standard
de referinta.

Analiza datelor

Valorile constantei de inhibare a legarii, K], pot fi calculate din valorile IC,,, in con-
formitate cu ecuatia lui Cheng si Prusoff (Cheng and Prusoff, Biochem. Pharmacol. 22: 3099-
3108 (1973)), Kj = 1C5,/(1+[C*)/Kd*), unde [C*] este concentratia radioligandului, iar K,*
constanta sa de disociere.

Pentru analiza pe caiculator a experimentelor de saturare gi de inhibare, se poate uti-
liza un program adecvat (soft incarcat pe hard disk-ul calculatorului), LIGAND, care calcu-
leaza curba prin metoda neliniard a celor mai mici patrate (Munson si Rodbard, Anal.
Biochem. 107: 220-239 (1990)). Datele sunt exprimate in mod caracteristic ca medie geo-
metrica, cu limitele de Tncredere de 95 sau 99%, in paranteze.

Exemple

Urmatoarele exemple ilustreaza aspecte ale acestei inventii, dar nu trebuie luate
drept limitari. Simbolurile si conventiile utilizate in aceste exemple tind s3 fie in concordanta
cu cele utilizate in literatura chimica internationala contemporana, spre exemplu: Journal of
the American Chemical Society (J. Am. Chem. Soc.) si Tetrahedron.

Exemplul 1. Prepararea 8-(Ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo[4, 3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]piri-
midinelor (compusii 18...25)

8-(Ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinele au fost preparate
conform strategiei de sinteza prezentata in urmatoarea schema VI.

in prepararea compusilor 18...25, o solutie de 1 (10 mmoli) in 40 ml de DMF, racita
la 0°C, a fost tratatd cu NaH (60% in ulei, 12 mmoli), in citeva portiuni, peste 10 min. Dupa
45 min, a fost adaugata halogenura de (ar)alchil (12 mmoli), iar amestecul de reactie a fost
lasat sa se Incalzeasca la 25°C si a fost agitat timp de 3...5 h (CSS:EtOAc 1:1). Reactia a
fost stinsa prin adaugare de H,O (80 ml), iar stratul apos a fost extras cu EtOAc (5 x 25 ml).
Straturile organice au fost recombinate, uscate (pe Na,SO,), filtrate si concentrate la
presiune redusd, pentru producerea pirazolului alchilat (2-9) ca amestec inseparabil de
izomeri N' si N2 (in raport de aproximativ 1:4).
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Schema VI. Procedee generale pentru prepararea 8-(Ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo[4, 3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinelor (compusii 18...25)

Reactivi a) NaH, DMF, RX; b) HC(OEt), la reflux; c¢) Hidrazida 2-furoica,
MeO(CH,),0H; d) Ph,0, 260°C, cromatografie frontala

CN CN

v, \£ — ZN@\ -
\'N NH, "‘Nl NH»

, N

H R
1 2-9 =
0
CN N
IN c.d l ’ N
——al == N
\\‘Eq NZ GE R—N )
Y, §) \N = N o
R
10-17 18-25

Apoi, acest amestec de N' si N>-substituit-4-ciano-5-amino pirazoli (2-9) a fost dizol-
vat in trietil ortoformiat (60 ml), iar solutia a fost refluxata sub atmosfera de azot, timp de 8 h.
Solventul a fost apoi indepartat sub vid, iar reziduul uleios, alcatuit din amestecul de imidati
(10-17), a fost dizolvat in 2-metoxietanol (50 ml) si s-a addugat hidrazida acidului 2-furoic (13
mmoli). Amestecul a fost refluxat timp de 5...10 h, apoi, dupé racire, solventul a fost indepar-
tat sub presiune redusa , iar reziduul uleios brun a fost ciclizat ulterior, prin oricare alta puri-
ficare in difenil eter (50 ml) 1a 260°C, cu ajutorul unei trape Dean Stark, pentru eliminarea
azeotropa a apei produse in reactie. Dupa 1,5 h, amestecul a fost turnat in hexan (300 ml)
si racit. Precipitatul a fost filtrat si purificat prin cromatografie (EtOAc/hexan 1:1 ). In acest fel,
produsul principal (N® alchilat) (18-25) a fost obtinut cu un randament bun.

Urmand acest procedeu general, au fost preparati urmatorii compusi:

8-Metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (18), randament 45%;
solid galben, punct de topire 155...156°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 1615, 1510 cm’,
'H RMN (DMSO d,); & 4,1 (s, 1H); 6,32 (m, 1H); 7,25 (m, 1H); 8,06 (m, 1H); 8,86 (s, 1H);
9,38 (s, 1H).

8-Etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[ 1,5-c]pirimidina (19), randament 50%;
solid galben pal, punct de topire 188...189°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 1620, 1500 cm’
. 'H RMN (DMSO d);d 1,67 (t, 2H, J = 7); 4,53 (q, 2H, J = 7); 6,59 (m, 1H);7,23(m,
1H);7,64(s, 1H);8,34(s, 1H);9,10(s, 1H).

8-Propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin (20), randament 60%;
solid galben, p.t. 189-190°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 1600, 1505 cm™; '"H RMN
(DMSO dy); 50,98 (t, 2H, J = 7); 2,03-2,10 (m, 2H); 4,41 (q, 2H, J =7); 6,60 (m, 1H); 7,24 (m,
1H); 7,64 (s, 1H); 8,32 (s, 1H);9,10(s, 1H).

22




RO 121030 B1

8-Butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (21), randament 50%;
solid galben pal, punct de topire 245...247°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 1610, 1500 cm"
'; '"H RMN (DMSO dg); 5 0,9 (m, 3H); 1,3 (m, 2H); 1,9 (m, 2H); 4,5 (t, 2H, J = 7,2); 6,2 (m,
1H); 7,3 (m, 1H); 8,0 (m, 1H); 8,9 (s, 1H);9,4(s, 1H).

8-1zopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimiding (22), randament
54%; solid galben pal, punct de topire 235...237°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 1635,
1510, 1450 cm™'; 'H RMN (DMSO d;); 6 1,0 (d, 6H, J = 6,2); 1,5-1,9 (m,3H);4,6 (t,2H, J =
7,4); 6,6 (m, 1H); 7,3 (m, 1H); 7,7 (m, 1H); 8,8 (s, 1H);9,1 (s, TH).

8-(2-Izopentenil)-2-(2-furil)-pirazolo[4, 3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (23), randa-
ment 48%; solid gaiben, punct de topire 210...212°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 1625,
1500, 1430 cm™'; '"H RMN (DMSO d); 5 1,79 (s, 3H); 1,87 (s, 3H); 5,05 (d, 2H, J = 6); 5,55-
5,63 (m, 1H); 6,60 (m, 1H); 7,24 (m, 1H); 7,64 (s, 1H);8,34(s, 1H); 9,10 (s, 1H).

8-(2-Feniletil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin& (24), randament
56%; punct de topire 268...270°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 1660, 1510, 1450 cm™:
'H RMN (DMSO dy); 83,32 (t, 2H, J = 6,7); 4,72 (, 2H, J = 6.7); 6,73 (s, 1H); 7,23 (m, 5H);
7,95 (s, 1H); 8,8 (s, 1H); 9,41 (s, 1H). Anal. (C,;H,,N,O) C, H, N.

8-1zopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (25), randament
63%; solid galben, punct de topire 165...166°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 1630, 1500,
1440 cm™'; 'H RMN (DMSO d,); 8 2,34-2,48 (m, 2H); 2,67 (t, 3H, J = 7,5); 4,43 (t,2H, J =
7,5); 6,61 (m, 1H); 7,16-7,32 (m, 6H); 7,64 (d, 1H, J = 2);8,29(s, 1H);9,02(s, 1H).

Exemplul 2. Prepararea 5-amino-8-(ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo{4, 3-e]1, 2, 4-tri-azolo
[1,5-c]pirimidinelor (compusgii 33...40)

5-amino-8-(ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinele pot fi
preparate conform strategiei de sinteza, prezentate in urmatoarea schema VIi.

o P o

R— R—
N ’J ‘N N’l\Nﬂz
1825 34-41

Schema VII. Procedee generale pentru prepararea 5-amino-8-(ar)alchil-2-(2-furil)-
pirazolof4,3-e]1,2,4-triazolo[1, 5-c]pirimidinelor (33...40)

Reactivi: a) HCI, la reflux; b) NH,CN, 1-metil-2-pirolidona, pTsOH, 140°C.

Pentru prepararea compusilor 33...40, a fost refluxata, timp de 3 h, o solutie de
amestec de triazolo-pirimidina (18-25) (10 mmoli) in HCI 10% (50 ml). Apoi, solutia a fost
racitd si neutralizata cu o solutie saturatd de NaHCO;, la 0°C. Compusii (26...33) au fost
extragi cu EtOAc (3 x 20 ml), straturile organice au fost uscate cu Na,SO, si evaporate sub
vid. Amina bruta obtinuté (26...33) a fost dizolvata in N-metil pirolidona (40 ml), apoi s-a
addugat cianamida (60 mmoli) si acid p-toluensulfonic (15 mmoli), iar amestecul a fost
Tncélzit la 160°C, timp de 4 h. S-a ad3ugat din nou cianamida (60 mmoli), iar solutia a fost
Tncalzita peste noapte. Apoi, solutia a fost diluata cu EtOAc (80 ml), iar precipitatul (excesul
de cianamida) a fost filtrat; filtratul a fost concentrat sub vid si spalat cu apa (3 x 30 ml).
Stratul organic a fost uscat (pe Na,SO,) si evaporat sub vid. Reziduul a fost purificat prin
cromatografie (in EtOAc/eter de petrol 2:1), pentru obtinerea produsului dorit (34...41) sub
forma solida.
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Urmand acest procedeu general, au fost preparati urmatorii compusi:

5-mino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (34), randament
53%: solid galben, punct de topire 167...168°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 3500, 2950,
1680, 1645, 1610, 1560, 1455 cm™"; 'H RMN (DMSO dg); 5: 4,12 (s, 3H); 6,70 (m, 1H); 6,99
(bs, 2H), 7,18 (m, 1H); 7,81 (s, 1H); 8,42 (s, 1H).

5-amino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo4,3-e]1,2 4-triazolo[1,5-c]pirimidina (35), randament
65%; solid galben, punct de topire 249...250°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 3430-2950,
1680, 1655, 1620, 1550, 1450 cm™"; 'H RMN (DMSO d,); & 1,46(t, 2H, J = 7);4,30(d, 2H, J
=7); 6,72 (m, 1H);7,18(m, 1H);7,93 (bs, 2H); 7,93 (s, 1H); 8,62 (s, 1H).

5-amino-8-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-C]pirimidind  (36),
randament 57%; solid galben pal, punct de topire 209...210°C (EtOAc-eter de petral); IR
(KBr): 3400-2900, 1660, 1645, 1610, 1545, 1430 cm™’; '"H RMN (DMSOQ d,); 5 0,83 (t, 2H, J
= 7); 1,81-1,91 (m, 2H); 4,22 (d, 2H, J = 7); 6,71 (m, 1H); 7,19 (m, 1H); 7,63 (bs, 2H); 7,93
(s, 1H); 8,61 (5, 1H).

5-amino-8-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-€]1,2 4-triazolo[ 1,5-c]pirimidina (37), randament
47%: solid alb, punct de topire 200...203°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr): 3500-2900,
1685, 1640, 1620, 1550, 1450 cm™'; "H RMN (DMSO dg); 5 0,9 (t, 3H); 1,2 (m, 2H); 1,8 (m,
2H); 4,2 (t, 2H); 6,7 (m, 2H); 7,2 (m, 2H); 7,6 (s, 1H);8,0(s, 1H); 8,6 (s, 1H).

5-amino-8-izopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina  (38),
randament 60%; solid albicios, punct de topire 212...213°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr):
3500-2850, 1670, 1650, 1615, 1560, 1455 cm™'; '"H RMN (CDCI,): 5 0,96 (d, 6H, J = 6,4);
1,59 (m, 1H); 1,86 (m, 2H); 4,32 (t, 2H, J = 6 ,4); 6,58 (m, 1H); 6,72 (bs, 2H); 7,21 (d, 1H, J
=4,2);7,63(d, 1H, J = 1,2); 8,10 (s, 1H).

5-amino-8-(2-izopentenil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (39),
randament 58%:; solid galben pal, punct de topire 178...179°C (EtOAc-eter de petrol); IR
(KBr): 3520-2950, 1665, 1640, 1610, 1555, 1450 cm™; 'H RMN (CDCl,): 5: 1,74 (s, 3H); 1,77
(s,3H); 4,87 (d, 2H, J = 7); 5,43-5,46 (m, 1H); 6,72 (m, 1H); 7,18 (m, 1H); 7,62 (bs, 2H); 7,93
(s, 1H); 8,55 (s, 1H).

5-amino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-€]1,2,4-triazolo[1,5-¢] pirimidina (40),
randament 45%; solid alb, punct de topire 183...185°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr):
3500-2900, 1670, 1645, 1620, 1530, 1455 cm™; '"H RMN (DMSO d;): 8 3,21 (t, 2H, J = 6,4);
4,53 (t, 2H, J = 6,4); 6,7 (s, 1H); 7,1-7,4 (m, 6H); 7,65 (bs, 2H);7,93(s, 1H);8,45(s, 1H).

5-amino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidin& (41),
randament 57%; solid galben, punct de topire 168...170°C (EtOAc-eter de petrol); IR (KBr):
3510-2950, 1665, 1640, 1615, 1520, 1455 cm™; 'H RMN (DMSO d,); 8: 2,14-2,21 (m, 2H);
2,54 (t, 2H, J = 7); 4,29 (t, 2H, J = 6,4); 6,71 (s, 1H); 7,14-7,32 (m, 6H); 7,64 (bs, 2H); 7.93
(s, 1H); 8,64 (s, 1H).

Exemplul 3. Prepararea 5-[[(fenil substituit)amino]carbonilJamino-8-(ar)alchil-2-(2-
furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinelor (compusgii 42...57)

5-[[(fenil substituityamino]carbonillamino-8-(ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo [4,3-€]
1,2 ,4-triazolo[1,5-c]pirimidinele pot fi preparate conform strategiei de sinteza, prezentate in
urmatoarea schema VIil.

Pentru prepararea compusilor 42...57, compusul amino adecvat (34...41) (10 mmoli)
a fost dizolvat in THF proaspit distilat (15 ml) si s-a adaugat izocianatul corespunzator (13
mmoli). Amestecul a fost refluxat sub atmosfera de argon, timp de 18 h. Apoi s-a indepartat
solventul sub vid, iar reziduul a fost purificat prin cromatografie rapida (cu EtOAc-eter de
petrol 4-6), pentru obtinerea compusilor doriti, 42...57.
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Schema VIII. Procedee generale pentru prepararea 5-{[(fenil substi-tuit) amino]
carbonillamino-8-(ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolof4,3-e]1,2,4-triazolo[1, 5-cjpirimidinelor (compugii
42..57)

Respectand acest procedeu general, au fost preparati urmatorii compusi:

5-[[(3-clorfenil)amino]carbonillamino-8-metil-2-(2-fuhl)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (42) randament 98%; solid galben pal, punct de topire 142...145°C
(Et,-eter de petrol); IR (KBr):3210-2930, 1660, 1630, 1610, 1500 cm™'; 'H RMN (CDCL,); :
4,21 (s, 3H); 6,60(m, 1H); 7,11 (d, 1H, J = 8); 7,13-7,28 (m, 2H); 7,55 (d, 1H, J = 8); 7,65 (s,
1H);7,78 (d, 1H, J = 2); 8,22 (s, 1H ); 8,61 (bs, 1H); 11,24 (bs, 1H).

5-[[(4-metoxifenil)amino]carbonillamino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (43), randament 99%; solid galben, punct de topire 193...195°C (Et,
O-eter de petrol); IR (KBr):3200-2900, 1664, 1625, 1600, 1500 cm™'; '"H RMN (CDCl,); 5:
3,81 (s, 3H); 4,20(s, 3H); 6,61 (m, 1H); 6,85 (d, 2H, J = 9); 7,26 (m, 1H); 7,55 (d, 2H, J= 9);
7,65 (s, 1H); 8,21 (s, 1H ); 8,59 (bs, 1H); 10,96 (bs, 1H).
5-{[(3-clorfenil)amino]carbonillamino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-
c]pirimidina (44), randament 98%; solid galben pal, punct de topire 204...205°C (Et,0-eter
de petrol); IR (KBr): 3220-2930, 1660, 1620, 1600, 1500 cm’; '"H RMN (CDCl,); &: 1,71 {t,
3H,J=7);4,50(q, 2H, J = 7); 6,67 (m, 1H); 7,20 (d, 1H, J = 8); 7,31 (m, 1H); 7,61 (d, 1H,
J =8);-7,70 (s, 1H); 7,84 (s, 1H ); 8,30 (s, 1H); 8,67 (bs, 1H); 11,30 (bs, 1H).
5-[[(4-metoxifenil)amino]carbonillamino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (45), randament 99%; solid galben pal, punct de topire 200...201°C
(Et,O-eter de petrol); IR (KBr): 3250-2950, 1665, 1620, 1610, 1520 cm™; '"H RMN (CDCl,);
6:1,71(t, 3H, J=7); 3,85 (s, 3H); 4,49 (s, 3H); 6,65 (M, 1H); 6,88 (d, 2H, J = 9);7,26(m, 1H);
7,58 (d, 2H, J = 9); 7,69 (s, 1H ); 8,28 (s, 1H); 8,63 (bs, 1H);10,99 (bs, 1H).
5-[[(3-clorfenil)amino]carbonillamino-8-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-€]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (46), randament 95%; solid alb, punct de topire 138...139°C (Et,O-
eter de petrol); IR (KBr): 3210-2920, 1655, 1615, 1600, 1510 cm™; "H RMN (CDCI3); 5: 1,71
(. 3H,J=7);2,04 (m, 2H); 4,36 (9, 2H, J = 7); 6,62 (m, 1H); 7,12 (d, 1H, J = 8);7,27(m, 1H);
7,56 (d, 1H, J = 8); 7,66 (s, 1H ); 7,80 (s, 1H); 8,24 (s, 1H);8,62 (bs, 1H); 11,08 (bs, 1H).

S5-{[(4-metoxifenil)amino]carbonillamino-8-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (47), randament 98%; solid galben pal, punct de topire 146...148°C
(Et,O-eter de petrol); IR (KBr): 3230-2950, 1660, 1620, 1600, 1530 cm™; 'H RMN (CDCl,);
5: 0,98 (t, 3H, J = 7); 2,04-2,08 (m, 2H); 3,82 (s, 3H); 4,35 (1, 2H, J = 7); 6,61 (m, 1H); 6,89
(d, 2H, J = 9); 7,25 (m, 1H); 7,56 (d, 2H, J = 9); 7,65 (s, 1H); 8,23 (s, 1H); 8,59 (bs, 1H);
10,95 (bs, 1H).
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5-[[(3-clorfenil)amino]carbonillamino-8-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (48), randament 97%; solid alb, punct de topire 210...212°C (Et,0O-
eter de petrol); IR (KBr):3240-2970, 1650, 1610, 1510 cm'; 'H RMN (CDCl,); 5: 1,00 (t, 3H,J
=7): 1,39-1,41 (m, 2H); 1,99-2,03 (m, 2H); 4,41 (q, 2H, J = 7); 6,63 (m,1H); 7,14 (d, 1H, J
= 8); 7,29 (m, 1H); 7,56 (d, 1H, J = 8); 7,67 (s, 1H);7,80 (s, 1H); 8,25 (s, 1H); 8,63 (bs, 1H);
11,26 (bs, 1H).
5-[[(4-metoxifenil)Jamino]carboniljamino-8-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4, 3-e]-1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (49), randament 96%; solid alb, punct de topire 197...198°C (Et,0-
eter de petrol); IR (KBr):3250-2960, 1665, 1610, 1600, 1520 cm™; 'H RMN (CDCl,); 5: 0,98
(t, 3H,d = 7); 1,38-1,42 (m, 2H); 2,02-2,05 (m, 2H); 3,82 (s, 3H); 4,39 (t, 2H, J=7); 6,63 (m,
1H); 6,92 (d, 2H, J = 9); 7,25 (m, 1H); 7,57 (d, 2H, J = 9); 7,67(8, 1H); 8,23 (s. 1H); 8,60 (bs,
1H); 10,95 (bs, 1H).
5-[[(3-clorfenil)Jamino]carbonillamino-8-izopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1 2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (50), randament 97%; solid galben pal, punct de topire 199...200°C
(Et,O-eter de petrol); IR (KBr): 3230-2950, 1655, 1600, 1510 cm™; '"H RMN (CDCl,); 5: 1,01
(d, 6H, J =7,5); 1,49-1,51 (m, 1H); 1,88-2,03 (m, 2H); 4,42 (t, 2H, J = 7); 6,62 (m, 1H); 7,13
(d, 1H, J = 8); 7,34 (m, 1H); 7,57 (d, 1H, J = 8); 7,67 (s, 1H); 7,80 (s, 1H); 8,24 (s, 1H); 8,63
(bs, 1H); 11,25 (bs, 1H).
5-[[(4-metoxifenil)amino]carbonilJamino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (51), randament 98%; solid alb, punct de topire 192...193°C (Et,0-
eter de petrol); IR (KBr): 3230-2970, 1660, 1615, 1600, 1500 cm™; 'H RMN (CDCl,); 5: 0,99
(d, 6H, J = 7,5); 1,58-1,22 (m, 1H); 1,87-1,97 (m, 2H); 3,82 (s, 3H); 4,40 (t, 2H, J = 7); 6,62
(m, 1H); 6,91 (d, 2H, J =9); 7,23 (m, 1H); 7,58 (d, 2H, J = 9); 7,66 (s, 1H); 8,23 (s, 1H); 8,59
(bs, 1H); 10,94 (bs, 1H).
5-[[(3-clorfenil)amino]carbonillamino-8-(2-izopentenil)}-2-(2-furil)-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (52), randament 99%; solid alb, punct de topire 204...205°C (Et,0-
eter de petrol); IR (KBr):3245-2960, 1650, 1600, 1510 cm™; "H RMN (CDCl,); : 1,84 (s, 3H);
1,88(s, 3H); 5,01 (d, 2H, J = 8); 5,57 (m, 1H); 6,62 (m, 1H); 7,12 (d, 1H, J = 8); 7,29(m, 1H);
7,56 (d, 1H, J = 8); 7,66 (s, 1H); 7,80 (s, 1H); 8,26 (s, 1H); 8,60 (bs,1H); 11,26 (bs, 1H).
5-[[(4-metoxifenil)Jamino]carbonillamino-8-(2-izopentenil)-2-(2-furil)-pirazolo-[4, 3-
el1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidind (53), randament 96%; solid galben pal, punct de topire
198...199°C (Et,O-eter de petrol); IR (KBr): 3235-2950, 1665, 1620, 1600, 1500 cm™; H
RMN (CDCl,); 8: 1,83 (s, 3H); 1,87 (s, 3H); 3,81 (s, 3H); 4,97 (d, 2H, J = 7); 5,57 (m, 1H);
6,61 (m, 1H); 6,93 (d, 2H, J-9); 7,24 (m. 1H); 7,54 (d, 2H, J = 9); 7,66 (s, 1H); 8,25 (s, 1H);
8,58 (bs, 1H); 10,96 (bs, 1H).
5-{[(3-clorfenilyamino]carbonillamino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)}-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (54), randament 98%; solid alb, punct de topire 186...1 87°C (Et,0-
eter de petrol); IR (KBr): 3250-2970, 1660, 1610, 1515 cm™; 'H RMN (CDCl,); 6: 3,33 (t, 2H,
J=7); 4,62 (t, 2H, J =7); 6,60 (m, 1H); 7,19-7,35 (m, 7H); 7,57 (d, 1H, J = 8);, 7,61 (s, TH);
7,81 (s, 1H); 7,89 (s, 1H); 8,63 (bs, 1H); 11,27 (bs, 1H).
5-[[(4-metoxifenil)amino]carbonillamino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (55), randament 99%; solid alb, punct de topire 180...181 °C (Et,O-
eter de petrol); IR (KBr): 3245-2960, 1660, 1615, 1600, 1500 cm™; 'H RMN (CDCI3); &: 3,42
(t, 2H, J = 7); 3,82 (s, 3H); 4,60 (t, 2H, J = 7); 6,60 (m, 1H); 6,93 (d, 2H, J = 9); 7,09 (m, 2H);
7,20-7,28 (m, 4H); 7,56 (d, 2H, J = 8); 7,60 (s, 1H); 7,89 (s, 1H); 8,59 (bs, 1H); 10,96 (bs,
1H).
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5-[[(3-c|orfeni|)amino]carbonil]amino-8-(3-feni|propiI)-2-(2-furiI)-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (56), randament 99%; solid galben pal, punct de topire 183...184°C
(Et,0-eter de petrol); IR (KBr): 3245-2960, 1665, 1610, 1515 cm™: 'H RMN (CDCl,); 5: 2,46
(m, 2H); 2,73 (t, 2H, J = 7); 4,43 (t, 2H, J = 7); 6,66 (m, 1H); 7,19-7,40 (m, 8H); 7,59 (d, 1H,
J=8);7,64 (s, 1H); 7,85 (m, 1H); 8,25 (s, 1H); 8,67 (bs, 1H); 11,30(bs, 1H).

5-[[(4-metoxifenil)amino]carbonillamino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo-[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (57), randament 98%; solid alb, punct de topire 174...175°C
(Et,O-eter de petrol); IR (KBr): 3240-2950, 1665, 1615, 1600, 1510 cm™; 'H RMN (CDCl,);
0:2,46 (m, 2H); 2,73 (t, 2H, J=7); 4,42 (t, 2H, J = 7); 6,67 (m, 1H); 6,96 (d, 2H, J = 9); 7,22-
7,41 (m, 6H); 7,60 (d, 2H, J = 8); 7,64 (s, 1H); 8,25 (s, 1H); 8,65 (bs, 1H); 11,16 (bs, 1H).

Exemplul 4. Prepararea 5-[(benzil)carbonillamino-8-(ar)alchil-2-(2-furil)-pira-zolof4, 3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinei (compusii 58...59)

5-[[benzil)carbonillamino-8-(Ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-
clpirimidinele pot fi preparate in conformitate cu strategia de sinteza, prezentatd in
urmatoarea schema IX.

Pentru prepararea compusilor 58...59, compusul amino corespunzator (38 sau 41)
(10 mmoli) a fost dizolvat in THF proaspat distilat (15 ml) si s-au adaugat hidracidul
corespunzator (13 mmoli) si trietilamina (13 mmoli). Amestecul a fost refluxat in atmosfera
de argon, timp de 18 h. Apoi, solventul a fost indepartat sub vid, iar reziduul a fost dizolvat
in EtOAc (30 ml) si spalat de 2 ori cu apa (15 ml). Faza organica a fost uscatd pe Na,SO,
$i concentrata sub vid. Reziduul a fost purificat prin cromatografie rapida (in EtOAc-eter de
petrol 4.6), pentru obtinerea compusilor doriti, 48, 58.

”/5)\ g Cyomcoa 5)\%{]

\
, EtN, THF, reflux, 12b ,

38,41 58,59

Schema IX. Procedee generale pentru prepararea 5-[(benzil)carbonilJamino-8-
(ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo[4, 3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinei (58-59)

Urmand acest procedeu general, au fost preparati urmétorii compusi:

5-[(benzil)carbonillamino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 1 ,2,4-triazolo-[1,5-
c]pirimidina (58), randament 85%; solid galben pal, punct de topire 144...145°C (Et,O-eterde
petrol); IR (KBr): 3255-2930, 1673, 1620, 1610, 1520 cm”'; 'H RMN (CDClL,); 6: 0,98 (d, 6H,
J=7.5); 1,60 (m, 1H); 1,91 (m, 1H); 4,40 (t, 2H, J = 7); 4,53 (s, 2H); 6,60 (m, 1H); 7,18 {m,
1H); 7,26-7,39 (m, 5H); 7,64 (s, 1H); 8,22 (s, 1H); 9,11 (bs, 1H).

5-[(benzil)carbonillamino-8-(3-fenilpropil }-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-]1,2,4-triazolo[1,5-
clpirimidina (59), randament 95%; solid galben pal, punct de topire 116...117°C (Et,O-eter
de petrol); IR (KBr): 3250-2900, 1675, 1625, 1600, 1500 cm™'; '"H RMN (CDCI,): 5 2,39 (m,
2H); 2,67 (t, 2H, J = 7), 4,37 (t, 2H, J = 7); 4,53 (s, 2H); 6,61 (m, 1H); 7,16-7,43 (m,
11H),7,65(s, 1H); 7,64 (s, 1H);8,19(s, 1H);9,12(bs, 1H).
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Exemplul 5. Prepararea 1-substituit-4-ciano-5-aminopirazolilor

Conform procedeelor descrise in J. Org. Chem. 1956, 21, 1240; J. Am. Chem. Soc.
1956, 78, 784 si a referintelor citate aici, urmatorii compusi sunt preparati plecand de la etoxi-
metilen malonodinitrilul disponibil comercial i de la N'-substituit-hidrazine, care sunt, de
asemenea, disponibile comercial:

1-metil-4-ciano-5-aminopirazol;

1-n-butil-4-ciano-5-aminopirazol;

1-izopentil-4-ciano-5-aminopirazol;

1-(2-ciclopentil)etil-4-ciano-5-aminopirazol,

1-hidroxietil-4-ciano-5-aminoplrazol;

1-fenil-4-ciano-5-aminopirazol;

1-tert-butil-4-ciano-5-aminopirazol;

1-feniletil-4-ciano-5-aminopirazol;

1-(2-clorfenil)-4-ciano-5-aminopirazol.

Acesti compusi pot fi utilizati ca intermediari pentru prepararea compusilor pirazolo-
triazolo-pirimidinici, aga cum s-a descris aici.

Exemplul 6. Prepararea 1-substituit-4-ciano-3-aminopirazolilor

Plecand de la 4-ciano-5-aminopirazol, preparat conform procedeului raportat in
Chem. Pharm. Bull. 1970, 18, 2353 sau in J. Heterocyclic Chem. 1979, 16, 1113, 1-
substituit-4-ciano-3-aminopirazolii pot fi preparati prin alchilarea directa cu alchil halogenura
corespunzatoare in dimetil formamida ia 80°C, timp de 1...2 h, Tn prezenta de carbonat de
potasiu anhidru. Din amestecul de reactie continand cei doi izomeri alchilati in pozitiile N1
si N2, in raport de aproximativ 1:2, izomerul N2 poate fiizolat printr-o singura cristalizare sau
cromatografie pe coloana cu silicagel si elutie cu amestecuri de acetat de etil si eter de
petrol. Utilizand aceste procedee, au fost preparati urmatorii compusi:

1-metil-4-ciano-3-aminopirazol,

1-butil-4-ciano-3-aminopirazol;

1-benzil-4-ciano-3-aminopirazol;

1-izopentil-4-ciano-3-aminopirazol,

1-feniletil-4-ciano-3-aminopirazol.

Acesti compusi pot fi utilizati ca intermediari pentru prepararea compusilor pirazolo-
triazolo-pirimidinici, aga cum s-a descris aici.

Exemplul 7. Prepararea feniletil-4-ciano-3-aminopirazolilor

a) Se adauga o suspensie de carbonat de potasiu anhidru (30 mmoli) in DMF (50 ml)
la 3-amino-4-ciano-pirazol (20 mmoli), incalzind pana la o temperatura de 80°C, timp de
30 min. Suspensia este ad3ugata la bromura de fenetil (25 mmoli) si este incalzita la 80°C,
timp de 2 h. Dupa récire la temperatura camerei, amestecul este evaporat la sec, sub vid,
iar reziduul rezultat este reluat cu apa distilata (100 ml) si extras cu acetat de etil (3 x 50 ml).
Extractele organice, reunite, sunt uscate pe sulfat de sodiu anhidru si evaporate la sec, sub
vid. Reziduul rezultat consta dintr-un amestec 1:3 de 1-feniletil-4-ciano-5-aminopirazol (20%)
si 1-feniletil-4-ciano-3-aminopirazol (60%), care poate fi utilizat ca in exemplul 9 sau croma-
tografiat pe coloana de silicagel si eluat cu un amestec de acetat de etil/hexan, pentru a da
1-feniletil-4-ciano-5-aminopirazol cu punct de topire 172...173°C; (20%); 'H-RMN (DMSO-d,):
5 :3,04 (t, 2H); 4,12 (t, 2H); 5,85 (sb, 2H); 7,21-7,30 (m, 5H); 7,41 (s, 1H); 1-p-feniletil-4-
ciano-3-aminopirazol cu punct de topire 98...100°C (60%); 'H-RMN (CDCL,): 3,07 (t, 2H);
4,10 (t, 2H); 4,23 (sb, 2H); 7,17 (s, 1H); 7,00-7,28 (m, 5H).
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b) O solutie de 1-p-feniletil-4-ciano-5-aminopirazol (20 mmoli) in trietilortoformiat
(40 ml) a fost refluxata sub atmosfera de azot, timp de 8 h. Excesu! de ortoformiat a fost
evaporat la sec, sub vid, iar reziduul uleios galben a fost dizolvat in eter etilic si percolat pe
silicagel, pentru a da iminoeterul corespunzator (cu randament 87%). Reziduul obtinut dupa
evaporarea ortoformiatului este practic pur si este utilizat direct in urmitoarea etapa. O
solutie de iminoeter (20 mmoli) si de hidrazida a acidului 2-furoic (2,5 g, 22 mmoli) in 2-
metoxietanol (50 mi) a fost refluxat, timp de 5...10 h. Dup4 racire, solutia este evaporati la
sec, pentru a da un reziduu uleios, care este supus ciclizarii termice in difenileter (50 ml),
utilizénd un aparat Dean-Stark, aga incat apa formata in timpul reactiei s3 fie indepartats
azeotropic. Dupa 1,5 h, reactia este verificatd prin CSS (cromatografie in strat subtire in
acetat de etil: eter de petrol 2:1), iar apoi, compusul initial este complet absent, amestecul
este récit gi i se adauga hexan. Precipitatul rezultat este filtrat si cristalizat, pentru a se obtine
7-(B-feniletil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina cu punct de topire
174...175°C (20%); 'H-RMN (DMSO-d;): 3,23 (t, 2H); 4,74 (t, 2H); 6,75 (s, 1H); 7,14-7,17 (m,
SH); 7,28 (s, 1H); 7,98 (s, 1H); 8,53 (s, 1H); 9,56 (s, 1H).

Tn mod similar, plecand de la 1-B-feniletil-4-ciano-3-aminopirazol, s-a preparat 8-(B-
feniletil-2(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina, cu punct de topire 268...270°C
(60%); 'H-RMN (DMSO-d;): 3,32 (t, 2H); 4,72 (t, 2H); 6,73 (s, 1H); 7,23 (m, 5H); 7,95 (s, 1H);
8,8 (s, 1H), 9,41 (s, 1H).

¢) O suspensie de produs din etapa b) (10 mmoli) in HCI 10% (5,0 ml) este refluxata
sub agitare, timp de 3 h. Dupé racire, solutia este alcalinizatd cu hidroxid de amoniu
concentrat la 0°C, iar precipitatul rezultat este filtrat sau extras cu acetat de etil (3 x 100 mi),
uscat gi evaporat la sec, sub vid, pentru a se obtine 1-(B-feniletil)-4-[3(2-furil)-1,2,4-triazol-5-
ill-5-aminopirazolul corespunzator, cu punct de topire 175...176°C; 'H-RMN (DMSO-d,): 3,15
(t, 2H); 4,48 (t, 2H); 5,78 (s, 1H); 6,37 (s, 1H); 6,68 (s, 1H); 7,1 (s, 1H), 7,27-7,28 (m, 5H);
7,82 (s, 1H); 14,51 (sb, 2H); intr-un mod similar, s-a obtinut 1-(B-feniletil)-4-[3(2-furil)-1,2,4-
triazol-5-il}-3-aminopirazolul, cu p.t. 205-206°C; "H-RMN (DMSO-d;): 3,12 (t, 2H); 4,46 (t,
2H); 5,75 (s, 1H); 14,41 (sb, 2H).

d) Se adauga cianamida (60 mmoli) la o suspensie de amina din etapa c) (10 mmoli
in N-metilpirolidona (40 ml), urmata de acid p-toluensulfonic (15 mmoli). Amestecul este
incalzit la 160°C, sub agitare. Dupé 4 h, s-a adaugat o a doua portiune de cianamida (60
mmoli), iar Tncélzirea s-a continuat peste noapte. Apoi, amestecul este tratat cu apa fiarta
(200 ml), iar precipitatul este filtrat, spalat cu apa si cristalizat din etanol, pentru a da 5-
amino-7-(B-feniletil-2(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina corespunzitoare,
cu punct de topire 225...226°C. 'H-RMN (DMSO-dy): 3,21 (t, 2H); 4,51 (t, 2H); 6,65 (s, 1H);
7,1-7,44 (m, 5H, atom si 1H); 7,78 (s, 1H); 7,89 (sb, 2H), 8,07 (s, 1H).

In mod similar, s-a obtinut 5-amino-8-(B-feniletil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2 4-
triazolo[1,5-c]pirimidina, cu punct de topire 212...213°C. 'H-RMN (DMSO-d,): 3,21 (t, 2H);
4,53 (t, 2H); 6,7 (s, 1H); 7,1-7,4 (m, 5H, atom si 1H); 7,65 (sb, 2H); 7,93 (s, 1H);8,45(s, 1H).

Exemplul 8. Prepararea 4-ciano-5-amino-1,2, 3-triazolilor

O suspensie de carbonat de potasiu (0,23 moli) in DMSO (70 ml) s-a ad&ugat ulterior,
impreund cu cianacetamida (70 mmoli) si cu p-fluorbenzilazida (54,5 mmoli). Solutia rezul-
tata este agitata la temperatura camerei, timp de o or3, iar apoi turnata fntr-un volum mare
de apa (1,5 1). Solidul separat este filtrat, spalat cu apa si uscat in cuptor la 70°C, pentru a
da 1-(p-fluorbenzil)-4-carboxamido-5-amino-1,2,3-triazol (randament 961%). Punct de topire
198...199°C; 'H-RMN (DMSO-d;): 7,5-7,1 (m, BH); 6,4 (s, 2H); 5,4 (s, 2H). Se adauga o sus-
pensie amidica (0,005 moli), agitata si racita la 0°C, in DMF (5 ml), impreuna cu oxiclorura
de fosfor (0,01 moli). Solutia rezultata este agitata, timp de 5 min, la 0°C, 10 min, la 25°C Si
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15 min, la 80°C. Dupé ricire la temperatura camerei, se adauga 5 ml de NHCI, iar amestecul
este refluxat, timp de 5 min. Din solutia racit&, se separa 1-(p-fluorbenzil)-4-ciano-5-amino-
1,2,3-triazolul (cu un randament de 90%). Punct de topire 185...186°C; 'H-RMN (DMSO-d,):
7,3-7,0 (m, 6H); 5,5 (s, 2H); IR (KBr): 3400, 3220, 2220, 1655 cm'.

in mod analog, au fost preparati urmatorii compusi:

1-sau 2-benzil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol;

1-sau 2-(o-fluorbenzil)-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol,

1-sau 2-(p-fluorbenzii-4-ciano-5-aminec-1,2,3-triazol;

1-sau 2-butil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol;

1-sau 2-izopentil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol;

1-sau 2-(2-metoxietil)-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol;

1-sau 2-heptil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol;

1-sau 2-octil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol.

Acesti compusi potfi utilizati dreptintermediari pentru prepararea compusilor triazolo-
triazolo-pirimidinici, aga cum s-a descris aici.

Exemplul 9. Prepararea heterociclurilor etoximetilenamino

Prepararea heterociclurilor etoximetilenamino cu formula IV este realizata prin
refluxarea respectivului orfo-aminonitril cu etil ortoformiat. Ca exemplu, este raportata prepa-
rarea 4-ciano-5-(etoximetilenamino)-1-butilpirazol. O solutie de 4-ciano-5-amino-1-butilpirazol
(20 mmoli) in trietil ortoformiat (40 ml) este incalzitd pana la temperatura de reflux, sub
atmosfera de azot, timp de 8 h. Excesul de ortoformiat este evaporat la sec, sub vid, iar uleiul
rezidual galben este dizolvat in eter etilic si eluat pe silicagel, pentru obtinerea compusului
pur (cu randament de 87%). Tn multe cazuri, reziduul obtinut dupa evaporarea ortoformiatului
este substantial pur si este utilizat ca in etapa ulterioara. IR (nujol): 3140, 2240, 1640 cm™.
'H-RMN (CDCL,): 8,4 (s, 1H); 7,9 (s, 1H); 4,5 (t, 2H); 4,3 (g, 2H); 1,8 (m, 2H); 1,5 (m, 2H);
1,4 (t, 3H); 0,9 (t, M).

Exemplul 10. Ciclizarea heterociclurilor etoximetilenamino

O solutie formata din heterociclul etoximetilenamino (20 mmoli) si hidrazida acidului
2-furoic (2,5 g, 22 mmoli) in 2-metoxietanol (50 ml) este refluxata, timp de 5...10 h. Dupa
racire, solutia este evaporata la sec, pentru obtinerea unui ulei rezidual care este supus
ciclizarii termice in difenil eter (50 ml), utilizand un flacon cu fund rotund, montat la un aparat
Dean-Stark, pentru indepértarea azeotropa a apei formate in timpul reactiei. Dupa ce se
variaza timpul de reactie (3 la 5 h), reactia este verificata prin CSS (in acetat de etil:eter de
petrol 2:1), iar dupa disparitia completd a produsului initial, amestecul este racit i i se
adaugéa hexan. Precipitatul rezultat este filtrat i cristalizat din solventul corespunzator. In
unele cazuri, din solutie se separa un ulei vascos, care este apoi decantat i extras ulterior.
Reziduul uleios este, apoi, cromatografiat pe silicagel, eluat cu amestecuri de acetat de
etil/eter de petrol, pentru a da compusul triciclic VI.

Cu titlu de exemple, sunt raportate caracteristicile analitice si spectroscopice ale
catorva compusi preparati prin aceste procedee:

7-butil-2(2-furil)-pirazolo-{4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina. "H-RMN (DMSO-dg):
9,6 (s, 1H); 8,6 (s, 1H); 8,0 (m, 1H); 7,4 (m, 1H); 6,7 (m, 1H); 4,5 (t, 2H); 1,9 (m, 2H); 1,3 (m,
2H); 0,9 (t, 3H).

8-butil-2(2-furil)-pirazolo-{4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina.
'H-RMN (DMSO-d;): 9,4 (s, 1H); 8,9 (s, 1H); 8,0 (m, 1H); 7,3 (m, 1H); 6,2 (m, 1H); 4,5 (t, 2H);
1,9 (m, 2H); 1,0 (m, 2H); 0,9 (m, 3H). In spectrul 2D-RMN (NOESY), semnalul pentru N-CH,,
avand rezonantd la 4,5, aratd maxime care se intretaie cu semnalul pentru C9-H cu
rezonantd la 8,9.
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7-izopentil-2(2-furil)-pirazolo-[4,3-e] 1,2 4-triazolo[1,5-c]pirimidina.
'H-RMN (CDCL,): 9,1 (s, 1H); 8,8 (s, 1H); 7,7 (m, 1H); 7,3 (m, 1H); 6,6 (m, 1H); 4,6 (t, 2H);
1,18-1,7 (m, 3H); 1,0 (d, 6H).
8-izopentil-2(2-furil)-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina.
'H-RMN (CDCI3): 9,1 (s, 1H); 8,8 (s, 1H), 7,7 (m, 1H); 7,3 (m, 1H); 6,6 (M, 1H); 4,6 (t, 2H);
1,9-1,5 (m, 3H); 1,0 (d, 6H).
Urmand acest procedeu, au fost preparati urmatorii compusi:
7-metil-2(2-furil)-pirazolo-{4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-metil-2(2-furil)-pirazolo-[4,3-]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-(2-clorfenil)-2(2-furil)-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-feniletil-2(2-furil)-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-tert-butil-2(2-furil}-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-(2-ciclopentil)etil-2(2-furil)-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-benzil-2(2-furil)-pirazolo-[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-benzil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-(2-fluorbenzil)-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-(4-fluorbenzil)-2(2-furil)-1,2,3-thazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-butil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina 7-isopentil-2(2-
furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
7-(2-metoxi)etil-2(2-furil)-1,2,3-triazo10-[5,4-€]1,2,4-triazolo[1,5¢]pirimidina;
7-heptil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimiclina;
7-octil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-benzil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-(2-fluorbenzil)-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-(4-fluorbenzil)-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-butil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-izopentil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-hexil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,6-o]pirimidina;
8-heptil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
8-octil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
9-benzil-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
9-(2-fluorbenzil)-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina;
9-(4-fluorbenzil)-2(2-furil)-1,2,3-triazolo-[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina.
Acesti compusi pot fi utilizati ca intermediari pentru prepararea triazolo-triazolo-
pirimidinelor si a pirazolo-triazolo-pirimidinelor, aga cum a fost descris aici.
Exemplul 11. Prepararea 5-amino-7-[aralchil]-2-(2-furil)-pirazol[4,3-e]-1,2,4-tri-azol
[1,5-cjpirimidinelor
Unei suspensii de amina cu formula VIl (10 mmoli) in N-metil-pirolidona (40 ml), i se
adauga cianamida (60 mmoli), urmaté de acid p-toluensulfonic (15 mmoli). Amestecul este
incalzitla 160°C, cu agitare magnetica. Dup& 4 h, se adauga o a doua portiune de cianamida
(60 mmoli), iar incélzirea este continuati peste noapte. Amestecul este tratat apoi cu apa
fierbinte (100 ml), iar precipitatul solid este filtrat, spalat cu apa si cristalizat din etanol. Daca
nu are loc precipitarea, solutia este extrasa cu acetat de etil (4 x 100 ml), extractele sunt
spélate cu saramuréa (2 x 50 ml), uscate si evaporate la sec, sub vid. Apoi, reziduul este
cromatografiat pe o coloana de silicagel, eluata cu acetat de etil.
in continuare, sunt raportate datele analitice si spectroscopice ale catorva compusi
preparati prin acest procedeu:
5-amino-7-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina.

31

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 121030 B1

Punct de topire 157...158°C; "H-RMN (DMSO-dg): 8,1 (s, 1H); 8,0 (s, 2H); 7,9 (m, 1H); 7,2
(m, 1H); 8,7 (m, 1H); 4,2 (t, 2H); 1,9 (m, 2H); 1,5 (m, 2H); 0,9 (t, 3H).
5-amino-8-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina.
Punct de topire 183...185°C; 'H-RMN (DMSO-d;): 8,6 (s, 1H); 8,0 (s, 1H); 7,6 (s, 2H); 7,2
(m, 1H); 6,7 (m, 1H); 4,2 (t, 2H); 1,8 (m, 2H); 1,2 (m, 2H); 0,9 (t, 3H).
5-amino-7-benzil-2-(2-furil)1,2,3-triazolo[5,4-e]-1,2,4-triazolo[1,5-C]pirimidina.
Punct de topire 295...297°C; 'H-RMN (DMSO-d,): 8,5 (s, 2H); 8,0 (s, 1H); 7,3 (m, 6H); 6,7
(m, 1H);5,7(s, 2H).
5-amino-7-o-fluor-benzil-2-(2-furil)1,2,3-triazolo[5,4-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina.
Punct de topire 310...312°C; 'H-RMN (DMSO-d;): 8,5 (s, 2H); 8,0 (s, 1H); 7,3 (m, 5H); 6,8
(s,1H); 5,75 (s,2H).
5-amino-7-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e}-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina.
Punct de topire 210...213°C.
5-amino-7-ter-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolof1,5-c]pirmidina. Punctde
topire 238...240°C.
5-amino-2-(2-furil)-pirazolof4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidind. Punct de topire
248...250°C.
5-amino-7-(2-hidroxietil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin&. Punct
de topire 258...260°C.
5-amino-7-fenil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-€]-1,2,4-triazolo[ 1,5-c]pirimidind. Punct de
topire 295...297°C.
5-amino-7-izopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]Jpirimidin&. Punct de
topire 208...210°C.
5-amino-8-izopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina. Punct de
topire 200...203°C.
5-amino-7-fenetil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-€]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidind. Punct de
topire 225°C.
5-amino-7-benziloxietil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina.
5-amino-7-[p-(4-izobutilfenetil)}-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-
cJpirimidina. Punct de topire 207...210°C.
Acesti compusi pot sa reactioneze cu un acid corespunzator sau cu un derivat al
acidului sulfonic, pentru a se ajunge la compusii cu formula | din aceasté inventie.
Exemplul 12. Prepararea 4-substituit-carboxamido-5-amino-1,2, 3-triazolilor
p-fluorbenzilazida (15,1 g, 0,1 moli) si cianacetamida (10,8 g, 0,13 moli) sunt adau-
gate, in aceasta ordine, la o suspensie sub formé de pulbere, de carbonat de potasiu (567,59,
0,42 moli) in dimetilsulfoxid (150 ml). Amestecul este agitat la temperatura camerei, timp de
o ora. Amestecul este turnat in 3 | de ap4, iar solidul care se separa este filtrat si spalat
riguros cu ap4, pentru a da 22,47 g (96%) de 1-p-fluorbenzil-4-carboxamido-5-amino-1,2,3-
triazol. Punct de topire 198...199°C; 'H-RMN (DMSO-de): 7,5-7,1 (m, 6H); 6,4 (s, 2H); 5,4
(s, 2H).
in mod analog, se obtin si urmétorii compusi:
2-fluor-6-clorbenzil-4-carboxamido-5-amino-1,2,3-triazol. Punct de topire
230...231°C; '"H-RMN (DMSO-d,): 5,40 (s, 2H); 6,52 (sb, 2H); 7,12-7,45 (m, 5H).
3-fluorbenzil-4-carboxamido-5-amino-1,2,3-triazol. Punct de topire 211...211°C; 'H-
RMN (DMSO-dy): 5,46 (s, 2H); 6,47 (sb, 2H); 7,00-7,52 (m, 6H).
2-fluorbenzil-4-carboxamido-5-amino-1,2,3-triazol. Punct de topire 195...197°C.
1-(B-feniletil)-4-carboxamido-5-amino-1,2,3-triazol. Punct de topire 181 ...183°C; 'H-
RMN (DMSO-d,): 3,04 (t, 2H); 4,35 (t, 2H); 6,30 (sb, 2H); 7,20-7,47 (m, 7H).
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Exemplul 13. Prepararea 4-substituit-4-ciano-5-amino-1,2, 3-triazolilor

O suspensie de 1-p-fluorbenzil-4-carboxamido-5-amino-1,2,3-triazol (23,4 g, 0,1 moli)
in DMF (100 ml), agitata magnetic la 0°C, este amestecat3 cu 20,8 ml (0,2 moli) de POCl,.
Solutia este agitata, timp de 5 h, la 0°C, 10 h, la temperatura camerei si, in final, 15 h, la
80°C. Dupa racire, la aceasta se adauga HCI 1N (100 ml), iar solutia rezultata este refluxata,
timp de 5 h; dupa racire, precipita 1,5 p-fluorbenzil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol (18,54 g,
90%). Punct de topire 185...186°C; 'H-RMN (DMSO-d,): 7,3-7,0 (m, 6H); 5,5 (s, 2H); IR
(KBr): 3400, 3220, 2220, 1655 cm™.

Tn mod analog, s-au obtinut urmatorii compusi:

2-fluor-6-clorbenzil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol; punct de topire 181...185°C; 'H-
RMN (DMSO-d): 5,40 (s, 2H); 7,26-7,50 (m, 5H).

3-fluorbenzil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol; punct de topire 195...197°C; 'H-RMN
(DMSO-dg): 5,44 (s, 2H); 7,00-7,43 (m, 6H).

2-fluorbenzil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol; punct de topire 195...197°C.

1-(p-feniletil)-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol; punct de topire 149...150°C; 'H-RMN
(DMSO-de): 3,04 (t, 2H); 4,36 (t, 2H); 7,03 (sb, 2H); 7,23-7,28 (m, 5H).

Exemplul 14. Prepararea 4-substituit [3(2-furil)-1,2,4-triazol-5-il]-5-amino-1, 2, 3-tria-
zolilor

O suspensie de 1-p-fluorbenzil-4-ciano-5-amino-1,2,3-triazol (20 mmoli) $i hidrazida
acidului 2-furoic (22 mmoli) in difenileter (30 ml) este agitata i incalzita la reflux (260°C), cu
un aparat Dean-Stark, pana la disparitia compusului initial (CSS, 1...2 h). Dup3 racire,
amestecul este diluat cu eter de petrol, iar precipitatul rezultat este, fie filtrat, fie separat prin
decantare gi cromatografiat pe o coloana de silicagel, eluata cu acetat : eter de petrol 2:1.

1-p-fluorbenzil-4[3(2-furil)-1,2,4-triazol-5-il]-5-amino-1,2,3-triazol; punct de topire
266...268°C; 'H-RMN (DMSO-d;): 14,5 (s, 1H); 7,8 (s, 1H); 7,4-7,1 (m, 5H); 6,6 (s,
1H);6,5(s,2H);5,5(s,2H).

In mod analog, au fost obtinuti urmatorii compusi: 1-(B-feniletil)-4[3(2-furil)-1,2,4-
triazol-5-il]-5-amino-1,2,3-triazol (50%); P.t. 200-202°C; 'H-RMN (DMSO-d,): 3,07 (t, 2H);
4,16 (t, 2H); 5,50 (sb, 2H); 6,61 (s, 1H); 6,95 (s, 1H); 7,2-7,4 (m, 5H); 7,78 (s, 1H); 13,8 (sb,
1H).

Exemplul 15: Prepararea 5-amino-7-substituit-2-(2-furil)-1,2, 3-triazolo[5,4-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidinelor

O suspensie de 1-p-fluorbenzil-4[3(2-furil)-1,2,4-triazol-5-il]-5-amino-1,2,3-triazol
(0,325 g, 1 mmol) in N-metil-pirolidona (4 ml) este amestecata impreuna cu cianamida (6
mmoli), urmat& de acid p-toluensulfonic (1,5 mmoli). Amestecul este incalzitla 160°C, cu agi-
tare magnetica. Dupéa 4 h, se adauga o a doua portiune de cianamida (6 mmoli), iar incal-
zirea este continuata peste noapte. Amestecul este tratat apoi cu apa fierbinte (20 ml), iar
precipitatul solid este filtrat, spalat cu ap4 si cristalizat din etanol. Daca precipitarea nu are
loc, solutia este extrasa cu acetat de etil (4x10 ml), extractele sunt spalate cu saramura
(2x5 ml), uscate si evaporate la sec, sub vid. Apoi, reziduul este cromatografiat pe o coloana
de silicagel, eluat cu acetat de etil, pentru a da 105 mg (randament 30%) de 5-amino-7-p-
fluor-benzil-2-(2-furil)-1,2,3-triazolo[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5¢]pirimidina cu punct de topire
266...268°C; 'H-RMN (DMSO-d,): 8,5 (sb, 2H); 7,95 (s, 1H); 7,4-7,1 (m, 6H); 6,7 (s, 1H); 5,7
(s, 2H).

Tn mod analog, au fost obtinuti:

S-amino-7-o-fluorbenzil-2-(2-furil)-1,2,3-triazolo[5,4-€]1,2,4-triazolo[1 ,9-c]pirimidina;
punct de topire 310°C.

S-amino-7-benzil-2-(2-furil)-1,2,3-triazolo[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina; punct
de topire 295...297°C.
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5-amino-7-(2-fluor-6-clorbenzil)-2-(2-furil)-1,2,3-triazolo[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]
pirimidina cu punct de topire 218...220°C; 'H-RMN (DMSO-d;): 8,51 (sb', 2H); 7,98 (s, TH);
7,55-7,28 (m, 4H); 6,77 (m, 1H); 5,73 (s, 2H).

5-amino-7-(m-fluorbenzil)-2-(2-furil)-1,2,3-triazolo[5,4-€]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina
cu punct de topire 280...283°C; 'H-RMN (DMSO-d;). 8,45 (bs, 2H); 7,98 (s, 1H); 7.4-7,1(m,
5H); 6,76 (s, 1H); 5,75 (s, 2H).

5-amino-7-(B-feniletil)-2-(2-furil)-1,2,3-triazolo[5,4-e]1,2 4-triazolo[ 1,5-c]pirimidina cu
punct de topire 269...271 °C; 'H-RMN (DMSO-d;): 8,4 (sb, 2H); 7,98 (s, 1H); 7,3-7,15 (m,
6H); 6,8 (s,.1H); 4,71 (t, 2H); 3,31 (t, 2H).

Exemplul 16. Alfi compusi

Utilizand chimismul descris mai sus, au fost preparati urmatorii compusi suplimentari:

NHR,

P

N )

N
\_}

R/
Compus nr. R R'
60 H H
61 H 4-MeO-Ph-NHCO
62 H 3-CI-Ph-NHCO
63 t-C,H, H
64 t-C,H, 4-MeO-Ph-NHCO
65 t-C,H, 3-CI-Ph-NHCO
66 CH, Ph-NHCO
67 CH, 4-SO,H-Ph-NHCO
68 CH, 3,4-C,-Ph-NHCO
69 CH, 3,4-(OCH,-0O)-Ph-NHCO
70 CH, 4-(NO,)-Ph-NHCO
71 CH, 4-(CH,)-Ph-NHCO
72 CH, Ph-(CH,)-CO
73 C,H. Ph-NHCO
74 C,H; 4-SO,H-Ph-NHCO
75 C,Hs 3,4-Cl,-Pb-NHCO
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Tabel (continuare)

Compus nr. R R

76 C,H, 3,4-(OCH,-0)-Pb-NHCO
77 C,H; 4-(NO,)-Ph-NHCO

78 C,H, 4-(CH,)-Ph-NHCO

79 C,H; Ph-(CH,)-CO

80 n-C,H, Ph-NHCO

81 n-C,H, 4-SO,H-Ph-NHCO

82 n-C4H, 3,4-CL,-Ph-NHCO

83 n-CH, 3,4-(OCH,-0)-Ph-NHCO
84 n-C,H, 4-(NO,)-Ph-NHCO

85 n-C.H, 4-(CH,)-Ph-NHCO

86 n-C,H, Ph-(CH,)-CO

87 n-CH, Ph-NHCO

88 n-C,H, 4-SO,H-Ph-NHCO

89 n-CH, 3,4-Cl,-Ph-NHCO

90 n-C,H, 3,4-(OCH,-0)-Ph-NHCO
91 n-C,H, 4-(NO,)-Ph-NHCO

92 n-C,H, 4-(CH,)-Ph-NHCO

93 2-(a-naftil)etil Ph-(CH,)-CO

94 2-(a-naftil)etil H

95 2-(a-naftil)etil 4-MeO-Ph-NHCO

96 2-(x-naftil)etil 3-CI-Ph-NHCO

97 2-(2,4,5-tribrom-fenil)etil H

98 2-(2,4,5-tribrom-fenil)etil 4-MeO-Ph-NHCO

99 2-(2,4,5-tribrom-fenil)etil 3-Cl-Ph-NHCO

100 2-propen-1-il 4-MeO-Ph-NHCO

Exemplul 17. Evaluarea activitstii biologice a compusgilor

Cétiva dintre compusii descrisi mai sus au fost testati din punct de vedere al afinitatii
lor pentru receptorii A, si A,, de sobolan si A, umani, utilizand urmatoarele teste.

Testul de legare la receptorii adenozinici A, si A,, de la sobolan

Sobolani Wistar masculi (200...250 g) au fost decapitatj, iar creierul Tntreg si striatul
au fost disecati pe gheata. Tesuturile au fost dezintegrate intr-un omogenizator Polytron, la
pozitia 5, timp de 30s, in 25 de volume de tampon Tris-HCI 50 mM, pH=7 4, continand
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10 mM de MgCl,. Omogenizatul a fost centrifugat la 48.000 g, timp de 10 min, iar depozitul a
fost resuspendat Tn acelagi tampon, continand 2 Ul/ml adenozin deaminaza. Dupa 30 min
de incubare la 37°C, membranele au fost centrifugate, iar depozitele pastrate la -80°C. Ante-
rior inghetdrii, a fost prelevata o parte alicota din omogenizat, pentru determinarea proteinei,
utilizand albumina bovina drept standard de referinta. Testele de legare au fost efectuate pe
membrane de creier si, respectiv, de muschi striat de sobolan, in prezentd de 10 mM de
MgCl,, la 25°C. Toate solutiile tampon au fost ajustate pentru mentinerea unul pH constant
de74.

Experimentele de dezlocuire au fost efectuate in 500 uL de tampon Tris-HCI, con-
tinand 1 nM din ligandul selectiv al receptorului A, adenozinic-[*H]-CHA (N°-ciclohexiladeno-
zind) si membrane ale creierului de gobolan (150...200 ug de proteina/test).

Experimentele de dezlocuire au fost efectuate in 500 uL de tampon Tris-HCI,
continand 10 mM de MgCl,, 0,2 nM din ligandul selectiv al receptorului A, a adenozinic-
[PHISCH58261 (5-amino-7-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]-1,2,4-tiazolo[1,5-c]pirimidina)
si membrane de muschi striat de sobolan (80...100 ng de proteina/test). Pentru determinarea
valorilor 1C,, (unde IC, este concentratia de inhibitor care dezlocuieste 50% din ligandul
marcat), compusul de testat a fost adaugat Tn triplicat la probele testului de legare, intr-un
numar de minimum 6 concentratii diferite. Separarea radioligandului legat de cel liber poate
fi realizat prin filtrarea rapida pe filtre Whatman GF/B, care au fost spalate de 3 ori cu tam-
ponul racit pe gheata. Radioactivitatea legata pe filtru a fost masurata prin spectrometrie de
scintilatie, dupa adaugarea de 5 ml de Aquassure. Legarea nespecifica a fost definita ca
legarea in prezenta a 10 uM R-PIA (N°-fenilisopropiladenozina) si, respectiv, a 10 uM NECA
(5'-(N-etilcarboxamido)ade-nozind) si a fost intotdeauna 10% din legarea totala. Timpul de
incubare a fost cuprins in domeniul 150 min, la 0°C, pan4 la 75 min, la 30°C, in conformitate
cu rezultatele experimentelor anterioare in functie de timp. Valorile Ki au fost calculate din
ecuatia lui Cheng & Prusoff. Toate datele de legare au fost analizate cu ajutorul programului
LIGAND pe calculator, utilizand curbele de regresie neliniara.

Testele de legare la receptorul adenozinic A, (extras) din clone umane

O prob4 alicot din preparatul membranar (8 mg proteina/ml) al celulelor HEK-293
transfectate cu receptorul adenozinic A, uman recombinant a fost utilizat pentru testele de
legare. Fig. 1 arata o saturare tipica a celulelor HEK-293 in ['"*IJAB-MECA (N°-(4-amino-3-
iodbenzil)-5'-(N-metilcarbamoil)adenozina). Experimentele de inhibitie au fost realizate in
duplicat, intr-un volum final de 100 , in tuburi de testare continand 0,3 nM de ['*°lJAB-
MECA, 50 nM tampon Tris-HCI, 10 mM MgCl,, pH=7,4, 20 yL. membrane diluate (12,4 mg
proteina/mi) si cel putin 6...8 concentratii diferite din antagonistii tipici ai receptorului pentru
adenozini. Legarea nespecifica a fost definita in prezenta a 50 nM de R-PIA si a fost de
aproximativ 30% din legarea totald. Timpul de incubare a fost de 60 min, la 37°C, in
conformitate cu rezultatele experimenteleor anterioare in functie de timp. Radioactivitatea
legata si cea libera au fost separate prin filtrarea amestecului test pe filtre din fibra de sticla
Whatman GF/B, utilizand un recoltator de celule Brandel.

Rezultate si discultii

Compusii 34...59 au fost testati cu ajutorul testelor de legare a ligandului, in legatura
cu afinitatea lor pentru receptorii Ai gi A,, din creier de sobolan si pentru receptorul A; uman,
iar rezultatele sunt redate in tabelul 1.
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Datele demonstreaza ca compusii lipsiti de grupari voluminoase (compusii 38, 40 Si
41) in pozitia N° prezinta afinitate mare pentru receptorii adenozinici A,,, cu selectivitate
redusa fata de A, si cu afinitate scazuta la subtipul A, al receptorului adenozinic uman sica
compusii cu o catené fenil carbamoil substituita in pozitia N° posed3 afinitate pentru subtipul
A; al receptorului adenozinic uman de ordinul nanomolar, cu diferite grade de selectivitate
fatd de subtipurile A, si A, ale receptorului adenozinic. In particular, partea 4-metoxifenil-
carbamoil (compusii 51, 55 si 57) confera afinitate mai mare, cu aproximativ 3 ordine de
magnitudine fata de partea 3-clorfenilcarbamoil (compusii 50, 54 si 56).

Introducerea in pozitia N®, de catene cu caracteristici sterice diferite, permite proiec-
tarea de derivati cu putere mare asupra receptorului adenozinic A, si cu o selectivitate mai
buna fata de subtipurile A, si A,, ale receptorului.

Fig. 1 reprezinta o curba de saturare in ['*IJAB-MECA a receptorului A, adenozinic,
iar liniaritatea diagramei Scatchard din anexa este indicatorul, in conditiile noastre experi-
mentale, al prezentei unei singure clase de situsuri de legare cu valoarea Kd de 0,9 + 0,01
nM si cu valoarea B, de 62 + 1 fmol/mg proteina (n = 3).
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Datele demonstreaza cé substituentii cu catend mica (C1-3) din pozitia a 8-a a com-
pusilor 5-[[(fenil substituit)amino]carbonillamino-8-(ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidinici descrigi in prezenta lucrare, in particular, gruparile metil, etil si
propil, sunt preferate catenelor mai mari, cum ar fi: grupérile pentil si hexil. in particular, com-
pusii 45 si 47, compusii substituiti 8-metil, 8-etil si 8-propil, 5-(4-metoxifenil) au prezentat cea
mai mare afinitate si selectivitate i, intr-adevar, se presupune cé au cea mai mare afinitate
si selectivitate pentru subtipul (hA;) al receptorului adenozinic A; uman, dintre toti compusii
sintetizati vreodata.

Catenele metil, etil si propil pot fi substituite cu fenil sau cu grupari fenil substituite i
tot manifesta afinitate si selectivitate destul de ridicate pentru subtipul A, al receptorului
adenozinic, dar afinitatea este redusa cu un factor cuprins intre 10 si 100. Cu toate acestea,
compusul cu o catena B-feniletil la pozitia N® si cu o catena 4-MeO-fenilcarbamoil in pozitia
N° (compusul 55) a prezentat o valoare relativ buna in ceea ce priveste afinitatea si selecti-
vitatea (KihA, = 1,47 nM, r A, / hA; = 872, r Ay / h A; = 951).

Chiar cu grupdrile pentil, relativ mari, prezente in compusii 50 si 51, compusii mani-
festa o afinitate relativ ridicata pentru subtipul A, al receptorului adenozinic (81,10 si, res-
pectiv, 29,57 nm), desi selectivitatea scade cu un factor de aproximativ 10...100.

Studiile anterioare au demonstrat ca afinitatea compusilor 5-amino-8-(ar)alchil-2-(2-
furil)-pirazolof4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidinici pentru subtipul A, al receptorului adeno-
zinic a avut tendinta de a cregte odata cu marimea grupérii din pozitia 8. Se pare ca tendinta
inversa este adevarata in cazul afinitatii compusilor descrisi aici pentru subtipul A, al recep-
torului adenozinic. Substituentii C, , par sa reprezinte caracteristicile sterice silipofilice ideale
pentru interactia cu subtipul A, al receptorului adenozinic.

Exemplul 18. Experimentele de legare cu un compus radiomarcat

Au fost efectuate o serie de experimente de legare pe diferite linii celulare tumorale,
utilizand 0,5 nM ['?1]-AB-MECA, cu legare nespecifica, determinata in prezenta a 50 uM R-
PIA sau 200 uM NECA, pe membranele celulare ale liniilor celulare. Legarea specificé a fost
determinata prin scaderea legérii nespecifice din legarea totala. Liniile celulare au fost: HL
60, NB4, SKN-MC, SKN-Be2C, SKN-SH si liniile celulare JURKAT. Rezultatele experimen-
telor de legare sunt prezentate mai jos, in tabelul 2.

Tabelul 2
Linii celulare Legare Legare Legare Legare specifica
totala nespecifica specifica (cpm) procentuald
HL60 3484 2791 693 20
NB4 3377 2740 637 19
SKN-MC 7528 6220 1308 17
SKN-Be2C 6000 4585 1415 24
SKN-SH 2671 2580 9 3
JURKAT 7599 4753 2846 38

Rezultatele sunt prezentate sub forma grafica in fig. 2.

Se pare c4 liniile celulare JURKAT dau cele mai bune rezultate dintre toate liniile
celulare testate. A fost efectuat un experiment de saturare, utilizand liniile celulare JURKAT
la 37°C, cu o perioada de incubare de o ora, utilizand ['*1}-AB-MECA (0,125-1,5 nM), cu
legarea nespecificd masurata cu ajutorul R-PIA (50 uM). Kd (nM) a fost 4, iar B, (fmol/mg
proteind) a fost 290. Rezultatele sunt prezentate, de asemenea, in fig. 2.
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A fost efectuat un alt test, pentru a determina daca receptorul A, a fost prezent. Un
test de dizlocare a fost efectuat la 0°C, timp de 150 min, pe celule Jurkat, utilizand [PH]
DPCPX, un antagonist specific al lui A, (0,5 nM), cu legarea nespecifica determinata cu aju-
torul R-PIA (50 uM). Legarea totala a fost 13208, legarea nespecifica a fost 2997, iar legarea
specifica a fost 10211 (77%). In consecinta, s-a observat un grad mare de legare la A,.

Urmatoarele experimente au descris pentru prima data caracterizarea receptorilor A,
din cateva linii celulare tumorale, cum ar fi HL 60 - 0 leucemie la om promielocitica si Jurkat-
o leucemie la om cu celule T, utilizand noul antagonist selectiv (compusul 102), descris aici.
In aceste studii au fost incubate membrane (0,5 mg proteina/ml) ale celulelor Jurkat gi HL
60, Tmpreuna cu 10...12 concentratii diferite din compusul 102, cuprinse intre 0,2 si 15 nM
pentru celulele Jurkat si, respectiv, 0,1...10 nM pentru celulele HL 60. Fig. 3 reprezint o
curba de saturare a legarii compusului 102 la receptorii adenozinici A, din membranele
celulare Jurkat, iar liniaritatea dreptei Scatchard din anexa este indicatorul prezentei unei
singure clase de situsuri de legare cu valoarea Kd de 1,9 + 0,2 nM si o valoare B, de 1,30
+ 0,03 pmoli/mg proteina (n = 3). Fig. 4 arata o curba de saturare a legarii compusului 102
la receptorii adenozinici A, din membranele celulare HL 60, iar liniaritatea dreptei Scatchard
din anexa este indicatorul prezentei unei singure clase de situsuri de legare, cu o valoare Kd
de 1,2+ 0,1 nM si o valoare B,,,, de 626 + 42 fmoli/mg proteina (n = 3).

Aceste rezultate arata c& multe linii celulare contin un numar relativ mare de receptori
adenozinici. Deoarece este cunoscut faptul ca compusul 102 se leaga de receptorii A, cu o
mare afinitate si selectivitate, este de presupus ca existd o prezenta relativ mare a
receptorilor A; in celulele tumorale.

Exemplul 19. Formulari farmaceutice
(A) Sistemul transdermic pentru 1.000 de plasturi

Ingrediente Cantitate
Compus activ 100 g
Fluid siliconic 450 g
Dioxid de siliciu coloidal 2g

(B) Tableta orala pentru 1.000 de tablete

Ingrediente Cantitate
Compus activ 50g
Amidon 50g
Stearat de magneziu 5g

Compusul activ, impreuna cu amidonul sunt granulati cu apa si uscati. Granulelor
uscate li se adaugé stearat de magneziu, iar amestecul este amestecat riguros. Amestecul
combinat este comprimat in tablete.
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(C) Injectie pentru 1.000 de fiole de 1 ml

Ingrediente Cantitate
Compus activ 109

Agenti de tamponare g.s.(quantum satis)
Propilenglicol 400¢g

Apa (pentru injectie) péna la 1.000 ml

Compusul activ si agentii de tamponare sunt dizolvati in propilenglicol, la aproximativ
50°C. Apoi, este adaugata cu agitare apa pentru injectie, iar solutia rezultata este filtrata,
incarcata in sticlute care sunt inchise ermetic i sterilizate prin autoclavare.

(D) Injectie continud (perfuzie) pentru 1.000 m/

Ingrediente Cantitate
Compus activ 10g
Agenti de tamponare q.s.

Apa pentru injectie panala 1.000 m!

Specialistii din domeniu vor recunoaste sau vor fi capabili s& se convinga, utilizand
nu mai mult decat experimentarea de rutina, multi echivalenti ai aplicatiilor practice, specifice,
ale inventiei, descrise aici. Se intentioneaza ca asemenea echivalenti s& fie cupringi in
urmatoarele revendicari.

Revendicari

1. Compus cu formula structurald generala:

Ry
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sau
—
Y
N/ Ry
Ry |
Z R,
Yoo
(CHRyn-
™
R
n care:

A este imidazol, pirazol sau triazol;

Reste -C(X)R,, C(X)-N(R,),,-C(X)OR,,-C(X)SR,, -SonOR, -SO,SR,, sau SO,-N(R,),;

R, este hidrogen, alchil, alchil substituit, alchenil, alchenil substituit, alchinil, alchinil
substituit, aril, heteroaril, heterociclu, alchenil inferior, alcanoil inferior sau, dac4 este legat
de un atom de azot, atunci, luat impreun cu atomul de azot formeaza un inel azetidinic sau
un inel heterociclic din 5...6 membri, continand unul sau mai multi heteroatomi, cum ar fi N,
0, S:

R, este hidrogen, aichil, alchil substituit, aralchil, aralchil substituit, heteroaril,
heteroaril substituit sau aril;

R, este furan, pirol, tiofen, benzofuran, benzipirol, benzotiofen, substituit optional cu
unul sau mai multi substituenti, selectati din grupul alc&tuit din: hidroxi, acil, alchil, alcoxi,
alchenil, alchinil, alchil substituit, alcoxi substituit, alchenil substituit, alchinil substituit, amino,
amino substituit, aminoacil, aciloxi, acilamino, alcaril, aril, ariloxi, azido, carboxil, carboxil-
alchil, ciano, halo, nitro, heteroaril, heteroariloxi, heterociclic, heterociclooxi, aminoaciloxi,
oxiacilaminno, tioalcoxi, tioalcoxi substituit, tioariloxi, tioheteroariloxi, -SO-alchil, -SO-alchil
substituit, -SO-aril, -SO-heteroaril, -SO,-alchil,-SO,-alchil substituit, -SO,-aril, -SO,-heteroaril,
si trihalometil.

X este O, S sau NR";

n este 1 sau 2;

i saruri ale acestora, acceptabile farmaceutic.

2. Compus conform revendicarii 1, in care R este selectat din grupul alcatuit din
derivati disubstituiti simetrici ai ureei, ai tioureei, amide, tioamide si sulfonamide.

3. Compus conform revendicarii 1, in care R este selectat din grupul alcatuit din
hidrogen, alchil, alchenil si aril.

4. Compus conform revendicarii 1, n care R, este selectat din grupul alcatuit din
hidrogen, alchil, alchenil si aril.

5. Compus conform revendicarii 1, in care R, este furan.

6. Compus conform revendicérii 1, in care X este O.

7. Compus conform revendicarii 1, in care A este un inel triazolic.

8. Compus conform revendicarii 1, in care A este un inel pirazolic.

9. Metoda de tratare a hipertensiunii, inflamatiilor, reactiilor alergice, degranularii
celulelor mastice, a tumorilor si hipoxiei cardiace si de protectie impotriva ischemiei cere-
brale, care consta n administrarea, la un pacient care are nevoie de un asemenea trata-
ment, a unei cantitati eficiente dintr-un compus definit in revendicarea 1.
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10. Metoda conform revendicarii 9, in care R este selectat din grupul alcatuit din
derivati disubstituiti simetrici ai ureei, ai tioureei, amide, tioamide si sulfonamide.

11. Metoda conform revendicérii 9, in care R’ este selectat din grupul alcatuit din
hidrogen, alchil, alchenit i aril.

12. Metoda conform revendicarii 9, in care R? este selectat din grupul alcatuit din
hidrogen, alchil, alchenil si aril.

13. Metoda conform revendicarii 9, in care X este O.

14. Metoda conform revendicarii 9, in care A este un inel pirazolic.

15. Metoda conform revendicarii 9, in care A este un inel triazolic.

16. Metoda conform revendicarii 9, in care boala care trebuie trataté este selectata
din grupul constand din hipoxie cardiaca si ischemie cerebrala.

17. Metoda de determinare la un pacient, a prezentei celulelor tumorale care poseda
o concentratie mare de receptori A, adenozinici, care consta n:

a) administrarea la un pacient a unui compus definit in revendicarea 1, care
include un marker care poate fi detectat dupa legarea compusului de celulele tumorale,

b) legarea compusului la celulele tumorale;

c¢) detectarea markerului.

18. Metoda de determinare intr-o proba celulara, a prezentei celulelor tumorale care
poseda o concentratie mare de receptori A, adenozinici, care consta in:

a) prepararea unei suspensii din celulele respective, intr-un mediu de cultura celular;

b) administrarea la celulele respective, a unui compus definit in revendicarea 1, care
include un marker detectabil dupa legarea compusului de celulele tumorale;

c) legarea compusului la celulele tumorale;

d) detectarea markerului.

19. Metoda de determinare a prezentei celulelor tumorale ramase dupa indepartarea
chirurgicala a unei tumori, care consta in:

a) administrarea |a pacient, Tnainte, dupa sau in timpul indepértarii chirurgicale, a
unei tumori, a unui compus definit in revendicarea 1, care include un marker care poate fi
detectat dupa legarea compusului de celulele tumorale reziduale;

b) legarea compusului la celulele tumorale reziduale;

c) detectarea markerului.
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