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1. WSTEP

Choroby nowotworowe, obok schorzen uktadu krgzenia, stanowig gtéwng
przyczyne umieralnosci w spoteczenstwach XXI wieku.

Dane statystyczne wskazujag, iz w okresie ostatnich 4 lat w naszym kraju
na nowotwory ztosliwe zachorowato blisko 120 tysiecy osob rocznie, a 80 tysiecy
chorych zmarto. Swiatowa Organizacja Zdrowia donosi, ze na catym $wiecie kazdego
roku rak zabija okoto 6 milionéw os6b.

Za przyczyny zapadalnosci na te choroby uznaje sie wydtuzenie przecietnej
dtugosci zycia; skazenie srodowiska substancjami rakotwoérczymi (np. sktadnikami
smoty pogazowej, aminami aromatycznymi, azbestem); nieprawidtowe odzywianie
oraz palenie tytoniu.

Na Swiecie obecnie zarejestrowanych jest okoto 80 chemioterapeutykdw,
Z czego w codziennej praktyce onkologicznej uzywanych jest zaledwie 30.
W wiekszosci przypadkow sg to leki o wysokiej aktywnosci cytotoksycznej
i 0 znacznej toksycznos$ci przejawiajgcej sie licznymi dziataniami niepozgdanymi.

Potrzeba opracowania selektywnego leku przeciwnowotworowego, ktéry
gwarantowatby zniszczenie komérek nowotworowych bez uszkodzenia komorek
prawidtowych, spowodowana jest brakiem wystarczajgcej skutecznosci stosowanych
obecnie chemioterapeutykow i metod terapeutycznych.

National Cancer Institute (NCI) Bethesda, w USA, ktéry wspotpracuje
z wieloma osrodkami naukowymi na catym sSwiecie, w tym réwniez z Wydziatem
Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Gdansku, prowadzi najbardziej
kompleksowe prace nad odkryciem skutecznych sSrodkow cytotoksycznych.
Wspotpraca polega na badaniu wyselekcjonowanych zwigzkoéw, z myslg o odkryciu
kolejnych struktur wiodacych, ktore stanowityby podstawe dla szczegdtowych prac
nad wdrozeniem nowych klas lekéw przeciwnowotworowych.

Otrzymanie pochodnych 2,4-diamino-1,3,5-triazyny o wysokiej aktywnosci
biologicznej jest jednym z efektdw dotychczasowej wspotpracy NCI z Katedrg
i Zaktadem Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych.

Wyniki badan opisane w niniejszej pracy stanowig kontynuacje poszukiwan

w tym kierunku.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Stosowane leki przeciwnowotworowe

Chemioterapia jest metodg leczenia nowotworéw za pomocag naturalnych
i syntetycznych lekéw cytostatycznych.

Do lekdéw przeciwnowotworowych, ktére sg wykorzystywane w leczeniu
klinicznym nalezg: zwigzki alkilujgce, antymetabolity kwasu foliowego, pirymidyn
i puryn, inhibitory topoizomerazy, antybiotyki cytostatyczne, alkaloidy, taksoidy,
lignany, hormony i enzymy [1, 2]. Nalezy réwniez wspomnie¢ o terapii biologicznej,
ktora od niedawna znalazta zastosowanie w onkologii.

Zwigzki alkilujgce posiadajg wspdlny mechanizm dziatania: alkilowanie
i sieciowanie podwdjnej nici DNA. Cytostatyki nalezace do tej grupy lekdéw to
pochodne iperytu azotowego (np. Chlormetyna), pochodne etylenoiminy (Thiotepa,
Ternimon), estry kwasu sulfonowego (Busulfan), pochodne nitrozomocznika
(Fotemustyna), triazeny (Tamozolomid) oraz kompleksy metali (np. Cisplatyna).

Inhibitory topoizomerazy powodujg zahamowanie fizjologicznej funkcji DNA.
Dzieje sie tak, gdy topoizomerazy, ktére sg enzymami odpowiedzialnymi za kontrole
struktury DNA w czasie replikacji i translacji materiatu genetycznego, tworzg
kompleks z DNA. Leki przeciwnowotworowe topoaktywne stymulujg i stabilizujg ten
kompleks (Irinotekan, Topotekan).

Antybiotyki antracyklinowe sg wytwarzane przez promieniowce Ilub
otrzymywane na drodze syntezy chemicznej. Do tej grupy cytostatykdw naleza:
Bleomecyna, Peplomycyna, Mitomycyna i Aklarubicyna. Zwigzki te hamujg podziat
i wzrost komérek, zwtaszcza mtodych, szybko rozwijajacych sie nowotwordw.

Alkaloidy Vinca rosea (Winblasyna, Winkrystyna, Windezyna) hamujg podziat
komorki w stadium metafazy. Wigzg sie one z biatkiem tubuling, sktadnikiem
mikrotubul tworzacych wrzeciono podziatowe, ktore jest niezbedne dla
rozmieszczenia chromosomow w ptaszczyznie rownikowe;.

Nowa grupa lekow przeciwnowotworowych rokujgca duze nadzieje w zwigzku
ze swoimi unikatowymi wiasciwosciami farmakologicznymi to taksoidy. Posiadajg one
dziatanie antymiotyczne, o odmiennym mechanizmie niz alkaloidy: hamujg
depolimeryzacje mikrotubuli, powodujac ich stabilizacje. Nastepstwem tego procesu

jest zahamowanie reorganizacji sieci mikrotubuli niezbednej do prawidtowych
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czynnosci komorki w interfazie i fazie mitozy, uniemozliwiajgc tym samym rozdziat
wrzeciona podziatowego (Taxol, Taxotere).

Cytostatyczne dziatanie podofilotoksyny (Podophyllum peltatum) zostato
wykorzystane do syntezy zwigzkow o dziataniu przeciwnowotworowym: Etopozydu
i Tenipozydu. Obydwa leki hamujg nieodwracalnie wejscie komorek w profaze, przy
czym zmiany w mikrotubulach nie sg obserwowane.

Posrod enzymdéw najszersze zastosowanie w chemioterapii znalazita
asparaginaza. Jej efekt leczniczy polega na rozktadzie asparaginy niezbednej do
syntezy biatek i rozrostu niektérych komoérek nowotworowych, ktére nie posiadajg
i nie potrafig produkowaé syntetazy asparaginianowe;j.

Antymetabolity kwasu foliowego, puryn i pirymidyn, wskutek zblizonej do
metabolitbw budowy chemicznej, wptywajg hamujgco na synteze DNA, RNA i biatek,
co prowadzi w konsekwencji do S$mierci komorki. Najpowszechniej stosowanymi
lekami tej grupy sa: Metotreksat, Fluorouracyl, Merkaptopuryna.

Cytostatyki nie wykazujg wybidrczego dziatania przeciwnowotworowego
i uszkadzajg nie tylko komorki nowotworowe, ale rowniez tkanki prawidtowe, szybko
rosngce (zmienne), w ktérych czesto wystepujg podziaty komérkowe. Do takich
tkanek naleza: szpik, komorki nabtonkowe, gamety, immunokompetentne komorki
uktadu chtonnego. Uszkodzenie wymienionych tkanek moze prowadzi¢ do stanu
zapalnego i owrzodzen bton Sluzowych, wytysienia, uposledzenia czynnosci
narzadow rozrodczych, zmniejszenia odpornosci na zakazenia w wyniku ostabienia
namnazania sie komérek uktadu immunologicznego, zaburzen uktadu trawiennego,
takich jak biegunki, nudnosci i wymioty w nastepstwie pobudzania chemoreceptorow
tzw. pola najdalszego mézgu.

W zaleznosci od rodzaju, rak reaguje w roznym stopniu na leczenie
polegajace na wyborze jednej z kilku stosowanych metod. Oprécz chemioterapii,
wykorzystuje sie naswietlania promieniami rentgenowskimi, zabiegi chirurgiczne
i terapie biologiczna.

Termin ,terapia biologiczna nowotworow” jest pojeciem szerokim i oznacza
leczenie cytokinami (interferony — Roferon A, Berofor, Wellferon), czynnikami
wzrostu, swoistg immunoterapie szczepionkami nowotworowymi, przeciwciatami
monoklonalnymi (Rituksan, Herceptin) oraz terapie genowa.

Terapia biologiczna, w odrdznieniu od radioterapii i chemioterapii, polega na
stosowaniu naturalnych czasteczek wytwarzanych przez organizm. Nalezg do nich

zwigzki modulujgce odpowiedz immunologiczng lub czasteczki wytwarzane w

-5-
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odpowiedzi na pojawienie sie ,intruza”, takie jak przeciwciata. Te naturalne
substancie moga by¢ modyfikowane, np. poprzez potaczenie przeciwciat
monoklonalnych skierowanych przeciwko antygenom nowotworowym z izotopem

promieniotwérczym lub toksyna.

2.2. Analogi strukturalne kwasu foliowego

Jednym z wazniejszych podej$¢ do problemu uzyskania syntetycznych lekéw
przeciwnowotworowych jest projektowanie zwigzkéw o strukturach zblizonych do
naturalnych pirymidyn i puryn, ktore uczestnicza w biosyntezie DNA. Zwigzki te sg
znane pod nazwg antymetabolitdw, poniewaz uniemozliwiajg tworzenie
i wykorzystanie normalnych metabolitéw komoérkowych.

Badania w dziedzinie syntezy inhibitorow reduktazy dihydrofolianowej (DHRF),
syntazy tymidylanowej (TS) i formylotransferazy fosforybozyloglicynamidowej
(GARTF) tocza sie od wielu lat. W nastepnych podrozdziatach przedstawiono

wazniejsze osiggniecia w tej dziedzinie.

2.2.1. Inhibitory reduktazy dihydrofolianowej (DHFR)

Kwas tetrahydrofoliowy (THF) jest koenzymem niezwykle waznych przemian
biochemicznych, ktére polegajg na przenoszeniu i uzytkowaniu jednej czgsteczki
wegla w procesie syntezy zasad purynowych i pirymidynowych [2], co przedstawia
Rysunek 1.

Reduktaza dihydrofolianowa jest enzymem niezbednym dla biosyntezy
nukleotyddw - prekursorow kwasow nukleinowych. Inhibitory kompetycyjne tego
enzymu stanowig wazng grupe zwigzkdéw przeciwnowotworowych, ktorych
prototypami sg Aminopteryna i Metotreksat (MTX) stosowane w praktyce klinicznej
od blisko 60-ciu lat.

Dtugotrwate leczenie Metotreksatem powoduje wystepowanie powaznych
objawéw ubocznych, takich jak dysfunkcja watroby i zwtoknienie ptuc [3]. MTX jest
substratem syntazy  foliopoliglutaminowej, ktora katalizuje tworzenie
poliglutaminianéw 2z udziatem grupy karboksylowej leku, stad jego dziatanie
przeciwnowotworowe i objawy uboczne [4]. Efektem stosowania Metotreksatu jest

takze powstawanie komoérek opornych na dziatanie inhibujgce leku, a przyczynami
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tego zjawiska sg: nadprodukcja reduktazy dihydrofolianowej w wyniku amplifikacji
genu, powstawanie zmutowanych form enzymu o obnizonym powinowactwie do MTX

oraz uszkodzenie uktadu transportu [5].

(|ZOOH
T
l e
CH —NHOCO—NH GH
COOH
NADPH + H*
reduktaza
dihydrofolianowa
H \NADP* (|3OOH
HzN N N CH2
Y Y !
| CH,
Nao I
N CH;—NH CO—NH—(|3H
OH COOH

Rysunek 1

Stad tez, wiele zespotdw badawczych pracuje nad syntezg analogow
Metotreksatu, ktére odznaczatyby sie lepszg selektywno$cig dziatania oraz

pozbawionych niekorzystnych dziatarn ubocznych.

COOH R = O-t-Bu,
/ CH2—N CO—NH— CH
j/ CH2 NHNH,,
CoR NH-n-Bu,
I NHCH,CgHs
COOH
/ CHZ—N—QCO—NH—CH
j/ /(,‘iz R =H, CH;
N7 N
N==N

Poszukiwania zwigzkéw o mniejszej toksycznosci doprowadzity do otrzymania
grupy y-podstawionych pochodnych MTX [6, 7] oraz analogéw Aminopteryny (AMT) —
zwigzki 1 — Il. Modyfikacje polegaty na zastgpieniu grupy y-karboksylowej



Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

ugrupowaniem amidowym, estrowym lub pierscieniem tetrazolu. Uzyskano w ten
sposbdb zwigzki, ktorych konwersja do poliglutaminiandw jest uniemozliwiona, a tym

samym obnizona zostata ich toksycznosc¢.

CHs (CH2)n n=4(lizyna)  X=1,8Br,Cl
N NHCOCH,X

NH, CIEOOH '
' ZINj/CHz—T CO—NH—CH n = 3 (omityna) X = Br, Cl
~

HoN

COOH

CHZ—NOCO NH— CH
YT, .

/
Cl

N

NH, (FOOH n = 3 (glutaran)
N CH,—N CO—NH—CH
Z 2 -
16 SIE AT Acur
I

H,N N N COCH n = 5 (pimelinian)

Zwigzki lll — V to analogi MTX, ktore posiadajg zmodyfikowang reszte kwasu
glutaminowego. Zostata ona zastgpiona lizyng, ornityng (zwiazki typu Ill), azawicyng
(3-chloro-4,5-dihydro-5-izoksazolooctanem - zwigzek V) [8], a takze kwasem
aminopimelinowym i aminoglutarowym (zwigzek V) [9].

Kolejne zmiany w strukturze wprowadzit zespdt badaczy japonskich

zastepujac uktad pteryny pirolo[2,3-d]pirymidyng (zwigzek VI) [10, 11]:

vi n=2,3,4
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Z kolei grupa badaczy amerykanskich otrzymata nowe analogi MTX poprzez
wprowadzenie pirydo[2,3-d]pirymidyny w miejsce pierscienia pteryny (zwigzek VII)
[12]:

NH, R COOH
N N CHZ—NHOCO—NH—(IZH
X -
N e
HN" SN DN CH2
COOH
Vi R =H, CHg, CoHs, CH3(CHy)z, CH3(CHy)3

Jednym z efektéw tych modyfikacji byto otrzymanie Edatreksatu (EDAM). Jest
to nowy lek z grupy antymetabolitow kwasu foliowego, ktéry wykazuje mniejszg

toksycznos¢ w porownaniu z MTX:

NH; COOH
Ny__CH;—CH CO—NH—CH
NT TN O '
)\ | P Et CHy
N7 ONT N ¢H2
COOH

Edatreksat

Nastepng grupg zwigzkéw heterocyklicznych o wysokim powinowactwie do

reduktazy dihydrofolianowej sg lipofilowe pochodne chinazoliny typu VIII [13]:

R' = H, Me, Et, i-Pr, t-Bu, n-Pr, n-Bu

R = H, Me, Et, CHEt,, C(Me),Et, CH(Me)Et,
i-Pr, t-Bu, 3,4,5-trimetoksybenzyl

Vi

COOH
CO—NH—CH X=0.8
((|3H2)n
CH n=1,2
T 2
COOH
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Pochodne typu IX, to zwigzki uzyskane przez badaczy japonskich, wykazujgce
znacznie wieksze powinowactwo do DHFR niz Metotreksat. Analogi te otrzymano
poprzez wbudowanie egzocyklicznego atomu azotu funkcji aminowej kwasu
p-aminobenzoesowego w pierscien benzoksazyny lub benzotiazyny [14].

Intensywne prace Lorigiego oraz wspoétpracownikdw skoncentrowaty sie
na otrzymaniu analogdw MTX (zwigzki X — XIll), ktére zawierajg pierscien

chinoksaliny w miejscu pierscienia pteryny [15, 16, 17]:

R Y= CI, NH,, OMe
- 2
Y N CH—2Z R X = Ph, OMe
“ R3 _
XNy Z=NH, 0, N-CH,—C==CH
R'=H, Cl, OMe

R? = OMe, CI, F, COOEt, COOH

R%®=H, OMe

(|300R Y= ClI, NHp, OMe
CHy—Z—  )—CO—NH,—CH

G2
X \N CI:H2 Z =NH, O, N—-CH,—C==CH
COOR
R=EtH
Xl
X =0, CH,0
7 | NIPh 2 R = H, 6-CF3, 7-CF4
R_
~ NT x R3 R' = H, NH,
R']
R? RZ = OMe, H
R3 = OMe, H, CN, F, COOMe, COOH
Xl
R* = OMe, H
NN P X =0, CHy0
R—— | C|)OOR2
=
N N XOCO—NH—?H R = H, 6-CF3, 7-CF
R! (I;H2 ,
R!=H, NH
c|;H2 f 2
Xl COOR? R2=Et H



Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

Zwigzek XIV to analog MTX, ktérego aktywnos¢ cytotoksyczna jest
poréwnywalna do leku prototypowego. 6-Aza-5,8,10-trideaza-5,6,7,8-
tetrahydropteryna ulega w matym stopniu konwersji do form poliglutaminianowych,

mimo ze posiada reszte p-aminobenzoilo-L-glutaminianu [18]:

COOH

NH, I

N N /CHZ—CHQOCO—NH—CI)H

)\ | (I:HZ
AN (le2

COOH
XIvV

Ponadto Rosowsky i jego wspodtpracownicy wprowadzili N-hemiftaloilo-L-
ornityne w miejsce reszty kwasu glutaminowego otrzymujac szereg pochodnych XV

i XVI [19];

NH, CEOOH
N.__CH —NH—
N < 2—T CO—NH ?H
| (CHa)3

X P
COOH W =N, CH(Me, CI)
XV X=N, CH
Y = NH, CHy, CH(Me, Et), C(Et)CO,Me
R =H, (CoHz)2
NH, COOH
W, CHy— CO—NH—CH Z = (CHa), 2, 3,4, CH2SCHy, (CHz), SCH;
N7 | \ J
= meta, para
)\ _ | m = me
HoNT N7 X R R NHC =0

XVI

Zwigzek XVII to kolejny, ciekawy przyktad produktu, ktéry zostat otrzymany
na drodze wprowadzenia uktadu furo[2,3-d]pirymidyny w miejsce pierscienia pteryny

[20]:

NH, (|:OOH

— CO—NH—CH

N o O '
g w o

™

HoN~ SN o ¢H2
COOH
XVII X = CHa, NH, N(CHs), NHCH,
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

Reasumujac, prace nad syntezg antymetabolitéw kwasu foliowego sg preznie
rozwijajacq sie dziedzing poszukiwania nowych lekdéw przeciwnowotworowych
i dostarczyly wielu substancji wykazujacych korzystniejszy profil dziatania

farmakologicznego od prototypowej Aminopteryny i Metotreksatu.

2.2.2. Syntaza tymidylanowa (TS)

Syntaza tymidylanowa, to enzym, ktéry katalizuje ostatni etap w biosyntezie
de novo tymidylanu, ktory jest niezbednym sktadnikiem DNA bowiem przeksztatca

2’-deoksyurydylan do 2’-deoksytymidylanu, co przedstawia Rysunek 2:

o} o}

syntaza tymidylanowa
HNH \ HN | CHa
O)\N O)\N
N2, N'0-metyleno-Hy-folian Hy-folian ‘
dR-5-® drR-5-@
dump dTMP

Rysunek 2

Hamowanie dziatania syntazy tymidylanowej w komodrce nowotworowej
blokuje biosynteze DNA i jest przyczyng smierci komérki. Inhibitory TS sg zatem
skutecznymi lekami przeciwnowotworowymi [1].

Prace Taylora i wspotpracownikéw w dziedzinie syntezy zwigzkéw zdolnych
do hamowania TS doprowadzity do uzyskania analogu LY 231514 [21], ktory

wykazuje powinowactwo zaréwno do TS, jak i do DHFR:

COOH
0 |
CH CO—NH—CH
HN ( 2)2@
X |
HoN N H (|)H2
COOH

LY 231514

Kolejnym analogiem otrzymanym w 1983 roku przez Webbera
i wspétpracownikow jest AG 337 (Thymitaq) — pierwszy nieklasyczny inhibitor syntazy

tymidylanowej, ktéry zostat zakwalifikowany do badan klinicznych [22]:

-12 -



Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

Thymitaq

Nastepnym zwigzkiem, ktéry réwniez osiggnat etap badan klinicznych byt
kwas CB 3717 (PDDF). Badania te jednak zostaty przerwane, poniewaz wykazat on

dziatanie neurotoksyczne oraz hepatotoksyczne [23]:

o coor
CH,—N CO—NH—CH
HN |
I CH,
A
HoN SN | CH,
COOH

CB 3717

Zamiana grupy aminowej PDDF na metylowg w pozycji C-2 doprowadzita
do otrzymania zwigzku ICI 198583, ktory nie wykazywat wyzej wymienionych dziatan

ubocznych [24]:

COOH
Q |
CHy—N CO—NH—CH
HN |
g -
HaC™ SN “ CHo
COOH

ICI1 198583

Innym inhibitorem syntazy tymidylanowej jest ZD 1694 (Tomudeks), w ktorym
pierscien fenylowy kwasu p-aminobenzoesowego zastgpiono tiofenem [25]:

o COCH
/ |
HN CHZ—T CO—NH—CH
PR | CHs CHz
H3C N C|:H2
COCH

Tomudeks
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

Lek ten jest na etapie badan klinicznych, majacych na celu wykazanie jego
skutecznosci w leczeniu raka jelita grubego. Posiada 60-krotnie wyzszg aktywnos¢
niz zwigzek macierzysty.

Kolejnym analogiem PDDF jest ZD 9331 otrzymany przez inng grupe badaczy
[26]. Brak konwersji do poliglutaminianéw spowodowany jest obecnoscig pierscienia

tetrazolu w miejscu grupy y-karboksylowej i obecnoscig podstawnika metylowego

w pozycji 7:
o (|300H
CH,—N CO—NH—CH
EL | éH)
F 2)2
HaC™ N CHs | |
N/ /NH
ZD 9331 N=—N

Zwigzki oznaczone numerami XVIII i XIX (5-podstawione pochodne 2-amino-
4-okso-6-metylopirolo[2,3-d]pirymidyny) sg przyktadem klasycznych i nieklasycznych
inhibitoréw TS [27, 28]:

0 n=0,1

HN (CHp)r—S—R R = 4-pirydyna, p-benzoilo-L-glutaminian,
)\ | | 4'-CIPh, 3',4'-diCIPh, 4'-NO,Ph
N

HoN N N CH
2 N 3

XVl
o GooH
CHZ—N—(CHz)n—Q—CO—NH—CH
HN I I
J A oF Mo n=o,1
HNT N7 TN CH, ?Hz R =H, CH,CCH
COOH
XIX

Bevetsias i jego wspotpracownicy zsyntetyzowali dipeptydowe analogi kwasu
2-desamino-N'"-propargilo-5,8-dideazafoliowego (zwiazek XX) [29].

Analogi kwasu 5,8-dideazafoliowego (zwigzek XXIl), otrzymane na drodze
wprowadzenia lipofilowego podstawnika w pozycje meta lub para pierscienia

benzenu, to kolejna interesujaca grupa zwigzkéw hamujacych TS [30].
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

R'=H, Me
R2 = Me, Et

X
(@)
CHZ—NOCO—Z X=H,F
ﬂ“\ k2 Z = L-Glu-D-Glu, D-Glu-L-Glu, D-Glu-D-Glu,
X
HsC N R'

L-Glu-D-Ala, L-Glu-D-Phe, L-Glu-D-add

XX

o —
CHz—NO R' = CH,CCH, H, CH,CH
HN | ||_"1 \ - 2 2CH3
HoC )\N R? = 3-CHj, 3-C,Hs, 3-CH,0H, 3-CH(OH)CH3, 3-CF3,

3-Br, 3-J, 3-CCH, 4-Cl, 4-CN, 4-NO,, 4-CO-CgHs,
4-S0,-CgHs, 4-SO,-NH,, 4-SO-CgHs, 4-COCF;
XXI

Gangjee i jego wspotpracownicy powotujgc sie na wczesniejsze doniesienia
literaturowe o wysokiej aktywnosci biologicznej zwigzku LY 231514, otrzymali jego
analog (zwigzek XXIl). Jednakze zwigzek ten wykazywat dziatanie toksyczne

spowodowane jego przedtuzong retencjg wewnatrzkomoérkowg [31]:

o C|:OOH
CH2—NH4®—CO—NH—CH
HN
J\ | | (I:Hz
H,oN N H (|3H2
COOH

XX

2.2.3. Inhibitory formylotransferazy fosforybozyloglicynamidowej (GARTF)

GARTF to enzym odpowiedzialny w biosyntezie puryn za przeniesienie
pierwszego z dwoch fragmentéw jednoweglowych z N'°-formylotetrahydrofolianu
na grupe aminowg glicynamidorybozylo-5-fosforanu, co wida¢ na Rysunku 3.

Znaczne osiggniecia w dziedzinie syntezy potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych z grupy antymetabolitéw folianowych posiada zespédt
kierowany przez E. C. Taylora, koncentrujgcy sie gtéwnie na otrzymywaniu
pochodnych kwasu 5,10-dideaza-5,6,7,8-tetrahydrofoliowego. Prace te doprowadzity
do uzyskania Lometreksolu (DDATHF), ktorego mechanizm dziatania

przeciwnowotworowego jest odmienny od MTX i polega na hamowaniu
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

formylotransferazy  glicynoamidorybonukleotydowej [32]. Niedawno zostata

zakonczona druga faza badan klinicznych tego zwigzku [33].

H
NH; N
H,C formylotransferaza H,C CH

| fosforybozyloglicynamidowa | |

C > c 0
=
0 NH / \ o” \TH

N'0-formylo-THFA THFA

rybozo-5'-fosforan rybozo-5-fosforan

glicynamidorybozylo-5-fosforan formyloglicynamidorbozylo-5-fosforan

Rysunek 3

COOH

O
|
HN)‘jfj/CHZ—CHz—QfCO—NH—?H
| (CHa)z
HZNJ\N N I
H

COOH
Lometreksol (DDATHF)

Silne dziatanie przeciwrakowe wykazat rowniez analog 7-desmetylowy
Lometreksolu (7 DM-DDATHF) [34]. Obserwowano aktywnos¢ in vitro i in vivo

poréwnywalng do zwigzku macierzystego, réwniez po podaniu doustnym.

o ?OOH
CO—NH—CH
HN '
)\ | (|3H2
HoN N NH, $w
COOH

7-DM-DDATHF

Ten sam zespot naukowcow zsyntetyzowat kwas 5-deaza-5,6,7,8-
tetrahydrofoliowy i jego analogi 10-formylo, 10-acetylo i 10-metylo o wysokim
powinowactwie do GARTF (struktura XXIII) [35]:

C|IOOH
(0]
HNWNOCO—NH—?H R = H, CHO, COCH, CH;
| (CHy),
X
H2NJ\N N R |
H COOH

XX
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

Powyzsze osiggniecia grupy Taylora doprowadzity do otrzymania
5-desmetylowych analogow DDATHF (zwigzki XXIV — XXVII), ktére znajdujg sie
w trakcie badan klinicznych [36]:

COOH

)j\ M—CO NH—CH n=1,2
H NJ\ (CH2)2 R = O, OMe, CI

COOH
XXIV

COOH

R1 CO—NH— CH R= OMe, Cl
R'=H, CHO
J\ (CH2)2
HoN

COOH

COOH

A On]

(CH2
Xxvil COOH

COOH

HNJ:%I:/”\\//A\\//<:>FCO Nw—m+ R=Cl, OH
R'=H, CHO
(3f*2)2

XXVII COOH

Natomiast zespét Borella, bazujagc na doswiadczeniach Taylora i jego
wspotpracownikéw, przeprowadzit synteze analogéw DDATHF i 5-DDATHF. Zwigzki
te zawierajq uktad 5,6,7,8-tetrahydropirydo[2,3-d]pirymidyn-7-onu (zwigzek XXVIII).

Analogi te jednak nie wykazaty zdolnosci hamowania formylotransferazy
fosforybozyloglicynamidowej. Powodem braku pozadanego dziatania moze byc¢

obecnos$¢ grupy karbonylowej w pozycji 7 [37]:

COOH
/<::>F—CO—-H——CH X = NCHg, NH, CH,
(CHy),
PﬁN |
XXV COOH
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

2.3. Pochodne 1,3,5-triazyny o dziataniu przeciwnowotworowym

Pochodne 1,3,5-triazyny wykazujg szerokie spektrum dziatania biologicznego,
miedzy innymi aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.

Podstawe do szeroko zakrojonych badan nad nowymi pochodnymi tej grupy
zwigzkow dajg doniesienia literaturowe na temat lekow takich jak: Tretamina,
Altretamina, Trimelamol, Furazil i Dioxadet.

Tretamina jest analogiem Thiotepy, ma zachowane grupy etylenoiminowe,

a zmieniony nosnik tych grup, ktérym jest pierscien triazyny.

\V4

9 et
VN N NV A

Tretamina Thiotepa

Obecnie lek ten jest rzadko stosowany, aczkolwiek okazat sie skuteczny
w leczeniu raka jajnikdw, rozsianego raka sutka oraz choroby Hodgkina [38]. Na
podstawie struktury tego zwigzku zsyntetyzowano inne analogi z grupami
etylenoiminowymi o dziataniu przeciwnowotworowym takie jak Benzodet, Furazil
i Dioxadet [39]:

Benzodet Furazil

0 CHy
AN N NH7<:><
A
T HO o—/ CH,

NN
1
YA

Dioxadet
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

Innym analogiem Tretaminy jest Altretamina, w ktérej grupy etylenoiminowe
zastgpiono dimetyloaminowymi [40]. Heksametylomelamina jest do dzis stosowana
w chemioterapii raka jajnikow, réznego rodzaju chtoniakdéw, w szczegolnosci po
nieefektywnym leczeniu Cisplatyng, a takze w raku piersi [41]. Jednak mechanizm

dziatania przeciwnowotworowego Altretaminy jest dotychczas nieznany.

| N
HsC CH | |
30 | )\N)\’}‘/ 3 &
CH3 CH3
Altretamina R = CH3 = Trimelamol
(heksametylomelamina) R = CF3;CH,, NCCH,

Modyfikujgc strukture ugrupowania dimetyloaminowego Altretaminy otrzymano
szereg pochodnych 1,3,5-triazyny wykazujgcych aktywnos¢ cytostatyczng [42],
z ktérych na wyréznienie zastuguje Trimelamol.

Kolejne triaminopochodne triazyny typu XXIX, XXX i XXXI takze wykorzystano

w leczeniu roznego rodzaju biataczek [43]:

.
NHR R', R? = C 5 5 "hydrokarby!"
NN A = NR*(CH,)mNR* im = 2-6
| )\ R? = (halo)difenylometyl
R?HN™ “N” TAR® R* = H, C,_salkil
XXIX

HOH,C.__CH,CF4 NRIGHOH
2

N
R', R2 = H, alkil
N)\N )\N

| N
F3CH,C )\ = CH,CF
3 2 \N N N/ 2%r3

)I\ )\ R3 = H, alkil, CH,OH
=
H H

R2R3N N NR2R3
XXX XXXI

Stwierdzono rowniez, ze zwigzki typu XXXII moga powodowac¢ odwrdcenie

opornosci wzgledem podstawowych lekow przeciwnowotworowych [44]:
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NHCH,R'
N R'= CH(CgHsF),;;  R%=H, 2-propenyl
)\ R" = H, alkil; R? = allyl

N

AL

R2HN N NHR2

XXX

Pochodne 2,4-diamino-1,2-dihydro-2,2-dimetylo-1-fenylo-s-triazyny ~ XXXIII

takze wykazujq dziatanie przeciwnowotworowe hamujgc aktywnos¢ DHFR [45, 46]:

X
7 /
NH2 ‘ X = 3-H, 3-SO,NHj, 3-COCHj,
Y - 3-COOCH,CHj, 3-OH,
)\ P 3-F, 3-Cl, 4-SO,NHy, 4-SO,CHs,
4-COCHg, 4-COOCHj itd.
XXX
NH2
= R
N/ N8
/% R = 6-COOH, 6-OCH,CgHs, 6-OH
CHs
CHs
XXXIV
NH,
)\ R = H, 6-Br, 6-CH30, 6-PrO, 6-OH,
/% 6-PhCH,0, 6-COOH
X CHj
CHs

XXXV

Z kolei grupa chinskich naukowcéw stwierdzita, iz analogi 4,6-diamino-1,2-
dihydro-2,2-dimetylo-1-naftylo-1,3,5-triazyny XXXIV i XXXV wykazujg dziatanie
przeciwnowotworowe, gtownie wzgledem raka zotadka typu MGC-823 [47, 48].

Pochodne 2,4-diamino-6-fenylo-1,3,5-triazyny XXXVI opatentowano jako

potencjalne s$rodki w leczeniu raka okreznicy [49], za$ lekiem stosowanym
w biataczce P 388 jest Teroksiron [50]:
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—R! R', R% = H, halo, amino, aralkiloamino, NO, alkil, alkoksy,
alkoksyalkil, aralkiloksyl, aryl

P R3, R* = H, nikotynoil, alkoksyl;
N™ N n=0,1

?>—HZC—NJ\N—CH2—<(|)
PN
0
Teroksiron

Zwigzek XXXVII posiada aktywnos¢ zaréwno in vivo (w podaniu doustnym),

jak i in vitro w przewlektych chorobach o podtozu zapalnym [51]:

HsC

N\KN NH
N\
O O_CH3
C3
N
\
CHs

Interesujgcy watek poszukiwania lekow przeciwnowotworowych stanowig
syntezy analogéw nukleozydoéw pirymidynowych zawierajgcych pierscien 1,3,5-
triazyny. Przyktadowo Decitabine stosuje sie w przypadkach przewlekiej biataczki
szpikowej (CML) [52] oraz w nowotworach ptuc i okreznicy typu DLD-1 [53]. Jej
pochodnymi sg Fazarabina [54] oraz Azacytydyna, ktdra znalazta zastosowanie
w leczeniu biataczki oraz raka piersi [55]. Ostatnie doniesienia wykazaty, ze wptywa

hamujgco na replikacje wirusa HIV-1 [56]:
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NH» NH, NH»

N)\ N7 N)\N
A4 ) L)

O N
HO HO HO
O O 0.
AN ~ AN
L 5
OH OH OH OH
Decitabina Fazarabina Azacytydyna

2.4. Inhibitory kinazy tyrozynowej receptora czynnika wzrostu
naskérka (EGFR)

EGFR (ang. Epidermal Growth Factor Receptor) to receptor, ktory jest
dogodnym celem chemioterapii nowotworéw, poniewaz odgrywa wazng role
w procesach stymulacji wzrostu i wystepuje w nadmiernych ilosciach w komaérkach
nowotworéow ludzkich [57].

Odkrycie inhibitorow z grupy 4-anilino-chinazoliny byto bardzo waznym
momentem wykorzystania inhibitorbw kinazy tyrozynowej EGFR w terapii
nowotworéw  [58]. Zwigzki te dziatajg poprzez kompetycyjne wypieranie ATP
z centrum aktywnego enzymu. Aktywnos$¢ biologiczng zawdzieczajg obecnosci
lipofilowych, elektrono-akceptorowych grup w pozycji 3 pierscienia aniliny oraz
elektrono-donorowych grup w pozycji 6 Ilub 7 wugrupowania chinazoliny.

Bromopochodna typu A jest przyktadem, dla ktérej ICso = 0.025 uM [59]:

HNQ

H5;CO

H5CO Nid
XXXV

Tyrfostyny sa odrebng klasg zwigzkéw, ktore sg inhibitorami kinazy
tyrozynowej. Te niewielkie czasteczki zwigzkéw organicznych  zostatly
zaprojektowane jako mimetyki tyrozyny majgce dziata¢é w centrum aktywnym

proteinowych kinaz tyrozynowych. Modyfikujgc nieznacznie ich strukture odkryto
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analogi hamujgce selektywnie kinaze tyrozynowg EGFR. Zwigzki XXXIX — XLI
wykazaty znaczng aktywnos¢ przeciwnowotworowg w badaniach na zwierzetach
[60-62]:

7
Cl N
= X
HOmC N
C Ml
HO Il
N Cl
XXXIX XL
R2
HO S R' = OH, OCHj4
R?=H, Br, NO,
C 3
HO & R3 = CN, CONHR
N
R1
XLI

2.5. Inhibitory reduktazy rybonukleotydowej (RR)

Reduktaza rybonukleotydowa RR jest enzymem odpowiedzialnym
za przeksztatcenie rybonukleotydow do deoksyrybonukleotydow (Rysunek 4).

RR dziata jedynie w komdrkach dzielgcych sie, ktore aktywnie syntetyzujg DNA [2].

P9 P9
‘O—RP—0O—P—O0OCH, "‘O—RP—O0O—P—O0OCH,
l | zasada NADPH + H* NADP* + H,0 l | zasada
o o 0 - o O ©
H H
OH OH OH H
rybonukleozydodifosforan deoksrybonukleozydodifosforan
Rysunek 4

RR odgrywa bardzo wazng role w momentach przetomowych dla rozwoju
komorek nowotworowych a jej aktywnos¢ jest scisle powigzana z nowotworowym
stanem ekspresiji. Istniejg dwie gtowne klasy lekdw hamujgcych ten enzym, ktore

omowiono w kolejnych podrozdziatach.

-23-



Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

2.5.1. Pochodne hydroksymocznika

Hydroksymocznik, hydroksyguanidyna, tiosemikarbazon oraz podstawiony
kwas benzohydroksamowy, wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe polegajace
na hamowaniu syntezy DNA poprzez blokowanie aktywnosci RR [63].

Hydroksymocznik (HU), znany pod nazwa Hydroksykarbamid, jest obecnie
stosowany w leczeniu przewlektej biataczki szpikowej, czerwienicy prawdziwej
i czerniaka ztosliwego. Zwigzek ten jest takze inhibitorem cytozolowych izoenzymow
hCAIl i hCAIl ludzkiej anhydrazy weglanowej [64]. Dowiedziono jednak, ze jego
zastosowanie terapeutyczne ma kilka wad: krotki okres pottrwania, koniecznosc¢
stosowania duzych dawek oraz szybki rozwéj opornosci nowotworow na leczenie.

Zwigzki XLIIl a — f, to 6 analogow zasad Schiffa hydroksysemikarbazydu (SB-
HSC), ktére w badaniach in vitro na komdrkach biataczki mysiej L 1210 wykazaty

11 - 30-krotnie wyzszg aktywnosc¢ biologiczng niz zwigzek macierzysty:

Zw. R Zw. R
Cl
R 0 a Q d HOQ
>C=N—NH—C/\/ Cl  OH HO  OH
H NHOH Br
. - . OO
XLIII a-f B’ OH CH,
|
s SN o ¢
I OH Cl

Czynnikiem przeciwnowotworowym jest obecnos$¢ farmakoforu — ugrupowan
NHCONHOH oraz grupy hydroksylowe w pozycji orto- obecne w pierscieniu
fenylowym (XLl a — d). Zwigzek XLII d, ktéry posiada ponadto 2 grupy
hydroksylowe w pozycji meta i para jest w tej grupie najaktywniejszym inhibitorem
RR. Poza tym, badania in vitro z uzyciem ludzkich komorek CCRF-CEM biataczki
dowiodty, ze pochodne XLIIl a oraz XLIlIl e odznaczajg sie duzg selektywnoscig

dziatania i mniejszg toksycznoscig [65].
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2.5.2. Pochodne hydroksyguanidyny

Hydroksyguanidyna zawiera grupe iminowg ukfadu guanidyny oraz grupe
hydroksyaminowg hydroksymocznika odpowiedzialng za dziatanie
przeciwnowotworowe [66].

Zespot  kierowany przez Liena otrzymat pochodne N-hydroksy-N’-
aminoguanidyny. W wyniku badan in vitro na komérkach rakowych szczuréw zwigzki

XLIV a — ¢ wykazaty wysokg aktywnosc¢ przeciwnowotworowg [67]:

Zw. R

| AN

NOH a P

R\C_N Il N
C=N-NH-C—NH, CH

H b /Y

S

XLIVa-c

Kolejne modyfikacje struktury doprowadzity do uzyskania nowego zwigzku
XLV. Jest to pochodna triazyny, otrzymana w wyniku modyfikacji struktury
powyzszych  analogéw, ktéra posiada 10-krotnie  wiekszg  aktywnosc¢

przeciwnowotworowg i nizszg toksycznos¢ niz zwigzki macierzyste [68]:

P

SN
NOH
- [I
H3C |

N~ “C=N—NH—C—NH,
H

XLv

Zw. R Zw. R

R NOH
\ /
C=N—-NH-C
/ \

H NH, f Br Br . X
oH N
XLVle-j
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

W grupie pochodnych hydroksyguanidyny XLVI, obiecujgcym srodkiem
farmakologicznym jest zwigzek XLVI f bedacy przedmiotem badan w NCI.

Mechanizm hamowania reduktazy rybonukleotydowej byt badany przez kilka
zespotow naukowych,a wyniki byty podobne. Zwigzki XLVI h, XLVI i oraz XLVI k

hamujg enzym, przy czym najsilniejszym inhibitorem jest XLVI i [69].

O,N
NH
4
C=N-NH-C
/ \
H NHOH

XLVI k

Analogi hydroksyguanidyny oznaczone symbolami XLVIl a - f zostaly
przebadane in vitro na komédrkach biataczki mysiej L 1210 oraz komdrkach ludzkiego
raka gruczotu piersiowego ZR-75 [70]. Wszystkie pochodne okazaty sie bardzo

skutecznymi chemioterapeutykami.

Zw. Zw.

Cl
R NH

onl~ ¢ T
\ 4
C=N—-NH-C
/ \

H NHOH
o ol @d
XLVIla-f =CH;
NO2
A

2.6. Analogi puryn

Zespot badaczy z AM we Wroctawiu kierowany przez profesora Z. Machonia
wykazat, iz zasada Schiffa oznaczona symbolem IP-10 tj. 5-(4'-
hydroksybenzylidenoimino)-3-metylo-izotiazolo[5,4-d]pirymidyno-(7 H)-4,6-dion
wykazuje silng aktywnos¢ przeciwnowotworowg w stosunku do komorek biataczki

i czerniaka [71].
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IP-10

Nastepnie otrzymano pochodne 5-amino-3-metylo-izotiazolo[5,4-d]pirymidyno-
(7TH)-4,6-dionu (XLVIl a — g), a takze pochodne estru etylowego kwasu
3-metylo-5-semikarbazydo-4-izotiazolokarboksylowego (XLIX a - d), z ktérych
najwieksze nadzieje na uzyskanie lekdw onkostatycznych rokujg zwigzki XLVIII b i ¢
oraz XLIX a [72]:

Zw. R Zw. R

a
o] >/: e —@—OCHS

HiC HO
I N—N=CH-R
‘. b
~s N~ o H3CO
| = HnicHy),
H
G
XLVllla-g cl
d CH N=
HO
0
HaC a Zw

o}
XLIXa-d HO

Zw. R : R
~OC,Hs
| | a —< >—C| c —@—OH
N\
s NH—ﬁ—NHN=CH—R
b @ d —©—00H3
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3. CEL PRACY

Badania prowadzone od szeregu lat w Katedrze i Zakfadzie Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych we wspodtpracy z Katedrg Chemii Organiczne;
AMG dotyczg poszukiwania nowych syntetycznych lekéw przeciwnowotworowych.
Obiecujgce wyniki uzyskano w grupie pochodnych 1,3,5-triazyny zawierajacych
ugrupowania aminowe w potozeniu 2 i 4 oraz podstawnik halometylowy [73]
lub akrylonitrylowy [74] w pozycji 6 pierscienia heterocyklicznego. Struktury

najaktywniejszych zwigzkdéw typu A i B przedstawiono na Rysunku 5:

Ar

HoC—X NC\C)\H
NJ\N N)\N
|

- )l\ - )\
; _ .
¢ NTONT N / Z

\ .
pIpt S

A B

X=F,Cl,Br, | Ar = /@Noz ‘ /@Noz

NO,

, —@-N(CH3)2
B /~\
e - O O O
- CH
/ \ Nf_—ﬁq—— /[54—CjQ3
R~= \_/ ' ~,\H\‘_
HsC

Rysunek 5

Jakkolwiek spektrum dziatania przeciwnowotworowego zwigzkéw A i B jest
odmienne, wspolnym elementem strukturalnym jest obecno$s¢ ugrupowania
2,4-diamino-1,3,5-triazyny, przy czym atom azotu w potozeniu 4 jest wbudowany
w pierécien heterocykliczny. Oznacza to, ze 2-aminotriazyna stanowi istotny element
farmakoforowy tej klasy cytostatykow.

Zwigzki typu A zostaty wyczerpujgco zbadane pod katem zaleznosci struktura-
aktywnos¢ biologiczna [74]. Wykazano, ze najaktywniejszy zwigzek zawiera
w pozycji 4 triazyny pierscien 3,5,5-trimetylopirazoliny, a w potozeniu 6 ugrupowanie

bromometylowe.
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Pod tym wzgledem pochodne typu B sg mniej zbadane, a obecnos¢
ugrupowania akrylonitrylowego rodzi szereg istotnych pytan na gruncie chemii
medycznej:

e Czy obecnos¢ grupy nitrylowej (CN) jest niezbedna dla aktywnosci
przeciwnowotworowej?
e Czy obecnos¢ grupy nitrowej (NO;) pierscienia aromatycznego

(heteroaromatycznego) jest niezbedna?

e Jaki jest wptyw azotowego pierscienia heterocyklicznego w potozeniu

4 triazyny na aktywnos¢ biologiczng?

Szukajac odpowiedzi na powyzsze pytania postanowiono przeprowadzi¢ syntezy
dwoch szeregdw pochodnych triazyny oznaczonych na Rysunku 6 ogolnymi wzorami
CiD:

,?\r Ar
Nc\céN H\j\)\H
N)\N N7 SN
- N)l\ — ,/’"‘N)l\ pZ
d N NH, | N NHz
C D

Rysunek 6

Zwigzki typu C posiadajg atom azotu w miejscu grupy = C3-H akrylonitrylu.
Natomiast zwigzki typu D pozbawione sg grupy nitrylowej przy alkenylowym atomie
wegla.

Obie serie zawierajg zroznicowane podstawniki heterocykliczne w pozycji
4 triazyny oraz rozne pierScienie aromatyczne (heteroaromatyczne) przy
alkenylowym atomie wegla.

W ostatnich latach rosngcego znaczenia nabierajg badania w dziedzinie
syntezy potencjalnych lekow posiadajacych dwa punkty uchwytu, a wiec dziatajacych
za posrednictwem dwdch niezaleznych mechanizméw (ang. dual acting drugs)
[75, 76]. Zwigzki tego typu posiadajg cechy strukturalne umozliwiajgce wptyw na
biomolekuty odpowiedzialne za procesy metaboliczne, ktoérych efektem koncowym -
jak w przypadku lekéw cytostatycznych — jest zahamowanie wzrostu lub apoptoza

komorek nowotworowych.
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W ,Czesci Teoretycznej” pracy (Rozdziat 2) omoéwiono wazniejsze osiggniecia
w zakresie syntezy antymetabolitow kwasu foliowego, ktérych prototypem jest
Metotreksat. Naszg uwage zwrocit fakt, iz dokonano syntezy zwigzkéw zawierajgcych
ugrupowanie 2-aminopirymidyny w miejscu pierscienia pteryny, natomiast brak jest
informaciji n.t. syntezy odpowiednich analogéw 2-amino-1,3,5-triazyny.

Stad tez, kolejnym celem niniejszej pracy byta synteza analogéw Metotreksatu

przedstawiona na Rysunku 7 o ogoinym wzorze E:

'R Ol COOH |
A HE Ik | . R=H,CHs
. iz—n* CT’T*“:H | R'=COOH, SCH,
5 NTSN T (B CH)y 1 n=2,3
e P I
| I ffffffffffff -

Rysunek 7

Budowa chemiczna analogéow Metotreksatu typu E umozliwia modyfikacje
w obrebie trzech elementdéw strukturalnych:

e ugrupowania 2-aminotriazyny: zréznicowane azotowe pierscienie heterocykliczne
w potozeniu 4;

e ugrupowania kwasu p-aminobenzoesowego: R = H lub CHgs;

e ugrupowania aminokwasu: n = 2, 3; R' = COOH lub SCHs.

Reasumujgc, celem niniejszej pracy byto opracowanie metod syntezy trzech
nie opisanych uprzednio w literaturze chemicznej, szeregébw zwigzkéw pochodnych
1,3,5-triazyny C, D i E o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej oraz
w przypadku wystgpienia takiego dziatania dokonanie analizy zaleznosci

struktura - aktywnos¢ (SAR).
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4. BADANIA WLASNE

4.1. Otrzymywanie pochodnych 2-(2,4-diaminotriazyn-6-ylo)-2-

iminoarylo-acetonitrylu

Analogi pochodnych akrylonitrylu zawierajgce atom azotu w miejscu grupy
=C3H oznaczone w rozdziale 2 (Cel Pracy) ogélnym wzorem C otrzymywano na
drodze reakcji kondensacji pochodnych (2,4-diamino-1,3,5-triazyn-6-ylo)acetonitrylu
ze zwigzkami nitrozowymi [77].

W kolejnych podrozdziatach omdéwiono wyniki badan nad syntezg (2,4-diamino
-1,3,5-triazyn-6-ylo)acetonitryli stosowanych jako substraty oraz ich kondensacji

ze zwigzkami nitrozowymi.

4.1.1. Synteza (2,4-diamino-1,3,5-triazyn-6-ylo)acetonitryli (11-19)

Znana metoda otrzymywania pochodnych 2,4-diamino-1,3,5-triazyny polega
na reakcji cyklokondensacji biguanidow 2z odpowiednimi estrami kwasow
karboksylowych [78]. Zastosowanie cyjanooctanu etylu umozliwia otrzymanie
odpowiednich pochodnych acetonitrylu [79].

W celu otrzymania tytutowych pochodnych acetonitrylu 11 — 19, w pierwszym
etapie przeprowadzono synteze odpowiednich pochodnych biguanidu dziatajgc
cyjanoguanidyng na chlorowodorki amin cyklicznych. Na tej drodze otrzymano
biguanidy 1 — 6 w formie chlorowodorkéw, a po neutralizacji chlorowodorkéw
wodnym roztworem NaOH uzyskano biguanidy 7 — 9 w postaci wolnych zasad.

Nastepnie przeprowadzono synteze acetonitryli 11 - 19 zgodnie
ze Schematem 1.

Syntezy zwigzkow 11 — 19 przeprowadzono dwiema metodami. Pierwsza
Z nich, przy zastosowaniu chlorowodorkéw biguanidu 1 — 6 wymagata zastosowania
etanolanu sodu w bezwodnym etanolu i umozliwita otrzymanie produktéw 11 — 16
z wydajnoscig 34 - 76%. Druga metoda, przy zastosowaniu wolnych zasad 7 — 9,
prowadzona w $rodowisku alkoholu etylowego w temperaturze pokojowej prowadzita

do wytworzenia zwigzkow 17 — 19 z wydajnoscig 16 - 63%.
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Schemat 1
CH,CN
ll\llH lﬁlH NCCH,COOC,Hs NN
R—C—NH—C—NH, xnHCI - |
CyHsOH / 20°C R)\N)\ NH,
1- 6, n=1 11-19
7-9,n=0
Zw. R Zw. R
I\
1,11 @—N\_/N— H3C_CHs
6,16 FN_
CH3 H3C N

aaRate
N N-

— M\

al 7,17 OZN—Q—N N—
/—\
Rates

=N
M 818 N—
4,14 F_Q_N\_/N_ H3C™ CaHs
5,15 DN— 9,19 0O N—
\—/

Sposréd pochodnych biguanidu zwigzki oznaczone numerami 2, 3, 4 i 7 nie
byty wczesniej opisane w literaturze chemicznej. W grupie pochodnych acetonitrylu
nowymi zwigzkami sg: 12, 13, 14 17.

Strukture otrzymanych zwigzkéw 11 — 19 potwierdzono w oparciu o wyniki
analizy elementarnej oraz w przypadku zwigzkéw nie opisanych w piSmiennictwie,
na podstawie analizy widm IR i NMR.

Przyktadowo, w widmie IR zwigzku 17 znajdujemy pasmo odpowiadajgce
drganiom walencyjnym grupy CN przy 2259 cm™ oraz dwa intensywne pasma drgan
rozciggajacych symetrycznych i asymetrycznych grupy NO, przy 1322 i 1534 cm™.

W widmie '"H NMR tego zwigzku wystepujg dwa multiplety o intensywnosci
czterech protonéw kazdy w zakresach 3.61 i 3.88 ppm; singlet 6-CH»- przy 3.93 ppm
oraz dwa dublety w zakresie aromatycznym widma przy 7.06 i 8.1 ppm
odpowiadajgce protonom pierscienia fenylowego podstawionego w pozycjach 1 i 4.
Obecnos¢ protondéw grupy aminowej potwierdza szeroki singlet o intensywnosci
dwaoch protonow przy 7.17 ppm.

Reasumujac, w tej czesci pracy otrzymano 18 zwigzkow, w tym 8 wczesniej
nie opisanych w literaturze (2, 3, 4, 7, 12, 13, 14, 17). Pochodne acetonitrylu 11 — 19
postuzyty jako substraty do reakcji ze zwigzkami nitrozowymi.

Wiasciwosci  fizykochemiczne i spektroskopowe otrzymanych zwigzkéw

przedstawiono w Tabeli 1.
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4.1.2. Reakcje triazyn-2-ylo-acetonitryli (11-19) z N,N-dimetylo-4-nitrozoanilina.
Synteza 2-(4,6-diamino-1,3,5-triazyn-2-ylo)-2-{[4-(dimetyloamino)fenylo]
imino}acetonitryli (20-28)

Reakcje kondensacji zwigzkéw posiadajgcych ugrupowanie metylenowe (C-H
kwasu) z aromatycznymi zwigzkami nitrozowymi po raz pierwszy przeprowadzone
zostaty w drugiej potowie XIX wieku przez Ehrlicha i Sachsa [80]. W kolejnych latach
Barrow i Thorneycroft dowiedli, iz tego typu reakcje — w zaleznosci od struktury
substratow — mogq prowadzi¢ do wytworzenia produktéw o strukturze imin G
lub nitronéw H [81]:

Schemat 2

1
R'] R\ /OH

CH, + ANO 5
R R “Ar

-H,0 ArNO
(utlenianie)

R! R! f
N\
\C=N /C= N
Ar

R Ar R
G H

Reakcja przebiega za posrednictwem adduktu F, ktoéry wskutek utraty
czasteczki wody tworzy imine G, lub ulega utlenieniu przez drugg czasteczke
zwigzku nitrozowego, co prowadzi do powstania nitronu H (Schemat 2).

Zwigzki o strukturze nitronéw otrzymano dziatajagc N,N-dimetylo-4-nitrozo-
aniling na fenyloacetonitryl w obecnosci zasady [81].

W niniejszej pracy reakcje pochodnych triazyny 11 — 19, posiadajacych
aktywne ugrupowanie metylenowe w potozeniu 2 z N,N-dimetylo-4-nitrozoaniling
prowadzono w srodowisku wrzgcego alkoholu etylowego w obecnosci 30% wodnego
roztworu KOH, zgodnie ze Schematem 3.

Otrzymane tym sposobem pozgdane pochodne iminoacetonitrylu 20 — 28 byty
jedynymi produktami tej reakcji i powstawaty z wydajnoscig 36 - 89%.

Strukture iminoacetonitryli okreslono w oparciu o wyniki analizy elementarnej

oraz analize spektroskopowg IR, NMR i MS.
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Schemat 3
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5 3 215
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Przyktadowo, w widmie IR zwigzku 20 znajdujemy pasma absorpcji grupy NH>
przy 3317 i 3180 cm™ oraz grupy CN przy 2204 cm™. Przesuniecie potozenia pasma
absorpcji grupy CN w kierunku nizszych liczb falowych w poréwnaniu z substratem
(ven = 2259 cm™) potwierdza fakt sprzezenia grupy nitrylowej z wigzaniem
podwojnym C=N ugrupowania iminowego. To ostatnie w widmie IR manifestuje sie
obecnos$cig pasma absorpcji przy 1614 cm™,

W widmie 'H NMR tego zwiazku wystepuje singlet o intensywnosci 6 protondw
przy 3.11 ppm odpowiadajacy protonom grup metylowych N,N-dimetyloaniliny, trzy
multiplety przy 3.25, 3.89 i 3.99 ppm o intensywnos$ci odpowiednio 4, 2 i 2 protonow
potwierdzajg obecnos$¢ pierscienia piperazyny. Dwa dublety przy 6.75 i 7.86 ppm
o statej sprzezenia J = 9 Hz wskazujg na obecnosc¢ pierscienia aromatycznego
podstawionego w pozycjach 1 i 4, natomiast trzy multiplety przy 6.91 (1H), 6.97 (2H)
oraz 7.32 (2H) ppm odpowiadajg protonom monopodstawionego pierscienia
fenylowego.

Wykonano takze widmo masowe zwigzku 20, w ktérym znajdujemy pasmo
jonu macierzystego M* przy m/z = 427 o intensywnosci 100% oraz pasma jonow
fragmentacyjnych przy m/z = 295 (52%) i 132 (22%).

Wiasnosci fizykochemiczne i spektroskopowe otrzymanych zwigzkéw 20 — 28

przedstawiono w Tabeli 2.
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4.1.3. Reakcje [2,6-diamino-(1,3,5-triazyn-2-ylo)]acetonitryli z nitrozobenzenem
(29-33)

Kontynuujagc  badanie reakcji kondensacji  triazyn-2-ylo-acetonitryli
ze zwigzkami nitrozowymi zastosowano dostepny w handlu nitrozobenzen.
Spodziewano sie, iz produkty tej reakcji bedg posiadaty strukture iminoacetonitryli,
a wiec analogiczng do zwigzkoéw opisanych w poprzednim podrozdziale.

Poszukiwanie optymalnych warunkéw tej reakcji wykazato, iz najwieksze
wydajnosci czystych produktéw (25 — 75%) uzyskano stosujac etanolowo-wodny
roztwor weglanu sodowego.

Wyniki analizy elementarnej oraz szczegdétowa analiza spektroskopowa
struktury produktow reakcji dowiodty, iz mamy tu do czynienia ze zwigzkami
zawierajgcymi ugrupowanie amidowe. W widmach IR, obok szerokich pasm
w zakresie 3100 — 3450 cm™ odpowiadajacych zasocjowanym wigzaniom N-H,
znajdujemy pasma o duzej intensywnosci w zakresie 1686 — 1703 cm’
charakterystyczne dla obecnosci grupy C=0.

W widmach '"H NMR tej klasy zwiazkéw wystepujg linie rezonansowe
w zakresie 10.12 — 10.28 ppm silnie odstanianych protonéw grupy amidowej CON-H.

W widmie heterokorelacyjnym HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Correlation) zwigzku 31 proton grupy amidowej nie wykazuje korelacji z zadnym
z obserwowanych pasm rezonansowych atomoéw wegla, co wyklucza strukture
nitronu. Natomiast w widmie HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) proton
NH wykazuje silng korelacje przez 3 wigzania chemiczne z atomami wegla w pozycji
orto pierscienia fenylowego (Widmo 1 2).

Charakterystyczny jest takze obraz widma masowego zwigzku 31, gdzie obok
pasm jonu molekularnego, obserwujemy piki jondw tworzacych sie w wyniku utraty
przez jon molekularny grupy CeHsNOC™ [82].

Jakkolwiek badanie mechanizmu reakcji wykraczato poza ramy niniejszej
rozprawy, w celu uzasadnienia tworzenia produktéw o strukturze amidéow 29 — 33
zaproponowano sekwencje przedstawiong na Schemacie 4.

Pierwszy etap reakcji jest analogiczny do omowionej poprzednio kondensacji

z udziatem N,N-dimetylonitrozoaniliny i polega na addycji grupy C-H acetonitrylu do
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wigzania N=0O z wytworzeniem cyjanohydryny typu K zawierajgcej grupe NH przy
czwartorzedowym atomie wegla.

Potgczenie tego typu jest nietrwate i moze ulec stabilizacji poprzez utrate
czasteczki wody z wytworzeniem iminoacetonitrylu L lub poprzez wydzielenie
czasteczki cyjanowodoru, co prowadzi do powstania kolejnego zwigzku posredniego
M zawierajgcego ugrupowanie iminolowe. Ten ostatni zwigzek na drodze

tautomeryzacji tworzy finalny produkt o strukturze amidowe.

Schemat 4

)\ @—NO

)\ & , 20% NayCO3 Z &

N N — N
R™ >N NH, R NH,
29 - 33 M
Zw. 11, 29 15, 30 16, 31 18, 32 19, 33
H3C
- 3 CH3 =N —
C OO D TR I O
HsCc™ N HsC  CoHs

Roéznica w przebiegu reakcji triazyn-2-ylo-acetonitryli ze zwigzkami
nitrozowymi dotyczy zatem procesu rozpadu adduktu K, ktorego przebieg jest
zalezny od efektu elektronowego (lub jego braku) wywotywanego przez podstawnik
obecny przy pierscieniu fenylowym. Uprzywilejowany jest proces utraty przez
zwigzek K czasteczki wody prowadzacy do tworzenia iminoacetonitrylu L
posiadajgcego uktad sprzezonych wigzan wielokrotnych N=C-C=N. Proces ten moze
by¢ odwracalny, bowiem reakcja prowadzona jest w Srodowisku alkoholowo -

wodnym. Proces hydrolizy inicjowany jest atakiem jonu hydroksylowego OH™ na atom
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wegla grupy iminowej. Obecnos¢ grupy dimetyloaminowej w pozycji para pierscienia
fenylowego o charakterze elektrono-donorowym obniza deficyt elektronéw na atomie
wegla, uniemozliwiajac tym samym proces tworzenia zwigzku posredniego K.
Natomiast w przypadku nitrozobenzenu réwnowaga przesunieta jest w kierunku
tworzenia adduktu K, ktoéry ulega alternatywnemu procesowi polegajgcemu
na eliminacji czasteczki cyjanowodoru. Wytworzony na tej drodze zwigzek posredni
M ulega tautomerii dajac w efekcie trwaty produkt o strukturze amidu.

Wiasciwosci  fizykochemiczne i spektroskopowe otrzymanych zwigzkéw
29 — 33 przedstawiono w Tabeli 3.
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4.2. Synteza pochodnych 2-alkenylo-4,6-diamino-1,3,5-triazyny

Posrod szeregu metod syntezy chemicznej, umozliwiajgcych tworzenie
wigzania podwojnego C=C, szczegdlng pozycje i uniwersalny charakter posiada
reakcja  Wittiga [83, 84]. Umozliwia ona transformacje  alkilowych
chlorowcopochodnych do alkenow na drodze reakcji wytworzonych uprzednio soli
fosfoniowych ze zwigzkami karbonylowymi w obecnosci zasad. Mechanizm reakcji
Wittiga oraz stereochemia produktéw byty przedmiotem wielu badan, a jej przebieg

obrazuje Schemat 5.

Schemat 5
R1 R1 R1
/o1 CHECYAN /4
R—CH,—R—R' — > | R—CH—R—R' <— R-CH=R—R
R1 R1 R']
N X ylid P
fosfoniowy
RZCHO
2

o C‘R ‘RZ

B : Oo<C

oksafosfetan RIL ] i/lub R ":'

R=¢C Spc

R\ R "\

R R1 R R? R

syn- (Rl syn- (R1

eliminacja l (R7)sPO eliminacjal (R)sPO
R? R?
alken [ /|(
R R
izomer cis izomer trans

Reakcja chlorowcopochodnej z trifenylofosfing prowadzi do wytworzenia soli
fosfoniowej N, ktéra poddana dziataniu zasady tworzy zwigzek P o charakterze ylidu
fosfoniowego, w ktérym naktadanie sie orbitalu p atomu wegla z jednym z orbitali
d atomu fosforu prowadzi do wytworzenia wigzania podwojnego C=P. W tej formie
ylid P ulega reakcji cykloaddycji [2 + 2] ze zwigzkiem karbonylowym, ktorej
produktem jest oksafosfetan R. Proces kohczy syn-eliminacja tj. rownoczesny proces

rozpadu oksafosfetanu do tlenku trifenylofosfiny i alkenu.
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Produktem reakc;ji ylidu fosfoniowego (alkylidenu fosforanu) z aldehydami lub
ketonami moze by¢ mieszanina alkenéw o konfiguracji E i Z. Wykazano, iz ylidy
stabilizowane przez rezonans dajg produkty o konfiguracji E, natomiast ylidy
niestabilizowane zazwyczaj tworzg alkeny o konfiguracji Z. Stereochemia alkenow
jest uwarunkowana stereochemiczng budowg oksafosfetanu R, bowiem izomer cis
rozpada sie z wytworzeniem alkenu Z, natomiast izomer trans daje w efekcie alken
o konfiguraciji E.

W  przypadku ylidow fosfoniowych niestabilizowanych proces tworzenia
oksafosfetanu jest nieodwracalny. Stad tez stosunek produktéow E - Z jest
odzwierciedleniem stereoselektywnosci pierwszego etapu reakcji zachodzacej pod
kontrolg kinetyczng. Preferencja dla tworzenia cis-oksafosfetanu jest rezultatem
minimalnych oddziatywan sterycznych w stanie przejsciowym, w ktdorym uczestniczg
oba reagenty (ylid i zwigzek karbonylowy) utozone prostopadle wzgledem siebie
(Rysunek 8).

Rysunek 8. Stan przejsciowy tworzenia oksafosfetanu.

W przypadku ylidow stabilizowanych przez sprzezenie z grupg elektrono-
akceptorowg R, tworzenie oksafosfetanu jest procesem odwracalnym z uwagi
na wiekszg trwato$¢ ylidu. Dlatego tez stosunek sterecizomeréw E - Z jest
odzwierciedleniem trwatosci termodynamiczne;j diastereoizomerycznych
oksafosfetanow. Z uwagi na wieksze oddziatywanie steryczne w cis-oksafosfetanie,
gdzie podstawniki R i R? znajdujg sie po tej samej stronie pierscienia
heterocyklicznego, ten diastereoizomer jest mniej trwaty i szybciej ulega rozpadowi
do substratéw niz do pozadanego alkenu. Rekombinacja substratéow prowadzi
w efekcie do wytworzenia bardziej trwatego termodynamicznie trans-oksafosfetanu,
ktory w procesie syn-eliminacji tworzy alken o konfiguraciji E.

W Kkolejnych podrozdziatach omoéwiono syntezy pochodnych 6-bromometylo-

1,3,5-triazyny, soli fosfoniowych oraz pozadanych 2-alkenylo-1,3,5-triazyn.
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4.2.1. Otrzymywanie pochodnych 2,4-diamino-6-bromometylo-1,3,5-triazyny
(34-38)

Pozadane zwigzki bromometylowe 34 — 38 otrzymano na drodze reakcji
odpowiednich biguanidow z bromooctanem etylu w roztworze bezwodnego alkoholu

metylowego w temperaturze pokojowej zgodnie ze Schematem 6:

Schemat 6
CHzBI'
NH NH BrCH H
B R Wl NN
_ —NH, -~ |
CH30H / 20°C R)\N)\NH )
1,5,6,9,10 34 - 38
Zw. 1, 34 5,35 6, 36 9,37 10, 38
M HyG CHs Vam CHs
w OO D [ie O O
—/ =N \/
HsC

Zwigzek 36 byt wczedniej opisany w literaturze chemicznej [73], natomiast
pochodne 34, 35, 37 i 38 sg zwigzkami nowo otrzymanymi.

Wiasciwosci  fizykochemiczne i spektroskopowe pochodnych 34 - 38
przedstawiono w Tabeli 4. Cechg wspodlng tych zwigzkow jest obecnos¢ w widmach
'H NMR linii rezonansowych przy 4.1 ppm odpowiadajgcych protonom grupy

metylenowej CH,-Br.
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

Synteza bromkow [(4,6-diamino-triazyn-2-ylo)-metylo]trifenylo-fosfoniowych
(soli fosfoniowych) (39-42)

Oczekiwane sole fosfoniowe 39 — 42 otrzymano na drodze reakgji
chlorowcopochodnych 34 — 37 z trifenylofosfing w $Srodowisku wrzgacego dioksanu
[85]. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej produkty
ulegty wytrgceniu w formie bezpostaciowych bezbarwnych krysztatow. Przebieg

reakcji obrazuje Schemat 7:

Schemat 7

(]
CHgBr CHy P(Ph)s

©

PPhg Br

—_—
)\ = dioksan / t.w. )\ =
R N7 TNH, R N)\NH

34 -37 39 -42

2

Zw. 34, 39 35,40 36, 41 37,42
H3C CH3

/I~ /N
R @—N N— | N- N— O N—
~— = —

HaC™ N

Strukture produktow potwierdzono w oparciu o wyniki analizy elementarnej
oraz widma IR. Wiasciwosci fizykochemiczne i spektroskopowe otrzymanych

zwigzkow 39 — 42 przedstawiono w Tabeli 5.
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

4.2.2. Synteza pochodnych 2-alkenylo-4,6-diamino-1,3,5-triazyny (43-51) na
drodze reakcji Wittiga

Reakcje Wittiga zazwyczaj prowadzi sie w $rodowisku rozpuszczalnika
aprotonowego i butylolitu jako zasady generujacej ylid fosfoniowy. W przypadku soli
fosfoniowych zawierajgcych ugrupowanie elektrono-akceptorowe w sasiedztwie
grupy metylenowej —CH»-, reakcje mozna prowadzi¢c w srodowisku alkoholu
w obecnos$ci odpowiedniego alkoholanu sodu.

Stwierdzono, iz sole fosfoniowe triazyny 39 — 42 reagujg z aldehydami
w metanolowym roztworze metanolanu sodu w temperaturze pokojowej
z wytworzeniem pochodnych 2-alkenylo-1,3,5-triazyny 43 — 51. Przebieg tej reakc;ji

przedstawia Schemat 8:

Schemat 8
Zw. R R?
39,45 { YN N ©/
—/
40, 44 E:N— ©/
CHs CHs
41,45 N— ©/
R? =N
HsC
CH,~P(Ph); c” H —
)\ BF )\ 39, 46 Q—N N— /©/
i Sy P R2CHO ; SN ' |OaN
)\ )\ )\ )\ [ / \
RN N CHsOH/CHiONa 1~ 39,47 { N W L
2 20°C, 0.5 h 2 — oMo
o /\
39 -42 43 - 51 39,48 @—NuN 02N/©\
SN / \
42,49 a_N OzN’Q\
3
41, 50 [
N— OQN/Q\
HyC™ N
40, 51 N OZN@\

Strukture otrzymanych zwigzkow potwierdzono w oparciu o wyniki analizy
elementarnej oraz analize widm IR oraz 1D i 2D NMR. Peten zakres badan

spektroskopowych wykonano dla zwigzku 44 zawierajgcego pierscien pirolidyny w
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pozycji 6 1,3,5-triazyny oraz pierscien fenylowy przy alkenylowym atomie wegla
(R? = CgHs).

W widmie IR zwigzku 44 wystepujg 2 pasma absorpcji potwierdzajace
obecnos¢ grupy NH, przy 3329 i 3171 cm™. W zakresie 1600 — 1700 cm’
znajdujemy 2 pasma absorpcyjne przy 1642 i 1665 cm™. Pierwsze z nich mozna
przypisa¢ wigzaniu C=N pierscienia triazyny, natomiast drugie prawdopodobnie
odpowiada spolaryzowanemu wigzaniu alkenylowemu C=C. Takie zatozenie
uzasadnia fakt, iz w widmach IR substratow (soli fosfoniowych) w zakresie
1600 — 1700 cm™” wystepuje tylko 1 pasmo absorpcji charakterystyczne dla wigzania
C=N triazyny.

Widmo 'H NMR zwiazku 44 (Widmo 3) potwierdza strukture szkieletu
weglowodorowego czgsteczki. W zakresie alifatycznym widma znajdujemy 3 grupy
linii rezonansowych z maksimum przy 1.96 ppm (4H), 3.54 ppm (2H) i 3.68 ppm (2H),
ktére odpowiadajg protonom grup CH; pirolidyny odpowiednio w pozycjach 3’ i 4’
(4H), 2’ (2H) oraz 5’ (2H). Nieréwnocennos¢ protondw w pozycjach 2’ i 5’ pierscienia
heterocyklicznego potwierdza obecno$é w widmie '>C NMR 2 sygnatow przy 46.44
i 46.66 ppm (Widmo 4).

W zakresie aromatycznym widma 'H NMR zwiazku 44 znajdujemy multiplety
odpowiadajgce 5 protonom pierscienia fenylowego w zakresie 7.3 — 7.6 ppm oraz
dwa dublety przy 6.88 i 8.04 ppm o intensywnosci 1 protonu kazdy, potwierdzajace
obecno$¢ ugrupowania alkenylowego. Wartosc¢ statej sprzezenia J = 16 Hz wskazuje,

iz mamy do czynienia z izomerem E alkenu.
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Widmo 3. Widmo 'H NMR zwigzku 44 w CDCls.
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Widmo 6. Widmo HMBC zwigzku 44 w CDCls.
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Jakkolwiek przedstawiona powyzej analiza widm 'H i *C NMR potwierdza
strukture badanego zwigzku 44, rozstrzygniecia wymaga przyporzadkowanie
poszczegolnych sygnatow protonom H-1 i H-2 ugrupowania alkenylowego. W tym
celu wykonano widma heterokorelacyjne HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Correlation) i HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Widmo HSQC
(Widmo 5) wskazuje, iz proton wystepujagcy w postaci dubletu przy 6.88 ppm
potaczony jest z atomem wegla, ktérego sygnat w widmie *C NMR wystepuje przy
128 ppm, natomiast proton obecny w postaci dubletu przy 8.04 ppm Kkoreluje
z atomem wegla przy 139.6 ppm (Widmo 4).

Analiza korelacji proton-wegiel obserwowanych w widmie HMBC (Widmo 6)
potwierdza, iz oba protony H-1 i H-2 znajdujg sie w odlegtosci 2 — 3 wigzan
chemicznych od atomu wegla C-2 pierScienia triazyny (170.3 ppm) oraz
czwartorzedowego atomu wegla pierscienia fenylowego (136.0 ppm). Rozstrzygajaca
te kwestie jest korelacja protonu przy 8.04 ppm z sygnatem atomoéow wegla C-2”
i C-6" pierscienia fenylowego, ktore dzieli odlegtos¢ 3 wigzan chemicznych. Stad
wniosek, ze sygnat protonu przy 8.04 ppm odpowiada protonowi H-2, natomiast
dublet 6.88 ppm pochodzi od protonu oznaczonego jako H-1.

Stereoselektywnosé przebiegu reakcji Wittiga wskazuje, iz produkt posredni
o strukturze oksafosfetanu R posiada konfiguracje trans. Stereoizomer trans
powinien wiec by¢ trwalszy termodynamicznie od izomeru cis. Potwierdzenia tego
faktu probowano poszukiwa¢ na drodze komputerowego modelowania
molekularnego przy zastosowaniu programu SPARTAN, wersja 5.0 zainstalowanego
na stacji roboczej Silicon Graphics 02.

W tym celu struktury obu stereoizomerdw cis i frans oksafosfetanu R poddano
optymalizacji metodg pétempiryczng PM3 (Rysunek 9). Obliczone ciepto tworzenia
AHs izomeru trans wynosi 123.4 kcal/mol (n = 3.97 Debye), a izomeru cis 126.8
kcal/mol (un = 4.02 Debye), co potwierdza wiekszg trwatos¢ tego pierwszego.
Zblizone wartosci momentow dipolowych obu czasteczek nie stwarzajg preferencii

do tworzenia ktéregokolwiek z izomeréw w srodowisku polarnym, jakim jest metanol.
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Rysunek 9. Struktura oksafosfetanu trans (po lewej) oraz cis (po prawej)

zoptymalizowana metodg semiempiryczng PM3.

Wiasciwosci  fizykochemiczne i spektroskopowe otrzymanych zwigzkéw

43 — 51 przedstawiono w Tabeli 6.
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4.3. Synteza analogéw Metotreksatu

Przystepujac do kilkuetapowej syntezy analogéw Metotreksatu zawierajgcych
pierscien heterocykliczny 1,3,5-triazyny nalezato zaplanowacC sekwencje reakcji
prowadzacych do pozgdanych produktow z uwzglednieniem dostepnosci substratow.

Teoretycznie istniejg dwie mozliwe sekwencje reakcji umozliwiajgce

otrzymanie antymetabolitéw kwasu foliowego:

Sekwencja A:

) N-alkilowanie
triazyna—CH,Br +PABA > triazyna—CHzNHOCOOH

I II
aminokwas ?OOR hydroliza dukt
- ; - - S
kondensacia triazyna— CH,NH CONH (IJH alkaliczna produ
CH
(CH2)n v
I COOR!

N-Alkilowanie kwasu p-aminobenzoesowego (PABA) bromometylowg
pochodng 1,3,5-triazyny (I) prowadzi do wytworzenia pochodnej kwasowej II, ktora
na drodze kondensacji z odpowiednim aminokwasem umozliwia otrzymanie estru III.

Hydroliza alkaliczna funkcji estrowej dostarcza pozadany analog Metotreksatu 1V.

Sekwencja B:

COOR

. ] _

PABA + aminokwas  —fondensaca _ HzNOCONH—CH triazyna
(CIIHZ) N-alkilowanie
n
\4 COOR!
CIIOOR
triazyna—CHzNH—Q—CONH_(I;H hydroliza
—_— rodukt
(GH2)n alkaliczna P
\Y | COOR! v
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W pierwszym etapie otrzymuje sie pochodng estrowg V na drodze
kondensacji PABA z aminokwasem. N-Alkilowanie zwigzku V bromometylowg
pochodng triazyny prowadzi do wytworzenia estru VI, ktory poddany reakcji hydrolizy
alkalicznej daje finalny produkt IV.

W  wyniku szeregu préb eksperymentalnych stwierdzono, iz synteza
potencjalnych  antymetabolitow kwasu foliowego zawierajacych pierscien

1,3,5-triazyny jest mozliwa na drodze sekwenc;ji A.

4.3.1. Otrzymywanie kwasow 4-{[(2,4-diamino-1,3,5-triazyn-6-ylo)metylo]Jamino}

benzoesowych (52-59)

Substratami dla reakcji N-alkilowania kwasu p-aminobenzoesowego i jego
pochodnej N-metylowej byty 2-bromometylo-1,3,5-triazyny 34 — 38 (Schemat 9),
z ktérych pochodna zawierajgca pierscien 3,5,5-trimetylopirazoliny 36 byta wczesniej
opisana [73], a zwigzki 34, 35, 37 i 38 otrzymano w analogiczny sposéb dziataniem
bromooctanu etylu na odpowiedni biguanid (Czes¢ Eksperymentalna). Reakcje
chlorowcopochodnych 34 - 38 z kwasami p-aminobenzoesowymi prowadzono
w temperaturze pokojowej w roztworze dimetyloformamidu. Otrzymane surowe
bromowodorki przeprowadzono nastepnie w wolne zasady dziataniem trietyloaminy
w chloroformie [86].

Analiza widm IR tej klasy zwigzkéw dostarcza dowoddéw na obecnos$¢ grupy
karboksylowej: w zakresie 2500 — 3400 cm’”’ wystepuje szerokie pasmo absorpcji
zasocjowanej grupy —OH, natomiast w zakresie 1680 — 1690 cm™ znajdujemy pasmo
charakterystyczne dla drgan rozciggajacych wigzania C=0.

W widmach '"H NMR na uwage zastuguje fakt, iz grupa CH, pochodnych
PABA (52 - 55) wystepuje jako dublet w zakresie 4.2 — 4.4 ppm na skutek
sprzezenia z protonem sasiadujgcej grupy NH, natomiast analogiczny sygnat

w widmach N-metylowych zwigzkéw 56 — 59 wystepuje jako singlet.
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Schemat 9
CHzBF
N| SN 1
R1J\N)\NH2
2.
34 -38
Zw. R'

34, 52 @—N/_\N—
/

35, 53 D -
37,54 d N—
7/
CH3
38, 55

R2
HN—@—COOH / DMF

EtsN / CHCI,

R2 Stosunek

molowy
H 1:2
H 1:1.5
H 1:3
H 1:3

Zw.

35, 57

36, 58

37,59

Y

R2

|
)C\HZ———NOCOOH

@
AL
R N~ “NH,

52 -59

2  Stosunek

molowy
CHj 1:3
CH3 1:2
CH3 1:3
CH3 1:3

Wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanych zwigzkow 52 — 59 przedstawiono

w Tabeli 7.
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4.3.2. Reakcje kondensacji zwigzkéw 52 — 59 z aminokwasami

Znanych jest szereg metod kondensacji kwaséw karboksylowych z aminami
prowadzacych do wytworzenia wigzania peptydowego CO-NH. Przeglad
piSmiennictwa dotyczacego syntezy analogdbw kwasu foliowego wskazuje,
iz w zaleznosci od rodzaju uzytych substratow, powyzsza reakcja moze byc¢
prowadzona przy uzyciu chlorkdéw kwasowych [24, 87], lub kwasow karboksylowych
w obecnosci czynnikéw kondensujacych, takich jak:
heksafluorofosforan(benzotriazol-1-yloksy)tripirolidynofosfoniowy  (PyBOP)  [88],
azydek difenylofosforylowy (DPPA) [10, 89], cyjanofosforan dietylowy [6, 90, 91]
lub rozpuszczalny w wodzie 1-(3-dimetyloaminopropylo)-3-etylo-karbodiimid (EDCI)
[92-94].

Schemat 10
O @ ?OORS
Il?z Gl HN—GH Tz C|3OOR3
CH,—N COOH (CHy), CH,—N CO—NH—CH
A L Pe |
N N - N7 SN (CHy),

AL A : I |

R! 1 R4
NH; (EtO), PCN / EtsN / DMF R N™ NH
52 -59 60 - 69
2w R RZ R* n 2w R RZ R* n
/—\ /~\
60 N N— H SCH; 2 65 N W= CHs SCH; 2
\/ \
61 N N— H COOMe 2 66 D_ CHs SCHs 2
—/
H3C,CHg
62 [ v H scH; 2 e \—  CHs COOMe 2
Hee™ N
— H3C,_CH4
63 o N— H GCOOEt 2 68 “—  CHs COOMe 1
\/ =N

64 @_,L_ H COOMe 2 69 N— CHy SCH; 2
=N
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W trakcie prac eksperymentalnych wykluczono mozliwo$¢ zastosowania
chlorkow kwasowych, ktorych otrzymanie w stanie czystym okazato sie niemozliwe.
Sukcesem natomiast zakonczyty sie reakcje kwasoéw 52 — 59 z estrami kwasu
glutaminowego, asparaginowego oraz metioniny prowadzone w obecnosci
cyjanofosforanu dietylowego (Schemat 10) [93].

Reakcje przebiegaty z wydajnosciami 23 — 84% w temperaturze pokojowej
w obecnosci trietyloaminy oraz dimetyloformamidu uzytego jako rozpuszczalnika.
Produkty izolowano przy zastosowaniu chromatografii kolumnowe;j.

Struktury otrzymanych pochodnych estrowych 60 — 69 potwierdzono w oparciu
o wyniki analizy elementarnej oraz analize widm IR i '"H NMR, a w przypadku
zwigzku 66 wykonano takze widmo MS.

Cechg charakterystyczng widm IR otrzymanych zwigzkdw jest obecnos¢ pasm
absorpcji w zakresie 1720 — 1730 cm™ potwierdzajacych obecnosé funkeji estrowej
(drgania rozciggajgce wigzania C=0).

Przyktadowe widmo "H NMR pochodnej metioniny 66 (Widmo 7) zawiera trzy
linie rezonansowe w postaci singletéw przy 3.15, 3.37 i 3.63 ppm odpowiadajgce
protonom grup metylowych S-CHj, N-CH3 i O-CHs3. Dublet o intensywnosci 1 protonu
przy 8.32 ppm odpowiada protonowi NH wytworzonego wigzania amidowego.

W widmie masowym tego zwigzku wystepuje pik jonu macierzystego M* przy
m/z = 473 (4%) oraz pasma jonow fragmentacyjnych przy m/z = 311 (10%),
193 (3%), 179 (100%) i 151 (5%).

Wiasciwosci fizykochemiczne i spektroskopowe otrzymanych pochodnych

estrowych 60 — 69 przedstawiono w Tabeli 8.
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Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

4.3.3. Hydroliza estréw 60 — 69 do pochodnych kwasowych 70 — 79

Jakkolwiek hydroliza alkaliczna estrow do odpowiednich kwasow
karboksylowych wydaje sie zabiegiem prostym, obecnos$¢ w substratach innych
ugrupowan wrazliwych na dziatanie silnych zasad (wigzania CONH i C=N) wymagata
starannego doboru warunkow reakcji, w tym rozpuszczalnika, temperatury i rodzaju
uzytej zasady.

W oparciu o badania eksperymentalne stwierdzono, ze reakcje hydrolizy
przebiegajg z dobrymi wydajnosciami (44 — 87%) przy zastosowaniu wodorotlenku
sodowego w mieszaninie tetrahydrofuran - woda w temperaturze pokojowej [95].
Wytworzone w pierwszym etapie sole sodowe odpowiednich kwaséw
karboksylowych przeprowadzono w pozadane analogi Metotreksatu 70 — 79
dziataniem kwasu octowego lub 10% HCI (Schemat 11).

Strukture otrzymanych tym sposobem zwigzkoéw potwierdzity wyniki analizy
elementarnej i spektroskopowej IR, NMR i MS.

Schemat 11
Flez C|:OOR3 F|<2 C|:OOH
)C\HZ_N@*CO_NH_?H 1. NaOH / THF / H,0 )C\HZ_N@*CO_NH_?H
)N|\ \)N\ (THZ)n 2. CH3COOH lub HCI )N|\ \)N\ (THZ)"
. 3 u
= 4 =
R'™ N7 “NH, R R'™ N7 “NH, R®
60 - 69 70-79
7w R1 R2 R5 n Zw. R1 R2 R5 n
70 N W= H SCHy 2 75 N W= CHs SCHy 2
\/ \/
7 N N— H COOH 2 76 D_ CHs SCHs 2
\/
H3C, CHj
2 [ M soH 2 7 N—  CHs COOH 2
Hec” N
pa— H3C, CHj
73 d N— H COOH 2 78 —  CHs COOH 1
\ =N
HyC
CHj HsG,_CH,
74 @_h"_ H COOH 2 79 N— CHs SCHy 2
=N

-73-



Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

S5°0 98"

11 09

‘v PP EZ PI°S

p-OSING M LL NYZBIMZ HIAN H, OWPIAA “8 OWPIAA

POCTT L9701 ir°s

18°1T PE'ET LE'EZ 82711 P8°S p5° 92 or-otT 3
—e ————i—y e e T o o L et e —, _1|uv.n|_
wdd T 2 £ 14 S 9 £ ) 6 0T IT 2T £T
| - 1 P S T M e U N ST WY A W S AT T I (k) W RN AT P | W T S 1O (Y (1R T S I | I T T N T Tt GENNT TR [N U M T T I

N )

I

|

HOO2

N4
O f_,f_\j\z:/\.R

(qz‘®0) uL

zﬂﬂz
M _._n_TJzuool©|_..,,zI«_._m

HOO02 T £

-74 -



Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

‘AuzoAjejije saez 9p-OSING M LL NYZeIMZ HINN H, OWPIAA "Y8 OWPIAA

18711 PE"ET » *
: 8811 e LE"EZ cares 22" 11 -
wdd 8 T 0°2 2°2 v-2 9°2 . 22 0°e 2°e Ve 9°¢ g°e 0¥ 2% vy
Les o daaaalsasstosaalessslag k_...._...._...._.__._._..»...._...._...-._...._...._...._...._.-.-_...._...._...-_:.._...._....:.-._.-.._...._...._.

HOOD

ub
O - /_\z/__\zwL,a

(qz ‘%0 N_.L

zJ\z
) :ou_.“zuool©|_.__‘zlfw

HOOD &

To 8bZI

-75-



Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

‘Auzofjewole sanez ‘9p-OSING M 1L NYZBIMZ YN H, OWPIAA “g8 OWPIAA

PECIT or’ot

-76 -



Synteza potencjalnych cytostatykéw pochodnych 1,3,5-triazyny

Przyktadowe widmo 'H NMR zwiazku 71 ( Widmo 8, 8A i 8B) potwierdza
w pefni strukture szkieletu weglowodorowego oraz obecnos¢ grup funkcyjnych takich
jak N-H i COOH. W Widmie 8 mozemy wyr6zni¢ trzy grupy linii rezonansowych
wystepujagcych w zakresach: alifatycznym (1.86 — 4.42 ppm), aromatycznym
(6.5 — 8.2 ppm) oraz szeroki singlet o intensywnoséci 2 protonéw przy 12.3 ppm
odpowiadajgcy dwom grupom karboksylowym. W zakresie alifatycznym widma
(Widmo 8A) znajdujemy dwa multiplety przy 1.86 — 1.96 ppm oraz 2.0 i 2.1 ppm
o intensywnosci 1 protonu kazdy, ktore odpowiadajg protonom 2a i 2b kwasu
glutaminowego. Protony te sg nierbwnocenne magnetycznie z uwagi na sasiedztwo
asymetrycznego atomu wegla. Przy 2.32 ppm wystepuje triplet dwoch protonow
grupy CH2(3) kwasu glutaminowego, natomiast sygnat protonu CH(1) fancucha
wystepuje w postaci multipletu w zakresie 4.3 — 4.38 ppm. Ponadto, w Widmie 8A
znajdujemy charakterystyczny dublet o intensywnosci 2 protonéw przy 4.04 ppm
grupy CHy(5’) sprzezonej z protonem NH(4’) oraz dwa multiplety w formie
poszerzonych singletow o intensywnosci 4 protonéw kazdy, pochodzacych od
protonow pierscienia pirazoliny (2”7 i 3”).

W Widmie 8B wystepuje triplet protonu NH(4’) przy 6.47 ppm sprzezonego
z grupg CHy(5’), szeroki singlet o intensywnosci dwoch protonéw w zakresie
6.84 — 6.96 ppm odpowiadajgcy grupie NH; oraz dublet przy 8.12 ppm protonu
NH(1’) ugrupowania amidowego w sasiedztwie protonu CH(1) kwasu glutaminowego.
Pozostate sygnaty w formie dubletow i tripletéw o tgcznej integracji odpowiadajacej
9 protonom potwierdzajg obecnos$¢ w czasteczce dwoch pierscieni aromatycznych:
monopodstawionego i podstawionego w pozycjach 1,4.

Wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanych analogéw Metotreksatu od 70 — 79
przedstawiono w Tabeli 9.

W celu identyfikacji w widmach "H NMR protonéw pochodzacych od grup NH
i NHz wykonano takze pomiary przy uzyciu mieszaniny DMSO - TFA (10:1).
W przypadku zwigzku 77 zaobserwowano podwojenie sygnatéw pochodzgcych
od pierscienia 3,5,5-trimetylopirazoliny, co wskazywato na obecno$¢ dwdch
rotameréw, ktére mogg powstawaé wskutek protonowania jednego z atoméw azotu.

W celu okreslenia zasadowos$ci zwigzku 77 przeprowadzono obliczenia
kwantowo-chemiczne jego form protonowanych [96]. Na tej podstawie wykazano,
iz najnizszym cieptem tworzenia odznacza sie pochodna triazyny protonowana przy

atomie azotu N-5 (Rysunek 10).
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cI:H3 <|3H3
CH—N R CHZ—N—QR
H. A A A
N e £ 30
N. 2 3 N
H3C 7 N N NH2 -~ N N NH2
=N
HyC CHs HaC
77A 77B
Rysunek 10

Trwato$¢ formy protonowanej przy atomie azotu N-5 pierscienia triazyny
wynika z mozliwosci delokalizacji fadunku dodatniego w obrebie tego pierscienia
heterocyklicznego.

Celem okreslenia bariery energetycznej procesu rotacji pierscienia pirazoliny

wykonano widma zmiennotemperaturowe 'H NMR zwiazku 77 (Rysunek 11).

Aot [l Temp. 378 K

A | — A

M (M Temp. 358 K

Ternp. 300 K

L

5 a 3

Rysunek 11. Widma "H NMR zwiazku 77 wykonane w DMSO-TFA (10:1)
w temperaturach 300, 358 i 378 K (pokazano zakres 2.8 — 5 ppm).
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Na podstawie analizy intensywnosci sygnatow 3,5,5-trimetylopirazoliny
wykazano, ze w temperaturze 300 K rotamery 77A i 77B wystepujg w stosunku
59 : 41. Koalescencja sygnatdw nastgpita w temperaturze 378 K. Na podstawie
réwnania Eyringa [97, 98] obliczono, iz energia swobodna aktywacji (AG*) procesu

rotacji pierscienia pirazoliny wynosi 19 kcal/mol:

AG* = - RT¢ log ];h - 19.097 *ed!

-Te mol

II-Av

V2

k (stata Bolzmana) = 3.29985867 x 10%’ %

gdzie: k¢ = (szybkos¢ procesu rotaciji)

h (stata Plancka) = 1.582571872 x 10" kcal -
T, (temperatura koalesecencji) = 378 K

kcal

K -mol

R (stata gazowa) = 0.00198722

Av (réznica przesunie¢ chemicznych) = 32.3 Hz
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5. CZESC EKSPERYMENTALNA

Temperature topnienia otrzymanych zwigzkéw oznaczono z uzyciem aparatu
Boetius i podano bez korekty. Widma IR wykonano spektrofotometrem SATELLITE
FTIR (Mattson) technikg tabletki KBr. Do sporzadzenia widm zwigzkéw technikg
magnetycznego rezonansu jadrowego 'H NMR przy czestotliwoséci odpowiednio
200 MHz lub 500 MHz oraz *C NMR przy 50 MHz lub 125 MHz uzyto aparatéw
Varian Gemini 200 i Varian Unity Plus 500 w rozpuszczalnikach deuterowanych
podanych przy opisach widm, wobec tetrametylosilanu (TMS) jako wzorca
wewnetrznego. Wartosci przesuniecia chemicznego 6 odnotowano w ppm. W opisie
multipletowosci sygnatow protondw zastosowano nastepujace skréty: s — singlet,
d — dublet, t — triplet, g — kwartet, m — multiplet. Widma 2D NMR wykonano
z wykorzystaniem spektroskopu Varian Unity Plus 500. Widma masowe wykonano
aparatem Fenningan MAT 95 technikg El z uzyciem wigzki elektrondw o energii
70 eV. Do chromatografii kolumnowej uzyto Zzelu krzemionkowego Kieselgel
(70 — 270 mesch) firmy Aldrich oraz Kieselgel 60 (70 — 230 mesch) firmy Fluka.
Chromatografie cienkowarstwowg wykonano stosujgc ptytki aluminiowe pokryte
zelem krzemionkowym 60 Fs4 firmy MERCK. Detekcje chromatograméw wykonano
przy uzyciu lampy UV (A = 254 nm). Wyniki wykonanych analiz elementarnych

C, H, N miescity sie w zakresie + 0.4%.

5.1. Syntezy substratow
5.1.1. Chlorowodorek N-[imino-(4-fenylopiperazyn-1-ylo)-metylo]guanidyny (1)

Do suchego chlorowodorku N-fenylopiperazyny (13.52 g, 68.3 mmola)
wprowadzono 5.74 g (68.3 mmola) cyjanoguanidyny oraz 20 cm?® bezwodnego
n-butanolu. Mieszajgc ostroznie ogrzano do chwili zainicjowania egzotermicznego
przebiegu reakcji (90°C), potgczonego z samorzutnym wzrostem temperatury
mieszaniny o 30°C, a nastepnie ogrzano i utrzymywano w temperaturze wrzenia
(122 - 123°C) w ciggu 8 h. Po ochtodzeniu mieszano jeszcze okoto 6 h

w temperaturze pokojowej. Nastepnego dnia wydzielony produkt reakcji odsgczono,
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przemyto n-butanolem, izopropanolem i oczyszczono przez krystalizacje z metanolu,
uzyskujgc bezpostaciowy osad zwigzku 1.

Wydajnos¢: 14 g (70%), C12H19CINg (282.81), t.t. 215 - 217°C (Lit. [99] t.t. 243 -
244°C).

W analogiczny sposéb otrzymano zwigzki 2 — 6:

Chlorowodorek N-{imino-[4-(2-metylofenylo)piperazyn-1-ylolmetylo}-
guanidyny (2)

Wydajnos¢: 78%, C13H21CINg (296.80), t.t. 230 - 232°C, IR (KBr) v: 3316, 3204,
2917, 1613, 1548, 1496, 999, 762, 725 cm™".

Chlorowodorek N-{[4-(3-chloro-fenylo)-piperazyn-1-ylo]-imino-metylo}-
guanidyny (3)

Wydajnos¢: 61%, C12H1sClaNg (317.22), t.t. 221 - 222°C, IR (KBr) v: 3308, 3186,
2839, 1649, 1539, 1496, 1239,1002, 778 cm™.

Chlorowodorek N-{[4-(4-fluoro-fenylo)-piperazyn-1-ylo]-imino-metylo}-
guanidyny (4)

Wydajnos¢: 55%, C12H1sCIFNg (300.76), t.t. 189 - 192°C, IR (KBr) v: 3322, 3189,
2833, 1644, 1505, 1441, 1237, 1003, 828 cm™.

Chlorowodorek N-(imino-pirolidyn-1-ylo-metylo)guanidyny (5)
Wydajnosc¢: 47%, CeH14CINs (191.62), t.t. 223 - 225°C (Lit. [100, 101] t.t. 225 -
226°C).

Chlorowodorek N-[imino-(3,5,5-trimetylo-4,5-dihydro-pirazolin-1-ylo)-metylo]-

guanidyny (6)
Wydajnos¢: 85%, CsgH17CINg (232.72), t.t. 228 - 232° C (Lit. [77] t.t. 238 - 239° C).
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5.1.2. N-{Imino-[4-(4-nitrofenylo)-piperazyn-1-ylo]-metylo}guanidyna (7)

Suchy chlorowodorek 1-(4-nitrofenylo)-piperazyny (11.4 g, 46.8 mmola)
dodano do roztworu cyjanoguanidyny (3.93 g, 46.8 mmola) w bezwodnym n-butanolu
(30 cm®). Uzyskany roztwor mieszajac ogrzewano:

a) poczatkowo do 70 — 90°C w ciggu 40 minut,

b) w temperaturze 121 - 123°C przez 8 h.
Otrzymang zwartg krystaliczng mase rozdrobniono i w postaci gestej zawiesiny
odsgczono, przemyto n-butanolem (2 x 5 cm3) oraz izopropanolem (4 x 5 cm3)
i wysuszono. Uzyskano 13.7 g surowego zwigzku, ktory nastepnie rozpuszczono
w 16 cm® wody o temperaturze 60°C, wymieszano z weglem aktywnym. Roztwor
ogrzano do 75°C i przesgczono na gorgco. Otrzymany przesacz podgrzano
do temperatury 55°C i mieszajac stopniowo dodawano roztwér 2 g (50 mmola) NaOH
w 2.4 cm® wody (pod koniec dodawania NaOH wpadat osad). W kolejnym etapie
mieszanine reakcyjng oziebiono, osad odsgczono, przemyto =zimng wodg
i oczyszczono przez krystalizacje z metanolu.
Wydajnosé: 13.7 g (90 %), C10H14CIN3O; (243.68), t.t. 216 - 220°C, IR (KBr) v: 3311,
3157, 2728, 1637, 1555, 1330, 1244, 1115, 999 cm™.

W analogiczny sposéb otrzymano zwigzki 8 -9:

N-[(5-Etylo-4-metylo-4,5-dihydro-pirazolin-1-ylo)-imino-metylo]guanidyna (8)
Wydajnos¢: 75%, CgH17CINg (232.72), t.t. 157 - 158°C (Lit. [77] t.t. 189 - 191°C).

N-(Imino-morfolin-4-ylo-metylo)guanidyna (9)
Wydajnos¢: 40%, CeH13Ns0 (171.74), t.t. 173 - 176°C (Lit. [102] t.t. 195 - 202°C).

N-(Imino-N-metyloanilino-metylo)guanidyna (10)
Wydajnos¢: 85%, CoH13N5 (191.23), t.t. 78 — 79°C (Lit. [102] t.t. 107 — 110 °C).
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5.1.3. Otrzymywanie 2-[4-amino-6-R-1,3,5-triazyn-2-ylo]acetonitryli (11-19)

A. Otrzymywanie zwigzkéw (11-16)

Do bezwodnego etanolu (36 cm®) dodano metaliczny séd (0.58 g,
25.36 mmola) i catos¢ mieszano pod chtodnicg zwrotng w celu uzyskania etanolanu
sodu. Nastepnie do roztworu dodano chlorowodorek odpowiedniego biguanidu 1 - 6
(25.36 mmola). Uzyskany roztwér mieszano 2 h w temperaturze pokojowej. W ciagu
kolejnej godziny, przy statym mieszaniu, wkroplono ester etylowy kwasu
cyjanooctowego (2.71 cm?®, 25.36 mmola). Wytracony osad odsaczono, przemyto

etanolem i przekrytalizowano z odpowiedniego rozpuszczalnika.
B. Otrzymywanie zwigzkéw (17-19)

Do roztworu odpowiedniego biguanidu 7 — 9 (30.57 mmola) w bezwodnym
metanolu (48 cm®) dodano kroplami ester etylowy kwasu cyjanooctowego (3.26 cm?®,
30.57 mmola) mola ciggu 1 h. Catos¢ mieszano przez dalsze 2 h w temperaturze
pokojowej. Wytrgcony osad odsaczono i przemyto metanolem o temp. 5°C.

Uzyskany produkt oczyszczono prze krystalizacje z odpowiedniego rozpuszczalnika.

Dane dotyczace wydajnosci, temperatur topnienia oraz analizy widmowe;j

zwigzkow 11 — 19 podano w Tabeli 1.

5.2. Syntezy wiasne

5.2.1. Otrzymywanie 2-(4,6-diamino-1,3,5-triazyn-2-ylo)-2-{[4-(dimetyloamino)-
fenylo]imino}acetonitryli (20-28)

Odpowiednig triazyne 11 — 19 (3.2 mmola) rozpuszczono w 80 cm® etanolu
w temperaturze wrzenia. Nastepnie kolejno dodano N,N-dimetylo-4-nitrozoaniline
(0.48 g, 3.2 mmola) oraz 30 % wodny roztwér KOH (0.1 cm®). Mieszanie
kontynuowano w ciggu 12 h w temperaturze pokojowej, po czym wytrgcony osad
odsgczono, przemyto etanolem, wysuszono i przekrystalizowano z odpowiedniego

rozpuszczalnika.
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Wiasciwosci fizykochemiczne, spektroskopowe oraz wydajnosci otrzymanych

acetonitryli 20 — 28 przedstawiono w Tabeli 2.

5.2.2. 4-Amino-N-fenylo-6-(4-fenylopiperazyn-1-ylo)-1,3,5-triazyno-2-
karboksyamid (29)

Do roztworu triazyny 11 (0.5 g, 1.69 mmola) dodano 20% wodny roztwor
Na,COs (0.4 cm?®) i nitrozobenzen (0.217 g, 2.03 mmola) w 5 cm® etanolu. Cato$é
mieszano 10 minut w temperaturze wrzenia a nastepnie 12 h w temperaturze
pokojowej. Wytrgcony osad odsgczono, przemyto etanolem, wodg i wysuszono.

Uzyskany produkt 29 przekrystalizowano z mieszaniny THF — H,O.

5.2.3. 4-Amino-N-fenylo-6-pirolidyn-1-ylo-1,3,5-triazyno-2-karboksyamid (30)

Do roztworu triazyny 15 (0.3 g, 1.47 mmola) dodano 20% wodny roztwor
Na,COs (0.36 ¢cm®) i nitrozobenzen (0.19 g, 1.76 mmola) w 4.5 cm® DMF. Cato$é
mieszano 15 minut w temperaturze wrzenia, a nastepnie 12 h w temperaturze
pokojowej. Wytrgcony osad odsgczono, przemyto DMF, wodg i wysuszono.

Uzyskany produkt 30 przekrystalizowano z DMF.

5.2.4. 4-Amino-N-fenylo-6-(3,5,5-trimetylo-4,5-dihydro-1H-pirazolin-1-ylo)-1,3,5-
triazyno-2-karboksyamid (31)

Do roztworu triazyny 16 (0.5 g, 2.04 mmola) dodano 20 % wodny roztwor
Na,COs (0.45 cm?®) i nitrozobenzen (0.26 g, 2.45 mmola) w 6 cm® etanolu. Cato$é
mieszano 24 h w temperaturze wrzenia. Wytrgcony osad odsgczono, przemyto
etanolem, wodag i wysuszono. Uzyskany produkt 31 oczyszczono przez krystalizacje

z mieszaniny DMF — H0.
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5.2.5. 4-Amino-6-(5-etylo-4-metylo-4,5-dihydro-1H-pirazolin-1-ylo)-N-fenylo-
1,3,5-triazyno-2-karboksyamid (32)

Zwigzek 32 otrzymano analogicznie jak zwigzek 31.

5.2.6. 4-Amino-6-morfolin-4-ylo-N-fenylo-1,3,5-triazyno-2-karboksyamid (33)

Do roztworu triazyny 19 (1 g, 4.54 mmola) dodano 20% wodny roztwor
Na,COs (1 cm®) i nitrozobenzen (0.58 g, 5.45 mmola) w 14 cm® DMF. Cato$é
mieszano 10 minut w temperaturze wrzenia, a nastepnie 24 h w temperaturze
pokojowej. Wytrgcony osad odsaczono, przemyto DMF, wodg i wysuszono.

Uzyskany produkt 33 przekrystalizowano z mieszaniny DMF — H,0.

Dane dotyczace wydajnosci, temperatur topnienia oraz widm IR i NMR

otrzymanych zwigzkéw 29 - 33 podano w Tabeli 3.

5.2.7. Otrzymywanie 2,4-diamino-6-bromometylo-1,3,5-triazyn (34—36)

Zwigzkami wyjsciowymi do tych syntez byly opisane wczesniej chlorowodorki
pochodnych biguanidu 1, 5, 6, ktore przeprowadzono w wolne zasady dziataniem
tugu sodowego.

Do roztworu odpowiedniego biguanidu (41 mmola) w 100 cm?® bezwodnego
metanolu dodano kroplami bromooctan etylu (4.5 cm®, 41mmola) w ciagu 0.5 h.
Catos¢ mieszano w ciggu 2.5 h w temperaturze pokojowej. Wytrgcony osad
odsgczono, przemyto metanolem. Uzyskane produkty 34 — 36 przekrystalizowano

z odpowiedniego rozpuszczalnika (Tabela 4).

5.2.8. 2-Amino-4-morfolino-6-bromometylo-1,3,5-triazyna (37)

Do roztworu biguanidu 9 (10 g, 58.4 mmola) w 100 cm® bezwodnego metanolu
dodano kroplami 6.5 cm® (9.75 g, 58.4 mmola) bromooctanu etylu w ciagu 0.5 h.
Catos¢ mieszano w ciggu 2.5 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie wytrgcony

osad produktu 37 odsgczono, przemyto metanolem i przekrystalizowano z etanolu.
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5.2.9. 2-Amino-4-(N-metyloanilino)-6-bromometylo-1,3,5-triazyna (38)

Do roztworu 11.83 g (62 mmola) biguanidu 10 w 118 cm® bezwodnego
metanolu dodano kroplami 6.85 cm?® (10.3 g, 62 mmola) bromooctanu etylu w ciagu
0.5 h. Otrzymany roztwér mieszano przez 2.5 h, nastepnie rozpuszczalnik
oddestylowano pod zmniejszonym cisnieniem do potowy objetosci i mieszano dalsze
0.5 h. Otrzymany osad zwigzku 38 odsgczono, przemyto metanolem i poddano

krystalizacji z metanolu.

Dane dotyczace temperatur topnienia, wydajnosci i wynikdéw analizy widmowej

zwigzkéw 34 — 38 przedstawiono w Tabeli 4.

5.2.10. Synteza bromkoéw [(4,6-diamino-triazyn-2-ylo)-metylo]trifenylo-
fosfoniowych (39, 41 42)

Roztwor trifenylofosfiny (1.4 mmola) i odpowiedniej triazyny 34, 36 i 37
(1.4 mmola) w 6 cm® bezwodnego dioksanu utrzymywano w temperaturze wrzenia
przez 1 h. Po ochtodzeniu roztworu do temperatury pokojowej wypadt osad, ktory
odsgczono, przemyto zimnym dioksanem i wysuszono. W ten sposob otrzymano
bromki fosfoniowe 39, 41 i 42.

Dane dotyczace temperatur topnienia, wydajnosci i analizy spektroskopowej
IR dla zwigzkow 39, 41, 42 podano w Tabeli 5.

5.2.11. Bromek[(4-amino-6-pirolidyno-triazyn-2-ylo)-metylo]trifenylofosfoniowy
(40)

Do zawiesiny 0.36 g (14 mmola) triazyny 35 w 6 cm® bezwodnego dioksanu
dodano 0.38 g (14 mmola) trifenylofosfiny i caloS¢ mieszajac ogrzewano
w temperaturze wrzenia przez 1 h. Nastepnie oddestylowano dioksan pod
zmniejszonym cisnieniem, a otrzymany osad przemyto kilkakrotnie bezwodnym

eterem dietylowym (Tabela 5).
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5.2.12. Synteza 2-alkenylo-4,6-diamino-1,3,5-triazyn (43-51)

Do zawiesiny soli fosfoniowej 34 — 39 (1 mmola) i odpowiedniego aldehydu
(1mmola) w suchym metanolu (5 cm®) dodano kroplami w temperaturze 25 — 65°C
metanolowy roztwor metanolanu sodu (1 mmola) w ciggu 3 minut (Schemat 8).
Po uptywie 30 minut zaczat wypada¢ osad odpowiedniego produktu. Roztwor
ochtodzono a wytrgcony osad odsgczono i przemyto zimnym metanolem, po czym

krystalizowano z DMF lub acetonitrylu.

Dane dotyczace temperatur topnienia, wydajnosci oraz wyniki analizy

widmowej zwigzkéw 43 — 51 zamieszczono w Tabeli 6.

5.2.13. Synteza kwasow 4-{[(2,4-diamino-1,3,5-triazyn-6-ylo)metylo]Jamino}
benzoesowych (52-59)

Roztwér odpowiedniej triazyny 34 - 38 (5.2 mmola) i kwasu
4-aminbenzoesowego lub  4-(metyloamino)benzoesowego (stosunek molowy
substratow podany na Schemacie 9) w DMF (16 c¢cm®) mieszano w temperaturze
pokojowej 12 godzin. Powstatg zawiesine zadano eterem dietylowym (80 cm®).
Warstwe eterowg odrzucono, a do oleistej pozostatosci dodano wode (20 cm3)
lub aceton (zwigzki 53, 55, 58, 59 wytrgcono woda, a zwigzki 52, 54, 56, 57
wytrgcono acetonem). Powstaty osad produktu w postaci bromowodorku odsgczono
i wysuszono. Nastepnie osad zawieszono w CHCIs (35 cm®), dodano trietyloamine
(16.9 mmola) i catoS¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 h. Produkty
52 - 59 odsaczono, przemyto wodg i wysuszono. Otrzymane zwigzki krystalizowano

z odpowiedniego rozpuszczalnika.

Dane dotyczace temperatur topnienia, wydajnosci oraz analizy widm IR i NMR

dla zwigzkéw 52 — 59 podano w Tabeli 7.
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5.2.14. Reakcja kondensacji kwasow 52-59 z estrami aminokwasoéw. Synteza
estréow (60-69)

Do roztworu odpowiedniego kwasu 52 — 59 (2.8 mmola) i chlorowodorku estru
odpowiedniego aminokwasu (3.1 mmola) w 8 cm® bezwodnego DMF dodano ester
dietylowy kwasu cyjanofosforowego (4 cm?®) i trietyloamine (9.36 mmola). Cato$¢
mieszano 12 h w temperaturze pokojowej, po czym rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym ciSnieniem. Nastepnie przeprowadzono rozdziat mieszaniny
reakcyjnej na kolumnie chromatograficznej w celu wyizolowania czystego produktu.

Dane dotyczace uzytej fazy zamieszczono w Tabeli 8.

Dane dotyczace temperatur topnienia, wydajnosci, rozpuszczalnikbéw uzytych
do chromatografii oraz analizy widmowej dla zwigzkéw 60 - 69 zamieszczono
w Tabeli 8.

5.2.15. Otrzymywanie kwasow (70-79)

Do roztworu odpowiedniego estru 60 - 69 (0.12 mmola) w THF-H,O
(2 : 1, 0.72 cm®) dodano wodny roztwor 1M NaOH (0.36 c¢cm®) i cato$¢ mieszano
w ciggu 4 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem a do pozostatosci dodano kwas octowy (zwigzki 70 — 76
i 79) lub 10% HCI (zwigzki 77 i 78). Wytragcony osad odsaczono, przemyto duzg

iloscig wody i wysuszono.

Dane dotyczace temperatur topnienia, wydajnosci oraz analizy widmowej

zwigzkow 70 — 79 podano w Tabeli 9.
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6. WYNIKI BADAN BIOLOGICZNYCH

Podejmujgc prace nad syntezg nowych zwigzkdw heterocyklicznych
o0 potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej kierowano sie mozliwoscig
przeprowadzenia badan bilogicznych w National Cancer Institute (NCI) w Bethesda,
USA w ramach ,Development Therapeutic Program” oraz w zespole kierowanym
przez prof. Patricka Bednarskiego z Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
w Greifswaldzie, Niemcy.

Badania wifasciwosci cytostatycznych i cytotoksycznych otrzymanych
zwigzkow nie zostaty do czasu ziozenia niniejszej rozprawy zakonczone.

Tym niemniej wyniki wstepnych oznaczehn wymagajg omowienia.

1. Analogi Metotreksatu 70 — 79 w badaniach prowadzonych w Greifswaldzie
z uzyciem linii komérkowych nowotwordéw piersi (MCF-7), trzustki (DAN-G) oraz
ptuca (LCLC-104) wykazaty niskg aktywno$¢ cytostatyczng bowiem wartosci 1Csg

przekraczaty wartos¢ 20 uM.

2. W NCI przeprowadzono badania in vitro produktow reakcji triazyn-2-ylo-
acetonitrylu ze zwigzkami nitrozowymi: pochodnych iminoacetonitrylu 20 — 28 oraz
amidéw 29 — 33. Zwigzki o strukturze amidowej okazaty sie nieaktywne, natomiast
w grupie iminoacetonitryli interesujgcym okazat sie zwigzek 20 (NSC 729113).
Badania z uzyciem 60 linii komorkowych wywodzacych sie z 9 typdw nowotworow
ludzkich wykazaty selektywny wptyw hamujacy wzrost komorek nowotworu
czerniaka MALME-3M (Rysunek 12 i 13). W stezeniu 3.3 x 10® M zwigzek ten
powodowat zahamowanie wzrostu komorek czerniaka o 50% (Glsp), natomiast
w stezeniu 1.1 x 10° M obserwowano catkowite zahamowanie wzrostu (TGlI).

Aktywno$¢ biologiczna iminoacetonitryli jest takze przedmiotem badan
prowadzonych w Greifswaldzie. Wstepne oznaczenia z uzyciem linii komorkowych
DAN-G, LCLC-104 i MCF-7 potwierdzity dziatanie cytotoksyczne zwigzkow 20, 21,
22, 23, 24, 26 i 28 (ICsp < 20 uM). Na uwage zastuguje fakt, iz w tej klasie
zwigzkdéw nieaktywne sg pochodne 25 i 27, zawierajgce w potozeniu 6 triazyny
pierscien pirazoliny, co odroznia je od pochodnych akrylonitrylu, ktére wykazywaty
najwyzsza aktywnos¢ przeciwnowotworowg [74]. Wskazuje to, iz mechanizm

dziatania pochodnych iminoacetonitrylu i akrylonitryli jest rézny.
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3. Pochodne 2-alkenylo-triazyny 43 — 51 zostaly przyjete do badan
przeciwnowotworowych w NCI. Po ich zakonczeniu bedg przedmiotem publikaciji

wraz z wynikami badan chemicznych.
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7. STRESZCZENIE

W ,Czesci Teoretycznej” pracy, na podstawie danych z piSmiennictwa,
przedstawiono krotkg charakterystyke dotychczasowego stanu wiedzy na temat
lekdw stosowanych w chemioterapii oraz przeglad wiasciwosci biologicznych

analogow Metotreksatu, a takze pochodnych 1,3,5-triazyny, tyrfostyn i zasad Schiffa.

W kolejnym rozdziale ,Badania Wtasne” omdéwiono wyniki przeprowadzonych
doswiadczen w zakresie syntezy, badan strukturalnych i wiasciwosci chemicznych
nastepujacych klas zwigzkow:

e pochodnych 2-(2,4-diaminotriazyn-6-ylo)-2-iminoacetonitrylu;
e pochodnych 2-alkenylo-4,6-diamino-1,3,5-triazyny;

e analogow Metotreksatu.

Dokumentacje przeprowadzonych syntez przedstawiono w rozdziale

zatytutowanym ,Czesc¢ Eksperymentalna”.

Typowymi metodami otrzymano niezbedne dla zamierzonych syntez
chlorowodorki biguanidéow 1 — 6, wolne zasady biguanidow 7 - 10 oraz pochodne
triazyn-2-ylo-acetonitrylu 11 — 19, pochodne bromometylowe triazyny 34 — 38 i sole

fosfoniowe 39 — 42.

Triazyn-2-ylo-acetonitryle 11 - 19 w reakcjach kondensacji z N,N-dimetylo-4-
nitrozoaniling przeprowadzono w zamierzone pochodne iminoacetonitrylu 20 — 28.
Natomiast analogiczne reakcje triazyn-2-ylo-acetonitryli 11, 15, 16, 18, 19
z nitrozobenzenem prowadzity do powstawania produktéw o strukturze amidow
29 - 33. Robznice pomiedzy reaktywnoscig  N,N-dimetylonitrozoaniliny
i nitrozobenzenu wyjasniono w oparciu o efekty elektronowe podstawnikow

(lub ich brak) w pierécieniu aromatycznym tych substratéw.
Zmierzajgc do otrzymania pochodnych 2-alkenylo-4,6-diamino-1,3,5-triazyny

43 — 51, w pierwszym etapie otrzymano sole fosfoniowe 39 — 42, ktére nastepnie
postuzyty do reakcji Wittiga przy zastosowaniu odpowiednich aldehydow. Otrzymane
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zwigzki alkenylowe posiadajg konfiguracje E, ktéra jest konsekwencjg budowy

stereochemicznej zwigzkoéw posrednich o strukturze trans-fosfetanow.

Kolejnym etapem pracy byta synteza analogéw Metotreksatu zawierajgcych
ugrupowanie 2,4-diamino-1,3,5-triazyny w miejscu pierécienia aminopteryny.
Zamierzone zwigzki otrzymano na drodze 3-etapowej syntezy:

1. kwas p-aminobenzoesowy i jego pochodng N-metylowg poddano reakcji
N-alkilowania przy uzyciu 2-bromometylo-1,3,5-triazyn 34 — 38 otrzymujac kwasy
52 - 59;

2. kwasy 52 — 59 na drodze kondensacji z estrami odpowiednich aminokwasow
prowadzonej w obecnosci cyjonofosforanu dietylowego umozliwity otrzymanie
pochodnych estrowych 60 — 69;

3. hydroliza alkaliczna estréw 60 - 69 prowadzita do wytworzenia pozadanych

analogéw Metotreksatu 70 — 79.

Ogétem otrzymano 71 nowych potaczeh 1,3,5-triazyny, ktérych strukture
potwierdzono wynikami analizy elementarnej oraz spektroskopowej: IR, 'H NMR,
®C NMR, 2D NMR i MS.

Iminoacetonitryle 20 — 28 oraz zwigzki amidowe 29 — 33 przekazano
do National Cancer Institute (Bethesda, USA) w celu oceny ich dziatania
przeciwnowotworowego. W testach in vitro pochodna iminoacetonitrylu 20
(NSC 729113) wyrdznita sie selektywnoscig i wysokg aktywnoscig wzgledem linii
komorkowej MALME-3M nowotworu skory (Glss = 3.3 x 10® M). Natomiast amidy
29 — 33 nie wykazaty dziatania w tym kierunku.

Pochodne 2-alkenylo-triazyny 43 — 51 zostaty przyjete i przekazane do badan
w NCI w celu zbadania ich aktywnosci przeciwnowotworowej z uzyciem 60 linii

komoérkowych wywodzacych sie z 9 typow nowotwordw ludzkich.
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