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INTRCDUCERE .

.

Secolul nostru este incontestabil marcat de cercetiirile ce s-au
efectuat gi se vor efectua fn domeniul etiologiei, profilaxiei gi
tratarentului bolii canceroase care, aga cum se gtie, constituie cea
de a doua cauzi de deces, dupd bolile cardiovasculare.

Chimioterapia s-a irpus de. curind printre mijloacele traditic-
nale de tratament (chirurgica; gi radiologic) ale bolilor neoplazice
si ccupi, aldturi de imunochi@ioterapﬁe (apidrutd In ultirii ani) o
pozitie aparte. '

Ap#rut® fn deceniul al patrulea al secoluluj nostru, chiriote-
rapia entitumoral’d s-a dezvoltat rapid gi, datoriti unor succese de
necontestat in tratamentul anumitor forme de cancer dar rai ales
rerspectivelor sale practic neliritate, se irpune ca o cala genere-
toare de sperante pentru viitor in acest domeniu.

Degi tratamente ale cancerulu; cu ajutorul unbr'Substante cni-
rice (arsenic, apd tare, ctc) sint relatate fnef din antichitnte,
fnceputurile chimioterapiei antitumorale moderne se situeazl fa
preajma celui de al doilea rAzboi rondial, cfnd la universitatsa din
Yels, an ‘bolnav leucemic fn stadiu terminal cunoajte o remnisiuae
srectaculoas#, dar din p#cate de scurtX duret3, In urra administri-
rii unei azotiperite.

La mai putin de zece ani de la acest evenirent, adic™ in 1649,
n-¢ realigat sinteza !’ethotrexetului, activ {n tratareatul loucert-
0l la copii. Acesta s-a dovedit a fi un produs de excepiie fa cii-
rioterapia tumorilor neoplazice, datorit# extraordinarei sele efica

citditi fn tratamentul crorioepitelionului, boal# altfel fetald in
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cfteva luni.

In urmstoarele trei decenii, numﬁrui produselor cu proprietdti
antitumorale remarcabile a crescut rapid (Ciclofosfamida, Tio-Tepa,
Actinoricina D, 64ﬁercaptopurina; N-nitrozoureele, etc), fird insi
e se ajunge la solutii definitive. Toate sint'cargcterizate, ca de
cltfel gi Pethotrexaghl, printr-o toxicitate excesivd ce lezeazd in
special tesuturile cu proliferare rapid&. Trebuie de ascrenea ren-
ticnat ca neajuns general al chimioterapiei anticanceroase gi in-
stalarea rezistentei, fenomen ce creazé dificult3ti suplimentare.

Proliferarea fdrd precedent a corpugilor potential anticance-
rc5i sintetizati gi testati a impus, atit din motive sistematics,
cft si practice, o clasificare a lor. Trebuie subliniat inc# de la
fnceput c3 irmpirtirea acestora, unanim/acceptaté astézi,gi aqgg%;%p:

- agenti alchilanti | o

- antimetaboliti

- hormoni citostatici

- antibiotice

- produgi naturali

- diverse 4
suferd de lipsa unui criterin unic de clasificare, ceea ce face ca
valoarea ei sd fie cel putin discgtabilﬁ. Astfel, compugii grupati
fn fucctie de mecanismul lor de actiune (antimetaboliiii), ajer ali-
turi de produgii naturali, clasificati In functie de prgvenienti.
Nu vom discuta acest aspect al problemei, care pentru noi nu pre-—
zint% irportantX decit in misura fn care antimetabolitii constituie
o clas™ aparte, hine definit&, In cadrul produgilor cu ﬁ}oprietﬁti
gntitumorale.

Sub acest aspesct, antimetabolitii pot fi fmpdrtiti fn antime—
teholiti ai amino acizilor, peptidelor, purinelor, pirimidinelor,
vitarinelor, borronilor, etc. Dintre acestia, un loc aparte f1 ocu-

I antiretaboli{ii acidului folic, ce fac obiectul prezentei lu-

ci1vri.
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Aparitia produgilor cu actiune antifolic# a fost legati de trei
rorente importante: o |

- descoperirea rolului eseniial al acidului folic fn viata ces
lulei,;

- observatia c3 atit microorganismele, cit si unele celule neo-
plazice sint mari consumatoare de acid folic, astfel fncit depletia
acestuia (provocati printr-un mijloc oarecare) are consecinte ime-
diate asupra lor;

- evidentierea posibilitdtii transforméirii unui metabeclit In-
tr-un antimetabolit, prin modificéiri potrivite ale moleculei pri-

rului.

*

~

Parcurgerea acestor trei etape explicad foarte bine fajtul c#
Mothotrexatul a apirut la fogrte scurt timp dupX elucidarea structu-
rii 3i sinteza acidului folic si ategtd caracterul raf{ional al des-
coperirii sale.

Curind dupd sinteza Hetﬂotrexatului, Farber i-a descoperif ac-
tiunea asupra leucemiei gi mai tirziu, Li gi colab., oarscur Intim-
plédtor, asupra chorioepiteliomului.

De atunci gi pin& In prezent, numeroase cercetiri au c#utat si
elucideze mecanismul s&u de actiune. In acest contex£ s-& de;ons—
irat fn mod heechivoc, efectul sAu inhibitor asupra unei enzime in-
Ilicate direct In biosinteza coenzimelor derivate de la acidul fo-
lic si anure dihidrofolat reductaza (DHFR). Véi putin sigurii este
fns¥ ipoteza ce leag® activitatea anticanceroas# a }Methotrexatului
de efectul siu de blocare a acestei enzime.

In afara acestor studii biologice gi bicckimice, nurerozi ana-
logi ai acidului folic au fost sintetizati, atft fn scopul g¢isirii
uncr compusi mal activi gi rai putin toxici decit capul de serie,
cit 31 fn vederee evidentierii unor rele}ii fmtre structure chirici
gi activiteteca anticancerocasi. Portiunea pteridinicZ c rioleculei
s-a bucurat de o atentie cu totul speciall, fiind conciderctd ros-

vonsabild de actiunea acestui tip de coxpusi. In vederes extinderii
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cuncjtintelor fn acest domenju, preocupiirile noastre s-au orjentat
eftre rortiurea peptidicd mai putin studiati. Sfntem de pirere c& in
crrul antimetabnlitilor acidului folic, aceast® Impértire conven-
{icnal® ~ woleculei fn zone active i lipsite de importantl biolo-
£ie”® eoste rai putin ccorespunzitoare, structura moleculei luati in
ensnatblul ed fiind esentiald. In ce méisuri acest obiectiv a fost

etins, rezultd din lucrarea de fati.

BUPT



PARY?ZEA T

STUDIUL CRITIC DE LITERATURA

BUPT



BUPT



I. ACTIVITATSA BIOLCGICA A ANTINMETABCLITILCR CU STRUCTURA
PTERIDINICA AI ACIDULUY FCLIC

Prepararea In anii 1945-49 e Amiropiscinsi (A, I) 31 !lethotire
xatului (MPX, II) /1/ a constituit o etapl nou’l in creares 1o rceii-
camente anticangeroase. Descoperirea aproape imediati a activiti{’i
lor antileucemice /2/ a stimulat sinteza de noi analozi gi studii

“i-a2nirice amfnuntite privind mecanismul lor de actiune. Tns2 pro-

I

rigtatza cea mal importanti a MTX de a viadeca fntr-un _ foceant de

-

L}
(@]

373 &% chorioepiteliorul /3/ (tumori trofoblastici cu ceiiane

4y

atali extrex de rapidi) a fost descoperitd rmai tfrzi... Astizi “ X

(37 mai putin AM) siant larg utilizate (fn cadrul Zolicui:ricterslict

'

-caterentul neoplaziilor initfial diseminatz, al tumorilce trolo-
blaztice /4-€/, carcinorului de sia-/7/, carcimomuiui epidemscil

al cupulil gi gitului /8/, ete.

5

N
g L CONHCHCO, H
H N l Z J 2
2 N R,

|
ﬂ:ﬁ%é(:C%ii
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J h#$ H
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S—-a dovedit fnci de mult ci# atft AV (I), cit gi MTX (IT), sint
¢e fapt antimetaboliti'l) ei acidului folic (AF, III).
Definitia acceptatid a antiretabolitului "eclasic" pune deci ca
.rin elerent, analogia structurald intre acesta gi metabolit. Ulte-
ricr Baler /10-12/ considerd suficient dacd aceastd analogie se re-

fer™ exelusiv la zonele din molecula metabolitului responsabile de

[l
—

1teraciiunea cu enzima., Pe aceastd bazd, antagonigtii AF pot i ‘

-
1

lasificati fa antimetaboliti "clasici®™ gi "neclasici", ultimii

o

I

[N

iiad prciectati conform teoriei lui Baker.
1z cele ce urmeazi ne vom rezuma exclusiv la prima categorie cde
sutimetaboliti ai acidului folie.

C scurti prezentare a biochimiei Qcidului folic este necesard
in vedefea explicirii mecanismului de actiune al ant%foli?g}é?ks%;
izrat de aceasta, a criteriilor de préiectare;a analogilor struc-
turalil, . )

1 .Biochimia acidului folic.

-

AT necesar celulelor este In majoritate de provenientd exogend

(i.ran%) /13-15/. AF suferi o activare in vivo prin reducerea sa pré-

structural el unui metabolit (AF gi coenzimele sale, fan cazul nostm)

cuzpebil si provoace o deficientd in-utilizarea acestuia din urmi,

iatrind In competiiie cu metabolitul pentru o enzimi dati. Bluci-

.

o>
1]
J

’

ea modului de actiune. al unui antimetabolit implic&d deci cunoag—

/
- sistemelor enzimatice ce controleazi lantul metabolic fn care

zste implicat metabolitul respectiv,

- rodului de interactiune metabolit-enzimi, precum gi a elemen-
“slor otrocturale din molecula mwetabolitului responsabile de accasti
e dune, .‘

—dcficientgelor viologice provocate de antimetsabolit.
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alabild la acid 5,6,7,8-tetrahidrofolic (Tul, IV), via acid 7,8-di-
hidrofolic (DilF, V).

/HN = HHR
ree —,;MINJ Ty :fﬂ
/V
R = -Cfg-A”V-<<:::>>—CT?AUfff%CC&f4
{Cfﬁé?CC5I¥

Reectia are loc fie sub aciiunea unei singure enzime (de exemplu In
ficutul de gobclan /16/), fie a doud sisteme enzimatice diferite
(fn Clostridium striklandii /17,18/). Pornind de la THF s?int sizte-
tizate toate coenzimele AF, care apoi intervin In numeroase reactii
tiochimice extrem de importante, 3i anume:

- sinteza i catabolismul purinelor (coenzimele AF furnizeaz?
aterii C, §i Cg ai nucleului purinie /19,2C/);

- siateza acidului tirmidilic (reactie dintre cele mai impor-
tante, deoarece concentratia acidului timidilic Jjoachi rolul de
"trigger" in biosiateza ATN /9,21-28/); |

- sinteza gi catabolismul unor amino acizi (biosianteza _[lici-
nei, serinei, metioninei, acidului glutarmic, histidinei, precum 31
la initierea sintezei proteice prin intermediul compiexulai rezul-

tat prin formilarea ﬁet-t-ARHflet

», -~ e 2 ,ﬁ~'.et
,anume N-CiC-l'ét-t—ARuw /9,
19,29-41/).
Ciclul AF 3i cele mai importante reactii In carc acestce in-
tervin sint prazentate surer fn schewa 4e mai jos (yvai.d).

Rezultd deci rolul centrel al AF Iz metabelisrmal ec2lular,aces-—

te intsrvenind printre altele in ticsinteza e trei din cele petru
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baze purinice si pirimidinice ale acizilor nuecleici. Perturbarea me-
tabolismului AF poate avea consecinte grave, chiar letale asupra ce-
lulei gi acest efect este exploatat In sinteza de antimetaboliti ai

acidului folic.

2.Principii de projectare a antimetabolitilor

acidului folic.

Proiectarea antimetaboli{ilor A¥, ce urmdreste realizarca unor
corxpusi activi, putin toxici gi pe cit posibil spééifici In trata-
rentul unor anumite forme de cancer, va trebui si {in% seama de o
serie de criterii, Complexitatg¢a operatiei de proiectare de noi ean-
tifolice, rezult¥ din necesitatea studierii, micar a capului ce sc-
rie (MTX), de la sdministrarea i pfni% la elirminarea sa, preoizin-

!

‘du-se urmitoarele aspects: ,
- distributie;

- transportul brin,membrana celulars,;

- metabolizarea 31 cAile de detoxifiere;

- mecanismrul de actiune;

- relatiile structuri-activitate hiolopicii.

2.1.Distributia acidului folic si a antagonigtilor sfii.

AF din alimente (aflat sub form:i de poliglutarmat), spre a putoen
fi absorbit este transformat fn monoglutamat /42,43, cu ajutorul
V-L-glutamil-carboxipeptidazei /42/, enziri specificsd pentru lesitu-

rile ‘(‘-L-—g,lutamice, ccle o-L- sau ¥-D-glutamice rirfnfnd neaiec-
tate /44/,

AT ca aﬁare sau sub formd de S-CH}—TEF este stoccat fa ficat,
acesta constituind principalul sediu In care are loc contersia AF
fn coenzirec.

Lz rindul éiu, MTX adrinistrat i.v. este eliminat fn cca nai

rare partc fn primele 4 h /45/, restul fixfndu-se in jesuturile cu

activitate ridicatd de DIFR /45-5C/. Persistenta !'TX in orgenele In
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ccre se fixeazd preferential este foarte ridicatdi. Astfel; in fica-
1ul gi rinichiul de goarece, MTX se regisegte pinid la 24C zile/50,
£1/, spre deosebire de om, la care aceastd duratd este de numai 116
zile /52/. In tesuturile cu proliferare rapidi (mucoasa intestinalé,
r¥duvd), persistenta antagonigtilor AF este ‘mai mic# /53/. Retentia
ictracelularf a MTX a fost atribuiti legirii sale de DHFR /47,54,5Y

édar in unele cazuri aceasti explicatie nu este suficientd /56/.

-

2.2.Transportul prin rembrana celulard.

Transportul unel substante date prin rembrana celulard constitu-
je Tactoral hotiirftor care, alituri de concentratia exterioara a sub-
stan{ei respective /57/, determindi concentratia ei intracelulari. De
tscmenea, de acest fenomen sint 1egate $i unele mecanisme ale rezis-

tenatei intrinseci sau dobindite ale celule1 fatd de anumi{i compugi.

In cazul antimetabolitilor AF au fost sugerate trei tipuri de

procese de transport gi anume: transpért.qctivl) 2)

, difuzie pasivi
i difuzie facilitat®’).
In cele mai multe tipuri de 6elule turorale, pentru MTX gi AM a

fcst desceris un transport activ, probebil similar celui al folatilor

1)'"ransportul activ oeste definit drept transportul printr—o mem-
tran¥ celulard a unei substante in sens contrar’ gradlentului “ei de
concentratie. Procesul decurge cu consum de energie, fiind 'sensibil
le inhibitori eneréetici. Avind 1oc:prin intermrediul u;ui purtator
“¢xistent fn membrary, el are un caracter competitiv fati de substan-
1e fnrudite structural.

2)Transportul pasiv este procesul de transport ce se'petrege-cab-
‘fcrm legilor difuziei (iégile lui Pick), ale osmozei (legea lui Van't
Hoff) si ale echilibrului de membrans (Donnan), complicate cu feno-
rene de absorbiie mai mult sau mai putin specifice.

3)pifuzia facilitats a fost propusi ca modalitate de transport

fn cazul leucocitelor umane.
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naturali /58-76/.

In clasa antimetaboliiilor AF s-a counstatat existenta unei de-
pendente intre viteza de transport i structura restului pteridinic’
din molecula lor /77/. De asemenea, grupirile carboxiliée din restul
de acid glutamic par s# joace un rol in acest proces/12,78,79/.

Cursul p#trunderii MTX ia celule este puternic influentat de
concentratia intracelulari gi disponibilitetea DHFR, afinitatea en-
zimei pentru MTX fiind cu citeva ordine de mdrime superioard celei
a purtitorului /80/.

Un al doilea mod important de transport fn cazul anumitor ceclu-
le tumorale este difuzia pasivi. In aceste situatii s-a constatat
abgenta unui sistem de transport pentru antifolice /60,68,81,82/.

Degi diversitatea conditiilor experimentale nu permite stabili-
rea mecenismului de transport in fiecare caz In parte, siat totusi
posibile cfteva observatii:

- viteza de transport a . antagonigtilor AF variazi In lirite
foarte largi, iIn functie de tipul celular;

~ citotoxicitatea antifolicelor poate fi corelat’ satisfiefitor
cu vitezele lor de influx.
| Astfel, activitatea selectivd a unui antifolic fati de un anu-
rit tip de celule pdate fi legatdi de un pdténgial,superior concan-
trativ al acestora /73,83,84/. |

In sfirgit, trebuie arftat cX se cunosc numerogi irnhibvitori ai
transportului antagonigstilor AF, actiunea lor fiind dependeati de
foarte multi factori (tipul celular, structura antagocaistului, etc)
/€c,€4,67,68,83,85-90/. Mentionim de asemenca, cX s-auw raportat si
cfteva substante care stimuleazl pAtrunderea ¥TX fn limfocitii urmard

dar acest proces nu se extinde si la alte tipuri de celule /91/.

2,3 .Metaboltzarea aatagoniztilor acidului fclic.

~ste cunoscut faptul e¢X In reneral medicareatele sufer® in vivo

reactil de detoxifiere, VTX face fneX excepiie, ¢l fiind eliminat de

& 3
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c”tre or practic neschimbat prin uring gi fecale /92/.

"oéul in care se produce transformarea metabolici a antagonig-

tilor AF depinde £n prirul rind de specie, constatindu-se mari dife-

rente fnlre ancestea. Astfel se pot cita urmiitoarele transformiiri:
- 7-hidroxilarea /92-100/. XTX este transformat de cétre alde-

*4d-oxidaze de iepure gi cobai in 7-hidroxi-'TX, compus avind o ca-

(
recitnte de inhibare a DiFR wai redusdi decft MTX, La iepure, la ca-:

re accastl renciie se produce rapid gi practic complet, toxicitatea
ntifolicelor devine neglijabilA,.

- fndepiirtarea arino acidului terminal sau atagarea de amino
acizi surlirentari /98,101-104/. S-au identificat astfel enzime ca-

retile sit rupd restul de glutawat cu producerea-derivatului pteroic

ca ok r:é,g '
corespunziitor. In ficatul de gobolen s-a observat transfqrmi;éﬁbian-

zial% & TTX in poliglutarati de MTX, cu o permeabilitate redusi.

- acetilarea si Tormilarea_/lOS-;O7/.

- dehalogenarea, observatd in cazul 3°-I-AM in tiroidZ, unde a
t1re loc eliterarea de iod /54/.

- ciclizarea restului de acid glutaric terminal la acid piro-

lidon carboxilic /1C8,109/. 4 i

2.4 .,Mecanismul de acgiune;

Proiectarea de redicamente anticanceroase‘pe baza'cunoaqterii
recanisrmului lor de actiune reprezintﬁ un caz*ideal, care fnsi nu
roete fi exploatat decit intr-o mlcé mdsuri.

In cele ce urmeaz¥ se va prezenta staediul actual al cunogtin-

telor rrivind recanismele de actiune ale antagonigtilor AF.
.. ’ S

2.4.1.Interactiunea antagonigtilor AF cu

diverse sisteme enzimatice.

Inhibarea dihidrofolat reductazei (DEFR)

Se pare cf aceasta'reprezintﬁ rrincipalul punct de atac al an-

tegonigtilor AF /18,51,55,17,110-122/. Blocfnd DifFR, sinteza.THF gi
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acstfel a coenzimelor sale este serios afectat® (gi chiar opritd) ce-

ce ce are drept consecinti imediatﬁndepletia celor trei baze azctete
2le ecizilor nucleici (AN), oprirea bicsintezei AN, Incetinirea die
viziuﬁii celulare 3i in final moartea celulei.

'TX, A 5i alti antimetaboliti ai AF sfnt inhibitori puternici
ai acestei enzime, De exemplu, Al este legeti de lC5 ori mai puter-
nic decit folatul de enzird /16,51,123/. Aceastsd inhibigie nu este
complet ireversibila /16,51,53,79,116/, decarece concentratii rari
de substrat provoacd Indepirtarea antimetabolitului de pé enzirid.
De ocemrenea, gredul de inhibitie a enzirei este dependent de pH si
cnure scede cu %desta, astfel fncft la zH 7,6 inkibitia devine cor-
jetitiv® /49,85,124-126/.

In general se admite cd toxicitatea selectivd a antifolicelor
fe+® de un anumit tip de celule maligne depinde de capacitatea lor
de blocare a DIFR /12,49,53,55,82,127-136/. Insédsi protectia Tmpo-
trive ef;ctului ;etal al Ak sau MTX obiyinutfd prin adrministrare bre-
alebild de AF (III) sau 5-CEC-TiLF (VI, Citrovorum factor) constitu-
ie o dovadd fn acest sens /49,137-139/. Totu§i apéecierea efectului
toxic gi a celui terapeutic caracteristic entagonigtilor AF nurei
prin prisma_inhibitiei DHFR nu {ine cont de o serie de date experi-—
mentele $i anume:

- lipsa unei relat{ii simple fntre toxicitete, rﬁspunsul\tera-
peutic gi gradul de inhibiiie e DaFR /11C,135,140-142/;

- absenta unei leg#ituri fntre inhibares DHFR 3i cresterea enu-
mitor tipuri de celule canceroase (Hela)/143/;

- lipsa unei corelatii intre citotcxicitetea antegonistilcer AF
51 nivelul DHFR, fn cazul celulelor rezistente /135,144,14%/,

. Aceste fapte sugersazi drept importentd 3i inhibarea s=irulte-

nd seu mediatd a altor sistere enzimatice.

Inribarea tiridilat sintetezei (7S).

Acoastd enzird catalizeazi urmiitoarea reaciic:
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QUMP + 5,1C—CH,-TOF —= 'dTMP + DHF
(X)

Irkibitia TS duce astfel (aléturi de inhibarea DHFR) la blocarea
sintezei ADN,avind fn final un efect letel/49,111,140,141,146-152/.

- Interactiunea dintre MTX, timidin kinaz# (TK)

gi alte enzime.

Blocarea de cétre MTX a DHFR poate fi compensatﬁ, cel putin
rartial, printr-o activitate crescut¥ a TK /152-155/. Totugi date-
le de literaturi privind interactiunea }TX-TK sint contradictorii
jndicfnd fie o inhibare /156/, fie o stimulare /121,157/, fie o 1lip-
s& de efect /158/ ;éupra acestei enzime,

Dintre alte enzime afectate de MTX gi AM meniion&m: ornitin
decarboxilsza /159/, enzimele formatoare de dperming gi spermidini
/1%9/, alcool-, glutamic- si glucozo-6-fosfat dehidrogenazele, cata-
laza /16C-162/, etc. X

Rezultd astfel, degi nu existﬁ.unanimitate de pidreri In aceasti
rrivintd, c& locul eseniial de interveniie al antagonigtilor AF”il
rerrezinti cele dould enzime cheie - DIFR si TS. Trebuie remarcat in-
% Taptul ci, fn tirp ce MTX gi AM nu reugesc s& discearnd intre
DiI'R din diverse surée, unii antimetaboliti neclasici inhib# puter-
nic DIIFR bacterisni g3i slab pe cea de origine nninﬁlﬁﬂ altii produ-
c®nd un efect contrar /163/. Aceasti comportare trebuie 1egat5 de

nciiunea de izoenzimi 1)

o Studiul comparativ al izoenzimelor DIIFR
din diverse surse a condus la evidentierea unor diferente mergind
rin3 la structura lor primari. Acest fapt l-a determinat pe Baker si
afirme c& izoenzimele bHFR trebuie s3 difere intre ele prin regiu-

nce adiacenti centrului activ (aga-nuriita"zon& hidrofcbi")/11/.

- — . ——— ——— —— —— —— — —— —— ——  —— — — — > ——— — o~ — —

1)Izoenzimele catalizeazd toate acelagi tip de reactii, dar

Tficcare in parte prezinti specificitate de tesut sau de gen celular.
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2.4.2.Inhiterea tiosintezei. acizilor nucleici.

Carenta coenzimelor AF cqnduce, atit in vivo cft gi in vitro,
la blocarea sintezei AN /164/, observindu-se in fazele initiale o -~
descrestere a biosintezei ADN, in timp ce sinteze de ARN si cea pro-
teic#d nu sint practic afectate /165-167/. )

Interventia antifolicelor are loc iInc# din etapa biosintezei
de novo a bazelor purinice gi pirimidinice. Astfel, administrareca
1'TX gi AM produce inhibarea Incorporirii formiatului fn purine gi
tirmind /168-171/, a co, in purine /17C/, precum $i o Intirziere a
incorpordrii glicinei in purine, timind i proteine /172/.

-Datorit# blocirii sintezei de novo a purinelor gi timinei, MTX
si AM cresc inqorporarea timiainei-exogene in ADN /73,158,173-176/.
Deoarece sinteza aciﬁului timidilic joacd rolul de "triégér“ pentru
FProcesul de reduplicare'celularﬁ iariinhibarea ei de citre A se
produce la concentratii foarte joase ale acestuia, ea este una din-
tre primele reactii blocate /177/, inhibitia sintezei ADN instalin-
du-se rapid in urma afectirii' DAHFR gi TS /158/.

2.4.3.Influenta antifolicelor asupra cineticii celulare.

- Studiile privind efectul substantelor anticancercvase asupra
cineticii prolifer&rii celulare a unor tumori exp-rimentale au con-
tribvit pe de o parte la elaborarea unor scheme éai eficiente de
tratarent /178-181/, iar pe de alti parte la fundarentarea unor noi
conceptii ifn chimioterapia cancerului /182-184/. In cazul analogi-
lor AF, actiunea lor la acest nivel poate fi rezumatd prin urmiitoa-
rele constatdri: o

- viteza reduceril numirului de celule tumorale fn urma expu-
nerii la MTX este mai mare in primele 24 h de la administrare, des-
crescind in tirmp /185/,;

- cinetica reducerii numdrului de celule turorale sub aciiunea

acentil&r antineoplazici depinde de natura chirdicd a acestora /180/

lar sensibilitatea celulelor fetd de un anumit produs variazd de-a
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lungul znai cicla celular 1). - e .

S—z dovedit fapiul cd esntifolicele actioneazi asupra celulelar
¢a2 fazs S /178,182,183,186-191/, in faza M /168,192-197/ gi uneori
{iz cazul Y7I) fn faza G, /r98/.

~rebuie rerarcat ci factorii care intirzie angejarea celulelar
fn ciclul celular le pot conferi protectie fati de efectul antime-
tgboli<ilor /191,199/. ’

Cuirescfnd influenta matifolicelor asupra diverselor faze ale
ciclulu! celuler s-a reugit Izxbtunit3firea substeniialid a efectulai

tcestora, Trin elaborarea unor scheme de tratarent ce {in cont de

écrata acestora §1 de sensidbilitatee lor la produsele folosite.

2.5.%fectele secundsre ale irstareantuiui cu antagenigti

ai acidalal folie.

- b

Jnii di=zntre entagoniglii AF, In speciel 1TX i AM, au dat re-

zaitate tune in tratereatal amuritor forme de cancer. Pactorii
griazcipeii care liriteezi totugi utilizeres lor clinici sint:
- teoxicitetea ridicetX (ce liriteaz3 cozceatrat{ia raxiri de

cutstan{Z ce roate fi adrinistrati); : - -

- rezistenta rrirs

e

si dotinditZ a unor tumori la acegti com

1e3t;

-~

-
- cz2racterul trenzitoriu al rerisiczilior. ~

In cele ce urreazX vcr £i nrezentate douX dintre cele mai im—

;ortante efecte secundare, toxicitatea gi rezistenta.

2.5.1.7cxicitates.

Antagorigtii AP produc fa gemeral sindroesrme similsre acelors
datcrate deficieniei de AP, dar prezintd si manifestiri toxice par-

- - i
1),

iclul celular reprezinti tirpul fatre doui ritoze 3i ‘este
fr;7irsit In faczele G, , S—sinteza AIS, G, g§iY-mitoze, divizatd 1z
rf2ial el ir rrofazd, retafazXi, anafazi i telofaz&i.
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-ticulare /20C/ i anume : depresia proliferdrii mZduvii osoase
/164,170,201-2C4/, leziuni grave ale mucoasei intestinale /2C5/,ce-
fecte morfologice gi functionale le nivelul rinichiului /2C6/,efec-"
te teratogene gi abortive /207,208/.

Citotoxicitatea in vivo a MTX este in general atribuit# inhi-
bitiei sintezei timidilatului (fie direct /1CC/, fie indirect- ca
consecinti a inactiv&rii DHFR /55/), ceea ce duce ia final la tloca
rea sintezei AN /55/. Nu intotdeeuna insi acest mecanism poate fj
asocist citotoxicitdtii. Astfel, in intestinul subtire al soarece-
Jui, doze mici de MTX nu provecac# leziuni observadile, degi sinteza
ADN a fost irkibgti rapid /133/. Pe de altid parte, inhibitia DEFR
persisti 16 h dupi edministrarea YTX cu toatzs ci biosinteze ADN re-
vine la 50% din activitatea initiald dupi nurai 5 h de ia-injecta—
rea acestuie /133/. i

Trebuie meniiocaet c% CF (VI) /61,79,137,209;216/, ce ;i alte

substante /154,189,217-225/, ars proprietatea de a preveai 3i rever—
se corpetitiv toxicitatea XTX gi AM prin suplinires carenj2si d= TI¥

3i zrin inhibarea pitrunderii MTX in celule, 3.3(
Ci

380

Rezistenta la antifolice poate fi intrinseci sau dobindits,ul-

2.5.2.Rezistenia.

Lirn ©1ind mai inportant? <ub aspeet elinin,

I'ecanisrele cars eiplici rezisteaya la watifolice pit i cura-
rizate in cadrul urmitoarelor categorii: -

- zodificarea (cantitativi 3i/sau calitativi) D.iFR. Ian generel,
ararigia rezistentei e fost asccizil cu o activitate crescutl e
iPA /45,113,215,226-242/, ca urmars a unui ccaginut mai beorat de
cazi~i /239,243/. C explicaiie & acestuil fu,t nr puter ©i {nducyla
de noi forre de DIFR (izoenzime) m=i pusin susceptidbile la 17X
/144,227,235,244,245/. Celulalae '™X rezistentz cu o Lrcduciie 42

T '8 crescutd se caracierizeaz” pria ablseajye wiai croncscn sultelc-

ceatric ye care este localizat un represor el productici DIFR, pie:r-
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deroa sa fAcfnd posibild induciia unei sinteze crescute de enzimi
/238,2456,247/.

-~ = transportul defectiv al antifolicelor prin membrana celularid
/€1,226/, fie prin reducerea permeabilit#tii celulelor la antifolice
/57,61,62,64,74,82,248-252/, fie prin alterarea proprietdfilor de
legare a componentului purtitor /60,68,74,253/. )
_ . - alte cauze, cum ar fi: alterarea antifolicului /254/, stimu—ﬂ
larea activit&t{ii TX /153,154/, pierderea capacitit{ii de utilizare a\
purinelor preformate /191/, eliberarea unui factor ce leagi speci-

fic MTX /255/, existenta unor celule mutant, intrinsec rezistente,

care genereazi prin selectie o populatie rezistentd de celule /49/.

2.6.Relatii structurd chimic#-activitate biologici.

B

Cu toate progresele importante réalizate,in canoagterea meca-
aismului de acfiune al antifolicelor, putini compugi activi au fost
rea11za;; pe cale rational#. Modalitatea esen@ialé de proiectare a
entimetabolitilor clasici ai AF o constltule si acum relatille (ca-
litative sau uneori semicantitative) fntre structura chimicd gi-mec-

tivitatea biologicAi. /

Principiile generale ce guverneazd schimbirile structurale ne-

cesare transformfrii uhui metabolit .fntr-un entimetabolit pot fi re-
—

<

zumate astfel: | v .
- elementels structurale.impl;Cate fn legarea anﬁimetabqlit-
enzimi trebuie pistrate ca atare sau modificate in sensul cregterii
efinitii{ii antimetabolitului pentru aceasta;
- clementele structurale responsabile de functionalitatea mete-
teclitului vor fi modificate in sensul dorit (de exemplu £n vederea
‘realizArii unei sinteze letale);

- proprietitile de transport‘ale moleculei trebuie pistrate pe

cit posibil intacte sau fmbunititite.

L L}

Prolectarea unor modificiri structurale eficiente este domina-

LI de conceptul de izosterie, Acesta postuleazd c# activitatea bio-
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logici a unei substante date poate i rodificati corespunzitor urin
inlocuirea 1in molecﬁla acesteia a unui atom sau grvne de atomi echi-
valeanti ca structuri electroanic#, dar care modific# rolecula atit -
sub aspect steric, cit si al reactivit&{ii ei chimice. Din cele
cinci clase in care Bardos /256/ clasificd izosterii, cele mai in-
rortnnte pentru proiectarea antimetabolitilor AF sint clasa I-a

?,Cl,?r,I,Oﬂ,SH,NHz,Cﬂj), a II-a (C,S,Se;Te,NH,Cﬁz) gi a III-a
(s,P,As,Sb,Bi,CH).
De o mare inportantld in alegerea modificirilor izosterice potr
vite,in vederea obtinerii de antimetaboliti este gi mirimea grupei.
Jn alt mod de variatii structurale,util iIn realizarea unor an-
'
timetaboliti eficienti, constd In rmodificarea configuratiei sterice
a netabolitului sau In rigidizarea uneia dintre conformatiile posi-
bile ale acestuia. j
In sfirgit, studiul naturii legiturilor enzim#-substrat furni-
zeazi unéle elerente in proiectarea antimetabolitilor (in cézul'in;
hibitorilor reversibtili,legareca de enzimi se face prin legituri io-
nice,de hiirogen,hidrofobe sau caracteristice corplecgilor de tip77)
Cele douldl grupuri de mdrimi ce urmeazi a fi corelate.se referd
la structurd (parametrii structurali sau fizico-chimici) gi la ac-

tivitatea biologicii (parametrii biologici). .
Paremetrii structurali considerati In cazul antagonigtilor AF

sint configuratia gi confofmatia compugilor s%udia;i. Pentru siste-

matizarea materialului existent, se va analize fiecere portiuno a

moleculei de metabolit (AF) astfel:

- — - — e —

OH | |
i;\/'['vji- CH-NH O-LCONHCHCO H
H NNy A\y7 L2

] ]
: : .; /C:‘-é/ ZCOZH
\ Nded 1 Purfea JNcled 1 Restul de
Aeridinic :me'mdeau: banaav'c: acid glutamic
[ ' !
' ' '
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serametrii fizico-chimici ce pot fi luati in considerare sint
ccactantele Harmett, Taft, constantele de bazicitate gi acidi%ate,
par=-etrii de lipofilicitate.
Pararetrii biologici determinati sint:
- in .vitrc, prin misurarea inhibitiei:

- unor sisteme enzimatice,concomitent cu determina- ;
/

rea cineticii de inhibitie; Q,

~ cregterii unor microorganisme; \
- cregterii culturilor de celule sau t{esuturi;
-~ cregterii unor anumite tipuri de virusuri,
- in vivo, prin:’ " ot
- determinarea toxicit&tii (DLso);
- inhibitiei cregterii unor tumori transplantate pe

goareci sau gobolani (Walkeir 256, L 121C, P 388).

ModificiAiri structurale ale moleculei de AF.
T
Voo prezenta numai sumar rezultatele ob{inute in urma modifi-

.c&rii nucleului pteridinic gi benzenic g1 a puntii dintre acestea,
referindu-ne insd mwai pe larg la amino acidul terminal. .

Inlocuirea grupei 4-OH cu 4-NH2 reprezinya principala modifi-
core a AT core a condﬁs.la AM gi ulterior la MTX, cu aqfigitaté
entifolici extrem de promitiNtoare. Aceasti schimbare afeEZeazﬁ le-
iarea substrapului de DiiFR, conducind la un compus ce‘se combina
peoudo-ireversibil cu enzima. Se sugereazd ci legétﬁra antimetabo-
lJit-enzimi este de naturd ionicd /11,123,257-262/ sau prin legi-
turi de hidrogen /261,263-265/.

Deaza analogii AF au permis stabilirea importantei relative a

etomilor Nl, N2 ,N5 gi N8, Dintre acegtia, doar N' pare important,

restul putind lipsi, unii corpuzl astfel rezultati fiind. la fel
eeu chiar inhibitori mai puternici ai DAFR (5,8-dideaza-analogii)
decit I'TX /11,131,266-274/.

Substitugia la C7 & hidrogenului cu izosteri din clasa I-a

BUPT



--21 -
(Cﬁ,CHB) a condus la compugi inactivi, ceea ce indicid ci aceastd po-
zi{ic trebuie si rimind liveri /275,276/.
vetilarea la N'C are un efect favorabil, MTX fiind mai putin .
toxic gi rai activ decit AM /277/.
Prin extinderea puntii cu o grupi CL, (ca In acidinl howofolic,
HF,¥I) au rezultat compusi activi biologic /278,279/. De fapt aci-

dnl tetrahidrohormofolic (THHF, XII) este corpusul activ, fiind un

- - eb—— - -

OH H
N jtf | 'V:Iﬁi' | ,
BN ,’}’ "
; 1X1) ( Xxll) R
R- -{Cl-slz-NH@-CONH'CHCOzH
[CHLCO,H

|

" e ——— - - .- . e - -

inhibitor al TS /280-282/. Pentru a fi eficace este necesars redu-
cerea continu#d a DHHF (31 HF) de cdtre DHFR, ceea ce nu poate fi
asigurati decit In celulele MTX—rezistente; ce au nivele Inalte de
enzim® /283,284/.

Ceca rai importanti modificare a nuclcului benzenic o connti-
tuie suhstitutiae acestuia cu atomi de halogen (Cl gi Br), in spe-
cial in pozitia 3. Toxicitatea scade considerabil gi activitatea
antileucemicd cregte, in special asupra formelor avansate /1,277,
284-292/. )

Modificarea restului de acid glutamic (sau £n unels cazuri a

fntregii portiuni peptidice) ne intercseazd fn mod deosebit, ficind
de fapt obiectul lucridrii de fethi. Sfnt descrise urmitoarele trans-

forméri:

- ésterificarea restului de acia glutamic, Aceastii modificare
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o fost ficutd in ideea fmbunitdtirii caracterului lipofilic al mo-
leculei i o datZ cu aceasta a proprietitilor de transport (prin
difuzie) prin membrana celulelor lipsite de purtédtor pentru antago-
nigtii AF /78,293-295/. Prin esterificarea grupirilor carboxilice
ale restului de acid glutamic, transportul activ este sacrificat fn
favoarea-difuziei pasive. Activitatea antitumorals a esterilor MTX
ecte datoratd, cel putin partial, hidrolizei lor la MTX /78/, To-
tugi,blocarea DHFR de c#tre acegti compugi nu poate £1 atribuits
¢reclusiv V'TX liber, deoarece inhibarea acestel enzime nu este dimi-
nuetd prin preincubarea esterilor MTX cu carboxipsptidaza Gi (enzi-

r# ce inactiveazd MTX, dar nu gi esterii sii)/294/.

—_

- fnlocuirea restului de acid glutamic cu amine. In vederea im-

bunit#tirii transportului pasiv al M?; (f&ard afectarea restului pte-

ridinic nccesar legirii de DAFR) s-au sintetigat o serie de aStfel
de compusi, dar acegtia nu prezintd o fctivitate semnificativd asu-
yra L 121C /78,293/. .

- inlocuirea restului de aci@ rlutamic cu alti amino sacizi.
Aceastl modificare, efectuat® asupra moleculei de AF /296-299/ si
A /290,291/, a condus la compugi putin activi asupra L 1210, cu ex
ceptia acidului aspartic., Nici esterii analogilor AM gi MTX /300/
cu alt{i amino acizi nu prezinti aétivitﬁti semnificative in siste-
rul rai sus mentionat, Influenta ceﬁtrului asimetric (@in restul
de acid glutamic) a fost putin studiaté. Astfel,'HTX‘ca acid:D;glu-
laric erte rai putin activ ca MTX (cu acid L-glutamic) asﬁpra
I 1210 /301/, |

- atagareé suplirentars de amino acizi reprezintii o modalita-
\te de proiectare agcomphgilor.cu activitafe specificé, fnel putin

onplootatd, Numiirul resturilor V¥ -glutamil servegte ca factor spe-

cific al formirii unor complexe enzimii-apoenzim#i, De exemplu, pte-

roil-triglutaratul opregte cregterea unor tumori experimentale la

scarece, fa timp ce monoglutamatul (AF) este inactiv /302/. Totugi
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corpigii sinfetizati pini In prezent nu au prezentat activiti{i sém
nificétivé, probabil gi datoritd unui'sistem de testare nepotrivit
ales, )
- legafea de macromolecule a condus la rezultate spectuaculoase
in unele cezuri, Astfel; cind MTX a fost atagat, prin intermediul
grupdrilor sale carboxilice, de o imunoglobulind, s-au atins supra-
vietuiri la goarecii purtitori de L 121C de pini la 75 zile (marto-
rii netratat{i mor in 7-8 zile, cei tratasti cu MTX %n cca,l8 zile
jar cu simplul arestec VTXFimﬁnoglobulinﬁ in 27 zile )/303/. Daci
cuplarea se face prin intermediul grupirii 2-NH2 (prin diazotarea
MTX) se obiin rezultate mai slabe (10% supravietuitori la 40 zile)
/304/., Propriet#tile necitolitice dar citotoxice ale complexului )
}FTX-anticorp pot fi explicatg prin blocares de c#tre antiretabolit
(fixat pe suprafata celuleiriﬁpreunélcu anticorpul) a sisterului de
transport'adtiv, agezat favo%abil ve suprafaéa celulari in report
cu antigenul /283/. oy

Activitatea acestor compusji este rult dependenti de naturc pocli
rerului (dextrani, albumine, polipeptide sintetice)/3C5-3C7/. In
general, activitatea lor este mai mici deeit a MTX, dar preziantd
avartajul cd afecteaz# mai puiin organele sensibile (m&duvd, ru-
cogse), putihd fi tolefati rai bine decit'concehgxaiii echivalente

de ¥TX /305,3C8/.

Concluzii, -

Se pot considera esentiale pentru activitatea antineoplezic#
e antimetabolitilor AF urriitoarele elerente structuralc: .

- sistemul 2,4-diaminopirimidinic (eventual 2,4-dismino-piri-
édinic) ce asiguridi legarea de enzimi, Atomii de hidrcgen ai grupelor
emino nu pot fi substituiti.

- pozitia 7 de Te nucleul pteridinic si fie liber:.
1C

- intercalarea fntre restul pteridinic gi centrul N al ca-
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tera® loterale a fned uned grupe CH, conduce la un compus activ, fn
sjeci2l rsourra turerilor cu un continut ridicat de DHFR. )

- activitatea fn raport cu L 121C este considerabil fmbun#ti{i-
tf »rin substituirea nucleului benzenic cu atomi de halogen.

- Zelei{ia sau inlocuirea acidului glutamic nu par avantajoase
(cu :zcepiia legirii de anticorpi, dar mecanisrul de aciiune se pre-

¢

ccrune e fi diferit).

Din. cele expuse anterior rezultd stadiul cunogtintelor privind:
rroble~- proiectirii compusilor apartinind clasei antimetabolitilor
A%, otivele care ne-au condus la sinteza unor compugi modificati

cetena loterallil vor fi expuse mai departe..
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II.SINTEZA ANALOGILOR PTERIDINICT AI ACIDULUI FOLIC

In ultimii 25-30 de ani (in urma ﬁieparérii acidului fclic si a
principalilor siii antagonigti, Methotrexatﬁl gi Aminopterina) 0 deo-
sebiti atentle a fost acordatd metodelor de sintezid e analogilor
structurali ai aqgstora. O serie de -cdi preparative a compugilor pte-
ridinici apartinind categoriei antiretabolipiior "clasici" ai acidu-
lui folic aun fosf’exploatate ﬁi puse la punct. O sistematizare a a-
cestore in functie de materiélul de plecare este urnéitoarea:

'~ de la pirimidine substituite (cu sau fars izolarea pteridi—
nei intermediare);

- dé la pirazine.conveﬁabil substituite;

- de la acidul pteroic g$i analogii acestuia;

- de la acidul folic gi apalogii/sﬁi.

In sfirgit, mai trebuie mentionate $i procedeele de biosintezii
(fn cazul acidului folic), care difersd Intrucitva de cele mentionate
anterior.

In cele ce urmeaz#d, aceste procedee vor;fi examinate critic, in

mod emdnungit.

l.Sinteza scidului folic gi analogilor sii rlecind

de la derivati piriridinieci.

1.1 .FArd izolarea pteridinei intermediare.

Acestaprocedeu reprezinti cceca mai veche metodll de ypre:iarare &

ncidului folie 3i analogilor sii gi constX fn reactia fntre trei cor~
vonente i anure: o 5,(-diaminopiriridini, un corpus carboailic (coli
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rutin) trifunctional si o peptida.continind restul de acid 4-amino-

tcnzoic. In tabelul de mai jos sint redati unii dintre cei mai im-

1crtanti compusi preparati pe aceastd cale.

oy
>,

1

R : :
7 NVH
1 "2 4 XCH—CHX , HI COR,
R Xy ~NH CHO R R (
I 4 - .
z
R w2 R R > ]
! ¢ '
— Pl e
Corpusul R, R, ) R3 R, R5 Referinte

T T T - . - ) ’

Acid folic K, "OH H H Glu 309-338

Acid rteroic N, om ' E o H CH 309,321,339

1' *

Aciad lO-CH3-folic NH, OH H CH3 Glu 1,34C,341

Acid 10—CH}-pteroic NH2 " CH H CHB- CH 340 _

becid 9-Cﬁj—folic NH, OH CH3 H Glu 1,342

. ’ /
Acid pteroil-aspartic NE, OH H H AsD 200,296
Acid pteroil-poli- NH2 ~CH H pbli;Giu 343-345
glutamic g ‘ ' t e

Acid 9,1C-dimetil- NE, OH CH3 -CHB . Glu 7 342

folie D . ~

Acid oxifolie CH CH H H ‘Glu 323

Aminopterina NH,, NH2 'H Glu 1,346-348

Acid 4-emino-pteroil- NH, ©NH, § Ale,Val 299,347
alanin&,velini, Sar,Asp
sarcosiné ,aspartic

Acid 4-emino-pteroic NH2 NH2 H H CH . 347

Methotrexet NE, ©NH, EH, CH3 Glu 1,348-351

Acid 4-am120—1O-CH3- NE, Ni, H CH, OH 1,352

rteroic . .

Acid 4-ermino-10-CH,- NH, . NHE, H CH} . D-G1lu,Lys 301
yteroil-D-glutamic, N Glutaric
lizinli,glutaric ’

- %Yetil-methotrexat NH, NH, CH3,.CH3 Glu 200,342

" e G . —— ———— — G g— g— —
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Aceastli cale de sintezi prezintd dezavantajul posibilitliii de
araritie sirultan# a izomerilaor de pozitie (6- gi 7-substituiti jpe

nucleul pteridinic), asa cum era de altfel cunoscut in cazul pteri—

dinelor simpie preparate prin reectia Isay /314,316,317,327,353-35%

Factorii ce guverneazi proportia dintre izomeri sfnt multiplii si

{in fn special de conditiile de reactie (pH) 3i de natura reasctan-

tului carbonilic.
i

i f

. R,

[,
RSy AN # R,LN NZR
R= -ﬁH-/}l@coﬁg

34

Corpugii carbonilici cei mai des folositi au fost:

- 2,3-dibrompropionald?hida Ea/étare, sub form# de combinatie'
bisulfiticd sau de acetal-/l,296,299,301,309,31C,}14,}15,}17—3 °,
339-341,343-345,347,349,355-358/;

- - 1,3-dicloro- gi -dibromoacetona /331,332/;

- 1,1,3-tricloro- gi tribreroacctona /329,342,548{351/;

- dbromelorcetone /316,328,333,359/; -

- acetoni tetra- §i,pentaﬁalogenat§ /330,359/;

- reductona /311,312,326/, 2,3-epoxipropanal /338,360/, etc.

°rima retodY de sintezi a Aminopﬁerinei si Yethotrexatulai,
elaboratid de Seeger 3i colab. /1,346/ s-z bazgt pe utilizarea-~
2,3-dibrompropionaldehidei, dar randarentele in produs finel erau
extrem de sciizute (sub 2%). Trebuie mentionat ci acest procedeu con-
duce sxclusiv la formarea izomerului 6-substituit. Priatrc produgii
ce impurificd produsul brut de reactie s-su identificat 2-ermito-4-

hidroxi-6-metil- gi hidroximetil-pteridinele.
Folosirea 1,1,3-tribroro- /35C/ gi tricloro-acetonei/348,351/
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wrept componente carbonilice a f6st sugerati in vederea cregterii
recndamentului fn produs final dorit, Astfel, Berezovskii gi colab.
/348/ comunici obtinerea unui randament global de 32% la sinteza
".ethotrexatului utilizind 1,1,3-tricloracetona, Valoarea metodei,
eca cum am demonstrat in lucrarea de fat#, este Indoielnic#d deoare-
ce, %n conditiile descrise de autori, aldturi de produsul dorit ,
(€-:TY) se formeazd in cantitate apreciabild gi izomerul de pozitie <.
al acestuia (7;MTX), amestecul lor fiind practic imposibil de sepa- '
rut, Aceastd observatie este confirmatd de altfel gi de fapiul cii
1rin utilizarea 1,1,3-tribromoacetonei marcate fn sinteza acidului
folic, rezultd un amestec de izomeri 6 gi 7 ai acestuia/314,317,32%

In sfirgit, trebuie remarcat faptul cd prin reactia cu 2,3-di-
Lrompropanal rezultdi Intr-o primi etagé 7,8-dihidro-derivatul cores-
runzitor. Dehidrogenarea acestuia se realizeazi in general cu iod-
joduri de -potasiu /3C1,3C9,340,358/ dar s-au indicat gi algi aéenti:
ecetatul de mercur /318,357/, fericianﬁra-de/potasiu, bromatul de
Totasiu, apa oxigenati, biéromatu} de potasiu, clofétul.de poilasiu,
bioxid&i de seleniu /315,319,320/. |

0 alti varianté,utilizata'mai ales in sinteza acidului 4-amino-
:teroic, o constituie ;eabtia intre 2,4—diamino—6-clor-5:hitro-piri-

ridind 3i p[1—amino-2¥hidroxiimind-propil(3)]aminobenzoat de metil

/301,362/ .

— ) !

l - : ;
7

llvq? . hKN%=?-{¥$¢W¥<<:::>-CC?C?f :
I-ﬁN\ g H N-CH _ 2.3 !

\

l 2 5
: NK,
= 0y oo
| HN J§N NZ d
’ . XV _
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Purificarea arestecului brut rezultat din reactia de sintezd a
ecidului folic gi analogilor s#i meritd o ment{iune speciald, deoare-
ce reprezint# o operatie deosebit de dificilA gi laborioasi, dati ~
fiind atit complexitatea amestecului, cit gi continutul extrem de
sciizut de produs dorit in acesta. Purificarea coﬁspa in aplicarea
succesivi (gi/sau repetati) a unor procedee fizice sau chimice, gi
anume: 1) schimbiiri repetate de pd (dizolvare in api la prll-l2,
filtrare, coborirea pH-ului solutiedi 1a 7,0, refiltrare, précipita—
rea produsului final, part{ial purificat la pH 3-4 gi apoi reluarea
fntregului proceq)/299,}09-}11,}4}-}46,}63/; 2) transformaree in
clorhidrat cu acid clorhidric 6 N, urmat de diluarea solugiei pinid
la o concentratie la care produsul se separi (1 §)/363-367/; 3)re-
cristalizarea produsului ca sare de calciu, bariu, magneziu sau zinc
(nuxai cind solubilitatea joasi a acéstuia Permite, ca in cazul aci-
duiui folic Bsaun Aminopterinei)/368-376/; 4) recristalizarea sirii de
ciclohexilamini din butanol-api /342/; 5) treceri pe coloane croma-
tografice de celulozd /348/, DEAE-celulozi /377-379/, TEAE-celulo-
z# /379/, celulozd gi cirdbuns /348/, celiti /380/, Dowex 1X8 /381,
382/, Sephadex /38}/,.etc.'Cel mai eficace procedeu rimtna insi

cromatografierea pe coloane,

1l.2.Cu izolarea unui 1nterquiar,pté}idinic.

Pentru ridicarea randémeptului élobal al-'reactiei, prin micsorm
rea numirului de produgi secundari rezultati, precur 7i in vederea
obginerii unui produs izomeric pur, s-a incercat prepararea.b6-halo-
retil-pteridinei, ca intermediar cheie in aceasti clesi de compusi.
- Prepararea 2-amino-4-hidroxi- gi 2,4-diamino-6-bromometil-pte-
ridinei a fost realizat¥ pe dou#f cdi: a) prin bromurarea 6-retil-
pteridinelor corespunziitoare cu brom /384-390/, cu amestec de brom
§i acid bromhidwic_/384,391/ sau cu N-bromsuccinimidi /392,393/ gi
b) prin tratarea 2,4-diamino-6-hidroximetil-pteridinei cu Ph}PBr2
/3947 .
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R, ' R .
| N .
Z NCH-R. . N° Y CH- X
X% — LI |
I;N SN ONNZ - "’éN N >N

(XVi] (XVil)
= : R= HOH X= B‘Cl
Rz OHNH, R= H, 5

| . - — e —

fa rfndul siu, prepararea 6-clorometil-pteridinei s-a realizat
yrin: a) clorurarea 6-metil-pteridinei corespunzitoare cu clorurd
ce sulfuril /384,388,394/ gi b) clorurarea 6-hidroximetil-pteridi-
nei cu clorurd de tionil fn prezenta piridinei /395,396/. {ﬂ§§%

A doua etapd constd in‘cuplarea halometillpteridinei cu pep-

tida coresnunziitoare:

= : Ny - -
’ \ v

——
[N

(xvil] ‘ (Xvill

/}l\/j:"'jm -N@-CONHCHCO N
(CH,,COH

|
|
|
| Rr 0K+ B HoH 5

“n — —— -—_

0 variant# interesant# o reprezinti reactia directi fntre aci-
dul 2-am1no-4-hidroxl—pteridinil-6—bromacetic/397, 98/ gi peptida
corespunzitoare sau prin decarboxilarea acidului 2-amino-4-hidroxi-
jteridinil-6-acetic la 2-amino-4-hidroxi-6-metil-pteridini gi trans-
formarea acestuia din urmd in brom-derivat /390,399/:

“'ai ze rentfioneaz’i gi reducerea selectivd a 2,4-diamino-6,7-di

R
2 ., |
T\/I \j%x + HI‘V-O- CONHCHCO,H
N .
HN 2 R ra% ¢o,H
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OH .
N%j:N NYCHEACO. H :
—- [ j’ 2
H N z
OH | 2 J\N{XX)’V - —l
N %\L’:j' CO,H | (i)
H, NS~ ~W# | OH _]
| (XIX) 1-C0ay: NP NrCH Br
; NG
% - 2 B, H NSy

(XVIi)

L rorometil-pteridinei /275,40C/, dar structura derivagilor rezulteti

in ur~a cuplirii cu peptida respectivi este discutadbili /27&/.

/)om) {XXII/) |

e —————————— .

De notat cii in cazul derivatilor de acid folic este posibili
chiar o cuplare directi a 2-smino-4-hidroxi-6-hidroxoretil-)teridi-
acil cu peptida In vederea obtiinerii produgilor coresjunzitori /401-

4aC¢/. Reactia are loc in vid, la temperaturs fnalt#, fn prezeate

clorurii de zinc.

j»CH-OH + H N CONHCHCOZH ——;
f{,«l\_ (CH ) COH

22 2
(XVI) (xvill)

L -
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Trcbuie de asemenea mentionati gi prepararea acidului folic gi
; enalogilor siii nesubstituiti la N0 prin cuplarea reductivd a 2-ami-

no—4-hidroxi-pteridinil-6-metanalului cu acid N-(4-aminobenzoil)-

3 flutamic /4C6-416/.

OH
7
ﬁ‘:\/l[w\jc”o + b —2. 7
th N~ NNZ (F;-Hl -

(XXl)

In cees ce priveste compusii pteridinici ce servesc ca materii

prime, acegtia trebuie sX fie izomeric puri. Priviti sub acest as-
' tect, prerararea lor va fi succint comentati.

Sinteze 2,4-diamino- (sau 2-amino-4-hidroxi) metil-pteridinei
sc realizeazi prin condensarea 2,4,5,6-tetraaminopiriridinei (res-
jectiv a"2,4,5-triam1no-6—hidrdxi—pirimidinei) cu metilglioxal sau
1,1-dicloracetons /316,355/. Din reactie rézéltﬁ un amestec de 6-
53 7-metil-pteridine care poate s& fie separat in cei doi compusi-

yrin purificiri chimice obignuite /353,384/.

— —— e -

| 'L/jﬁ? CH3COCH0 o) —
N, -,
5 CH COCHCI vy o ~
(XX R '

? A= OH,NH)
LY o L
j’c"'_'; + N | N
| H NS L H NJ§N NZ
. (XV R=H) (XXVIl)
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O -metod3 interesanti, deoarece se pare c& duce exclusiv la ob-
tinered izomerului 6, consti fn reaqtia 2,3-dibrompropionaldehidei
cu piriding, urmat de ciclizarea cu 2,4,5-triamino-6-hidroxipirimi=
dind la bromurs de N[(2-amino-4-hidroxi-pteridinil-6)metil]p ridi-
niu /310,384/. Acesta din urmi poate fi convertit direct la acid
folic prin tratare cu acid N-(4-aminobenzoil)-glutamic sau la 6-me-
ti;—pteridina corespunzétoare prin reducere -cu zinc gi hidroxid de

sodiu (prin intermediul dihidroderivatului respectiv).

.

ZN  BCH,CHErCHO (XXVIll)
& N S ;\} l
éHchsrCHo
— (1)
1) XXIVIR, OH/ L jCH_N
2) Kt
/ H xw)
(R= OHR=H)

—_— — — -

2-Anino-4-hidroxi-(sau 2 4—d1amino—)-6-h1droximetll—pterldlna
se prepard din 2,4,5-triamino-6-hidroxi- /}95,396,417,418/ sau

2,4,5,6-tetrasmino-pirimidind /419/ gi 1,3-dihidroxiaceton#. In anu~

mite conditii de pH gi temperaturd se obyine exclusiv izomerul 6,
dar produsul final este de obicei impurificat cu cantitd{i Insemna-
te de 6-metil-pteridinid. De altfel, unii autori nu au reugit sd ob-
tind pe aceastd cale decft 6-metil-pteridin& /354,420/. Pentru for-
marea exclusivd a izomerului 6 s-a recomandat folosirea hidrazinei

/417/, acidului boric /418/, etc. Trebuie mentionat ci fn anumite

H
oW+ 0GCHOH) — Nﬁ; Ty

XXIX
XVI( RG'OHI |

|
!

|
!
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-conditii de-lucru, reactia conduce exclusiv la 7-hidroxometil-pte-
ridini /354,421/. Inlocujree 1,3-dihidroxiacetonei cu 2,3-dibrom-
propionaldehida poate ‘duce dq asemenea la 6-hidroximetil-pteridi-
n¥% /421/. In fine, 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetil-pteridina se -

obtine gi din 2,4,5-triamino-6-hidroxipirimidini si dibromacetonil-

ftalimidd /402/. - -
Sinteza 2-amino-4-hidroxi-pteridinil-6-metanalului poate fi-
realizati prin:

-~ dibromurarea 6-metil-pteridinei gi hidroliza 6-dibromometil-

derivatului respectiv /422,423/,

- tratarea acidului folic cu sulfit de sodiu /423/ sau brom
/424/,

- condensarea 2,4,5-triamino-64h;droxipirimidinéi cu 2-brom-

s

-3-dietoxi-propanal /425,426/. | i

(- = - —_ -

| | - ]

XVI (R=0H, R=H) —~ i/I j"" &
6 HNN |

2

- XXI

. CHO -

—

!

|

| -

‘ )O(IV(R 0H)+B’ CH: CHIOC?’%z S I

1l,3.S5inteza intermediarilor.

1.3.1.5inteza intermediarilor pirimidinieci.

In sinteza analogilor pteridinici ai acidului folic sfnt esen-
tiali doi intermediari pirimidinici: 2,4,5,6-tetraaminopirimidina
/427/ si 2,4,5-triamino-6-hidroxibirimidina. Compdqii se prepari

prin reducerea 5-nitrozo-pirimidinelor corespunzitoare cu ditionit
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de sodiu /428,429/, metabisulfit de sodiu /430/, sulfuri de amoniu

/431-433/ sau catalitic /434/, In general fnsi, randamentul acestei

react{ii este variabil gi nereproductibil. -

—— . e ——

g
%N'nj:[xz — XXIV

XxXx1 ( ."\;=QH,NI'$) )

ee——— < - o

La rindul lor, 2,4,6-triamino- sau 2,4-diamino-6-hidroxi-5-ni-

trozo-pirimidinele pot fi obtinute:

- rrin tratarea cu acid ézotos a 2,4,6-triariino~- sau 2,4-dia-

mino-(-hidroxi-pirimidinelor /429,432,433/:

I R '
’J\’\’)jN HN(.JZ XXX/
% N \N :’_5 . . .

XXXII(R= OH,ny

e w—— e e mm——— e = ——— -

- prin condensarea izonitrozomalonodinitrilului cu carbonat de

guanidind /436/, ce duce direct la 2,4,6-triamino-5-nitrozopirimi-
dinX:

e

HN<CINH o
o

T
S

- +
L) . ] - - - - H NH
(CN}2 CH2 (CN)2 C=NOH ICIY/z C=NO 2N=C( 2)2

— XX = N,
.Ascu%? X/ (f; H, )
L o ;

—-- . - 4

Acest din urmX procedeu rép:azintﬁ de fapt o sirlificare a uau-
ia mai vechi, fn care izonitrozoraloancdinitrilul era senerat ve sa-
rc de arrint, apoi transforrat fn sare de rotesiu, fnaintea ri:acti-
el cu ruanidina /437,438/,

2,4,6-Triamino- si 2,4-diemino-G-hidroxi-ririridinele dc ;le-
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care au fost cbiinute conforr urmitoarei secvente de reactii:

o — - ——— —— %

| ﬁ ﬁ -

XXXV XXXV yrerrt

(R= OH] XXXV - !

|
b

- —

Pentru sinteza 2,4-diamino—6-hidroxipirimidinei.se condensea~
¥ cienacetatul de etil cu guanidini in mediu alceljn (EtGNa)/Z}Z/;
$n tiry ce rentru sinteza 2,4,6-triaminopirimidinei se utilizeaz#
relonodiaitrilul fn leocul cianacetatului de etil, in aceleagi con-
ditii. Yalonodinitrilul se rreparid corod din cianacgtamidé /439/
iric elirinare de apd cu oxiclorurd de fosfor /440—44}/ saa ﬁenta—

' -
cloruri de fosfor /441,444,445/.

l.J.2.5inteza coggggéhte% carbonilice.
Se va discuta pe scurt sinteza componéntelor carbonilice cel
rai des folosite gi anume a 2,3-dibrompropiéna1dehidei sgil,1,3=
triclorecetcnei.

- 2,}-Dibrovpropionaldehida se obtine prin bromurarea acrolei-

rei cu brom fn sulfuri de carton /446-448/, tetraclorur# de carbon

/449/ sau .dioxan /450/ gi se purifici prin‘distilare:' 4i
% B,
! CJ$=CJ+4CHN7'-——?.X9(VWT '

i
!
- 1,1,3-Tricloracetona se prepard fie prin clorurarea acetonei

SQ
' CIZCHCOCHZCI +.XXVI

’ XXXVI .
- cH,cocH, c o |
i v -——J
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cu clerur® de sulfuril /451/ (cind rezultd doar 20% 1,i,3-triclor-

ecetond, restul fiind practic 1,l-dicloracetond), fie prin clorura-

rea acetonei /451/ sau 1,l-dicloracetonei /452/cu clor. -

1.3.3.5inteza corponentei peptidice.

Catena lateraldl peptidicd a acestei catlegorii e conpun% este
forratd de obicei din acid N[#-(met‘lanlnc)beng01l]Llutamlc (aspar-
tic). Sinteza acecstuias poate fi realizati conform mai multor vari-
QWésiammm

- cuplaerea, rrin retoda échctten—Baumann a clorovorii de 4-nitro-
benzoil (preparati din acid 4-nitrobenzoic gi PCl5) cu ecid glutaric
(espartic) /340C,453-455/. Acidul 4-aminobenzoil-glutaric (aspertic)
rezultd apoi prin reducerea cgtaliticA sau cu hidrogen sulfurat a

intermedisrilor de rei sus_[4§4,455/:

! 1

|
{ NO, NO, NH,

1) PCi H
| 2) NCHCO H
| . COH {cg) COH CONHGHCOH CONHCHCO,H
: {CH) CO H _{c;yn CozH
l

Diazotarea acidului n- (4-ar1nob°ﬂ~oil)-glutanic, urmald ae
transformarea sa in acid 4-iod-benzoil-glutaric gi reaciia cu retil-

amini, permite obtinerea acidului 3[4-(:etil&nino)beuzoil}Llut»ric.

| [ N et NHCH
Xl 1 +H— Q @ a0
COR COR COR

XVl //'2=C/'j?)
R = -NHCHCO H

{CH)CO H

————— -

[wstiTuTit PeuTENMOE
TIM'\OARA

~em
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- =co moi elegantd metodd de sintezi a acidului N[4-(metilamino)
TCCTCfT]L)utGPiC rornegte de la acid 4-retilamino-benzoic, car; este
treasfeurat in acid 4[zeti1—(benziloxicarbonil)amino]benzoic prin
trntora cu cloroformiat de benzil (prin reactia ?cpotten—Baumann).
fcosts este apoi transformat in cloruri acidd prin reactia sa cu
1Cl. ‘i cuplet cu L-glutamat de dietil.Dupid hidroliza blindd a este-‘

rulti, rula benciloxicarbonil este indepiirtatd cu HBr in acid acetié:

Pozult® " rerhidratul acidului N[4-(metilamino)benzoil]glupamic7h56/.

NHCH H C-N- Bzc H_C-N-Bzc
3 3 3

1) HO~ eri |
T e XVl =CH)

2) HBr
H
COZH COZH CONH?HCOZCZ 5H
; XXxvil (C/'élzCOZCz &

’ ' s HCH
: Bzc 'COOCZGS_'

e—— .
- . - —

C variantd a acestui procedeu constd In protejarea grupei aﬁino
¢in acidul 4-retilamino-benzoic cu ajutorul restului formil. Proce-
ceul cuprinde apoi aceleagi etape ca cele de éﬁi sus, deprotejarea-
cfectulndu~se gi de aceasti dati prin hidroliz# acidi. Randamentele
ertelor nmetode sint foarte ridicate /301/. I

Acidul 4-metilemino-benzoic este preparat fie prig tratarea

ecidului 4-arino-benzoic cu formaldehid¥ in prezenti de zinc si hi-
cdroxid de sodiu:

R |
‘ NH
- ¢ o o
g ' : ﬁh” )CXQ(VVV )
S . ,
o
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fie din acid 4-clor-benzoic cu metilamini /457/:

- g
CH.NH
© —3 2. xxxvil
i CoH |

O metodi recentsd, superioari sub aspectul randamentului, tra-
teaz#i anestezina cu formaldehid&d, ftalimidd , nichel Raney $i hi-

drogea fn autoclavi, la presiune /458/:

ca :
NH S |
1) GHO+HN '
2 W ER0HN
— - XXXVII
coc sz ? |
27?5 '

-

Separére; aminei secundare de cea primard gi tertiari (conti-
nute ca impurititi in cazul anumitof procedee de metilare) se face
de obicei prin nitrozare /459/.

Clorhidretul esterului glutamic se prepard din acid g}utamic
si alcool etilic absolﬁt, priﬁ barbotere de ECl uscat. Apa rezul-
tat#i este indepirtati prin concentrare la sec gi reactia este con-
tinuatXi prin adfiugarea unei noi cantitdti de alcoai anhiaru prcas-

pit, refluxare i repetarea operatiilor descrise mai sus /46(C-4064/

2.5inteza analopilor pteridinici ai acidului felic

plecind de la derivati pirazinici.

Recent a fost descris® o sintezX neechivgcé a derivetilor pte
ridinici (é-metil- $i hidrorimetil-pteridine, Methotrexat, etc)
pcrnind de la pirazine /276,465-470/.

Se pare ins¥# cX condiiiile alcaline relativ severe fa timiul
condensirii finale cu guanidina provoacs in unele cazuri (de exem-

rlu la Aminopterin#) racerizarea /471/. In schirb, acidul folfc nu
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ce racenizeaz in aceste conditii. -

CH-N- @COR
[NjCH + XvVil (R-CH )—' K j

XXXIX '
- 1) POCI

2

2 — ]
ZI HN-C(NH )

La rfndul ei, pirazina corespunz#toare se prepari astfel:

T A

(CN}ZCHNH2 + GCHZCOCH-NOH — XXXIX

'ty "
3.S5inteze analogilor acidului.foljc utilizind

acidul pteroic gi. analogii s3i.

Reactia are loc prin transformarea acidului fn clorura de acil
ccresrunz3toare /472/, fie utilizfnd compusgi £n care gruparea car-

terilic# este activetX prin transfermarea sa in anhidridd mixt
/473/ .

()Nj/\:jmw @_ cop 1 [CHiCHCHoCOG

i
2] H NCHCOZCZHS

N/'él |

|

' N” NYCH-N CONHCH H

Syl gy
sy ;
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Cuplarea acestor intermediari se poate face direct cu esterii dec
erino acizi sau dupf fixérea acestcra din urmii pe un suport solid.
S-au preparat pe aceasti cale atit analogi ai Methotrexatului cu 4i--
vergi amino acizi terrinali In form& esterificatd /3CC,472/, cit 3i
poliglutamati ai acidului folic sau Methotrexatului (in acest caz,

sinteza se face pe suport solid /352,474,475/).

4.5inteza analogilor acidului folic prin reacyii

chirice efectuate asupra moleculei acestorsa,

4.1 .Reducerea,

Acidul folic 3i analogii s%i pot fi redusi la di- i tetrehi-
dro-derivati /377/. Reducerea este condusi fie catalitic (Pt02)
/287,378/, fie utilizind ditionit de sodiu /476-482/, fie zinc si
hidroxid de sodiu /479,483/. Compugii;rezultagi (in spécial tetra—
hidro—derivatﬁl) sint instabili, descompunindu-se la contactul cu
eerul, singurul comrpus identificabil fiind acidul N(4- arinoc--en-

zoil)gluteric (in cazul acidului folic).

HNLT Y —

R=HCH, R =OHNH - -ag-g-@ CONHCHCOH
4

H
ﬂu42§x%

- e e c —— - f - - L

X
hol:
> Z
/4
> \?
= Z
N
I

Tetrehidro-derivatii pot fi apoi traansforrmati fie In 6-metil-
enalogi (de exerplu prin retilarea directi a tetrahidro-Methctrexa-
tului /484/), fie sufer# reactii diferite cu formaldehida /267,4¢./
ducind, iIn cazul acidului folic, la o serie da coenzire im;ortante

ale acestuia.
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4,2.¥orrilaresa.

Acidul folic $i Arinopterina pot fi formilate (1a Nlo) cu scid
fcrric 98% singur sasu §n amestec cu anhidrida aceticd /287,477,486,

Tretuie rerarcat ci grupa formil din acidul 10-CHC-folic, dupd
Lidrogenare la acid 10-CHO-tetrahidrofolic sufer& transpozitie fn J
. (

' J
rcdiu elecalin, rezultind acid 5-CHO-tetrahidrofolic (Citrovorum fac-'

tcr, CF, VI), o important# coenzimi a acidului folic /488-492/.

fsﬁvllz::]:?vj]- C%ﬂ? ""V%” —

‘ R= -
' 0 Nﬁ:ﬁ%:ff' |
22°2

‘4.3 .0xidarea. .

Aceast?® reactiie, efectuatd asupra Methotrexatului, Aminopteri-
rei, acidului folic, etc, cu sdlutie de permanganat de potasiu la
diver=se valori ale pH-ﬁlui duce la obtinerea acizilor pteridinil-

R

-(-carbozilici 2,4-disubstituiti /340,493/.. ‘

{ R - .. — C _,__,_'__,
|

1
o™ -
 NNYSNR (o) ’I“’ coH_(0] »/\/[ jcm/
@NL\:,I:J PH7 HNASy A2 © O NS
[0] /IN]'C%H
HY fﬂ) NS

R= CH.,CH.OH f
1, CH,0H,CH_Cl, CH,NHC_H, CONHCH{CH,CH COH)CO,H ;
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In mediu neutru se obfine acidul 2,4-diamino-, In mwediu bazic- aci-
dul 2~amino-4-hidroxi- iar in wediu acid- acidul 2,4—dihidroxi-pte—
ridinil-6-carboxilic /493/.

In cazul pteridinelor substituite in pozitia 7 (fn loc de 6) =
obtine in aceleagi conditii acidul pteridinil-7-cartoxilic, ce se
deosebeste ugor in u.v. de priﬁul. Din acest motiv, reaciia este
irportanti ca mijloc chimic de precizare a pozitiei restului pepti-
dic sau a unor alte catene laterale mai mici (metil, hidroximetil)

in derivatii pteridinici 2,4-disubstituiti.

4.4.Reaciia cu acidul azotos gi azotic.

L 4

,Acidul folic gi Aminopterina tratate cu acid azotos sint N-ni-

trozate in pozitia 1C /494/:

R ' _
L’ l N Cl-é?ly@CONHQHCO?H
~ N H)CO H
HNSNTSN? (CHRCOH
f;' tthA#$ ]

| SO U .
Acegti produgi pot i retransformati In compugii iniiiali prin tra-

ture cu fenol gi acid clorhidric. ‘ =l
Se citeazd de aserenca i diszotarca grupérii 2-erino, iIn ve-
derea cuplirii cu o imunoglobuling /3C4/.

Prin tratare cu acid azctic, acidul folic este transformat in

acid 3°,5°-dinitro-folic /284/

4.5 .Bsterilicarea.

S-a cormunicat esterificarea direct? a acidului foliec /495/ 3i
analogilor s®i /295/ cu =zlcooli alifatici inferiori (retilic,eti-
lic), folosind acid clorhidric gazos, uscat.

Ssterii pot fi Lidrolizatl, fiir® afecterca structurii pteridi-

nei prin tratare cu acid clornidric 4 .
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4.6 .Halogenares..

Ialogenarea directd (sau cu ICl) in solutie de formamidi sau ds

¢cid clorhidric a permis prepararea unor derivati mono- si'di-halo;
.crati (cu clor, brom sau iod) pe nucleul benzenic. Se pot prepara

ectfel 3 -halo- sau } ,5‘~dinalo-derivati /291,496,497,502/. In ca-

‘ o-feriveyt

/
|

|
'

v

R

NZ NV CH -N CONHCHCO.H
HNJ:INJ 2 (EH) o H
20 SN“SN R Y 2'2%%

L .- . >

XyY=Cl,BrilH |

i

zul ioh—de*lvatilor, se pare cd rezultﬁ exclusiv compusul mono-halo—

¢enat /498,499/, degi initial, unele date de ilteraturé au mentionst

gi posibilitatea prcparérll 3,5 -diioﬁ-derivatului /497,5C0/ .
Fluor-derivatii corespunzitori au fos't bb;inuti ‘exclusiv prin

Irocedee indirecte /496,5C1/. . .

5.Biosinteza acidului folijc.

NDegi unele etape gle biosintezei acidului folic. gi-pteridinelor
i1rcduse de citre anurite microorganisme corgspund in partg4unor pro-
cedeo chimice descrise anterior, s-e preferat repetareé lor in vede-
ree prezentXirii unitare a acestei netode de mare imp”réanté

S-g ariitat cf guan1na-14c este incorrorata intr-un compus pte-
ridiaic de cZtre Xenopus /503/; de asemenea in D{osofila relanogas-—
ter tot ¢ purinf este precursorul uwnui pigment ptefidinic /504;505/2
‘In fluturele Pieris brassicae L, guanina sau guanosina-5’-fosfat
cint precursorii xaﬂtopterinei 31 leucopterinei /5C6/. S-a aritat
c1oi el aciduvl dihidrofolic rezulti din guanosini-5’-fosfat si acid
/-anino-benzoil-glutaric, in prezenta ATP, clorurii de magneziu gi
2-rercaptoetanolului, cu extracte acelulare de Lactobacillus plan-

tarum /5C7/. Administrarea adeninei-2-14g 1a celulele unei specii
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de Corynebacter, duce la formaree de acid pteroil-triglutsmic (tero-

14C produ-

pterini) radioactiv, in timp ce administrarea adeninei-8-
ce de aserenea terobterinﬁ, dar neradioactivi, Acest fapt a consti-
'tuit o prim% indicatie cd in cursul metaboliz#irii adeninei de cidtre
bacterii, unitatea c® a fost iﬁdepértaté, restul moleculei fiind uti-
lizat direct pentru sinteza poﬁ;iunii pteridinice a teropterinei.

In mod asem®nitor, extraéfa acelulare de E.coli produc transforma—
rea guanosinei in restul pteridinic al acidului folic /568/..

~ De o rare importanti In démonstrarea implicarii precursorilor
purinici iIn biosianteza ciclului pteridinic a fost descoperirea re-
actiei de l&rgirs a inelulﬁi imidazolic al sistemului purinic prin

tratare cu glioxal /509,510/:

i

2 NZ NyNHCHO NZ \IN.
HOKN' ) ._.HOJ;’IN - L\/\/I[ z
N f$ HO ﬁV-A”$
H

ﬂCTﬂZé NANN
Fﬂ?l;;;j[;N;J

- P e — et t—

Din secventa de reactii de rai jos ae sintez® a 2-arinoc-4-ni-
droxi-6-hidroximetil-dihidronteridinei rezulti cz atomii Cc 5i c/
ai nueleusui pteridinic provin din 02 gi C1 ai ;ibozei /5C3,
511-515/, iar C7 al puatii din atorul C° al zaharului /515/.

Urmreaz¥ apoi reactia 2-amino-4-hidroxi-é-hidroxiretil-dihidro-
pteridinei cu acid 4-erino-tenzoic fn prezentge AT?, pentru a da
acidul dihidropteroic, iar acesta, de eserenea in yrezea:e £72, cu

tcil glutami® produce acid dikidrofoliec /51¢,517/. Sc¢ arcut

IR

..coll, aceasti secveatl este preferat¥, iar nu coaversie airecti
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Ya acid dihidrofolic, prin reaciia cu acid 4-aminobenzoil-glutamic.

Te altfel,trebuie remarcat ci nu s-au giisit enzime care si catali-

L e |

OH OH OH |
N/\J[N\ /\/E | Nf;fGCH-m-m-OP'
H N H NAS NH H, N Xy H

2

J-Z

OH OH
1/ ]:CH-CH-CH 0-P /T ICH-OH
H2N N H N X

XL

/

P-0-H,C 0 ,
R = o

OH OH i

/ .
zew2 reactia de formare a acidului 4-aminobenzoil-glutaric din acid

2-grinobenzoic si acid glutamic /516/.

-—— e e

-

ey
— i ——— s ——— B e e — . —— c—

H2N CHC 0 H

OH
XXXV 2N Ny o NH@CO H ’C’Vzw H
XL ——— YN K I Y 2 .
2" NTNTH

— i C e — - oo

Jidroximetil-dihidropteridiana utilizati in acéasté ultimA se-

rie dc reactii nu este de sigur liberd ci sub formi de pirifosfeat

/(n,518,519/.
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I. JUSTIFICAREA ABCRDARII DCMENIULUI

Din cele expuse in prima'parte a acesteil lucriri, rezultd pozi-
1ia pe care o are un cercetﬁto?‘angajat in domeniui crelirii de medi-
carente in general gi de mediégmente anticanceroase in specieal. O
sintezi rationali, justificatﬁ; a ' unor astfel de compusi nu se poatle
face decit pe baza cunogtintelor asupra mecanismelor de acgiune gi
e relatiilor structurd chimicii-activitate biologici iIn domeniul vi-
zat. Din p#cate, iIn cazul prinhipaleﬁor medicamente_antitumorale,
recanisrele de actiune nu sint prea bine Intelese. Rimine astiel,
pentru o sintezd# cit mai rationald a lor, utilizarea relatiilor |
structur# chimicé-activii&te biologicd. In clasa antibetabolifilcf
acidului folic, pe de o parte, datoriti complexititii structurii
nolocuielor respective iar pe de alt® parte, interactiunilor sec-
ventiale ale acestora cu sistemele biologice ce participd cu ponde-
ri{ diferite (Si nu prea bine cunoscute) la efectul. final observat,
acento relantii an un cnracter pur ealitativ. Recent ou anirul tota i
gi fncerciAri de corelare cu un aspect cantitat&v rai proruntat, carn
ar fi de exemplu: a)corelarea densititii de electroni (calculatiil
rrin wetoda orbitalilor roleculeri) in port{iunea pteridinic#d a mo-
leculei acidului folic gi antagonigtilor s3i, cu intensitatea efec-
tului de inhibare exercitat de acestia asupra DAFR, sau b)corelarece
intre coeficientul de partitia (log P) 3i ianhibitia unor sisteme
enzimatice. Atit simpiificArile introduse fn calcule, cit gi difi-
cultfi{ile lagate de extrapolarea rezultatelor obtinute in vitro asu-
pra situatiilor rult mai complicate existente in vivo, au condus iIn

rajoritatea cazurilor la rezultate neconcludente.
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"iteratura consultatl gi analizatd in partea introductivi a lu-
cr¥rii, eiribuie structurii pteridinice din molecula antimetaboli{i~
icr clecici ai acidului folic (adic# sistemului 2,4-diamino-pteridi-
~ic) rolul principal in conferirea proprietéfilor antiblastice ale
ccantor,

n:3i structura 2,4-diemino~pirimidinici este aproape sigur im- )
Tlient® i~ legarea de DIFR, semnificatfia celorlalte elemcente struc-ﬂ‘
iurale alc roleculei (chiar gi a inelului pir;zinic‘din sistemul \
Ttecilinie) este 1ol putin bine precizatd, Poriiunii peptidice a mo-

leculsi i se atribuie un rol minor, in general considerindu-se cd

gci i) pluteric terminnl este implicat fn transportul medicamentului

ivi1 v lvana celulard., In sfirgit, trebuie rearintit faptul c& nu
cxisti ¢ relatie simpli, direetd, Intre gradul inhibidrii DHFR de c&-

~

4 .. .
t e aceast”

grupéd de der;yati gi efectul lor antitumoral.

Ia cadrul lucrdrii de fai# ne-—am concentrat asupra unor aspecte
~eajteptat de putin studiate in literaturas de specialitate, Incer-
cfnd s% cluecidiim importania restului peptidic In cadrul efectului
biologic general al moleculei, Am cdutat éstfel s precizim urmégba-
rele asrecte: o s .

- rolul centrului optic activ din acidul glutamic terminal;

- irmrortania pozitiei de atagare a catenei laterale peptidice
\

N

Ic nuclcul pteridinic; .

- irportanta naturii amino.acidului terminal si a érupéfilbr
&- 3i Y -carboxilice ale acestuia pentru activitatea antitumorall
e analegilor de Methotrexat;

- influent{a dimensiunilor catenei laterale peptidice asupra
;roprietﬁtiior biologicé. Admitind necesitatea prezeniei nucleului
tenzenic gi a restuiﬁi de acid glutamic (sau aspartic) terminal,di-
rensiunile catenei laterale s-au modificat prin intercalarea unui
arino acid suplirentar intre aceste dou# elemente.

Complexitatea obiectivelor propuse a impus sintetizarea unui

numfr relativ mare. de compugi noi, alegi £n mod corespunzitor, ceea
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ce a necesitat:

- punerea la punct a unor procedee de sintez# care sii conducil

la corpusi izomeric puri (derivati 6- sau 7-substituiti pe nucleul -«

pteridinic);

- aducerea randamentelor unor reactiii In limite acceptadile;

- realizarea unor procedee de lucru reproductibile (in unele
cazuri, chiar pe scari largi);

- Imbun#dtitirea gi individualizarea unor procedee de purifica-
re a produgilor finali,

- caracterizarea corespunziitoare a tuturor corpuijzilor sinte-
tizati.

In cele ce u;meazﬁ se va prezenta metodologia de sintezi adop-
tatX In vederea obtinerii compugilor propugi a fi preparati, cu
scopul de a elucida aspectelé mai sug discutate. Dat fiind rolul
central pe care l-a avat sintgza.ﬁethotrexatului in elaborarga la-
cririi de fatd si @e fapt, peﬁtru4intreaga clasd de antimetébcliﬁi
ai acidului folie, el a fost tratat separat, degi organic cste le-

cat de analogiil dipeptidici al acidului folic:

4
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IX. SINTEZE DE ANALOGI PTERIDINICI AI ACIDULUI FOLIC

1. Sinteza acidului N{4—[retil (27,4 -dlamlno—pter1d1nil—6—met11)

— . ——— —— —— ———

erllo]cenaoiliL-glutamic 1) (Methotrexat, ¥TX, 6-MTX, 6-L-}MTX, anti-
folan, 6,MAB-L—Glu 2) ).

N

In rorentul abordirii in cadrul laboratorului nostru a sintezei
MTY, ereu cunoscate dousi procedee de preparare a acestui medicament

ci anure: / ‘ e

1) rztoda lui Seeger gi colabd. /1/, ce consti fn condenssrea Iin-
tr-o sinrurs fazi a tetraaminoplrimidinel (l), acidului N[4—(Fet11-
Lrino)-be=z011]glutamic (4) si a 2 j—dibromproplonaldehidei (2);

2) cea a lui Bq;ezovskil si colab. /348/, care utilizeaz# ace-

1ngci sister, fnlocuind 2,}—dibrompropionaldeh%ga (2) cu 1,1,3-tri-

cloracetonZ (3).

In continuare va fi analizat fiecare procedeﬁ in parte de sin-

L] L] Z"
tez® a "ethotrexatului, fncercat gi de .noi. \ .

e e ———— —— ——— —— —— — - —  S———— ———

1) Acoasti denumire a Methotreratului o inlocuieéte pe cea cla-
sicli, discutabili din anumite puncte de vedere, de acid N[4{I(2,4—di—

sri1o—6—pterid1nil)met11"l°

-metilamino}benzoil]L—glutamic.

2) La totl analogii acidului folic sintetizati a fost adoptatd,
din motive de comoditate de exprimare, o notatie simplificati, in ca-
re cifra indic¥ pozitia (6 sau 7) de atagare a restului peptidic pe
rueleul tteridinie, literele reprezéntind initialele- arino aéizilor

cervorenii din peptidl.
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g NH, BrCH.CHBrCHO (2]

g ZNH 2

W I H2 + sau + HN COR
: N .
.2 2 CICH.COCHCL. (3) CH,
T 3 7

\jCHz-/y@-con R= -HNCHCOZH
N? R

|
h:fgégscgfi

S

. ’

’
“- 0
—

1 .l.5valuarec procedeului Seéger de sintezd g 617X

Reproducerea ecestui procedeu, efectuat rrin ;icurarce concd-
. [} )
ritentd & solutiilor de 2,3-dibrompropionaldehidd (2) si de icd-

dus la un produs brut, avind un continut extrer de ric In acid
N{4—[metil—(2',4'—diamino-pteridinil—é'—metil)-aﬁino]benzoil}5lu—
tarie (5, €-L-2TY) (deterrirat spectrofotometric). Acoste, dup® ju-
rifferd laborionse prin sekirdbiirdi do D1, corbiunotle ou Arersprd vl
tiple pe coloane croratograficc a perris obtinerea unui (=7 i-
deatic din toate punctele de vedere (cromatogrefic, spectire uv.v. gi
i.r., determindri Yiologice) cu o prodi autentici furnizatl® de {ir-
ra Lederlc. Degi prin procedeul Secger rezults (7Y izoreric puc
RO

i ii .eri i redare cliirniell i Lol raLcerentul
(dovedit ulterior prin degradare cl eX ;i RJ ), t

final obi{inut s-a dovedit inacceytadil de mic (2%),eviné ir vedere

~

intentiile noastre de rreysrarc pc scar 3 e ecectul Lrcdus.,

o

ler

(@

=0

o ol o de

d
ct
n

e

Aceasta & irzus.cerccteren er¥auagii? g

r rroceqd

~

sintez®™ descrise fn literetur® la =ces datX.
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1,2.3valuarea procedeului Berezovskii de sintezi

a ethotrezetului.

Jroceceul lui Derezovskii gi coleb. /348/, efectuat In conditii
c cerfateare celui descris mai sus (cu rentiunea cd 2,3-dibrompropi-
ciladi lerids a fost falocuitd cu 1,1,3-tricloracetona (3), solutia de
icd-icdur3 ne pei fiind evident necesarﬁ)? duce la rsndamente mari

/
de predus, cu un continut ridicat de compus aserinitor MTX. In urma '

;L oi7ie%rii scestuia, produsul final rezultat, degi identic cu o pro-
o bieit da Mathotroxnt (Lederle)(din punct de vedere cromatogra-
‘10, creoretogrnfie pe hirtie Whatmen nr.l, descendent, eluent-—tampon
fcefat disodic N,1 1V, pH 7,C), prezint# un coeficient de extinetie
rcelar (£a 7€1 2,1 N, la 306 nn) rai mare ca al acestuis, precum gi o
cetivitote biclogicH considerabil mai .sc#zut® (cca.6C#% din cea a Me-—
trotresctului), Bxeluzind positilitatea unei ﬁuritﬁ§i necorespunzi-
icare, «r oris iyotezé cd produsul rezultat dupi procedeul Berezov-
£1ii este de fapt un amestec. de O-}TX si ébié N{4-[metil-(2',4'—di-
:rino—pteridinil—?'-metil)-amino]benzoil}glutamic (7—L—MTX,7,ﬁAB—L-
-6lu, ¢ ), ultirul fiind caracterizat printr—un coeficient de e¥£inof
tie molar superior MTX gi o activitate blologicé sernificativ mai -
redusd decit a acestuia. Trebuie mentionet c& 7-MTX nu era descris

-~ N

fa litersturs de specialitate /520,521/. ' e

- —— . - -- e e -

I +3+4f —e §5 ; q ]
AN CHy N@CONHCHCO e
(Cryly
76

———— . {
o e a—r——— e b e e ee

—m— - W e e wme-
- ._--.,..,.--.....—-.-...J

Oxidarea $i hidrolize produsului de reaciie cu RMnC , in mediu
>
bezic a confirmat acest punct de vedere /522/. Se obiine astfel un

erestec de acizi 2-amino-4-hidroxi-pteridinil-6- (7) gi -7-carboxi-
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1ici (8) ugor de separat cromatografic gi de identificat spectrofo-

toretric, fiind cunoscugi in literatura de specialitate /34C/.

- ""' )

OH OH N
. N &
NZ Y "XyCOH- N N
oo o L T
HO™ * HN'Sy oSN HNSy - SNZLY

7 8.

— - e

—————

Rezultd deci ci acest procedeu conduce cu randsrente satisfi-
c¥toare la un amestec de ETX (5) 3i 7-TX (4), ce nu a putut f3
separat prin niciunul din proqedeele iIncercete.Evident,produsul ob-

tinut este necoredpunz#tor iIn vederea utiliz#rii sale ca medicarent.

1.3.Sinteza 6-}TX via 2,4-diarino-6é-clororetil-pteridina.

Avind In vedere otservatiile rezhltate. fn urra.analizei ciilor
de sintez® Seeger /1/ $i Berezovskii /348/, se punea prcblera nu au-
ral a atingerii unor'randa&énfe acceptabile ci s$i. & unui produs izo-
reric pur, arbele procedee evaluate dovedindu-se necorespunzétoare
sub unul sau altul din aceste aspecte.

Posibilitatea obtinerii aoncomitente & izomerilor 6- cau 7-sub-
stituiti In cazul inchiderii inelului pteridinic pornind de la piri-
midine (metoda Isay) era cunoscut®ci discutatd fn d5teratura de sye-
cinlitete /353/. Totuzi, s-a eritat fntr-o serie dc cazuri, c¥ fn
snurite conditii de lueru se poate forma exclusiv un singur izorer.
Razfndu-ne ;e aceste date, s-& fncercat in etepa urritcare obtine-
rea £- 3i 7-MTX izomeric puri, folosind c#i de sintez® diferite,

Pentru sinteza acidului N{4-{(2°,4 -djsrino-pteridinil-( -re-
til) amino]benzoii}glutamic (5, Yethotrexat, (-L-I'TX, {,/AB-L-Glu)

a fost elaborat un procedeu nou, original /523-526/, utilizind ca
interroediar cheie 2,4-diamino-(-clorcmetil-pteridina (9). Acest din
wer i compus oste condensnat cu acid J[4(rctilsrino)-lLeanoil]Jutmide
(4) 7527/ fn wediun apos, terponat, de pH 4, Rezultd un produs brut

Id

cu continut ridicat de {27TY crre, dup¥ purificiri corespunzitcure
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(yriz: seairb#ri de pH si treceri pe coloane cromatografice de celu-

[

cc™ ;i celulon¥-cirbune), conduce la un produs final de puritate
ricic:-t® (05:, determinat spectrofotometric). Ulterior, procedeul a
fert Tntundit®iit prin efectuarea condensédrii la un pH mai ridicat
(cc2.7,5), cind produsul brut furnizeaz#, dupd o singuréd trecere pe

ccl~and de celuloz®, produsul final cu puritate de peste 95%, ran-

der 3niul erescind astfel la 19% /526/. !
o S Sl
"
~ N '4
N
9
- e e ——————— -..._._—..JI.

Sinteza 2,4-diamino-&-clorometil-pteridinei (9) a fost efectu—
et? pria clorurarea (cu SCC1l, , in prezenta piridinei) in:;ediu
inert (CiCl;) a 2,4-diamino-6-hidroximetil-pteridinei (10) izomeric
rure /523,524,528/.

NH, ’ | .
N Vcyon  SOCL g
| ‘j]C*5 2. 9 f
*51V1§vv N~ - T

10

- . ——— - A——

2,4-Diamino-6-hidroximetil-pteridina (10), lipsitd de izomerul
7, a fost obtinut# printr-o imbunitiiire a procedeului lui Baugh 3i
Srew /415/ gi anume prin reactia dintre 2,¢,5,6—tétraaminopirinidin§
(1) ¢i 1,3-dihidroxiacetond (sub forma combinatiei sale bisulfitice)
in rediu apcs de acetat de sodiu, fn prezenta cisteinei si folosind
ce agenti 6zidanti bioxidul de séleniu gsi aerul (oxidarea este ne-

ccsar#i, deoarece prin condensarea reactantilor se forreazd fn prima

etapi 7,8-dihidro-derivatul) /523,524/. Produsul de reactie este

-~
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irpurificat cu 2,4-diamino-6-metil-pteridins, provenit probabil din

eliminarea intramoleculari a apei. -

1+ OCICH,0H),— 10 -

- - —— B L e —

In aceste condi{ii se formeazd exclusiv izomerul 6, cum s-a verifi-
crt prin degradare oxidativi.

“ai tirziu, procedeul a fost Imbundtiyit, timpul de reacyie

fjind scurtat la 1,5 h (fati de 24 h, in procedeul anterior)(sfirgi-

tvl reactiei detegminindu—se spectrofotometric, in u.v.), cantita-
tea de (-metil-pteridin# din.produsul final fiind considerabil re-
dus¥ /528/.

Pe baza aceluiagi procedeu, foloisind acizii N[4-(retilamino)-
benzoil] -D- §i -DL-glutamic,” s-au sintetizat 6-DFTX ( 6,1"AB-D-G1u)
gi respectiv, 6,DL-LTX (6,MAB-DL-Glu) /523/. Datele analitice ale
noilor compugi sintetizati sint prezentate in Tabelul 1.

-~

2.4 .Purificarea ¥TX.

Purificarea produsului brut de reactie continfad 6-TX meritd o
stentie speciali, datX fiind complexitatea 6peratiilor~respective.
klcgerea . cfili de purjficare depinde iu cel rai inglt grad do conti-
nutul fn 6-'TX a produsului brut gi de natura impurit#tilor fnsoti-
toere. Acegti factori sint la rfndul lor, functie de procedeul de
sintezdi adoptat.

Astfel, iIn cazul in cere condenserea 2,4-diamino-Cé-clorometil-
pteridinei cu peptida respectivi (L, D sau DL) s-a efectuat la pH 4,
rurificarea produsului brut reézultat din reactie se face prin ur-
miitoarele operatii succesive:

a) schimbdiri de pi (dizolvere fn api la pH 16-12, filtrare,

neutralizare la pii 7,0, refiltrare, acidulare la pZ 3,5-4, Tiltrarea
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b) trecerea produsului partial purificet pe o coloand cromato-—
grafici de celuloz® (reportul dintré produs gi umpluturd 1 : 5C),
elufnd cu tampon fosfat disod}c c,1Mpd 7,C. Fracziilé culese la .
colectorul de fraciiuni sint alese pe baza unor criterii spectrofo-
tometrice sau dupd cromatografierea pe hirtie Whatman,nr.l; descen-
dent, elufnd cu acelagi tampon. Dupi unificarea fractiilor de acees
gi ﬁuritéte gi acidulare la pH 3,5-4, se filtreazi precipitatgl de
6-1'TX a c3rui puritate a creSéut la cca.90%. “

In cadrul aceleiasi etapé~de purificare s-au mei Incercet de
asemenea $i alte urpluturi pentru coloanele cromatografice,gi anume:

- DZAE-celuloz#, eluind cu tampon fosfat disodic 0,05 I pH 8,C;

- celitAa 5}5: elulind cu faza organic& a amestecului n-BuOH-
FeOH-(NH4)2003 aq. C,5% 6 : } : 4

- Dowex 1X8 (in acest caz, impuritdtile se spald cu tampon ace-
tat de sodiu 1 M p=Z 6,0 de pgycoloané, dupd care produsul se eluea-
28 cu AcCH 1 M). .

‘c) cromatografierea produsului de puritate 90% pe o coloani
avind trei straturi succesive (celulozd, celulozi aresteceti cu
cfrbune activ gi cglulozé), eluind de aceastX dat¥ cu api-gi colec—
tfnd o singurA fractie. Puritetea produsului atinge dupd aceasti
operatie Si%. ) 4:

In cazul In care reactia de obtiners a-62'TX s-a efectuat la
1 7,5, produsul de reactie rezultat are o p&ritate'suficient de
fnelt® pentru c;, dupi numal o singuri trecere pe coloani de celulo-
2¥ In conditiile descrise mgi sue (eluind de asemenea cu tampon
fosfat disodic 0,1 M pH 7,C),puritatea produsului final sX depi-
seascd 95%. |

1.5.8inteza intsrrediarilor.

2,4,5,6-Tetraarinopiri~4dine (1) a fost preparati conform da-

talor de literaturi /346,427,524/, unele faze fiind friun”tiyite

fie prin ridicarea randarmeantului, fie prin esigurarea reproductibi-
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lJ4tx4ii, fie, fa sfirgit, printr-o manipulare mai convenabili,

S—cu utilizat astfel douX c#i de sintezi a acestui compus,am-
Yale folosind ca materie primd malonodinitrilul /441/, preparat la
rfadul siu prin deshidratarea cianacetamidei (12) /441/ cu P0615
(ciaaacetanida se obtine prin tratarea cianacetatului de etil cu
cmoniac /439/). Contrar celor afirmate de literaturi, am constatat
ci reducerea cantititii de cloruri de sodiu,adiugati cu scopul re—'{

tinerii acidului fosforic format, are drept consecinii-o manipula-

re rai ccavenabilld a amestsculuil de reactiie.

S

A#§ FYZ%' _
CAMJE{X%}%!g,-—-(HVC*&}RDAﬂé?-—-- ﬁCquCié

; 11 12

| e
Ne le r2lonodinitril, douid ciAi de sintezi au 'Fost exploatate, gi

znurne : : i
a o Ce P °
- transformarea acestuia In izonitrczokalonodinitril (13),
:Tia tratare cu acid azotos, urmat de trecerea Intr-o sare de ami-

éinX (14) la adiugarea carbonatului de guanidini., Ciclizarea ter-
: 4
zic%, iIn prezenta cerbonatului de potasiu a intermediarului (14), °

-

conduc: la 2,4,6-triamino-5-nitrozepiriridina (15) /436/.

i
'

HNO HN<Cl N
12 —-lzc~izc=~0H ——Mgllcmz C=NO g&;c_{mé ),

I < B 1%

"o
]

Z

nT

15

/r constetat cd randarentul in compusul (14) nu variazi in functie

de neturs anionului din sarea de guanidini utilizatd (C1~, uog,cc?’)-

Prooedeul prezentat mai sus reprezinti o ameliorare a unuia’
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>riginal, care prevedea serararea izonitrozomalonodinitrilului ca
sare de‘argint, urmat de transformarea sa In sare.de potasiu, Inain-
tea tratirii cu carbonat de guanidini, etape care, aga cum ar cons-
tatat, nu gi-au dovedit utilitatea /437,438/.
- ciclizarea la 2,4,6-t£iaminopirimidina (16) prin trusarea cu
-uanidini in prezenta ZtCNa, urmat de nitrozarea acestuia la 2,4,(-

triamino-5-nitrozopirimidini /432/.
;-

N,
HN=C(NH ) NE HNO
12 — 22,

CHONa 1 NSy
q

Reducerea 2,4,é—triaminbés-niFrPzopirimidinei (15) la diclor-
:idret de 2,4,5,6-tetreaminopirimidind (1) s-a f3cut de asemenea
conforr unor procedee cunoscute, utilizind in acest scop Tie ditio-
1itul de sodiu /4é7-429/, fie hidrogenarea éatalitica (cateliizator
1legcrul de paladiu, la presiuae gi temperatura aorralii)/a34/. Redu-
rerea blindd a compusului (;2), urret de rocristelizeces pisulfitu-
lui de tetraaminopirimiding astfel obticut din HCl1 dmce, cu randa-
rente ridicate gi reproductibile, la diclorhidrat de tetraaminopi-
riridind. Acest intermediar prezinti avantajul uﬁéi mei buae solu-
>114t%y1 iIn apd, fetd de sulfetul de tetraaminopiriridini (:xcntio-
1at de obicei fn literaturi /524/). Se 2liria} estfel yi operaiie
le transformare (cu‘Ba012) a sulfzatului In clorhidrat, ce precede

reactlia de sintezX a 2,4-diamino-(-hidroxiretil-pteridinei,

: - - -
4
[ |

1

NH, NH,
2 0 2
”
(Lo =2 =
fﬁh/ N A#ﬁ,. h&ﬁl"\ﬁv
' 15 1

BUPT



- w -
Acidul N[4-(metilamino)-benzoil)glutamic (espartic) s-a sinte-

tizat $n 1inii generale dupi schema descrisi fn literaturd /456/:

H C-N-Bzc H3C-N—Bzc
: 1) PClg OH"~
5 2JHNCHCO,C,H,
502/-[ (CH 2} CO C 2/.‘5 CONHC'?HCOZCZ 3
- (CH,) COCH.
17 18In=1),19(n=2)
" HC-N-Bzc NHCH
" 3
, 2___ ;
: (sau HBr) ;
; CONHCHCO,H : CONHCHCO,H f
} 1
! (CH,)COH ICH} co H |
20(n=1),21(n=2) 22(n=1),4(n=2)

Bzc = - CO,CH,CH

PP - -

Clorarz acidului 4-[notil(benz1loxlcarbon11)amlnolbeqz01c este cu-
11et3 cu cster glutamic sau aspartic, dupi care esterii dlpeptlde-
ler respuective (18,19) sint hidrolizati (NaCH 1 N) la acizii N-bon-
zrilozicerbonilici corespunziitori (2C,21). Deprotejarea acesto-an se
joet2 realizu fie prin bromolizd /456/ (cind rezulté.bromhidratii
cuh forra unor solide foarte higroscopice), fie prin hidrogenolizi
(cutalizator— paladiu pe cirbune 10%), reactia efectufndu-se la
terjeratura gi presiunea normali. Acest din urm3 procedeu a 1ost
¢1licat pentiru priﬁé dati in laboratorul nostru la aceastd clasi de
ccrpuzi /524,527/. Rezulti astfei cu randamente ridicete, compugii
(4,22) de fnelt® puritate, sub forma unor solide ugor de wanipulat.

Natecle analitice ale noilor dipeptide sfnt date 4n Tabel.2-5.
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Acidul 4-[metil(benzilozicarbonil)amino}benzoic (17) a fost

preparat printr-un procedeu nou, ce consti In efectuarea reactiei

dintre acidul 4-(metilamino)beazoic (22) 3i cloroformiat de benzil
fn rediu de acid acetic-acetat de sodiu. Reaciyia In aceste condiyii
are avantajul reproductibilitiitii /524,527/, comparativ cu vechiul

procedeu Schotten-Baumzun deseris fn literaturs /456/.
- 1

| ]
NHCI-_L,‘

CICO CH C

65 _ ¢

23

Gt e s @ e i © . —— e ——— ¢ ————— - - - -

Acest din urmi ccmpus (lZ) a fo§t de asemenea obiiaut cu ran-
damente zari. la scari de laboyator $i prin retilarea N-benziloxi-
carbonil-anestezinei (gg) cu &oduré sau sulfat de metil, In Lrezéa—
ta hidrurii de sodiu, In tetrehidrofuran sau eter. Hidrcliza fina-

1% a estervlui (2¢) condnce la produsul dorit.

NHBzc H C-N-Bzc

1) NaH
2) CHI sau

Co C co C /-g ICI:I;IZSQ CO C

24 25 26

Acidul 4-{metilamino)benzeic (23)a fost preperet pe doud cii,

17

2i anume:
- prin rmetilarea acidului 4-amirnobenzoic (27) cu formaldenid?
fn rediu puternic reducdtor (zinc gi hidroxsd de sodiu)/34C/, dar
veaciia s-a dovedit nercproductihily pa scorii larcy;
- printr-un proccizu ce consit in ilcre:r. anestezinei (24)
cu diretilsulfat €2 soluiie apoesi d2 carbezet &2 sodiu,

arestecului de react{ie se efectusazi irmediat, f£irA vreo purificare
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jant:e odise’, rezultind un omestec ce contine fn proportii diferite

NH2 {
CH,0
[H]
CoH
| 27 .
.

tcti rrednzii de rmetilare posibili, ca si materla prim#, gi anume
ccimii 4-wrinohenzoic,(27), 4—(metilamino)benzoic (23) si 4-(dime-
t3iln~i10)henzoic. Prin tratarea acestul amestec cu acid azotos,pre-
cirit® din redin ac{aul 4-N-nitrozo-metilamino-benzoic (28), care
retf2l cste separat de ceilalti produgi Indepértares grupei N-ini-
trozo c2 [cce apoi usor prln reducere cu zinc jsi hidroxid de sodiu,
rendarentul global al ‘acestel suite de’reactll £iind de 40-45%,
fcest procedeu, ce asigurd acid 4-(metilamin¢)bénzbic lipsit de acid

4-aminobenzoic, conditig foarte importanta pentru a evita contamina-

rec cu Arianopterinii a‘pfodusului final, a fost pus la punct in la-

toratorul nostru /524/. - { 7
NICH,), ON-N-CH,
1) DMS/Naf.Q , HNO
3 + 27 —
2 OH™ Ters 23
CCEfI CC%F!
i 28
—_— - — R ]

isterii glutamic (L, D gi DL) si aspartic (DL) au fost obti-

huti sud formi de clorhidrati prin doud procedee, gl anume:
- prin tratarea clorhidratilor amino acizilor respectivi cu
¢lcool etilic anhidru, saturat cu HCl gazos, uscat, urmat de £nde-

jirtarea apei prin distilare la sec, dupd care procesul se reia de

cfteva ori, Final, esterii (sub formd. de clorhidrati) precipitd

BUPT


form%25c3%25a0.de

- 63 -

2g'0  €6°'S 6L'9 €49  96°S 8%'9 €8'¢9 4-98 I otwesn(3-<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>