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Secolul nostra este incontestabil marcat de cercetSrile ce s-ai 

efectuat se vor efectua in domeriiul etiologiei, profilaxiei $i 

tratamentului boli! canceroase care, a$a cum se §tie, constituie cea 

de a dona cauzà de deces, dapS bolile cardiovascalare.

Chimioterapia s-a impus de. curind printre mijloacele traditio- 

nale de tratament (chirurgica! §i radiologie) ale bolilor neoplazice 

§i ccupà, alàturi de imunochimi©terapie (apàrutà in ultimii ani) o 

pozi^ie aparte.

ApdrutS in deceniul al patrulea al secolului nostra, chini©te

rapia antitumorali s-a dezvoltat rapid §i, datorita unor saccese de 

necóntestat in tratarcentul anumitor forme de cancer dar irai ales 

perspectivelor sale practic neliritate, se impune ca o cala genera- 

toare de sperante pentru viitor in acest domeniu.

Degi tratamente ale cancerului cu ajutorul unor substante chi

mica (areenic, api tare, ctc) sint relatate inci din entichi tate, 

inceputurile chimi©terapisi antitumorale moderne se sitaeaz? in 

preajma celai de al doilea rftzboi mondisi, cind la universitatea din 

Yale, un bolnav leucemie in stadia terminal cunoa.^te o remisi urie 

spectaculoasà, dar din pacate de scarta durati, in urna administr^- 

ril unei azotiperite.

La mai pu^in de zece ani de la acest eveniment, adica in 1949, 

n-e realizat sinteza ^ethotrexatului, activ in tratuneatul leucemi

ci la copii. Acesta s-a dovedit a fi un produs de exceptie in elei- 

mioterapia turnorilor neoplazice, datorità extraordinarei sale efica- 

citfl^i in tratamentul chorioepitelionului, beala altfel fatala in
BUPT



- 2 -

citeva Inni.
In urmàtoarele tre! decenti, numerai produselor cu proprietàri 

antitumorale remarcabile a crescut rapid (Ciclofosfamida, Tio—Tepa, 

/.ctinomicina D, 6-Mercaptopurina, N-nitrozoureele,.etc), farà insá 

e se ajunge la soluti! definitive. Tóate sint caracterízate, ca de 

cltfel §i Tethotrexatul, printr-o toxicitate excesiva ce lezeazà in 

special ^saturile cu proliferare rapidfi. Trebuie de ascmenea men- 

ricnat ca neajuns generai .al chimioterapie! anticanceroase §i in

stalares rezistenrei, fenomen ce creazà dificultar! suplimentare.

Proliferarea fàrà precedent a compugilor potenrial anticance- 

rc^i sintetizar! §i testar! a impus, atit din motive sistematice, 

cit §! practice, o clasificare a lor. Trebuie subliniat incá de la 

fnceput c3 impárrirea acestora, unanim acceptatS astazi,§! anw^^^: 

- agenri alchilanri / 

- antimetaboliri 
- horraoni citostatici 

% 
- antibiotico 

- produci naturali 

- diverse z

suferrl de lipsa unui criteriu unic de clasificare, ceea ce face ca 

valoarea ei sá fie cel purin discutabilà, Astfel, compu§ii grupari 

in fuac^ie de mecanismul lor de acriune (antimetabolirii)t apar alà- 

turi de produci! naturali, clasificar! in fumerie de proveniente. 

Nu vom discuta acest aspect al problemei, care pentru noi nu pre— 

z5ntà importanr-à decit in misura in care antimetabolirii constituie 

o cías“ aparte, bine definità, in cadrai produ§ilor cu proprietàri 
antitumorale. %

Sub acest aspect, antimetabolirii pot fi imporrir! in antime— 

tcboliri ai amino acizilor, peptidelor, purinelor, pirimidinelor, 

vitaminelor, bormonilor, etc. Dintre ace§tia, un loe aparte il ocu— 

pf nntiE'otabolirii acidului folie, ce fac obiectul presente! lu
ci àri .
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Apari^ia produgilor cu. ac^iune antifolicS a fost legata de trei 

momento importante:

- descoperirea rolului esen^ial al acidului folio in via^.a cer 

lulei;
- observa^ia cà atit microorganismele, cìt §i anele celale neo- 

plazlce sint mari consumatoare de acid folio, astfel incìt deple^ia 

acestuia (provocata printr-un mijloc oarecare) are consecin^e ime- 

diate asupra lor;

- eviden^ierea posibilita^ii transform^rii unni metabclit in- 

tr-un antimetabolit, prin modificari potrivite ale molecalei pri- 

inalai. f
Parcurgerea acestor trei etape explicà foarte bine faptul cn 

ì'.othotroxatul a apdrut la foarte scurt timp dupa elucidarea structur 

rii ¿i sinteza acidului folio §i ate^tà caracterul ragionai al des- 

coperirii sale.

Curìnd dupd sinteza T^ethotrexatului, Farber i-a descoperit ac- 

•^iunea asupra leucemie! §i mai tirziu, Li §i colab., parecun intim- 

plàtor, asupra chorioepiteliomului.

De atunci §i pinà in prezent, numeroase cercetari au cìiutat sa 

elucideze mecanismul sàu de acuitine. In acest context s-a demons- 

trat in mod neechivoc, efectul sAu inhibitor asupra unsi enzime im

plicate direct in biosinteza coenzimelor derivate de la acidul fo

lio §1 anune dihidrofolat reductaza (DHFR). !,:ai pu^in sigurft este 

insA ipoteza ce leagà activitatea anticanceroas^ a Kethotrexatului 

de efectul sAu de biocare a acestei enzime.

In afara acestor studii biologico §i biochimico, numerosi ana- 

lofi ai acidului folio au fost sintetiza^i, atit in scopai g“sirii 

unor computi mai activi §i r.ai pu^in toxici decit capai de serie, 

cit $i in vederea eviden^ierii unor rela^ii intre structurc chimica 

§i activitatea anticanceroasà. Por^iunea pteridinicS. a molecalei 

s-a bucurat de o aten^ie cu totul speciali, fiind considerata ros- 

ponsabilA de ac^iunea acestui tip de computi. In vederea extinderii 
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cuncçtintelor în acest domoniu, preocuparile noastre s-au orientât 

ortre ror^iur-ea peptidica mai puftn studiatS. Sîntem de pàrere cà dh 

crrul nntimetaboli^ilor acidului folio, aceastS împfirtire conven- 

tdcnal? a woleculei în zone active §i lipsite de importants biolo- 

fjo" este mai putin corespunzStoare, structura moleculei luatS în 

ansa' iblui ei fiind esentialà. In ce mSsurS acest obiectiv a fost 

atins, rezultâ din lucrarea de fa^S.
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I. ACTIVITAT3A BIOLCGICA A ANTBCITABOLITILCR CU STRUCTURA

PTSRIDINICA AI ACIDULUI PCLIC

Prepararea în anii 1.946-49 a Aniir opter inei (AJ’, I) si l.'etho *cre- 

xatului (MTX, II) /l/ a constituât o étape! noua în crearep. le * eûi- 

camente anticançeroase. Bescoperirea aproape imediat?. a activité-;-' •' 

lor antileucemice /2/ a stimulât sinteza de noi analo^i si studii 

bi-chimice amMnun^ite privind mecanismul lor de ac^iune. Tris?- pro- 

prietat'^a cea mai important! a J.'TX de a vindeca într-un l’ocent de 

Sr'i ohôrioepiteliomul /J/ (tumorà trofoblasticu eu uc\iane 

fax al! extrem de rapid.i) a fost descoperità mai txrzi^.. Astuzi ’*7X 

(§• mai pu-^in AM) sînt larg utilizate (în cadrul policui; ieterapiei) 

î . -raxarentul neoplazi.ilor initial diseminata, al tumorilcï* troPo- 

blastice /4-6/, carcinomului de sîn /7/, carcinomului ejiden oid 

al cupului $i gîtului /8/, etc.

Nh^ H

NH CH 
2 3

OH H
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S-a dovedit incä de mu.lt cä atit AUL (I)/ eit §i MTX (II) t sint 

de fapt antimetaboliti ai acidului folio* (AF, III).

Definirla acceptatä a antirretabolitala! “clasic" pane deci ca 

•ri* element, analogia structuralä intre acesta §i metabolit. Ulte

rior Bal.or /1P-12/ considera suficient dacä aceastä analogie se re

fer^ exclusiv la zonele din molecala metabolitului responsabile de 

iaterac^iunea cu enzima. Pe aceastä bazä, antagoni§tii AF pot fi < 

clasificazi in antimetaboliZi ”clasicin §i ’'neclasici”, ultimi! 

iiiad prciectaZi conform teorie! lui Baker.

In cele ce urmeaza ne vom rezuma exclusiv la prima categorie de 

antimetaboliZi ai acidula! folic.

C scartä prezentare a biochimiei acidula! folio este necesarä 

in vede rea explicärii mecanismului de actions al antif oliC^L^-i“_ 
i 

le rat de aceasta, a criteriilor de proiectare, a analogilor struc- 

t-arali.

l.Biochimia acidula! folic.

AP aecesar celalelor este in rcajoritate de provenienza exogenä 

(Lranä) /1J-15/. AF suferä 0 activare in vivo prin reducerea sa pré-

■^'Dupa Jukes /$/, un antimetabolit este definit drept un analog 

-tractural al unui metabolit (AF §i coenzimele sale, in cazul nostra) 

capabil sä provoace o deficient in-utilizarea acestaia din arma, 

iatrind. in competizie cu metabolitdl pentru 0 enzima data. Bluci- . 

. area modului de acZiune. al unui antimetabolit implica deci cunoa§— 

rerea: 
/

— sistemelor enzimatico ce controleazä lanZul metabolic in care 

este implicai metabolitul respectiv;

- rodului de interacZiune metabolit-enzimä, precum §i a elemen- 

t ;?or structurale din molecola metabolitului responsabile de aceastä 

■’June;

—dcficienzelor biologico provocate de antimetabolit.
BUPT



alabilá la acid 5,6,7,8-tetrahidrofolie (TÜK, IV), via acid 7,8-di- 

hidrofolic (DilF, V).

/// V /v

R = y~CONHCHCO2H

(ch¿2co2h

Beacela are loe fie sub acciones unei singare enzime (de exemplu in 

ficutul de 5’obclan /16/), fie a douS. sisteme enzimatico àiferite 

(in Clostridium striklandii /17,18/). Pornind de la THF sínt sinte

tízate tóate coenzimele AF, care apoi intervia in numeroase reac^ii 

biochimico extrem de importante, $i anume:

- sinteza §i catabolismal purinelor (coenzimele AF furnizeaz^ 

atolli C2 §i Cg ai nucleului purinic /19,2C/);

- sinteza acidula! tircidilic (reac^ie dintre.cele mai impor

tante, deoarece concentrarla acidula! timidilic joacìi rolul de 

"trigger" in biosinteza ALN /9,21-28/);

- sinteza §i catabolismal unor amino acizi (biosinteza glici

ne!, serinei, metioninei, acidula! glutamic, histidinei, preconi ji 

la inirierea sinteza! proteice prin intermediai complexulai rezul- 
tat prin formilarea Met-t-AR^^^aname N-CnC-?'ét-t-AR*^"et /9, 

19,29-41/).

Ciclul AF §i cele mai importante reac^ii in care acestca in

tervia sfnt prezentate su^er in schema ne mai jos (pac.o).

Rezultà deci rolul centrai al AF in mctabclismul celular,ones

ta intervenind printre aitele in biosinteza a trei din cele patru
BUPT
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5-CHO-THF 
(VU

// ’ Bioshteza
/ œidului forrríkcfüdmic

AF =: DHF^zTHF . 10-CH0-THF
lllll (V) UV) IVI! H

tBiosriiezÈ

r, _j Biosinteza
Biosinteza >X serinei

metioninei \\

5-CH-THF ----- - 5,10-CH^-THF

1 VU) (X)

_________ Biosintezp arridine!______________

= 510-CH-THF 
UX)

OH R' R" 

n-^ch-n-R

H^N

n

________ R' R"

// CHO ,H
VH CH H

VU! H CHO

N-R N-R

‘H 
H

R- -fi KcONHÇHCO^H 

(CH?) ¿CO? H
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baze purinice §i pirimidinice ale acizilor nucleici. Perturbaren y?.g- 

tabolismului AF poate avea congecin^e grave, chiar letale asupra ce- 

lulei §i açest efect este exploatat în sinteza de antimetaboli^i ai 

acidului folie.

2.Principi! de projectare a antimetaboliçilor 

acidului folie.

Proiectarea antiraetaboli^ilor AF, ce urmareçte realizaren unor 

computi activi, pu^in toxici Qi pe cît posibil specifici în trata- 

mentul unor anumite forme de cancer, va trebui sá ^ina seama de o 

serie de criteri!, Complexitatça operatici de proiectare de noi an- 

tifolice, rezultk din necesitatea studierii, mácar a capului de se

rie (MTX), de la, administrares §i pînS la eliminares sa„ precizîn- 
/

•du-se urm^toarele aspects: ।

- distribuais}

- transportul prin, membrana celulara;

- metabolizarea si esile de detoxifiere;

- mecanismul de schivine;

- rela^iile structur'l-activitnte biologica.

2.1 «Distribuais acidului folie §i a antagoniçtilor sai.

AF din alimente (aflat sub forma de poJiglutamat), spre a putea 

fi absorbít este transformât în monoglutamat /42,4}/ eu ajutorul 

V-L-glutamil-carboxipeptidazei /42/, enzima specifica pentru leg*tu- 

rile 'C-L-glutamice, cele ct-L- sau ^-D-glutamice ranînînd neafec- 

tate /44/.

AF ca atare sau sub formñ de 5~C1¿7—THF este stocat în ficat 

acesta constituind principalul sediu în care are loc con'frersia AF 

în coenzimc.

La rîndul s*u, !/TX administrât i.v. este éliminât în cea mai 

mare parte în primele 4 h /45/, restul fixîndu-se în ^esaturile eu 

activitate ridicati de DIIFR /45—5C/. Persistenza Ì’TX în ergasele în

BUPT



- 10 - 

cere se fixeaza preferential este foarte ridicati. Astfel^ in fica— 

tal §i rinichiul de §oarece, MTX se regâsegte pînâ la 24C zile/50, 

51/, spre deosebire de om, la care aceastd durata este de ninnai 116 

zile /52/. In tësuburile cu proliferare rapid?» (mucoasa intestinal^, 

cfdavS), persistente antagonistilor AF este'mai mica /53/* Retentia 

intracelular? a HTX a fost atribuita legarli sale de DHFR /47,54,5f/
/ 

ò«r in anele cazuri aceasta explicate® nu sete suficienta /£6/.

2.2 .Transportai prin membrana celulara.

Transportai unei substant© date prin membrana celulara constitu

ée factorul hotdrìtor care, aiaturi de concentrates exterioarà a sub- 

stantei respective /57A determini concentratia ei intracelular&. De 

asomenea, de acest fenomen sìnt legate anele mécanisme ale rezis- 

tentai intrinseci sau dobìndite ale celulei fata de animiti computi.

In cazul antimetabolitilor AF au fost sugerate trei tipuri de 
1) 2)procese de transport §i anume: transport .activ 7 , difuzie pasiva 1 

çi difuzie facilitati .

In cele mai multe tipuri de celale tumorale, pentru T*TX §i AM a 

fost descris un transport activ, probabil similar celui al folatilor 

^Transportai activ oste définit drept transportai printr-o mem

brana celulara a unei substante in sens contrer gradientului eì de 

concentrati©. Procesul decurge cu consum de energie, fiind sensibil 

la inhibitor! energetici. Avìnd loc prin interirediul unui purtàtor 

existent in membran-5, el are un caracter competitiv fata de substan

ce înrudite structural.
2)Transportai pasiv este procesai de transport ce se* petrece cai- 

ferm. legilor difuziei (légile lui Fick), ale osmozei (legea lui Van^; 

ïïoff) §i ale echilibrului de mombranâ (Donnan), complicate eu feno- 

nene de absorbtie mai mult sau mai putin specifics.
^Difuzia facilitata a fost propusâ ca modalitate de transport 

in cazul leucocitelor umane.
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naturali /58-76/.
In clasa antimetaboliCilor AF s-a constatât existera unei de

pendence între viteza de transport §i structura restala! pteridinic* 

din molecula lor /77A De asemenea, grupSrile carboxilice din resto! 

de acid glutamic par sà joace un rol in acest proces/12,78,79/»

Cursul patrunderii IXTX in celale este putemic influençât de 

concentraci» intracelularS §i disponibilitatea DECER, afinitatea en

zima! pentru MTX fiind cu cìteva ordine de mSrirae superioarà celei 

a partAtorala! /80/.

Un al doilea mod important de transport in cazul anumitor cela

le tumorale este difuzia pasivA. In aceste situaci s-a constatât 

absenc» unui sistem de transport pentru antifolice /60,68,81,82/.

De§i diversitatea condiCiilor experimentale nu permite stabili

rea mecanismului de transport in fiecàre caz in parte, sìnt totu§i 

posibile cìteva observaCii:

- viteza de transport a antagoniçtilor AF variazà in lit ite 

foarte largì, in funcCie de tipul celular;

- citotoxicitatea antifolicelor poate fi corelatft satisffteAtor 

cu vitezele lor de influx.

Astfel, activitatea selective a unui antifolic faC& de un anu- 

mit tip de celale poate fi legata de un potencial .superior concen- 

trativ al acestorà /73,83,84/.

In sfîrçit, trebuie arAtat cA se cunosc numerosi inhibitor! ai 

transportului antagoniçtilor AF, accianea lor fiind dependents de 

foarte mulci factor! (tipul celular, structura antagonistului, etc) 

/6C,64,67,68,83,85-90/. üenCionàm de asemenea, cà s-au. raportat $i 

cìteva substance care stimuleazA pàtrunderea !/TX in limfocitii uir.ani • « « • 
dar acest procès nu se extinde §i la alte tipuri de celule /$!/.

• 2.3.^etabol*zarea antagoni^tilor acidalui folio.

”'ste conoscut faptul cA in renerai medicareatele suferS in vivo 

reacCii de detoxifiei*e. VTX face insA excepC-e, ol fiind éliminât oc 
BUPT
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c~tre oy practic neschimbat prin urinà §1 fecale /92/.

■’orul în care se produce transformarea metabolici a antagonig— 

tilor AF depinde în primai rînd de specie, constatindu—se mari dife- 

rmtc întro acestea. Astfel se pot cita urmàtoarele transformât!:

- 7-hidroxilarea /92-1OO/. KTX este transformat de câtre alde- 

’.i d-ox? daze de iepure §i cobui în compus avînd o ca-
pccitntc de inhibare a DJFR mai rodasi decît MTX. La iepure, la ca-^ 

re accac.tr renepie se produce rapid practic complet, toxicitatea 

antifolicelor devine neglijabilft.

- îndopartarea arino acidului termina}, sau ataçarea de amino 

acizi suplinentari /98,101-104/, S-au identifient astfel enzime ca

patile sii rupi restai de ¿Lutar.at eu producerea derivatului pteroic 

corespunzitor. In ficatul de gobolan s-a observât transf 

piali a 'TX în poi iglut arrapi de t*TX, eu o permeabilitate redusi.

- acetilarea §i ‘formilarea /IO 5-107/«

- dehalogenarea, observatà în cazul >'-T-AM în tiroidi, unde a 

tre loc eliberarea de iod /54/.

- ciclizarea restului de acid glutairic terminal la acid piro- 

lidon carboxilic /1C8,1O9/. z

2,4, Mecanismul de acpione,

Proiectarea de medicamente anticanceroase pe bàza cunoagterii • * 
recanismului lor de aepiune reprezinti un caz’ideal, care însâ nu 

peate fi exploatat decît într-o mici màsurà.

In cele ce urmeazi se va presenta stadiul actual al cunogtin- 

pelor privind mecanismele de aepiune ale antagonistilor AF.

2,4,l.I nteractiunea antagonigtilor AF eu 

diverse sistemo enzimatico,

Inhibarea dihidrofolat reductazei (DHgR) ,

Se pare ci aceasta reprezjnté prinei palai punct de atac al an- 

tegoniçtilor AF /18,51,55,17,110-122/. Blocînd DHFR,'sinteza THF §i 
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astfel a coenzimelor sale este séries afectata (§i chiar oprità) ce- 

ea ce are drept consecin^é imediata deple-Çia celer trai baze azotate 

ale acizilor nucleici (A&), oprirea bicsintezei AN, încetinirea di- 

viziunii celulare §i în final moartea celulei.

? Tl, AM çi al^i antimetaboli^i ai AF sînt inhibitori puternici 

ai acestei enzime. De exercplu, AM este legata de 1C^ ori mai puter- 

nic decît folatul de enziirà /16,pl,12^/. Aceastâ inhibi^ie nu este 

complet ireversibilà /16,51,53,79,116/, deoarece concentragli mari 

de substrat pravoaca îndepàrtarea antimetabolitului de pe enzima. 

De osemeneu, gradui de inhibi^ie a enzimei este dépendent de pH §i 

nnume scade eu ac'esta, astfel încît la pH 7,6 inhibi^ia devine com— r
1 etitiv? /49,85,124-126/.

In general se admite cà toxicitatea selectiva a antifolicelor 

fe + é de un anumit tip de celule maligne depinde de capacitatea lor 

de blocnre a‘DRFR /12,4$,53,55,82,127-156/. Ins&$± protec^ia împo- 

tri va efectului létal al AKÎ sau MTX obpinutà prin administrare pre- 

alcbilà de AF (III) sau 5-CEC-THF (VI, Citrovorum factor) constitù- 

ie o dovadâ în acest sens /49,137-139/• Totali aprecierea efectului 

toxic §i a celui terapeutic caracteristic antagoniçtilor AF numei 

prin prisma inhibi-Çiei DHFR nu -£ine cont de o serie de date experi

mentale §i aniline:

- lipsa unei rela^ii simple între toxicitate, réspunsul tere.- 

peutic §i gradui de inhibi^ie a DHFR /11C, 155,140-142/;

- absenta unei legftturi între inhibarea DEFR §i creçterea anu- 

œitor tipuri de celule canceroase (HeLa)/145/;

- lipsa unei corela^ii între citotcxicitatea antagoni^.tilcr AF 

îi nivelai DRFR, în cazul celulelor resistente /155,144,145/.

. Aceste fapte sugereazà drept importants §i inhibarea simulta
né sau mediati, a altor sistema enzimatico.

Inhibarea tjmidilat sintetazei (TS).

Acaasté enzimâ catalizeazà urœfttoarea reac^ic:
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dUMP + 5,1C-CH2-THF * . dTMP + DHF 
(X)

Inhibi^ia TS duce astfel (alfituri de inhibarea DHFR) la blocarea 

sintezei ADN,avind in final un efect letal/49,111,140,141,146-152/.

Interactiunea dintre MTX, timidin kinaza (TK) 
/ 

gi alte enzime.

Blocarea de c&tre MTX a DHFR poate fi compensata, cel pu^in 

perniai, printr-o activitate crescutfi a TK /152-155/• Totugi date

le de literaturfi privind interactiunea MTX-TK sint contradictorii 

indicind fie o inhibare /156/, fie o stimulare /121,157/> fi® 0 IIP” 

s? de efect /158/ asupra acestei enzime.

Dintre alte enzime afectate de MTX gi AM men-tionàm: omitln 

decarboxileza /159/, enz^mele formatoare de àperminà gi spermidinà 

7^3/» alcool-, glutàmic- gi glucozo-6-fosfat.dehidrogenazele, cata- 

laza /16C-162/, etc. ' /
*

RezultS astfel, degi nu exista unanimitate de pareri m aceastfi 

privinoti, cà locul esentai de intervenite al antagonigtilor AF il 

reprezintà cele douà enzime cheie - DHFR gi TS. Trebuie remarcat in- 

s? faptul ca, in tirrp ce MTX gi AM nu reugesc sfi disceamfi intre 

DHFR din diverse surse, unii antimetaboliii neclaslci inhibfi'puter- 

nic DilFR bacterienfi gl slab pe eoa de origino anlrralfi, alili produ- 

c*nd un efect contrar /16j/. Aceastà comportare trebuie legata de 

nciiunea de izoenzima Studiai comparativ al izoenzimelor DHFR 

din diverse surse a condus la eviden'tierea unor diferen^e mergind 

pina la structura lor primarà. Acest fapt 1-a determinat pe Baker sfi 

afi rme c& izoenzimele DHFR trebuie sfi difere intre eie prin regiu— 

nca adiacente centrului activ (aga-nur.ita”zonfi hidrofcbfi")/ll/.

^Izoenzimele catalizeazfi toate acelagi tip de reac^li, dar 

ficcare in parte prezintfi speciflcitate de "tesai sau de gen celular.
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2.4.2.Inhitarea biosintezei. acizilor nucleici.

Carenza coenzimelor AF conduce, atit in vivo cit §i in vitro, 

la blocarea sintezei AN /1Ó4/, observindu—se in fazele iniziale o • 

descre§tere a biosintezei ADN, in timp ce sinteza de ARN $i cea pro- 

teiod nu sint practic afectate /165-167/.

Intervenga antifolicelo^ are loc incà din etapa biosintezei 

de novo a bazelor purinice §i pirimidinice. Astfel, administr-area 

T'TX §i Alvi produce inhibarea incorporarli formiatului in parine §i 

timinà /168-171/, a CO2 in parine /17C/, precum §i o intirziere a 

incorporarli glicine! in parine, timinà §i proteine /172/.

• Datorità bltocdrii sintezei de novo a parinelor §i timinei, MTX 

?i AK creso incorporarea timidinei exogene in ADN /75,158,173-176/» 

Deoarece sinteza acidalui timidilic joacà rolul de "trigger" pentra 

procesul de reduplicare celulara iar/inhibarea ei de cStre se 

produce la concentragli foarte joase ale acestuia, ea este una din- 

tre primele reàctii blocate /177/j inhibitia sintezei ADN instalin- 

du-ee rapid in arma afectSrii* DHFR §i TS /1$8/.

2.4.3.Influente antjfolicelor asapra cineticii celalare.

Studiile privind efectul substantelor enticaneeroase asupra 

cineticii proliferarli celuiare a unor tumori exp'* rimentale au con- 

trihuit pe de o parte la elaborarea unor Boheme mai eficiente de 

tratament /178-181/, iar pe de alta parte la fundanentarea unor noi 

conceptii in chimioterapia cancerului /182-184/. In cazul analogi- 

lor AF, actiunea lor la acest nivel poate fi rezumatfi prin urmàtoa- 
• • • 

rele constatar!:

- viteza reducerii numftrului de celule tumorale in urma expu- 

nerii la VTX este mai mare in primele 24 h de la administrare, des- 

crescind in timp /18$/;

- cinetica reducerii num&rului de celule tumorale sub actiunea 

agentilor antineoplazlcl depinde de natura chimici a acestora /18o/ 

iar sensibilitatoa celulelor fat& de un nnum.it produs variazà de-a
BUPT
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languì culai ciclo celalar 7. ...
S-a dovedit faptal cd antifolicele acZioneazd asupra celalelar 

fa fasa S /178,182,183,186-191/, in fasa K /1G8,192-197/ §1 oneori 

(in cazul ITI) in faza G£ /198/.

Trebuie rerarcat cS factorii care intirsie angajarea celalelar 

in ci dal celalar le pot conferì protec^ie fa^A de efectul antine— 

tabolìvdor <L 91,199/.
Cuncscfnd influenza antifolicelor asupra diverselor fase ale 

cidalai celalar s—a reugit iibunità^irea sabstanZiald a efectulai 

Ecestora, rrin elaborare a unor schecse de tratarent ce ^in cont de 

dorata acestorà §1 de eensibilitatea lor la predasele folosite.

2 .5.^fertele secondare ale tratarentulai cu antagonisti 

ai acicalai folle.
• >

Jnii din tre antagonigtii AF, in special ISTI §i AH, aa dat re— 

zollate bone in tratereatul anuritor force de cancer. Pactorii 

principali care liriteazà tetagi atilizerea lor clinicà sint:

— texicitatea ridicati (ce liniteazd concentrarla raxiea de 
« 

sd stanai ce peate fi adeinistrata) ; - - •

— rezisten^a prirara gl dobindite a unor tarsori la acegti cov

iti ?i; ,

- ceree temi transitoria al recisianilor.

In cele ce arreazà ver fi presentate douà dintre cele vai in— 

portante efecte secondare, toxicitatea §i resistenza.

2.5.1. Texicitatea.

Antagoni§tii AP prodoc in generai sindroame «ìwì 1 at** acelora 

datorate deficienze! de A7, dar presiutd gi canifestàri to-rina par- 

---------------------------------------- ---------------------------------------------L_______________
^Ciclul celalar reprezintà. tinpul intre dona ritoze §i este 

ÌT~r*it in fazeìe Gj , S—sinteza AUS, @2 §1 V—cito za, divisate! la 

rfndal ei in prcfazS, retafazA, anafazd §i teiofAag.
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ticalare /20C/ §i anuiré : depresia proliferArii mSduvii osease 

/lc4,170,201-204/, leziuni grave ale raucoasei intestinale /2C5/,ra

feóte morf©logice §i fanexiónale la nivelal rinichiulai /2C6/,efec-' 

te teratogene si abortive /2O7,208/.

Citotoxicitatea in vivo a MTX este in ¿eneral atribuitS inhi- 

bi|iei sintezei ticidilatului (fíe direct /ICO/, fie indirect- ca 

consecinXá a inactivSrii DHPR /55/), ceea ce dace fa final la bloca- 

rea sintezei AN /55/• Na intotdeauna insá acest mecanlsn poate fi 

asociat citotoxicitaXii• Astfel, in intestinal sub^ire al §oarece- 

lui, doze mici de ?’TX na provoacfi leziuni observabile, de§i sinteza 

ADN a fost inhibits rapid /133/. Pe de alta parte, inhibidla DHFR 

persists 16 h dupA administraren ÍZTX cu tóate ca biosinteza ADN re

vine la 50^ din activitatea initials dup& numai 5 h de la injecta- 

rea acestaie /1J3/. /

Trebaie menxionat cS CP (VI) /61,79,137,209-216/, ca si alte 

substance /154,189,217-225/, are proprietatea de a prevent rever-

sa corpetitiv toxicitatea 1TX §i AV. prin saplidirea carente! de Tn? 

}i prin inhibarea pStrunderii HTX in celale.

2.5.2.Rezistenta.

Rezisten^a la antifolice poate fi intrinseci sau dobinditn/al- 

^lind rrat in portanti sub aspect clinic.

* ecanismele care explic-I rozisten^a la antifolice pst fi cura- 

rizate in cadrai urmAtoarelor categorii:

- modificarea (cantitativR iji/sau calitativS) DHFR. In generai, 

apari^ia rezisten+ei a fost asociatu cu o activitate crescati a 

Diì/'R '49,115,215,226-242/, ca armare a onui ccn+inut mai begut de 

anzi’*! /2J9,245/. C explicaxie a acestui fa^t nr putea fi inducala 

de noi forte de DIiFR (izoenzime) mai sascoptibilc la r?z

/144,227,235/244,245/. Celatele rezistentc oa o predacele ¿3

L* R crescutà se caraclerizeaz’'. pria aLsen^a -nai ero: esc \ subtelc- 

centric pe care aste localizat un represor al productici DITR, piei- 

BUPT



- 18 -

derea sa fftcind posibilft inducila uno! sinteze crescale de enzima 

/2J8,246,247/.
- transportul defectiv al antifolicelor prin membrana celularà 

/61,226/, fie prin reducerea permeabilità^ii celulelor la antifolice 

/57,61,62,64,74,82,248-252/, fie prin alterares proprietáiilor de 

legare a componentului purtator /60,68,74,253/« )
/

- alte cauze, cum ar fi: alterares antifolicului /254/, stima—\ 

larea activit&iii TK /153,154/, pierderea capacitagli de utilizare a 

purinelor preformate /191/, eliberarea anuí, factor ce leaga speci— 

fie MTX /255A existente unor celale mutant, intrinsec rezistente, 

care genereazà prin seleciie o populadle rezistentà de celale /49/.

2.6.Relatii structurS chimicS-activitate biologica.

Cu tóate progresele importante realízate^ in cunoagterea meca- 

nismului de scoiane al antifolicelor, panini compugi activi au fost 

realiza^! pe cale ragionala. Modalitatea esen^ialà de proiectare a 
/ k

fntimetaboliiilor clasici ai AF o constituie gi acum rela^iile (ca- 

litstive sau uneori semicantitative) intre structura chimica giac- 

tivitateu biologica. /

Principine generale1 ce guvemeaza •schimbarile structurale ne- 

cesare transformarii anui metabolit intr-un antimetabolit pot fi re- 

zumate astfel: '

- elementóle structurale implicate in legarea aniìmetabolit- 

enzima trebuie pastrate ca stare sau modificate in sensul cregterii 

sfinitagli antimetabolitului pentru aceasta;

- olementele structurale responsabile de func^ionalitatea meta- 

tolitului vor fi modificate in sensul dorit (da exemplu in vederea 

realizarii unei sinteze letale);

- proprieta^ile de transport ale moleculei trebuie pastrate pe 

cit posibii intacte sau imbunàtà^ite.

Proiectarea unor modificar! structurale eficiente este domina

ti de conceptul de izosterie» Asesta postuleazá efi activitatea bio—
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logica a urie! substanze date poate fi modificata corespunzator i;rin 

inlocuirea in molécula acesteia a unui atom sau grupe de atomi echi

valenti ca structurn electrónica, dar care modifica molécula atit - 

sub aspect storie, cit 51 al reactivitaZii ei chimice. Din cele 

cinci clase in care Bardos /2^6/ clasifica izosterii, cele mai im

portante pentru proiectarea antimetaboli^ilor AF sint clasa I-a 

(?,Gl,Br,I,OiI,311,i¡U2,CH^), a Il-a (C ,S,Se,Te,Mì,Cìi2) §i a Ill-a 

(?i,P,As,Sb,Bi,Cll)

Be o mare importanza in alegerea modific.^rilor izosterice potri 

vite,in vedere«, obZinerii de pntimetaboliZi este §i marimea grupoi.

Jn alt mod de variaci! structurale,util in realizarea unor an- ♦
timetabolizi eficienzi, consta in modi ficarea configuraZiei sterice 

a retabolitului sau in rigidizarea uneia dintre conformaZiile posi- 

bile ale acestuia. /

In sfirhit, studiul naturii legaturilor enzirc?.-substrat furni- 

zeazfi únele clemente in proiectarea antimetabolizilor (in cazul in- 

hibitorilor reversibili,legarea de enzima se face prin legatari io

nice, de hiu.rogen,hidrofobe sau caracteristice corrplec^ilor de tip 7/} 

Cele douà grupuri de mirimi ce urmeaza a fi corelate.se referS 

la structurà (parametri! structurali sau fizico-chimici) §i la ac- 

tivitntea biologica (parametri! biologici).

Parametri! structurali considerai in cazul aatagonirjtilor AP 

sint configuraZia §i conformaZia compu§ilor studiaZi. Pentru siste- 

matizarea materialului existent, se và analiza fiecare porZiune a 

moleculei de metabolit (AF) astfel:

OH

NH-i *conhchco2 H

ICHJCOH 
2 2 2

FCriea ‘Nudai - Resivi de 
¡xenamc Jnternucleaa terzeria add glutamic

Restii! de

BUPT

corelate.se


- 20 -

•'urametrii fisico-chimici ce pot fi luaCi in considerare sint 

ccartantele Hammett, Taft, constatitele de bazicitate gi additate, 

par* etrii de lipofilicitate.

Parar.etrii biologici determinaci sint:

- in vitte, prin màsurarea inhibiCid:

— unor sistemo enzimatico,concomitant cu determina— 

rea cinetici! de inhibit!©; « 
- cregterii unor microorganismo;

- cregterii culturilor de celule sau ^suturi;

- cregterii unor anumite tipuri de virusuri.

- in vivo, prin:

- determinarea toxicit&Cii

- inhibiciei cregterii unor tumori transplantàte pe 

goareci sau gobolani (Walke/r 256., L 121C, P 388).

Fodificftri structurale ale molecule! de AF. 
' 1 /

Vom presenta nume! Bomar resultatele ©brinate in arma modifi

carli nucleolo! pteridinic gi benzenic gi a punCii dintre acestea, 

referindu-ne insà mai pe larg la amino acidul terminal,

Inlocuirea grupei 4-OH cu 4-NHg represinta principale modifi

care a AF core a condus la AM gi ulterior la MTX, cu acti^itate 

entifolicS extrem de promic$toare. Aceastà schimbare afecteazS le

garea substratului de DiiFR, condocìnd la un compus ce’ se combina 

psoudo-ireversibil cu enzima. Se sugereazacà legatura antimetabo- 

Jit-enzima oste de naturi ionicà /11,123,257-262/ sau prin legS- ‘ 

turi de hidrogen /261,263-265/.

Deaza analog!! AF au permis stabilirea importance! relative a 
etomilor ,N$ gi N®. Dintre acegtia, doar pare important,

restai putìnd lipsi, unii computi astfel resultaci fiindla fel 

sou chiar inhibitor! mai puternici ai DHFR (5,8-dideaza-analogii) 

dedt TTX /il,131,266-274/.

Substitute la C7 a hidrogenului cu izosteri din clasa I-a
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(CiijCil, ) a condus la computi inactivi ceea ce indica cà aceastà po-

zif3 trebuie sa ramina liberi /275>2?6/.
IC?retilarea la N are on efect favorabil, KTX fiind mai pu^in .

toxic §i mai activ decit AM /2T1/.

Prin extinderea punti cu o grupS CH2 (ca $n acid’ll homofolic, 

HF,XI) an rezultat computi activi biologic /278,279/* De fapt aci-. 

dui tetrahidrohomofolic (THHF# XII) este compusul activ, fiind on

i

r’^hj-nh-^ \conhchcoh 
£ £ \----/ 1 2

{^H I CO H
22 2

inhibitor al TS /280-282/. Pentru a fi eficace este necesar^ redu

cerea continua a DHHF (t HF) de càtre DHFR, ceea ce nu poate fi 

asiguràta decit in celulele MTX-rezistente, ce au nivele inalte de 

enzir.’* /28},284/.

Goa mai impor tanta, modificare a nuc] culai benzonic o corinti- 

tuie substitute acestuia cu atomi de halogen (Cl §i Br), in spe

cial in pozita Toxicitatea scade considerabil §i activitatea 

antileucernie& cre§te, in special asupra forraelor avansate /1,277, 

284-292/.

Modificarea restului de acid glutamic (sau in anele cazuri a 

intregii porzioni peptidice) ne intercseazS £n mod deosebit, fucind 

de fapt obiectul lucràrii de fat» 3£nt descrise urmStoarele trans- 

formfiri:

- èstei^ificarea restului de acid glutamic. AceastS modificare
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9 fost fäcutä in ideea imbunätätirii caracterului lipöfilic al mo- 

leculei gi o datä cu aceasta a proprietärilor de transport (prin 

difuzie) prin rcembrana celulelor lipsite de purtätor pentru antago— 

nigtii AF /78,293-295/. Prin esterificarea grupärilor carboxilice 

ale restului de acid glutamic, traneportul activ este sacrificat in 

favoarea difuziei pasive. Activitatea antitumoralä a esterilor HTX 

orte datoratä, cel purin partial, hidrolizei lor la MTX /78/. To- 

tugi,blocarea DHFR de cätre acegti compugi na poate fi atribaitä 

exclusiv ?TX über, deoarece inhibarea acestei enzime nu este dimi- 

nuetä prin preincubarea esterilor MTX cu carboxipeptidaza G^ (enzi- 

rä ce inactiveazä MTX, dar nu gi esterii säi)/294/.

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

bunätätirii transportului pasiv al MTX (färä afectarea restului pte- 

ridinic nccesar legärii de DHFR) s-au sinteti^at o Serie de astfei 

de compugi, dar acegtia nu prezintä o activitate semnificativä asu- 

1 ra L 121C /78,29i/. ■/ /

- inlocuirea restului de acid glutamic cu al^i amino acizi. 

Aceastä modificare, efectuatä asupra moleculei de AF /296-299/ §1 

AI* /290,291/, a condus la compugi purin activi asupra L 1210, cu ex- 

coptia acidului aspartic. Nici esterii analogilor AM gi MTX /}00/ 

cu al^i amino acizi nu prezintä activitäri semnificative irj siete- 

ru] rrai sus mentionat. Influenza centrului asimetric (din restul
■> • ■ .

de acid glutamic) a fost putin studiatä. Astfei, MTX du acid D-glu- 

tamic este rai pu^in activ ca MTX (cu acid L-glutamic) asupra 

I. 1210 /301/.

- atagarea suplirentarä de amino acizi reprezintä o modalita- 

te de proiectare a-compugilor cu activitate specificä, incä putin 

er.ploatatä. ilumärul resturilor ^-glutamil servegte ca factor spe— 

cific al formärii unor complexe enzimä-apoenzimäDe exemplu, pte- 

roll-triglutamatul opregte cregterea unor tumori experimentale la 

gcarece, in timp ce monoglutamatul (AF) este inactiv /J02/. Totugi
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corpûgii sintetizaCi pînA în présent nu au présentât activité^! sèBi- 

nificative, probabil §i datorità unui sistem de testare nepotrivit 

aies.

- legarea de macromolecule a condus la resultate spectaculoase 

în anele casari. Astfelj cînd WTX a fost atagat, prin intermediai 

gruparilor sale carboxilice, de o imunoglobulinà, s-au atins supra- 

vie^uiri la goarecii partitori de L 1210 de pîna la 75 zile (marto- 

rii netrata^i mor în 7-8 zile, cei trata^i eu î'TX în eoa.18 zile 

iar eu simplul arrestec î/TX-imunoglobalinà în 27 zile )/30J/. Daca 

cuplarea se face prin interirediul gruparii 2-NH2 (prin diazotarea 

FTX) se ob^in resultate mai slabe (10% supravieCuitori la 40 zile.) 

/J04/. Proprie tacile necitolitice dar citotoxice ale complexului >, 

T'TX-anticorp pot fi explicate prin blocarea de cStre antimetabolit 

(fixât pe suprafaCa celulei împreunai eu anticorpul) a sistemului de 

transport ac’tiv, agesat favorabil pe suprafaCa celularà în raport 

eu antivenni /283/. *

Activitatea acestor computi este malt dependentà de nature, poli 

merului (dextrani, albumine, polipeptide sintetico)/305-3c7/• Tn 

general, activitatea lor este mai mic?i. decît a Î-TX, dar près iuta 

avantajul cS afecteazâ mai pu+in organale sensibile (mSduv?., mu- 

coase), putînd fi toleraCi mai bine decît concentraci! echivalente 

de FTX /3O5,JO8/. 
1

Conciazii > -

Se pot considera esentale pentru activitatea antineoplazicS 

a antinretabolicilor AF amato are le clemente structurale:

- sistemul 2,4-dianiinopirimidinic (eventual 2,4-diemino-piri- 

dinic) ce asigurft legarea de enzimi. Atomi! de hidrogen ai grupolor 

amino nu pot fi substituici.

- pozicia 7 ûe pe nucleul pteridinio sa fie liberi.

- intercalarea între restai pteridinic gi central N”" al ca-
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ter.-!’ laterale a ìnc3 unei grupe CHg conduce la un compus activ, In 
•* 

rsuprn turorilor cu un con^inut ridicat de DHFR.

- cetivitatea in raport cu L 121C este considerabil ìmbun&tà^i- 

tr px'in substituirea nucleului benzenic cu atomi de halogen.

- ¿elegia sau ìnlocuirea acidului glutamic nu per avantajoase 

(cu sxcep^ia legarii de anticerpi, dar mecanismul de acuitine se pre- 

cupur.e e fi diferit).

Din. cele espuse anterior rezultS stadiul cunogtin^elor privind 

probler- proiectàrii computilor apar^infnd clasei antimetaboli^ilor 

AF. "otivcle care ne-au condus la sinteza unor computi modificaci li fi'.
catena laterali vor fi espuse mai departe..
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II.SINTEZA ANALOGILOR PTERIDINICI AI ACIDULUI FOLIO

In ultimii 25-JO de ani (in arma preparárii acidula! folie §i a 

principalilor sAi antagonigti, Eethotrexatul §i Arninopterina) o deo- 

sebitá atencie a fost acordatá metodelor de sintezá a analo£iJor 

structurali ai acestora. 0 serie de 'Cái preparativo a cor.pugilor pte- f 
ridinici aparCinind categoriei antiretabolicilor ’’clasici" ai acidu

lad folie au fost exploatate gi puse la punct. 0 sistematizare a a- 

cestora in functie de materialul de plecare este urmátoarea:

- de la "pirimidine substituite (cu sau f&rá izolarea pteridi- 

nei intermediare); 
t _

- de la pirazine conveñabil substituite;

- de la acidul pteroic gi analogii acestuia;

- de la acidul folie gi analogii sai.

In sfirgit, mai trebuie menciónate gi procedeele de biosintezu 

(in cazul acidului folie), care difera intruc i tva jie cele menciónate 

anterior.

In cele ce urmeazM, aceste procedee vor fi examínate critic, in 

mod amánuncit.

l.Sinteza acidului folio gi analogilor sfli plecind 

de la derivati piriridinici.

l.l.FftrS izolarea pteridinei intermediare.

Acest procedevi reprezintft cea mai veche metodi de preparare a 

acidului folio gi ana]o£ilor s.^i gi consti*, in reactia intre trei cor- 

ponente gi anure: o 5/^_diaminopiriridina, un corpus carbonilic (eoi 
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pu^in) trifunc^ional o peptidS con^inind restul de acid 4—airino— 

tenzoic. In tabelul de mai joe sint redact unii dintre ciei wai im-

Icrtan^i compu§i prepara^i pe aceastfi cale.

XCH-CHX
CHO R 

3

I

Compusul f R1 R2 , r3 R4 R5 Referin^e

Acid folic % ■ ^2 OH H
/ 
H Glu 309-338

Acid pteroic OH 1 H , H CH JO9,321,339
• i /

1,340,341Acid 10-CHj-folic nh2 OH H. CHj Glu

Acid 10-CH^-pteroic ^2 ' CH H CHy OH 340,

Acid 9“c^-folic nh2 OH CHj H/ Glu 1,342

Acid pteroil-aspartic nh2 OH H H Asp 200,29*6

Acid pteroil-poli- NHO CH H H poli-Glu• 343-345
glutamic r- '

Acid 9,10-dimetil- 
folic

kh2 OH CHj CH^ x Glu- ' 342

Acid oxifolic CH OH H 'Glu ■323

An:inopterina nh2 nh2 H H Glu 1,346-348

Acid 4-amino-pteroil- NHO NHO H H Ala,Vai 299,347
alaninS, valing., 
s arc osinS,aspart ic

£ Sar,Asp

Acid 4-amino-pteroic nh2 NH2 H H OH . 347
t'ethotrexat nh2 nh2 H CHj Glu 1,348-351
Acid 4-amino-lO-CH,- NHO NHO H CH, OH 1,352

pteroic a
Acid 4-amino-lO-CH,- 

pteroil-D-glutamc,
NHO NHO H CH, . D-Glu,Lys 301& a Glutaric

1 izi nfi, glutaric 
?-T'etil-methotrexat NH2 NH2 CHy . CH^ Glu 200,342
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Aceastft cale de sintezÄ prezintä dezavantajul posibilitä^il de 

apari^ie simultan^ a izomerilor de pozi-çie (6- §i 7-substituiX-i pe 

nucleul pteridinic), a§a cum era de altfei cunoscut in cazul pteri—

dinelor simple preparate prin reac-çia Isay /314,316,317,327,553-3 554

Factor!i ce guverneazä propor^ia Untre izoaeri sìnt multipli i §1 

•^in in special de conditile de reac^ie (pH) §i de natura reactan- 

tulul carbonilic.

Compu§ii carbonilici cei mai des folosi^i au fost:
- 2,3-dibroirpropionaldehida ca^atare, sub formÄ de combina^ie 

bisulfiticä sau de acetal /1,2?6,299,301,309,310,314,315,317-325, 

339-341,343-345,347,349,355-358/;
- 1,3-dicloro- gi dibromoacetona /331,332/;

- 1,1,3-tricloro- §i tribroroacetona /329,342,¿48,351/;

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

- acetonä tetra- §i. peutahalogenatl /33O,359/;

- reductona /3I1,312,326/, 2,3-epoxipropanal /333,3&O/, etc.

Prima metod-'i de sintezii a Aminopterinei §i rethotraxatului, 

elaborate de Seeger §i colab. /1,J46/ s-a bazat pe utilizarea- 

2,3-dibrompropionaldehidei, dar randarentele in produs final erau 

extrem de scäzute (sub 2%). Trebuie men^ionat cä acast procedeu con

duce exclusiv la formarea izomerului 6-substituit. Priatru pi'odu^ii 

ce irepurificä produsul brut de reac^ie s-au identificat 2-amir.o-4- 

hidroxi-6-metil- §i hidroximetil-pteridinele.

Folosirea l,l,J-tribroiro- /35C/ tricloro-acetonei/348,351/
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urept components carbonilice a fost sugeratä in vederea cregterii 

rcndamentului in produs final dorit. Astfel, Berezovskii §i colab. 

/348,^ comunicä obbinerea unui randament global de 32% la sinteza 

Sethotrexatului utilizind 1,1,3-tricloracetona. Valoarea metodei, 

era cum am demonstrat in lucrarea de fabä, este indpielnicä deoare- 

cet in condi^iile descriee de autori, aläturi de produsul dorit 

(i-"TX) se formeazft in cantitate apreciabilä §i izomerul de pozi^ie 

al acestuia (7-15TX), amestecul lor fiind practic imposibil de sepa

rat. Aceastä observable este confirmatä de altfel §i de faptul eft 

prin utilizarea 1,1,3-tribromoacetonei marcate in sinteza acidului 

folic, rezultä on amestec de izomeri 6 7 ai acestuia/314,317>327/

In sfir^it, trebuie remarcat faptul eft prin reaebia cu 2,3-di-

Lrompropanai rezultft intr-o prima etapft 7>8-dih.idro-derivatul cores- 

punzfttor. Dehidrogenarea acestuia se realizea^ft in general cu lod- 

iodurft de -potasiu /3C1,3C9,340,358/ dar s-au indicat §i albi agenbi: 

ecetatul de mercur /318,357/> fericianura de/potasiu, bromatul de 

potasiu, apa oxigenatft, bicromatul de potasiu, cloratul.de potasiu, 

Moxidul de seleniu /}15,319,320/.

0 altft variants,utilizata mai ales in sinteza acidului 4-aminor 

; teroic, o constituie reaebia intre 2,4-diamino-6-clor-5-nitro-piri- 

r3 dina $i p[l-amino-2-hidroxiiminó-propil(3)] aminobenzoat de metil 

/3Ó1,362/.
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Purificares srrestecului brut rezultat din reac^ia de sinteza a 

ecidului folie §i analogilor sái meritá o mentitine specialá, deoare- 

ce reprezintá o operable deosebit de dificilá §i laborioasá, datX 

fiind atít complexitatea amestecului, cit §i con^inutul extrem de 

scazut de produs dorit ín acesta. Purificares constà ín apl-icarea 

succesiva (§i/sau repetatá) a unor procedee fizice sau chimico, §i 

anume: 1) schircbári repetate de pH (dizolvare ín apa la pH 11-12, 

filtrare, coborirea pH-ului aolubiei la 7,0, refiltrare, precipita

res produsului final, parcial purificat la pH 3-4 §i apoi reluarea 

intregului procesj/299,309-311,343-346,363/; 2) transformarse ín 

clorhidrat cu acid clorhidric 6 N, urmat de diluarea solu^iei pina 

la o concentrarle la care produsul se separà (1 N)/JóJ-Jó?/; 3)re- 

cristalizarea produsului ca sare de calciu, bariu, magneziu sau zinc 

(nomai cind solubilitatea joasa a ac^stuia permite, ca ín cazul aci- 
► 

dului folie bau Aminopterinei)/368-37ó/; 4) recristalizarea sárii de ;
ciclohexilaminá din butanol-apá /342/; 5) treceri pe coloane croma- 

tografice de celulozà /348/, DEAE-celulozS /377-379/, TBAS-celulo- 

zñ /379/, celulozií §i cSrbune /348/, celitá /380/, Dowex 1X8 /381, 

3 82/, Sephadex /J8J/, etc. Gel mai eficace proceden ramina ínsá 

cromatografierea pe coloane. 
i

1.2. Cu izolarea unni intermediar.pteridinic.

Pentru ridicarea randámentului global al-’reacbiei, prin mic.^oxa- 

rea nnmíírului de produci secundar! rezultabi, precur 7i in vederea 

ob^inerii unni produs izomeric pur, s-a íncercat preparares.6-halo— 

metil-pteridinei, ca intermediar cheie ín aceastS. clasrl de compugi.

Preparares 2-amino-4-hidroxi- §i 2,4—diamino-6-bromoTretil-pte- 

ridlnei a fost realízate pe douK c&i: a) prin bromurarea 6-metil- 

pteridinelor corespunzjítoare cu brom /J84—390/, cu amestec de brom 

§i acid bromhidric_/384,391/ sau- cu. N-bromsucciniraidá /392,39J/ 31 
b) prin tratarea 2,4-diamino-6-hidroximetil-pteridinei cu Ph^PB^
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La ríndul s^u, preparare» 6-clorometil—pteridinei s—a realiza! 

prin: a) clorurarea 6-metil-pteridinei coresponzátoare cu clorura 

ce sulfnril /J84, J88,J94/ §i b) clorurarea 6-hidroximetil-pteridi- 

nei cu clorurá de tionil in prezen^a piridinei /395j396/« í LV.
A doua etapa consta in cuplarea halometil^pteridinei cu pep-

tida corespunzntoare:

(xvm D. txvw

r~ \

R^ OH.NH? • $= H.CHj

I >
i 
i
I

0 variante interesante o reprezintá reac^ia directa íntre aci— 

dul 2-amino-4-hidroxi-pteridinil-6-bromacetic/397j398/ §i peptida 

corespunzatoare sau prin decarboxilarea acidului 2—amino—4—hidroxi— 

Iteridinil-6-acetic la 2-anino-4-hidroxi-6-raetil—pteridina §i trans- 

fom-area acestuia din urina in brom-derivat /^90 ,J99/:

'’ai se rren^ioneaze §i reducerea selectiva a 2,4-diamino-é,7~di-
BUPT
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brororetil-pteridinei /275>400/, dar structura dertva^ilor rezulta^ 

in una cuplärii cu peptida respectiva este discutabilä /27&/.

IXXII) (XXIII)

De notat cä ín cazul deriva^ilor de acid folie este posibila 

chiar o cuplare directa a 2-amino-4-hidroxi-6-hidroxomet.51-pteridi 

nei cu peptida ín vederea ob^inerii producidor corespunzatori /401 

4Có/. Reac^ia are loe ín vid, la temperatura inaiti, ín pcezea^a 

clorurii de zinc.
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Trebuie de asemenea menzionata §1 prepararea acidului folio §i 

enalo^ilor sñi ne sub abituici la pria cuplarea reductivà a 2—ami-* 

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

¿lutarle /4C6-416/.

OH 
^^Y'^cho+ (xviiiì

2 (XXO ¿

(HO

In ceea ce prive§te corpu§ii pteridinici ce servesc ca materii 

prime, ace§tia trebuie sa fie izomeric puri. Privita sub acest as- 

pect, prepararea lor va fi succint coméntate.

Sinteze 2,4-diamino- (sau 2-arcino'-4-hidroxi) metil-pteridinei 

se realizeaza prin condensarea 2,4,5,6-tetraarainopirimidinei (res- 

pectiv a 2,4,$-triamino-6-hidróxi-pirimidinei) cu metilglioxal sau 

1,1-dicloracetonà /316,355A Din reac^ie resulta un amestec de 6- 

5,5 7-metil-pteridine care poate sà fie separát in cei doi compugl- 

irin purificàri chiraice obignuite /353,384/.

(XVI R -H} (XXVH)
o 

t 
------------------------------------ --------------------------------------------------- j
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O metodá interesantá, decarece se pare cá duce exclusiv la ob- 

■Çinereâ izomerulñi 6, consta în reaq-Çia 2,3-dibrompropionaldehidei 

cu piridiná, urmat de ciclizarea cu. 2,4,5~triamino-6-h.idroxipirimiT 

dinú la bromará de N[(2-amino-4-hidroxi-pteridinil-6)metilJpiridi- 

niu /J10,J84/. Acesta din urmá poète fi convertit direct la acid 

folie prin tratare cu acid N-(4-arainobenzoil)-glutamic sau la 6-me- 

til-pteridina corespunzátoáre prin reducere -cu zinc §i hidroxid de 

sodiu (prin intermediul dihidroderivatului respectiv).

(R^ONA-H) 
______________________ _________________1 o_

2-Amino-4-hidroxi-(sau 2,4-diamino-)-6-hidroxinietil-pteridina 

se prepará din 2,4,5-triamino-ó-hidroxi- /395,39ó,417,418/ sau 

2,4,5,6-tetraamino-pirimidiná /419/ §i 1,3-dihidroxiacetoná. In anu- 

mite condi'Çii de pH §i temperatura se ob^ine exclusiv izomerul 6, 

dar produsul final este de obicei impurificat cu cantitá^i ínsemna- 

te de 6-metil-pteridiná. De altfel, unii autori nu au reu§it sá ob- 

■^iná pe aceastá cale decít 6-metil-pteridiná /J54,420/. Pentru for

mares exclusiva a izomerului 6 s—a recomandat folosirea hidrazinei 

/417/, aoidului boric /418/, etc. Trebuie men^ionat cá £n anumite

XVI (R^OH) 
O
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-condirli de lucra, reac^ia conduce exclusiv la 7_‘b.idroxometil-pta- 

ridinà /3 54,421/. Inlocuj^rea 1,3-dih.idroxiacetonei cu 2,3-dibrom- 

propionaldehida poate ‘duce .d^ asemenea la 6—bidroximetil—pteridi— 

nä /421/. In fine; 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetil-pteridina se • 

obline §i din 2,4,5-triamino-6-hidroxipirimidinà §i dibrqmacetonil 

ft al imi dà /402/. - -
Sinteza 2-amino-4-hÌdroxi-pteridinil-6-metanalului poate fi ' 

« 
realizatà prin:

- dibromurarea 6-metil-pteridinei §i hidroliza 6-dibromometil- 

derivatului respectiv /422,423/;

- tratarea acidului folio cu sulfit de sodiu /423/ sau brom 

/424/;
- condensarea 2,4,5-triamino-6-hidroxipirimidinei cu 2-brom- 

/

-3-dietoxi-propanai /425,426/. I

—I
• CHO

1,3.Sinteza intermediarilor.

1.3 .1 »Sinteza interjnediarilor pirimidinici.

In sinteza analogilor pteridinici ai acidului folio sìnt esen- 

■^iali doi intermediari pirimidinici: 2,4,5^6—tetraaminopirimidina 

/427/ §i 2,4,5-briamino~6-hidroxipirimidina. Compugii se preparà 

prin reducerea 5-nitrozo-pirimidinelor corespunzàtoare cu ditionit
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de sodio. /42ó,429/1 metabisulfit de sodici /430/, sulfurn de amoniu 

/431-433/ sau cafalitic /434/, In generai insà, randamentul acestei 

reac^ii este variabil §i nereproductibil.

NO 
XXIV

XXXII R^H^J

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

trozo-piriridicele pot fi obMinute:

- rrin tratarea cu acid qzotos a 2,4,6-triar.ino- sau 2,4-dia- 

mino-ó-hidroxi-pirimidinelor 7429,432,433/:

HNO?
------XXXI

XXXU(R= GUNITI

- prin condensarea izonitrozoiralonodinitrilului cu carbonai de 

guanldinS. /43ó/, ce duce direct la 2,4,6-triarrino—5-nitrozopiriri- 

dinS:
hn^cinkl

HNO? XXXIV “ *
ICNÌ-CH -------^(CN)-C=NOH- -tCNÌ-O-NO HN=C(NH Ì

XXXI )

i a
Acest din urtr..* procedeu reprezintfi de fapt 0 sinpl?ficare 

mai vechi, in care 5zonitrozoralonodinitrilul era serarat c

unu-

sa
rò

ei
de errint, apoi transforrat in sare de potasiu, inaintea r^ac+i- 

cu guanidina /437,438/.

2,4,6-Triamino- si 2,4—diamino—ó—hidroxi—rdriridincle de ile—
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care au fost cb^inute conferir unr&toarei seoven^e de reac^ii:

NH
(R-NHI CNCH^CO^C^—^CNCH^CONH, 

XXXV

XXXIII- 

XXXIVuvv„

(R-OH] XXXV

Pentru sinteza 2,4—diamine—6-hidroxipirimidinei se condenses— 

zF cienacetatul de etil cn guanidin& in media alcalin (EtCNa)/432/, 

în tir? ce pentru sinteza 2,4,6-triaminopirimidinei se atilizeazà 

ralonodjnitrilul în locai cianacetatului de etil, in acelea§i con

dili!. ’’alonodinitrilal se preparà corod din cianacetâmidë /439/ 
i 

;rin elirinare de apfi cu oxiclorure de fosfor /440—443/ san penta- 

clorura de fosfor /441,444,443/.

1.3 »2. Sinteza copponentei carbonilice.

Se va discuta pe scurt sinteza componentelor carbonilice cel 

mai des foiosi te §i anatre a 2,3-dibroKpropionaldehidei §i 1,1,3- 

tricloracetcnei.

- 2,3—Dibrorpropionalàehida se obline prin bromararea acrolei- 

nei cu brom în sulfuré de carbon /44Ó-448/, tetraclorura de jearbon 

sau.dioxan /450/ §i se purifica prin distilare:-
) '• ; ■> 

a 
CH=CH-CHO —XXVIII

i ì____________________________________  _ . ■ !
- 1,1,3-Tricloracetona se prépara fie prin clorurarea acetone!

CHCOCH

ClCHCOCH_a +.XXVI 

XXXVI

XXXVI
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cu cloruré de sulfuril /451/ (cind resulta doar 20% 1,1,J-triclor- 

acetoná, restul fiind practic 1,1-dicloracetona), fie prin clorura- 

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

1.3»3.Sinteza corponentei peptidice.

Catena lateral/! peptidica a acestei catetori i de corpusi este 

fonrata de obicei din acid N[4-(rñotilarr.inc)benzoil] ¿.lutamic (aspar 

tic). Sinteza acestuia poate fi realizata conform mai multor vari-

ante §i anuiré:

- cuplarea, prin retoda Schctten-Baumann a clorurii de 4-nitro- 

benzoil (preparatñ din. acid 4-nitrobenzoic §i PCl^) cu acid rlutarric 

(aspartic) /34C ,453-455/» Acidul 4-aminobenzoil-£lutaric (aspartic)

rezultft apoi prin reducerea cqtaliticà sau eu hidro^en sulfurât a

NO.

1)PCL

CO. H

NO.

H.

2JHNCHC0H
2 (CHÍCUH CONHÇHCOH

% 2 CH, IOH

2n 2

NH

CONHCHCO^H

urmatü

transformarea sa în acid

orina, perrite obiinerea

4-iod-benzoil-£lutarric §i reactia cu retil- 

acidului J [4-(r. etilar.ino )benzoijl-/lutar ic .

XVIII (R =H)

l N J Cl

COR COR

NHCH

COR
XVIII (R=CHJ

R- -NHCHCO^H 

(CHJCO.H

[mUTUTUI MUT£H«
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- con iroi eleganta n¡etoda do sintczá a acidulo.! 4—(metilamino )

Ye.1 Juntarle perneóte de la acid 4-metilamino-benzoic, care este 

trr.isrovr at ín acid 4[metil—(benziloxicarbonil)aEiinoj benzoic prin 

tratera cu. cloroformiet de benzil (prin reac^ia Schotten—Bauniann). • • •
/cesta este apoi transfornat ín clorará acidá prin reac^in sa cu-

1C1 i cuplet cu L—glutamat de dietil.Dupá hidroliza blíndá a este- 

rujui,grupa benrdloxicarbonil este índep&rtatá cu HBr in acid acetic. 

Pczult" 'rcrhidratul acidula! N[4-*(metilamino)benzoil}glutamlc/456/.

NHCH HC-N-Bzc HC-N-Bzc0 — 10 — 0 W"'^1

C02H CO¿H CONH(^HCO2CH5

XXXVII (CHICO C H
£ £ £ £ ^ 

i Bzc* -COOCHCH
26 5

i .. ; • ■

C variante a acestui proceden consta ín protejarea grupei amino 

din acidul 4-metilamino-benzoic cu ajutorul restului formil. Proce- 

deul cuprinde apoi acelea§i etape ca cele de mai sus, deprotejarea* 

cfectuíndu-se §i de aceastá datá prin hidrolizá acidá. Randamentele 

nrbelor iretode sint foarte ridicate /J01/.

Acidul 4-metilamino-benzoic este preparat fie prin trataren 

ecjdului 4-arino-benzoic cu formaldehidá ín prezen^á de zinc §i hi- 
droxid de sodiu:
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fie din acid 4-clor-benzoic cu. metilaminS /457/:

a 

y —* * xxxvu

COH !
i 2 !I ;! Ii i . t - - *

0 metodo recentá, superioará sub aspectul randamentului, tra- 

teazñ anestezina cu formaldehlda, ftalimidà t nichel Raney §i hi- 

drpgea in autoclave, la presione /4$8/; -------------;--------------------------------- ,-- -

NH

C
2 V CHO^HN. I
s . 2
I ---------------------------- :------ XXXVU

2f H2

OLCJL i
2 2 5 

i _ ___  _
Separarea aminei secundare de cea primara §i terciara (conte

nute ca impurità^! in cazul ariuritor procedee de metilare) se face 

de obicei prin nitrozare /459/*

Clorhidratul esterului glutamic se prepara din acid glutamic 

§i alcool etilic absolut, prix; barbotare de ECI uscat. Apa rezul- 

tatñ este indepártatá prin concentrare la sec §i reac^ia este con

tinuata prin adáugarea unei noi cantiteli de alcool anhidro prcas- 

p&t, refluxare ¡ji repetarea operatiilor describe mai sus /46C-464/

2 .Sinteza analogilor pteridinici ai acidului folie 

plecind de la derivati pirazinici.

Recent a fost descris.“ o sintez* neechivocà a derivetilor pte 

ridinici (6-metil- §i hidroyimetil-pteridine, l’ethotrexat, etc) 

pcrnind de la pirazine /2^6,405-470/.

Se pare insS c’i conditiile alcaline reletiv sevefe in timpul 

condensarli finale cu guanidina provoacfi in únele cazuri (de esem

plo la Aminopteriná) racemizarea /47I/. In schimb, acidul folj?c nu
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F© racen i zeaz-1 în aceste condi^ii.

NC

HN

0 

XXXIX

/ a NC
2 * XVIII IR-CH I—• 

i 3 h N

CH-N 

CH

COR

i)'poa.

Ü HN-C(NHJ.

rîndu.1 ei, pirazina corespunzfitoare se préparé astfel:

(CN) CHNH * C1CHC0CH-N0H —r XXXIX

' / j

^.Sinteza analogilor acidului•foljc utilizînd

acidul pteroic §i, analogii sai.

Reac^ia are loc prjn transfonrarea acidului în clorura de acil 

ccrespunzStoare /472/, fie utilizînd compugi în. care gruparea car- 

IcyilicS este activât?! prin transfcnr.area sa în anhidridà igixtâ

• nh2

•XK? co h 11 icfÿfHcnpcoa

2 2! HNCHCOCh’

CONHCHCOCH
• 5 9 5
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Cuplarea acestor intermediari se poate face direct cu. esterii de 

affino acàzi sau dopa fixarea acestora din arma pe un sapori solid. 

S-au preparai pe aceasta cale aiit analogi ai yethotrexatului cu di-» 

vergi amino acizi terminali in formà esterificata /JCC,472/, cìt §i 

poliglutama^i ai acidula! folio sau Methotrexatului (in accst caz, 

sinteza se face pe sapori solid /552,474,475/)•

4.3inieza analogilor àcidului folio prin reac^ii 

chimico efectuate asupra moleculei acestora.

4.1 .Reducerea.
I 1 — — — —----  — - ■

Acidul folic^gi nnalorii sai poi fi reduci la di- •;! tetrahi- 

dro-deriva^i /J77/* Reducerea este condusà fie catalitic (PtC^) 

/287,378/, fie utilizind ditionit de sodiu /47Ó-482/, fie zinc §i 
hidroxid de sodiu /479,48J/. Compugii^ rezulta^.i (in special tetra- 

hidro-derivatul) sint instabili, descompunindu-se la coniaciul cu 

aerul, singurul conpus identif icab’il fiind acidul N(4- amino-- en- 

zoil)£lutamic (in cazul àcidului folio).

Tetrahidro-deriva^ii pot fi apoi transfoma^i fie in 8-motil- 

analogi (de exenplu prin rretilarea directa a tetrahidro-TZethotrexa- 

tului /484/), fie suferS reac^ii diferí te cu formaldehida /287>4ó>/ 
ducind, in cazul acidula! folie, la o serie de coenzire inrortanie 

ale acestuiu.
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4.2 .Fo mil area.

Acidul folie ^i Aminopterina pot fi fomilate (la N^°) eu acid 

icmic 98^ singur sau în amestec eu anhidrida aceticà /287/477/486, 

487/.
Trecuie remarcat cS grupa formil din acidul 10—CUC—folie, dupâ

k?dro£cnare la acid 10-CH0-tetrahidrofolic suferà transpozi^ie în 
i

rediu alcalin, rezultînd acid 5-CHO-tetrahidrofolic (Citrovorum fac-

ter, CF, VI), o importants coenzimâ a acidului folie /488-492/.

CHO'=

OH

V!

R^ -NHCHCC^H

ICHlCOH

*4 »5 .Oxidarea.

.Aceast5 reac^ie, efectuatà asupra Methotrexatului, Aminopteri- 

:ei, acidului folie, etc, eu solu^ie de perman£,anat de potasiu la

diverse valord ale pH-ului duce la ob^.inerea acizilor pteridinil- 

-¿-carboxilici 2,4-disubstituai /^40,49J/.

NH2 NH2 oh
101 JQl lf\N::irCO2H

pH7 H2N^flS^N&

OH 1 

101

R - CH , CHOH^CHa, CH NHCH CONHCH(CHCHCOH)COH 

BUPT



- 43 -

In media neutra se obline acidal 2,4-diamino-, in media bazic- aci- 

dul 2-amino-4-hidroxi- iar in media acid- acidal 2,4-dihidroxi-pte- 

ridinil-6-carboxilic /493/«

In cazul pteridinelor sabstituite in pozi^ia 7 (in loc de 6) ss 

obline in aceleagi condili! ac|dul pteridinil-7-carboxilic, ce se 

deosebegte ugor in u.v. de primul. Din acest motiv, reac^ia este 

importante ca mijloc chimic de precisare a pozi^iei restului pepti- 

dic sau a onor alte catene laterale mai mici (metil, hidroximetil) 

in derivaci! pteridinici 2,4-disubstitui^i.

4.4. Reactia cu acidal azotos gi azotic.

.Acidal folio §i Aminòpterina tratate cu acid azotos sint N-ni- 

trozate in pozi^ia 10 /494/:

I

R- 0H,N^ :

Acegti produci pot fi retransformaci in comparii iniziali prin tra- 

tare cu fenol gi acid clorhidric.

Se citeazd de aserenea gi diazotarea ^ruparii 2-anino, in ve

de rea cuplàrii cu o imuno^lobulinà /3C4/.

Prin tratare cu acid azotic, acidul folio este transfomat in 

acid 3',5'-dinitro-folic /284/

4.5 .gsterificarea.

S-a comunicat esterificarla direct?* a acidului folio /495/ gi 

analofilor s?5i /295/ cu alcool! ali fatici inferiori (retilic, eti

li c), folosvid acid clorhidric ¿azos, uscat.

Esteri! pot fi kidroliza^i, far* afectarea structurii pteridi- 

nei prin tratare cu acid clorhidric 4 N.
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4,6. Halogenarea.

Halcgenarea directs, (sau. eu ICI) în soluble de formömidä sau. de 

ccid clorhidric a permis prepararea unor deriva-Çi mono- §i di-halo- 

Lcna-Çi (eu clor, brom sau iod) pe nucleul benzenic. Se pot prépara 

EFtfel 3'-halo- sau 3',5'-dihalo-derivaV /291,496,497>502/., In ca-

■

\ /'conhchco2h

; (CH2)2CO2H
I 
! I
1 'I

X,Y-a,BrJ,H 
i 
l ___ _ - - — ■■ '   ---------- ---------- ------ ■ ■

zul iod-deriva-Çilor, se pare ca rezultä exclusiv compusul mono-halo- 
¿enat /498,499/, deçi initial, unele date de literaturâ au men^ionat 

§i posibilitatea preparärii 3*,5'-diiojl-derivatului /497,5OO/.

Fluor-deriva-çii corespunzâtori au fost /ob^inu^i 'exclusiv prin 

jrocedee indirecte /496,3d/.

5.Biosinteza acidului folie.

De§i unele etape ale biosintezei acidului folie. §i■pteridinelor 

ireduse de câtre anumite œicroorganisme corespund în parte^unof pro- 

cedeo chimice descrise anterior, s-a préférât repetarea lor în vede- 

rea prezentirii unitare a acestei metode de mare impnrtan-Çâ.
3-a arätat cS guanina-^^C este încorporatâ într-un compus pte- 

ridinic de câtre Xenopus /503/j d® asemenea în Drosofila relanogas- 

ter tot c purinS este precursorul unui pigment pteridinic /5C4,5O5/* 

In fluturele Pieris brassicae L, guanina sau guanosina-5'-fosfat 

cînt precursor^ xantopterinei §i leucopterinei /$C6/. S-a arätat 

cioi ca acidul dihidrofolic rezultä din guanosinä-5 '-fosfat §i acid 

¿-arrino-benzoil-glutamic, în prezen^a ATP, clorurii de magneziu §i 

2-mercaptoetanolului, eu extracte acelulare de Lactobacillus plan

tarum /5C7/. Administrarea adeninei-2-14c la celulele unei specii
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de Corynebacter, duce la formarea de acid pteroil-triglutamic (tero- 
. A 14pterinà) radioactiv, in timp ce admimstrarea adeninei-8- C produ

ce de asemenea teropterinà, dar neradioactivà. Acest fapt a consti- 

tuit o primX indicarle cà in cursul metabolizàrii adeninei de càtre 
o

bacterii, unitatea C a fost ii^depàrtatà, restul moleculei fiind uti- 

lizat direct pentru sinteza por^iunii pteridinice a teropterinei. 

In mod asemanator, extracte acelulare de E.coli produc transforma

rea guanosinei in restul pteridinic al acidului folio /5C8/.

De o mure importanza in demonstrarea implicarli precursorilor 

purinici in biosinteza ciclului pteridinic a fost desc’operirea re- 

ac^iei de l&rgire a inelului imidazolic al sistemului purinic prin 

tratare 'cu glioxal /509,510/:

Din secvenZa de reac^ii de mai jos de sintesi a 2-ar.ino-^-hi- 

droxi-6-hidroxir?etil-dihidropteridinei resulta ca atomii Cu 5Ì 
ai nucleuxui pteridinic provin din §i C1 ai ribozei /5C5, 

511^53-5/, iar C5 al pun^ii din atomi Cp al zaharului /515/»

Jrrreazà apoi reac^ia 2-amino-4-hidroxi—ó—hidroximetil—dihidro- 

pteridinei cu acid 4—arino—cenzoic in prezen^a ATP, pentru a da 

acidul dihidropteroic, iar acesta, de aserenea in prezen;a A7?, cu 

vcid glutarFL produce acid dihidrofolic /51ó,51'//. Se arutn cn in 

-..eoli, accestii secvcnZ^ aste preferatfi, iar nu conversia uirectii
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la Rcid dihidrofolic. prin reac^ia cu acid 4—aminobenzoil—fiutatale.

Le altfel,trebuie remarcat c& nu s-au gnsit enzima care s& catali-

OH OH OH qH 0H
— a/ììSYWW2 _ n^>nh2co-ch-ch-ch-o-^\ 

H^h^NH^^

R R

OH OH

/ *

ze;o reac^ia de formare a acidului 4-aminobenzoil-glutamic din acid

¿-aminobenzoic §i acid glutamic /516/. .

Hidroximetil-dihidropteridiaa utilizata in aceastà ultima se

rie de reac-^ii nu este de sigur liberS ci sub forma de pirifosfat 

/CO,51S,519/.
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I. JJSTIFICAREA ABCRDARII DCMENIULDT

Din cele expuse in prima parte a acestei lucràri, resulta posi- 

■^ia pe care o are un cercetàtor angajat in domeniul cre&rii de medi

camente in generai gi de medicamente anticanceroase in special. 0 

sintesi ragionali, justificatà, a unor astfel de computi nu se poate ♦ 
face decit pe basa cunogtin^elor asupra mecanismelor de ac^iune §i 

a rela^iilor structurà chimicà-activitate biologici in domeniul vi- 

zat. Din pàcate, in casul principale]/©r medicamente antitumorale, 

necanisrrele de ac^iune nu sint prea bine in^elese. Rimine astici, 

pentru o sintesi cit mai ra+ionalà a lor, utilizarea rela^iilor 

structurà chimicà-activitate biologici. In clasa antimetaboli^ilcr 

acidului folio, pe de o parte, datori ti complexità^ii structurii 

nolcculelor respective iar pe de alti parte, interac^iunilor sec- 

ven^iale ale acestora cu siatemele biologice ce participi cu ponde

ri diferite (§i nu prea bine cunoscute) la efectul. final observat, 

acosto rela^ii au un cnracter pur calitativ. Recent cu aparul totu/ 

gi incerciri de corelare cu un aspect cantitativ mai pronun^at, cum 

ar fi de exemplu: a)corelarea densiti^ii de electron! (calculatn 

prin metoda orbitalilor moleculari) in por^iunea pteridinicà a mo- 

leculei acidului folio §i antagonigtilor sài, cu.intensitatea efec- 

tului de inhibare exercitat de acegtia asupra DH?R, sau b)corelarea 

intre coeficientul de partirle (log P) gi inhibi^ia unor sisteme 

enzimatico. Atit simplificàrile introduse in calcale, cit gi difi- 

culti^lle legate de extrapolarea rezultatolor ob+inutc in vntro asu- 

pra situa^iilor mult mai complicate existente in vivo, au condus in 

rajoritatea cazurilor la resultate neconcludente.
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i Veratura consultata analizatä in partea introductiva a lu-

cr“riÀ, atribule structurii jiteridinice din molécula antimétaboliZi“' 

1er cianici ai acidului folic (adicä sistemului 2,4—diamino—pteridi— 

nie) rolul principal in conferirea proprietä^ilor antiblastica ale 

icestcrn.

Dj.jì structura 2,4-diarjino»-pirimidinic^ este aproape sigur im— 
/ 

plier-1- ìn legarea de DHFR, semnifica+ia celorlalte elemente struc- \ 

tui-nle alo molecule! (ehiar §i a inelului pirazinic din sistemai

T ti; fi li nie) este uni pu^in bine precisata. PorZiunii peptidice a mo- 

leeulei i se atribuie un rol minor, ìn generai considerìndu-se cä 

poi ì il gjutemic terminal este implicai în transportai medicamentului 

ìri i ' e* ' mna celularä. In sfîrçit, trebuie reamintit faptal ca nu 

zislr r relatie simplä, directa, ìntre gradui inhibärii DHFR de ca

tee aceart- grupa de derivaci §i efectul lor antitumoral. *
In cadrai lucrarli de fa^ä ne-am concentrât asupra unor aspecte 

4ca jteptat de pu^in studiate In literatura/ de specialitate, ìncer- 

cìnd s~ elucidan-, importanza restala! peptidic in cadrai efectalui 

biologie generai al molecule!. Am cäutat astfei sä precizäm urmatoa- 

rele aspecte: z

- rolul centrului optic activ din acidul glutamic terminal;

- importanza poziZiei de ataçare a catene! laterale peptidice' 

pc nuclcul pteridinic;
' * 

- importanza naturii amino acidului terminal §i a grupärilor

«*.- ?i T-carboxilice ale acestuia pentru activitatea antitumoralä 

e nnalogilor de Kethotrexat;

- influenza dimensiunilor catenei laterale peptidice asupra 

propriet^zilor biologico. Admizìnd necesitatea prezenZei nucleului 

tenzenic §! a restului de acid glutamic (sau aspartic) terminal,di- 

r ensiunile catenei laterale s-au modifient prin intercalarea unniI 
amino acid suplimentar ìntre acosté douä elemente.

Comploxitatea obiectivelor propuse a impus sintetizares una! 

numär relativ mare de computi noi, aleçi în mod corespunzAtor, ceea
BUPT



- 49 -
ce a necesitat:

- punerea la punct a unor procedee de sinteza care sa conduca 

la compugi isomerie puri (derivaci 6- sau 7-substitui^i pe nucleul - 

pteridinic);

- aducerea randanentelor unor reac^ii in licite acceptabile;

- realizarea unor procedee de lucru reproductibile (in anele 

cazuri, chiar pe scara largii ) ;

- imbunàtà^irea individualizarea unor procedee de purifica

re a produgilor finali;

- caructerizarea corespunzittoare a tuturor corr.pujiloi’ sinte- 

tiza^i.
♦

In cele ce urmeazS se va presenta metodologia de sinteza adop- 

tatH in vederea ob^inerii computilor propali a fi preparaci, cu 

scopul de a elucida aspectele mai sua discutate. Dat fiind rolul 

centrai pe care 1-a avut sinteza i’ethotrexatului in elaborarea lu- 

cr?1rii de fa^S §i de fapt, pentru* intreaga clasS de antircetabditi 

ai acidului folio, el a fost tratat separat, degi organic oste le- 

gat de analogii dipeptidici ai acidului folio.
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II. SINT1SZS D3 ANALOGI PTERIDINICI AI ACIDULUI FOLIO

i. Sinteza acidului N{4-[metil-(2',4'-diainino-pteridinil-6-inetil) 

er iio] benzoil}L-gluta^ic (Methotrexat, KTX, 6-MTX, 6-L-T-7TX, anti-
folan, 6,MAB-L-Glu 2) ) .

X

In morentul abord^rii in cadrai laboratorului nostra a sintezei 

FTX, erau cunoscate doaà procede© de preparare a acestai medieament 

anore: /

1) r.etoda lai Seeger §i colab. /I/, ce consta in condensarea in- 

tr-o sinnar* fazS a tetraaminopirimidinei (1), acidalui N[4-(rretil- 

crino)-benzoil]glutamic (4) §i a 2,J-dibrompropionaldehidei (2);

2) cea a lai Berezovskii §i colab. /548/, care utilizeaza ace- 

leci sister, inlocuind 2,J-dibrompropionaldehida (2) cu l,l,J-tri- 

cloraceton£ (^).

In continuare va fi analizat fiecare procedeu in parte de sin~ 

tez^i a ^ethotrexatului, ìncercat §i de noi. ,

' I • .

Aceasfi denumire a Methotre>:atului o ìnlocuie§te pe cea eia— 

sica, discutabila din anuraite ponete de vedere, de acid n[4{[(2,4-di- 
iao-6-pteridinil)metil}N^°-metilamino] benzoil] L—glutamic.

2 ) La to^i analogii acidului folle sintetiza^i a fost adoptatà, 

din motivo de comoditate de exprimare, o notarle simplificata, in ca

re cifra indici pozi^ia (6 sau 7) de atagare a réstului peptidic pe 

nucleo} pteridinic, literele reprezentìnd inizialele amino aeizilor 

ecrponenti din peptidi.
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BrCH^CHBrCHO (2J 

sau

aCH COCHCL (3) 
4 4

1 .l.Svaluarea procedeului Se^er ¿e sintesi q ó-’ Tl.

Reprodacerea acestui procedevi, efectuat pria pi curax*oe concò- 
i 

ritenta a solu^iilor de 2,J-dibronpropionaldehidà (2) ri de icd- 

iodurà de porasiu la airestecul tanponet (pii J-4) de tetraar "inepi ri- 

ridin* (1_) acid AT[4-fcetilarino)-benzoil]£lutainic M), ne-c con- 

dus la un produs brut, avind un con^inut extrer de rie in acid 

N|4-[iretil-(2'z,4 '-diairino-pteridinil-6 '-rretil)-ar ino] benzoli] ¿lu- 

tavio (£, 6-L-TTx) (deterninat spectrofotometric). Acanti;, dupa pu

rificar! laboriose pria ochirrburi do pii, cor.Linato cu traa.;rf puI- 
tipJe pe coloane crorato^rafico a penris ob+inerea unui 6-'’TX i- 

dentic din toate ponetele de vedere (cromato£rafic, spectre a.v. 53 

i.r., detercinàri biologico) cu o probà autentica fumizatà de fir- 

ra Lederle. De§i prin procedeul See^er resulta 6-!'TX isomerie pur 

(dovedit ulterior prin degradare chinici: ~i R.h.j.), ru-darentul 

final ob^inut s-a dovedit inacceptabil de mie (2%),avind ir. vedere 

inten^ille noastre de preparare pe scar~ lar^a a acertui predus.

Aceasta a iirpus. cereetarea arenantit“ ~i a c.ltor prooodee de 

sintesi descrise in literaturà la acea dat*.
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1,2 .'àvaluarea procedeulai Berezovskii de sintez^. 

a ì.'.ethotrexatului.

?recedetti lui Berezovskii §i coleo. /348/, efectuat ìn condili! 

, sor i tearo celui descris mai sas (ca men^iunea cà 2,^-dibrompropi- 

ennj e’ iàc a fost ìnlocaita ca 1,1,3-tricloracetona (¿), solatia de 

icd—io àura ne cai fiind evident aecesarn), duce la rabidamente mari z / 
àc produe, cu un con^inut ridicat de compus asemànàtor FTX. In arma 

li r4z’ie-r5 < acestuia, produsul final résultat, de§i identic^cu o pró-

• de rotbotroznt (Lederle)(din punct de vedere cromatogra

fie, cromatografie pe hìrtio Whatman nr.l, descendent, elaent-tampon 

f ( sfat disodio 0,1 F, pH 7jC), prezintà un còeficient de extincti© 

re 1er (în EC1 0,1 N, la JOó nm) mai mare ca al acestuia, precum §i o 

retivi tote biologici considerabil mai -scàzutà (cca.6C% din cea a Me- 

thotrer.r.tului). Excluzìnd posibilitatea unei ¿uritn^i necorespunzà- 

tce.rc, : r- cris ipoteza cft produsul rezaltat dupà procedetti Berezov- 

sl ii este de fapt un amestec de 6-?ITX §i acid N(4-[metil-(2 z,4'-di- 

rrino-pteridinil-7 '-metil)-amino]benzoli} glutamic (7-L-îdTX,7,MAB-L- 

-Glu, ó ), ultimul fiind caracterizat printr-un còeficient de extinc- 
/ 

tie molar superior b'TX §i o activitate biologici semnificativ mai ’ 

rodasi decìt a acestuia. Trebuie menzionai cà 7^-TX"nu èra descris 

ìn literature de specialitate /£20,521/.

NH2

1 + 3 + 4 ------ - S +
yCONHCHCCLH

6 
_ __  i........ —------------------------ ---------------------.

Oxidarea §i hidroliza produsului de reactie cu KMnO^ In media 

bazic a confirmât acest punct de vedere /522/. Se obline astfel an 

amestec de acizi 2-amino-4-hidroxi-pteridinil-6- (£) §i -7-carboxi-
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Ilei (8) u§or de separat cromatografie §i de identificat spectrofo- 

tometric, fiind cunoscu^.i in literatura de specialitate /J4C/.

Rezultà deci cà acest procedei! conduce cu randarrénte satisfa- 

citoare la un amestec de 6-?fTX (¿) §i 7-*’TX (0, ce nu a putut fi 

separat prin niciunul din proqedeele ìncercate.Evident^produsul ob- 

•^inut este necoredpunzStor in vederea utilizarli sale ca medicarent.

l.J.Sinteza ó-L^TX via 2,4-diamino-6-clorometil-pteridina.

Avind in vedere observa'tiile resultate -in urrà analizei cnilor 

de sintesi Séeger /l/ §i Berezpvskii /}48/, se punea problema nu nu- 

nai a atingerii unor randamente ac'ceptabile ci $i. a unui produs izo- 

meric pur, airbele procedee evaluate dovedindu-se necorespunsatoare 

sub unul sau altul din aceste aspecte.

Posibilitatea ob^inerii ooncomitente a izomerilor 6- sau 7”su^“ 

stitui^i ìn cazul incbiderii inelului pteridinic pornind de la piri- 

rcidlne (metoda Isaj) era cunoscut?si discutati in literatura de spe

ciali tate . Totu^i, s-n errtat $ntr-o serie do cazuri, ci in 

enurite condirli de lucru se poate forma exclusiv un singur izorer. 

Bazindu-ne £e aceste date, s-a incercat in etapa urmiteare obtine- 

rea C- §i 7-J'TX isomerie puri, folosind c?i de sintesi diferite.

¡’entra sinteza àcidului n{4~{ (2',4 *-diarino-pter5 dinil-C'-me- 

til) a’rinoyoenzoiljglutamic (¿, Vethotrexat, ó-L-!'TX, ó,L'AB-L-Glu) 

a fost elaborat un procedeu nou, originai /52J-526/, utilisind ca 
intermediar cheie 2,4-diamino—6-clorGnjetil-pteridina (£). Acest din 

arri compus oste condensat cu acid J (4(r til a»’ ino)-bonzo'! 13 utrn:i c 

(£) /^27/ in medio apon, turpennt, de pH 4. Resulta un produs brut 

cu continui ridicat de Ó-ITX ci ré, dup* purif5citi corespunzatoure
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(yrii; schirbíri de pH treceri pe colonne cromatografice de celu- 

Icz” celulo"^—cftrbune)t conduce la un produs final de puritate

ricici-.t" (?5%, déterminât spectrofotometrie). Ulterior, procedeul a 

fert ‘n cúnate^it prin efectuarea condensarli la un pH mai ridicat 

(cea.7,5), cînd produsul brut fumizeazâ, dupS o singurá trecere pe 

celiane de celulozñ, produsul final cu peritate de peste 95%, ran

de’ intuí crescínd astfel la 19% /52ó/.

NH2

s

«
i •

------------------ ------------------- i • ’

Sinteza 2,4-diamino-c-clorometil-pteridinei (¿) a fost efectu- 

etf prin clorurares (cu SCCI2 , ín prezen^a piridinei) in media 

inert (CZClj) a 2,4-diamino-6-hidroximetil-pteridinei (10) isomerie 

pure 7523,524,528/.

10

2,4-Liamino-6-hidroximetil-pteridina (IGj, lipsitS de izomerul 

7, a fost obtinutS printr—o imbunátá^ire a procedeului lui Bsugh §i 

Shev? /419/ §i anume prin reac^ia dintre 2,4’,5,6-tetraaminopirip idiná 

(1) $i 1,3-dihidróxiacetoná (sub forma combina^iei sale bisulfitice) 

ín rediu apes de acetat de sodiu, in prezen^a cisteinei §i folosind 

ce agen^i oxidan^i bioxidul de seleniu §i aerul (oxidares este ne- 

cesara, deoarece prin condensares resctsn^ilor se formeazS in prima 

etapa 7>8-dihidro-derivatul) /52J,524/. Produsul de reselle este
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irrpurificat eu 2,4-diamino-6-metil-pteridinà, provenit probabil din 

eliminarea intrairoleculara a apei .

1 + OClCHnHL—10

In aceste condi^ii se fonreazS exclusiv izorcerul 6, cum s-a vérifi

ent prin degradare oxidativa.

’’ai tîrziu, procedeul a fost îmbunatâ^it, timpul de reaeyie 

fiind scûrtat la 1]5 h (fatâ’de 24 h, în procedeul anterior)(sfîrgi- 

tu] reac^iei determinîndu-se spectrofotometric, în u.v.), cantita- t
tea de ¿-metil-pteridinà din.produsul final fiind çonsiderabil re- 

dusS /528/.

Pe baza aceluiagi procedeu, folo/sind acizii N[4-(netilamino)- 

benzoil]-D- gi -DL-£Îutamic,~s-au'sintetizat 6-D-î’TX (6,FAB-D-Glu) 

gi respectiv, 6,DL-LCTX (6,!'rAB-DL-Glù) /52J/. Batele analitice ale 

noilor compugi sintetiza^i sînt prezentate în Tabelul 1.

2.4 ;Purificarea VTX.

Purificarea produsului brut de reac-çie con^inind 6-f/TX mérita o 

aten^ie spéciale*, date fiind complexitatea opera^iilor respective. 

Alo^erea,c»lii. de purificare depinde în cel t-iai înalt ¿;rad du conti

nu tul în 6-*'TX a produsului brut §i de natura impuri t£;ilor însoxi- 

toare. Acegti factori sînt la rîndul lor, func^ie de procedeul de 

sintezâ adoptât.

Astfel, în cazul în care condensarea 2,4-diamiao-é-clorometil- 

pteridinei eu peptida respective (L, D sau DL) s-a efectuat la pH 4, 

purificarea produsului brut rézultat din reac^ie se face prin ur- 

m&toarele opera^ii succesive:

a) schimbAri de pii (dizolvare în ap» la pH 10-12, filtrare, 

neutrelizare la pli 7»^» refiltrare, acidulare la pH 3,5-4, filtrarea
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b) trecerea produsului partial purificai pe o coloanà cromato- 

grafici de celulozà (raportul dintrè produs §i umpluturà 1 : 50), 

eluînd eu tampon fosfat disod|c 0,1 M pH 7S • Prac-^iile culese la 

colectorul de frac^iuni sînt alese pe baza unor criteri! spectrofo- 

tornitrice sau dupa cromato£rafierea pe hîrtie V/hatr-an nr.l, descen

dent, eluînd eu acela§i tampon. Dupà unificarea frac-|iilor de aceea- 

§1 puritate §i acidulate la pH 3/5-4, se filtreazi precipitatul de 

6-J'TX a cârui puritate a cresçut la cca.90%.

In cadrul aceleiaçi etape de purificare s-au mai încercat de 

asemenea §i alte umpluturi pentru coloanele cromatografico,§i anume:

- D3AE-celulozà, eluînd eu tampon fosfat disodic 0,05 M pH 8,0; t
- celiti 5J5, eluînd cu faza organici a amestecului n-BuOH.- 

re0H-(NE4)2C0^ aq; 0,5% 6:1:4;

- Dowex 1X8 (în aeest caz, impurità^ile se spala eu tampon ace- 

tat de sodiu 1 M pH 6,0 de pe coloanà, dupa care produsul se eluea- 

z3 ou AcCH 1 M). • '
;

c) cromatografierea produsului de puritate 90% P® ° coloanà 

avînd trei straturi succesive (celulozà, celulozà arestecatà ou 

càrbune activ §i celulozà), eluînd de aceastà dati eu apà-§i colec- 

tînd o singuri franale. Puritatea produsului atinge dupà aceasta 

opera*ie 9>%.

In cazul în care reac^ia de ob-çinere a-6-?'TX s-a efectuat la 
) 

pH 7,5 , produsul de reac^ie résultat are o puritate suficient de 

înaltë pentru ca, dupà numai o singurô trecere pe coloanà de celulo- 

z3 în conditine descrise mai sus (eluînd de asemenea eu tampon 

fosfat disodic 0,1 I*. pfî 7 >0), puri tate a produsului final s? depà- 

çeascô 95%.

1.5«Sinteza interrediarilor.

2,4,5,6- Tetraaminopiri~!dina (1) a fost preparata conform da- 

telor de literature /546,427,524/, unele faze fiind îrhun*t’imite 

fie prin ridicarea randamentului, fie prin asigurarea reproductibi-
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1 itigli, fie, la sfirgit, printr-o manipulare mai convenabilA, 

S—au utilizat astiai douA cAi de sintezA a acestui compu8,am— 

ì ele folosind ca materie prima malonodinitrilul /441/t preparat la 

riiidul sñu prin deshidrataren cianacetamidei (12) /441/ cu POClj 

(cianac stami da se obline prin tratares cianacetatului de et il cu 

omoniac /4J9/)» Centrar celor afirmate de literatura, am constatat 

cS reducerea cantiteli de cloruri de sodiu,ad£ugatà cu scopul re- ( 

^inerii acidului fosforic fprmat, are drept coasecin^áo manipula*?

re mai ccnvenabilA a amestecului de reac^ie.

CHC^CO^C^ — CNCH2C0NH2 ICN)W 
2 2

11 12

?e la malonodinitril, dona cAi de sintezA au 'fost exploatate, §i 

saune :

- transformarea acestuia in izonitrozofealonodiiiitril (13) > 

pria tratare cu acid azotos, urmat de trecerea intr—o sare de ami— 

dinn (14) la adaugarea carbònatului de guanidinA, Ciclizarea ter—
/

dici, in prezen^a cerbonatului de potasiu a intermediaralui (14), ‘

HNO- ,
12-------- ‘•¡CNiONOH-------------- ^-ICNÌ C=NO HÑ^CÍNH !

13 14

NH

f^r constatat cà randa»rentul in

15

compusul (14)~~hu variaza in func^ie
de natura anionului din sarea de guanidinA utilizata (01“, NCj,CC?”). 

Prooedeul prezentat mai sus reprezinta o ameliorare a unuia
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originai, oare prevedea separarea izonitrozomalonodinitrilului ca 

sare de argint, urmat de transformares sa in sare, de potasio., inain- 

tea tratSrii cu carbonai de gjuanidinà, etape care, a§a cum am cons-’ 

tatat, nu gi-au dovedit utilitatea /4J7j458/.

- ciclizarea la 2,4,6-triaminopirircidina (16) prin trutarea cu 

^oanidinà in prezen^a StCNa, urmat de nitrozarea acestuia la 2,4,6- 

triamino-5-nitrozopirimidina /4}2/.
r-------------------------- -------------------------- -------------------------------------------------------------------------------------------  

NH
HN‘C(NHJ HNO.

n ,s

Reducerea 2,4,6-triamino-5-nitrozopiririidinei (15) la diclor- 

lidrat de 2,.4,5,6-tetraazninopirimidina (1) s-a fScut de asemenea 

ìonform unor procedee conoscute, utilizind in acest scop fie ditio- 

litul de sodiu /427-429/, fie' hidrogenaren catalitica (catalizator 

legrul de paladiu, la presione gi temperatura norrfala)/4j4/. Redu

jeres blindi, a compusoloi (lp) » urmat de rocristalizarea bisulfitu- 

Lui de tetraaminopirimidinà astfel ob^inut din ECl duce, co randa- 

r.ente ridiente gi reproductibile, la diclorhidrat de tetraaminopi- 

rir idioti. Acest intermediar prezintà avantajol onci mai bone solu- 

Jilit^i in apà, fa^-I de sulfatul de tetraamiàopirir.idina (rcn^io- 

int de obicel in literatura /p24/). Se elimini, astfel gi operarla 

le transformare (cu EaC^) a sulfatóla! in clorhidrat, ce precede 

reac^la de sintez* a 2,4-dianino-6-hidroximetil-pteridinei.
I Í

NH2

■
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Acldul KH-tmetílaiMniQ-benzoilldutamic (aspartic). s-a sinto- 

tizat £n ilnii generala dupA schema descrisd ín literatura /Á56/:

H C-N-Bzc H^C-N-Bzc

oH~

2)HNCHC0.CH
ay/ (ch^co^ conhchco2c2h5 

kh^co^

17 1&In=1 ¡,19!ns2 i

(CHJCO.H 
2n 2

20(n=1 ),21ln=2)

CONHCHCO H 

(CHJCO.H 
¿n z

22 (n=1) ,C( n=2)

Bzc = - CO^H^H- 

• 
Clorara aciáului 4-[ metil(benziloxicarbonil) amino] benzo.ic este ca

pí at~ cu cster glutamic sau aspartic, dapá care esterii dipeptide- 

2cr rerrucVive (18,19) sint hidroliza^i (NaCH 1 N) la acizii N-bon- 
ziloxicarbonilici corespunzatori (2C,21). Deprotejarea’acesto'a se 

ice te realiza fie prin bromolizá’/4pó/ (cínd rezultá bromhidra^ii 

cuh forma unor solide foarte higroscopice), fie prin hidrogenolizá 

(catalizator- paladiu pe cñrbune 10%), reac^in efectuíndu-se la 

temperatura §i presiunea nórmala. Acest din urm?» proceden a fost 

ailicat pentru prima data ín laboratorul nostru la aceasta clasft de 

ccrpu^i /524,527/. Rezultá astfel cu raudamente rldicato, compu§ii 

(£,22) de ínalt'l puritate, sub forma unor solide ugor de manipulat. 

Dátelo analitice ale noilor dipeptide stnt date ín Tabel.2-5.
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Acidul 4-[motil(benziloxicarbonil)aminojbcnzoie (17) a fost 

préparât printr-un proceden non, ce consta în efectuarea reac^iei 

dintre acidul 4-(metilamino)bcnzoic (23 ) §i cloroformiat de benzil 

în media de acid acetic-acetat de sodiu. Reac^ia în aceste condi^ii 

are avantajul reproductibilitä^ii /524,527/j comparâtiv eu vjechiul 

proceden Schotten-Baumann descris în literatura /4$6/.

Acest din urma corpus (17) a fost de asemenea ob-^inut cu ran- 

darente rari, la scarS de labojpator §i prin metilarea N-benziloxi-
I

carbonil-anestezinei (25) cu iodura san sulfat de metil, in prezen- 

^a hidrurii de sodiu, in tetrahidrofuran san eter. Hidrcliza fina

li a esternlui (26) conduce la produsul dorit.

NHBzc H^C-N-Bzc

(|| •______ _ ^aH oh'
v v

co^ .

2i ?5 26

Acidul 4-(metilamino)benzoic (23) a fost preparai pe dona cui, 

aname:

- prin rr.etilarea acidula! 4-aminobenzoic (27) cu forraldehid" 

in i.ediu i>uternic reduc&tor (zinc §i hidroyid de sodiu)/34C/, dar 

rettoria s-a dovedit nercproductibil‘1 pa scurii lar^a;

- printr-an procodeu ce consta in retilerer. anestezinei (P^) 

cu di'retilsalfat in solatie apoasd de carbonai de sodiu. Hidrolizo. 

anestecalui de reac^ie se cfoctueaza irradiai, f?ir& vreo purificare
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intir of/jr", rezultînd un amestec ce concine in proporci! digerite

CO^H 

27

tc+i prcln^ü de metilare posibili, ca §1 materia primS, §i anume 

ic^ii 4-uminobenzoic,(27), 4-(metilamino)benzoic (23) §i 4-(dime- 

tilc-ino)benzoic. Pria trataréa acestui amestee cu acid azotos,pre

ci i it*. din mediu acidul 4-N-nitrozo-metilamino-benzoic (28), care 

nstfel oste separat de ceilal^i produci. IndepSrtarea grupei IMai- 
/

tro30 co face apoi u§or prin reducere cu zinc /§i hidroxid de sodiu, e
rendaren tul global al ’aoestei suite de reac^ii fiind de 40-45%» 

Acest proceden, ce asigurS acid 4-(metilaminp)benzoic lipsit de acid 

4-aminobenzoic, condirle foarte importants pentru a evita contaminar 

rea cu AmiaopterinS a produsului final, a fost pus la punct in la

to rato rul nostra /524/.

0N-N-CH3

—23

23
______ __________________________________ ___________________ j

Ssterii glutamic (L, D §i DL). §i aspartic (PL) au fost ob^i- 

nu^i sub forma de clorhidra^i prin douà procedes, §i anume:

- prin tratarea clorhidra^ilor amino aoizilor respectivi cu 

alcool etilic anhidra, saturat cu HC1 gazos, uscat, ùrmat de Ìnde- 

jñrtareá apei prin distilare la sec, dupâ care procesul se reia de 

cìtevu ori. Final, esteri! (sub formà.de clorbidra^i) precipita

C02H C02H
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Ji triturare cu oter sau la addugarea eterului la solu^ia acestora 

in cloroforr. Procedeul aplicat (conform datelor de literaturä)pre— 

2intu unele dezavantaje majore §i anume: nereproductibilitate, ran- 

dfrente variabile, greutatea saturärii alcoolului cu acid clorhi- 

dric gäzos, in" special in xjazul preparärii- uner* cantitä'ti mari de 

esteri /46C-464/.

- esterificarea in sistem semicontinuu, cu indepärtarea azeo- *• ** * •• * «• «V ••
tropä a apei de reac^ie. Reac^ia se efectueazä in blazul unei co- 

]cane de rectificare, folosind drept catalizator acidul p-toluen- 

culfonic, npa de reac^ie fiind indopHrtatd continuu pe la capul co- 

loanei ca azeotrop ternär apä-alcool-benzcn. Acest procedeu origi- 

nel, pus la punct in laboratorul nostru, inläturä toate dezavanta- 

¿cle aratate jinterior /529,5JOZ. j

Trebuie irentionat cä procedeul descris mai sus pentru sinteza 

’’ethotrexatului (denurairc rowineascä- Antifolan) este aplicat la 

scar’i pilot in Institutul Oncologic Bucurejti.

2. Sinteza acidului N{4-[metil-(2 zJ4z-diar~iino~pteridinil-7 

: jtil)arino]benzoil)glutamic (7-L-T'TXj 7/~AB-L-Glu, 6) -

Pentru a verifica ipoteza ob^inerii unni arestec de izomeri 

(ó- 5Ì pria utilizarea■ 1,l^-trleloraeetonei in cadrai prò-

cedeului Berezovskii /J48/, precun: §1 in vederea studiilor privind 

reiaddile structur?t chircicS-activitate biologici in aceastS clasa, 

F-eu intrcprins incercnri de sintezd a 7-b'TX, lipsit àe izomerul 6.

Internediarul bheia in aceastd sintezà este 2,4-diamino-7-c.lo- 

roretil-pteridina (2^), care condensata cu acid N [4—(metilacino)ben- 
zcil)giutaKic (4) in condi^iile descrise pentru 6-WTX conduce la 

irodasul dorit (ó) /520,521/.

BUPT



- 69 -

OS

GJ FA O <J"KO KO LA KO
o o o o o

GJ LA OS <r ITS
GJ CO r"i rH* « •• • •»
KO <t fA GJ FA
GJ GJ GJ GJ GJ

A
na

lo
g!

 di
pe

pt
id

ic
i 7-

su
bs

tit
ui

ti

O 
a 
cd

U) 
I 

A

O 
s 
cd
-p 
3 

*S>

A
O

BUPT



- 70

NH.

29

îj^-Diamino^-cltfrorctetil-pteridina (29)(necunoscuta în litera- 

tur^) a fcst ob^inutS pria condensarea 2,4,5/6-tetrâaminopirimidi— 

noi (1) cu 1,1,3-tricloracetona (¿). In aceastà reac^ie, conditine 

¿e pH sînt critice. Astfel, la pH 5/5-6/O se formeazà exclusiv izo- 

rerul 7, în timp ce la pH <5/0 rezultà un amestec de 2,4-diamino- 

-6- (£) -7-clorQTnetil-pteridinà (29)j fapt dovedit prin oxidarea 

¿i hidroliza produsului de reac^ie.

nh2

'OQ * a2mœaia

pH 5,5-6,0

NH

CH Cl

29

.29 +

7—(6) préparât §i caracterizat pentru 

ratorul nostru (vezi Tabelul 7) ne-a confirmât 

ira proeedeului Berezovskii /520r-522/.

(Jlterior, structura '6-J’TX §i 7-VTX a fost 

Fjectroscopie R.K.N.

prima oarS în labo-

ipotezele emise asu-

confirmatS. §i prin

Jtilizînd în reac^ia de condensare eu 2,4-diamino—7—cloi-ome- 

tj]-ptoridina acizii N[4-(metilamino)benzoilJ-D- §i -DL-glutamic §i 

-M.-asrn.rtic, s-au préparât 7-D- §i 7-D-L-MTX, precum §i acidul
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N|4-(retil-(2',4 '-dian:ino-pteridinil-7 *-metil)aminnJ benzoil] -DL-as- 

partic (y^AB-DL-Asp, J2) . Purificarea acestor corrpu§i s-a facut 

a&em&rltor cu cea a 6-?fTX /524/.
I 

Dátele analitice ale noilor compu§i sintetiza^! sint prezenta-

te ín Tabelul 7•

i
3 .Sinteza analogilor flipeptidici ai acidului folie.

Au fost sintetiza^! /pjl/ urmatorii compusi cu fórrala rene- 

ml*:

Ó/-AB-Cly(¿¿) 

C,KAB-DL-Ala(¿4)

6/’AB-3ar(26)

¿P*AE-DL-Abuf¿2) 

¿/'AB-V-AbuC^e) 

6/'A2-DL-Val(¿¿) 

í.rAB-L-LcuC^) 

Ó/'AB-L-Phe(^l)

NHCII^CG^Í 

Nr’CHCCIipCO^

) CC gii.

KH(C2L))7CCOTI

NIICH[CH(CHp gJCC^ 

NHCH [CH2CH ( CHj) 2J CC 

NHCH ( CH2C6H5 ) CC 2Ü

¿licjna

DL-alanina

-alaninu

sarco slnr.

D L-ar. in o -b ut i r i c

-ot:ino-butiric

DL-va.lina

L-leucina

L-fenilnlanina

precur. §i 7 (42)_ :
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Procedeul general de lucru este cel descris la sinteza Metho— 

1rexatului §1 consta In condensarea 2,4—diamino—6— (sau 7“)“cl°ro“ 

rctil-pteridinei cu peptidele corespunzatoare in media apos, la 

p.p 7,5, men^inut prin adàugare intermitentà de bicarbonat de sodiu 

solid. ... .  •- -

Purificares produ§ilor rezuita^i din àceasta reac^ie se reali- 

zopl'5 in generai prin cromatografiere pe coloaná de celulosa, in 

ccndi^iile descrise anterior. Excep^ie fac compu§ii 6,MAB-p-Ala 

Q5) x- 6/'AB-f«Abu (38)»la care purificares se realizeazá prin 

transformares lor in s&ruri de magneziu (cu oxid de magneziu), re- 

cristalizares acestora din spà §i retransformsres lor in acizii li

cer i. De altfel, de slsba solubilitate s sárurilor de sodiu e aces- 

tor dei computi (35»38) trebuie sèi se ^ino scarna chisr la sinteti— • » 
zares lor, preferindu-se men^,inerea pH-ului la 7,5 cu bicarbonat de 

tnoniu qì verificind prezen^a produsului final nu numai in solatia 

murft a amestecului de reac^ie, ci §i in precipitatul rfimas dupa fil- 

¿trere, constìnd in cea mai mare parte din hidroximetil-pteridina.

Datele analitico ale noilor computi sintetiza^I sìnt prezenta- 

tc in Tabolele 1 §i 7.

Dipeptidele corespunzatoare se prepari /5J1/ de asemenea dupà 

iroceJeal descris anterior, de exemplu in cazul glicine!:
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Purificarea esterilor de dipeptide se realizeazà din acetat da 

etil-eter de petrol iar cea a peptidelcr N-benziloxicarbonilate 
/ • 

prin entracti a solupiei lor in acetar de etil cu. blcarbonat de so- 

diu aq.» saturat. Din aceasta se precipita apoi prin acidulare, 

dipeptidele N-benziloxicarbonilate.

Deoarece irul^i esteri de dipeptide N-benziloxicarbonilate re

sults. ca uleiuri, pentru. caracterizarea lor corespunzatoare au 

fost transfórmate in derivaci hidrazidici prin tratare cu hidrat 

do hidrazinñ.

Datele analitico ale tuturor dipeptidelor sintetízate sint 

prozentate in Tabclele 2-5.

Ssterii etilici ai arino acizilor /53C,531/ (sub forma de 

clorhidraZi) au fost preparaci folosind rretoda descrissi in cazul 

esterilor jlutaric aspartic, ce permite cb^iaerea constante, de 

ran decente superioare (85—Sfir^itul reac^iei se determiné, 

prin cromatografie rea unei probe din blaz, corparativ cu ’.ratería 

prirH (TLC ’Cieselrol, n-BuCH-AcOn-AcCDt-E^C 1:1:1:1, dcvelcparea 

cu solatie alcoclicu de ninhidrin?. Pentru probele ana] itice,

esteri i pot fi recristal?zati din sistor-ele menzionato in Tubolui 6 

(in care se prezlntì» ¿i datole analitico resjective) .
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4.Sinteza analogilor tripeptidici ai acidula! folic, 

Au fost preparaci /5J2/ armatori! compugl ca formula gene

rell;

,xb CHrN 
i 
R

CO~X‘NHCHCO2H

. (CHLCOJi

Conpusul R n X Amino acidul 
intercalât

¿,AB-Gly-L-Glu(4¿) H 2 NHCH2C0 glicina

C,AB-Gly-DL-Asp(44) H 1 RHCH^CO glicine'-1 fr*
Q'AB-Glj’-L-Gla(4¿) CHj 2 nhch2co • glicina

c/AB-Gly-DL-Aep(4Ó) . CHj 1 nhch2co glicina

C /'AB-DL-Ala-L-Glu( 4£) CH^ 2 NHCH(CHpCC DL—alanina-

6,rAB-Sar-L-Glu(48) CHj 2' N(CHpCH2CC sarcosína
C ¿'W -L-Leu-L-Glu( 4£) CHj 2 NHCIl{ CH2CH( CH^ ) JOO L-leucina
C ,rAB-L-Phe-L-Gla( 50 ) cn^ 2 nech(ch2c ¿H^CO L-fenil-ala- 

nina 
L-fenil-ala- 

nina
C ; -AB-L-Phe-DL-Asp(51) CHj 1 NHCH(CH2C6H5)CO

S—a adoptat §i alci procedeul general de sintezd descría la 

prepararon 6-t'TX §i anune condensarea dintre 2,4-diair.ino-6-clorome- 

til-pteridind gi tripeptidele respective,_in rrediu apos la pH 7,5 ,
»

9 ♦ HN-a \CO-X-NHCHCO H — .

- R
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valoarea acestuia filad men^inutä constants prin adäa^are do bicar- 

bonat do sodiu solid.

Purificares acestor compugi oste dependents de natura radica-' 

lului R. Astfei, cínd R = CEj , se aplicä procedeul desoris ante

rior cLe cromatojrrafiefe pe cbloänä de celulozä, eluínd cu tampon 

fosfat disodic pE 7>C . Ale¿;erea frac^iilor ce con^in produsul dorit 

se fape pe baza, datelor cromatorrafice ( cromato¿rafiere pe hírtie 

Whatman Nr.l, descendent, eluínd cu acelagi tampon).

In schimb, cínd R = H , deoarece valoarea R^ a analogilor VTX 

scade mu^, suprapuníndu-se peste zona pteridinelor ce-i impurifica, 

prima cromatografiere pe coloanä de celulozä este urmatä de o a 
r 

doua trecere pe coloanä de Sephadex G-1C (eluent- apa), prelucra- 

rea frac^iilor fäcindu-se in mod obignuit. Purificarea pe coloanä /
de Sephadex-G-1C este,justificaba de; existente unor diferente apre

ciábale de greutate molecular^ íntre 6-hidroximetil-pteridinä 

(principals imparitate a produsului final, M = 184) gi analo^ii 

tripeptidici (M = 5CC^7CC).

Prepararea peptidelor /5J2/ se face pu^in deosebit de proce

deul descris anterior, in sensul cä se utilizeazä diciclohexil- 

carbodiimida (DCC) drept a¿ent do condensare. Reac^ia se efectuea- 

zä in acétat de et'il, acétat de etil- dimetilformamidä sau tetra- 

hidrofuran (?J1F). Procedeul reclamä utilizares esterului ¿lutamic 

(aspartic) sub formä de bazä libera, acegtia ob^iníndy-se prin tra

taren suspensiei clorhidratilor respectivi in acétat de etil cu 
( 
I

HC-N-Bzt IÍNCHCCLC/L HC-N-Bzc 
r<i 

DCC

C0NHCH2C02H C0NHCH2C0NHCHC0C2^

(CH) COCH 
2n 2 2 5
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trietilaminâ evaporarea solventului. Dupa filtrarea dieicio- 

hexilureei (DCU), solatia de peptidà în acetat de etil (în cazul în 

care reae-çia s-»a efectuat în* THF, solventul se evapora la sec, sub 

vid, iar peptida se reia cu ^cetat de etil) se spala eu HCl 1 N 

(eventual se filtreazà DCÜ formata din excesul de DCC), apà,.solu- 

■^ie apoasa, „saturaià de flaHCOj $i din nou eu apa. Concentrarea so- 

lu*iei §i adàugarea eterului de petrol duce la separarea peptidei. 

Repetarea purificàriij sau în unele cazuri trecerea pe coloana 

cromntograficd de oxid de alqminiu bazic (eluent- alcoolul rr.etilic 

absolut)" conduce Ib ijfodiígi "do Caritate analiticíí. In cuzul 

til(benziloxicarbonil )aminojbenzoil) glicil-L-glutazr.atului de dietil t
reac^ia de sintezá- este prezentatá mai sus (pag.75)•

Hidroliza solu^iei metanolice de ester se conduce ín rod obi§- 

nuit (íntíi"la D°,’apói la temperatura camerei) cu NaOH 1 N, deter- 

rinínd cromatorrafic sfír^itul reac^iei (TLC, ’Cieselgel, eluent: 

n-LuOH-AcCR-I^Q 4:1:1 ). Dupa diluare cu apa ¿i acidulare (pH 2), 

predusul final care depune se purifica prin dizolvarc ín acetat de

etil, extraedle cu NaHCCj aq,. saturat separarea stratului apos ,

agitrrea acestuia cu carbone timp de 12 h, filtrare §i precipitare 

cu acid clorhidric.

In sfîrçit, hidrogenoliza tripeptidelor N-benziloxicarbonilate 

ín solatie de metanol, la temperatura 3 i presione normal?!, cu oata- 

lizator paladin pe c^rbune 10% conduce la tripeptidclj finale, care 

se separi sub forma unor solide albe, lanelare, dupft filtrarea ca- 

talizatorului §i ìndep&rtarea solventului prin distilare ín vid. 

?fìrritul reac^iei se determiné cu ajutorul sciupici de hidroxid de 

barin (ce indiefi absenta CCg ìn hidrogenul din vasul de reee^ie)

Datele analitico ale noilor computi preparaci (tripeptide §i 

analogi tripeptidici de l’TX) sînt prezentate ìn Tabelele 8-11.
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III. DET3RHTNARI STRUCTURAL ALE NOILCR COI’PUSI.

1 .Reactii de degradare.

S-a iren^ionat in capitolele precedente cá la inchiderea ciclu- 

lui pteridinic pornind de la o 4,5-diaininopirittidina. exists posibi- 

litatea apari^ieitde izonieri de pozi^.ie, adica a corrpu§ilor 6 ¡ji/sau 

7-substitui^i. Literatura furaízeaz* nurreroase exenple in acest 

°ens. Tn cazul !’TX, aceastS posibilítate a fost pentru priira oara 
i

pus* in evident de catre noi la evaluare?, procedeului Berezovskii 

de preparare a *'TX /J48/. Ulterior, an* precizat ca pE-ul la care • 

se efectueazñ reac^ia intre 2,4,5,6-tetraan;inipirimidin£ 1,1,3- 

tricloracetona este critic, din punct de vedere al prodanilor de 

reac+ie rezulta^i, aratind ca nu este posibil ca pe aceasta cale sa. 

se fonreze izomerul 6-substituit pur /533/«

0 priira verificare experin entalA a acestor afirma^ii s-a fucut 

prin oxidaren §i hi drollza cor-pu^ilor ó- Qi 7-substitui^i rezulta^i

R= OH,H,CI, N(CHJC^H,CONHCH[(CtmCO^H]CQ,H
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¿in diverse resegli de condensare /yAOfA^/. Accestii raschie condu

co la acizii 2-amino-4-hidroxi-pteridinil-6 (§i/sau 7)-carboxilici, 

u^or de separai cromatografie /533/ §1 identificat spectrofoto— 

metric in u.v. /340/, fiind conoscaci in literatura de specialitate, 

Petele analitico ale acizilor pteridinil-carboxilici sfnt presenta

te mai jos.
Tabelul 12

Caracteristici analitico ale acizilor pteridinil- 

-6(§i 7)“carbozilici.

T “ T) Fluorescenta X (nm)
Compus Hf spotului. (X JoO nn) KOH 0,1 N

£ 0,15 albastrà 263,363

8 0 verde *257,371

• ? /

ob^inu^i prin diverse procedes de preparare a Methotrexatului, ne- 

su permis fundamentarea urmfitoarelór conclUzii:

- procedcul Seeger /!/ (cu 2,3—dibrompropionaldehidn) conduce 

eyelusiv le formatea izorrerului C, anurae 6,!ÍAB-Glu;

- procedeul lui Berezovskii /J48/ (cu 1,1,3-tricloracetoná) 

¿eneroaz* un amestec al celor doi izomeri, 6,MAB-Glu ,5i. 7,£*AB-Glu. 

(ultimul fiind in propor^ie de cca«40^, conform dateloride activi— 

tete biologicA);

- prin condensares tetraaminopirimidinei cu 1,3-dihidroxiace- 

tcaií, ín condi^iile expuse ín partea experimentáis, se formeaza 

•s^clusiv 2,4-diarrino—6—hidroximetil—pteridinS;

- prin condensares tetraazr.inopirirridinei cu 1,1,3-ftriclorace- 

tcn* la pH 5,5-6,0 se formeszá exclusiv 2,4-disEiino—7-clorometil- 

pteridin“.

loccto concluzii au fost confírmate ulterior prin spectrone-

Cromatografie pe hfrtio, eluent- BuOH-ÀcOH-HCOOH-KgO 1:1:1:1

Aceste reac^ii de degradare, aplícate.produ^ilor de reac^ie

írie R/'.N.
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2.Spectre RJT.X.

Spectrocetria de-résonants magnetica nucleari» a fost larg uti

lizata pentru studii structurale in clasa pteridinelor /534-547/. 

De o rare importanza, légat de domenial antifolicelor, a fost de- 

monstrarea, prin aceastà metodà, cà acidul dihidrofolic (DHFX este 

de fapt acid 7»8-dihidrofolio /538/. De asemenea, s-a aràtat cà 
grupa N^°-metil în acidul 10-metil-folic nu pare sà împiedice ro- 

ta^ia în jurul legàturii C-N, aceasta fiind consecinZâ a asocierii 

molecolare /538/.

In ceea ce ne privegte, studiile R.b'.a au ajutat la làr^arirea 

gi totodatà confirmarea pozi^iei restului peptidic pe nucleul pte- 

ridinic. Datele de literatura 7534,538,547/ indicà cà deplasarea

chimici o (ppm) ü protonilor C^-5 este mai mica decît a protoni- 

lor C7-H . Resultatele ob^inute din studiai izomerilor 6 §i 7 ai

liethotrexatului sînt reprcdusè mai jos.

Tabelui 13

Deplasàrile chimice (C7-H gi C—H)

în analogii de l’ethotrexat

C ompusul à* ( ppm)

¿,VAB-L-Gla (C7-S) 9,01 (r:,s)a)

7,!’AR-L-*lu (Ç/-H) 8,51

77^-31^3? 8,21 (lE,s)h)

û^în DL'SC-
____

-d6; b^în Iy'se.
-

Se observà concordanza cu. resultatele presentate în litcratu- 

rfi gi de asemenea cu cele ob^inute prin degradare chiricü. Aceste 

date au perris sS se aprecíese corectitudinea c^ilor do sintesu 

álese pentru cele douS serii de compugi 6- gi 7-substituizi pe na- 

cleul pteridinic.
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J.. Spectre de masi.

S-su efectúat spectrele de masà ale 6,MAB—L—Glu gi 7,MAB—L-Glu, 

Detoritu joasei volatilità^! a acestor compugi, picul molecular nu 

are re, iar dotreniul m/e < 160 nu este conoludent pentru scopati ana

litico . 
«

' (

4.Spectre de ultraviolet.

4.1. Peptide. 
• •

Sînt cunoscute numeroase incercari de corelare a structurii 

peptidelor §i proteinelor cu spectrele lor u.v. Dintre primele, se. 

jet cita cele ale lui Anslow gi Nassar /$48/ care au atribuit banda 
/

de la 280 nm, observatà in spectrul unor proteine naturale, absorb- 

’iei legnturii peptidice. Ulter.ior s-a demonstrat ca .banda respe'c- 

tiva caracterizeazi absorb-Çia cromoforului fenilic din amino acizii 

aromatici (fenilalanini, tirosini, triptofan) /549-551/ con^im^i 

în proteina respectiva. Conform datelor actúale, absorbais legata

ri i peptidice este caracterízate printr-o banda situata la oca.200 

nr, atunci cind nu sufera conjugare /552-555/«

Cromoforul 0=0 absoarbe in doua domenii: _ .

- banda intensa 7/ - TÍ * in domeniul 180-190 nm (log £ 4,0 pen- 

tru cotone, ureide, etc); ’ 1
/ —

- banda slabi n - 'll * ,interzisi in regiunea 270 nm (log* 1,0) 

Aceste benzi nu pot fi puse in evidenza cu mijloacele tehnice 

clignuite gi din acest motiv, in peptidele nearomatice, absorbáis 

cremof ora-lui 0=0 (amidic) nu poate fi pusS in evidenza.

Tn cazul derivatilor aromatici, spectrele se complica datori- 

t" invcrvontiei absorb^iei característico nucleUlui benzenic /$%/:

- banda E (doua tranzi^ii permise Ti • H* ) 18C-22Ò nm (. S

- Landa B (translate Ti - 1Î* ) 2£0-290 nm, (IO2 -1C^ ) ;
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- banda K (ce aliare in cazul conju^lrìi cu un substituent, 

tranzitie Ti -7/* ) 220-250 nn (1,0 -J,C.1C4).

Analiza compu-silor nostri relev'3. ca spectral lor u.v. este da- 

torat structurii benzenice 1,4-disubstituite /557/» Interactunea 

•dintre substituen^i (cea mai mare cind ace$tia aa efecte elec*tro- 

nice contrare) rezultà dar din exarninarea benzii B a comparilor 

presentaci in Tabelul 14.

Tabelul 14

Banda B a unor derivaci 

ai acidula! benzoic

Compusul X(nm) 1O£ £

Aniliha 280 3,15
Acid benzoic / 270 2,9C-

'Acid 4-aminobenzoic 294 4,23

Acid 4rmetilaminobenzoic 303 4,27

Acid N-nitrozo-retilaraino 

benzoic 293 4,0S

Acid 4[metil-(benziloxicar- 

bonil)-amino]benzoic 260 4,01

Aceastà comportare se mentine §i in cazul di- 5! tripeptidelor. 

?Ja se caracterizeazS. prin urrcfitoarele efecte:

-Xe benzii B create dupa indepàrtarea {jrupei benziloxi- 

carbonil cu eoa. 40 nm, fiind ins$ mai niic^ in cazul seriei acidu

la! 4-aminobenzoic, comparativ cu 4—metilamino-analo^ii corespunz^- 

tori. Este evident c$ prin benziloxicarbonilare, datorita efectului 

-E al acestei £rupe, scade bazicitatea azotului (din ¿rapa 4-amino) 

Si inplicit scade densitatea de electron! a nucleului benzenic, 

disponibili pentru o tranzi*ie de tip Tl -0*. In seria 4-r■ otilamino 

dcrivn*ilor, ofectal +1 al £rupei metil contracaread 
ef OC t. piflTVftA ÌÌUf<S«T

i TIM1SOA»A I
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Tabelul 15

Ssteri de dipeptide N-benziloxicarbonilate.

R Config. 
amino 

acidula!
Solvent Spectral

K-o^Cmn) max
u.v. 
logt

o o
no

Q Vi
 4 —

.....................ì' "■ ■

Eton 270 4,21

Niiœu ci ip co . DL EtOH 
• i

260 4,19
• Eton . 2Ó0 4,19

NCCH^CH^O^^ — Eton 25O 4,14'

:: ecr ( ch2ch^ ) co 2c DL HeOH 26O 4,09

-Lì(C.i2) jCC 2^ 2^5 — • MeOH . 26O 4,10

neoh[ce(ch^)2Jcc2c2h5 DL EtCH 260 .4,25
NHCHICR2CH (CR^2}QO2Q^ L MeOH '260 4,09
MEI CTI ( CR2C zH5 ) CO 2C 2^ L ' HeOK • 26O 4,25
2SICH( CH^O^^ JCC^C^ DL EtOH 262 4,22

I^ixCl.^ ( CH2) 2CC 2C ^^O^ 2H^ D EtOH . 26O 4,21
?IRCH [ ( Cä2 ) 2CC 2C .jH Jco 2C 2H ~ - DL MeCH 26O 4,11
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Tabelal 16

Dipeptid-hidrazide.

I 
I

chch-o-c-^ \c-r
° a 0

R
Config, 

amino 
acidalai

Solvent
Spectral 
\a>:(n3)

a.v. ’ 
log€

niic^conhni^ — 5tOE 262 4,24

NHCH(CH^)C0iïHNH2 DL Eton 261 4,29

NII(CH2)2CO2«HNH2 — VeCH 249 4,12

NRCH [CH2CH( CH^ ) 21CONHNH2 MeOH . 260 4,14
NltCH [ CH ( CH^ ) 2 ] co knn i 2 DL Eton 26C

MUCH ( Cn2C¿ ) CC 2;nMII2 'L sten 264 4,19
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Tabelul 17

Dipeptide N-bénziloxicarbcnilate.

i

R Config, 
arrino 

acidiilui
Solvent

Spectral
Xffiax(n“)

u.v. 
log£

XJCHgCCgR —
1

EtCH 260 4,25

■ XIŒI' 07^)00^ dl; MeCH
* 7

262 4,03

J1I(C — EtOH 261 4,22

— EtOH 25c 4,29

^"C”( CRgCH^COgH DL Me,0H/ 259 4,12

Nztcr.p^cc^ — MeOH 258 4,17
^■CiitcnCcH^J^lco^' * DL MeOH 258 4,13
IL1C1 i [g h 2 CH ( cn^ ) 2 ]C0 gH L EtCH ‘ 260 '<- 4,28

^iciKcRgC^n^cOgn L
/ EtOH 260 •. 4,21

^CH ( CHgCC gH ) CO gH DL MeOH 26O 4,12

:ihch [ ( cHg ) 2cc gH] co gH DL MeOH 26c 4,28
NHCH [ ( CHg ) gCO gH] CO gH D MeOH 26O 4,11
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Tabelal 18

Dipeptide.

R Gonfie, 
argino 

ac5 daini
Solvent Spectrul u.v.

lot t

’ NHCT^CO^ BtCH 2% 4,22

iJEcn(ci^)cc2H ‘ DL !'eOII 297 4,07-
NH(CH2)2C02H ' — VeOH 294 3,89

NCCK^CHgCOgH — EtCH 287 4,1J .

JHCHCCI^On^CC^ DL l'.eCJI 297 4,21

nh( cii2 ) 2cc — ReCli 295 * 4,Có

< NHCH (di ( CHj ) 2 ]CO DL L'eCH 294 z , 98
. : JCII lei 15Ci 1 ( Gii ; ) ~]CC ,>•

< J C. 4-
L- Poca 297 4,Gó

L MIC?’ 2W 4,J(

< mien ( cn2cc ) co DL r:eCH JCC 3,ó9
bHCH [(cii^cc^jcc^i L ‘'eCil 2ò5 4,C2

NUCH [ (ch^cc^ìJcc^i D sten 288 4,C3

ùHCH [ ( Clì2 ) 2CC gli )cc DL ”eCII JCC 3/c
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Tabelul I9

Tripeptid-esteri N-benziloxicarbonila$i.
0

r-n-c-o-chch 
jl 2 o ö

O’C-X-NHCHCO2C2H5

R n X Config. 
ar.ino 

acizilor
Solvent Spectral 

X (nm) max' '
u.v<
logt

TT 1 ¡•JHCHgCO •“ j Dxj StOH 268 4,48

H 2 Nnca2cc EtCH 268 4,53
c;b 1 ntich2co -,DL MeOn • 262 4,16
nrk/jul 7 2 mich2co -,L EeOH 261 4,09

2 NuCH(CHj)C0 DL,L MeOH 26O 4,!2

0J3 2 N(CH^)CH2C0 -jL MeOH 250^ 4,CI

Cil 2 MHCiilca2ca(CH^)2]co L,L MeCH ,259 4,13
1 NaOïïCCH^Æ^CO L,DL MeOH 26I 4,1C

ca^ 2 KaCH(CH2C6H5)CO L,L MeCH 26c 4,11
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Tabelui 20

Tripeptide 2-benziloxicarbonilate

O*C-X-NHCHCO2H 
___________^>nC02H'

Confij. Spectrul u.v.
R n X

•
nr inc.

□ ci zilor
Solvent X ( nr )>>13 >: loC£

H n u. nhch2co -,DL ”6^011 268 4,39
H 2 nhch2co TZeOH 266 4,37

c-b 1 MHCH2CC -tDL T'eCH 26C 4,08

C”3 2 nhch2co -,L l'eCH 26C* 4,11

C"? 2 X3CH( Clipeo DL,L reCH 260 4,11

c:3 2 xV(cnpcH2cc MeCH 249 4,G2

Cxlj 2 MHC;i[cn2C£(CFi^ ) 2]CC r ' l'eCH 262 4,16

c;b 1 NñOH(Cfí2Cófípce ■u f DjL MeCH 261 4,12

cm. 2 I^Cä(CHoC/Hc)C0 L.L l’eCH 261 4,12
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Tabelul 21

Tripeptide

NHR

O=C-X-NHCHCCLH 
i £

R X .
Confi£. 

antino 
acizilor

/
Solvent

Spectral

max g

u.v.
10£ L

H 1 NIICE2CC -,DL PeCH 285 3,89
H 2 NHCHpCC r . MeCH 285 3,32

°’b 1 KHCH2CC -,DL MeCH 302 3,75

c::5 2 NiiCH2C0 MeOH 3C0 3,99

cb 2 NHCU(CE^)CO DL,L MeOH 302 3,50

2 N ( Cii^ ) CH2CC -,L EeOH X 282 4,09
Cäj 2 îiHCn [ ce2ce( CE^ ) 2] cc L,L- MeOH 300 3,67
CE, 1 NECHCCH^H^qC L',DL MeCH 3C2 4,03
CH^ 2 NHCH(CE2C6H5)CO L,L MeCfí 302 3,81
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al benzii B pentru peptidele conzinínd sarcosiná (di- 

sau tripeptide) este mai micá cu 7-15 nm comparâtiv cu ceilalZi com- 

pu§!. Aceasta s-ar putea atribui contribuZiei mai reduse decít ín 

cazul derivaZilor nesubstituiZ! pe atomul de azot a formelor cu 

sarcini despárZite. Fenomenal se datoreste efectului spectral de 

” anticonjugare " ce apare la ínlocuirea unui atom de hidrogen cu o 

grupA CH^ ín astfel de func^iuni.

• C Hf\-c-N-CH-COyRy — / /~C'°V~9H~CO2R2

/ w I 2 f \=J A- pO Rj 0 Rj

* . Ì
_____ . •...... .... I

De menzionai câ ín únele cazur! s-a evidenziai la N-(benziloxi- 
/ 

carbcnil)-analogii §i banda B: 2QC nyn (4,48) care, a§a cum era de 

açteptat, se. deplaseazS dupa deprotejare la 217 nm.

4.2. Pteridine.

Pteridina este caractérisâtA printr-o structure de. electron! 

ccnsiderabil raí localízate (datoritS atorrilor de azot din ciclu) 

decít cea a naftaline! /558-561/» Bin acest rctiv, sisteirul henzi- 

lor de ahscrbZie ín u.v. va prezenta sir ilarità-i diferc-n^e fa\Û 

de eel al otrologului homoaromatic. In plus, Crist’S posibilit.atua 

ninrl^ld unor branzini nu pl ir on tare n-SÍ* d^torate nJ ectronl ] or 

neparticipenzi ai atorilor de azot. S-a constatât totugi c~, in 

linii rari, naftalina §i pteridine au spectre similar© in regiunea 

200—J20 nm, constind in general din trei bonzi /558/ •

- banda de la lungimea de undS cea irai rare din spec tin: 2 u.v. 

al naftaline! (J2C nm, £ 2£C) arc un corespondent la irte riding de 

intensitate rtare ( 2 7^80)/ probabil dators.t tocmai contribuzici 

unor tranzizü n- // ;
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Cæ nr. la 255 nm (banda 7/-57* );

- pteridina prezintâ o bandS supliroentarâ la J80 nm de inten- 

sitate joasa, datoratà unsi branzini! n- 77* , banda care dispare în 

solatii acide datorità protonfirii atomilor de azot din ciclu (fapt 

ce confirma natura ei).

In general, substituen^it nucleului pteridinic las& neschiœ- 
sau esercita un efect hipsocrom asupra pozi^iei benz.ii n-77* , 

ejercitînd însa un efect batocrom asupra-benzii 57-77* .

Cea mai probabili! localizare a electronilor neparticipanci 
* Q

responsabili pentru banda n- 11 este N al nucleului, astfel în- 

cît este de agteptat ca substituen^ii din pozi^ia 7 sà exercite un 

cl ¿et hipsocrom §i hipercrom irai mare asupra acestei benzi, decît 

ftunci eînd sînt piaseli mai departe. Se remarcà totuçi §i canttìl— 

Vu^ia altor atomi de azot la tranzi^ia n-77* ,prin interacCianca eu 

aceasta fiind mai-efectiva între atomii N*7 -N decît între

2. ?i AT> .

Foarte pagine investigaci! spectrale au avut ca obiect acidul • 

folie ;i onalogii sSi /562,5ô3/« U*1 studiu comparativ al contribu

ée! nucleului pteridinic §i a celui de acid 4-aminobenzoic în « 
spectrul u.v. al acidului folie a arStat câ absorbCia pînà la 250 

r.r ;i peste 550 nm poate fi atribuita nucleului pteridinic, în ;timp 

ce rr.aziriul de la 281 nm este dat de suma absorbCülor restului de 

acid 4-æiiinobenzoic §i a ciclului pteridinic. Contribuitile acesto- I
ra pot fi separate în soluCii alcaline, cînd apar doua, b en x i la 

2^8 §1 282 nm.

Thiéry /5OA studiind spectrul u.v. al acidului folie (mole- 

cula acestuia fiind considerata alcatuitX din doua par^i, pteridina 

é acidul 4-arcinobenzoil-glutamic, notate respectiv cu A, B iar 

cnsamblul eu AB) §i al celor doua par^i constituents A §i B, a ob

servât en exista o deplasare batocromS a ansamblului AB faCa de 

A4 B, i^plleînd formarea unor legatari' de hidrogen intrairoleculare 

în aoest fenomen. In mediu bazic, concluziile sale privind zona
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benzilor de la 282 nm coincide cu cea menzionata anterior. Ca armar* 

re a studiilor u.v. gi a altor metodo aplícate, Thiéry ajunge la 

concluzia cä in acidul folie legäturile de hidrogen puternice care 

apar, faô cä nu'cleul benzenic sä se suprapunä peste cel pteridinic, 

rezultînd astfel o structura secundara /56J/.

analiza spectrelor compugilor nostri conduce' la concluzii con

cordante cu datele de literatura, gi anüme:

- banda din domeniul 3 70-3 80 nm apare exclusiv in mediu bazic 

§i pare ^ai..intensa la 7-h^TX- derivaci;

- maximal de la 240 nm din spectral derivacilor 6-substituici 

in HCl C,1 L este schimbat in umär la cei 7-substituici §i suferà 

o mica deplasare hipsocromä;

- analogii di- gi tripeptidici cu sarcosinä prezintä o depla- 

sare hipsocromä a benzii de la 300 nm comparativ cu cea observatä 

la peptidele respective.
‘ . / *

5.Spectre de infrarogu.

x>atä fiind complexitatea spectrelor pteridinelor (gi analog!- 

lor acidului folie) ca gi a peptidelor intermediare,analiza spectœ- 

lor i.r. ale acestora a caprins exclusiv tipurile de vibraci! ce au 

servit la identificarea gi caracterizares lor. Lin motive de siste— 

matizare ce Cin de practica curentä s—a préférât studiul anumitor ti— 

puri de vibragli gi al variatici acestora in toatä seria compugilor 

investigaci gi nu invers, cum se practicä de obicei.

VibraÇia de întindere C = 0.

a) Acizii alifatici saturaci prezintá o bandä puternicô, ca
racterística vibraCiei D c=0 de valencâ la 1725-1700 cm"1 /5Ó4/. 

La fel se comporta gi acizii dicarboxilici avînd cele douä grupäri 

carboxilice depärtate (ca în acidul aspartic gi glutamic). Aceastâ 
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band»! este presenta, în acizii aromatici (cu grupa COpH legata direct 
de nucleu) la frecvenze mai joase, íntre 1700-1680 cm”^ /5Ó4/.

Peptidele sintetízate au prezentat, în concordanza cu datele 

de literatura, freevenz© în general cuprinse în domeniile de mai 

sus, catre limita superioara p, demeniului. Unii derivaci au atins 
chiar 174C cm~\ In cazul analogilor di- §i tripeptidici ai ;'.eth.o- ♦ 
trexatului, aceastS vibraZie se regase§te în general sub forma unui 

um£r de intensitate medie pe banda foarte putemicà a vibratisi de 

întindere C = N (in únele cazuri se separa ca un maxim de intensi- 

tate medie).

Acizii 4-amino- §i 4-metilerino-beasoici prozinta aceastá ban- 
t

d* în domeniul açteptat, dar se deplascazà eu cca.45 cm”^ spre 

freevenze mai mari-dupa benzi).oxicarbonilare. 
/ ■

b) Usterii alifatici normali prezinta 0 absorbzi© atribuibila 
vibraZiei ^¿=C 0 ^recveaí^ superioara acizilor corespunzatori,

în domeniul 1750-1735 cm”/%4/‘.»

Compu^ii preparaZi s-au încadrat în general în aceste limite. «
Unii au depaQit domeniul (1725, I76O cm“^) dar au avut totu.ji f rea

vente Buperioare acizilor corespunzatori.

c) Benziloxicarbonil-derivaZii amino acizilor aromatici, ai di- 

çi tripeptidelor ( RKHCCOR') prezintà aceastà bandi. în domeniul 

171O-1Ó9O . Cor.puçii nostri, cu mici abateri, s-au încadrat

întpe acosté limite.

d) Banda amid* I ( ^ q-q) foarte intensé, característico ari- 

dclor secundare din legñturile peptidice se situeazS *ntre 1Ó8C- 
1ÓJ0 enfi /5Ó4-5Ó?/. Asupra originii acestei benzi au existât dis

cucii, acuir fiind acceptât.* contribuZia exclusiva a grupñrii car- 

bonilico /5Ó4/. Paptul câ absorbZia este la o freevenz^ rai rie* 

’ecît aceee a grup&rii carbonil din cotone se datereste contribuZi- 

ei crescQte (faZ& de cotone) a formelor cu sorcini despiir+ite.

Peptidele sintetízate «le noi preziatà aceastS bando, a^idr. I 

în do’neniul citât. In cazul analogilor de ?’ctb.ctre?at, ami.rul in
BUPT
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tema ce apare in domeniul 1685-1660 cm 1 pe banda foarte puternicà 

r. vibrai lei C = N (a nucleului pteridinic) poate fi atribait aces- 

tei vibrati!.
i

Vibra$ii de intindere ì) .

a) Conforro datelor de literaturà, acizii carbo^ilici prezintà 
cceastà banda in domeniul 1520-1210 ero"1, dar nu existà unanimitate 

asupra acestor limite, dupà alti autori putind fi atribuità celei 
irai intense bonzi a spectrului intre 1600—700 era"1. Aceastà bandà 

ceto de fapt o capiate a modulai C - 0 §i deformati» OH.in pian 

/5ó4/.

In cazul di-.§i tripeptidelor, aceasta banda, identificata pe 

baza observatiei privind intensitatea ei, s-a situat in generai in- 

tro 1190-1160 cip"1. Analogii di- §i tripeptidi/ci de Methotrexat au 
bandai in domeniul 1220-1205 cir"1, freeventa coborind la 1200- 

11$X) cm"} in analogii lipsiti de grupa N-mèt^l. J

b) Esteri! prezintà aceastà bandà in domeniul 1300-1000 cm"1, 

c^nsiderindu-se absorbtia ca cea mai intensa din regiunea 

rentionat-5. Mici aceastà bandà nu rezultà dintt-o vibrati® de in

tendere C - 0 purà /5Ó4/.

In computi! nostri, banda atribuità vibratisipejpaza' in- 
tunsitàtii ei deosebite, apare in domeniul 118O-116o' cm"1 pèntru 

rrejoritatea peptidelor, cu exceptia 4-amino-benzoil-derivatilor, 
ce absorb la 1230-1225 cm”1. In aceea$i regione se’ situeazà §i vi- 

bratia C - 0 a esterilor amino acizilor (clorhidrati).

Vibratia de intindere OH.

Pentru acizii càrboxilici sint caracteristice urmàtoarele do- 

renii /5Ó4/:
/

- OH liber 35ÓO-J5OO cm-1(m)

- OH legat 2700-2500 cm^fw)

vajoritatea compu§ilor sintetizati au prezentat o bandà largà
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de intensitate foarte slab?, la cca.2500

re au prezentat çi o absorbai© in jurai

era"1, cu excep^ia onora ca- 

valorii de 550C cm-^.

Deformati! OH in afara planului.

Domeniul de frecvent-e pentru deformarla OU din gruparea car- 
boxilica e~te între 940-900 cœ“^ §i are o intensitate variabili, 

flind uneori nedetectabila. ~

In general comparii no§tri s-au încadrat in aceste limite.

Vibrâtia de întindere N-H.

a) Amidele secondare precinta benzi de absorbée (V x^-) in 

urri.toarele région;. /504,567/*-
-NII liber trans 54ÓC-54CC cm“\*r)

cis J440-5420 cm^Cm)
-MH légat trpns 5^20-5270

cis 518C-514C cir.^Cm)

Cele dou?. tipuri de legatari' de hidrogen care pot sa apara 

sînt :

trans

Atribuirile sint totali dificile datorita caracterului larg 

al tenzilor de absorbti^, in special in KBr. De altfel, in stare 

solid?, benzile apar paternic d©planate (cca.SC-ICC cm " ) fa*?,

de pozitia lor in CUCI, sau in CCl^ . C complicati0 suplir.entara 

intervine in casal computilo? cu grape CCliter? ce absorb in do

men ii apropíate.

’’ajoritatea comparilor pcptidici presi sta bensì atit in dc- 

móniul vibratiil°r liber, cit legat. Dipeptidele deprotejate
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tu acoastd bandd in zona NH líber, greu de atribuit datoritS. V OH* 

In generai insa este difícil de precizat modal de legare AH,“ ten

dinea fiind spre zona NH libar. In concluzie, la di- §i tripepti- 
dele sintetízate de noi, absorb^ül© din domeniile cm 1

(respectiv la cca.J440 cm”1 in solatie) au fost atribuite vibra- 

eiilor ^N_H.

In cazul analogilor de Methotrexat, domeniul este acoperit de 

-vibrati» de intindere « a celor dona grupe amino primare(afla- 

te in pozitia 2 §i 4 pe nucleul pteridinic).

b) Aminele primare prezinta douà benziin domeniul JJOO-JJOQ 
cr“1 de intensitate medie, cea de la frecventS mai mare fiind 

e società modulai de intindere asimetric, iar cealaltà modului sim

metrie . Cele douS frecvente sint legate prin relamía /5Ó4/:
/

^ = 345,53 + 0,876^

Zutorii preoizeazfs o deviatie standard de 4,8 cm”1 . Relamía este 
/ I

valabil? pentru frecvente N-H líber, dar nu 42 resultate in cazul

Ja cere N-H este legat. Aceastü banda este greu de atribuit in 

comparii no§tri, fiiOd difícil de deosebit de vibraría similara 

din amide. 7

c) Aminole secundare prezintS numai o singura absórbale de in
tindere K-H in domeniul 35C0-5J00 cm“1. Astfel, acidul 4-mejtá.lami-

—1 ' -Xnc-benzoic are aceasta bandà la J455 cm . $i aceasta banda se su— 

prepone cu domeniul din amide secundare, deei"ñü~oste utili-' 

zabila /5Ó4/.

d) In cazul clorhidratilor aminelor, banda NH^ se deplaseazS 
1» Jl^C-JCJC cm”1, fiind de intensitate medie, cea normalá pentru 

aminole primare (^^00-^00 cm”1 )dispárind /5Ó4/.J Clorhidratii es- 

terilor amino acizilor sintetizati prezintS aceastá bandá la ¿OCO- 
2970 cm“1.

Clorhidratii aminolor secundare prozintí aceasta bandá la 

frecvente mai coborjto. Astfel, esteral sarcosinei (clorhidrat) ab- 
coarbe la 2710 cm“1 .
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Vibradla de defom-atie N-H.

a) Aininele primare preziptá aceastá banda ín doreniul 1650- 

1590 ce”1, fiind de intensitate medie-putemicá. Deoarece se supra- 

pune cu vibraría corespunzátoare din amide, nu pcate fi atribuítá 

cu precizie /5Ó4/.

Clorhidradii anánelor primare absorb la 166C-161C ce”x (w) ¿i 
1550-1485 cm”1 (v)

b) Aminele secundare prezintá aceea§i banda ín domeniul I65O- 
1550 cm”1, fiind in general slabá ca intensitate /5Ó4/. Aceastá 

banda este intensificaba cínd atorcul de azot este legat direct de 

nucleul aromatic. Astfel, acidul 4-metilamino-benzoic are frecven- 
da acestei vibrátil la 1545 cm”1 (s). Nici aceasta banda nu este

/ 
utilizabilá ín prezenda grupárii acidice secundare.

Clorhidradii acinelor secundare /5¿4/ (ín cazul nostru, este
ral sarcosinei) prezintá o singará banda la 1645 crr”1 (clorhiara- 

tul esterului sarcosinei- 16JC cm”1,^).

c) Amidele secundare prezintá aceastá banda'(a§a-numitn "ami- 
dá II") ín regiunea 1550 cn¡”\ fiind, de intensitate mare /5ó4-5ú9/. 

De§i origines acestei benzi este mult controvérsate, ea este con- 

sideratá drept o vibradle de deformadle ín plan deoarece

lipseQto in acídele terciare), 0 altá explicadle ar fi atribuíroa 

benzii unei íntinderi C-K, ín care legáturá C—í» are un carácter 

considerabil de dublá legáturá, datoritá rezohandei cu grupa car- 

tonil. In sfír§it, o a treia explicadle constá ín cuplarea vibra- 

diilor NH §i CCJ in opozidie de fazá /5u4/. Aceea^i cuplare (dar 

de data aceasta in fazá) conduce la banda "amida III", preponde

ren! fiind insá modal OCj. Aceastá din arma bandá este situatá la 
cea. 1290 err”^ $i este de intensitate n.edie /5ó4,507/»

Atíbele aceste benzi (umidá IT §1 III) cu fost ideatifiet te ín 

compu^ 11 sintetiza*! (poptide ;1 aanlo^í 1. ’ ¿tnotr^-.at)t ir. domc- 
niul 15¿5-149C cm”1 (acidñ II) ;i 1J05-127O en“1 (rcidá ITT).
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Atribuirea benzilor ce apar in domeniul 1500—1400 cm este 

destul de dificild, decarece in acela§i domeniu sint situate §i 
vibratile al® nucleului aromatic (1504-1493 cm“1)/5ó4/.

Existá insft o serié de argumente pentru atribuirea benzii rela-
tiv intense derla 1520-1500 cm“1 vibr.a^iei «T anume:

- intr-o serie de/Carbama^i alifatici cicloàlifatici de 

forma RNHCCCR-^ , in care banda intensa ce apare in domeniu.1 I5IÓ- 
1490 cm“1 este sigur atribuibilà acestei vibragli;

- deuterarea unor dipeptide (Tabelul 25) deplaseaza aceastá 
bandñ la 1455-1432 cm“1, fárá a-i schimba intensitatea, In jurul 

velorii de 1500 cm“1 r&roine dupa deuterare o bandá slabá ce ar 

putea fi atribuita vibradle! X

/ Tabelul 25

Deplasarea unor benzi la deuterare.

i 
-----------------------------------------------------------------“7------------------------------ — 

Compusul Solvent- Variaría frecven^ei la deuterare

K {4[metil—(Bzc)-amino] CCl^ • 1545 m 1510 s - 33^ m
benzoil) -aminobutirat CC14 - . 1510 w 1455 0 -

de etil. ’ (D2C,HC1) Z /

N|4[metil-(Bzc)-amino] CC14 1540 m 1505 s - - ' " 3330 w
tenzóil^-L-glutamat de CC14 ' - 1502 m 1432 s

"dietil (D2C,HC1). . ' • \
* r ■ — — — — —  — ■ 1 II - ■ I ■ »1 ■ . ■■■■■■ I. 1 ,, | ■ —lili !■ I | | ■■■■»! ■ ■ ■ ------ - - | ------- - - -- -- -

K{4Írietil-(Bzc)-amino3 CHCl^ 1540 m 1512 vs - 3400 w
benzóilj glicina CHCl^ - Í5O8 w 1450 vs ' -

(d2c,hci)

N|4rmetil-(Bzc)-amino] . CHCl^ 1540 m 1505 vs - 3440 w
tenzoil]-L-fenil-ala- x .CHCl^ - 1505 w 1440 s _ -

nina (D2O,HC1) __

T’ai greu de atribuit este banda ceva mai slaba decit preceden- 
ta din domeniul I56O—1530 cm”1 care dispare de asemenea la deute— 

rare, fárft a putea fi identifícate ulterior. Noi am atribuit-o de 

asemenea unei benzi amida II, conform literaturii /5Ó4/.
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Este probabil ca banda ce apare in derivagli de ?feth.otrexat 

ín domeniul 1520-1495 sá aibá o origine similari (amidá II).

Benzile amidá III au apárut in derivagli nostri in domeniul 
1310-1280 cm”1.

Vibratia de íntindere C-N.

Aminele primare aromatice prezinta o bandii puternica la 1340- 
1250 cm”l atribuitS. vibratiei de intendere 9 /564/.

In analogii de Hethotrexat di- gi tripeptidici, banda ce apa
re la 1390-1340 cm“l (m-rs) ar' putea fi etribuita vibratisi 9 a 

aminei primare (din pozi^ia 2 §i 4 de pe nucleul pteridinic). Aceas 

ta bandS este obseirvabilá chiar §i in pteridinele simple (1370— 
1360 cm”1).

Vibratiile nucleuldi arcmatic.

Compiigli sintetizaZi confín nuclee aromatice hidrocarbonate 

(mono §i 1,4-disubstituite), precum §i heterociclii aromatici 

(pteridine 2,4,6- §i 2,4,7-trisubstituite). Prezantareaabsorb^ii- 

lor i.r. ale acestora se va face separat, peatru nucleul benze- 

nic §i cel pteridinic..

Hucleal beazenic. - -

Vibrati^ de íntindere =C-u...

Absórbala de íntindere =C-il a compugilor aromatici duce la 

sparirla mai multor benzi característico de intensitate sleb“ in 
regiunea 3^30 cm"^ /564/, una dintre acestea fiind uzual de inten

sitate irai mare, decit a celorlalte. Aceste benzi, alitar! de ab- 
sorb^iile din regiunile 1625-1575 cm”^ §i 1504-1493 cr”^ sint in 

general suficiente pontru stabilirea presente! unui nucleu aromatic 

in corpusul respectiv.

Tóate peptidele sintetízate de noi precinta 1-3 Lanzi Ta re
gi unen 30CC cm~^. wu au putut fi evidenziate insn in analogia À ; 

Methotrexat.
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Vibratia de intindere 0=C.

Comparii aromatici prezintä patru bonzi ce sint atribaite á- 

cestai mod de vibrarle /564/:
- cea. 1600 cm”1 (v)

- cea. 1500 cm”1 (v) 
/
- oca. 1580 cm”1 (m)

- oca. I45O cm”1 (m) 
*

In derivagli nostri, aa fost identificate gi tabelate tóate 
aceste benzi, ca menciones cä cea de la cca. 1500 cm”1 este aco- 

perit* de banda amidä II, aga cum am arätat prin deuterare.
a) Banda de la 1600 cm”1. Pentru mul.^i computi aromaticir ea 

ee produce in domeniul 1625-1575 cm"1 dar in general este situatä 
la cca. 1600 cm“1. Aceastä bandä nu Xä decitjfoarte- rar informagli 

despre natura gi pozi^ia substituen^ilor /564/. *
To$l compugii sintetiza^! prezintä ape^istä bandä In domeniul 

1620-1595 cm”1, fiind de intensitate m-vs. Ea a fost deasemenea 

identifícate gi in analògii de Methotrexat (onde este posibilä 

separares de absórbala Í q=n din pteridinä de/la 1640 cm”1).’
b) Banda de la 1580 cm”1. Aceastä bandä’, uzual de intensita

te foarte slabä in compugii aromatici, este utilä pentru detenuta 

conjugärll cu nucleul, deoarece atagarea dlrectä a ,'grupei carbo-, 

nil de inel o intensificä. ~ -------- . \
c) Banda de la 1525-1475 cm”1.are o comportare asemänätoare 

cele! de la 1600 cm"1 /564/.

In compugii nogtri, aceastä bandä este acoperitä de banda 

intensä amidä II, de care se separä doar prin deuterare '(Tabelul 

25). Dupa operaría de deuterare, in local benzii intense de la 
cca. I5CO cm”1 ramine 0 bandä slabä care poate fi acum atribuitä 

nucleuloi benzenic.
d) Banda de la cca. 1450 cm"1 , datoratä vibra^iilor de scha

let, este situata in domeniul 1470-14J9 cm”1 /564/ gi se regäsegte
BUPT
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In ¡to ri compagi i sintetizará, fiind de intensitate variabile.

Alte vibratii.

Au fost identificate in pompagli nogtri, vibra+iils de la 
860-800 cm"1 , caracteristice nucleelor avind doi atomi de hidrogen 

adiacenri (deci pentru computi para-substituiri). Cealaltu zoŸiiî, 
1225-950 cm"1, característica de asemenea compugilor aromatici 

1,4-disubstituiri, nu este utilizabilá. Peptidele prezintìx aceas- 
tfi absorbrie In domeniul 870-855 cn»"1, in porriunea i'nferioarà si- 

tuìndu-se peptidele neprotejate (845-855 cm"1). Aceasta bandii, a 

fost de asemenea identificata gi in analogii di- gi tripeptidici de 

Fethotrexat. «
Dintre cele douS absorbai (770-73$ cm"1 gi 710-69$ cm"1 ) 

caracteristice’benzenului modosubstituât (prezent in benziloxi- 

cerbonil-derivari) numai prima a putut fi ugor identificata in com- 
pugii nogtri, fiind situata in domeniul 7^5-740 cm”1.

’/ / 
Nucleul pteridinic.

Foarte purine lucrar! au fost consacrate studiului i.r, al 

pteridinelor. In afara datelor de literatura. In apreciereh ben- 

zilor ne-am bazat ìn special pe spectrele pteridinelor simple sin

tetízate de noi, ce reprezintfi un material mai ugor interpretabil. 

Ca gl in cazul spoctrelor u.v‘., strudiul spectrului i.r. al nafta

line! a fumizat 0 serie de informarli utile.

Vibrar*! de Ìntindere n,f si Pn n. v —A1 j w —v

In spectrul pteridinelor sìnt prezente tre! benz* in domeniile 
I6IO-I565 cm"1, I57O-I545 cm"1 gi I56O-I515 cm"1 /558/. Primole 

douff benz! au fost regfisite gl In spectrul analogilor de T'ethotre- 
xat. Astfel, la 1650-1640 cm"1 apare cea mai intensi band?, din 

spectrul acestul tip de compugi, ìnclusiv la 2,4—diaminele-pteri- 

dlnolor simple. Sa este ugor de recunoscut gi caracterizeazu bine 

aceste structuri.
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A doua bandii, situata in cazul compuQilor nogtri la 1560-1550 
cm“^ este de intensitate m-s §i este probabil suprapusà peste ban

da de origine incerta identificata la peptide.

Nu s-a separat banda de la 1560-1515 ea fiind probabil 

suprapus? pe banda amidà II, caracteristica peptidelor din done- 
niul 1510-1500 cm“*^ §i pe banda a nucleului benzenic,.

In generai este insà dificil de separat benzile q_q ,§i

Alte vibrati! de schelet.

In litoraturjl /558/ se mentioneaz? un grup de tx*ei bonzi la 
822, 953 §i 1015 cnT’l atribuite vibratiilor de schelet ale nucleu

lui pteridinic, care au fost in generai regasite §i in corpu§ii
/

sintetizati de noi. ।

Vibrati! de intendere C-H.
• I

Acestui mod de vibrale i-au fost atribuite in pteridinele 
2,4,6- §i 2,4,7-trisubstituite, benzile din domeniul 870-855 cin“^ 

(lit./558/ 900-8Ó0 cw”^). Intensitatea este foarte slab? §i, din 

acest motiv, banda nu apare in toti coirpugii investigati.

6.Spectre do dicroismi circular.

Sste surprinzator cìt de neglijate au fost investigatili© 

privind configuratia absolute a jroleculelor analogilor de acid fo

lic in literature. Ketodele fizico-chimice capatile s? dea infor- 

matii in acest sens (dispersia optic? rotatorie, dicroismi circu

lar, etc) nu par si fi fost aplicate in aceast? clas?. C singurS 

lucrare deterrin? spectral de dicroisn circular (DC) al eciduini 

folic 7Ì tiofolic, r.entionindu-se c? Arcinopterina sintetizatu dupa 

procedeul Tajlor este racerizat? /57C/.
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tuxñ sint extrem de pilline §1 au fost ob^inute folosind alte meto

do fizice. Pe baza acestor date, se considera actualmente cd doud 

modele ce descría structura acidula! folie in solatii apoase sint 

sas^inute sub aspect experimental, gi anume:

- fie existente unor dimori tip "sandwich", in care doud mo- 

lecule de acid folie practic extinse sfnt suprapùse "cap -la coadd" 

/571/; '
- fie posibilitatea plierii moleculei la nivelul elemontului 

do structur* C^-N^ /5O/•

Adoptarea unuia dintre acoste modele poate fi de o mare im

portanza teoretica gi practicó.

In cadrai lucrarii de fa^d au fost studiate, folosind determi- 

nárile DC, 0 serie do derivaci, gi anume: Methotrexatul (6,MÀÉ*L- 

-Glu, 6-L-TTX) gi antipodui sau (6,MAB-D-Glu), 6-D-MTX), precum gi 

izorerii de posi Zi© 7>^-^“^-G1u gi 7j^AB-D-G1u.
Analiza spoctrelor DC releva urmdtoàr^le caracteristici:

- to^i compugii studiaci prezintd patru benzi DC:

I J 80 nm

II 290-300 nm ' ’

III 250-260 nm _ - -----

IV 200-220 nm - - "
/

Dintre acestea au putut fi misurato cu precizie benziìe II gi III. 
* • ’ '- benzile (Il gi III) compugilor investigaci Siñt tóate'pozi- 

tive, indiforent de configurarla L sau D a restului de acid gluta- 
mic terminal.

- se obein valori Afe foar.te mari, fiind c.uprinso intre 114-22 

Zcidul fòlio insugi are ài =1,2 , in qoncordaned cu literatura 
/57O/. "

- izomorli 7-MTX prezintd, ^aCd de 6-MTX, 0 deplasare batocro- 

rK de 10-15 nm.

Cea mai surprinzMtoare comportare o reprezintd efectul Cotton 

peritiv prezentat de- ambii analogi L gi D, precum gi valoarea foar- 
BUPT
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te mare pentru △ £ , 

¿xplica^ia acestui fenomon poate fi .data dacá se admite, cum 

de altfel a ,f ost anterior sugerat ín cazul acidului folie, cá molé

cula acestui tip de compugi nu este alungitá ín sensul sistemelor 

componente ci pliatá, astfel íncít nucleul benzenic ajunge deasu- 

pra celui pteridinic (cele dpuá nuclee fácínd un unghi de cea. 20°).
I

Analiza unor modele spa^iala a 6-L-MTX relevá cá grupárile 

carboxilice ajung ín dreptul grupárilor amino a nucleului pteridi

nic .' In felul acesta, structurá secundará pliatá a ó-L-LUX: este 

nutá ín aceastá atare datoritá legáturilor de hidrogen puternice * 

ce apar. Valoarea mare pentrp. △i pledeazá toemai pentru o asemenea 

structurá.

Hai mult, o asemenea structurá pliatá, men^.inutá ín aceastá 

stare prin legáturi de hidrogen putqmice, ín care peste nucleul 

pteridinic existá o punte, genereazá chiralitate planará, ca ín 

cazul compugilor ansa, kai departe, ínseamná cá de fapt ar trebui 

sá existe cite douá perechi de izomeri pentru MTX:

- pentru 6-L-MTX: ‘ L-H(planar). $i L-S(planar) 

§i respectiv: .

- pentru 6-D-MTX: D-R(planar) §i D-S(planar)
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¿fectul Cotton foarte puternic, masurat la 250-260 nm, aste 

determinat probabil de chiralitatea planara a nucleului pteridinic. 

Acest efect scoperà peacela mult mai slab de la 500 nm, Inplus, 

dacd se admite o& priri siriteza resulta cómpugi de chiralitate pia-, 

nard identica (de exemplu R), adica; •

... - pentru 6-L-MTX L-R( planar)

- pentru 6-D-MTX D-R( planar)

51 daca avém in vedere contribuita import anta a Chiralitàiti plar 

nare fa^d de cea centrala (L sau D), se explicà §1 faptul od cei ’ 

doicompugi au efecte Cotton cu acelagi senni. 1

Dovada botar! t dare ar fi insd isolare a celor dona spedi dia- 

stereoisomere.

Din pacate fusd, in llteratura nu se meniioneazd o asemenea 
/

situarle in clasa analogilor de acid folio, ce^ace face ca cele 

de mai sub.sa nu reprezinte decit o. ipoteza de interpretare a spec- 
i

trelor DC. ’ • / /

7. Cromatografia.

Cromatografia s-a utilizai in mai multe scopuri: ;

- controlul desfàgurdrii rsaciiilor; • . .

- verificarea purita^ii compugilor; ~ '

— alegerea fraciiilor resultate in urma purificàrii pe coloa- 

ne cromatografie e a analogilor de Methotrexat. ------- ------------ :---- —

De asemenea, cromatografia (pe coloane) a fost utilizava la 

purificarea divergilor compugi.

Aspectele concrete privind aplicarea cromatografie! au fost 

expuse la capitotele respective, precum gi la partea experimentalà.
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IV. ACTIVITATEA BIOLOGICA A NOILOR ANALCGI

DI- SI TRIPEPTIDICI AI ACIDULUI FOLIO.

A$a cum am arâtat anterior, singurul mod accesibil la ora ac- 

tualó de abordare ragionali! a proiectürii acestui gen de coopu^i 

il reprezintà exploatarea re^a^ülor mai malt sau mai pu^in empiri

ca dintre structura lor chimici §i activitatea biologica /29C,572- 

580/. Aceasta consta în corelarea a douô grûpuri de mSrimi: pe de o 

parte parametri! structural!- sau fizico-chimici iar pe de alta par

te, parametri! biologici.

Din pScate, ìn cazul particular al antimetaboli-çilor pteridi- 

nic! ai acidului folio, nici una dintre aceste categorii de parame

tri! nu este u§or accesi!iló. Astfel, parametri! biologici pe care 

putem só-i determinan (DL^q, CTS sauICT) reprezinta rezultatul 

unel ac^iuni globale a compusului respectiv asupra unui organisi 

viu, rfispuns ìn esenta polimediat. Mai mult, determinares acestor 

parametri! suferd de un grad de imprecizie destul de ridicat, spé

cifie experimentului biochimie. Pe de alta parte, pararetrii struc

tural! semnificativi, datoritS complexétó^ii mcleculei, sìnt difí

cil de déterminât, de interprétât sau nu reflectó integrai zona 

"activó" a moloculei.

ìren^ionum có au existât çi únele incarceri de corelóri canti

tativo ìntre densitó^ile de electron! ai atorilor de azot din nu

cí eul pteridinic pe de o parte 7! acçiunea asupra DilPR, pò do altó 

parte. Resultatele ob^inute nu au fost ìnsó concludente.

In introduoerea de la partea a Il-a a lucrarli cn arótat o- 

líectivele propuse ìn vederea Ifiruririi pe cìt posibil, a unor as-
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pecte calltative privind rela$iile dintre structura chimici §1 ac- 

tl vitato*. biologica a acestor compugi, insistInd asupra elucidarli 

rolului zone! peptidice, mai pu^in studiata in literatura de spe- 

ci alitate.
Alogorea structurilor ce ulterior au fost sintetízate se ba- 

zeaz$ po urmatoerele considérente:

- sistemai 2,4-diamino-pteridinic a fost pàstrat intact, de- 

cerace este considerai aproape tn unanimitate ca servind la lega- 

roa do DTIFR;
- mordinerea ca amino acid terminal (in oazul analogilor tri- 

peptidici) a acidului glutamic (aspartic), implicat in transportul 

cctiv- al acestor compugi;

- investigaren rolului centrului de asimétrie din restul'pep- 

tidic, al importance! grupelor •< §i V-carb^xilice, preconi gi a 

dirrensiunilor catene!* peptidice asupra activitáCiibiologice, in 
report cu compusul do bazá. • I /

Antagonigt11 acidului folic preparaci au fost testaci:

a) in vitro, prin masurarea inhibiciei:
!

- cregterii microorganismului Streptococcus faeoalis 

- dihidrofolat reductazèi (DHFR) 

- replicarli adenovirusulùi

b) in vivo, prin:

- determinaren toxicit^cü (DL^q)'
- màsurarea inhibiciei cregterii unor tumori experimen

tale, transplantate pe goareci sau gpbolani (leucemie 

L 1210 gi carcinosarcom Walker 2$6)

1 .Testarea activitatii in vitro a noilor analog! al 

acidului folic cu structura pteridinica.

l.l. Aotionea asupra microorganismului S.faeoalis.
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Pcntru evalaarea activitàdii asupra acestui micro orfani £7:, s-a 

utilisât medial de culturX pcntru acid folie /581/ modificai /582/ 

(in vederea transforrcàrii sale într—un media solid).

Resáltatele au fost exprimate prin masurarea diametrului sonei 

de inhibidle microbiana (cm), in funedie de cantitatea de substan- 

tá ( pg) /290,579,580/.

Din resáltatele obdinute se poate constata cá todi derivadii ai 

o activitate antibacterianá'mai malt saa mai pudin semnificativS, 

indiferent de configuradla L sau D a carbonului asimetric din res

tul de acid glutamic, atít in casal compugilor 6-, cít gi 7-sobsti- 

tuidi pe nucleul pteridinic. 0 scadere mai accentuata a activitàdii 

antibacteriene se observa la compagii in care numarul de amino acisi 

este mai mare, dar in special la 7,MAB-D-Glu. De remarcat activita- 

toa ridicatà a 6/ZAB-L-Glu (LITX), 6,MB-D-Glu gi a’6/’AB-DL-Glu.

Faptul sugereazd c& todi comparii testadi prezinta o activitate 

antifolicà, microorganismul atilizat necesitind aceastà vitamina.

Na s-a putut evidendia nici o reladie directs intre activitntea

antibacterianù po de 0 parte gi toxicitatea (DL sau acdionea

asupra L 121o gl W 256 pe de alta parte.

1.2.Inh.ibaroa dihidrofolat reductazei (DHFR). 

3-a déterminât inhibarea acestei enzime de elitre K’ethotroxat 

gi analogii acestuia. Roacdia catalizutn de D1ÏFR osto amato uro a:

DÎIF 4- MDPH^ - — THF 4- NADP ‘ 

dotermininda-se experimental (spectrofotometric) variadia coefi- 

cientului de extinedie (la J4C nm) in arma transformarli NADPII2 ìo 

NADP gi a DHP in THF (la aceustà lungime de undà THF nu absourbe) 

/58J/. Se lucreazS cu enzimi extresS din ficat de gobolan /129, 

244,584A Astfel, dupd omogenizarea ficatului in media de tampon 

fosfat disodic 0,1 ìi pH 7,3 separarea sape matant alai prin cen

trifurare (la 80CC rot/min), din acesta din urmS enzima se separi 

prin precipitare fraedionatn cu solfat de emonia (DIT?R este condi-
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Tabelui 42

Ac^iunoa annlogilor !rTX asupra S.faecalis.

C ant itatea de substanza (>g)________
Corpusui ICC 50 1C 1 0,5 0,1 -

Diametral haloului (cm)

u/'AB-Gly 3,3 2,8 2,5 2,2 2,2 2,0

/.'.AG-DL-Ala },c 3,4 3,1 2,4 2,4 2,2

C/'AT-f -Ala 2,9 2,7 2,7 2,4 2,0 2,0

C 2,3 2,0 2,0

C/VB-DL-Abu 3,o J,o 3,0 2,5 2,0
6/'AB-<-Abu 3,2 3,1 2*,7 2,5 2,2 1,9
6/7^-DL-Val 3,1 2,9 2,5 2,0 1,9
6/’AP-L-Leu 3,0 2,9 2,8 2,5 2,0

• '/ 'P-L-Phe 3,2 3,2 2,6 2 J 4 1,9 1,9
6/7vB-L-G1u 4,0 4,0 4,0 4,0 3,4 3,2

’ 6/’AB-D-G1u 4,0 3,8 3,6'' 3,3 3,2 2,7
6/f/J3-DL-Glu 3,9 3,8 3,6 3,5 3,4 2,7
7,MAB-Gly 2,0 2,0 /
7,MAB-DL-Asp 3,5 3,3 3,2 2,6 2,6 2,0
7P'AB-L-Glu .3,1 3,1 .2,6 2,6 2,1, ’

-

7/rAB-D-Glu 2,2

7/rAB-DL-Glu 3,2 3,1. 2,8 2,4 2,3 V »

6 , AB-Gly-DL-Asp 2,3 2,1
•

*
- r

6,AB-Gly-L-Glu 2,8 2,7 2,4
6 /'AB-Gly-DL-Asp 3,0 3,0 2,5 2,0 2,0 1,8
ó/’AB-Gly-L-Glu 2,8 2,8 2,3 2,1 2,0 1,8

* 6 / ’AB-DL-Asp-L-Glu 3,1 3,0 2,4 2,1 2,1
A

ó/'AB-Sar-L-Glu ' 3,3 3,0 2,5 2,4 1,9 1,9
6,VAB-L-Leu-L-Glu 3,3 3,1 2,9 2,2 2,1 2,1
6 , ■ ’AB-L-Phe-DL-Asp 3,0 2,8 2,8 2,1 t 2,0
6 /'AB-L-Phe-L-Glu ___ 3,3 3,2 2,8 2,5 2,4 2,2
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nata in fTaccia care depune la o concentrarle de 35-85% sulfat de 

amoniu). Excesul de sare se indepSrteazà prin desalif iere pe coloa- 

nà de Sephadex G-25, rezultind astfel o solurie de enzima parrial 

purificataf stabilii pentru cba. 6 luni (la --100C). Purificati mai 

avanzate se obrin prin cromatografiere pe coloane de Sephadex- G-75 

/585/, DBAB-celulozà /585-587/j etc. iar final prin cromatografie 

de afinitate /1J9j585,588,589/. Se determina apoi activitatea spe

cifica a enzimei (A) /59O/ °u relaria:

mJ' substrat redus 
A = —i—--------------------------  

mg proteina x min

Conrinutul in proteina totali se stabilente prin màsurarea absorb- 

riei la 280 nm, utilizind drept etalon albumina de ser uman /591, 

592/. In sfirgit, se determina inhibiria DHFR de catre MTX gi ana- 

logii s«i, utilizind procedeul folosit la màsuraréa activitarii 

enzimei, adSugind de aceastà data gi diferite cantitàri <1® antago- 

nist /J93/. Resultatele, exprimate in raport cu l'ethotrexatul, 

sint reproduse in Tabelul 4J,gi sugereaza urmàtoarele concluzii: 

- inhibiria DHFR cregte cu lungirea catene! amino acidului 

terminal, in cazul analogilor dipeptidici ai L'ethotrexatului;

- la 0 anumitl marime a amino acidului terminal se obrin inhi- 

birii superioare càpului de serie;

- m Sri rea distanti intre gruparea amino §i carboxil, micgo- 

reaz? inhibiria acestei enzime;

- in seria analogilor 7-substituiri pe nucleul pteridinic, 

inhibirile reduse ale DHFR reflectà lipsa de activitate obrinut* 

in vivo cu acegti compugi;

- analogii 6,!'AB-D- gi -DL-Glu se comporta invera far? de en- 

zimR, in raport cu acriunea antituiroralS;

- in generai, nu pot fi obrinute corelarii intre acriunea 

nsupra DRi’R gl activitatea far& de L 1210 ;

- in seria analogilor tripeptilici, conpusul cel mai activ
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Tabelui 43

Ao gitine a asupra dihidrofolat reductazei.

Compusul • Ijo/IjoiMTX)

6,MAB-Gly 67,8

6,MAB-DL-Ala 2,5
6,MAB-f -Ala 5,45

6,MAB-Sar 97
6,MAB-DL-Abu 1,46
6,MAB-^ -Abu 44,5
6,MAB-DL-Val 2,6

6,MAB-L-Leu 0,46
6/ÎAB-L-Phe 1,03
6,MAB-L-Glu(MTX) 1,0
6,EAB-D-G1u 3,7
6,MAB-DL-G1u 1,25
7,MAB-Gly 274
7,MAB-L-Glu 1050
7,MAB-D-Glu ' 73 i

7,MAB-DL-Glu 355
6,AB-Gly-DL-Asp 162
6,AB-Gly—L-Glu 110
6,MÂB-Gly-DL-Asp 15,1
6,KAB-Gly-L-Glu 21,7
6,MAB-DL-Ala-L-Glu 4,55
6, MAB-Sar-L-Glu 42,6
6 jl/AB-L-Leu-L-Glu 8,0

6 jMAB-L-Phe-DL-Asp 33,3
6,MAB-L-Phe-L-Glu 11,2
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asupra tumorilor experimentale, este gi cel mai slab inhibitor al 

DEFR; • •
- se pare cä analogii tripeptidici de Methotrexat lipsi^i de 

grapa -metil sînt considerabil mai pu^in inhibitori ai enzimei.

Gele de mai sus indicé' slaba corela^ie între rezultatele de- 

termindrilor in vitro (asupra DHFR) gi in vivo (asupra tumorilor 

experimentale) §i sugereazâ implicarea altor moduri de interyen-çie 

a antifolicelor, in primai rînd a mecanismului de transport.

1.3»Actiunca asupra adenovirusului.

6,MAB-L-Glu (MTX), 6,MA$-D-Glu gi 7,MAB-L-Glu provoacä inhi- » e
bi^ia multiplicarii adenovirusului /594/. De notât cà în acest sis- 

tem gi 77'AB-L-Glu este deosebit de activ, ceea ce sugereaza un 

recanism diferit de ac^iune în cazuliadenovirusului, comparativ eu 

testele bacteriene gi cele de inhibi^ie a unor tumori experimentale 

(L 1210 gi W 256). ■

2.Testarea in vivo a activitntii noilor analogi ai 

acidului folie ou structuré pteridinicâ.

2.1. Toxfcitatea (DL^q).

Toxicitatea a fost determinate re gobolani Wistar de ambele 

sere in greutate de 80-ICC gt Calcularea valorii DL^q s-a f“.cut 

prin r.etoda Cornfield-Mantel /595/j iuregistrindu-se mortalitatea 
i

la 14 zile de la administrarea substan^elor. Rezultatele ob^inute 

sint rep roduse» in Tabelul 44.

Se ponte constata cä valoarea toxicitA^ii nu depinde de con

figurarla D sau L a carbonaia! asimetric din restai de acid glu

tamic (in cazul MTX). Surprinzdtoare este ins-’î valoarea dubia a 

DL™ in cazul racemicalui 7290,573/.

Acest paramétra este foarte sensibil in raport cu pozitia ca-
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te ’ » •.ptidice po «wcleul ptoridinic (în 6- sau 7-^20/520,522/. 

Ar:r n, 7/’AB-L-Glu este de peste 35 ori mai pubin toxic decît 

l—CJu. 0 constntare similari se înrefistreazd atît în cazul 

nsupra sistemilui hematopoietic, 6—l*TX fiind putemic

l -'. Mirant, în timp ce nu. prezintâ acest efect, cît gi

Frnprr ’ ucoaselor. De altfel, aceste efecte secundare (leacopenie, 

tr-icitate asupra maceaselor) lipsesc §1 la restai compugilor sin- ' 

t^tir.a !.i (indiferent daca sînt 6- sau 7-substituibi) eu excepta

surpriirwtonrc a 6,FAB-Gly, de altfel total inactivà asupra L 121o 

Acea-tn observable pone sub semnul întreb&rii aprecierea

c” o retivitate antifolicà este ìnso^ità întotdeauna §i de o-aebiu- 

r.e u ternie inhibitoare asupra mâduvei.

In seria analorilor di- §i tripeptidici, toxicitatea eiprima-

t* pria DL^ este coborîtM, în únele cazuri depftgind chiar^JO
,/29c,5J1,532,579,580/. 

/
Nu se observé de asemenea nici o corel^bl® î^trp toxicitate 

çi inhiMtia 1 1210 §i W 256.

2.2. Actiunea asupra gnor neoplazii experimentale. 
z. «

2.2.1. Actionea asupra L 1210. _ - - - *

Activitatea noilor compagi a fost studiata asupra leucemie! 

Ji^foide acute L 1210 /596/, pe goareci inbred DBA/2. S—aa inocu- 
6 ‘

lat intraperitoneal 10° celale leucemico,, tratamentul Tncepind la 

24 h dupà aceasta operarle. Se calculeazd cpregterea timpulai de 

sapraviebuire (CTS) a animalclor tratate fa^S de martori (Tabelul

• . «
Din datele ©brinate resulta cà existenba ani duini glutaric 

terminal este de 0 irportanbà deosebita, pentru o activitate anti- . 

leucemica marcàtd. Inlocuitea sa cu al^i amino acizi scade ralt 

era chiar analeazA activitatea fa^S de acest sistem. Grupa «C-CO^ 
pare irai importanti! decìt cea *C , observindu—se o oerefiere tendini 

óc restaurare a activitabii, odati! cu cregteroa wMrlir.K amino aci- ;
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Tabelul 44

ACtivitatea anticanceroasä a analogilor kTX.

Compusul S3

L 1210 w 256
Dpza(mg/Kg) 
X nr.admin.

CTS 7» DozaCmg/Kg) 
X nr.admin.

CTS %

6,MAB-Gly 250 23 X 7 0 — —

6,MAB-DL-Ala 349 23 X 6 • 0 — • —

6,MAB-^-Ala 250 . 25 x 6 19 — —

6,ÄiAB-Sar 400 50 x 6 0 — —

6,MAB-DL-Abu 925 80 x 9 16 60 X 14 47
6,kiAB-'í -Abu ♦ 106 10 X 8 0 ' 8 X *14 55
6,MAB-DL-Val 200 20 X 7 0 — —

6,LAB-L-Leu 7IO 90 X 9 / 24 — —

6/AB-L-Phe 500 45 X 3,0 14 40 X 7 58

6,MAB-L-G1u(MTX) 18 0,5 X 10 I34 5x1 80

6, HAB-D-G lu 17 0,5 - x 10 87- 7x1 56
6,KAB-DL-G1u 34,6 0,5 X 10 I50 7x1 95
7,LAB-Gly 25c 50 X 8 20 — —

7 ,K'AB-DL-Asp 200 40 X 8 0 40 X 14 29
7 ,¿AB-L-Glu 69I 2u X 8 • 30 50 X 13 33
7, LAB-D-Glu 5OO 70 X 5 G —

7, LAB-DL-Glu 47c 45 X 10 38 45 X 12 35
6,AB-Gly-DL-Asp 2CC 40 x 10 69 60 X 14 55
6,AB-Gly-L-Glu 4C0 23 X 6 14 18 X 13 30
6,MAB-Gly-DL-Asp 5OO 100 X 8 40 100 X 13 41

6 p.’AB-Gly-L-Glu 8J0 IOC X 8 0 —

6,PAB-DL-Ala-L-Glu 50C 50 X 6 19 — —

6,HAB-Sar-L-Glu 1000 100 X 6 0 — —

6,»AB-L-Leu-L-Glu 5OC 50 X 8 c — —

€ , LAB-L-Phe-DL-Asp 1000 100 X 7 0 — % —

6,MAB-L-Phe-L-Glu 5OO 50 X 10 25 —
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i (In p^rcron grupurii ct-CC^l) /^l/. De asomenea se consta- 

t c •(•’‘¿ere-rcarcftt? a activitärü antiloucemice la analogii 7-ßub" 

rt'tjiO /2% ,520,522,524,572-580/. Activitä^i scäzute se observe 

3i Jj cosul analog!lor tripeptidici (cu exceptia 6,AB-Gly-DL-Asp 

co 1rorJnta c activitate interesantä asupra L 1210 /29O,532,577,

. De I’emarcnt este faptul ca deriva^ii de T-TX la cere aci- 

cbl -¿lotoiric oetc inlocuit cu D- sau DL-glutamic i§i pästreazä 

i c4 ’’ ctor, uneori (in cazul 6,FAB-DL-Glu) chiar §i-o ridicä

i .2 .PActiuncc asupra carcinosarcomului Walker 256.

’eec.et" turorf^a fost transplantatä subcutanat pe §obolani 

’¿’ister, iratarentul incepind la 7 zile de la grefarea tumorii,
/ 

c*nd acerste este constituita. Se deterrinä iphibi^ia cregterii 

tu^orii (ICT), in raport cu animalele din lotul de control (ne- 

tratutc) (Tabelul 44). , ( y

Se poate constata cä to^i analogii di- sau tripeptidici ai 

tcidului folic sint moderat sau slab activi fa^ä de aceastä tumorö, 

jndiferent de toxicitätea asupra gazdei a compusului respectiv sau 

¿e activitatea asupra L 1210. Chiar deriva^ü 7-substitui$i pre- 

zjntc un oarecare grad de activitate asupra carcinosarcomului W256. 

Tjntrc ccrpiiiji tor-ta^i, analogul racemic al Methottexatului este 

col mai activ (depägind chiar Methotrexatul). Acest lubru ar putea 

constitui o calitate, in special pentru compu§ii pu^in toxici §i 

neleucopenizanti /520,522,524,531,532,578-580/.

Constatäri. privind activitatea biologic^ a noilor 

analog! ai acidului folic sintetizati. 
/

1. Pentru activitatea biologica in siatemele de testare utili- 

itLG (L 1210, W 256) rezultä cä configurarla centrului de asir»etrie 

din restul de acid glutamic nu este foarte importants. Mai mult, 
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este surprinzátoare activitatea irai ridicati a racemi culai (6,’¿AB- 

-DL-Glu) comparati? cu cea a izomerulai L (o,KAB-L-Glu). Explicadla 

rcestui fapt este difícil de. dat, fenomenal fiind legat probabil 

de configuradla intrinseca a moleculei. Prin metode flzice Sr-a de- 

m.cnstrat ce molécula acestui tip de computi poate adopta ín soludie 

o aserenea conformadle, íncít datoritá rotadiei libere íntre ato- 
rü C^-N^0, inelul benzenic sá a junga deasupra celui pteridinic, 

plaiele acestora fácínd un anghi de cea.20°. Mai este de asenenea 

posibil ín soludie ca douá molecule sá se a§eze cu inelul benzenic 

el únela, deasupra inelului pteridinic al celeilalte, ín aceet fel 

grupñrile carboxil ale celor douá molecule fiind la distanda maxi- 
♦

má. Este deci posibil ca o conformadle de acest tip sá apará §i ín 

cazul compusului racemic 6,MAB-DL-Glu discutat.

Recent, prin studii DO asupra 6/-L-MTX §i 6-D-MTX a fost con

fírmate existende unai structurl secundare ín cazul acestor compugi 

ssemiínátoare cazului acidului folio. Mai mult, aceastá structurà 

pliatá, in care peste inelul pteridinic plan se gáse§te o punte, 

este stabilizatá prin legatari de hidrogen puternice íntre cele 

douá grupfiri carboxil ale acidului.glutamic terminal §1 grupárile 

amino de pe nucleul pteridinic. Aceastá structurà secundará trebuie 

sá fie respoñsabilá de activitatea biologici a acestor computi.

2. Existenda unul rest de acid glutatic legat direct de aci- 

dui 4-amino-benzoic pare necesará pentru o activitaté biologici 

ridicati. Nici ínlocairea luí cu al+i emino acizi (vezi analogii 

dipeptidici), nici separarea luí de acidul 4-anino-benzoic (ca ín 

analogii tripeptidici) prin intercalares unui arino acid supliren- 

tar nu aduce activitatea la nivelul aceleia a Methótrexatulai. Pás- 

trarea acidului glutamic terminal ín analogii tripeptidici al aci- 

dulul folio, pune sub semnul íntrebáril implicares acestui arino 

acid exclusiv ín transporta! activ, datá fiind slaba activitaté a 

anor asemenea compari.
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constata o oarecare tendin^S de cregtere a activitetii cu mSrirea 

arino acizilor (in cazul pàstrSrii grupei ^-COgH), aceasta re- 

minind totugi cu mult sub valoarea fTI.

4. Nu se poate face o discriminare netà intre rolul grupà- 

rilor «£ gi Y-carboxilice, degl se pare cá grupa «¿-CO^H Cve.zi 

ccmpusul ójVAB-DL-Abu) este mai importante decit Y-CO^CójtZAB- 

~T—Abu). Comparind acegti doi computi cu 6,MAB—L—Giu (in care 

arem arbole gruperi < §i "í-COgH), se. observá necesitatea pre

sente i concomítente a ambelor gruperi in aceeagi molécula, pentru 

o activitate antileucemice marcate. Trebuie totugi remárcate to- /
zicitatea asupra màduvei a 6,KAB—Gly, comparativ cu MTX, fapt ne- 

observat la restul compugilor.

5. Lungirea portiunii peptidice prin introducerea unui amino 

acid suplínentar intre restul de acid 4-aminof-benzoic gi cel de 

acid guatando (aspart'ic) nu pare se aduce aventaje, cu tóate mon- 
/

Cinerea in partea finale a celor doi amine ^cizi dicarboxilici, 

jrin aceastfi modificare rezultind o scedere a toxicitetii, inclu- 

siv a efectelor secundare, dar gi a activitetii biologico in sis

témele utilizate pentru testare. Trebuie totugi remarcate activi- 

tatea ó,AB-Gly-DL-Asp, comparabile cu a Aminopterinei (.gi oca. 

j umettato din cea a Véthotrexatului) fere a prezenta inse toxici- 

tatea gi efectele secundare ale acestora. - ' "

6. Scbimbarea locului de atagare a restului peptidic -pe'nu- 

cleul pteridinic (din pozitia 6 In 7) duce la compugi avind to- 

jicitatea redusa, dar gi o activitate mult diminuate asupra leu- 

comiei L 1210 gi carcinosarcomului W 256. Acest fapt, ca gi lipsa 

de activitate a unor analogi ai Methotrexatului avind substituite 

in pozitia 7, grupe mici (OH, CH^ ), permite se se aprecieze im- 
1 ortanta atomului C? liber. Astfpl, aieturi de gruperile 2,4-di- 

amino gi atomul N^, lipsa oricSrui substituent pe atomul pare 

o avea o semnificatie deosebite in conferire.a unei activitati bio- 

logice corespunzatoare pentru acest tip de compùgi gi in sisteme—
BUPT



- 141 -

lo de testato utilizato.

In incheiere, trebuie men^ionat cu, de§i comparii testaci pre- 

zinta practic actività^i biologico redase (cu excep^ia ú/ÍAB-DL-Glu 

§i 6,AB-Gly-DL-Asp), s-a reusit elucidares cìtorva aspeóte impor

tante privind rolul por^iunii peptidice a analogilor acidului fo

lie cu structura pteridinica, in conferire unor proprietari farma- 

cologice potrivite, pentru proiectarea de noi compu§i potenziai 

anticancerosi. Din nou se pune problema gàsirii unor metode de 

testare corespunzatoare pentru a putea aprecia corect calitatea 

substanrelor sintetízate. ? 

/ 
I /
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CONCLUZII

In prima parte a lucrdrii este prezentat stadiul actual al 

cuno.gtin^elor noastre in domeniul activitd^ii anticanceroase a 

entimotaboli^ilor pteridinici ai acidula! folio, reprezentind o 

sinteztf a acestei probleme complexe, expus.e de noi pe larg intr-o 

serie de cinci articolo publicate. Nici partea consacrata metode- 

lor de sintezft aplicate in clasa analogilor acidului folio nu a’ / / 

fost tratata intr-o amploare comparabili in letteratura de spe- 

cialitate. 3-au dezvoltat in mod critic, in special parlile di- 
/

rect implicate sau legate de metodologia'focosita la sinteza no- 

ilor compugi din partea Il-a a lucririi, trecindu-se in revisti 

gi alte metode care nu au fost incercate de noi.

Partea a Il-a a lucririi cuprinde sintezé, studiai fizico- 

chimic gi biologie al unor noi analogi di- §i tripeptidioi ai - 

acidului folio. - r "

In cursul lucririlor de sintezi s-au preparai ò serie de in-» 

termediari gi compugi finali noi, nedescrigi in Uterituri gì' 

anurie :

- derivaci ai unor dipeptide (esteri de dipeptide gi dipep- 

tide N-benziloxicarbonilate, dipeptideXjó compugi noi);

- derivaci ai unor tripeptide (esteri de tripeptide gi tri- 
I

peptide N-benziloxicarbonilare, tripeptide)(27 compugi noi);

- analogi dipeptidici ai acidului folio (11 compugi noi);

- analogi tripeptidioi ai acidului folio (9 compugi noi);

- analogi 7-substitui^i ai acidului folio (5 compugi noi).

3-au preparai de asemenea un numdr de compugi cunoscu^i,fie,
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prin proced.ee noi sau imbunatazite.

S-a reagii sinteza analogilor de acid, folio izomeric puri 

(6- sau 7-substituiZi pe nucleul pteridinic).

S-au pus la punch §i s-au imbunitàzib o serie de procedee de 

Cintesi, cum ar fi: 

■ - esterificarea azeotropS a amino acizilor;

- N-benziloxicarbonilarea acidului 4-(metilamino)-benzoic in 

mediu de acid acetic-acetat de sodiu, precum §i sinteza pe o cale 

noud a acidului 4-[metil(benziloxicarbonil)aminoJbenzoic;

- hidrogenoliza N-benzilpxicarbonil-derivaZilcr;

- imbunitizirea sintezei malonodinitrilului, 2,4,5,6-tetra- r
arinopirimidinei, 2,4-diamino-ó-hidroximetil-pteridinei, etc;

- sinteza pe o cale nouà a LTethotrexatului, aplicatà la scara * /
de pilot, §i care apoi a fost utilizata §i la prepararea tuturor 

celorlal+i analogi.
/

Structura tuturor compu§ilor. noi sintetizaZi a fost stabilita 

atit prin analizà elementari, cit §i prin metode spectroscopice 

(u.v.,i.r.,RT-N,etc) . S-a demonstrat formarea exclusiva a izomerilo: 

u 7 ai l’ethotrexatului in. cadrul i?rocedeelor de sinteza. utili

zate, atit prin degradarla chimica a produsului de reaczie, cit §i 

prin spectroscopie RLiN. S-au efectuat pentru prima, dati spectrele 

DC ale C^^X ji aducinàu-se astfel noi dovezi in sprijinul

structurii secondare §i in cazul "TX gi avansindu-se pe aceasti 

basi ipoteza posibilitd^ii existenZei de chiralitate planarti pen

tru acest. compus.

Studiile biologico (asupra microorganismului Streptococcus 

faeoalis, dihidrofolat reductazei, adenovirusului §i asupra uncr 

tumori experimentale) au scos in evidenza atit activitatea anti- 

folici a tuturor compugilor sintetizaZi, cit §i anele concluzii 

importante privind relaZiile dintre structura chimici $i activita

tea biologici in aceasti clasi de compu§i, §i anurie:

- importanza acidului glutamic terminal, direct ata^at de
BUPT
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nucleul pteridinio;

- ínsemn-ltntoa lo£?lrii reatului peptidio in pozi^ia 6 pe na

ción! ptoridlnic gi fnptul ort pozóla 7 de pe acesta trebuie sä 

r^rin'l liber-T;

- s-a studiat rolul relativ al grupÄrilor * §i *f-carboxili- 

ce;

- s-a íncercat explicaren diferentelor bioloßice relativ mici 

íatro antipozii optici gi cel racemic in cazul MTX, prin dovedirea 

structnrii secundare gi eviden^ierea importante! acesteia.

C parto din dátele prezentate in aceastä tezä au fäcut obiec- 

tul unor brevete, publicatü sau comunicäri.
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PARTEA EXPERT’^ NT ALA

Punctele de topire au fest det^rminate cuun.aparat Boetius 

§i stnt necorectate. Cromatograrcele in' strat sub^ire au fost efec- 

tuate pe pläcu^e Merck din kieselgel ^254 lQr cel0 Pe hirtie folo- 

sind hirtia 7fiiatman Nr, 1. Spectrele u.v. s-au efoctuat cu spectro- r
fototnetrul CF^ Optica Milano sau cu Spekord uv-vis Carl zeiss Jena 

iar spectrele i..r, äu fost deteminate cu spectrofotomotrul UR-10 
I
Carl Zeiss Jena. Spectrele M au fosjt efecuate cu un spectrometru 

Varian-T 60 sau cu un aparat JEOL ICC-Mz. Curbele de dicroisir cir-♦ / 
cular au fost ridicate cu dicrogr^ful Jouan-Roussel-Paris.

1. CIANACETAJ'TDA s-a preparat din cianacetat do etil §i amo- 

niao, conform procedcului descris in literaturä. Randamont 75^ 

(p.t. 118-9% lit./439/ 119-120° ). ; -

2. J'ALONODINITRILUL s-a gintetizat din ciänacetamidä 91 oxi- 

clorurn de fosfor, dupft procedeul lui Surroy /441,442/, cu ron^iu- 

nea cä micgorarea la jumatate a cantitä+ii de clorurä de sodiu 

u^ureazä manipularea, firX a influen^a randa*nentul. Rand&xent 7C^ 

(i’.tJO0 ,lit,/442/28-JC0; p.f,lC2°/5-6 mm Hß, lit./444/ 11J-80/ 

2$ am Hc).

2,4,6-TRTAKINCPIRiriDINA s-a preparat conferr* procedeului 

Valletta gl colab./^29/ din malonodihitril gi clorhldrat do ¿uani- 

din’S $n prezen'fca etoxidului de sodiu. Produsul nu g-a separat din 

^ar )8tecul cu olorura de sodiu, ci s-a foloslt nat departe sub a- 

I Gerste formä.
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A. 2,4,ó-TRIAHIN0-5-NITR0Z0PIRIMIDINA s-a sintetizat ín doua 

variante, §1 anurre:
4.1. Prin nitrozarea 2,4,6-triaminopirimidinei cu acid 

azotos /429,4J2/. Produsul umed, de culoare rogie s-a introduce 

Jmcd^nt la reducere, fftrA a mai fi necesard o purificare.

4.2. Prin ciclizarea araidinelor, de asemenea in douA va

riante, anume:

4.2.1. Din malonodinitril prin nitrozare cu acid azo

tes ]n izonitrozoraalonodinitril, separaren sArii de argint, trans- 

forearon ncestoia in sare de potasiu §i apoi depunerea, dupft adAa- 

[prea guanidinei, a malonodinitrilizonitrozatului de guanidiniu. 

Acesta din urmA se ciclizeazá prin incñlzirea solul;iei sale in di

re tilformamidd, in prezen^a oarbonatului de potasiu,. Adaoga^^ít^pei 

la rrediul de reac^ie separá 2,4,ó-triamino-5-jiitrozppirimidina, car- 

re apoi se filtreazA/ se spalA §i se usuca. Randament 85% (p.t.^OC0 
l 

lit./4J7,.4J8/ 545-;46°). • / /

4.2.2. Dupá procedeul /4}6/f care reprezinta de fapt 

o simplificare a celui descris anterior, prin aceea ca nu se mai 

separé sarurile de argint §i potasiu ale izonítrozomalonodinitri- . 

iului. Randament 8J% (lit./4Jó/ 88%). De men^ionat ca am ob^inut 

f.celea¿i pandamente utilizind clorhidratul sau azotatul de^guahi- 

dina in local oarbonatului. ' '
1

5. 2,4,5,6-TETRAAMINCPIRIMIDINA s-a preparat prin reducerea 

2,4,6-triarrino-5-nitro zopirimidinei:

5.1. Cu.ditionit de sodiu, prin adaptarea procedeului des

cris in literaturas /427z, fa^á de c$re prezintá avantajul repro-^ 

¿uctibilitñ^ii. Astfel, 500 g(3,25 moli) 2,4,6-triamino-5-nitrozo- 

Iiriridina se suspenda in 10 1 apá. Se aduce suspensia la J5°, se 

cdauna ditionit de sodiu (2100 g),, culoarea sch.ii?íbindu-se din ro§u 

in roz, iar temperatura ajungind la 55°• Se incalzegte apoi la 

75-8^°, se filtreazá cald, filtratul se rAceite la 0-5° peste noap- 

te lar solidul depus se filtreazá, se spald cu ápá §i. se usucA.
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zult4 520 £ sare bisulfiticA de tetraaminoiirimidinft. Acest produs 

(52O g) se suspend^ în 59oo ml apA, se aduce la fierbere se ada- 

uffS încet, cu grijS, 9C0 ml acid clorhidric concentrât. Solatia se 

trateazS cu c^rbune, apoi se filtreazà fierbinte. La filtrat se

daugS 70C ml acid clorhidric concentrât, apoi acesta se ràceçte la 

-5° peste noapte. Solidul résultat se filtreazà §i se usuca, rê- 

zultînd 41C g (60^) diclorhidrat de tetraaminopirimidin.^. Spectral 

a.v., X (1O£É ): 273 (4,p3D, lit./427/ 272 (4,C17) . llJCkA
5.2. Cu metabisulfit de sodiu, dupa Schrage §i Ritchings 

/4J0/, dar procedeul s-a dovedit necorespunz^tor, datoritâ hidroli- 

zei partiale a aminopirirridinei. 
* r

5.J. Catalitic, utilizînd drept càtalizator negrul de pala- 

dlu. Astfel, 2,4,6-triamino-5i-nitrozopirimidina si catalizatorul se / 
suspend^ în alcool etilic absolut §i /se supun hidrorenarii la tem

pera tura camere! §i .presîunea normal^. Sfîr;Jtul react.iei se cons- 
/

tat^ prin schimbarea culorii §i treçerea produsului în solatie. Du

pa îndep^rtarea catalizatorului prin filtrare. §i adXugarea unei so

latii apoase de acid suifurie, depuna sulfatai de tetraarinepirimi- 

din?. /4J4/.

6. 2,4-DIAHINC-6-HIDR0XIî'BTIL-PTERIDINA s-a préparât în dou£ 

variante, îmbun&tfi^iri ale procedeului lui Baugh Shaw /419/:

6.1. 0 soluble de clorurrl de bariu (6,4 g) în cnntjtatea 

m3nin4 de ap£ se adaugr cu agitare, la 7^-30°, la o snspensie de 

7,6 £ sulfat de tetraaminopiriridîn* în 104 ml apa. Suspensif, sc 

agit* JO min., sulfatai de bariu format se filtreazr. çi se spai?, cu 

26 rl upà de 70°• Solatia, ce confine diclorhidrat de tctraarinoiji- 

rirjdin’i, se dilueazft cu apa pîn& la un volum final de 400 ml. La 

0 soluble care confine 128 g acetat de sodiu, 1J6 g conbina^ja bi- 

Eulfiticu a l,J-diLidroj:ip.cetonei 4,6 g dorilidrat de cistein" 

în JÇO ml apìi, aflatit într-un balon prevfizut cu agitater x borio— 

tor de eer, se adaug& eei 400 ml solatie de, tetraar inopi riri c.jn?., 

pornind ir.ediat agitarea $i barboterea aerului . Se G.dt.ug$ apci ire-
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diat Juir^tate dintr-o soluble de 8 g bioxid de seleniu ín cantita- 

tea minir~ de apS, cealaltS jumatate fiind adáugata 4 h mai-tírziu. 

Roac+ia continué 24 h la temperatura camerei, cu barbotare de aer. 

Se rScogte apoi la.0o, precipitatul depus se filtreaza, se spala 

cu apa, elcool, alcool-eter (1:1), eter §i se usuca. DupS recris

talizare dintr-o soluble de metabisulfit de sodiu,$%, rezultá 3/8 £ 

(72/) 2,4-diamino-6-hidroximetil-pteridina, prezentínd acelagi 

spectru u.v, ca cel din literatura /419/-

6.2. 10,5 £ (0,05 moli) diclorhidrat de tetraaminopirimi- 

dina dizolva^i ín 150 mi apá §i 8,5 £ bioxid de seleniu (ín 150 mi 

cp?í) au fost adfugate sub agitare la o soluble de 3J0 g acetat de 

sediu gi 9 £ 1,3-dihidroxiacetoná ín 550 ml apâ. Amesteçul a fost 

ínc“lzit la 35° pentru 1,5 h, sub barbotare de aer (sfírsitul^xeao- 

*íei a fost déterminât spectrofotometric), ap^oi s-a rácit rapld la 

Cc, men^iníndu-se la ’acenstá temperatura 3-4 h. Precipitatul for

mat s-a filtrat §i spalat cu apâ, apoi s-a ^uspendat ín 250 mi apá 

incâlzitâ la fierbere. La filtrat se adauga 25 g clorura de sodiu 

gi se lasa peste nóúpte la 0o. Solidul depus s-a filtrat, spálat

cu apa, alcool, alcool-eter (1:1), eter 

la 60°. Resulta astfel 7,5-8 g (80-85%) 

§i s—á uscat ín vid (PgC^). 

2,4-diamino-6-hidro3çimet il-

pteridinà (cromatografiere pe hírtie Whatman Nr.l, ascendent; blu- 

ent: n-butanol- etanol-apá 100:35:72, R^ 0,35/ spectru! 13..v. iden

tic cu lit./419/).

7• 2,4-DIAí:IN0-6-CLCRCT.3TIL-PTSRIDINA. 10 g 2,4-diarino-6-hi- 

droximotil-pteridiná fin pulverízate a fost suspéndate sub agitare 

ín 200 mi cloroform anhidra, 5 nû- piridiná gi 30 nú. clorura de tio- 

nil. • Amcstecul s-a refluxat timp de 8 h, apoi s-a rácit la tempe

ratura carerei §i s-a filtrat. Solidul depus s-a spálat cu cloro- 

fonr gi s-a uscat, rezultínd 2,4—diamino-6—clorometil—pteridina, 

caro s—a utilisât farS altS purificare ín etapa urmatoare. Compu— 

rul prezint? aceleaçi maxime ín spectrul u.v. ca §i materia primá.

Cromatografierea ín aceleagi condili! ca §i compusul precedent, 
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dà pentru clorometil-pteridinà R^ 0,64.

8. ACIDUL 4-(METI LAMINO )*-BENZCIC a fost preparai in dona vari

ante, gi anurie:

8.1. Din acid 4-aminobenzoic, formaydehidà, zinc gi hi-, 

droxid de sodili, conform literaturii /J40/. Randament 40% (p.t-. 16 

162°, lit./340/ 158-161°).

8.2, Din anestezinà, .prin metilare cu dimetil sulfat'(DMS).I
Astfel, un amestec dé| 540 g carbonai de sodiu, 825 g (5 moli) 4-a- 

i
irino-benzcat de etil (aneste’zinà) §i 2500 mi apà a fost incàlzit 

sub agitare la 90-5°• S-au picurat in decurs de 5 min.. 480 mi DMS, 

rezultind un reflua; foarte puternic. Se continua refluxul ìncà 6 

min, §i stratul organic, careesteimediat separai, este supus hi- 

drolizei .• / /
La o solutie de 400 g hidroxid £e sodiu in 10 1 apà se adaugà 

sub agitare stratul organic ob^inut in faza anterioarà. Se incàl- 

zegte la 95“1OO0 pentru 0,5-1 h.‘ <Dupà ràcire la temperatura carie

rei, solatia a fost filtratà, adusà la pH 4,0 cu acid clorhidric 

concentrai gi depozitatà pentru 24 h la temperatura cererei. Soli- 

dui format a fost filtrai g'i spalai Cu apà.

Intr-o soluti© preparatà din solidul ob^inut anterior in 2 1 

acid clorhidric concentrai“ §i 8 1 apà se picurà sub'agitare, la 

0-5° o solatie de nitrit de sodiu J50 g/1 (pinà la calcarea per-
I 

sistentà altastra a hirtiei iod-amidon) gi dapà agitare Ìncà C,5 h 

la rece, acidal 4-(nitrozometileunino)-benzoic rezaltal se*filtrea- 

zà §i se spalà ca acid clorhidric 0,5 N §i apà.

Acidal ^-(nitrozometilamino)-benzoic separai se dizolvn intr- 

o solatie de 1400 g hidroxid de sodia in 51CC mi apà. Dupà incàl- 

zire la 9^-5° 80 adaagà g zinc pulbere. Amestecuj so ’»enfine 

pentra ìncà JO h la 9C—5% apoi se ràcegie la temperatura cererei 

gl se aduce la pR 8-9 (ca acid clorhidric concentrai). Se fil- 

treazà hidroxidul de zinc precipitai gi se spalà cu apà fierbinte. 

Filtratale combinata au rnst a<1uaa 1« -rtr a n (ah /-»1^-rV.I ri t»1 r»
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concentrât) qì pàstrate peste noapte la temperatura camere!. Soli- 

dui depus a fost filtrat §i dupà spSlare (cu apà) §i uscare,,re- 
zultc 40C-42C g (cca. 45%) acid 4-(metilamino)-benzoic (p.t. 162°, 

lit.¿540/ 158-161°). . .

•9. Sinteza CLOROFCRMTATULUT DE BENZIL a fost efectuatà dupà 
resetele din literature,/597/• Randament 80% (n^ 1,5178,. lit,. 

7597/ nj8*5 1,5196; d 1,20, lit./???/ 1.25). . .

10 . ACIDUL 4-[MÉTIL(BENZIL0XICARB0NIL)AMINO] -BENZOIC a fost 

préparât in trei variante:

10.1. . La 0 solatie abitate de 151 g (1. mol) acid 4-(metil- 

erino)-benzoic,. 155 g acetat de. sodiu anh.. §i 2250 ml acid acetic 

(soluble preparate prin ìncàlzire la 60° pentru 1 h, apoi ràcita 

la 40°) se adauga I90 g (1,1 moli) cloroformiat de benzil., Dupà 

AC h la 40°, avestecul de reac^ie a fost pus In 8—10 1 

Fgitat 1-2 h, filtrat*§i uscat. Purificarea materialului brut a 
fost ofectuatn prin: a) dizolvare la cald' dq/ acid acetic §1 preci

pitare cu apà; b) agitare timp de 16 h cu o soluble de acid clor- 

bidric .0,5 N ; c) dizolvare in cloroform, spàlarea solu^iei cu 

acid clorhidric 0,5 N §i apà, uscare §i precipitare cu toluen. 

Dupa purificare se ob-^in 188 g (65%) acid 4-[,metil(benziloxicar-r 
bonil)a^ino]benzoic (p,t.149-5$°, lit./45ó/ 149-151^5°)•

10.2. 3e prepari 4[(bonziloxicarbonil)amino]benzoatul de 
ì 

etil conform procedeului descris mai sus pentru acid 4-[metil- 
(benziloxicarbonil)aminojbenzoic. Randament 65-7$% (p.t,157°j 

acida! 4((benziloxicarbonil)amino] benzoic 217°,lit./598/ 217°).

La IC g N-(benziloxicarbonil)—anestezinà dizolvate in 100 mi 

tetrahidrofuran (THF) §i 10 mi dimetilformamidà (DI£F) se adaugà 

1,1 g hidrurà de sodiu .(cu 20% ulei de parafinà), Se agita 50 min. 

la temperatura camere!, se adaugà.10 mi ioduri de metil qì se re

fi uxeazà 2,5 h (sfîrçitul reac^iei se determina prin cromatogra- 

f-iere: Al^Cj ,eluent: -THF 10:1, R^ 0,72-materia prima, 0,85-

producul). Se pone amestecul in apà, se extrage cu cloroform, se
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usuo fi solatia cloroformicfi pe sulf at de sodiu se evapora, la see, 

la vid. Resulta 4-[ ( benzilòxicarbonll)amino] benzoatul do etil sub 

forma unui.ulei care se hidrolizeazfi in mod obignuit, dupfi dizol- 

vare in metanoli rficire la 0°^ cu hidroxid de sodiu 1 N,.men^inind 
1

¿temperatura sub + 5°. Se ob^in as.tfel 8 g acid 4-[metil(bènziloxi- 
Ijarbonil )amino] benzoic ( randamant 84%) ( p. t. 148° ; lit ./456/14.9-151, X

10,3 Asemfinfitor. se metileasfi 10 g N-(benziloxicarbonj3 )- 

anestesia^ dizolvatè in 100 mj. eter anhidru §i 20 ml DMF, folosind 

1,1 g hidrurfi de sodiu (cu 20% ulei de parafine) §i J,5 ini diretil 

sulfat. Resultatole slnt asemfinatoare procedeului descris la punc- 

tul anterior.

11.’ Sinteza ESTERILOR BTJLIOI AI AMINO ACIZILOR (SUB FORMA DE J
CLORHIDRATI) s-a realizat in £oua variante, cea de a dona fiind 

aplicatfi exclusiv la esterifiparea apidului glutamic.

11.1 *. Procedeu generai de esterificare a amino acizilor. 
/

In blazul unei coloane de rectificare (^ 2,5 20 teiere) se in-

troduc 6 moli clorhidrat de amino acid monocarboxilic sau trei 

moli de clorhidrat de amino aci,d dicarboxilic, JJOO mi alcool eti- 

lic, 800 mi benzen §i 20 g acid 4-toluensulfonic. Se incfilze§te 

amestecul de reac^ie la reflux, in capul coloanei separindu-se 
r

dou»l strat^ri. Stratul apos (inferior) oste indepìirtat continua 

inr col organic (superior) este reintrodus in colonna, Sfirritai
I

reac^iei se determina cromatografie (TLC kieselgel, n-butanol- 

acid acetic-acetat de etil-apfi 1:1:1:1). Amestecul de reac^ie se 

concentreazfi apoi in vid, estera! rezultind ca ulei sau sub forra" 

solida. Uleiul cristalizeasfi imediat prin triturare cu eter utilic 

anhidru. S-au preparat astfel esteri! etilici (ca clorhidra^i) ai 

urmltorilor amino acizi: glicini, DL-alanina, sarcosini, p-alanin\ 

acid DL-K-aminobutiric, acid *£-aminobutiric, DL-valinfi, L-leuci- 

nfi, L-fenilalaninfi, acid L, D §i DL-glutamic §i acid DL-aspartic 

(datele analitico ale acestor esteri sint cuprinse in Tabelul 6) 

(in afara acestor computi s-au sintetizat prin acela§i procedeu §i
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erterii etilici ai DL-triptofanului, DL-metioninei §1 DL-izoleuci- 

ne».h Rnndairentole sint reproductibile §i sint cuprinse intre 

£5
11.2 . Osterai £lutamic s-a sintetizat de asemenea §i pria 

prcco;juI*descris de Chiles /465/.
1?. froccdcu ¿onerai .de preparare a N (4[METIL(BENZIL0XICARB0- 

;;IL)/;:INc]bBNZOIl}a^INO ACID ETIL BSTERILOR. S-a apliaat. procedetti 
descris de Pu §i colab./456/ la sinteza N{4[metil(bénziloxicarbo- 

nil)amino]benzoil]glutamatului de dietil. Astfel, se prepara ciò-, 

runa la 4-[rotil(benziloxocarbonil)amino]benzoil din acidul xcs- 

jeetiv (r,l noli), pentaclorura de fosfor (0,12 moli) .§i eter eti- 

2?c ariU Ira (4nC mi), pria agitare la temperatura camerei, .timp de 
2 h. hidaolizeazn oxiclorura de fosfor formata din reactiB^hìn 

itarec intr-o pilnie de separare a solatici) eterico cu ghia^k, 

re sepr.r" stratal orbante ce concine clorura acida §i .se adaug?.
/

i^eàiat peste un amestoc rfteit la 0° agitat energie de 0,125 

noli cster etilic al amino acidulai (clorhidrat), 66 g bicarbonat 

de sodia,*400 mi api §i 400 mi acetat de etil. Reac^ia continui Ih 

2a 0° si 2 h la temperatura camerei, dupd caré stratul organic se . 

separa de col apos intr-o pilnie de separare §i se Spalà -succùsiv 

cu cìte 100 mi apd, acid clorhidric 2 N, apà qì se usùcà sulfat 

de sodiu. Dapà concentrare la vid $i adaugare de etèr de potrol, 

depune (ca ulei sau solid) prodiisul final.Pentru scopuri analitico
%

se repetu purificarea din acetat de etil- eter de petrol'(datele 

enalitice sint reproduse in Tabelul 2). Randamentele sint cuprinse 

intre 80-85%» S-au preparat astfel esterii etilici ai Nj4£metil- 

(bonziloxicarbonil)amino]benzóil}glicine!, -DL-alaninei, -sarcósi- 

noi, - £ -aleninei,-DL-X-àminobutirle, -'i’-aminobutiric, -DL-vali- 

nei, -L-leucinei, -L-fénilalaninei, -DL-aspattic, -D- §i -DL-glu- 

ternie.
I

1J. Procedeu generai de preparare a n{4[meTIL(BENZIL0XICAR- 
BONIL)AMINoj BEN Zoili] AMI NO * ACIZILOR. Se aplicft. de asemenea proce—
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deul descris de Tu colab./4$6/ la sinteza acidului N{4[metil(ben- 

ziloxicarbonil)amino]benzoil3rL-glutamic. Astfel, 0,1 moli N{4b^e- 

iil(benziloxicarbonil ) amino ^benzoli} amino acid (monocarboxilic) 

etil ester dizolva^i in 11Ó mi alcool metilic, dupà ràcire la 0° 

sint hidroliza^i cu 110 mi hidroxid de sodiu IN, men^inind tempe

ratura sub + 5?• Reac^ia continui 1 h la 0° §i este definitivatà la 

temperatura camerei (sfirgituj. acesteia fiind determinai. cromato- 

grafie.: TLC kieselgel, eluent CHClj-CH^OH-CH^CO^ 9,5:0,5:0>5). 

Se dilueazà apoi cu apà §i se separà acidul liber dupà acidularea 

solutivi cu acid clorhidric 6 N (la pH 2) sub formà solidà sau de 

ulei care cristalizeazà uneor| dupà citeva zile. Purificarea produ- 
. i

sului se realizeazà prin redizolvarea acestuia in acetat de. etil, b 
extrac^ie cu solatie apoasà saturata de bicarbonat de sodiu ri pre- 

/ 
cipitare. In cazul amino acizilor di0arboxilici, cantitàxile de 

alcool metilic gl hidroxid de sodiu se dubleazà. Randamentele sint 

cuprinse intra 85-90%. S-au preparai urmàtorii compugi: i<{4[iretil 
(benziloxicarbonil)amino]benzoi]J-glicina, DL-alanina, sarco.sina, 

-alanina, DL- <-aminobutiric, "C-aminobutiricA DL-valina, L-leu-

cina, L-fenilalanina, DL-aspartic, D-glutamic gi DL-glutaiuic.

14. Procedeu generai de preparare a n[4-(METILAMIN0)BENZ0IL] 
AL’INO ACIZILOR. S-au aplicat douà procedee de ind^pàrtare a grupei 

protectoare §i anuroe:
14.1. Prin hidrogenolizà. Se prepara o solatia 1C% de Ài{4-C 

-metil(benziloxicarbonil)amino]benzoil}amino acid in alcool meti

lic absolui (in cazul -alaninei,. in alcool eiilic absolut). Se 

adaugà 10% catalizator (g/g) (paladiu pe carbone 5 sau 10%) §i .se 

eupnee hidrogenàrii cataliiice la presiunea atmos2ericà,§i tempe

ratura normalà. Sfirgitul reac^iei, caracterizat.prin absen^a bi- 

oxldului de carbon, este determinai cu solu^ie de  ba

rin. Se filtreazà catalizatorul §i se concentreazà la sec, la vid, 

pe baie de aptt. Se separà astfel N[4-(metilamino)benzoil}ar.ino 

acizii sub forma unor solide albe lamelare. Pe aceastà cale rezul-

hidroxid.de
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t" evident produse car© nu. niai necesita, purificar®. Datalo anali

tica nie corpuçilor sìnt presentate in Tabelul 5» 8—au préparât 

astiel urmàtorii corrpugi: N^4—(iretilacino)benzoil—J»glicina, DL— 

ela-iino, sarcosina, f -alanina, DL-<-aminobutiric, T-aminobuti- 

ric, DL-valina, L-leucina, L-fenilalanina, DL-aspartic, L- , D- 

lutarle.

14.2. Pria broroliz». Acest procedea de deprotejare, cu

eciì ’ rerhidric in acid acetic a fost aplicat. de Fu gì colab./45ó/ 

in oaxul ucidului II [4-(metilamino)benzoil]-L-glutainic gi a fost 

i ti lient iniziai gi de noi la sinteza aceluiagi compus (randament 

bl%).

15. HTDRAZIDELE UNOR DIPEPTIDE B(BENZILOXICARBCNILATE) au fost 

1 reparate prin refluxare tirap de 1 h a solatie! àlcoolice f^^^pru-
■ * ’■ - V VX.

lui respectiv cu exces de hidrat de hidrazin^. La ràcire detune hi- 

drazida, care se recfistalizeazà din alcool etllic. Datele analiti

co ale hidrazidelor sintetizaze sìnt redate/in Tabelul J.

16. Sinteza 2,3-DIBRCKPRCPIONALDEHIDEI din acroleinà gi brom 

in sulfura de carbon a fost realizatd conform procedeului descris 

de vischer gi Tafel /44ó,447,449/. Randament 85% (p.f. 54—6° /J mn. 

Pf; lit./450/ 79-80° /14 rara Hg) . ... . -, .

17. 1,1,3-TRICLORACETONA a fost preparata prin .doud meto de, 
arbele descrise in literaturà: ’ X x

‘ * >
17«1. Din acetonà gi clorura de sulfuril, cind resulta nu

irai 20% 1,1,3-tricloracetonà, restai- fiind practic 1,1-diclorace- 

ton* (p.f. 90° /J2 mm Hg; lit./451/ *91-4° Z?0 mm Hg; 1,4492 ; 

lit./451/ 1,4695)

17.2. Prin clorurarea 1,1-diclóracetonei cu clor gazos, 

conform lit./348/.

18. 2j4-DI.AMIN0-7-CL0R0METIL^ 0 solatie de 2,1 g

(0,01 moli) diclorhidrat de tetraaminopiriwidina in 50 mi apa s-a 

ad'^ugat piourìnd, in decurs de 6 h, la temperatura ramerei, la o 

solatie agitata de 4,8 g <0,03 «oli) 1,1,3-tricìoracetonft gi 8,2 g
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acetat de sodiu in 40 ml apä, la pH 6. Se men^ine pH-ul la 6,0 cu 

Carbonat de sodiu cristalizat, solid.; Amestecul de reaç^ie se agitl 

peste noapte la temperatura camerei,se räcegte apoi la 0° iar so- 

lidul brun se filtreazä gi se spalä cu apä, alcool, alcool-eter, 

,eter. Dupä ußcare, rezultä 1,7 ß (80%) 2,4-diamino-7-clorometiX- 

‘pteridinä, care este utilizatä în continuare.färä o altä purifica- 

re. Cromatografierea pe hirtie (Whatman nr.l, ascendent, eluent : 

n-butanol-etanol-apä IOC:35:?2) indicä prezen^a unui spot major la 

Rf 0,57 §i a unei impuritä^i minore la R^ 0,49.

19. Sinteza ANALOGILOR DIPEPTIDICI AI MBTHOTREXATULUT.

19.1. ACIDQL N|4 [MBTIL(2\4'-DIAMINO-PTERIDINIL-6-METIL) 
AMINO] BENZOIL-J-L-GLUTAMIC (Methotrexat, MTX, 6,MAB-L-Glu).

19.1.1. Dupä prQcedeul lui Seeger §i colab. /!/ din ' / *
clc-rhidrat (sau sulf at) de tejtraaminppirimidinä, 2,3-dibrompropion- 

aldehidä gi acid N[4-(metilanino)benzoil-J-L-glutamic in mediu
I 

apos la. pH 3,5-4, dihidroderivatulyformat initial fiind oxidat cu 

amestec iod-iodurä de potasiu. Dupä purificäri, rezultä produsul 

final avînd un con^inut de 95% (déterminât spectrofotometric), 

randamentul fiind 2%. '

. . 19*1.2. Dupä procedeul lui Berezovskii §i colab ./J48/,

car.e inlocuiegte 2,3-dibrompropionaldehida cu l,lz3-'tricloracetonä. 

Dupä purificare, rezultä un produs constituit, aga cun am arätat, 
1 ! 

din amestecul celor doi izomeri: ITO §i 7,MAB-L-Glu.

19.1.3. Din 2,4-diarcino-6-clorometil-pteridinä, printr< 

un procedeu original, in douä variante, §i anume:

I9.I.3.1. Pxin efectuarea reac^iei la pH 4. Ast

fei , într-o soluble de 100 g .acetat de sodiu în .75O ml apä, adusä 

la pH 4 (eu acid clorhidric concentrât) gi incälzitä la 45°, se 

dizolvä 14 g (0,05 moli) ,acid N(4-(metilamino)benzoil-]-L-glutaEiic. 

La acest amestec se picurä in decurs de 2 h o soluble de IC g 2,4- 

diamino-6-clorometil-pteridinä in 75 ml acid formic 90%, pK-ul 

fiind men^inut la 3>5—4 cu carbonat de sodiu cristalizat, solid.
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Piaccia dureazd 40 h la 45°, apoi amestecul a fost rdcit la 5° 

teste ncapte. Precipitatul format a fost filtrât, spftlat cu. ap^, 
elcool, alcool-eter, eter, apoi uscat la vid (P^O^) la 60°. Dupà 

purifiearile de tignare,, rezultâ un produs avìnd o puritate de min. 

95% (déterminât spectrofotometrie) cu randament 10-15%.

19.1.3^2. Prin efectuarea reac^iei la pH 7,5« 

Io. 0 solu^ie con^inînd 11 g (0,0395 moli) acid N[4-(metilamino)ben- 

zoil-J-L-glutamic in 110 mi apS, adusa la pH 7,5 cu bicarbonat de 

sodiu solid 5Ì încâlzitâ la 45°, se adaugà in mici por^iuni, în 

decurs de 1-2 h, 9 £ 2,4-diamino-6-clorometil-pteridina solida, 

foarte fin pulverizata, men^inìndu-se pH-ul in permanenza la valoa- 

rea menzionata (cu NaHCC^ solid). Reac^ia dureazS 24 h. la 45°. Se 

filtreazS solutia calda, iar filtratul se aduce-la pE 4 cu aci& 
o / 

restie. Se lasà peste noapte la 5 , se filtrerà precipitatul, se 

spaia cu npa, acetoni,‘ etor §i se usucA. Rezultà astfel 6 g produs 

cu con^inut de cca.70% (déterminât spectroffotometric)în MTX. Dupa 

purificare resulta 3,5 g produs final- cu un con^inut de 97-8%,ran- 

damentul fiind astfel de 19%«

19.2. N{4 ( METIL(2 ',4 '-DIAMIN0-PTERIDlNlL-6 '-METIL)AMINOJ 

F3NZ0Il}AMINO ACIZII s-au sintetizat dupà procedeul. 19.1.3 • cLin

2,4-diaìr!Ìno-6-clorometil-pteridina ji peptidele corespunzfttoate'. 

Resulta astfel urm-itorii computi: n|4 C metil(2 ',4 '-diamino-pteri- 

ainil-ó '-r.etil)aminojbenzoil-j-glicina (6,ì\AB-Gly), -DL-alanina 

(C ,MAD-DL-Ala), -sarcosina (ó,MAB— Sar), - f-alanina (6,MAB- p —Ala), 

-DL-oC-aminobutiric (6,TrAB-DL-Abu), -aminobutiric (6,MAB-T-Abu), 

- DL-valina (6,?7AB-DL-Val), -L-leucina (-6,-MAB-L-Leu), -L-fenilala- 

nina (6,«‘AE-L-Phe), -D-glutamie (6,MAB-D-Glu) §i -DL-glutamic 

(ó/ìAP—DL-Glu). Datele analitico ale acestor computi sìnt cuprin- 

se in Tabelul 1.

In cazul in care amino acidul terminal era alanina sau aci- 

dul f-aminobutiric, datorita solubilitàzii reduse a sàrurilor de 

sodiu ale analogilor dipeptidici finali, precipitatul depus duna
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filtrarea amestecului. de reac^ie este reextras cu solatie appasti 

alcalina (NHp, incalziti! la 60-70°. DupA. acidulare §i filtrare, 

solidul separat este unificat cu cel rezultat din precipitarea sa

lutisi nume (a amestecului de reactie) in vederea purificArilor 

ulterioare. Randamentele in cazul acestor computi nu dopA§esc insà 

5-10%.

19 -3 • «(4L METIL(2 \4'-DIAMIN0-PTERIDINIL-7 Z-4!ETIL)A1!INO J 

BZUZOIlJa’.IINO ACIZII. S-au sintetizat dupà procedetti 19.1.3*1« aci- 

zii N j4 ( metili 2 ',4'-diamino-pteridiniì-7'-metil)amino]benzoil-}- 

-DL-aspartic (7,MAB-DL-Asp), -L-glutamic (7,MAB-L-Gln ), -D-gluta- 

mic (7jMAB-P-Glu) §i -DL-glutairic (7>MAB-DL-Gln) iar dupà proce-♦
deu.1 19.1.3«2. N|4 [ metili24*-diamino-pteridinil-7'-metil)amino] 

benzoil-J-glieina (7,MAB-Gly), din 2,4-diamino-7-clorometil-pteri- 

diaft^i peptidele respective. IJandamintele au. fost cuprinse intre 

5-12%. Datele analitice ale compusilor sintetizati sint cirprinse 

in TabeItti 7• * /

20. ACIDUL 4—[ (B3NZIL0XIGARB0NIL)AMIN0]hIPPURIC s-a preparai 

dupA procedetti 10.1., din acid 4-aminob.ippuric §i cloroformiat de 

benzil in medio, de acid acetic-acetatf de sodili. Randament 70% 

(p.t. 2110, iit./599/ ).
I 

21. Procedei! generai de preparare a ESTERILOJL ETILICI AI 

TRIPEPTIDELOR N-BENZILOXICARBONILATS .So prepari! eotur giulamio
I

(DL-aspartic) (baza libera) din 36 g io,15 moli) ester glatanic. 

clorhidrat, respectiv 33>6 g (0,15 moli) ester DL-aspartic clorhi- 

drat, prin tratarea snspensiei in acetat de etil Ì36O mi) cu.

trietilarinA Ì37 mi). Se agitd peste noapte la temperatura carerei, 

se filtreazii clorhidratal de trietilamind, se spala precipitatili 

cu acetat de etiì §i se evapori solventul §i excesul de trietil- 

àmini po baie de ap&, la vid. Se dizolvà 0,1 moli N{4-^retilibenzil- 
oxicarbonil)amino]benzoil}ar.ino acid, respectiv acid 4-((benziloxi- 

carbonil)amino]hippuric intr—un solvent organic potrivit (vezi
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parilo. Dupd dizolvarea scostala din unnà, se race§te solatia la 

C° §1 se adaugS 22,7 g (0,11 moli) diciclohexilcarbodiimida (DCC). 

Beacela dureaz* 1 h la 0° §i 96 h la temperatura camerei. Se fil- 

treazS diciclohexiluroea formata (DCU) §i se spaia precipitata! ca 

solventul utilizai in reac^ie. Solatia de ester de tripeptida N- 

tenziloxicarbonilata in acetat de etil (in cazul utilizarli unui / 
solvent solubil in apa, se oonoentressa la seo, la vid^ pe baie' de \ 

epa, apoi peptida se redizolvd in acetat de etil) se spaia cu acid 

clorhidric 2N,(lasind 1-2 h pentru a hidroliza DCC eventual nereac- 

iionatfi), apà, solatie apoasà, saturata,de bicarbonat* de sodiu,apà, 

se separà stratul organic, care apoi se usuca (^2864 ).-Se con- 

centreaza apoi la sec, la vid, pe baie de apa, peptida depunind ca 

ulei sau solid dupà addogare de eter de petrol.Purificarea in conti

nuare se face fie prin redisolvare in .acetat de etil §1 repetarea 

spSiarilor cu apa, acid clorhidric. 2N, apa, solatie apoasd, satura

ta de bicarbonat de sodiu, apa, fie din acetat de etil- eter de pe

trol, fie prin trecere pe o coIoana cromatografica de oxid de alu- 

riniu basic, eluind cu alcool metilic absolut. .S-au sintetizat ur- 
irStorii esteri: N,N|{4-[(benziloxicarbonil)amino]benzoil]glicil] 

DL-aspartic §i L-glutamic, N,N||4-[metil(benzilpxicarbonil)aminoJ 

tenzoi^ DL-aspartic §i L-glutamic, N,ri|^4-[metil(benziloxioarbònil) 

amino] benzoil]i)L-alanil]L-glutamic, N||4-[metil(benziloxicarbo-
• 1 ’

nil)amino]benzoii]sarcosil] L-glutamic, N,N f14—£metil(benziloxlcar- 

bonil)amino]benzoil]L-leucil]L-glutamic, N,N |^4-[metil(benziloxi- 

carbonil)amino] benzoli] L—fenilalanilj’DL—aspartic §1 L—glutamic. »
Datele analitico ale acestor computi sint presentate in tabelui 9« 

Nota 1.

Compusul Solventul(ml) .

N|4-[^benziloxicarbonil)amino]benzoil] glieina AcOSt

'3til(benziloxicarbonil)amino] benzoli]

-glic ina AcOEt(250)+DMF(140)
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-DL-alanina • THF(160)+DLT(20) 

-sarcosina THF(175)+DTT(65)

-L-leucina AcOEt(7CC)

-L-fenilalanina AcOEt(7OC)

22. Procedéa cenerai de preparare a TRIPEPTIDELCR N-BENZTiOXI- 

CARBONILATB. Se hidrolizeazA o solatie de 0,1 moli ester de tri- 

leptldAN-benziloxicarbonilatA in 450 mi alcool metilic, dupa rA- 

cire la 0°, cu 225 mi hidroxid de sodiu 1 N, men^inìnd temperatura 

cab 5°. Resc^ia continui 1 h la 0° §i apoi se definitiveazA latem- 

pereturo calerei (sfìr§ital reac^iei se stabilente cromatografie, 

TIC ¿ieselgel, eluept: cloroform-metanol-acid acetic 9,5:0,5:0,5)• 

Da;.r. terminarea reac^iei se adaagà 2 1 apa la solatie Qi se aduce 

iH-ul acesteia la 2 cu acid clorhidric 6 N ‘. Produsul se separa fie 
c; solnd, fie ca ulei ce cri stai i zee/zn in timp. Purificarea aces- 

tuie se reelizeaza prin dizolvare in apà la pH 7, tratare cu Garbo-
I 1

no (timp de~citèva ore), filtrare,zacidulare la pH 2; De ascmenoà 

cete utiia §i extrac^ia peptidei din solatia de acètat de ctil cu 

solatie apoasA, sataratà, de bicarbonat de sodia.'Tinal se mai re- 
/ 

corandA, dacà este cazul, ó recristalizare din acetat de ètil-eter 

de petrol. Datele analitice sìnt presentate in Tabelal 10. Aa fost 
ireparn^i armAtorii aciZi: N,N |^4-[(benziloxicarb(5nil)àmino]benzoilJ 

tlicil]DL-aspartic '§i L-glutamic, N,Nj[4-[metjil(benziloxicarbonil) 

c- ino) benzoli)gliciljDL-aspartic §i LTglutamic, N,N^{4-(metil(ben- 

ziloxicarbonil)aminoJbenzoiljDL-alanil}L-glatamic, N,N{J4-[metil 

(lenziloxicarbonil)airincj benzoli}sarcosil}L-glatamic, 4-[metil

(benziloxicarbonil)amino} benzoli}L-leacil}L-glatamic, 4-(metH

(benzlloxicarbonil)amino]benzoil}L-fenilalanll}DL-aspartic §1 L- 

glutaric. ;

2J. Procedeu generai de preparare a TRIPEPTTDELOR. Ace^ti com- 

puji au fost sintetizaXi prin hidrogenolizà N-benziloxicarbonil de- 

rlva|ilór corespun?Atori, confotm procedealal 14.1., utilizat in 

cezul dipeptidelor. Datele analitice ale acestora sint reproduse

BUPT



- 162 -

îü Tabelui 11. S—au. préparât urmutoarele substance: acid. N,N 4— 

aminobenzoil ¿lidi DL-aspartic §i L-elutamic, N,Nl[4-(n»etilan.ino) 

tenzoilJglicil)DL-aspartic g! L-glutanic, N,N([4-metilemino)benzo- 

11) DL-alanil] L—glut amie , N,N]j4-(metilamino)benzoil] sarcosil] L- 

glutaiaic, K,à ] (4-(me tilacino) benzoli] L-leuc il] L-glut amie, R,^(4- 

(me tilacino) benzoli] L-fenilalanil]DL-aspartic §i L-glutamic.

24. Sinteza ANALOGILOR TRIPEPTIDICI AI METHOTREXATULGI. 

Ccmpuçii au fost sintetiza^i prin procedevi! descris la punctol 

1^.1.3.2., prin reac^ia dintre 2,4—diacino-6—clorometil-pteridine 

çi tripeptidele respective, în mediu apos, la piH 7*5« Randamente- 

le sînt cuprinse între 8-12% (dupà purificarea corespunzâtoare a 

compugilor). S-au sintetizat astfel ornatori! analogi: 

acidul K (4 ((2 ',4 '-diamino-tteridini1-6 '-metil) amino]bonzoilj-glicil 
DL-aspartic (6,AB-Gly-DL-Asp) g! L—glutamic (^,AB-Gly-L-rt^^/^ ” 

L{4 ( metil(2 ',4 '-diamino-pteridinil-6 '—inetil)emino]benzoilj-gl:3cil 

DL-aspartic (6,MAB-Gly-DL-Asp) gi L-gïutamic (6,HAB-Gly—L-Glu),

( cetili2 ',4 '-diajrino-pteridinil-6*—met il) amino] benzoil]-DL'ala— 

cil L-glutamic (6,MAB-DL-Ala-L-Glu), fi{4 ] metil(2',4'—diamino—pté- 
ridinil-j^arcosll L-glutamic (6,MAB-Sar-L-Glu), N{4 [metil(2',4'- 

ciamino-pteridinil-6 '-metil) arino] benzoi^-L—leucil-L-glutainic 

(C /'AD-L-Leu-L-Glu), R|4 [ metil(24'—diamino-pteridinil-6 L-metil) 
arino] bonzoij^-L-fenilalanil DL-aspartic (6,MAB-L-Phe-DL-Asp) §i 

I-glutoric (6,rAB-L—Phe-L—Glu). Datele analitice ale noilor con

iugi sînt presentate în Tabelul 8.

25. Purificarea analogilor di— §i tripeptidici ai acidulo! 
folie.

A.ga eue ara aratat anterior, poritatea prodosoloi brut résul

tat din reac^ia de condensare depinde de calea de sintezâ folosità 

în primai rînd, dar évident no este de neglijat nici calitatea ma- 

teriilor prime utilizate.

Alecerea modulai concret de purificare a analogilor di— g! 

tripeptidici depinde astfel de mai mulpi factor!, ce! mai impor—
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tan-ji fiind natura compusului, puritatea sa iniziala 'din amestecùl 

de reac^i®), solubilitatea, etc.

Pentru purificarea acestar compugi s-au aplicat urmatoarele 

metode:

a) purificare "chimicà": 

- prin schimbàri succesive de pH; 

- prin transformarea, atunci cìnd solubilitatea produsu- 

lui perdite, in sare de rragneqiu §i recristalizarea ei din apà.

Purificarea prin schirrbàri de pH se realizeazà prin dizolva- 

rea (par^ialà) a compusului brut la pH 11-12 (Na2C0^ sau NaOH) la 

5C-6O0, filtrare, coborirea pH-ului solatiei la 7,0 (HC1 2 N), t 
xten^inerea peste noapte la 5°4 tratare cu càrbune gi filtrare. 

Se aduce apoi solatia la pH 4 (HC1 2 N sau acid acetic), se lasà 
pest^ii 5% se filtreazà precipitatali depus gi se spalà cu apà, 

alcool, alco’ol-eter, eter. Obignuit, o asemenea purificare ridica 

con^inutul la oca.65% de la 45% Gdqterminat spectrofotometric).

Purificarea ca sare de magneziu, aplicatà numai pentru doi 
compugi, 6,MAB-^-Ala gi 6,MAB-'Ì*-Abu, se realizeazà prin dizolva- 

rea produsului in cantitatea minirà de apà cu solatie de ar.oniac 

(pH 11-12), incàlzire la 7C-5% adàugare de oxid de ma£neziu, 

filtrare, depunerea sàrii de dagneziu prin rentln^rea'solatiei 

la 5°, filtràrea ei, spàlare cu acetonà, Se.recristalizeazà apoi 
1 

sarea de cagneziu din apà gi se retransformà prin acidulare (pH 4) 

fri produsul final de puri tate ridicatà.

b) purificarea prin treceri pe coloane crowato^rafice, datele 

cnracteristice fiind reproduse in Tabelul 4$.

Coloanele sint precàtite in mod obignuit: dupà spàlare per- 

fectl (deter^ent/ apà, alcool, apà, solu^ie de eluare), in coloanà 

oste introdusà suspensia, umpluturii in eluent. Se lasà sà so 

scurcà solatia, controlind ca in umpluturà s.4 nu existe aer sau 

sà se formeze canale. Se introduce apoi produsul, dizclvat in 

cantitatea minim* de eluent, prin adào£are de NaCH 1 I? pinà la
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enzolvare §1 astfel încît pH-ul sä nu depägeascä 7,5. Dupä ce solit

ela este absorbitâ în coloanä, se lasâ citeva ore, apoi se începe 

eluarea cu solventi! men^iona^i, culegînd frac^iuni, Alegerea frao- 

Ciunilor ce confín produsul se face fie spectrofotometric (in ca— 

Tabelul 45

c ì
’ Colcana este formata din trei straturi: inferior- celulozä" 

(1:2), rediu- celulozä §i carbone (celulozä .1:20, càrbune 1:2) gi 

superior- celulozä (1:20).

FPelul umpluturii Firma 
producatoare

Report(g/g) Eluent
substancä/umpluturä e

Celulozä Merck 1:30...1:75 Tampon fosfat di- 
sodic 0,1 M pH 7

DEAL-celulozä Merck a-.3C Tampon fosfat al
so die 0,05E pH 8

Celuiozä-cärbune Schuchardt a) . Apä

Celitc 535 Serva 1:75
/

Str .org.BuOH-
C,5£ 6:1^4^,

Sephadex G-10 Upsala
I

1:50
-, n jHA
Apä

Poivex 1X8 Schuchardt 1:100 ' ■ /
Spl.tampon acetat 
1 M pH 6, eluare 
acid acetic 1 M

zul IÍTX), fie cromatografie (pentru ceilal^i computi ).'Unificarea 
¡

frac+iilor ce con^in compusul avìnd aceeagi puritate, ùrmata de 

irecipitarea cu acid acetic (pH 4), menCinerea la 5° peste noapte 

Ç2 filtrare, spalare, uscare, duce.la separarea produgilor parli

ci sau complet purificaci. __ ___

Calca de purificare pentru ficcare analog di- sau tripeptidic 

al "ethotrexatului este prezentatä în Tabelúl 46.

26. CXIDAREA SI. SIDROLIZA divergilor analogi pteridinici

(6,*’AB-L-Glu, 7/fAB-L-Glu) sau pteridine simple (2,4—diamino-6- 

kidroxi (gi clor)metil-pteridina) s-a efectuad prin procedeul

ein literatura /34C>4$3/ cu permanganat de potasiu ìn mediu al-
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Tabelul 46

Compusul Procedeul de sintezâ Fodul de purificare

6,Î<AB-L-Glu 19.1 .1, . 19.1.2
19.1.3.1.

Schimbare pH,coIoa
na celulozä(sau ce- 
litä,DEAE-celuloza, 
Dowex),celnlozä- 
carbune.

. 19.1.3.2. Coloanä celulozä

6/'AB-D-Glu; 6/'AB-DL-Glu;
7,1'AB-L-Glu ; 7 /¿AB-DL-Glu;
7, VAB-D-Gln ; 7 /¿AB-DL-Asp ;
6,P-AB-Gly-L-Glu;
6,PAB-Gly-DL-Asp.

19.1.3.1. Schimbare pH;coloa- 
nd celulozä, apoi 
celulozä §i cärbme

6,AB—Glj—L—Glu ;
6,AB-Gly-DL-Asp.

I9.I.3.I.

1

Schimbare pHjcoloa- 
nä celulozä, Sephar
dex G-1C §i celu
lozä §i carbune.

6/'AB-Gly ;7^’AB-Glj ;Ô,UAB-Sar 
6,rAB-DL-Ala;6,PAB- ^-Ala;

19.1.3.2. Coloanä celulozä.

6 ,Î/AB-DL-Val ; 6 ,VAB-DL-Abu;
C ,!’AB-< -Abu ; 6 ,PAB-L-Len;
6 /'AB-L-Phe ; 6 /'AB-DL-Ala-L-Glu ;
6 ,T ’AB-L-Leu-L-Glu ;
6AB-L-Phe-DL-Asp;
6,l'AB-L-Phe-L-Gln.

câlin. Datele analitice ale acizilor 2-amino-r4-hidroxi-pteridinil- 

6-(eau 7)-carboxilici sînt redate în Tabelul 12.

27. Prepararea catalizatorilor negru de paladin $i paladin pe 

carbone 5% §i 10%.
F

27.1. Negrul de paladin s-a préparât' dupR Dc~lgov/6C0/ 

din clorurd de paladin, formaldehidà §i hidroxid de potasin.

27.2. Paladin pe cfirbune 5% s-a préparât prin dizolvarea 
la cald a 4 g clorurd de paladin în 20 ml acid clorhidric concen

trât §1 200 ml apS distilatd, agitarea soln^iei eu $0 £ edrbune 

(pînft la decolorarea acesteia), neutralizare eu o solu^ie saturatu 

apoasd de bicarbonat de potasiu, filtrarea catalizatorului §i
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rralare cu up* distilata pina la disparirla ionilor de clor.

Paladiu pe carbone 10% se prepari in acclami mod, utilizind 

$as~ de aceast* datd o cantitate dublft (8 g) de cloruri de pala- 

dia.
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