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Sposdb otrzymywania aminokwasowych pochodnych 1-nitroakrydyny lub ich soli

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania aminokwasowych pochodnych I-
nitroakrydyny lub ich soli o wzorze og6lnym 1, w ktérym R oznacza atom wodoru; niepodstawiony
alkil o dtugosci taficucha od C,-C4lub podstawiony grupami: fenylowa, hydroksylowa, aminowa,
tioeterowg, karboksylowa lub pochodnymi grupy karboksylowej, jak estry, amidy, sole; heterocykl
z jednym lub dwoma atomami azotu, a R' oznacza atom wodoru, alkil o dtugosci taficucha od
C,-C4, atom sodu lub potasu, grup¢ N-metylomorfolinowa, tréjetyloaminowa, za$ n jest rbwne 0
lub 1.

Dotychczas znane s3 z opisu patentowego Wielkiej Brytanii nr 1093847 I-nitro-9-
dwualkiloaminoalkiloaminokrydyny o wzorze ogélnym 2, w ktérym R', jest rowny R? i oznacza
grup¢ metylowa lub etylowa, za$ n=2,3. Zwiazki te charakteryzujg si¢ identycznymi podstawni-
kami przy N . Sposdb otrzymywania tych zwigzkéw polega na kondensacji I-nitro-9-
chloroakrydyny o temperaturze topnienia 150-151°C z dwualkiloaminoalkanoaming w
$rodowisku rozpuszczalnika organicznego, np. fenolu lub krezolu, w temperaturze 20-100°C, a
nast¢pnie wydzielaniu uzyskanego produktu ze Srodowiska reakcji znanymi sposobami, np. przez
ekstrakcje.

Znane s3 1-nitro-9-alkiloaminoalkiloaminoakrydyny o wzorze ogélnym 3, w ktérym R ozna-
cza metyl, etyl, propyl, izopropyl, butyl, izobutyl, izopentyl, benzyl lub cykloheksyl, za$ n jest
réwne 2 lub 3.

Sposéb otrzymywania tych zwiagzk6w polega na kondensacji chlorku (1-nitroakrydylo-9)-
pirydyniowego lub 1-nitro-9-chloroakrydyny lub 1-nitro-9-fenoksyakrydyny zalkiloaminoalkiloa-
ming, w temperaturze 50-120°C, w srodowisku fenolu. Nast¢pnie mieszaning poreakcyjng wylewa
si¢ do niepolarnego rozpuszczalnika organicznego, nie mieszajacego si¢ z woda, za$§ wytragcony
osad monochlorowodorku I-nitro-%-alkiloaminoalkiloaminoakrydyny wydziela si¢ ze $rodowiska
reakcji znanymi sposobami, np. przez krystalizacje.

Znane s3 1-nitroro-9-dwualkiloaminoizoalkiloaminoakrydyny o wzorze ogélnym 4, w ktérym
R oznacza nizszy alkil jak metyl, etyl, R' oznacza atom wodoru lub metyl, R* oznacza to samo co
R, przy czym R' nie jest réwne R? za$§ n=01ub 2. Spos6b otrzymywania tych zwigzkéw polega na
kondensacji chlorku (I-nitroakrydylo-9)-pirydyniowego lub 1-nitro-9-fenoksyakrydyny z dwual-
kiloaminoizoalkiloamina w §rodowisku fenolu, w temperaturze 50°C-120°C.



2 119667

Mieszaning poreakcyjng wylewa si¢ do niepolarnego rozpuszczalnika organicznego, nie mie-
szajgcego si¢ z woda, a wytracony osad I-nitro-9-dwualkiloaminoizoalkiloaminoakrydyny
wydziela si¢ ze srodowiska reakcji znanymi sposobami, np. przez krystalizacje.

Niedogodnoscia opisanych zwiazkow jest ich wysoka toksycznosé, nietrwatos¢, szczegolnie w
$rodowisku wodnym, kwasne oddzialywanie ich wodnych roztwordéw (pH —~4), co powoduje
ujemne dziatanie uboczne preparatdw, jak efekt draznigcy w miejscu wprowadzenia oraz nudnosci
i wymioty.

Sposob otrzymywania aminokwasow pochodnych 1-nitroakrydyny lub ich soli, o wzorze
ogblnym 1, w ktérym R oznacza atom wodoru; niepodstawiony alkil o dtugosci tancucha od C,-C,
lub — podstawiony grupami: fenylowa, hydroksylowa, aminowa, tioeterowa, karboksylowa lub
pochodnymi grupy karboksylowej, jak estry, amidy, sole; heterocykl z jednym lub dwoma atomami
azotu, a Ry oznacza atom wodoru, alkil o dtugosci tancucha od C,-Cs, atom sodu lub potasu, grupg
N-metylomorfolinowa, tréjetyloaminowa, za$ n jest rowne O lub 1, wedtug wynalazku, polega na
tym, ze l-nitro-9-fenoksyakrydyng rozpuszcza si¢ w fenolu, dodaje aminokwasu lub pochodnej
aminokwasu i cato$é ogrzewa do temperatury 10-100% a nast¢pnie, po ozigbieniu do temperatury
pokojowej, mieszaning poreakcyjna wylewa si¢ do nadmiaru suchego niepolarnego rozpuszczal-
nika organicznego, ewentualnie zakwaszonego chlorowodorkiem, zas wytragcony osad monochlo-
rowodorku aminokwasowej pochodnej I-nitroakrydyny saczy si¢ i krystalizuje z bezwodnego
polarnego rozpuszczalnika organicznego lub ich mieszaniny.

Drugi sposéb otrzymywania aminokwasowych pochodnych 1-nitroakrydyny lub ich soli, o
wzorze ogélnym 1w ktérym R, R'i n maja podane wyzej znaczenie, wedtug wynalazku polega na
tym, ze chlorek (I-nitroakrydylo-9)-pirydyniowy miesza si¢ z fenolem, ogrzewa do temperatury od
60 do 80°C, ochtadza i dodaje aminokwasu, lub pochodnej aminokwasu, cato$¢, po wymieszaniu
ponownie ogrzewa do temperatury 60-100°C, a nastgpnie mieszaning poreakcyjng ozigbiai wylewa
do nadmiaru suchego niepolarnego rozpuszczalnika organicznego. zas wytrgcony osad monochlo-
rowodorku aminokwasowej pochodnej I-nitroakrydyny saczy si¢ i krystalizuje z bezwodnego
polarnego rozpuszczalnika organicznego lub ich mieszaniny.

Przedmiotowe zwigzki r6znig si¢ od znanych pochodnyvch akrydyny, wykazanych wyze;j,
podstawnikiem w pozycji 9. Zawieraja one zamiast tancucha dwuaminowego w tej pozycji, odpo-
wiedni aminokwas lub pochodng aminokwasu.

Wiasciwosci przeciwnowotworowe przedmiotowej grupy aminokwasowych pochodnych 1-
nitroakrydyny lub ich soli badano wielokrotnie nizej opisanymi testami in vitro oraz in vivo i
uzyskano wysoka aktywnos$¢ przeciwnowotworowa przy niskiej toksycznosci.

I. Metody in vitro. Hamowanie kietkowania nasion rzezuchy (test wzrostowy).

Na plytce Petriego o srednicy 80 mm, umieszcza si¢ mozliwie rownomiernie 20-25 nasion
rzezuchy na dwoch warstwach bibuly. Nastepnie, na ptytki nalewa si¢ 30 ml roztworu badanego
zwiazku, o stgzeniu 1 mg/ml, a na ptytk¢ kontrolng — wodg¢ destylowang. Plytki inkubuje si¢ w
ciagu doby w temperaturze 20-30°C, po czym mierzy si¢ dtugos¢ kietkow. Efekt hamowania
wyraza si¢ w procentach zmniejszenia $redniej dtugosci kietkow badanych, w stosunku do kontrol-
nych. Procent hamowania kietkowania nasion rzezuchy dla przedmiotowej grupy zwigzkdw wyno-
sit odpowiednio od 58-84%.

II. Metody in vivo. Hamowanie wzrostu mysiego migsaka Croekera (Sa-180).

Do doswiadczen stosowano myszy w wieku okoto 3 miesigcy i wadze okoto 25 g. Szczepiono je
skrawkiem nowotworu (Sa-180) i dzielono na grupy:jedna kontrolng — 10 sztuk i dwie do czterech
grup ,leczonych®, po 7 sztuk kazda. Badane zwigzki w odpowiednich dawkach podawano doo-
trzewnowo, po uprzednim oznaczeniu maksymalnej dawki tolerowanej (MTD).

Jako kryterium oceny dzialania przeciwnowotworowego badanych zwiazkéw przyjmuje si¢
procentowa roznica migdzy $rednimi cigzarami guzéw myszy kontrolnych i otrzymujacych prepa-
raty, uwzgledniajac przy tym efekty toksyczne badanego preparatu. Ocena toksycznosci obejmuje:
ubytek wagi zwierzat leczonych w poréwnaniu zkontrolna, liczba zwierzat padtych, w poréwnaniu
z kontrolg oraz mikroskopowe badania histopatologiczne.

Za aktywne przyjmuje si¢ te zwiazki, ktore co najmniej dwukrotnie hamowaty wzrost guzow
nowotworowych powyzej 40%, nie wywolujgc przy tym: padania zwierzat (> 2sztuki)ani §rednich
strat cigzaru (>4g).



119667 . 3

Badania in vivo poszczegdlnych zwigzkéw przedmiotowych przeprowadzano wielokrotnie. |
np. dla preparatu o symbolu kodowym C-878, tj. chlorowodorku N(I-nitroakrydylo-9)-DL-
fenyloalaniny stwierdzono hamowanie wzrostu miesaka Crockera (Sa-180), w zaleznosci od
dawki, nastgpujgce: przy dawkach 50-100 mg/kg — % hamowania wynosit odpowiednio 50-64.
Podobne wyniki uzyskano dla innych zwigzk6éw ztej grupy, jak pochodnych: metioniny, -alaniny.
tryptofanu i innych — procent hamowania wynosit odpowiednio od 52-88.

Zaleta sposobu, wedtug wynalazku, jest mozliwo$¢ uzyskania nowych zwigzkéw, charaktery-
zujacych si¢ wysoka aktywnoscig przeciwnowotworowa, przy niskiej toksycznosci, w odréznieniu
od innych wykazanych w stanie techniki pochodnych akrydyny. potwierdzong przez przeprowa-
dzone testy in vitro i in vivo.

Sposob otrzymywania aminokwasowych pochodnych I-nitroakrydyny lub ich soli ilustruja
podane nizej przyktady.

Przyktad I. 1,6 g I-nitro-9-fenoksakrydyny rozpuszczonow 10 g$wiezo przedestylowanego
fenolu i dodano 0,7 g histydyny. Mieszaning ogrzewano w ciagu 0,5 godziny w 80°C. Po ozigbieniu
do temperatury pokojowej, mieszaning poreakcyjna wylano do nadmiaru suchego eteru, zakwa-
szonego chlorowodorem. Wydzielony osad chlorowodorku N(I-nitroakrydylo-9)-DL-histydyny
przemyto kilkakrotnie suchym eterem i krystalizowania z absolutnego propanolu. Temperatura
topnienia 174°C, Rf 0,35 na zelu krzemionkowym w ukladzie butanol : kwas octowy : woda (4:1:2).
W podobny sposéb kondensowane inne aminokwasy z pochodnymi 1-nitroakrydyny.

Przyktad II 1,6 g I-nitro-9-fenoksyakrydyny rozpuszcza si¢ w 10 ml fenolu,dodajesi¢ 1,3 g
chlorowodorku estru etylowego-DL-tryptofanu i ogrzewa si¢ w ciagu 20 minut w 50°C. Po
zakonczeniu ogrzewania mieszaning¢ poreakcyjna rozciencza si¢ eterem i wylewa do nadmiaru
suchego eteru. Wytracony osad, po odsaczeniu i kilakrotnym przemyciu eterem, krystalizuje sig z
bezbarwnego etanolu.

Otrzymuje sig¢ 2,25 g chlorowodorku N(1-nitroakrydylo-9)-estru etylowego DL-tryptofanu o
temperaturze topnienia 190°C z rozkladem. Wydajnos$¢ 92%.

Analiza chromatograficzna na bezwodnym tlenku glinu w uktadzie : benzen : octan etylu : a-
moniak (15:59:1), R(=0,7. Analiza elementarna dla wzoru CH,3N4O.Cl

obliczono: 63,6% C, 4,7% H, 11,4% N;

znaleziono: 63,2% C, 4,7% H, 11,3% N.

Przyktad III. 1,6g 1-nitro-9-fenoksyakrydyny rozpuszcza si¢ w 10 g $wiezo destylowanego
fenolu, dodaje sig 1,2 g chlorowodorku estru etylowego-DL-etioniny i cato$¢ ogrzewa sig w ciagu 30
minut w temperaturze 50°C. Nast¢pnie, po uprzednim ozigbieniu, mieszaning poreakcyjng rozcien-
cza si¢ suchym eterem a nast¢pnie wylewa si¢ powoli do nadmiaru suchego eteru. Wytrgcony 264ty
osad odsgcza si¢ i krystalizuje si¢ z suchego metanolu. Otrzymuje si¢ w ten sposéb chlorowodorek
N(1-nitroakrydylo-9)DL-estru etylowego etioniny o temperaturze topnienia 189°C z rozkladem.
Analiza chromatograficzna (TLC) na zelu krzemionkowym w ukiadzie butanol : kwas octowy-
:woda (4:1:1) — R(=0.

Analiza elementarna dla wzoru: C21H26N3;0,SCIXH 0

obliczono: 54,01% C, 5,61% H, 9,00% N

znaleziono: 54,2% C, 5,3% H, 8,98% N.

Przyktad IV.1,7g chlorku (I-nitroakrydylo-9)pirydyniowego i 10g fenolu ogrzewa sig w
ciggu 10 minut w temperaturze 80°C. Nastgpnie, cato$¢ ozigbia si¢, dodaje 0,5g DL-seryny i
ponownie ogrzewa 1,5 godziny w 60°C. Mieszaning poreakcyjng ozigbia si¢ i wylewa do ozigbio-
nego, suchego eteru. Wytracony osad saczy si¢, przemywa kilkakrotnie suchym eterem i krystali-
zuje z mieszaniny suchego metanolu i eteru. Otrzymuje si¢ w ten sposob 1,5g chlorowodorku
N(I-nitroakrydylo-9)-DL-seryny o temperaturze topnienia 230°C z rozkladem.

Analiza chromatograficzna (TLC) na zelu krzemionkowym w ukladzie butanol: kwas octowy:
:woda (4:1:1) —R;=

Analiza elementarna dla wzoru: C;¢H 14N3;05Cl

obliczono: 52,79% C, 3,89% H, 11,55% N

znaleziono: 52,9% C, 4.0% H, 11,7% N.
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Przyktad V. 3,4g chlorku (I-nitroakrydylo-9)pirydyniowego i 15 g fenolu ogrzewa si¢ w
ciggu 15 minut w temperaturze 80°C. Po ozigbieniu, dodaje si¢ 2,2g estru etylowego-DL-
fenyloalaniny i catoé¢ miesza si¢ w ciggu 15 minut w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie, wylewa
si¢ mieszaning poreakcyjng do nadmiaru eteru, a wytracony osad krystalizuje z bezwodnego
metanolu. Otrzymuje si¢ w ten sposéb chlorowodorek N(I-nitroakrydylo-9)-DL-estru etylowego
fenylolaniny o temperaturze topnienia 195°C. Analiza chromatograficzna na bezwodnym tlenku
glinu w uktadzie: benzen : octan etylu :amoniak (15:59:1) — R(=0,25.

Analiza elementarna dla wzoru: C2H2:N30.Cl

obliczono: 63,7% C, 4,9% H, 9,3% N

znaleziono: 63,4% C, 4,8% H, 9,4% N .

Dalsze przyktady ujete sa w ponizszej tabeli, w ktorej R¢ oznaczono w uktadzie — buta-
nol : kwas octowy : woda =4:1:1,na plytach z zelem krzemionkowym.

Zastrzezenia patentowe

I. Sposéb otrzymywania aminokwasowych pochodnych I-nitroakrydyny lub ich soli, o
wzorze ogélnym 1, w ktorym R oznacza atom wodoru, mcpodstawmny alkil o dtugosci taficucha od
Ci-C(lub — podstawiany grupami: fenylowa, hydroksylowa, aminowa, tioeterowg, karboksylowga
lub pochodnymi grupy karboksylowej jak estry, amidy, sole; heterocykl z jednym lub dwoma
atomami azotu, a R' oznacza atom wodoru, alkil o dhugoéci taficucha od C,~C,, atom sodu lub
potasu, grup¢ N-metylomorfolinowa, tréjetyloaminowa, za$ n jest rébwne 0 lub 1, w reakgji
kondensacji, znamienny tym, ze l-nitro-9-fenoksyakrydyn¢ rozpuszcza si¢ w fenolu, dodaje ami-
nokwasu lub pochodnej aminokwasu i caloéé ogrzewa do temperatury 10-100°C, a nastgpnie po
ozigbieniu do temperatury pokojowej mieszaning poreakcyja wylewa si¢ do nadmiaru suchego
niepolarnego rozpuszczalnika organicznego, ewentualnie zakwaszonego chlorowodorem, za$
wytragcony osad monoachlorowodorku aminokwasowej pochodnej 1-nitroakrydyny saczy sig i
krystalizuje z bezwodnego polarnego rozpuszczalnika organicznego lub ich mieszaniny.

2. Spos6b otrzymywania aminokwasowych pochodnych I-nitroakrydyny lub ich soli, o
wzorze og6lnym 1, wktérym R oznacza atom wodoru: niepodstawiony alkil o dtugosci tasicucha od

XVl CH(CH;)CHLH; H 0 CiHxN:OLl 40 80 235 0.1 59 58,7 589 52 51 108 1L0

Czas Temp. Temp. Analiza
Nr Wzor reak- reak- topnie- Wy- Me
przy R R, n czasteczkowy cji cji nia R; daj- obli- otrzy- obli- otrzy- obli- otrzy- 1o
ktadu min °C °C nos¢ czone mane czone mane czone mane da
%C %H %N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
v CH, C:Hs 0 C;sHigN:;OCl 15 30 230 0,7 93 575 579 48 46 11,2 113 A
VI CH,CsHs H 0 CnpHsNO.Q 60 80 178 04 88 623 62,5 43 43 99 98 B
VII CH:CHS-CH; C;Hs 0 CyHau:N;OSCl 20 80 188 0,6 90 550 551 51 50 96 97 A
VIII CHLHOH CHs 0 CauHxN O/l 30 60 186 0,7 94 57,1 572 52 5,1 83 84 A
IX CH;CH;S—CH; . H 0 CuHuN;OSClI 30 100 18 0,55 78 52,3 52,1 45 44 103 10,1 B
X 1 CiHN;CIHLO 45 80 145 03 82 526 529 44 44 114 113 A
- XI CH; 0 CiHiHOLC 20 20 240 0,35 80 552 553 42 4,1 12,13 120 A
X1 CH;' ! ! 0 CuHiNOLI 60 100 180 045 73 60,5 60,7 44 47 116 11,6 B
X1 CHzCH(CHJ)z CH; 0 CxHONCl 15 40 204 08 75 596 599 55 56 104 10,1 A
XIv CH,;CONH,; H 0 CisHisNOsCl 60 80 180 03 68 57,7 57,5 48 49 158 156 B
XV CHr—-HC = CH H 0 CyHNsOLCl 45 60 174 0,35 58 551 553 39 40 169 167 B
HN, A
. XVI H H CH; 0 CisHisN;OCl 20 10 94 045 64 557 557 38 39 1201 122 A
XVII CH,CH,CONH, H 0 C;HisN,OCl 60 80 135 02 52 532 S30 42 41 138 139 B
B
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C1-C4 lub — podstawiony grupami: fenylowa, hydroksylowa, aminowa, tioeterowa, karboksy-
lowa lub pochodnymi grupy karboksylowej jak estry, amidy, sole; heterocykl z jednym lub dwoma
atomami azotu, a R' oznacza atom wodoru, alkil o dtugosci tancucha od C,<C,. atom sodu lub
potasu, grup¢ N-metylomorfolinowa, tréjetyloaminowa, za$ n jest réwne 0 lub 2, w reakcji
kondensacji, znamienny tym, ze chlorek (1-nitroakrydylo-9)-pirydyniowy miesza si¢ z fenolem,
ogrzewa do temperatury 60-80°C, ochtadza i dodaje aminokwasu lub pochodnej aminokwasu,
cato$¢ po wymieszaniu ponownie ogrzewa do temperatury 60-100°C, a nast¢pnie mieszaning
poreakcyjng ozigbia i wylewa do nadmiaru suchego niepolarnego rozpuszczalnika organicznego,
za$ wytracony osad monochlorowodorku aminokwasowej pochodnej 1-nitroakrydyny saczy sig¢ i
krystalizuje z bezwodnego polarnego rozpuszczalnika organicznego lub ich mieszaniny.

R
O, NH-(CH) - CH-COOR
X
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NO, NH(CHQnN/H
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