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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg koniugaty 5-fluorouracylu i dichlorooctanu 2-hydroksyetylu, zwigzki
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworym oraz sposéb ich otrzymywania.

W stanie techniki znane sg sposoby otrzymywania koniugatéw 5-fluoro-1-(hydroksymetylo)ura-
cylu w reakcji z réznymi zwigzkami biologicznie czynnymi jak np.: floretyna (Chang C.-K., Chiu P.-F.,
Yang H.-Y., Juang Y.-P., Lai Y.-H., Lin T.-S., Hsu L.-C, Yu L.C.-H., Liang P.-H. J. Med. Chem. 2021,
64, 4450), biotyna (Das S., Thakur H. K., Kunnumakkara A. B., Kundu L. M. ChemistrySelect 2021, 6,
3256), w tym réwniez ze zwigzkami o dziataniu przeciwnowotworowym jak np. cytarabina (MengerF. M.,
Rourk M. J. J. Org. Chem. 1997, 62, 9083) czy osoplatyna (Zhang R., Song X.-Q., Liu R.-P., Ma Z.-Y .,
Xu J.-Y. J. Med. Chem. 2019, 62, 4543).

W literaturze znane jest rowniez zastosowanie pochodnych kwasu dichlorooctowego jako zwigz-
kéw o dziataniu przeciwnowotworowym (Kankotia S., Stacpoole P. W. Biochimica et Biophisica Acta
2014, 617; Bazanova D.R, Maximova N. A., Seliverstova M. Yu., Zefirova N. A., Sosonyuka S. E., Lozin-
skaya N. A. Russ. J. Org. Chem. 2021, 57,1834).

Do tej pory zsyntezowano kilka pochodnych kwasu dichloroocowego o potwierdzonym dziataniu
przeciwnowotworowym (James M. O., Jahn S. C, Smeltz M. G., Hu Z., Stacpoole P. W. Pharmacology
& Therapeutics 2017,170,166). Jednakze do chwili obecnej, w literaturze chemicznej nie ma danych
na temat syntezy koniugatéw 5-fluorouracylu i pochodnych kwasu dichlorooctowego.

Istnieje zatem potrzeba opracowania wiasciwej metody syntezy koniugatéw 5-fluorouracylu i po-
chodnych kwasu dichlorooctowego, zwtaszcza umozliwiajgcej synteze selektywng tych zwigzkdéw, ktéra
bedzie powtarzalna i przeprowadzana za pomocg standardowych odczynnikéw chemicznych.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze nowe koniugaty 5-fluorouracylu i dichlorooctanu 2-hydroksyetylu
owzorze 1, w ktérym n oznacza 1-5 grup metylenowych, mozna selektywnie, tatwo i wydajnie otrzymaé
w reakcji zwigzku o wzorze 2 (Liu Z., Fullwood N., S. Rimer S., Journal of Materials Chemistry, 2010,
10, 1777), ze zwigzkiem o wzorze 3 w obecnosci odczynnika sprzegajgcego w rozpuszczalniku aproto-
nowym, w wyniku ktérej otrzymuje sie zwigzek o wzorze 4, ktdéry po rozpuszczeniu w rozpuszczalniku
protonowym przeksztatcany jest podczas katalitycznego uwodornienia w zwigzek o wzorze 5, ktéry
po rozpuszczeniu w rozpuszczalniku aprotonowym w reakcji ze zwigzkiem o wzorze 6 w obecnosci
odczynnika sprzegajgcego daje zwigzek o wzorze ogélnym 1.
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Przedmiotem wynalazku sg wiec koniugaty 5-fluorouracylu i dichlorooctanu 2-hydroksyetylu
0 wzorze ogélnym 1, w ktérym n oznacza 1-5 grup metylenowych

o O Cl

o Wzor 1

oraz sposob ich otrzymywania charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje kolejne etapy syntezy, gdzie:
— w pierwszym etapie zwigzek o wzorze 2



PL 245285 B1 3

C

s
I\LO

OH wzér2

F

poddaje sie reakcji w temperaturze pokojowej z zwigzkiem o wzorze 3,
O 0
Fh" 0 7 OH \W26r 3

w ktérym n oznacza 1-5 grup metylenowych

oraz w obecnosci odczynnika sprzegajgcego w rozpuszczalniku polarnym aprotonowym, w atmosferze
argonu, po czym mieszanine reakcyjng przesacza sie przez filtr na bazie krzemianu, dostepny pod na-
zwg handlowg Celit® (w dalszej czesci opisu Celit), a pozostato$¢ rozpuszczalnika oddestylowuje sie
pod zmniejszonym ci$nieniem, uzyskujgc zwigzek o wzorze 4,

— w etapie drugim zwigzek o wzorze 4

Cr
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rozpuszcza sie w rozpuszczalniku polarnym protonowym i poddaje sie katalitycznemu uwodornieniu
w temperaturze pokojowej, uzyskujgc zwigzek o wzorze 5,
— w etapie trzecim zwigzek o wzorze 5

OA\(\’%LOH Wzér5

rozpuszcza sie w rozpuszczalniku polarnym aprotonowym i poddaje sie reakcji z odczynnikiem sprze-
gajacym oraz zwigzkiem o wzorze 6,

Cl
Ao
Cl OH

po czym mieszanine reakcyjng przesgcza sie przez warstwe Celitu, a przesgcz oddestylowuje sie pod
zmniejszonym ci$nieniem, a otrzymany osad oczyszcza sie na kolumnie chromatograficznej, otrzymujgc
zwigzek o wzorze 1, przy czym wydajno$é sposobu wynosi powyzej 38%.

W sposobie wedtug wynalazku jako odczynnik sprzegajgcy korzystnie stosuje sie DCC (dicyklo-
heksylokarbodiimid) i DMAP (dimetyloaminopirydyne) lub EDCI (chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloa-
minopropylo)karbodiimidu) i weglan potasu. Natomiast jako rozpuszczalnik do reakcji w pierwszym
i trzecim etapie syntezy, korzystnie stosuje sie acetonitryl. Z kolei jako rozpuszczalnik do reakcji w dru-
gim etapie syntezy, korzystnie stosuje sie metanol.

Korzystnie, sposob wedtug wynalazku prowadzi sie w obecnosci rownomolowych ilosci zwigz-
kéw 2 do 6 lub w obecnos$ci nadmiaru molowego zwigzku 2 do zwigzku 3 albo zwigzku 4 do zwigzku 5,
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albo zwigzku 5 do zwigzku 6, przy czym nadmiary molowe kazdego ze zwigzkéw 2 lub 4 lub 5 nie prze-
kraczajg 30% mol., wzgledem zwigzkéw 3 lub 5 lub 6.

Wynalazek ilustruje nastepujgcy przyktad wykonania.
Przyktad 1

Sposoéb otrzymywania bursztynianu 2-(2,2-dichloroacetoksy)etylowo((5-fluoro-2,4-diokso-
-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metylowego.

Dichlorooctan 2-hydroksyetylu otrzymano w reakcji kwasu dichlorooctowego (45.00 g, 350.0 mmol)
z glikolem (22.00 ml, 400.0 mmol) prowadzonej z dodatkiem kwasu siarkowego (0.1 ml) w temperaturze
80°C przez 2 godz. Z mieszaniny reakcyjnej nadmiar glikolu usunieto w destylacji azeotropowej z tolu-
enem (200 ml), a surowy ester oczyszczono za pomocg destylacji prézniowej (Tw = 74—76°C, 1 mmHg),
otrzymuijac dichlorooctan 2-hydroksyetylu w postaci bezbarwnej cieczy (39 g, 65%). "H NMR (500 MHz,
CDClI3) 3+ (ppm): 6.00 (1H, s), 4.39-4.37 (2H, m), 3.90-3.88 (2H, m), 3.03 (1H, bs); '*C NMR (125 MHz,
CDCl3) 8 (ppm): 164.91, 68.72, 64.22, 60.39.

Kwas 4-((5-fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metoksy)-4-oksobutanowy otrzy-
mano w reakcji wodorolizy 4-((5-fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metoksy)-4-oksobu-
tanianu benzylu (835 mg, 2.4 mmol) rozpuszczonego w metanolu (70 ml). Reakcje prowadzono przez
1 godz. w warunkach lekkiego nadci$nienia wodoru (balon) z dodatkiem 10% Pd/C (75 mg). Po przesa-
czeniu mieszaniny reakcyjnej przez Celit i oddestylowaniu rozpuszczalnika na wyparce obrotowej otrzy-
mano osad, ktéry oczyszczono na kolumnie chromatograficznej (chloroform-octan etylu; 95 : 5, v/v).
Otrzymano zwigzek w postaci biatego osadu (498 mg, 80%, tt = 140-146°C).

"H NMR (500 MHz, DMSO) 3+ (ppm): 12.00 (1H, bs), 8.10 (1H, d, J = 6.5 Hz), 5.57 (2H, s), 2.56-2.51 (2H,
m), 2.48-2.46 (2H, m); 3C NMR (125 MHz, DMSO) 3 (ppm): 173.24, 171.99, 157.40 d, J = 25 Hz),
149.21, 139.36 (d, J = 229 Hz), 129.49 (d, J = 34 Hz), 70.42, 28.54, 28.48. ESI-MS (m/z): obliczono
CoH10FN20e [M+H]" 261.0519, wyznaczono 261.0517.
4-((5-Fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metoksy-4-oksobutanian benzylu otrzy-
mano w reakcji 5-fluoro-1-(hydroksymetylo)pirymidyn-2,4(1H,3H)-dionu (1.20 g, 7.5 mmol) z mono-
bursztynianem benzylu (2.18 g, 10.5 mmol), DCC (2.16 g, 10.5 mmol) oraz DMAP (59 mg, 0.49 mmol)
prowadzonejw bezwodnym acetonitrylu (22 ml) w atmosferze argonu przez noc. Po przesgczeniu mie-
szaniny reakcyjnej przez Celit i oddestylowaniu rozpuszczalnika na wyparce obrotowej suchg pozosta-
to$¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej (heksan-aceton (2 : 1, v/v)), otrzymujac biaty osad
(1.6 g, 60%, tt = 123-124°C).
"H NMR (500 MHz, CDCl3) 8+ (ppm): 9.04 (1H, bs), 7.62 (1H, d, J = 5.0 Hz), 5.95 (1H, s), 5.64 (2H, s),
427 (2H,t,J=7.0Hz),2.40 (2H,t,J=7.0Hz), 3.38-2.40 (4H, m), 1.38-1.50 (2H, m); '*C NMR (125 MHz,
CDCl3) 8 (ppm): 173.59, 164.67,157.21 (d, J = 26 Hz), 149.57, 140.30 (d, J = 239 Hz), 128.65 (d, J = 34),
69.87,67.28, 64.41, 33.62, 27.97, 25.17, 24.04.

Do roztworu kwasu 4-((5-fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidin-1(2H)-ylo)metoksy)-4-oksobuta-
nowego (260 mg, 1.00 mmol) w bezwodnym acetonitrylu (5 ml) dodano dichlorooctan 2-hydroksyetylu
(0.14 ml, 1.20 mmol), DCC (250 mg, 1.20 mmol) oraz DMAP (90 mg, 0.70 mmol). Cato$¢é mieszano
w temperaturze pokojowej przez noc. Wytrgcony dicykloheksylomocznik (DCU) odsaczono przez war-
stwe Celitu, z przesgczu oddestylowano rozpuszczalnik na wyparce obrotowej, a otrzymang oleistg po-
zostato$é oczyszczono na kolumnie chromatograficznej (heksan-aceton; 4:1, 3:1, 1:1, v/v). Otrzymano
zwigzek (bursztynianu 2-(2,2-dichloroacetoksy)etylowo((5-fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-
-ylo)metylowy) w postaci biatego ciata amorficznego (166 mg, 40%).

"H NMR (500 MHz, DMSO) &1 (ppm): 11.98 (1H, bs), 8.09 (1H, d, J = 5.0 Hz), 6.89 (1H, s); 5.57 (2H,
s), 4.46—-4.44 (2H, m), 4.29-4.27 (2H, m), 2.62-2.52 (2H, m); 3C NMR (125 MHz, DMSO) & (ppm):
171.63, 171.61, 164.50, 157.42 (d, J =26 Hz), 149.23, 139.39 (d, J =230 Hz), 129.78 (d, J =34 Hz),
70.59,64.99, 64.81,61.66, 28.36, 28.27; ESI-MS (m/2): obliczono dla C13H14CI2FN2Og [M+H]" 415.0105;
wyznaczono 415.0106.

Przyktad 2

Sposéb otrzymywania adypinianu 2-(2,2-dichloroacetoksy)etylowo-6-((5-fluoro-2,4-diokso-
-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metylowego.

Kwas 6-((5-fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metoksy)-6-oksoheksanowy otrzy-
mano w reakcji wodorolizy 6-((5-fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metoksy)-6-oksohek-
sanianu benzylu (2.44 g, 6.4 mmol). Reakcje prowadzono w metanolu (150 ml) w warunkach lekkiego
nadciénienia wodoru (balon) z dodatkiem 10% Pd/C (250 mg) przez 45 min. Mieszanine reakcyjng prze-
sgczono przez Celit, oddestylowano rozpuszczalnik na wyparce obrotowej do objetosci 1/3 i wytrgcono
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produkt, dodajgc octan etylu. Strgcony osad odsgczono pod zmniejszonym ciSnieniem, przemyto octa-
nem etylu i otrzymano produkt w postaci biatego osadu (1,82 g, 98%).
H NMR (500 MHz, DMSO) &+ (ppm): 11.99 (1H, bs), 8.12 (1H, d, J = 6.5 Hz), 5.56 (2H, s), 2.35 (2H, t,
J=7.0Hz),2.20 (2H, t, J = 7.0 Hz), 1.56-1.46 (4H, m); 3C NMR (125 MHz, DMSO) 5 (ppm): 174.25,
172.45, 157.41 (d, J = 26 Hz), 149.25, 139.44 (d, J = 228 Hz), 129.42 (d, J = 35 Hz), 70.50, 33.26,
32.84, 23.78, 23.64; ESI-MS (m/z): obliczono C11H14FN20s [M+H]" 289.0830, wyznaczono 289.0830.
6-((5-Fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metoksy-6-oksoheksanian benzylu otrzy-
mano w reakcji 5-fluoro-1-(hydroksymetylo)pirymidyn-2,4(1H,3H)-dionu (2.13 g, 13.3 mmol) z adypinia-
nem benzylu (3.45 g, 14.0 mmol), EDCI (2.80 g, 14.6 mmol), weglanem potasu (2.01 g, 14.5 mmol) oraz
NHS (1.68 g, 14.0 mmol) prowadzonej w bezwodnym DMF (26 ml) w atmosferze argonu przez noc.
Po przesaczeniu mieszaniny reakcyjnej przez Celit i oddestylowaniu rozpuszczalnika na wyparce obro-
towej suchg pozostato$¢ rozpuszczono w octanie etylu (150 ml) i przemyto wodg (50 ml), 1% HCI (50 ml)
oraz solankg (50 ml). Po wysuszeniu frakcji organicznej siarczanem sodu i oddestylowaniu rozpusz-
czalnika na wyparce obrotowej suchg pozostato$é oczyszczono na kolumnie chromatograficznej (hek-
san-aceton (3 :1, v/v)), otrzymujgc biaty osad (1.8 g, 60%).
H NMR (500 MHz, DMSO) &+ (ppm): 11.98 (1H, bs), 8.12 (1H, d, J = 6.5 Hz), 7.38-7.34 (5H, m), 5.56
(2H, s), 5.08 (2H, s), 2.38-2.34 (4H, m), 1.59-1.52 (4H, m); *C NMR (125 MHz, DMSO) & (ppm):
172.59, 172.59, 172.45, 157.43 (d, J = 26 Hz), 149.26, 139.46 (d, J = 229 Hz), 136.27, 129.46
(d, J = 35Hz), 128.44 (2xC), 127.99, 127.95 (2XC), 70.51, 65.38, 33.06, 32.76, 23.72, 23.55.

Adypinian benzylu otrzymano w reakcji monoadypinianu sodu z bromkiem benzylu. Kwas adypi-
niowy (12.23 g, 83.71 mmol) rozpuszczono w tugu sodowym (NaOH: 4.69 g, 83.71 mmnol; H2O: 42 ml)
i mieszano przez 1 godzine. Nastepnie oddestylowano rozpuszczalnik na wyparce obrotowej, a do su-
chej pozostato$ci dodano toluen (40 ml). Cato$¢ mieszano przez 2 min i ponownie oddestylowano roz-
puszczalnik na wyparce obrotowej. Czynno$¢ powtdrzono trzykrotnie. Do otrzymanego biatego osadu
dodano ponownie toluen (250 ml), bromek tetrabutyloamoniowy (2.5 g) oraz bromek benzylu (19.25 ml,
83.71 mmol). Cato$¢ ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 6 godz., a nastepnie oddestylowano
rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. Otrzymang pozostato$¢ ostroznie rozpuszczono w nasyconym
roztworze wodoroweglanu sodu (200 ml) i frakcje wodng przemyto eterem dietylowym (2x50 ml), a nastepnie
zakwaszono stezonym kwasem solnym do pH 3 i ekstrahowano octanem etylu (3x50 ml). Frakcje orga-
niczne wysuszono siarczanem magnezu, oddestylowano rozpuszczalnik i otrzymano bezbarwny olej,
ktory krzepnie w biaty osad (6.9 g, 35%).

"H NMR (500 MHz, DMSO) 8+ (ppm): 7.45-7.27 (5H, m), 5.12 (2H, s), 2.41-2.36 (4H, m), 1.75-1.64
(4H, m); 13C NMR (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 179.29, 173.27, 136.08, 128.71 (2xC), 128.36 (2xC),
66.41, 34.01, 33.69, 24.40, 24.18.

Do roztworu kwasu 6-((5-fluoro-2,4-diokso-3,4-dihydropirymidin-1(2H)-ylo)metoksy)-6-oksohek-
sanowego (440 mg, 1.71 mmol) w mieszaninie bezwodnego acetonitrylu (17 ml) i DMF (5 ml) dodano
dichlorooctan 2-hydroksyetylu (0.26 ml, 2.22 mmol), DCC (577 mg, 2.22 mmol) oraz DMAP (18 mg,
0.15 mmol). Cato$é mieszano w temperaturze pokojowej przez noc. Wytrgcony dicykloheksylomocznik
(DCU) odsgczono przez warstwe Celitu, z przesgczu oddestylowano rozpuszczalnik na wyparce obro-
towej, a otrzymang oleistg pozostato$¢ oczyszczono na kolumnie chromatograficznej (heksan-aceton;
4:1,3:1,1:1, v/iv). Otrzymano zwigzek (adypinianu 2-(2,2-dichloroacetoksy)etylowo-6-((5-fluoro-2,4-
-diokso-3,4-dihydropirymidyn-1(2H)-ylo)metylu) w postaci biatego ciata amorficznego (270 mg, 38%).
H NMR (500 MHz, CDCls) 8+ (ppm): 9.04 (1H, bs), 7.62 (1H, d, J = 5.5 Hz), 5.99 (1H, s); 5.64 (2H, s),
4.49-4 47 (2H, m), 4.36-4.34 (2H, m), 2.42 (2H,t, J=7.0 Hz), 2.36 (2H, t, J= 7.0 Hz), 1.65-1.70 (4H,
m); 13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 173.48, 172.90, 164.57, 156.78 (d, J = 26 Hz), 149.18, 140.33
(d, J =230 Hz), 128.63 (d, J = 32 Hz), 69.82, 65.07, 64.16, 61.58, 33.53, 24.09, 24.02; ESI-MS (m/2):
obliczono dla C1sH1sCI2FN20Os [M+H]" 443.0420; wyznaczono 443.0419.

Zastrzezenia patentowe

1. Koniugaty 5-fluorouracylu i dichlorooctanu 2-hydroksyetylu o wzorze 1, w ktérym n oznacza
1-5 grup metylenowych
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2. Sposob otrzymywania koniugatéw 5-fluorouracylu i dichlorooctanu 2-hydroksyetylu o wzo-
rze 1, w ktérym n oznacza 1-5 grup metylenowych
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znamienny tym, ze obejmuje kolejne etapy syntezy, gdzie:
— w etapie pierwszym zwigzek o wzorze 2

O
| NH
N/go

OH Wzébr 2

F

poddaje sie reakcji w temperaturze pokojowej z zwigzkiem o wzorze 3,

o 0

Ph/\oJLMﬁlLOH W26r 3

w ktérym n oznacza 1-5 grup metylenowych,

przy czym reakcje prowadzi sie w obecnosci odczynnika sprzegajgcego i w rozpuszczalniku
polarnym aprotonowym w atmosferze argonu, po czym mieszanine reakcyjng przesgcza sie
przez Celit, a pozostato$¢ rozpuszczalnika oddestylowuje sie pod zmniejszonym ciSnieniem,
otrzymujgc zwigzek o wzorze 4,

— w etapie drugim zwigzek o wzorze 4

Cr

N™ ~O
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w ktérym n oznacza 1-5 grup metylenowych,
rozpuszcza sie w rozpuszczalniku polarnym protonowym i poddaje sie katalitycznemu uwo-
dornieniu w temperaturze pokojowej, uzyskujgc zwigzek o wzorze 5,
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— w etapie trzecim zwigzek o wzorze 5

P Wzdr 5

w ktérym n oznacza 1-5 grup metylenowych,
rozpuszcza sie w rozpuszczalniku polarnym aprotonowym i poddaje sie reakcji z odczynnikiem
sprzegajgcym oraz zwigzkiem o wzorze 6

Cl
Cl OH

po czym mieszanine reakcyjng przesgcza sie przez warstwe celitu, a przesgcz oddestylo-
wuje sie pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujgc osad, ktéry oczyszcza sie na kolumnie
chromatograficznej, otrzymujac zwigzek o wzorze 1, przy czym wydajnos¢ sposobu wynosi
powyzej 38%.

. Spos6b wedtug zastrzezenia 2, znamienny tym, ze odczynnikiem sprzegajacym jest DCC
(dicykloheksylokarbodiimid) i DMAP (dimetyloaminopirydyna) lub EDCI (chlorowodorek 1-etylo-
-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid) i weglan potasu.

. Spos6b wedtug zastrzezenia 2, znamienny tym, ze rozpuszczalnikiem polarnym aprotono-
wym w pierwszym i trzecim etapie syntezy jest acetonitryl.

. Spos6b wedtug zastrzezenia 2, znamienny tym, ze rozpuszczalnikiem polarnym protonowym
w drugim etapie syntezy jest metanol.

. Sposdb wedtug ktéregokolwiek z zastrzezen 2-5, znamienny tym, ze synteze prowadzi sie
w obecnosci rownomolowych ilosSci zwigzkéw 2 do 6 lub w obecnos$ci nadmiaru molowego
zwigzku 2 do zwigzku 3 albo zwigzku 4 do zwigzku 5, albo zwigzku 5 do zwigzku 6, przy czym
nadmiary molowe kazdego ze zwigzkéw 2 lub 4 lub 5 nie przekraczajg 30% mol., wzgledem
zwigzkoéw 3 lub 5 lub 6.



