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SPOSGB WYTWARZANIA NOWYCH SOLI IZOTIOURONIOWYCH

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania nowych soli izotiouroniowych., Zwigz-
ki te majq dziatanie przeciwnowotworowe i przeciwstymulacyjne i1 mogq byé stosowane w te-
rapii u ludzi i zwierzat.

Sposobem wedlug wynalazku wytwarzane sg nowe zwigzki i sole o ogélnym wzorze 1, w
ktérym R1 oznacza grupe C1 _6-alkilowq, 02 _6-alkenylowq, Cz _6-alkinylow4, c3 _6-cykloalki-
lowg, aralkilowg lub arylowa, wymienione grupy mogg byé dowolnie podstawione przez jedng
lub wiecej grupe hydroksylowa, merkaptanowa i/lub chlorowiec, albo grupa glicydylows, R
oznacza atom wodoru, grupe C1 _6-alkilowq, C2 _6-alkenylowq, c2 ‘6-a1.kinylwq lutzv*C3 _é-cyklo-
alkilowg, X oznacza atom chlorowca z zastrzezeniem, 2e jezell R~ oznacza atom wodoru, R
oznacza inng grupe niz metylowa, etylowa lub benzylowa,

Okre$lenie “grupa C1 _6-alkilowa" oznacza prosty lub rozgateziony laricuch nasycone=-
go alifatycznego wegglowodoru np. grupe metylowa, etylowa, n-propylowq, izopropylowsy,
n-butylowg, izobutylowgq itd. Okreslenie "grupa C, _6-al.kenylowa“ oznacza prosty lub rozga-
teziony laricuch nienasyconych olefin np. grupe¢ winylowsg, allilowgq, metyloallilowg itd,
Okreélenie "“grupa C, _6-a1kinylowa' oznacza prosty lub rozgateziony laricuch alifatyczny
zawierajacy co najmniej jedno potréjne wigzanie np. grupe propargilowg itd, Okres$lenie
®grupa 63 _6-cykloa1kilowa" oznacza cykliczny nasycony alifatyczny weglowodér np. grupg
cyklobutylowa, cyklopentylowg, cykloheksylowa itd. Okreslenie "grupa arylowa® oznacza mo-
no- i policykliczny wgglowodér np. grupg fenylows, naftylowa itd, Okreslenie “"grupa aral-
kilowa® oznacza grupe alkilowg podstawionq przez co najmnie) jedng grupg arylowsg np. gru-
P¢ benzylows, /:) -fenyloetylowq itd. Okreslenie "chlorowiec" oznac:a ateuy fiuoru, chloru,

brom i jodu.
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Wymienione grupy alkilowa, alkenylowa, alkinylowa, cykloalkilowa, arylowa i aral-
kilowa moga zawieraé dowolnie jeden lub wigcej podstawnikéw takich jak grupa hydroksylo-
wa, merkaptanowa i chlorowiec np. grupa 2-chloro-etylowa, 3-bromo-propylowa, 2-hydroksy-
etylowa, 3-chloré-2-hydroksy-propylowa itd.

Preferowani grupy zwiazkéw o ogélnym wzorze 1 sq takie pochodne, w ktérych R!
jest grupg allilowy. Dalszq preferowang grup3 zwigzkéw o ogélnym wzorze 1 sa te pochodne,
w 'ki:drych R1' jé;s't" grupa 2-chlorowcoetylowg. R~ oznacza korzystnie atom wodoru, grupe me-
tylowy, etylowq, n-propylowq, izopropylowg, n-butylowg, allilowg lub cykloheksylowa. X
oznacza anion halogenkowy, szczegélnie chlorek, bromek lub jodek,

Szczegdlnie preferowanymi przedstawicielami zwijazkdw o ogélnym wzorze 1 s3 farma-
ceutycznie dopuszczalne sole nastepujacych pochodnych: sole N-aminoimino-etylo-S-metylo-
1zotiouroniwe; N-aminoiminometylo-S-propylo-izotiouroniowe, N-aminoiminometylo-S-allilo=-
izotiouroniowe, N-aminoiminometylo-S-/2-chloroetylo/-izotiouroniowe, N-amino-iminometylo-
S-/1-chloro-2-hydroksy-propylo/-izotiouroniowe, N-aminoiminometylo=-S-/3-chloro-propylo/-
-izotiouroniowe, N-aminiminometylo-S-/2-hydroksy-etylo/-izotiouroniowe, N-aminoiminomety-
lo-S-glicydylo-izotiouroniowe, Dalszymi preferowanymi zwigzkami o ogélnym wzorze 1 sa
sole N-aminoiminometylo-N'-alkilo-S-allilo-izotiouroniovwe, szczegblnie odpowiednie zwigz-
ki N’-metylo, N'-etylo, N’-n-propylo i N’-izopropylo.

Sposéb wedtug wynalazku wytwarzania zwijzkéw o ogélnym wzorze 1 i ich soli polega
na tym, %2e zwiazek o ogélnym wzorze 2, w ktérym Rz oznacza grupy przedstawione powyzej
lub jego sbél weglanowa poddaje sie reakcji ze zwiazkiem o ogélnym wzorze R1 - Y, w ktérym
R1 oznacza grupy przedstawione powyzej, a Y oznacza atom chlorowca i ewentualnie tak ot=-
rzymany zwigzek przeprowadza sie w sél w reakcjl z kwasem, W wymienionych reakcjach two-
rza si¢ sole izotiouroniowe., Reakcji towarzyszy na ogét powstanie N-alkilowanych produk-
téw ubocznych.

Wedtug preferowanej formy przeprowadzania procesu zwigzki wyjsciowe o ogdélnym
wzorze 2 nile sg uzywane w postaci wolnych zasad lecz w postaci odpowiedniej soli - szcze-
g6lnie weglanu., W ten sposéb zmniejszone jest wytwarzanie N-alkilowanych pochodnych praw-
dopodobnie wskutek tego, 2e wydzielajacy sie dwutlenek wegla obniza pH silnie zasadowego
érodowiska, Reagenty moZna stosowaé w ilosciach rc’)wnomblo:rych lub mozna dodaé Srodek al-
kilujacy w nadmiarze. Jako sSrodowisko reakcji mozna stosowaé obojetne organiczne rozpusz-
czalniki, korzystnie alkohol, alifatyczny keton, alifatyczny nitryl lub eter, Reakcje
mozna przeprowadzaé pod cisnieniem atmosferycznym i w temperaturze 20 - so°c, Wedtug pre-
ferowanej postaci sposobu wyj$ciowy zwiazek o ogélnym wzorze 2 i Srodek alkilujacy podda-
je sie reakcji w stosunku molowym 1:1 - 1:1,8, w bezwodnym etanolu, acetonitrylu, dwume-
tyloformamidzie, acetonie lub eterze, w temperaturze 20 - 30°c. Zwigzki wyjs’ciowé o ogbl-
nym wzorze 2 sg znaczne lub mogq byé wytworzone znanymi metodami. W ten sposéb N-amino=-
iminometylotiomocznik moZna tatwo wytworzyé poddajgc dicyano-diamid reakcji z siarkowo-
dorem (Houben-Weyl VIII., 214), Pochodne N-aminoiminometylo-N‘-alkilo-tiomocznika o
ogélnym wzorze 2 mozna wytworzyé poddajac guanidyne (zasade) reakcji z odpowiednim izo-
tiocyanianem alkilowym (US patent No., 4,009, 163).

Otrzymany w ten sposéb produkt przeksztalca sie w farmaceutycznie dopuszczalng
s6l wytworzonq z organicznym lub nieorganicznym kwasem. Do wytworzenia soli korzystnie
stosuje sie nastepujace kwasy: mréwkowy, mlekowy, cytrynowy, maleinowy lub siarkowy,
chlorowodorowy, fosforowy, bromowodorowy.

Zwigzki o ogélmym wzorze 1 maja przeciwnowotworowe i przeciwpasozytowe i immunosty-
mulacyjne wtasnosci.Sita i kierunek dziatania oraz toksycznos$é zalezy od podstawnikéw w
czgsteczce, Wiadomo, 2e gutimina, ktéra jest pod wzgledem budowy podcbna do zwiazkéw o
ogélnym wzorze 1, byla badana jako Srodek przeciwko niedotlenieniu (C.A. 66, 452,929
/1972/; Pathol. Phys. Exp. Ther. 10, /6/) w farmakologicznych i klinicznych testach ja-
ko substancja powodujqca mikrokrazeniowe zaburzenia (Gematol, Transfusiol. /1984/, 29
/1/, 49-52).
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Stwierdzono, %2e zwigzki o ogélnym wzorze 1 s3 zdolne do zwiekszenia obnizone) na-
turalnej odpornosci organizmu do wartosci prawidltowej lub podwyzszenia odpornosci powy-
%2ej normalnego poziomu. Organizm ludzki 1 zwierzecy posiada system immunologiczny np.
system eliminujacy nowotwory. Gdy aktywnos$é wspomnianego systemu Jest zmniejszona lub
przestaje on dziataé, zjawiaja sie réine choroby i nowotwory. Zwiazki o ogdélnym wzorze 1
pobudzaja naturalne systemy immunologiczne i s3 w ten sposéb uzyteczne we wszystkich
przypadkach kiedy pozadane jest zwigkszenie obniZonej aktywnosci system immunologiczne-
go 1 dalsze podwyZszenie jego normalnej aktywnosci.,

Zwigzki o ogélnym wzorze 1 wykazujq dalsze uzyteczne dzialania biologiczne, np.
leczenie zaburzer mikrokrqzeniowych, wiazanie rodnikéw szkodliwych dla zdrowia, poprawa
dzialania i wydluzenie czasu 2ycia komérek bedacych w stanie deficytu tlenowego.

Czynnosé biologiczng zwigzkdw o ogllnym wzorze 1 przedstawiaja ponizsze testy.
Stwierdzono :)ed‘nakze, 2e nie s3 pokazane wszystkie oddziatywania tych wysoko aktywnych
zwigzkéw,

Badanie specyficznych dziatan,

Testy immunologiczne., Limfocyty. Limfocyty wydzielano przy gradiencie Ficoll=-Uro-
miro (on Ficoll-Uromiro gradient) (BSyum 1968) z krwi 2ylnej zdrowych dawcéw i z krwi
chorych na ztosliwq biataczke i na przerzutowe lite nowotwory. Przy selekcji pacjentéw
nalezgcych do ostatniej grupy brano pod uwage zmniejszongq aktywno$é ADCC i NK. Fagocyty
uswano dziarajac sproszkowanym 2elazem i magnesem, ADCC, ADCC oznaczano metoda Perlman-
na i Perlmanna (1970) z niewielkimi modyfikacjami (Ling i in.,, 1981). Erytrocyty kurczat
znaczcne 105 5 1Cr i sptaszczone surowicq krélicza z przeciwkurczeciowymi erytrocytami
inkubowano z limfocytami w czasie 4 godzin w temperaturze 37%, Reakcje stopowano i oz-
naczano w liczniku gamma radioaktywno$é supernatantu po odwirowanych komérkach. Stopien
odlaczenia chromu wyrazano jako wskaznik cytotoksycznosfci (CI %). Wartos$é te wyliczano w
sposéb opisany we wczeéniejszych publikacjach (ldng i in., 1980) (Tablica 1). NK: Czyn-
nosé NK oznaczano metoda Jondala i Prossa (1975) z zastosowaniem niewielkich modyfikacji
(Ldng 1 in., 1981).

Komérki nowotworu K-562 znaczone 5“Cr inkubowano z komdérkami efektorowymi w $rodo-
wisku cieklej pozywki TC 199 zawierajacej 10% surowicy cielecej pozbawionej dopelniacza,
Reakcje stopowano i mierzono w liczniku gamma radioaktywnosé supernatantu z uwolnionym
chromem po odwirowaniu komérek. Zabicie komérek docelowych (indeks cytotoksycznosci %)
wyrazano jako réinice odtgczenia testowego 1 odlaczenia spontanicznego.

Obliczenia statystyczne przeprowadzono przy pomocy Jjednoprébkowego testu, Kilka
zwigzkéw o ogélnym wzorze 1 wykazuje znakomite dziatanie immunostymulacyjne np. zwiazki
wytworzone wedtug przyktadéw X¥I, XII i XVI, Wymienione zwiazki s3 zdolne znaczaco zwiegk-
szyé normalng i silnie obnifonq czynnos$é komérkowa NK i K, nawet powyzej normalnego po-
ziomu. Efekt ten moze byé tak silny, 2e cytotoksyczna czynno$é zmniejszona do jednej
dziesigtej poczatkowej wartosci moze byé przywrécona do poziomu poczgtkowego (Tablica 2).

W zakresie dawki odpowiadajgace]j oczekiwanemu stezeniu ludzkiej plazmy zwigzki o
ogbélnym wzorze 1 zwiekszaja NK 1 K komdérkowg czynnos$é limfocytéw ludzkich i wzmacniajq
reakcje NCMC i ADCC, odpowiednio w stopniu zaleinym od dawki. Wed}ug wstepnych wynikéw
dalszych testéw immunologicznych zwijzki te zwiekszajq blastyczng transformacje i migra-
cje. Przeprowadzenie podstawienia przy atomach azotu powoduje zwykle zmniejszenie molo-
wego proporcjcnalnego immunostymulacyjnego efektu zwigzanego z toksycznoscij.

Poniewaz cytotoksyczna czynnosé pacjentdw z chorobg nowotworowa jest zmniejszona
propoercjonalnie do stadium choroby i ponadto jest dalej redukowana przez normalne lecze-
nie cytostatyczne, jest sprawg bardzo wazn3, 2e,zwigqzki o cgdlnym wzorze 1 posiadajqy
silne dziatanie immunostymulacyjne 1 nie s3 immunodepresorami. Fakt ten mcZe byé bardzo
znaczgcy 2z punktu widzenia rekomwalescencji.
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Migracja leukocytéw. Spontaniczng (przypadkowq) migracje leukocytéw mierzono na
agarozowych mikrokroplach wedtug metody McCoy i.in. (1977) z wprowadzonymi pewnymi
niewielkimi modyfikacjami (Kalmir i Gergely, 1982).

2 ml krople agarozowe (0,2%) umieszczano na ptytkach migracyjnych (Greiner, Repub-
lika Federalna Niemiec). Dodawano ciekla pozywke TC 199 1 zamykano szczelnie piytki. Po
24 godzinach obszar migracji mierzono w stereomikroskopie. Pole migracj)i wyraZano w nmz.

Migracja leukocytéw. Bezposrednia (przypadkowa) migracje polimffonuklearnych ko-
mérek zdrowych dawcow zwiekszono zwijzkami wytworzonymi wedtug przyktadéw XI, XII 1
XIV. Optymalna dawka wynosila do 1,0 ug/ml. Przy wyzszej dawce 10 ug/ml efekt byl mniej
wyrazny (Tablica 3).

Transformacja blastyczna indukowana mitogenami. Limfocyty namnazano w $rodowisku
ciektej poZywki TC 199 uzupelnionej 10% surowicy cielecej pozbawionej dopeXniacza, anty-
biotykami i 25 mH HEPES (Serva). 200 ul zawiesiny komérek zawierajacej 2 x 105 limfocy-
téw umieszczano na mikroplytce (producent: Sterilin Wielka Brytania); przygotowano pieé
réwnolegtych prébek.

Do kultur dodano 2 i 10 pg/ml kolejno fitohemaglutyniny /1eukoaglutyniny (produ-
cent Pharmacie Szwecja) i 25 ug/ml Konkanawaliny A (Calbiochem); powyzsze wartosci odno-
szq sie do koricowego stezenia. Kultury kultywowano w temperaturze 37°% przez 72 godziny.
Osiem godzin przed zakoriczeniem okresu kultywacji dodano do prébek 0,5 uCi 1:ymj.dy'ny-j H
(Chemapol, Czechostowacja). Inkorporacje stopowano przez zamrozenie kultur. Po stopieniu
kultury odsaczano na automatycznym aparacie do sjczenia (Dynatech). Radiocaktywnosé pré-
bek mierzono w liczniku scyntylacyjnym. Aktywnos$é wyrazano w c.p.m. czyli ilosci zliczen
na minute (Tablice & i 5).

Analiza statystyczna. Istotnosé oznaczano przy pomocy jednoprébkowego testu 2T2,
Wyniki otrzymane z produktem wytworzonym wediug przykladu XI s3 przedstawione w tablicach
1, 2 1 3., Wstepny szybki test oznaczania dziatania przeciwnowotworowego i immunostymula-
cyjnego, Metodg¢ te opracowano w naszych laboratoriach do szybkiego badania duzej liczby
prébek, Myszy (samce CFLP, $redni clezar ciata 30 g) szczepiono czterema milionami komé-
rek chtoniaka puchliny brzusznej.

¥ tedcie uzywano tych zwierzat, u ktérych w czwartym dniu rozwinal sie tatwo wi-
doczny nowotwdr czyli puchlina brzuszna. W kazdej grupie uzyto co najmniej dziesieé zwie=-
rzat i myszom podano doustnie jedna dziesiatsg wielkosci m50‘ W 24 godziny po podaniu do-
ustnym oceniano wyniki przy pomocy rozmazu z puchliny brzusznej barwionego Giemzg na pod-
stawie analizy cytologicznej. W grupie kontrolnej uzywano tej samej liczby zwierzat co w
grupie leczonej. .

Oceniano uszkodzenie komdérek nowotworowych, pobudzenie organizmu i ewentualnie
dziatanie toksyczne., Przy ocenie dziatania przeciwnowotworowych okreslano procentowy sto-
sunek zabitych i nieuszkodzonych komérek nowotworowych. Wyniki podano wedlug nastepujace-
go ukladu:

Stopieri zabicia komérek nowotworowych Wynik
0-30% bez wplywu
30-70% $redni wpiyw
70-160% silny wpiyw

Wzrost aktywnosci ukladu odpornosciowego organizmu oceniano na podstawie liczby i
aktywnosci obojetnochlonnych granulocytéw, limfocytiw i makrofagéw wystepujacych wsréd
komérek nowotworowych pochliny brzusznej i bioracych udziat w systemie immunologicznym.
Aktywnosé uktadu odpornoiciowego manifestuje sig réwniez stopniem tworzenia przez powyz-
sze komérki w puchlinie brzusznej wijzania plazmowo-mostkowego z komérkami nowotworowymi.
Wedtug tej oceny jezeli nie ma rézniby w ilosci i aktywnosci wspommianych komérek, nie
mo2na stwierdzié 2adnego wzrostu powyzej wartosci kontrolnej. Sredni efekt ubserwuje sig
jesli wzrost liczby komSrek lub aktywnosci powyzej wartosci kontrolnej wynosi do 20%.
Efekt jest silny jezell wzrost liczby komérek i aktywnosci ukladu odpornosciowego jest
wiecej niz 20% wy2szy od wartosci kontrolnej (Tablica 7).
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Toksyczno$é oznaczano na podstawie oceny morfologicznych zmian obojegtnochtonnych
granulocytéw i limfocytéw, waskuolizacji plazmy, fragmentaryzacji jadra, tworzenia poli-
segmentéw 1 granulacji toksycznej. Toksyczno$é wyrazano wediug nastepujacej skali:

Wyniki obserwowane Toksyczno$é
2adne powy2sze zmiany we wtasnych brak toksycznosci
komdrkach
20% zmian $rednia toksycznosdé
zmiany powyZej 20% wysoka toksycznosé

Badanie dzialania przeciwnowotworowego

1. In vitro

Komérki ludzkiej erytroleukemii K-562 i kultury komérek chloniaka myszy P-388 pod-
dano dziataniu 1-100 pg/ml badanego zwiazku,

2. In vivo

a) Chloniak NK-Sy-puchliny brzusznej

Jeden milion komérek chloniaka Nemeth-Kellner puchliny brzusznej transplantowano
i.p. dwudziestu samcom myszy CFLP (Sredni ciezar ciata 30 g); Neoplasma 8, 337 (1961). Po-
Yowa zwierzat byla kontrolna a drugiej potowie podawano jedng dziesigtg wielkosci LD50
résnych zwiazkéw o ogdlnym wzorze 1 doustnie i $rédotrzewnowo kolejno w pierwszym i pig-
tym z rzedu dniu. Jezeli jedna dziesigta wielkosci LD50 byla skuteczna, stosowano nizszg
dawke., ¥ grupie poddanej jednemu dziataniu przeprowadzono cytomorfologiczne oznaczanie
rozmazu z puchliny brzusznej po czasie 24 godzin 1 okreslano stopien uszkodzonych i zabi-
tych komérek. # grupach poddanych dziataniu w czasie 5 dni oznaczano stopier przeiycia.

b)sNowotwér L1210

10" komérek nowotworowych L.I 210 transplantowano i.p. dwudziestu samicom myszy BDF‘1
o clezarze ciala 20 g. leczenie rozpoczynano w 24 godziny po transplantacji nowotworu i
kontynuowano przez osiem dni. Kazda grupa skladala sie z 5 zwierzat; dzienna dawka wyno-
sia 5, 50 i 500 mg/kg p.o. Grupa kontrolna sktadata sig réwniez z 5 zwierzat. Obserwowa-
no stopien przezycia,

¢) Nowotwér typu lewis long

W kazdej grupie uzywano 6 zwierzat. Dawka: 5 i 50 mg/kg. Grupa kontrolna skladala
sie réwniez z 6 zwierzat. ¥ tescie uiywano samic myszy 05731 o cigzarze 20 g. Nowotwdr
transplantowano s.c. do mieénia prawej nogi. Po 10 dniach noge amputowano, rozpoczynano
leczenie droggq doustng i kontynuowano przez 9 dni, Zwierzg¢ta zabijano i przerzuty zlicza-
no pod stereomikroskopem.

d) Psom nalezacym do réznych ras i posiadajacym spontaniczny nowotwdr sutka (doc-
tus cc.) podawano doustnie w czasie 4 tygodni testowane zwiazki w dawkach 1-10 mg/kg.
Przeprowadzano testowe wyciecie i zbierano prébki tkanek do analizy histologicznej.

2wigzki wytworzone wedtug sposobu podanego w przyktadach XI, XIII, XIV, XV, XXVII,
XXVIII, XXIv, XXV, XXVI 1 XXXVIII wykazujq wybitne dziatanie przeciwnowotworowe, Zwia-
zek wytworzony wedlug sposobu opisanego w przykladzie XI zahamowuje komérki ludzkiej ery-
troleukemii K-562 w kulturze tkankowej w stezeniu 4 pg/ml. Z drugiej strony zwigzek ten
hamuje proliferencje komérek P-388 tylko w stezeniu 40 pg/ml i przy wzroscie stezenia do
400 pg/ml aktywnosé jego nie zwigksza sig, Zwigzki posiadajgce wysokq aktywnosé wykazuja
dzialanie zaleznie od dawki w zakresie stezer 0,5 pg/ml, podczas gdy oddziatrywanie zwigz-
kéw o niskiej aktywnosci jest niezaleine od dawki, Wedlug testéw in vivo zwiazki tej gru-
PY nie s3 w ogéle aktywne przeciwko L121O lub tylko w niewielkim stopniu.

2wiazki znaczqco zmniejszajq liczbe przerzutéw plucnych przy nowotworze typu lewis
long. 2wiazki XI, XIII, XIV, XV, XXII, XXVII, )DSVIII, XLV s3 skuteczne w Gawce ni2sze)
niz jedna dziesiata wielkosci LDSO' Zwigzek otrzymany wediug sposobu podanego w przykla-
dzie XIV zmniejsza o 50% 1losé przerzutéw plucnych juz w dawce 5 mg/kg. Wynik ten jest
szczegblnie znaczacy wobec faktu, ze LD, = 2380 mng/kg.



6 145 636

Stwierdzono, 2e efekt moze byé spotegowany w wickszym stopniu przez powtdrzenie
leczenia niz przez zwiekszenie dawki,

2wigzki wytworzone wedlug sposob&w podanych w przykradach XI, XIII, XIV, XX, XXII,:
XXVII 1 XLV okazaly si¢ aktywnymi przeciwko nowotworowi Nk-ly-puchliny brzusznej w steze-
niu ponizej jednej dziesigtej wielkosci LD50. Te ostatnie zwigzki podwyzszajq stopien
przemycia 1 czas 2ycia w sposéb zalezny od dawki, 2wiazki te wykazujg dzialanie immuno-
stymulacyjne w matych dawkach, podczas gdy w wyzszych dawkach bezposrednie dziatanie
przeciwnowotworowe ujawnia sie¢ samo réwniez, W ten sposéb zwigzki z przykladu XI i XXII
wykazujq dziatanie immunostymulacyjne w dawkach wynoszacych odpowiednio 25 mg/kg 1 20 mg/
kg. 2wiazki z przykitadu XI i XXII s cytotoksyczne w zakresie dawek wynoszacych kolejno
250-500 mg/kg i 40-160 mg/kg. S-allilo-, S=-l-chloro-2-hydroksy-propylo- lub S-l-bromo-hy-
droksy-propylo- podstawione zwiazki o ogélnym wzorze 1 sg wysoko aktywne w stosunku do
spontanicznych nowotworéw sutka u pséw., ¥ biopsji przeprowadzonej po leczeniu stosowanym
w czasie 3 - 4 tygodni obserwowano komérkowa infiltracje o charakterze inwazyjnym w nowo-
tworach (ductus cc.) sktadajaca sie z limfocytéw i obojetnochtonnych granulocytéw, makro-
fagéw 1 od czasu do czasu z kwasochtonnych granulocytéw. Na komérkach nowotworowych zau-
wazono zmiany degeneracyjne i znaczny rozktad.

Komérki NK tworza plazmowe mostkowe wigzania z komérkami nowotworowymi co powoduje
wodniczkowg degeneracje plazmy komérek nowotworowych i znaczne sScienienie w miejscu DNS
jadra. Ulega zmianie wzajemny stosunek jadro-plazma, jadro jest silnie nabrzmiate i jest
zmniejszona zasadochtonnoé¢ plazmy. W okoto jednej czwartej przypadkéw infiltracji leuko-
cytow w nowotworze jest nieznaczaca; z drugiej strony komérki nowotworowe sa nabrzmiale i
szklisto zdegenerowane, W obszarze miedzykomérkowym osadzona jest duza ilo$é szklisto za=-
barwionego materialu,

Przy podawaniu zwiqzku z przykladu XI w doustnej dziennej dawce wynoszgcej 30-120mg
(0,5-2 mg/kg) w czasie 6 - 12 miesiecy wyraZne polepszenie lub rekorwalescencje obserwo-
wano u ludzi w przypadkach przerzuté do kosci nowotworéw sutka (in human bone metastra-
sis of Mammal tumors), nowotwor&w jajnikéw i nowotwordw trzustki.

Badanie dzialania przeciwnowotworowego w polaczeniach

1) Polgczenie ze znanymi Srodkami cytostatycznymi. Rézne Srodki cytostatyczne majgq-
ce biologiczne alkilujgqce dziatanie podawano razem ze zwigzkami o ogélnym wzorze 1 myszom
CFLP z nowotworem NK-ly puchliny brzusznej. Srodki .cytostatyczne podawano doustnie, do-
otrzewnowo lub dozylnie w dawce odpowiadajgcej jedne]J piatej lub jednej dziesiatej wielkod-
ci LDSO lub w bardziej efektywnym dawkowaniu obejmujacym wczeéniejsze préby. Zwiazki o
ogélnym wzorze 1 podawano doustnie w dawce wynoszacej Jedng dziesiata lub jedna dwudzies-
tq wartosci m50 Jednorazowo lub kilka razy, w 48 godzin po leczeniu Srodkiem cytosatycz-
nym, W ten sposéb podawano kombinacje cyklofosfamidu, karnomustliny, degranolu, dibromo-
dulcitolu i dibromomannitolu z jednej strony i zwiazki z przyktadéw XI, XIII, XIV, XV, XVI,
XXVII, XXVIII i XLV z drugiej strony. W poréwnaniu z grupq kontrolna, ktérej podawano je-
dynie znany s$rodek cytostatyczny, obserwowano wzmocnione dziatanie przeciwnowotworowe 1
zmniejszong immunodepresje.

2) Poljczenie ze znanymi witaminami. Sole izotiouroniowe o ogélnym wzorze 1 mogq
byé skutecznie kombinowane ze $rednimi dawkami witamin A 1 D3 1 z duzymi dawkami witaminy
C. Otrzymano dobre wyniki zaréwna w testach farmakologicznych jak i w przypadkach klinicz-
nych u ludzi,

3) Polaczenie ze znanymi hormonami. W oddzialywaniu na nowotwory zalezne od hormo-
néw polgaczenie okazalo sie byé uzyteczne zaréwno w testach farmakologicznych jak i w przy-
padkach klinicznych u ludzi. s )

4) Uzycie w chirurgii. Zwiazki o ogélnym wzorze 1 stosowano pomy$lnie w testach
farmakologicznych w przypadku litych nowotworéw dla oddziatywania przed i po zabiegu chi-
rurgicznym (NK-ly-solid, Yosida), Na podstawie test&w farmakologicznych mozna stwierdzié,
2e zwigzki o ogélnym wzorze 1 sg prawdopodobnie réwnie2 odpowiednie do zastosowania w chi-
rurgii u ludzi v oddziatywaniu przed- i pooperacyjnym.
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Badanie dziatania przeciwpasozytowego

2wigzki o ogélnym wzorze 1 podawano doustnie w ciagu trzech dni psom zakaZonym
kleszczami (Ixodes ricinus). Tak wiec chlorowodorek N-aminoiminometylo-S-allilo-izotiou-
roniowy podawano w doustnej dawce wynoszjcej 1-2 mg/kg i rejestrowano tempo zabijania
kleszczy. Sze$é do osmiu godzin po podaniu aktywnego zwijzku o ogélnym wzorze 1 wszystkie
kleszcze zostaly w psach zabite,

Wigzanie wolnych rodnikéw

Zwiazki wytwarzane sposobem podanym w przyktadach IX, X, XI, XVI, XXIII i XXIX
znaczaco obnizong toksycznos$é (I‘DSO) nadtlenku wodoru, nadtlenkéw organicznych i biolo-
gicznych sSrodkéw alkilujacych (tworzacych wolne rodniki). Na podstawie korzystnych danych
ich toksycznosci zwigzki o ogdlnym wzorze 1 s3 bardziej odpowiednie do wiazania wolnych
rodnikéw i ochrony przed promieniowaniem niZ znane pochodne izotiouroniowe otrzymywane z
odpowiedniego tiomocznika., Tak wigc dzialanie terapeutyczne zwiazku z przyktadu XXIII
Jjest lepsze niz dziatanie terapeutyczne chlorowodorku beta-aminoetyloizotiouroniowego.

Dziaanie ochraniajgce serce w narkozie izoprenalinowej

Szczurom samcom CFY o ciezarze 250-300 g podano i.p. 5 mg/kg izoproterenolu, W
kazdej grupie uzyto 10 zwierzat. Jedna czesé zwierzat byla kontrolna a drugiej podano
zwigzek No., XIV w iloéci 1-5 mg/kg i.p. lub 10-50 mg/kg p.o. Po dwéch tygodniach serca
poddano ocenie histologicznej. Okreslano stopien nekrotyzacji i nieczynny obszar miesnia
sercowego, Stwierdzono, 2e wszystkie podania chlorowodorku Neaminoiminometylo-S-allilo-
-izotiouroniowego o ogélnym wzorze 1 powodowaly znaczgce zmniejszenia nekrozy.

W uszkodzonym obszarze testowany zwijzek wywiera prawdopodotnie swéj wplyw przez
wigzanie nadtlenku wodoru wytwarzanego przez obojetnochlonne granulocyty. ¥ tym modelu
inne wiazgce wolne rodniki i przeciwutleniaczowe czasteczki wywieraja podobny skutek.

Dziatanie na krazenie i oddychanie

Zwigzek wytworzony wedlug sposobu podanego w przyktadzie XI nie oddzialywuje po=-
waznie na hemodynamiczne parametry i funkcje oddechowe kotéw z otwarta i zamknietg kla-
tkq piersiowa, po podaniu i.v. dawki wynoszgcej 10 mg/kg. Badano nastepujace parametry:
cisnienie komorowe i obwodowe, czestotliwosé pracy serca EKG, objetosé/minute, kurczli-
wosé, objetosé oddechowa, tempo oddechu 1 opornoéé, Przy dawce dozylnej wynoszacej po-
wyzej 10 mg/kg zmniejszalo sig¢ cisnienie lewokomorowe i czgstotliwosé. Przy dawce wyno-
szacej 50 mg/kg efekty powyisze byly znaczace i dituzej trwajace. Przy dawce i.v. wyno-
szgcej 100 mg/kg obserwowano silne zmiany hemodynamiczne ale koty nie zgingty.

Dzialtanie soli N-aminoiminometylo-s-allilo-izotiouroniowych (halogenkéw) (Zwia-
zek A).

Tablica 1
Wplyw na ADDC. WskazZnik cytotoksycznosci (%)
Stosunek komérek efektorowych do komérek docelowych = 5:1
Czas inkubacji 4 godziny
$rednie: + S.E.

Leczenie /mole/ml/ o
Grupa Kontrola Zwiazek A 7C. czast. 194,77
(liczba przy- _
padkéw) 6,7 x 10~10 6,7 x 10~2 6,7 x 1078
’mola/ml mola/ml mola/ml
NO!‘!D?‘]'.S ADCC [‘2'035,0 58.5 + 5.2 4 64 : 5,8 6892 + 5.3x
+ 39% + 52% + 62%
Obnizony ADCC | 2,840,8 6,35+ 1,7 7,721,9 10,2 & 2,7°
(10) + 126% + 175% + 264%

x znaczgey (p<0,05)
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Tablica 2
Wpiyw na aktywnosé NK
Stosunek komérek efektorowych do komérek docelowych = 50:1
Czas inkubacji 4 godziny
Wskaznik cytotoksycznosci (%), Wartosci srednie: & S.E.

I.eczer'xie /mole/m1/ ’
Grupa -
(liczba przy-|  yontrola Drigzek A (Coczast. 194,7)
padkéw ) 0 S —
mola mola mola

© (8) + 25% + 32% + 45%
Obnizony NK 15.1 by 2.4 21 ’6 : 390 25,3 * 3,2 32’2 + 3'2x

7) + 43% + 68% + 113%

x znaczgcy (p<0,05)

) Tablica 3
Wptyw in vitro na bezpodrednig (przypadkowq) migracje polimorfonuklearnych leukocytéw.
Obszar migracji (mma). Wartosci Srednie siedmiu zdrowych oséb kontrolnych: + S.E.M.

Traktowanie Kontrola Dawka /ug/ml/
0,1 1,0 10,0
2wigzek A 10,02 + 1,65 10,51 + 1,22' | 12,25 + 1,582 11,24 + 1,692

1 nie znaczgcy
2 znaczacy (p<0,01)
3 znaczacy (p<0,05)

Tablica &4

Czynnik Kontrola Dawka /pg/ml/
mitogeniczny
0,1 1,0 10,0
1, 2wlazek A
PHA 2 jg/m | 2116643774 22253 + 3688 23156 + 2737 25404 + 2860
PHA 10 ug/m] 29959+ 4051 29969 + 3557 37826 & 3638 33790 + 5203
Con A 25
pe/ml 1054543414 10564 + 3764 14089 + 2602 17038 + 3202
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Tablica 5
Wplyw in vitro na blastyczng transformacj)e ludzkich limfocytéw stymulowang przez PHA

i Con A,
Pacjenci o obnizonej reaktywnosci (nowotwér i1 SLE; n«b)

srednio Ce.Pomlm, * S.E.M.

Czynnik Kontrola ! Dawka /pg/ul/

mitogeniczny . 0,1 1,0 10,0

1. 2wigqzek A
PHA 2 pg/ml | 3034 + 1293 2877 + 984 4344 + 1153 4716 + 1297
PHA 10 pg/ml |5267 + 1392 5802 + 1504 6323 + 1161 6968 + 1669
Con A 25 pg/ml] 804 + 307 1097 + 354 935 + 363 1023 + 361

Tablica 6
Ostra toksycznosé zwiazkéw o ogdélnym wzorze 1 w czasie 24 godzin

Przyktad R R! LD, mg/kg
nr P.0. i.p.
X H metyl 2320 + 220
XXIII H etyl 3080 # 290
X H propyl 2800 + 260
xXxv H butyl 2700 + 310
XX1v H 1-propyl 2260 + 210
XXvI H 1-amyl 2260 + 241
XIII H 2-chlorcetyl | 1120 + 140
XXVII H 2-bromo-etyl | 1050 + 280
X1v H 1-chloro-2-
-CH-propyl 1240 + 160
Xv H 3=-chloro-pro-
pyl 1210 + 180
XXVIII H 3-bromo-pro-
pyl 980 + 640
XVI H 2-hydroksy-
-etyl 3280 + 460 1680 & 210
XXIX H 1-oksypropyl | 2860 + 180
XI H allil 2380 + 320 320 + 30
XLIV H metallil 1640 + 210
XVIII H benzyl 2420 + 260
XVIT H propargil g0 + 7,6
X metyl allil . 600 + 54 75 +# 6,3
XTIV etyl allil 780 + 62 sk + 7,6
XXII cykloheksyl] allil 450 + 51 65 + 5,1
X1 izopropyl | allil 280 + 26 32+ 4
XLV allil allil 380 + 41 36+ 4
XXII cykloheksyll allil 400 + 38 40 + 6




10 145 636

Tablica 7
Dziatanie przeciwnowotworowe i immunostymulacyjne zwigqzkéw o wzorze 1

Zwiazek badany | Przeciwnowo- Immunostymula=-| Toksyczne
Przyktad nr tworowe dzia-~ | cyjne dziata- | dziatanie
tanie nie

IX Srednie $rednie érednie
XXIII érednie silne 0

X $rednie drednie 0
XxXv $rednie $rednie o]
XX1V érednie $rednie 0]
XXVI $rednie Srednie 0]
XI1I silne stabe 0]
XXVII silne stabe 0]
XIV silne stabe o]

Xv silne stabe 0
XXVIII silne stabe 0
XVl srednie silne 0]
XXIX $rednie $rednie 0]

XI silne silne 0
XLIV srednie drednie 0]
XVIII wzrost 0 0
XVII stabe stabe sSrednie
XX silne Stabe 0
XXXIV Srednie Srednie 0
XXII silne slabe 0
XXI silne stabe 0
XLv . silne slabe 0
XXII stabe slabe 0

Kompozycje farmaceutyczne zawierajg jako aktywny sktadnik co najmniej jeden zwig-
zek o ogélnym wzorze 1, w ktdérym R1 oznacza grupe C1_Galkilcwq, C2_6 alkanylowa, CZ-S al-
kinylowg, 03_6 cykloalkilowg, aralkilowg lub arylow3, przy czym wymienione grupy ewentu-
alnie sg podstawione dowolnie przez jedng lub wiecej grup hydroksylowych, merkaptanowych
i/lub atom chlorowca, R2 oznacza atom wodoru, grupe C1_6 alkilowg, CZ-6 alkenylowg,
c2-6 alkinylowg lub C3-6 cykloalkilowg, X oznacza atom chlorowca.

Kompozycje farmaceutyczne ewentualnie wytwarza sie¢ znanymi metodami przemystu
farmaceutycznego. Aktywne skladniki o ogdélnym wzorze 1 podaje sie korzystnie w formie
kapsulek zmieszane z konwencjonalnymi, stosowanymi zwykle s$rodkami pomocniczymi np.
érodkami dajacymi poslizg i innymi. Kapsulki wytwarza sie przy pomocy automatycznych ma-
szyn kapslujacych. Kompozycje farmaceutyczne, ewentualnie przyrzadza sie réwniez w pos-
taci ampulek z proszkiem, pozajelitowych kompozycji do iniekcji i infuzji. Kompozycje te
ewentualnie wytwarza si¢ réwniez znanymi metodami. Jako rozpuszczalnik ewentualnie sto-
suje sie np., wode destylowang lub roztwér fizjologiczny soli.

Aktywne skladniki o ogdélnym wzorze 1 mozna rdgniez podawaé w postaci masci, szczegbl-
nie masci lipofilowych, Aktywne skladniki o ogdélnym wzorze 1 posiadajace silny zapach,
ewentualnie poddawane s mikrootorbieniu np. przez wytworzenie cyklodekstrynowych kom-
plekséw inkluzyjnych. -

Kompozycje farmaceutyczne mog3 réwniez zawieraé jako dodatek do zwigzku o ogdlnym
wzorze 1 Jedng lub wiecej znanych biologicznie czynnych substancji jako skadnik aktywny.
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Kompozycje farmaceutyczne moZna stosowaé w terapii zaréwno u ludzi jak i u zwie-
rzat. W przypadku stosowania jako Srodka immunostymulacyjnego preferowana dawka doustna
lub doodbytnicza wynosi okoto 0,5 - 25 mg/kg. Do dziatar miejscowych preferuje sie¢ sto-
sowanie wy2szych dawek,

Wytwarzane sposobem wedtug wynalazku nowe zwigzki posiadajq dziatanie przeciwno-
wotworowe i immunostymulacyjne.

Szczegbély sposobu wedlug wynalazku wyjasniajq poniisze przyktady bez ogranicze-
nia zakresu wynalazku do tych przyktadéw.

Materialy wyjsciowe

Przykad I. Wytwarzanie weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika

84,0 g (1,0 mola) dicyano-diamidu i 300 ml wody umieszcza sie¢ w autoklawie, Do
zamknietego autoklawu wprowadza sie¢ 34,0 g ( 1 mol) gazowego siarkowodoru w nastepujacy
sposéb: w temperaturze 20°¢ wprowadza si¢ tyle siarkowodoru aby cisnientfe w autoklawie
osiggneto 1,5 x 105 Pa., Wstrzymuje =i¢ doptyw gazu i ogrzewa powoli autoklaw w tempe-
raturze 80°C. W miedzyczasie wprowadza sie gazowy siarkowodér w takim tempie aby cisnie-
nie w autoklawie wynosito stale 1,5 x 105 Pa, Po wprowadzeniu calej ilosci gazowego
siarkowodoru autoklaw utrzymuje sie w temperaturze 80°C az do obnizenia cisnienia do
0,3 x 105 - 0,4 x 105 Pa, Mieszaning reakcyjnq ozigbia si¢ do temperatury 20°C, prze-
plukuje strumieniem azotu i odsgcza. Klarowny przesacz ozigbia si¢ do temperatury 0° 1
wprowadza gazowy ditlenek wegla., Wytrgqcony biaty krystaliczny weglan N-aminoiminomety-
lo- tiomocznika odsgcza sig, przemywa zimng wodq i suszy w temperaturze 60 - 80°c.
Otrzymuje si¢ w ten sposéb 100 g 2adanego zwigzku; wydajnosé wynosi 67%; temperatura
topnienia: 127 - 129°C. Widmo w podczerwieni otrzymanego w ten sposéb produktu jest
poréwnywalne z widmem prébki wzorcowej.

Przyktad II, Wytwarzanie weglanu N-aminoiminometylo-N '-metylo-tiomocznika

Do roztworu 5,9 g (0,1 mola) zasady guanidynowej w 30 ml acetonu dodaje si¢ roz-
twér 7,3 g (0,1 mola) izotiocyaniamu metylu w 10 ml acetonu. Roztwér izotiocyanianu doda-
Je sie do roztworu guanidyny z takq szybkos$cia aby temperatura mieszaniny nie przekroczy-
ta 40°cC, Mieszaning reakcyjng pozostawia sig¢ w temperaturze 40°C w czasie &4 godzin, a
nastepnie usuwa rozpuszczalnik pod zmniejszonym ciénieniem. Pozostaly jasno 261ty ole)
zawiesza sie¢ w wodzie do otrzymania opalizujgqcego roztworu. Do roztworu wprowadza sie
gazowy ditlenek wegla, 2adany zwigzek wytraca sie w postaci bialych krysztaléw, o tem-
peraturze topnienia 132 - 134°C, Wydajnosé wynosi 12,0 g (73,5%).

Przyktady III-VIII. W sposéb analogiczny jak w przyktadzie II wytwarza
sie nastepujace zwiazki:

III. Weglan N-aminoiminometylo-N’-etylo-tiomocznika

IV. Wqélan N—aminoj.minometylo-N'-n-propylo-tiomocznika

V. Weglan N-aminoiminometylo-N-izopropylo-tiomocznika

VI. Weglan N-aminoiminometylo-N’-n-butylo-tiomocznika

VII. Weglan N-aminoiminometylo-N°-allilo-tiomocznika

VIII.Weglan N-aminoiminometylo-N’-cykloheksylo-tiomocznika

W ponizszych przykradach podano sposéb wytwarzania produktdw koricowych o ogél-
nym wzorze 1, .

Przyktad IX, Wtwarzanie jodku N-aminoiminometylo-S-metyloizotiouro-
niowego '

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika zawiesza si¢ w 50 ml
bezwodnego etanolu. Do otrzymanej zawiesiny dodaje sie 17,0 g (0,12 mola) jodku metylu,
Mieszarine reakcyjngq ogrzewa si¢ powoli do wrzex’ua, wydz}.ela si¢ przy tym ditienek wegla,
Mieszanine reakcyjng ogrzewa sie¢ do wrzenia w czasie 30 minut 1 ozigbia do temperatury
pokojowe3, Mieszanine przesgcza sig¢ celem usunig¢cla ewentualnego krystalicznego osadu.
Klarowny przesqcz odparowuje sie pod zmniejszonym cisfnieniem a pozastaly olej krystali-
zuje z-octanu etylu. ZStte krysztaly odsqcza si¢ 1 suszy w temperaturze 40 - 50°C. Otrzy-
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muje si¢ w ten sposéb 22,1 g 2adanego produktu o temperaturze topnienia 124 - 125%; wy-

dajnosé wynosi 85%.
Przyktad X, VWytwarzanie bromku N-aminoiminometylo-S-n-propylo-izotiouro-

niowego

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika zawiesza si¢ w 50 ml
bezwodnego etanolu. Do zawiesiny dodaje sig 14,8 g (0,12 mola) bromku n-propylu. Miesza-
nine¢ ogrzewa sie powoli z mieszaniem do wrzenia, wydziela si¢ przy tym ditlenek wegla,
Mieszanine reakcyjna ogrzewa sie do wrzenia przez 45 minut i ozigbia do temperatury po-
kojowej. Mieszanine¢ przesgcza sie¢ celem usunigcia wytrjaconych ewentualnie substancji.
Klarowny przesjcz odparowuje sig pod zmniejszonym cisnieniem i oleista pozostalosé
krystalizuje sie z octanu etylu. Odsgcza sie biate krysztaty i suszy w temperaturze
40 - 50°c, Otrzymije sie w ten sposéb 19,5 g 2adanego produktu o temperaturze topnienia
122 - 124°C; wydajnosé wynosi 81%.

Przyktad XI, Wytwarzanie bromku N-aminoiminometylo-S-allilo-izotiouro-
niowego

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika dodaje sie do 50 ml
bezwodnego etanolu. Do otrzymanej zawiesiny dodaje sie 14,5 g (0,12 mola) bromku allilu,
Mieszanine reakcyjng ogrzewa sie¢ powoli do wrzenia z intensywnym mieszaniem, Mieszaninne
reakcyjng utrzymuije siq we wrzeniu pod chlodnica zwrotng w czasie 30 minut i ozigbia do
temperatury pokojowej. Mieszaning przesgcza sig celem usuniecia wytraconych ewentualnie
substancji. Przesgcz odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem i oleista pozostalosé
krystalizuje sie z octanu etylu. Wytrgcone krysztaly odsgcza sie¢ i suszy w temperaturze
40 - 50°C, W ten sposéb otrzymuje sie 19,6 g 2adanego zwiazku o temperaturze topnienia
123 - 125°C; wydajnosé wynosi 82%,

Przyktad XII, Wytwarzanie chlorku N-aminoiminometylo-S-alliloizotiouro-
niowego

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika dodaje sie do 50 ml
bezwodnego etanolu. Do otrzymanej zawiesiny dodaje sie¢ 9,18 g (0,12 mola) chlorku allilu
1 mieszanine reakcyjng ogrzewa si¢ powoli do wrzenia z intensywnym mieszaniem, Mieszani-
ne reakcyjng utrzymuje sie we wrzeniu pod chtodnicg zwrotna w czasie 1 godziny i ozigbia
do temperatury pokojowej. Mieszanine przesacza si¢ celem usuniecia wytraconej ewentual-
nie substancji. Przesacz odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem., Oleist3 pozostalo$é
krystalizuje sie z octanu etylu. Wytrgqcone krysztaly odsacza sig i suszy w temperaturze
40 - 50°C, ¥ ten sposéb otrzymuje si¢ 15,7 g 2adanego zwiazku o temperaturze topnienia
125 - 127°C; wydajno$é wynosi 81%.

Przyktad XIII, Wytwarzanie bromku N-aminoiminometylo-S-/2-chloroetylo/-
=-izotiouroniowego

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika dodaje sie do 50 ml
bezwodnego etanolu. Do otrzymanej zawiesiny dodaje sie 17,2 g (0,12 mola) 1-bromo-2-chlo-
ro-etanu i mieszanine reakcyjng ogrzewa sig do wrzenia z 1ntensywnym mieszaniem, Miesza-
nine reakcyjng utrzymuje sie we wrzeniu pod chiodnicg zwrotng w czasie 90 minut i ozie-
bia do temperatury pokojowej. Mieszanine przesacza sie celem usunigcia wytrgconej ewentu-
alnie substancji, Klarowny przesacz odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem. Oleistg
pozostato$é krystalizuje sie z octanu etylu, #ytracone biate krysztaly odsacza sie i su-
szy w temperaturze 40 - s0°c. Otrzymuje sie w ten sposéb 17,2 g 2adanego zwijzku o tem-
peraturze topnienia 142 - 143°C; wydajno4é wynosi 66%. \

Przyk1tad XIV. Wytwarzanie bromku N-aminoiminometylo=-S-/1-chloro-2-hydrok-
sy-propylo/-izotiouroniowego R ,

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika dodaje sie do 50 ml
bezwodnego etanolu., Do otrzymane) zawiesiny dodaje sie¢ 20,8 g (0,12 mola) 1-bromo-2-hy-
droksy-3=-chloro-propanu., Mieszanine¢ reakcyjng ogrzewa si¢ powoli do wrzenia z intensywnym
mieszaniem, Mieszanine reakcyjng utrzymeje si¢ we wrzeniu pod chtodnicg zwrotng przez 90
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minut i ozigbia do temperatury pokojowej. Mieszaning przesjcza sie celem usuniecia
ewentualnie wytrgqconej substancji. Klarowny przesgcz odparowuje sie pod zmniejszonym
cisnieniem, Oleistq pozostalosé krystalizuje sie z octanu etylu. Wytracone lekko kremo-
we krysztaly odsjcza si¢ 1 suszy w temperaturze 40 - 50°c. Otrzymuje sie w ten sposéb
17,8 g 2adanego zwiazku o temperaturze topnienia 118 - 119°C; wydajnos$é wynosi 61%.

Przyk2ad XV. Wtwarzanie bromku N-aminoiminometylo-S-/3-chloro-propylo/-
-izotiouroniowego '

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika dodaje sie do 80 ml
acetonitrylu. Do otrzymanej zawiesiny dodaje sig 18,9 g (0,12 mola) 1-bromo-3-chloro-
-propanu i ogrzewa mieszaning reakcyjng powoli do wrzenia przy intensywnym mieszaniu.
Mieszaning reakcyjng utrzymuje si¢ we wrzeniu pod chtodnicq zwrotng przez 90 minut,
stala substancjg usuwa sig przez przesgczenie gorjcej mieszaniny reakcyjnej i pozostawia
przesacz do ochtodzenia do temperatury pokojowej. Wytracone biale krysztaly odsgcza sie
i suszy w temperaturze 40 - 50°c. Otrzymuje sie w ten sposéb 17,3 g 2adanego zwiazku' o
temperaturze topnienia 129 - 131°C; wydajno$é wynosi 65%.

Przyk2ad XVI. Wtwarzanie chlorku N-aminoiminometylo-S-/2-hydroksyety-
lo/-izotiouroniowego

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika dodaje sie do 50 ml
bezwodnego etanolu, Do otrzymanej zawiesiny dodaje sie¢ 9,7 g (0,12 mola) etylenochloro-
hydryny i ogrzewa mieszaning reakcyjng do wrzenia przy intensywnym mieszaniu. Mieszanine
reakcyjng utrzymije si¢ we wrzeniu pod chtodnicg zwrotng przez 90 minut i nastepnie
oziebia do temperatury pokojowej. Mieszanine przesacza sie celem usunigecia wytracone]
ewentualnie substancji i odparowuje klarowny przesgcz pod zmniejszonym cisnieniem. Oleis-
tq pozostatosé krystalizuje sie z octanu etylu. Krysztaly odsacza sie i suszy w tempera-
turze 40 - 50°C. Otrzymuje si¢ w ten sposéb 13,5 g 2gdanego zwijazku o temperaturze top-
nienia 134 - 136°C; wydajnosé wynosi 68%.

Przyk?tad XVII, Wytwarzanie bromku N-aminoiminometylo-S-glicydylo-izotio-
uroniowego

14,9 g (0,05 mola) weglaru N-aminoiminometylo-tiomocznika dodaje sie do 80 ml
acetonitrylu. Do otrzymanej zawiesiny dodaje sie 16,5 g (0,12 mola) epibromohydryny i
mieszanine reakcyjng ogrzewa powoli do wrzenia z intensywnym mieszaniem., Mieszaning re-
akcyJng utrzymuje sie we wrzeniu pod chtodnicg przez 2 godziny i przesacza na gorgco.
Klarowny przesacz pozostawia si¢ do oziebienia do temperatury pokojowej. Wytrgcone bialte
krysztaly odsacza sie i suszy w temperaturze 40 - 50°C, Otrzymuje sie w ten sposéb 13,5 g
2adanego zwiazku o temperaturze topnienia 138 - 139°C; wydajnosé wynosi 53%.

Przyk2*ad XVIII, Wtwarzanie chlorku N-aminoiminometylo-S-benzylo-tiouro-
niowego

14,9 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-tiomocznika dodaje si¢ do 50 ml bez-
wodnego etanolu., Do otrzymanej zawiesiny dodaje sie 15,2 g (0,12 mola) chlorku benzylu i
mieszanine reakcyjng ogrzewa sie¢ do wrzenia z intensywnym mieszaniem, Mieszanine reak-
cyjna utrzymuje si¢ we wrzeniu pod chlodnicq zwrotna w ciagu 1 godziny i ozigbia do tem-
peratury pokojowej., Mieszanine przesacza sie¢ celem usuni¢cia wytraconej ewentualnie subs-
tancji. Klarowny przesgqcz odparowuje.sie pod zmniejszonym ciéniemiem i oleisty pozosta-
20$¢é krystalizuje z octanu etylu. wWytracone biate krysztaly odsgcza sie 1 suszy w tempe-
raturze 40 - 50°C. ¥ ten sposéb otrzymuje sie 19,1 g 2adanego zwiazku o temperaturze top-
nienia 159 - 161°C; wydajno&é wynosi 78%.

Przyk2ad XIX. Sole izotiouroniowe wytworzone wedlug sposobéw podanych w
przyktadach IX - XVIII ewentualnie przekrystali;owuje si¢ w opisany poniza} sposéb, Spo-
séb przedstawiono na przykladzie chlorku N-aminoiminometylo-S-allilo-izotiouroniowego.

10 g chlorku N-aminoiminometylo-S-alliloc-izotiouroniowego dodaje sie¢ do 60 ml
mieszaniny etanolu i metanolu w stosuniu 5:1. Niewielkq iloéé nierozpuszczonych kryszta-
16w usuwa sie przez przesjczenie gorace) mieszaniny. Przesgcz ewentualnie klaruje sieg
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weglanem aktywowanym. Klarowny przesjcz pozostawia sig do ochtodzenia do temperatury po-
kojowej, w tym czasie wytraca sig biaty krystaliczny osad. Mieszaning ozigbia sig¢ do tem-
peratury O - 5°C, pozostawia sie¢ w tej temperaturze przez jedng godzing a nastepnie prze-
sacza. Osad przemywa sig lodowato zimnym etanolem i suszy w temperaturze 40 - 50°c,
Otrzymuje si¢ w ten sposéb 8,1 g 23danego zwiazku; wydajnos$é wynosi B1%,

Przyktad XX, Wytwarzanie chlorku N#amino1minometylo-N'-metylo-s—allilo-
-izotiouroniowego

16,3 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-N"-metylotiomocznika wytworzonego
wedlug sposobu podanego w przykladzie II dodaje si¢ do 50 ml bezwodnego etanolu. Do
otrzymanej zawiesiny dodaje si¢ 9,18 g (0,12 mola) chlorku allilu i ogrzewa do wrzenia z
intensywnym mieszaniem. Mieszanine reakcyjnq utrzymuje si¢ we wrzeniu pod chlodnica
zwrotna przez 1 godzine i ozigbia do temperatury pokojowej. Mieszaning przesacza sie¢ ce-
lem usuniecia wytraconej ewentualnie substancji. Klarowny przesgcz odparowuje sie¢ pod
zmniejszonym cisnieniem., Oleistg pozostalos$é krystalizuje sie z octanu etylu,., Biaty
krystaliczny osad odsacza sige i suszy w temperaturze 40 - 50°c. Otrzymuje sie w ten
sposéb 13,6 g 2adanego zwijzku o temperaturze topnienia 137 - 139°¢; wydajnos$é wynosi 61%.

Przyktad XXI. Wytwarzanie chlorku N-aminoiminometylo-N -izopropylo-S-
-allilo-izotiouroniowego

19,1 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-N‘-izopropylo-tiomocznika wytworzo-
nego wedtug sposobu podanego w przykladzie V dodaje sig do 50 ml bezwodnego etanolu,

Do otrzymanej zawiesiny dodaje sie 9,18 g (0,12 mola) chlorku allilu i mieszanine
reakcyjng ogrzewa si¢ do wrzenia przy intensywnym mieszaniu i utrzymuje si¢ we wrzeniu
pod chtodnica zwrotna przez godzine, ozig¢bia do temperatury pokojowej. Mieszanine prze-
' sgcza sie celem usunig¢cia wytraconej ewentualnie substancji. Klarowny przesgcz odparowu-
Je sie pod zmniejszonym ciénieniem i oleisty pozostalosé krystalizuje z octanu etylu.
Wytracony biaty krystaliczny osad odsjcza sSie 1 suszy w temperaturze 40 - 50°C. Otrzy-
muje sie w ten sposéb 13,3 g 2adanego zwiazku o temperaturze topnienia 134 - 135°C; wy-
dajno$é wynosi 56%.

Przyktad XXII. Wytwarzanie chlorku N-aminoiminometylo-N’-cykloheksylo-
allilo-izotiouroniowego

23,1 g (0,05 mola) weglanu N-aminoiminometylo-N’-cykloheksylo-tiomocznika wytwo-
rzonego wedtug sposohu opisanego w przyktadzie VIII dodaje sie do 50 ml bezwodnego eta-
nolu, Do otrzymanej zawiesiny dodaje si¢ 9,18 g (0,12 mola) chlorku allilu i mieszanine
reakcyjna ogrzewa si¢ do wrzenia z intensywnym mieszaniem i utrzymuje sie we wrzeniu
pod chtodnica zwrotng przez godzine, ochtadza do temperatury pokojowej, Mieszanine prze-
sgcza sie celem usuniecia wytrgconej ewentualnie substancji 1 klarowny przesgcz odparo-
wuje sie pod zmniejszonym ciénieniem., Oleista pozostalo$é krystalizuje sie z octanu e-
tylu. #ytracone biate krysztaly odsacza sig i suszy w temperaturze 40 - 50°cC. Otrzymuje
sig¢ w ten sposéb 20,85 g 23danego zwijzku o temperaturze topnienia 129 - 130°C; wydaj=-
nosé wynosi 85%.

Przyktady XXIII - XXXI ¥ sposéb analogiczny do podanego w przykladzie
XII wytwarza sie nastepujace zwiazki izotiouroniowe o ogélnym wzorze 1:

XXIII. Bromek N-aminoiminometylo-S-etylo-izotiouroniowy, temperatura topnienia:
123 - 124°c,

XXIV. Bromek N-aminoiminometylo-S-izopropylo-izotiouroniowy, temperatura topnie-
nia: 120 - 122°, _

XXvV. Bromek N-aminoiminometylo-S-n-butylo-izotiouroniowy, temperatura topnie-
nia: 116 - 118°C, _

XXVI, Bromek N-aminoiminometylo-S-izoamylo-izotiouroniowy, temperatura topnie-
nia: 111 - 113°. '

XXVII, Bromek N-aminoiminometylo-S-/2-bromo-etylo/-izotiouroniowy, temperatura
topnienia: 129 - 131°C.
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" XXVIII. Bromek N-aminoiminometylo-S-/3-bromo-propylo/-izoticuroniowy, temperatu-

ra topnienia 127 - 129°cC.

XXIX. Bromek N-aminoiminometylo-S-/}-hydroksy-propylo/-1zotiouroniowy, tempe-
ratura topnienia: 132 - 135°.

XK, Bromek - N—aminoiminometylo-S-/S-merkapto-pmpylo/-1zot1ouron:l.owy. tempe-
ratura topnienia: 1h1 - 142°,

XXXI. Bromek N-aminoiminometylo-S-propargilo-izotiouroniowy, temperatura top-
nienia: 131 - 133°c.

Przyklady XXXIT - XL. W sposéb analogiczny do podanego w przyktadzie XX
wytwarza sie nastepujgce zwiazki:

XXXII, °~ Bromek N-aminoiminometylo-N -metylo-S-/Z-hydroksy-etylo/-izotiouroniowy.
temperatura topnienia: 147 - 148°C,

XXXIII. Bromek N-aminoiminometylo-N‘-etylo-S-/2-chloroetylo/-izotiouroniowy,
temperatura topnienia: 143 - 144°C,

X1V, Chlorek N-aminoiminometylo-N '-etylo-S-allilo-:I.zotiouroniowy, temperatu-
ra topnienia: 138 - 139°c,

xxv, Bromek N-aminoiminometylo-N -1zopropylo-S-/}-chloropropylo/-izot1ouro-
niowy, temperatura topnienia: 140 - 142°C,

XXXVI. Chlorek N-aminoi.minometylo-N'-izopropylo-s-metall110-1zot:|.ouroniowy,
temperatura topnienia: 138 - 139°C, -

XXXVII. Bromek N-aminoiminometylo-N -cykloheksylo-S-n-propylo-izot1oumniowy,
temperatura topnienia: 133 - 135°C,

XXXVIII, Chlorek N-aminoj.minometylo-N'-cykloheksylo-s-metall110-1zoticumniowy,
temperatura topnienia: 130 - 132°.,

XXXIX, Bromek N-aminoiminometylo-N'-cyklohekzylo-S-glicydylo-izotioumniawy,
temperatura topnienia: 143 - 145°c,

XL, Chlorek N-aninoiminometylo-n'-cykloheksylo-s-benzylo-izotiouroniowy,
temperatura topnienia: 147 - 149°C,

Temperatury topnienia i widma w podczerwieni zwiazkéw o ogélnym wzorze 1 podano
zbiorczo w Tablicy 8.

Tablica 8

e | RV X op(°c) Charakterystyczne
: piki widma IR
] 2 ] 4 ]
H metyl J 124 - 125 | 3300, 3120, 1685,
1570
H n-propyl Br 122 - 124 | 3300, 3120, 2925,
2850, 1685, 1570, 730
H allil Br lub Cl 123 - 125 | 3290, 3260, 3160, 3105,

1640, 1605. 1550, 1375,
1090, 980, 910, 705,

650

H 2-chloroetyl Br 142 - 143 | 3300, 3110, 2925, 1640,
920 720,

H 4-chloro=2-hy-~

) droksypropyl Br 118 - 119 | 3300, 3110, 300C, 2850,

R 1685, 1610, 720

H 3-chloro-propyl Br 129 - 131 | 3300, 3275, 3165, 3105,
2900, 2825, 1680, 695

H 2-hydroksy-etyl €1 134 - 136 | 3310, 3280, 3110, 3000,

2990, 1675, 1610
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i 2 3 5
H glicydyl Br 138 - 139 | 3300, 3275, 3110, 3000,
1690, 1600, 865
H benzyl c1 159 - 161 | 3290, 3280, 3115, 3005,
1680, 1590, 1485, 755
H etyl Br 123 - 124 | 3300, 3120, 1685, 1570
H izopropyl Br 120 - 122 | 3300, 3120, 1680, 1380,
1365
H n-butyl Br 116 - 118 | 3315, 3300, 3210, 3180,
2850, 1690, 1450
H izoamyl Br 11 - 113 ] 3305, 3300, 3205, 3175,
2960, 2845, 1695, 1470
H 2-bromo-etyl Br 129 - 131 | 3300, 3205, 2910, 1670,
1090, 715
H 3-bromo-propyl Br 127 - 129 | 3305, 3215, 2920, 1665
H 3-hydroksy-propyl Br 132 - 135 3290, 3300, 3220, 2925,
1680
H 3-merkapto-propyl Br 141 142 | 3320, 3305, 3210, 3180,
2920, 2570, 1690
H propargil Br 131 133 | 3310, 3300, 3200, 2180,
1680
metyl allil Cl 137 139 3228, 3290, 2960, 2690,
1
metyl | 2-hydroksy-etyl Br 147 - 148 | 3585, 3300, 3285, 1680,
1375, 1360
etyl 2-chloro-etyl Br 143 - 144 3325. 3285, 2965, 1660,
765
etyl allil Cl 138 - 139 | 3310, 3300, 3210, 3180,
1650, 990, 905
izo=-.
propyl| allil C1 134 - 135 | 3305, 3295, 3200, 3170,
1655, 985, 895
izo-
propyl | metallil Cl 138 - 139 | 3305, 3295, 3200, 3175,
1650, 890
izo- ¢
propyl| 3-chloro-propyl Br 140 - 142 | 3320, 3300, 3195, 3160,
1690, 775
cyklo-
heksyl| allil c1 129 - 130 | 3315, 3305, 3200, 3170,
2830, 1695, 985, 900
cyklo-
heksyl| n-propyl Br 133 - 135 | 3320, 3300, 3210, 3175,
2925
cyklo-
heksyl| metallil c1 130 - 132 | 3315, 3300, 3215, 3180,
: 885
cyklo-
glicydyl Br 143 - 145 1 3325, 3315, 3210, 3190
heksyl - 1690: 870. ’ ’
cyklo-| benzyl c1 147 - 149 | 3300, 3275, 3120, 3000,
heksyl 1675, 1590, 750
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Zastrzez2enia patentowe

1. Sposéb wytwarzania nowych soli izotiouroniowych o ogélnym wzorze 1, w ktérym
R1 oznacza grupe C1 _6-alxilowq, 62 _s-alkenylawq, C2 _6-alk1nylowq, 03 _s-cykloalkilowq,
aralkilowa lub arylow3, wymienione grupy ewentualnie podstawione s3 jedng lub wiece)
grupa hydroksylowa, grupy merkaptanow3 i/lub atomem chlorowca albo grupa glicydylowa,
Rz oznacza atom wodoru, grupeg C1_6-alkilowq, C2 _G-alkenylowq, C2 _6-alkinylowq 1lub C3 -~
-cykloalkilowg; X oznacza atom chlorowca z zastrzezeniem, 2e jesli R™ oznacza atom wo-
doru RAI Jest rézne od grupy metylowej, etylowej albo benzylowej, znamienny
t y m, 2e zwigazek o ogdlnym wzorze 2, w ktérym R2 ma znaczenie podane powyZej, lub je-
go s6l weglanowsa poddaje sig reakc)i ze zwiazkiem o ogdlnym wzorze R1 - Y, w ktérym R
ma znaczenie podane powy2ej, a Y oznacza atom chlorowca i ewentualnie tak otrzymany
zwigzek przeprowadza sig¢ w sél w reakcji z kwasem.

2, Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, 2e przeprowadza sie w
reakcje w obecnosci organicznego rozpuszczalnika, korzystnie alkoholu, alifatycznego
ketonu, nitrylu i/lub eteru.

2
. H,N-C-NH-C =N-R". HX
2 |

NH S-R

WZOR 1

HAN - C - NH-C-NH-RZ
27 T
NH S

WZOR 2
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