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Vynélez se tykd nové skupiny glykosido-
vych anthracyklinovych antibiotik, které jsou
odvozeny od daunorubicinu a doxorubicinu,
dale zplisobu pripravy téchto sloutenin, far-
maceutickych -prostfedkl obsahujicich tyto
sloudeniny a pou#iti téchto sloudenin pfi 1é-
geni urditych ndadort u savci.

Daunorubicin a doxorubicin, to znamenda
sloudeniny, od kterych jsou odvozeny slou-
geniny podle tohoto vyndlezu, jsou zndma
a pouZivand protinddorova antibiotika, kte-
rd jsou b&Zn& popisovédna v literatufe.

Krom& toho, vychozi sloufeniny, ze kte-
rych se pripravujl slougeniny podle vyné-
lezu, to znamend 3',4'-diepi-daunorubicin a
3 4'-diepi-doxorubicin, jsou rovn&Z bE&Zné
znadmé slouteniny, které jsou uvadény na-
pfiklad v US patentu & 4112076 z 5. z&r1
1978.

Tento vyndlez se tykd& nové skupiny amn-
thracyklinovych glykosidd obecného vzor-
ce I: ,

236682

ve kterém znamend

R: vodik nebo hydroxyskupinu a

Rz je «-L-pyranoxylovy zbytek obecného
vzorce II nebo III:

ch 0 ()
0
H,C 0
3 ()
HO™ oy .
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Tyto anthracyklinové glykosidy obsahuiji
neutrdlni glykosidovou ¢&4st, to znamend
budto 2,3,6-trideoxy-e-L-glycero-hexopyra-
nosid-4-ulosyl (neboli «-L-cineruloxyl obec-
ného vzorce I1), nebo 2,6-dideoxy-e-L-hexy-
pyranosyl (III), p¥iemZ se oznaduji nésle-
dujicim zplisobem:

(obecného vzorce I, ve kterém Ri1 = H, R2
rovnd se II), zde oznac¢ovany jako slougeni-
na obecného vzorce I-A,

2. 3'-deamino-3‘-hydroxy-4‘-epi-daunoru-
bicin (obecného vzorce I, ve kterém Ri1=H
Rz = III), zde oznafovany jako sloudenina
obecného vzorce I-B,

3. 3‘-deamino-4‘-dehydro-doxorubicin
(obecného vzorce I, ve kterém Ri1 = OH, Rz
rovnd se II), zde oznacovany jako sloute-
nina obecného vzorce I-C, a

4. 3‘-deamino-3‘-hydroxy-4‘-epi-doxorubi-
cin (obecného vzorce I, ve kterém Ri = OH,
Rz = III), zde oznafovany jako sloudenina
obecného wzorce I-0.

Predmétem vynédlezu je zplsob pfipravy
enthracyklinovych glukosidd. Tyto nové
sloufeniny se pfipravi z 3‘,4'-diepidaunoru-
bicinu (obecného vzorce IV, ve kterém Ri
rovnd se H) a 3‘,4'-diepi-doxorubicinu (obec-
ného vzorce IV, ve kterém Ri = OH). Obé&
tyto sloueniny jsou b&Zné zndmymi anthra-
cyklinovymi glykosidy, které jsou uvédény
napfiklad ve vySe uvedeném US patentu ¢&.
4112076 z 5. zAF1l 1978 a jsou vy]&di‘eny
timto vzorcem:

(1v)

Zpisob pripravy novych sloufenin podle
vynédlezu =zahrnuje deaminaci anthracykli-
novych glykosidli obecného vzorce IV, ve
které axidlni aminoskupina sousedi s ekva-
toredlni hydroxyskupinou, probihajici pfes
diazotovany meziprodukt za vzniku obec-
nych vzorcli I-A a I-C jako vysledek migra-
ce vodiku z polohy C-4°, a sloutenin obecné-
ho vzorce I-B a I-D jednoduchou nukleofil-
ni reakci vody v poloze C-3'.

Zplsob podle vynédlezu se provadi tak,
Ye se vodny roztok hydrochloridu 3‘4'-die-
pi-daunorubicinu nebo hydrochloridu 3°4'-
-diepidoxorubicinu shora uvedeného obec-
ného vzorce IV, kde Ri znamend vodik nebo
hydroxyskupinu, odd&len& nechd reagovat
pii teplotd 0°C po dobu v rozmezi od 3 do
4 hodin s dusitanem sodnym a 1 N vodnym

k3

roztokem kyseliny octové, za vzniku 3de-
aminované smési glykosidu obecného vzor-
ce I, to jest smé&si 3‘-deamino-4‘-dehydro-
daunorubicinu obecného vzorce I, kde R
znamend vodik a Rz znamené skupinu obec-
ného vzorce II a 3‘-deamino-3‘-hydroxy-4'-
-epi-daunorubicinu obecného vzorce I, kde
Ri1 znamend veodik a- Rz- znamend skupinu
cbecného vzorce III, nebo glykosidu obec-
ného vzorce I, to jest smési 3‘-deamino-4‘-
-dehydro-doxorubicinu obecného vzorce I,
kde Ri znamend hydroxyskupinu a. Rz zna-
mena skupinu obecného vzorce II a 3'-de-
amino-3‘-hydroxy-4‘-epi-doxorubicinu  obec-
ného vzorce I, kde Ri znamené hydroxysku-
pinu a Rz znamend skupinu obecného vzor-
ce III, kaZd4 smés se podrobi chromatogra-
fickému dé&leni ma sloupci silikagelu pfi
eluovani nejprve chloroformem a potom
smési chloroformu a acetonu w objemovém
poméru 97 : 3, pFfifemZ kaZdd z uvedenych
slouenin obecného vzorce I se ziskd jako
volnd baze v {isté formé.

Uvedend deaminatni reakce se p¥i wyhod-
ném provedeni vyndlezu provede pomoci
dusitanu sodného ve studeném vodném Kky-
selém prostiedi, ale je rovnéZ moZno ji pro-
vést za pomoci kysliéniku dusitého nebo al-
kyldusitani v chladném vodném ,prosti"edl

—~—=qebo v alkoholickém prostiedi.

Nové anthranilové glykosidy vyrobené po-
dle wyndlezu projevuji protinddorovy uci-
nek. V tomto sméru je mozZno zvlasté uvést
3‘-deamino-3‘-hydroxy-4‘-epi-doxorubicin
obecného vzorce I-D, ktery projevuje znaény
G¢inek va¢i uméle vyvolanym nadorim u
mysi. Z vySe uvedeného dfivodu se vyndlez
také tykd farmaceutickych smési, které ob-
sahuji terapeuticky t€inné mnoZstvi anthra-
cyklinového glykosidu obecného wvzorce I,
ktery je smisen s farmaceuticky pfijatelnym
fedidlem nebo nosi¢em, a déle zplisobu oSe-
tfovani uréitych nddort u savcii, p¥i kterém
se poddvéa postiZenému terapeuticky Géinné
mnoZstvi slou€enin podle vynélezu.

Vynélez bude w dalSim detailné&ji ilustro-
van pomoci prikladi provedeni s uvedenim
vysledk{i biologickych testd.

Priklad 1

3‘-deamino-4'-dehydro-daunorubicin obecn$é-
ho vzorce I-A a 3‘-deamino-3‘-hydroxy-4'-
-epidaunorubicin obecného vzorce I-B

Roztok obsahujici 0,55 g (1 mmol) 34"
-diepi-daunorubicinu ve formé& hydrochlori-
du (obecny vzorec IV, R1 = H} v 25 ml vo-
dy se ochladi na teplotu 0°C a potom se
zpracuje s 0,72 (7,5 mmolu) dusitanu sod-
ného a 7,5 ml 1 N vodného roztoku kyseliny
octové, kterd se pridd v nékolika podilech
b&hem 20 minut za michéni, p¥igemZ rych-
lost pFidavani je takovd, Ze teplota reakce
nepfevySuje 0°C. Po 3 hodindch, kdy se
smés udrZuje ma teplot& 0°C, se reakéni



smés obsahujici Cervené zbarvenou sraZe-
ninu, ponechd ohiat ma teplotu mistnosti.
Potom se roztokem ponechd probublat dusik
za Ufelem odstrandni prebytefné Kkyseliny
dusité a potom se roztok extrahuje chloro-
formem. Chloroformovy extrakt se promyje
vodou, su$i bhezvodym siranem sodnym, od-
pafl na maly objem a podrobi chromatogra-
fické analyze na sloupci naplnéném silika-
gelem. Po eluovani chloroformem se ziska
3‘-deamino-4‘-dehydro-daunorubicin obecné-
ho vzorce I-A ve formé amorfni pevné latky
o teploté tédni v rozmezi od 143 do 144°C
(za rozkladu).

[]p%° = +190° (¢ = 0,05, v methanolu).

UV a VIS spektrum — A CH3;OH:
235, 253, 290, 480, 496 a 530 nm,

(E1% 808, 557, 188, 236, 242 a 143).

Desorpéni hmotnostni spektrum:
m/z 510 {M*-), 398 a 562.

IH-NMR spektrum {CDCl3):
1,36 {4, ] = 6,5 Hz, 3H, CH3-5‘),
1,70—2,40 (m, 6H, H-8, H-2', H-3),
2,41 (s, 3H, COCH3s),
2,97 (d, ] = 19,5 Hz, 1H, H-10,,],
3,25 (dd, J = 19,5 Hz, 1H, Hloek],
4,09 (s, 3H, OCHs),
4,40 (q,] = 6,5 Hz, 1H, H-5},
4,62 (s, 1H, OH-9},
5,41 (m, 1H, H-7),
' 5,67 (t,] = 6,0 Hz, 1H, H-1°),
7,30—8,10 (m, 3H, aromatické ‘protomy],
13,29, 14,01 é [dvé s, 2H, OH-6, OH-11}.

Po dalSi eluci pomoci smési chloroformu a
acetonu v poméru 97 :3 se ziskd 3‘'-deami-
no-3‘-hydroxy-4‘-epi-daunorubicin obecného
vzorce I-B, jehoZ teplota tdni se pohybuje
v rozmezi od 165 do 170°C (za rozkladu).

[«]p?%° = +350° (c = 0,025, v methanolu).

UV a VIS spektrum — )  CHOH ¢

max

235, 254, 290, 480, 496 a 530 nm,
(E ! 1% =714, 509, 154, 226, 231 a 142).

Desorpni hmotnostni spektrum:
m/z 528 [M*'), 398, 362.

1H-NMR spektrum (CDCI3):
1,36 (d, ] = 6,0 Hz, 3H, CHs-5‘),
1,60—2,40 {(m, 4H, H-8, H-2'),

2,41 (s, 3H, COCHs3)},

2,86 a 3,30 (dvé d, ] = 19 Hz, 2H, H-10},
3,5—4,0 (m, 2H, H-3‘, H-4'}),

4,07 (s, 3H, OCH:s]

4,65 (m, 1H H-5'],

5,25 (m, 1H, H-7),

5,48 (m, 1H, H-1'),

7,30—8,10 [m 3H, aromatické protony],
13,26, 13,98 § (dvé s, 2H, OH-6, OH-11).

PFikladm

3'-deamino-4‘-dehydro-doxorubicin  obecné-
ho vzorce I-C a 3'-deamino-3‘-hydroxy-4‘-epi-
-doxorubicin obecného vzorce [-D

P¥i pripravé vySe uvedenych sloulenin
obecnych vzorch I-C a I-D se vychdzelo z
3‘,4'-diepi-doxorubicinu (obecného vzorce
IV, Rt = OH), pfiemZ priprava byla prova-
déna stejnym zplisobem jako tomu bylo po-
dle p¥ikladu 1.

Ziskd se 3‘-deamino-4'-dehydro-doxorubi-
cin obecného vzorce I-C ve formé#& &ervend
zbarveného pré&sku, jehoZ teplota tédni je
140 °C (za rozkladu]).

[@]p?° = +145 (c = 0,046, v methanolu]

UV a VIS spektrum — A CHOH .

max

235, 254, 290, 480, 496 a 530 nm,
(E1% 690, 490, 190, 228, 230, 140).

lcm

Desorpéni hmotnostnl spektrum:
m/z 526 (M*:), 414, 336.

13C-NMR spektrum {(CDCls):

14,9 (C-6°),

27,6 (C-2'),

33,1 (C-3%), -
33,9 (C-10),

35,9 (C-8),

56,6 {O—CHs),

65,4 (C-14),

68,9 (C-7),

71,3 [C -5,

C4a],
, C-10a, C-12a},

Podobnym zpiisobem se ziska 3‘-deamino-
-3‘-hydroxy-4‘-epi-doxorubicin  obecriého
vzorce I-D ve formé& &erven& zbarveného
praSku, pfiemZ teplota témi této sloude-
niny je v rozmezi od 176 do 180 °C (za roz-
kladu).

[a]p?° = 4280° {c = 0,046, v methanolu).

UV a VIS spektrum — A G

max

235, 254, 290, 480, 496 a 532 nm,

(E ig/gn = 674, 478, 186, 223, 228 a 148).
Desorptni hmotnostni spektrum:

m/z 544 (M*-), 414, 378, 336.
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13C-NMR spektrum (CDsOD:CDCl3, 1:1 obj.):
17,8 (C-6‘),
- 33,9 (C-10),
36,3 (C-8),
3,80 (C-2°),
57,0 (OCHs]),
65,4 (C-14),
68,8 (C-7),
69,8 (C-3°, C-4'),

Biologickd d&innost

Cytotoxickd G&innost novych anthracykli-
novych glykosiddi podle uvedeného vynéle-
zu byla testovdna obvyklym zpidsobem vici

He La buiikdm in vitro (doba plsobeni slou-
tenin 24 hodin) ve srovnéni s daunorubici-
nem a doxorubicinem. Ziskané vysledky jsou
uvedeny v tabulce 1.

TABULKA 1

Test inhibice rtistu kolonii s He La buiika»
mi in vitro

Sloudenina IDs0 (ng/mil)
Dauncrubicin . HCl 12
Slouwdenina I-A 350
Slou¢enina I-B 60
Doxorubicin . HCl1 11
Sloudenina I-C 40
Slou¢enina I-D 25

Uréité sloudeniny podle vyndlezu proje-
vuji pH testovani a&inku viiéi P-388 a L 1210
leukémiim u my$i vynikajici vysledky ve
srovnani s vysledky, kterych je moZno do-
sdhnout s daunorubicinem a doxorubicinem,
zv14st8 jestlie se tyto slou€eniny podévajt
oréln&. Vysledky tykajici se protinddorové-
ho t&inku slougenin podle wynédlezu vaei
riznym druh@im leukémii u mysi jsou uve-
deny v néasledujicich tabulkdch 2, 3 a 4.

TABULKA 2
Protinddorovy t&inek u leukémie P 388. O3etfeni intraperitonedlni prvni den
Sloudenina Dévka T/C* (%) LTS Toxickd smrt®
(mg/kg)
Daunorubicin? 2,9 170, 150, 0/9, 0/10 0/9, 0/10
4,4 154, 150, 155 0/8, 0/9, 0/10 2/8, 3/9, 0/10
6,6 145, 150, 160 0/8, 0/9, 0/10 7/8, 5/9, 0/10
Slou&enina I-A¢ 30,8 109 0/8 0/8
30 127 0/8 0/8
60 160, 165 0,3, 0/10 0/3, 2/10
78 g5 0/10 5/10
101 100 1/10 5/10
Doxorubicin® 44 170 0/10 0/10
6,6 160 0/10 6/10
Sloudenina I-B® 15 180 0/5 0/5
20 290 0/5 0/5
26 160 0/5 3/5
Doxorubicin® 44 225 0/8 0/8
6,6 290 1/8 0/8
, 10 300 2/8 0/8
Sloudenina I-C¢ 10 170 2/10 0/10
, 15 180 0/8 0/8
22,5 210 0/8 0/8
33,7 230 1/8 0/8
Doxorubicin’ 4,4 245, 223 0/10, 0/10 0/10, 0/10
8,6 255, 258 1/10, 0/10 0/10, 0/10
10 245, 282 2/10, 1/10 0/10, 0/10
Sloudenina I-Df 6,6 250 1/10 0/10
10 290 3/10 0/10
15 > 630, > 658 6/10, 6/10 0/10, 1/10
22,5 > 630, > 658 9/10, 5/10 0/10, 2/10
33,7 : 194 3/10 5/10
50,5 76 1/10 7/10

Pozndmky k tabulce &. 2:

a sttedni doba pieZiti, v % ve srovnéni s kontrolnimi pokusy
b dlouhodobé preZiti (alespoil 60 dni)
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¢ jako toxickd smrt se v tabulce 2 aZ 4 oznaduje smrt zplisobend toxickym plisobenim
latky; zjiSt¥no na zédklad& pitevnich ndlezi u mrtvych mysi
4 hodnoty ze 1 pokusi

e latka rozpusténa v 10
f14tka rozpuitdna nebo suspendovdna ve vodé, hodnoty ze dvou po

% roztoku povrchové aktivni latky (Tween 80]
kustll.

TABULKA 3
OU¢inek sloudeniny I-D vii&i leukémii u mysi
Néador Zpisob OSetrent T/C* LTS®  Toxickd
Zpisob Den Pro- Sloutenina DA&vka (%) . smrt*
stiedi (mg/kg)
Grossiwv iv v 1 H20 Doxorubicin 10 200 0/8 0/8
13 241, 275 0/18 1/18
16,9 233, 175 1/18 6/18
o
Sloutenina 13,3 183 0/7 0/7
I-D 26,6 225 0/8 0/8
39,9 250 0/8 3/8
- iv  orélnf 1  Tween® Sloutenina 28 133 0/7 0/7
I-D 33,9 158 0/10 0/10
44 158 0/10 0/10
L 1210 ip ip 1  Tween® Doxorubicin 4,4 166 0/10 0/10
6,6 166 0/10 0/10
10 177 3/10 0/10
Slou¢enina 8,8 > 600 3/6 0/6
I-D 13,3 505 3/8 0/6
20 238 0/8 2/8
iv iv 1 Tween® Doxorubicin 10 157 0/10 0/10
13 178 0/10 0/10
16,9 185 0/10 0/10
Sloutenina 13,3 185 0/9 0/9
I-D 20 264 0/9 0/8
30 800 3/8 0/8
Poznédmka:
a, b ¢ majf stejny vyznam jako v tabulce €. 2
4 hodnoty ze dvou pokusl
e povrchov¥ aktivni latka Tween 80, 10% roztok ve vode.
‘ TABULKA 4
Uginek slougeniny I-C vii8i Grossové leukémii
Sloudenina Prostfedi Zplisob  Dé&vka T/C* (%) LTS Toxickd
(mg/kg) smrt¢
Doxorubicin Tween 809 iv 13¢ 214, 275, 242 0/20 0/20
16,9¢ 228, 175, 250 1/28 8/28
Slougenina I-C Tween 80¢ iv 40f 185, 250 0/17 2/17
48 116 0/10 7/10
57,6 116 0/10 10/10
Sloutenina I-C Tween 80¢ ordlné 40 192 0/8 0/8
48 200 0/8 0/8
200 0/8 2/8

Poznamky k tabulce &. 4:
a b c majf stejny vyznam jako v tabulce C. 2
d m4 stejny vyznam jako v tabulce ¢. 3
¢ hodnoty ze t¥{ pokusi
f hodnoty ze dvou pokusi.

57,6

V rédmci vyndlezu je moZno provdd&t urité modifikace a alternativni FeSeni, aniZ
by se vybo&ilo z rozsahu uvedeného vynalezu.
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PREDMET VYNALEZU

Zplsob pFipravy 3‘-deaminovanych ana-
logli glykosidovych anthracyklinovych anti-
biotik obecného vzorce I

kde
Rt znafi vodik nebo hydroxyskupinu a
Rz znamené skupinu obecného vzorce II

0
HaC (i)

o

nebo gbecného vzorce III

H,C—T—0
3 (i)

HO™ on

vyznacujici se tim, e se vodny roztok hyd-
rochloridu 3‘,4'-diepi-daunorubicinu nebo
hydrochloridu 3‘,4‘-diepi-doxorubicinu obec-
ného vzorce IV

'H.'_,,CO O OH 0.

H3C NHq
(1v)
HO

kde

Ri znamend vodik nebo hydroxyskupinu,
oddé&len& nechd reagovat pii teplot& G °C po
dobu v rozmezi od 3 do 4 hodin s dusita-
nem sodnym a 1N vodnym roztokem kyse-
liny octové, za vzniku 3‘-deaminované smeési
glykosidu obecného vzorce I, to jest smési
3‘—de‘ami=no-4‘--dehydro.daunorubicinu chec-
ného vzorce I, kde Ri znamend vodik a Rp
znamend skupinu obecného vzorce II a 3'-
deamino-3*-hydroxy-4‘-epi-daunorubicinu
obecného vzorce I, kde Ri znamend vodik a
Rz.znamend skupinu obecného vzorce III,
nebo glykosidu obecného vzorce I, to jest
smési 3'-deamino-4‘-dehydro-doxorubicinu
obecného vzorce I, kde R: znamens hydro-
xyskupinu a Rz znamena skupinu obecného
vzorce II a 3'-deamino-3‘-hydroxy-4‘-epi-do-
xorubicinu obecného vzorce I, kde R1 zna-
mena hydroxyskupinu a Rz znamena skupi-
nu obecného wzorce III, ka¥d4 smds se po-
drobi chromatografickému déleni na sloup-
ci silikagelu pFi eluovdni nejprve chloro-
formem a potom smési chloroformu a ace-
tonu v objemovém poméru 97 : 3, pfiemz
kaZda z uvedenych sloudenin obecného vzor-
ce I se ziskd jako volnd bdze v &isté forms.
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