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vynélez se tyké zplGsobu vyroby novych derivétd daunorubicinu & doxorubicinu. Tyto
derivéty je moXno pouZfit jako protinddorové létky,

Doxorubicin (adriamycin) popsany v US patentovém spisu &. 3 590 028 (F., Arcamone
a dal¥i) je pravd&podobn& nejaGEinn&j3i soulssn& pouZiivanou protinédorovou létkou,
Soutasnéd s daunorubicinem se uXfvd k 1é%b& celé fady nédord a také .leukemie., NEkterf
nemocni 8 t&mito nédory, zejména s nEkterymi zévainymi typy nédorl, jako jsou nédory
tlustého stfeva a melanom viak na tuto 1éZbu pFiznivd nereaguji. Mimoto u ndkterych ne-
mocnych pii del3f 14%b& dochézi k neléditelnému podkozeni srdce, které mdle samo vést
k sarti. Z tohoto diivodu by bylo zapotiebi nalézt analogické l&tky se Zirokym GE&inkem
s s ni¥s{ toxicitou vzhledem k srdeinimu svalu. A% dosud byly pii rozsshlém vyzkumu
2{skény n&které G¥inné nové analogy, napifiklad slouZeniny, G&inné proti my¥f leukemii
p388, jde o dvae lipofilni derivéty AD32 a N,N-dibenzyldaunorubicin, p*i jejich pouXiti
je v3ak zapotFeb{ uZfit vysok¢ch dévek a mimoto tyto létky neplsobi na DNA in vitro,
prestote DNA je pravdipodobnZ primérnim biologickym cilem GZinn¢ych antracyklinovych
derivéta, VEt3ina N-alkylov¢ch derivatd byla rovndZ GEinné proti my3{ leukemii P388,
tato G&innost se vBak nijak vyznamn& nelidila od GCinnosti doxorubicinu nebo daunoru-
bicinu., N&které z té&chto derivéti byly neG&inné.

znéné derivéty doxorubicinu a jeho antracyklinovfch analogl jsou popsény v publi-
keci David w. Henry, “Adriamycin®, ACS symposium Series, &. 30, Cencer Chemotherapy,
American Chemical Society, str. 15 a% 57 (1976) & v knize Doxorubicin (Federico Arca-
mone, Academic Press, 1981. Sloufenina AD32 byla popséna v US patentovém spisu &.
4 035 566 z 12, dervence 1977.

3°-deamino~3’~(4~-morfolinyl)daunorubicin, uvédé&ny v US patentovém spisu &,
4 301 277 ze 17. listopadu 1981 (Edward M. Acton 8 Carol w. Mosher) je GZinny v 1/40
dévky doxorubicinu, wm& viak v podstaté stejnou hodnotu T/C, tj. 166 ¥ ve srovnéni
160 pro P388. Tato l4tka a jeji{ vyroba je rovn&% uvedena v publikaci Carol w. Mosher,
Helen Y. wu, Allan N. Fujiwara e Edward M. Acton "Enhanced Antitumor Properties of
3’ -(4-Morpholinyl) and 37~ (4-Methoxyl-1-piperidinyl) Oerivatives of 3" -peaminodauno-
rubicin®, J. Medicinal chem., 25, str. 18 aZ 24 (1982).

Obecn¢y postup reduktivni slkylace p*i ziskévéni novych polosyntetickych antracyk-
linovych derivatd byl popsén v publikeci 6. L. Tong, H. Y. wu, T. H. Smith & D. w. Hen-
ry ‘Adriemycines with Enhanced Efficecy and Reduced Cardiotoxicity®, J. Medicinal
Chea., 22, str, 912 a% 918 (1979).

Nyni bylé nalezena skupina noviych derivéts deunorubicinu a doxorubicinu. Tyto slou-
Zeniny je mo%no vyjéd¥it obecnym vzorcem I
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" kde

R znamend skupinu ~CO~CH, nebo ~CHOH-CH,; v pitipad€ derivatd daunorubicinu nebo
~COCH,0H nebo ~CHOH-CH,0H v piipad® derivtd doxorubicinu.

Slouteniny obecného vzorce I je moZno zfiskat tek, %e se uvede v reakci derivat
daunorubicinu nebo doxorubicinu obecného vzorce

kde

R znamend skupinu -CO-CH3, -CO-CHZOH, ~CHOH~CH nebo -CHOH-CHZOH,

3
ve smési vody a polérniho organického prostifed{ se sloudeninou obecného vzorce

//////’CHZ - CHO .
Z'\\\\\\\C
H2 - CHO

nebo s vhodn¢m prekursorem této latky,

kde

z znamené atom kyslfiku,

reakce se provddi v pifitomnosti kyanborohydridu, nap*iklad kyanborohydridu alkalické-
ho kovu, vysledné 18tky se izoluji a &isti znémym zplsobem. Ziskané slouZeniny jsou
ptibuzné znémym protinédorovym l4tkém, daunorubicinu & doxorubicinu (adriamycin)

a pripravuji se z t&chto létek chemickym zplsobem tak, %e se vytvaii vhodné derivsty
uvedenych létek, které jsou rovnd% (&inné proti nédorim. Tyto létky zfejm& spojujs

ob& v¢hody, & to vysokou protinédorovou G¥innost & moZnost pouZit{ nizk¢ch dévek.

z tohoto duvodu jsou také niZ¥i vedlej3{ G&inky, napXiklad kardiotoxicita ve srovnénf
se znémyml slouZeninami.

Slou¥eniny, vyrobené zpisobem podle vynflezu je mo%no zpracovat na farmaceutické
prostitedky pro lé&bu nédor( b&Znym zplsobenm:

Kyanmor folinylové derivéty daunorubicinu a doxorubicinu, jsou uvedeny v nésledu-
jici tabulce I.
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Tabulka X

R Nézev slouleniny

CO-CH, 3" -deamino-3"~ (3" ~kyan-4"-worfolinyl)daunorubicin
CHOH=CH: 3'~d§amino-3'-(3'-kyarr4knorfoliny1)-13-dihydrodaunorubicin
CO-CH,,0H 3°~deamino-3"=(3"~kyan-4"~morfolinyl)doxorubicin

CHOH~CH ,OH 3" -deamino-3"~(3"~kyan-4"-morfolinyl)-13~dihydrodoxorubicin

Cty*i z t&chto slouZenin jsou nejvghodn&is{ pro svou velmi dobrou GZinnost proti
nédorim. Jde o nésledujici létky:

3°~deamino-3"~(3"~kyan-4--morfolinyl)doxorubicin
3"~deamino~-3"~(3"~kyan-4"~morfolinyl)~13-dihydrodoxorubicin,
3”-deamino~3"=(3°~kyan-4°-morfolinyl)daunorubicin a

3’ -deamino=-3"=~(3"~kyan-4‘~morfolinyl)~13~dihydrodaunorubicin,
prvni z t&chto létek je nejvyhodnéj§i.

Zplisob vyroby nZkter¢ch v¢hodnych sloudenin.

! Uvedené létky je moZno ziskat nésledujicim obecnym zplisobem:

Nejprve se b&in& dodévan¢y daunorubicin nebo doxorubicin ve form# své adi¥ni soli
s kyselinou uvede v reakci za podminek reduktivni alkylace s 2,2" ~orodiacetaldehyden
vzorce '
0O = CH CH = O

CH2 -0 ~ CH2 .

Touto alkylaci se ziskéd sm&sny produkt, ktery obsahuje &tyri hlavni sloZky.
v piipad® pouZiti daunorubicinu jsou t&mito sloikami nésledujici Zty’i slouleniny:

3”~deamino-3"~(4"~morfolinyl)daunorubicin,
3”~deamino~3"~(4"-mor folinyl)-13~-dihydrodaunorubicin,
- -+ -3%-deamino~3°~(3*-kyan-4"-morfolinyl)dsunorubicin a
3’ -deamino-3"-(3"~kyan-4"-mor folinyl)d3~-dihydrodaunorubicin.
v piipad® doxorubicinu jsou témito slolkami nésledujici ¥tyFi slouleniny:
3" ~deamino-3"~(4"-morfolinyl)doxorubicin,
3’ ~deanino-3"~(4°-morfolinyl)-13-dihydrodoxorubicin,
3”°-deamino-3"~(3°~kyan-4*~morfolinyl)doxorubicin a
3" ~deamino-3"~(3"-kyan-4"~-morfolinyl)-13~dihydrodoxorubicin,
2,2 -oxodiscetaldehyd je moino ziskat hydrolyzou 2,2 -oxydiacetsldehyd-bis(diethyl-~
acetalu) v kyseclém prostiedi. vV¢choz{ létku je moZno vyjadiit vzorcem

(Et-0),~CH CH-(0-Et),

! 1
1 1

) '
CH2~ 0o - CH2
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' postup se provadi{ zpGsobem podle belgického patentového spisu &. 655 436 (Field
a dal3di), tuté? 18tku je moino zfskat také 3tipenim 1,4-anhydroerythritolu vzorce

HO -~ CH

|

CHZ - 0 ~CH

CH - OH

2

zpusobem podle publikaci Barry & daldi carbohydrate Research, 7, 299 (1968) a Green-
berg a dal3i carbohydrate Research, 35, 195 (1974).

Reduktivni alkylaci je wmoZino provédét pri pou%itf piebytku dialdehydu ve sm&si vo-
dy & polérniho organického prost¥edf, napiiklad ve swZsi vody a acetonitrilu, obvykle
pi pH 7 za piitomnosti reduk&niho &inidla, naptikled kyanborohydridu alkalického kovu,
jako kyanborohydridu sodného nebo draselného. Jde o velmi snadno proveditelnou reakci,
které je obvykle dovr3ena v prib&hu 1 hodiny nebo v pribZhu je3t& krat3{ doby pFi tep-
lot& mistnosti. Reduktivni alkylece je podrobnZji vysvitlena v nésledujicich pFikla-
dech a je také uZita v US patentovém spisu &. 4 301 277 a popséna v J. Medicinal Ches.,
25, str. 18 a% 24 (1982).

Reak&ni smé&s je moino zpracovévat jekymkoliv zplsobem, kter¢ zajist{ po¥adovarou
izolaci a dobré odd&leni resk&niho produktu. Extrekce reak&niho produktu kyselinou je
(Cinné p*i extrakci materidll, které neobsahuji kyanoskupinu z materidll, které nejsou
v kyselin& rozpustné a kyanoskupinu obsshuji, v¢sledné péry materisdld je moZno rozdé-
1it na jednpotlivé 14tky chromatograficky, napifiklad chromatografii na sloupci, chro-
mategrafii na tenké wvrstveé nebo vysokotlakou kapalinovou chromatografif.

vynélez bude osvétlen nésledujicimi pXiklady.

priklad 21

priprava, izolace a identifikace 3°-deamino-3"-(3°-~kyano~4"-morfolinyl)daunorubicinu
a 3°-deamino-3%(3"~kyano~4"-morfolinyl)-13~dihydrodaunorubicinu.

Roztok 31,5 g (0,30 molu) 1,4~anhydroerythritolu ve 400 ml vody se miché a chlad{
v ldzni se sm&si vody a ledu .2 soutasn& se po mal¢ch podilech pifidévs 53,0 g (0,25 molu)
jodistanu sodného. Sm&s se miché je3t& 1 hodinu pii teplot® mistnosti, piilem? se vy~
louZf{ malé mnoXstvi jodi&nanu sodného., Sm&s se neché stat pres noc a pak se pH upravi
ne 7,3 n&kolika kapkami nasyceného roztoku hydrogenuhliZitanu sodného a piidé se jete
50 ml vody, aby vznikl &iry roztok.

Roztok 9,2 g (16,3 mmol) daunorubicinhydrochloru v 50 ml sm&si methylkyanidu a vo-
dy v poméru 1 : 1 se pi*idéd k roztoku dialdehydu a sm&s se miché pi*i teplot® mistnosti.
Po 45 minutéch michén{ se sm&s zakalf a vylouli se malé mnoistvi pevné létky, Po pridé~
ni{ 75 ml methylkyanidu se pouze Cést této pevné létky rozpusti. Pak se piridé roztok
2,02 g (32,6 mmol) kyanborohydridu sodného v 6 ml vody. Sm¥&s se jedt¥ 1 hodinu michs,
pek se zi*edi vodou & extrahuje se 5 x 200 ml chloroformu, Pevny podil v mnoZstvi
0,91 g, kter¢y se nerozpustf v %6dné fézi, se odd&li filtraci.

Po odpaienf{ chloroformu obsahuje surovy reak&ni produkt 3'—deamino—3'—(4'~morFo-
linyl)~daunorubicin, 3’~deamino-3'-(4'-morfolinyl)-13—dihydrodaunorubicin, 3’-deamino-
~3”=(3°~kyano~4‘~morfolinyl)-dsunorubicin a 3'~deamino-3'—(3'—kyano-4'—morFolinyl)-
~13~dihydrodaunorubicin. 5,4 g pevného surového produktu se rozpust{ v 500 ml sm&si
chloroformu a methanolu v pom&ru 9 : 1. Tento roztok se promyje 0,01 N kyselinou
chlorovodikovou (3 x 100 ml), déle 100 ml vody a 100 ml zfed&ného hydrogenuhliitanu
sodného. Organické féze se vysudi, odpai*i se do sucha a odparek se sud{ ve vakuu pii
tlaku 13,3 Pa a piri teplot® mistnostl, timZ se ziské 5,10 g sklovitého produktu.




TRt g kS o A

L s b

A e,

i
®

CS 268512 B2 ’ 5

5,09 g tohoto sklovitého produktu se rozpustf v 50 ml sm&si methylendichloridu
8 methanolu v pom&ru 4 : 1., K tomuto roztoku se za st&lého michéni po kapkéch prids
30 ml methylkyanidu. Z{ské se zakaleny roztok, kter¢ se odpai{ do sucha, &{n¥ se z{s-
k4 polotuhy odparek, kter¢y se ve tmZ rozetife s 200 ml methylkyanidu, Nerozpustny podil
se 0odd&lf a podruhé se rozetie se 100 ml methylkyanidu., Kepalné féze z obou postupl
obsahuje poladovan¢ produkt. Tyto kapalné féze se spoji a odpaii, CimZ se ziské 2,23 g
polotuhého odparku, kter¢ je surovou sm&s{ 3”~deamino-3-(3°-kyano-4*-morfolinyl)dau-~
norubicinu 8 3" -deamino-3"~(3"~kyano~4"~morfolinyl)-13-dihydrodaunorubicinu.

Polotuh¢ odparek se pak rozpustf v § ml methyldichloridu a nanese se na sloupec
o rozm&rech 3,1 x 59 cm, ktery je naplnéﬁ silikagelem (Mallinckrodt Silic AR CC-7)
o prim¥rné velikosti &&stic 200 a% 325 mesh v methylenchloridu. Sloupec se vymyvé
500 ml methylenchloridu a pak sm&si methylenchloridu a methanolu nejprve v mno¥stv{
1 300 ml a pom&ru 99 : 1, pak 1 000 ml této smsi v pom&ru 98 : 2, pak 1 500 ml této
sm&si v pom&ru 97 : 3 8 nakonec 500 ml této smési v pom&ru 90 : 10. Odebiraji se frak-
ce po 10 m)l, eluce se sleduje chromatografi{ na tenké vrstv&. Po odebréni 2 550 ml
potétedniho elubtu se odebere frakce o objemu 190 ml a tato frakce se odpati, Tim: se
z1sk§ 0,48 g produktu, Primérni slofka se stanovi vysokotlakou kapalnou chromatogra~
fi{ & chromatografii na tenké vrstvé, &im% je wmoino prokézat, Ze b&%i o mélo Cisty
3°~-deamino-3”~(3"~kyano-4"~morfolinyl)daunorubicinu.

vzorek 0,35 g tohoto materiélu se déle Cisti nejprve ve tm& na p&ti silikagelo-
vych plotnéch o rozm&rech 2 mm x 20 x 20 cm, plotny se dvakrét vymyji se sm&si methyl-
dichloridu a methanolu v pom&ru 29 : 1., Vyrizne se stifedni pés, ktery obsahuje 65 %
hmotnosti vzorku, materiél se vymyje, roztok se zfiltruje a odpai®i do suchs spolu
s dal3imi podobn¢ym zplsobem Ci3t&nymi materibly, které se ziskaji v mnoistvi 0,18 g,
na&e? se vzorek &isti na sloupci silikegelu o rozméru 1,1 cm x 27 cm, silikagel mé
primérnou velikost Z&stic 200 a% 400 mesh. Sloupec se vymyvé sm&si methylenchloridu
a ethylacetdtu, & to nejprve 30 ml sm&si v pom&ru 80 : 20, 30 ml sm&si v pom&ru
60 : 40, 30 ml sm&si v pom&ru 40 : 60 a 30 ml sm&si v pom&ru 20 : 80, naskonec se
uzije 175 ml ethylacetétu. Po odebréni 162 ml poldtefniho eluétu (frakce o 2 ml se
sledujf chromatografii na tenké vrstve) se odebere frakce o objemu 88 ml a tato frak-
ce se odpari, &fim: se zisk& 0,15 g &istého vysledného produktu.

Elementérni anal¢yzou tohoto &istého materidlu stejn& jeko NMR spektrem pii
360 MHz, spektrem v ultrafialovém sviétle, infraterveném svitle a hmotovou spektro-
skopif je moZno prokézat, Ze b&%fi o 3Zdeamino-3"~(3°~kyano-4"~morfolinyl)daunorubi-
cin.

v¢skyt tohoto produktu ve form& distereoisomerni sm¥si byl prokézén vysokotls-
kou kapalinoVou chromatografii a NMR spektream pii 360 MHz. PFi vysokotlaké kapalinové
chromatografii pXi pouXiti sloupce waters Radial-Pak C-18 a 0,05M citrétového pufru
o pH 4 & methylkyanidu v pom&ru 60 : 40 pfi rychlosti 2 ml za wminutu je moZno proké-
zat dva blizko sebe ulo¥ené vrcholy za 9,6 a8 10,2 minut v pom&ru 53 : 44. PFi NMR
spektru pFi 360 MHz je wmoZno prokézat dvoji rezonanci pro 6~OH, 11,0H, 1-H, 2-H,
3-H, 1°-H, 7-H, 9-OH, 10A-H, 14-H, 8 6~H, - protony.

NMR spektrum pifi 360 MHz v CDCI3 m4 maxima pii c; 13,99, 13,98 (2s, 6-0H),
13,25, 13,24 (2s, 11-OH), 8,02, 8,00 (2d, 1-H), 7,79, 7,77 (2%, 2~H), 7,40, 7.38
(2d, 3-H), 5,59, 5,56 (2d, 1"~ H), 5,29, 5,26 (2bs, 6-H), 4,47, 4,34 (2s, 9-OH),
4,08 (s, OCHg), 3,97 - 4,07 (m, 27 B-H), 3,92 (t, J = 12Hz 3° -H), 3,74 (m, 2°A-H,
6°B-H), 3,68 (bs, 4"H), 3,58 (t, 3 = 12Hz, 6%A-H), 3,20 (d, J = 19Hz, 10B-H), 2,91,
2,90 (2d, 3 = 18Hz, 10A-H), 2,75 - 2,95 (m, 3"~ H), 2,68 (m, 5°=H,), 2,43, 2,42
(28, 14-Hy), 2,35 (m, 8B).
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silikegelovy sloupec Mallinckrodt Silic ARCC~7 se po eluci 3°~deamino~3"-
~(3°~kyano-4°"~morfolinyl)daunorubicinu déle vym¢vé sm&si methylendichloridu a metha~
nolu.v objemovém pomEru 90 : 10. Po odebréni 3 460 ml eludtu se odebere frakce o obje-
nu 430 ml, kters obsahuje 12,5 ¥ pivodniho materislu ve form& jediné slouZeniny. Tato
frekce se odpari a sloutenina se identifikuje jako neZisty 3" -deamino-3"-(3°-kyano-
~4"=~-morfolinyl)~13~-dihydrodaunorubicin, kter9 se déle &isti zplisobem, kter¢ byl uve-
den pro jeho nehydrogenovany analog, &im% se ziské v podatat® Zisty v¢sledn¢y produkt.

Spektrum pii 360 MHz v COCl, je podobné NMR spektru pro prvn{ produkt z pifkla-
du 1 s tim rozdilem, Ze 14~H; rezonance (2,43, 2,42 J~, 28) je posunuta sm&rem vzhiru
(1,32, 1,30 d , 2d, 3 = 6,4 Hz). Hmotové spektrum ve form& trimethylsilylového deri-
vétu (TMS) mé m/e 957, [M(TMS)s-HCN] , 885 [M(ms)4-Hc~] . PFi chromatografii na tenké
vrstvé silikagelu pi#i pouZiti sm&€si chloroformu a methanolu v pom&ru 19 : 1 je
R¢ 0,8. ’

priklad 2

piriprava a izolace 3° -deamino-3"~-(3"~kyano~4"-morfolinyl)doxorubicinu & 3°- deamino-3"
~(3°~kyano~4"~morfolinyl)~13~dihydrodoxorubicinu.

K roztoku 6,25 g (60,0 mmol) 1,4-anhydroerhtritolu OH OH

0

v 75 ml vody, zchlazené na vodni 1lézni na teplotu 15 a% 20 °C ge za stélého michédni pfi-
dé 6,42 g (30,0 mmol) metajodistanu sodného. v¢sledny ¥iry roztok se michg pFi teplo-
té mistnosti 17 hodin., Pak se pH roztoku upravi na rozmezi 4,0 a% 7,3 pridénim hydro-
genuhliZitanu sodného, nalei se roztok za stélého michéni z¥edf{ 75 ml methylkyanidu.
Vytvoir{ se sraZenina. Pak se za stélého michéni pridéd 0,126 g (2 mmol) kyanoborohydri-~
du sodného v 5 ml sm&si methylkyanidu a vody v objemovém pom&ru 1 : 1, K v¢sledné sm&-
si se pak pridé 1,16 g (2,0 mmol) doxorubicinhydrochloridu ve 30 ml sm&si methylkyani-
du a8 vody v pom&ru 1 : 1., Po 10 minutéch se reakini smé&s zifedf{ 50 ml zFfed&ného roztoku
hydrogenuhli¥itanu sodného a pak se 3x extrahuje vidy 50 ml chloroformu, Tento suro-
vy extrakt obsahuje 3" -deamino-3"-(4°-morfolinyl)doxorubicin, 3" ~deamino-3"~(4"~morfo-
linyl)-13-dihydrodoxorubicin, 3°-deamino-3"~(3"~kyano-4*-morfolinyl)doxorubicin

8 3"~-deanino-3"-(3"~kyano-4"-morfolinyl)-13-dihydrodoxorubicin. Extrakty se sliji

a 5x se extrahuji vidy 25 ml kyseliny octové o koncentraci 0,1 N & pak vodou, promyj{
se zifedénym hydrogenuhligitanem sodnym a masycenym vodnym roztokem chloridu sodného.
Kyseléd vodné féze se odlo¥i. chloroformové faze se vysu3{ siranem sodnym, zfiltruje

se pres infuzoriovou hlinku Celit & odpaii se, odparek se rozpusti ve 25 ml chlorofor-
mu a rozpoudté&dlo se znovu odpali ve vakuu pifi teplot& mistnosti. Timto zplsobem se

ve v¢t&iku 40 ¢ ziské 0,518 g tmav& Cerveného pé&novitého sklovitého produktu.

0,424 g tohoto produktu se rozpust{ v 1,5 ml methylendichloridu a roztok se na-
nese na sloupec o rozmérech 1,5 x 35,5 cm, napln&ny silikagelem Bio-Sil A o prim&ru
&éstic 200 aX 400 mesh v methylendichloridu, Sloupec se promyje 50 ml methylendi-
chloridu a pak se vymn¢vé sm&si methylendichloridu a methenolu, & to nejprve 150 ml
smési v pom&ru 99 : 1, 150 ml sm&si v pom&ru 98 : 2, 300 ml smési v pom&ru 97 : 3,
100 ml sm&si v pomdru 95 : 5 a 300 wml sm&si v poméru 90 : 100. Nejprve se odebere
445 ml podéte&niho eluédtu, nale: se frakce o 80 ml odpari, &imZ se ziské 0,217 g pro-
duktu. Tento materi&l se spoji s 0,039 g &i8t&ného produktu z jiné pFipravy a smés
se rozpusti ve 2 ml methylenchloridu, roztok se zfedi 10 ml methanolu a odpafi se do
sucha. Tento odparek se rozetife s 5 ml methanolu, &imZ se ziské 0,218 g 3.desmino-
~-3"-(3"~kyano-4--morfolinyl)doxorubicinu.
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vysokotlakou kapalinovou chromatografii a NMR analyzou pii{ 400 MHz je mo%no pro-
kézat, Ze produktem je diastereoisomernf sm&s. Pi vysokotlaké kapalinové chromato-
grafii ne sloupci waters Radial-Pak C~18 pii poulitf 0,05 M citré&tového pufru o pH 4
a methylkyanidu v poméru 65 : 35 p*i rychlosti 2 ml/min, je moZno prokézat dva bliz-
ké vrcholy pi*i 14,4 a 15,7 wminutéch v pom&ru 58 : 39. NMR spektrum tohoto materislu
pfi 400 MHz mé dvoji rezonanci pro 1-H, 2-H, 3~H, 1°~H, 7-H, 14-H,, 9-OH, OCH;, 10A-H
a 5'~H3—protony. )

NMR spektrum pi*i 400 MHz v CDCl3 w8 maxima pii S. 14,02 (8, 6-0H), 13,26
(s, 11-0H), 8,05, 8,04 (2d, 1-H), 7,80, 7,79 (2t, 2-H), 7,41, 7,40 (2d, 3-H), 5,61,
5,57 (2d, 1°-H), 5,34, 5,30, (2m, 7-H), 4,79, 4,78 (2s, 14-H,), 4,54, 4,42 (2s,
9-0H), 4,11, 4,10, (28, OCH,), 4,05 (m, 5°=H), 3,97 (m, 2°B-H, 3°~H, 6°B-H), 3,71
(m, 4"=H, 6"=A-H), 3,58 (t, 2°A-H), 3,30 (d, J = 19 Hz, 10B-H), 3,07, 3,06 (2d,
10A-H), 3,03 .(m, 3"-H), 2,69 (m, 5°-H,), 2,38 (m, 88-H), 2,22 (m, BA-H), 1,84 (m,
2°-H,), 1,61 (s, H,0), 1,40, 1,39 (2d, J = 6,5 Hz, 6"-H,).

Absorpini spektrum v ultrafialovém svi&tle v methanolu m4 maxima p*i 234 no
(£ 40,100), 252 (27,700), 289 (9,420), 478 (13,000), 495 (13,000), 495 (12,900),
530 (7.,190).
Hmotové spektrum ve form& trimethylsilylového (TMS) derivétu, m/e 899 M(TMS)4-HCN.

Analyza pro 032H34N2012.2H20

vypodteno: C 56,97, H 5,68, N 4,15 %
nelezeno: ¢ 57,07, H 5,37, N 4,17 %.

Pri dal8{ eluci sloupce se zisk& 0,041 g 3" -deamino-3"-(3"-kyano-4"-morfolinyl)-
-13-dihydrodoxorubicinu,

spektrum v ultrafielovém svdtle v methanolu mé maxime pii 234 nm & 37,400),
252 (28,000), 289 (9,390), 475 (12,700), 496 (12,800), 530 (7,410). Hmotové spektrum
ve form& trimethylsilylového derivétu (TMS), m/e 985 M(TMS)5~CH3, 973 M(TMS)5~HCN.

Analyza pro C_,_H N,0

3236 -1,5 H,0

12
vypofteno: C 57,57, H 5,89, N 4,20 %
nalezeno: c 57,35, H 5,94, N 3,82 %.

SlouCeniny vyrobené.zplsobem podle vynélezu je moZno pouZit u savcd proti zhoub-
nym nédorim, Tato jejich GZinnost byla ov&rena pokusy in vivo ! in vitro. PFi jednonm
pokusu in vivo, kter¢ byl proveden podle publikace Cancer Chemotherspy Reports, Na-
tional Cancer Institute, 3, &. 2, &8st 3, z6F1 1972, bylo zdravym wy3im intraperito-
neéln& naolkovéno urlité mnoistvi bridnfho vypotku lymfocytérni leukemie P-388.

Po naotkovéni byly my3i léZeny 5., 9. a 13. dne rizn¢m mnoistvim slouenin, vyrobe-
nych zpldsobem podle vynélezu, Kontrolami byly nelédené my3i, del3f{ my3i byly lé&eny
pro srovnénf daunorubicinem nebo doxorubicinem: 3°-deamino-3"-~(4"~morfolinyl)dauno~
rubicin nebo 3~deamino-3"-(4"-morfolinyl)-13~-dihydrodaunorubicin podle us patentu

&. 4 301 277 nebo 3" -deamino-3"-4"~-methoxy-1~piperidinyl)-daunorubicin nebo jeho
13-dihydroekvivalent podle US patentového spisu &. 4 314 054.

By la stanovena priom&rné doba preiiti u rizn& o¥etfenych my3f{ a tato doba byla
srovnéna s kontrolnimi neléfenymi zvifaty. V nésledujici tabulce A jsou uvedeny ziska-
né Gdaje jako % T/C, coZ znamens dobu pireXitf lé&en¢ch my5i, d&lenou dobou pKeXits
kontrolnich my3f x 100. Jak je zifejmé z tabulky A, byly sledovény rizné dévky u jednot-
livgch sloulenin tek, aby bylo moZno doséhnout nejvEtiiho zlepient.
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Tabulkas A

OZinnost proti leukemii Leukemia P-388 u wydfch L-1210 bun&k.

slouZenina Nsc &.% Doba prezitf Optinmdlni davke Inhibice syntézy
% /¢ (a4d, 5, 9, 13)  EDg,
(»g/kg) DNA RNA

3';deamino-3’-(3'-k9an-4’-
-morfolinyl)daunorubicin 332,304 197 0,4 0,12 0,002
3”~deanino-3"~(3"~kyan-4"~
-morfolinyl)}3-dihydro-
daunorubicin 332,305 143 0,1 0,019 0,002
3" ~deamino-3"~(3"~kyan-4"~
-morfolinyl)doxorubicin 357,704 187 0,075 0,003 0,0005
3”~deamino-3"~(3°~kyan-4"-
~-morfolinyl)i3~-dihydro-
doxorubicin 360,291 150 0,2 0,021 0,0030
pPro srovnénf:
daunorubicin 82,151 130 8 0,66 0,33
doxorubicin 123,127 130 8 1,5 0,38
* NSC B. = registra&ni &islo National Sevice Center of US Natlonal Cancer Institute
3”-deamino~-3"~-(4°-morfolinyl)-
~daunorubicin © 327,451 166 0,2 0,76 0,10
3" ~deamino-3"~(4"~morfo-
linyl)~13-dihydrodsuno~ .
rubicin ' ' 327,450 i32 0,2 . 2,2 0,67

A e < e =

[ye——
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v¢sledky ukazujf, Ze slouBeniny, vyrobené zplisobem podle %ynélezu maj{ dobrou,
a% yel-i'dobrou protinédorovou G&innost in vivo v nizkych optimélnich dévkach., Slou-
genina &, NSC 357 704 m4 optimblni dévku pFibli%n& 1/150 optimélni dévky plvodnich
latek. I dal3i slouBeniny, vyrobené zptiaobem podle vynélezu maji optimélni dévku dale-
ko nit3{ ne% daunorubicin a doxorubicin, coZ je slibné pi*i hledani protinédorovych
lAtek se sniZenou toxicitou na srdefni sval.

pEi testech in vitro s poulitim 3°-deamino-3"~-(3"-kyan~4*-morfolinyl)daunorubici-
nu a 3 -deamino-3"~(3°~kyan-4°-morfolinyl)=13-dihydrodaunorubicinu bylo rovn&? moZno
prokézat vysokou 6&innost této skupiny létek. Tyto materiédly byly zkoumény jeko inhi-
bitory syntézy DNA a RNA u leukémie L-1210 zplsobem, popsanym v publikaci 6. Tong,
W, W. Lee, D. R, Black a D. W Henry, J. Medicinal Chem., 19, 395 (1976). Sloueniny
byly G&inné v dévkach aZ 600x niZiich neZ jsou pot¥ebné dévky daunorubicinu, doxoru-
bicinu nebo jejich di*ive zném¢ych analogl. Bylo také moZno pozorovat, %e plsobf vy33§
inhibici syntézy RNA neZ DNA ED 50 ‘pro pom&r DNA/RNA = 10 k 11. Jek bylo uvedeno
v publikaci S. T. Crooke s dal3i, Mol. Pharmacol., 14, 290 (1978), takovy pom&r pro-
kazuje u tifidy II anthracyklini dobré 1éZebné vlastnosti. (daje o inhibici jsou rovn&:

uvedeny v tabulce A.

13
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Z Gdajl v tabulce A je zfejméd zvyBend protinadorové GEinnost u derivédtd s morfoli-
novou strukturou & kyanomorfolinovou strukturou, které je zfejwm& typické pro tuto sku-
pinu létek.

palsi testy in vivo u my3{ proti leukemiil P-388 a L-1210 a2 melsnomu B~16 byly
provedeny podle svrchu uvedené publikace Cancer Chemotherapy Reports 1972. Byly sledo-
vany rtzné cesty podéni, napiiklad intraperitone&ln&, nitroZiln& a peroréln&, vy¢sled-
ky jsou uvedeny v nésledujici tabulce B.
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slouZenina
NSC &.
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Tabulka B
Protinsdorovs G&innost u wy3f v optimélni dévce F1/C (mg/kg)

daunorubicin doxorubicin . .
82151% 123127 * 327451 (4)% 327450(1)° 332304 332305

ip 11210

d 1, ip

q3d 1,5,9, ip
qd 1~-9, ip

ip p388

d 1, ip
d 1, ip
q4d 1,5,9, ip

qs4d 1,5,9, po

qd 1"9, ip

ip B16d
da, ip
q4d 5,9,13, ip

ip B16

d 1, ip

sloudenina
NSC &,

168(5)

173(1)

252(7,5) 155(0,25) 175(0,25)
185(10) 152(0,5) 157(0,5)
257(4)

>285(2)

>197(20)
129,146(3)

195(4) 292(4) 135(0,25) 121(0,25) 138(0,15)  131(0,0375)

354646(2)" 355277(3) 357704 360291

ip L1210

d i, ip

¢4d, 1,5,9,ip
o 1-9, ip

ip p38s8

d 1, ip

d 1, iv

g4d 1,5,9,ip
q4d 1,5,9,po
qd 1-9, fp

ip B16d
d 1, ip
q4d 5,9,13,1p

ip B16

d 1, ip

152(0,05) 164(0,025) 152(0,025)
>164(0,0125) 128(0,05)
>141(0,025) 166(0,0063)  >148(0,025)

182(0,05) >193(2) 262(0,0125) 183(0,05)

> 143(0,062) 166(2,5) 152(0,05)

224(0,05)
175(0,05) ’ >158(0,1) . “
209(0,0125) ->360(0,0063) 267(0,025)

>138(0,0063) 149(0,025)
123(0,0125) 121(0,025)
i

T

-
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vysv&tlivky k tabulce B:

X znfmé& 18tky pro srovnéni

(1) 3"-desmino-3"-~(4"~worfolinyl)-13-dihydrodaunorubicin (bod 4 patentu US 4 031 277)
(2) 3”-deanino-3"-(4"-morfolinyl)doxorubicin (bod & patentu USA 4 301 277) 4
{3) 3:-dconino-3'-(4'—morfoiinyl)l13-dihydrodoxorubicin (bod 5 patentu US 4 301 277).

slouleniny, vyrobené zpisoben podle vyndlezu vZetn¥ svych soli mohou byt podévény
jakoukoli cestou, napiiklad perorflnd a parentersln?, tj. nitro%iln&, intraperitone-~
&1n¥, podkoZn& nebo nitrosvelovi. v¢hodné je zejména parenterédlni aplikace, zv1&3t&
nitroZilnf, DAvky a mnoistv{ tak jek bylo svrchu udéno je moZno uXit ke zlep3en{
leukemie nebo jiného typu zhoubného nédoru, proti nZmui jsou tyto l&tky G&inné. Napii-
klad pii 1éZb& malgch pokusngch zviFat je wmoZno uiit dévek 0,0010 a% 25 mg/kg dennd
ke zlepSeni leukemie., Horn{ hranice dévky je dévka, které jiX miie vyvolat toxické
vedlejdf (&inky a u pokusn¢ch zvifat se stanovi pokusea a omylem. Obvykle je dévka
sloudenin, vyroben¢ch zplsober podle vynélezu pFibliZn& 1/20 a% 1/200 pévodnich alou-
&enin, Je moZno podévat jednu dédvku kaZdych 2 8% 7 dnd, je v3ak moino uXft i krat3ich
intervald mezi jednotlivymi dévkami t&chto sloulenin.

Sloueniny vyrobené zpusobem podle vynélezu a jejich soli je moZno zpracovévat na
farmaceutické prostiedky, zv143t& na jednotlivé dévky. SlouZeniny je moino podévat ja-
ko takové, b&in&j3i je podéni spolu s farmeceutick{m nosilem, ktery sloufeninu zfeduje
s usnadnuje podévéni. Je znémo, Ze tento nosi¥ musi byt stejnd jako v¢sledny pripravek
steriln{ a netoxick¢.

PFi perorélnim podéni miZe byt nosil uiity jeko Fedidlo pevn¢, polotuh¢ nebo ka-
paln¢ a je prostifedim, v n&mi se G&inné latks uiivé pro farmékologické pokusy, P¥i pa-
renterélnim podéni se G&innd 14tks rozpoudti nebo uvédi v suspenzi ve vhodné injek&ni
kapaling zném¢m zplsobem.

Pri vyrob& svrchu uveden¢ch lékovych forem je moino uiit b&Zn¢ch zplsobl zpraco-
véni ve vod? rozpustnych farmeceutickych létek v pfipad® soli a ve vodZ nerozpustn¢ch
lstek v pfipad® voln¢ch bazi. Injek&ni prostifedky je nap*iklad moino ziskat nésledu-~
jicim zplsobesn.,

Prostifedek A

Steriln{ suspenzi ve vodném prostifedi, vhodnou pro injek&n{ podén{ je moZino zfis-
kat z nésledujic{ smési:

sloZka mg

sloudenina z pifikladu 1, 2, 3, 4,
5, 6, 9 nebo 10 ve form& suspendo-
vatelného prédku 3

citronan sodn¢ 5,7

sodné sl karboxymethylceluldzy

{s nfzkou viskozitou) 2,0
methylparahydroxybenzoét 1,5
propylperahydroxybenzodt 0,2

Svrchu uvedené sm&s se doplni vodou, vhodnou pro injek¥ni podénf na objem 1,0 ml.
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Prostiedek A~

Sterilnf suspenzi ve vodném prostfedf, vhodnou pro injek&ni podéni je moZno ziskat
2z nésledujici smési.

sloZka ng

3°~deanino~-3"~(3°-kyan~4"~morfoli-
-2 pyl)doxorubicin z piikladu 4 0,5

citronan sodn¢ 5,7

sodné sul karboxymethylceluldzy

(s nizkou viskozitou) 2,0
methylparshydroxybenzobt 1,5
propylparahydroxybenzoét 0,2

svrchu uvedené sm&s se doplni vodou, vhodnou pro injek&n{ podén{ na onem 1,0 ml

prostifedek B

Kapsle je rovnél mofno ziskat z nésledujici sm&si:

sloika . °g

3" ~deamino-3"~(3"-kyan-4"~
~morfolinyl)doxorubicin z
prikladu 4(C) ' , 1

laktoze 199
SlovEenina z prikledu 4(C) a laktdza se protlaif sitem a pradkovans sm&s se dobie

promisi, nate% se plni do kapsli z tvrdé Zelstiny vhodného rozméru tak, e se do kaidé
kepsle vloif 200 g ziskeného préSkoveného materiflu.

PREDODMET VYNALEZU

1. Zpusob v¢roby novych morfolinovgch derivatl daunorubicinu a doxorubicinu obecného

vzorce 1

(1)
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kde

R . znawené skupinu -CO-CH3,

-CHOH—CHs, -CO-CHZOH a -CHOH-CHZOH,

vyznatujici se tim, Ze se uvede v reakci slouenina obecného vzorce

kde

R znamend skupinu -CO-CH3, -CO-CHZOH, CHOH—CH3 nebo -CHOH-CHZOH,

ve smési vody a polérniho orgenického prostiedi s 2,2 -oxydiscetaldehydem vzorce

<
AN

CH, - CHO

~ CHO

.

pripravenym in situ roz3tZpenim 1,4-énhydroérythritolu ve vodném prostfedi jodista-
nem sodn¢m pi*i teplot& mistnosti, reskce se provédi za pfitomnosti kyanborohydridu
alkalického kovu, napifikled kyanborohydridu sodného nebo draselného & surov¢ reak&-
ni produkt, ziskan¢ po uzavieni{ morfolinového kruhu se rozd&li ns neutrélni{ a alka-
lickou frakeci & neutrélni frakce sé chromatograficky &isti, &im% se ziské 3ist9 pro-

dukt obecného vzorce I.
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