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Forme cristalline de la 7-{diméthylaminométhyléne)-amino-9a-méthoxymitosane.

La présente invention a pour objet une forme cristalline
nouvelle de 7-{diméthylaminométhylénelamino-9a-méthoxymito-
sane. Cette forme cristalline est caractérisée par une stabilité.
au stockage nettement supérieure 3 celle du 7-{diméthylamino-
méthyléne)amino-9a-méthoxymitosane amorphe.
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FORME CRISTALLINE DE LA 7-(DIMETHYLAMINOMETHYLENE)-
AMINO-9a~METHOXYMITOSANE

La présente invention a pour objet une nouvelle forme cristalline
de 1a 7-(diméthylaminométhyl2ne)amino-9a-méthoxymitosane qui est stable,
méme & des températures supérieures 3 100°C.

La mitomycine C est un antibiotique qui est produit par fermenta-
tion et est présentement vendu avec 1'assentiment de 1a Food and Drug
Administration américaine pour &tre utilisé dans le traitement de
1'adénocarcinome disséminé de 1'estomac ou du pancréas en des combinai-
sons efficaces avec d'autres agents chimiotherapiques.reconnus ainsi que
dans un traitement palliatif lorsque d'autres modalités n'ont pas
conduit & des résultats (Mutaniycineo Bristol Laboratories, Syracuse,
New York 13201, Physicians' Desk Reference 38th Edition, 1984, p. 750).
La mitomycine C et sa production par fermentation font 1'objet de la
demande de brevet aux Etats-Unis n° 3 660 578 dé&livrée le 2 mai 1972,
revendiquant la priorité de demande de brevets antérieurs y compris- une
demande de brevet déposée au Japon le 6 avril 1957.

Les structures des mitomycines A, B, C et de la porfiromycine ont
fait 1'objet de publications tout d'abord par J.S. Well et al de Lederle
Laboratories Division American Cyanamid Company, J. Amer. Chem. Soc. 84,
3185-3187 (1962). L'une des transformations chimiques utilisée dans
cette &tude de structure pour relier 1a mitomycine A et la mitomycine B
a été la conversion de la premidre, la 7,9a-diméthoxymitosane, par
réaction avec 1'ammoniac en la dernigre, la 7-amino-9a-méthoxymitosane.
Le déplacement du groupe 7-méthoxy de 1a mitomycine A s'est ré&vélé &tre
une réaction d'un intérét considérable dans la préparation de dérivés
antitumoraux de la mitomycine C. Les articles et brevets suivants se
rapportent @ 1a conversion de la mitomycine A en dérivés amino substi-
tués en position 7 de la mitomycine C présentant une activité antitumo-
rale.
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- Matsui et al "The Journal of Antibiotics™, XXI, 189-198 (1968);

- Kinoshita et al "J. Med. Chem.* 14, 103-109 (1971);

- Iyengar et al "J. Med. Chem." 24, 975-981 (1981);

- Iyengar, Sami, Remers and Bradner, Abstracts of Papers - Annual

5 Meeting of the American Chemical Society, Las Vegas Nevada, March

1982, Abstract No. MEDI 72;

- Sasaki et al, Internat. J. Pharm., 1983, 15, 49,
Les brevets suivants se rapportent 3 la préparation de dérivés

d'aminomitosane substitués en position 7 par réaction de mitomycine C,

10 de mitomycine B ou d'un de leur d&rivé substitué en position Nla avec
une amine primaire ou secondaire:

- Cosulich et al., brevet des Etats-Unis d'Amérique n° 3 332 944
délivré le 25 juillet 1967;
- Matsui et al, brevet des Etats-Unis d'Amérique n° 3 420 846

15 .  delivré le 7 janvier 1969; ’

- Matsui et al, brevet des Etats-Unis d'Amérique n° 3 450 705
délivré le 17 juin 1969;

- Matsui et al, brevet des Etats-Unis d'Amérique n° 3 514 452
délivré le 26 mai 1970;

20 - Nakano et al, brevet des Etats-Unis d'Amérique n° 4 231 936

délivré le 4 novembre 1980;

- Remers, brevet des Etats-Unis d'Amérique n° 4 268 676 dé&livré le
19 mai 1981.
Les dérivés de la mitomycine C comportant un substituant amino en

25 position 7 ont également &t& préparés par biosynthdse directe c'est-i-
dire en complétant des bouillons de culture de fermentation avec une -
série d'amines primaires, et en effectuant la fermentation classique de
la mitomycine (C,A. Claridge et al Abst. of the Annual Meeting of Amer.
Soc. for Microbiology 1982, Abs. 028).

30 Le brevet belge n° 896 963 dont le contenu est incorporé dans la
présente & titre de référence se rapporte 3 un nouveau groupe d'analo-
gues monoguanidino ou mono- et bis-amidino de 1a mitomycine C dans
laquelle 1° un ou les deux atomes d'azote du groupe 7-amino et du groupe
carbamoyle N de la mitomycine C font partie d'un substituant amidino

35 ou 1'azote du groupe 7-amino fait partie d'un groupe guanidino. Dans de
tels composés, préparés ainsi que décrits dans les exemples 8 et 15 de
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ce brevet, est cité le composé consistant en 7-(diméthylaminométhyiéne)-
amino-9a-méthoxymitosane qui présente la structure suivante:

/e

N(CH,), OCONH,

Ce composé est obtenu sous la forme d'un solide amorphe, qui présente
une activité antileucémique &levée vis-a-vis de la leucémie murine
P-388, supérieure & celle de la mitomycine C, & la fois en termes
d'effet maximum et d'activité par mi111gramme (doses comparables pour
des effets équivalents). Cependant, i1 est en général instable a 25-
56°C. '

On a maintenant &tabli et ceci fait 1'objet de 1a présente inven-
tion qu'une forme cristalline de la 7-(diméthylaminométhyl@ne)amino-
9a-méthoxymitosane peut &tre obtenue, laquelle est stable méme a des
températures supérieures 3 100°C pendant 6 jours ou davantage. Il
présente le spectre infrarouge représenté sur la figure 1 et présente
une stabilité au stockage nettement supérieure 3 celle de la 7-(diméthyl-
aminométhy1&ne)amino-9a-méthoxymitosane amorphe.

La 7-(diméthylaminométhyl2ne)amino-9a-méthoxymitosane amorphe est
préparée par les procédés décrits dans les exemples 8 et 15 du brevet
belge 896 963. Ces processus sont décrits ci-dessous.

Procédé de 1'exemple 8 du hrevet belge n® 896 963

On prépare le composé I, consistant en 7-[(diméthylamino)méthy-

1éne]amino-Nlo-(diméthylamino)méthy]éne-9a-méthoxym1tosane, de la facon

suivante:

A une suspension de 500 mg (1,50 mM) de mitomycine C dans 25 ml de
chloroforme, on ajoute au total 9,6 mi (des fractions de 2,4 ml ajoutées
a0, 18, 21 et 23 heures) du diméthylacétal Ae la N,N-diméthylformamide
et 1a suspension est agitée 3 environ 50°C durant 41 heures. Aprés
évaporation du solvant et de 1'excds de réactif sous pression réduite,
on obtient un résidu vert sombre dont la TLC (éluant chlorure de
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méthyl&ne-méthanoi 20/1) révéle 1'absence de mitomycine C et la présence
de deux nouveaux composés verts (Rf = 0,16 et 0,22). Le constituant
essentiel (Rf = 0,16) est 1soié par chromatographie flash (chromatogra-
phie extrdmement rapide); en employant comme &luant le mélange chlorure
de méthyl&ne-méthanol 20/1, on obtient un solide vert (340 mg, 51,5%)
qui, apraés dissolution dans de 1'Bther diéthylique et addition d'hexane,
conduit au composé I se présentant sous forme d'une poudre amorphe vert
sombre.
RMN (pyridine, dg, &): 2,18 (s, 3H); 2,70 (bs, 1H); 2,76 (s, 3H);
2,82 (s, 3H); 2,86 (s, 6H); 3,22 (s, 3H); 3,30 (bs, 1H); 3,60 (d, "
I =12 Hz); 4,12 (dd, 1H, I = 10, 4 Hz); 4,43 (d, 1H, T = 12 Hz);
4,90 (bs, 1H); 5,10 (t, 1H, I = 10 Hz); 5,52 (dd, 1H, I = 10,
4 Hz); 7,85 (s, 1H); 8,64 (s, 1H).
IR (KBr) Vnax' cm'l: 3300, 2930, 1675, 1620, 1545, 1230, 1060.
uv (H20) Ayt m: 390 et 244,
L'analyse du produit obtenu correspond 3 la formule:

C21M26N05
et on obtient les pourcentages suivants:
c H N
- calculés ......... 56,71 6,08 18,90
- trouvés .....c00.n 56,20 6,28 17,88

Le 7-{diméthylaminométhylane)amino-9a-méthoxymitosane (II) est
préparé de la facon suivante:

A 600 mg (1,35'mM) du composé& I dissous dans 10 ml de m&thanol, on
ajoute 2,2 ml d'aminodiphénylméthane (10,8 mM) et 1a solution résultante
est agitée & 54°C durant 4 heures. La progression de la réaction est
suivie par TLC (1'éluant consistant en un mélange chlorure de mé&thyléne/
méthanol 90/10). Quatre heures aprds, la matidre de départ (Rf = 0,35) a
disparu et on constate la présence d'une nouvelle zone verte prépondé-
rante (Rf = 0,29). La solution est concentrée sous pression réduite et
le sirop résultant fait 1'objet d'une chromatographie flash (sur 25 g de
gel de silice), 1'&luant consistant en un mélange chlorure de mé&thyléne/
méthanol 20/1. Les fractions contenant le composé vert (Rf = 0,29) sont
recueillies, séchées (Na2504) et concentrées. On obtient 215 mg (41%) du
composé II qui se présente sous forme d'un solide amorphe.
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RMN (pyridine, dg» 8): 2,18 (s, 3H); 2,70 (bs, 11}; 2,80 {s, 3
2,88 (s, 3H); 3,08 (bs, 1H); 3,24 (s, 3H}: 2,56 5d, 14,
I =12 Hz); 4,00 (dd, 1H); 4,44 (d, 1H, T = 12 2 5,06 (t, 1M,
I =10 Hz); 5,56 (dd, 1H, I = 10, 4 Hz); 7,72 [:c, &) 7,88 (s,
1H).

IR (KBr) Vmax" cm ": 3300-3450, 2960-2910, 1715, 1523, 1535, 1050,

uv (HZO) Anax' Nm: 390 et 226.
Lanalyse du produit obtenu correspond & la Fovin:

€

1

C1g23M505
et on obtient les pourcentages suivants:
C H i]
- calculés ,.,....... 55,48 5,91 17,98
- trouvés .......... 54,83 - 5,67 16,90

Procédé de 1'exemple 15 du brevet Belge n° 896 963

Une solution 0,5 M de chlorure de N,N-diméthylchlorométhyléni-
minfum est préparée par addition goutte & goutte de 1,57 g (12,5 mmoles)
de chlorure d'oxalyle & 0° 2 une solution de 915 mg {12,5 mmoles) de
diméthylformamide dans 25 mi de CHCT3, suivie d'une agitation 3 tempé-
rature ambiante pendant 30 minutes. Par ailleurs, une solution de 334 mg
(1 mmole) de mitomycine C dans 5 ml de diméthylformamide est ajoutée 3
une suspension de 36 mg (1,5 mmoles) de NaH dans 3 ml de diméthylfor-
mamide. La solution est agitée a température ambiante durant 20 minutes
et refroidie & -40°, -50°C environ, puis la solution précitée de chlo-
rure de N,N-dimé&thylchlorométhyl&niminium (3 ml, 1,5 nmoles) est alors
ajoute. On ajoute alors une quantité supplémentaire de NaH (18 mg,

0,75 mmole) aprés 10 minutes d*agitation 3 -20°C. La solution est -
maintenue & -40°C durant 1 heure puis diluée par addition de CH2C12 et
filtrée. Le résidu obtenu aprés évaporation du filtrat est chromato-
graphié en couche mince (TLC) sur gel de silice (1'&luant &tant un
mélange de 10% de CH30H dans CH2C1). L'extraction de 1a bande verte
prépondérante conduit & 1'obtention de 78 mg (43%, exprimé par rapport a
1a mitomycine C récupérée) d'un solide amorphe dont le spectre RMN et le
comportement en TLC sont identiques 3 ceux du composé II préparé selon
la méthode décrite ci-dessus.



10

15

20

25

30

35

2577554

La 7-(diméthylaminométhylane)ami no-9a-méthoxymitosane amorphe peut
&tre converti en 1a forme cristalline par dissolution dans de 1’acéione
et/ou de 1'éthanol et addition d'&ther 3 cette solution. 11 est prifa-
rable d'ajouter 1a solution en un grand espace de temps, par exemple en
20 minutes environ. Un autre procédé de préparation de 1a 7-{diméthyl-
aminométhyl2ne)amino-9a-méthoxymitosane cristallisde est de mettre en
suspension une quantité de 7-(diméthy'laminométhyiéne}amino—ga—méthoxy-
mitosane amorphe dans de 1'6ther éthyl ique puis d'y ajouter une petite -
quantité de 7-(diméthylaminomé&thylane)ami no-%a-méthoxymitosane cristal-
tisée. Ceci conduit 3 1a transformation de 1a forme amorphe de 1a
7- (diméthylaminométhﬂéne)amino-9a-méthoxym1tosane en forme cristal-
lisée,

Les exemples suivants constituent des procéﬂés ﬂétaﬂ]és de
préparation de Ta 7-(dimé&thylaminométhylene)amino-9a-méthoxymitosane
cristallisée selon la présente invention.

EXEMPLE 1

1,0 g de 7-(diméthylaminométhylene)amino-9a-méthoxymitosane
amorphe sous forme de base liquide est dissous dans 10 ml d'actione. la
solution acétonique est ajoutée sur un intervalle de 20 minutes 3 100 ml
d'éther avec agitation rapide. On observe la formation de cristaux. la
masse cristalline est mise en su'spension durant 24 heures 3 20-25°C dans
un systdme clos. Les cristaux verts sont alors séparés par Tiltration
sous vide. Les cristaux sont lavés avec 10 ml d'&ther et 15 ml de
Skellysolve-B, puis on s&che sous vide &levé 3 40°C pendant 24 heures.
On obtient ainsi 0,75 g.

L'analyse du le produit obtenu correspond 3 la formule:

C1gH23N505
et on obtient les pourcentages suivants:
c ' H N

- calculds ......... 55,48 © 5,91 17,98

- trouvés .......... 55,11-55,37 5,88-5,93 17,6-17,7

On constate que cette substance présente un spectre infra-rouge
identique & celui représenté sur le dessin. Le spectre infra-rouge est
déterminé sur un &chantillon en pastille de bromure de potassium. Le
spectre de résonance magnétique nucléaire (RMN) est déterming 3 90 MHz
(résonance magnétique du proton) (RMN 'H).
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Le spectre RMN présente les valeurs I suivantes:

ppm 6  Allure du spectre Résultat correspondant a
' d'intégration
1,86 Singulet 3 CHy
2,73 Doublet de doublet 1 ' C,H
' (I = 1,8 Hz;
4,4 Hz)
2,83 - Doublet ' 1 CIH
: (1 = 4,4 Hz)
2,97 Singulet 3
3,01 Singulet 3 ) N(CH3),
3,14 Singulet 3 OCH3
3,45 Doublet de doublet 1 C3H
(1 = 1,8 Hz;
, 12,8 Hz)
3,54 Doublet de doublet 1 CgH
' (I = 4,4 Hz;
10,7 Hz)
4,10 Doublet ' 1 C3H .
(I = 12,8 Hz)
4,82 Triplet ‘ 1 )
_ ‘ (I =10,7 Hz) (
4,69 Doublet de doublet 1 ) CH20
(1 = 4,84 Hz; (
10,7 Hz) )
4,76 Singulet lérge 2 NH2
7,21 Singulet solvant (CHC13)
7,62 Singulet 1 H-C=N

Un spectre ultraviolet effectué sur une solution contenant
0,01625 g de cette substance par litre de méthanol présente les carac-
téristiques suivantes: o ,

Capacité Capacité d'absorption

A max (nm) ~d'absorption (a) molaire (€) Log ¢
232 47,8 18610 - 4,27

386 43,0 16740 4,22
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- EXEMPLE 2

1,0 g de 7-(diméthy1am1nométhyléne)amino-Qa-méfhoxymitosane
amorphe sous forme de base 1ibre est mis en suspension dans 10 m}
d'&ther &thylique. Une petite quantité de 7-(diméthylaminométhylane)-
amino-9a-méthoxymitosane cristallisée obtenue dans 1'exemple 1 (environ
2 mg) est ajoutée au mélange et le mélange est mis en suspension dans un
systéme clos pendant 48 heures & 20-25°C. Apras ce temps, les cristaux
verts sombres résultants sont sépar&s par filtration sous vide. Les
cristaux sont lavés avec 10 ml d'&ther, 15 ml de de Skellysolve-B et
séchés sous vide &levé & 40°C pendant 24 heures. On obtient ainsi une
quantité 1égarement supérieure & 0,9 g. Le produit cristallin présente
des propriétés semblables & celles du produit obtenu dans 1'exemple 1.

La stabilité du 7-(diméthylaminométhyl&ne)amino-9a-méthoxymitosane
cristallisée est déterminée par le procédé suivant. Une quantité précise
de 7-(diméthylaminométhyl&ne)amino-9a-méthoxymitosane de i‘ordre de 5 a
25 mg est placée dans autant de récipients de 1,77 g & :-suchons vissa-
bles que nécessaire. Les quantités requises desdits récipients contenant
la quantité détermin&e par pesée de ce 7-(diméthylaminométhylane)amino-
9a-mé&thoxymitosane sont maintenues pendant un certain temps & & diverses
températures. A chaque intervalle temp&rature-temps, un récipient
contenant la quantité prépesée de 7-(diméthylaminométhyléne)amino-9a-
méthoxymitosane est soumis 3 un essai HPLC. L'essai est réporté sous la
forme d'activit® en mcg/mg de 7-(dim&thylaminométhyléne)amino-%a-
méthoxymitosane. Les résultats sont consignés dans le tableau 1. Dans ce
tableau, les nombres mentionnés entre parenthses sont les % de pertes
de 1a 7-(diméthylaminométhyl@ne)amino-9a-méthoxymitosane amorphe.

, TABLEAU 1
Durée Perte en %
en jours  45°C 7 56°C 85°C 100°C
1 0-1
3 (93)
4 0
5 ' 0(100)
6 3,2
7 0(14) 7 .
14 0(25) 2,8; 4,8; 9,7

30 0 0(41)
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REVENDICATIONS

1.- A titre de produits industriels nouveaux, une forme cristal-
1ine nouvelle de 7-(diméthylaminométhylane)amino-9a-méthoxymitosane
ayant un spectre infrarouge conforme au tracé de la figure 1.

2.- Un procédé de préparation de 1a 7-(diméthylaminomé&thyléne)-
amino-9a-méthoxymitosane cristallisée qui consiste & dissoudre du
7-(dim&thylaminométhyleéne)amino-9a-méthoxymitosane amorphe dans de
1'acétone et & ajouter de 1'éther 3 1a solution acétonique. '

3.~ Un procédé de préparation de 1a 7-(diméthylaminométhyléne)-
amino-%a-méthoxymitosane cristallisée qui consiste 2 mettre en suspen-
sion de la 7-(dim&thylaminométhyl&ne)amino-9a-méthoxymitosane amorphe
dans de 1'éther éthylique puis & lui ajouter ensuite une petite quantité
de 7-(diméthylaminométhyl&ne)amino-9a-méthoxymitosane cristallisée pour
provoquer la cristallisation du 7-(diméthylaminométhyl@ne)amino-9a-

méthoxymitosane amorphe.
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