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4H-1-benzopyran-4-on~derivater med den almene formel

Rg
i
(CH2),, (1)
R3 I

(o}
i hvilken

Ry betyder hydrogen, alkyl med 1-6 carbonatomer, aryl-C;-

-C4-alkyl, substitueret Cj;-Cg-alkyl, C3-Cg-cycloalkyl, en
C3-Cg~heterocyclisk ring med 1, 2 eller 3 heteroatomer,
f.eks. N, S, O eller deres vilkarlige kombinationer, C3-Cg-
—cycloaikyl—c1~c4—alky1, C,-Cg-alkenyl, C,-Cg-alkynyl, aryl,
herunder polycycliske ringe, aromatiske heterocycliske grup-
per, substitueret aryl, carboxyl eller en aldehyd- eller
C00-C3~C4-alkylgruppe, en primer amino-, alkylamino-, ar-
alkylamino-, dialkylamino-, amido-, arylamino-, diarylamino-
gruppe eller -CH,0-C;-C4-alkyl, '
Ry betyder hydrogen, alkyl med 1-6 carbonatomer, aryl', nitro,
amino, di-C;-C4-alkylamino eller et halogenatom, hydroxy,
alkoxy, -COOH, -C00-Cq-C4-alkyl, =-CHO, -CH,0H eller -CH,0-

s

fortsaettes




~Cq-C4-alkyl,

R3 betyder hydrogen, C;-Cg-alkyl, substitueret C1-C4-alkyl,
hydroxy, carboxyl, C;-C4-alkyl, nitro, amino, en C1-C4-alkyl-
amino- eéler di-C;-C4-alkylaminogruppe eller halogen,

O-alkyl-C-alkyl, —-CHO, -CH,OH, -CH,0-Cj-Cz-alkyl eller
o}

R-N-C-0-, hvor R betyder H, C,-Cg-alkyl, cycloalkyl,

o]
R

O-alkyl-C-alkyl eller aryl,

R4 betyder hydrogen, hydroxy, C;-Cz-alkoxy, C,-C4-alkanoyl-
oxy, Cj~Cy-alkoxycarbonyl, aryloxy, amino eller en Cy1~Cy-
—alkglamino eller di-cl-c4-alkylaminogruppe,

R-N-C-0-,

R
(o]
hvor R betyder H, C;-Cg-alkyl, cycloalkyl, o—alkyl—g—alkyl
eller aryl,
Rg betyder hydrogen, C;-Cg-alkyl, aryl-Cy-Cy-alkyl, C3-Cg~
-cycloalkyl, C3-Cg-cycloalkyl~Cy-Cgz-alkyl, alkylamino,
(o]

Cy-C4-alkanoyl, C-0-C1-C4-alkyl eller aroyl, idet arylgruppen
betegner usubstitueret eller mono- eller polysubstitueret
phenyl,

m betyder et helt tal mellem 0 og 3, og

n betyder et helt tal mellem 0 og 2,

samt disse forbindelsers farmakologisk uskadelige syread-
ditionssalte, kan anvendes til fremstilling af lagemidler
til inhibering af onkogen-kodende kinaser og/eller vakstfak-
torreceptor-tyrosinkinaser. Et sidant lzgemiddel kan anvendes

til bekzmpelse af tumorer.
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Den foreliggende opfindelse angdr anvendelsen af 4H-
-l-benzopyran-4-on-derivater til fremstilling af et lzgemid-
del med en virkning mod tumorer.

Benzopyranderivater er allerede kendt fra EP patent-
skrift nr. 137.193 og fra DE offentliggerelsesskrift nr.
3.612.337. I det sidstnzvnte skrift beskrives der forbindel-

ser med den almene formel

a)

i hvilken substituenterne R,-Rg samt m og n har de angivne
betydninger. Disse forbindelser har en betzndelseshemmende,
analgetisk og immun-modulerende virkning.

Det har nu overraskende vist sig, at bestemte 4H-1-
-benzopyran-4-on-derivater inhiberer onkogen-kodende kinaser
og dermed egner sig til bekampelse af tumorlidelser.

Ekspressionen af onkogener i en pattedyrscelle ind-
trader med overgangen fra den normale til den transformerede
celletype, der dernast bliver til en cancercelle. Transforma-
tionen fremkaldes ved infektion af en celle med et retro-
virus. Et godt kendt  eksempel er infektionen af hens med
Rous-Sarkom-virus, der derefter udvikler cancer. Det til-
svarende onkogen, der er ansvarligt for den ondartede trans-
formation, betegnes sosm "SRC"- (Sarcom)-genet, jf. J.S.
Brugge, R.L. Erikson, Nature 269, 346-348 (1977). Mange til
dato kendte onkogener er karakteriseret ved ekspressionen
af et protein med kinaseaktivitet. Enzymerne katalyserer
overferslen af den endestillede phosphatgruppe i ATP pa& en
aminosyre. I modsztning til mange andre proteinkinaser, der
overforer phosphatgruppen pa en seryl- eller threonylgruppe,
phosphorylerer de fleste onkogen-kodende kinaser en tyrosyl-
gruppe i proteinkaden. Bortset herfra er det kendt, at pro-

dukter af onkogener, nemlig produkterne af v-mos-, v-mil-
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og v-raf-onkogenet, er i besiddelse af serin/threonin-speci-
fik proteinkinaseaktivitet, jf. K. MOlling et al., Nature
(London) 312, 558-561 (1984) og B. Singh et al., Journal of
Viroclogy 60, 1149-1152 (1986).

5 Tyrosinkinaseaktivitet eksprimeres ogsa i vakstfak-
torreceptorer. Nye erkendelser viser nu, at vaksten af mange
tumorer afhenger af narvarelsen af vakstfaktorer sasom epi-
derm vaekstfaktor (EGF), transformerende vakstfaktor o (TGFa)
eller blodplade-afledt vaekstfaktor (PDGF), jf. A.S. Goustin,

10 G.D. Shipley, H.L. Moses, Cancer Research 46, 1015-1029
{(1986). I tilslutning til bindingen af vakstfaktoren til
dens receptor stimuleres tyrosinkinasen, der er en egen-
bestanddel af vakstfaktorreceptoren.

Af en inhibitor af tyrosinkinase og maske af serin/-

15 threonin-kinase kunne man saledes forvente en inhibering af
tumorvaekst og tumorudbredelse, og en sadan inhibitor kunne
anvendes ved tumorterapi.

Den foreliggende opfindelse angar saledes anvendelsen
af 4H-l-benzopyran-4-on-derivater med den almene formel I
20 til fremstilling af et lzgemiddel med en virkning mod tumo-

rer. Formlen I har felgende udseende:

'fs
(CHE )n
R, (I)
25 O~ R
ok
. R2
i hvilken (o}

R; betyder hydrogen, alkyl med 1-6 carbonatomer, aryl-Cy-
-C4-alkyl, substitueret Cp-Cg-alkyl, C3-Cg-cycloalkyl, en
30 C3-Cg-heterocyclisk ring med 1, 2 eller 3 heteroatomer,
f.eks. N, S, O eller deres vilkarlige kombinationer, C3-Cg-
-cycloalkyl-C;-C4-alkyl, Cy-Cg-alkenyl, C5-Cg-alkynyl, aryl,
herunder polycycliske ringe, aromatiske heterocycliske grup-
per, substitueret aryl, carboxyl eller en aldehyd- eller
35 CO00-Cq-Cyg-alkylgruppe, en primer amino-, alkylamino-, ar-

alkylamino-, dialkylamino-, amido-, arylamino-, diarylamino-
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gruppe eller -CH,0-C;-C4-alkyl;

R, betyder hydrogen eller Ci-C3-alkyl;

Ry er ens og betyder OH eller OCHj3;

R4 betyder hydroxy;

Ry betyder CHjy;

m betyder tallet 2; og

n betyder tallet 1;

samt disse forbindelsers farmakologisk uskadelige syread-
ditionssalte.

De her omhandlede forbindelser har to asymmetriske
centre, et ved forbindelsesstedet for den nitrogen-hetero-
cycliske ring med benzopyrandelen (C-4'), og det andet ved
det ved Ry substituerede carbonatom (C-3'), idet to optiske
isomerpar er mulige. Definitionen af de her omhandlede for-
bindelser omfatter alle mulige stereoisomere og deres blan-
dinger. Ganske specielt omfattet er de racemiske former og
de isolerede optiske isomere med den angivne aktivitet. De
to racemater kan adskilles ved fysiske metoder, f.eks. ved
fraktioneret krystallisation. De enkelte optiske isomere
kan f&s ud fra racematerne ved standardmetoder, f.eks. salt-
dannelse med en optisk aktiv syre og pafelgende krystallisa-
tion.

Egnede alkylgrupper i betydningen R4 er f.eks. lige-
kedede eller forgrenede grupper med op til 6, fortrinsvis
opl til 5 carbonatomer, f.eks. methyl-, ethyl-, propyl-,
isopropyl-, tert.butyl-, pentyl- eller isopentylgrupper.

Egnede substituerede alkylgrupper R; er f.eks. halo-
genalkyl, f.eks. trifluormethyl, hydroxyalkyl, f.eks. hy-
droxyethyl, eller carboxyalkyl, f.eks. carboxyethyl.

Egnede eksempler pa en cycloalkylgruppe R; med 3-6
carbonatomer er cyclopropyl, cyclobutyl, cyclopentyl eller
cyclohexyl. Cyclopropylmethyl er et eksempel p& en cycloal-
kylalkylgruppe.

Et eksempel pa en aralkylgruppe R; er en phenylalkyl-
gruppe, i hvilken phenylgruppen er usubstitueret eller sub-

stitueret en eller flere gange med substituenter sasom halo-
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gen, C;-Cy-alkyl, C;-C4q-alkoxy, nitro eller en trifluor-
methylgruppe, en aminogruppe eller en substitueret amino-
gruppe.

Et eksempel pa en arylgruppe R; er en phenylgruppe,

5 der er usubstitueret eller substitueret en eller flere gange
med substituenter sasom halogen, C;-Cy-alkyl, C;-C4q-alkoxy,
hydroxy, carboxy, COO-alkyl, CONH,, CONH-alkyl, CON(alkyl),,
nitro eller trifluormethyl, amino, C;-C4q-alkylamino, di-Cj-
Cyg-alkylamino, aromatiske heterocycliske grupper, f.eks.

10 pyridylgrupper, og polycycliske aromatiske grupper, f.eks.
naphthylgrupper.

Et egnet eksempel pa en alkylaminogruppe Ry er gruppen
(CHy)n-NRgR7, 1 hvilken n betyder 1-3, og Rg og R, betyder
alkyl og har samme betydning som ovenfor angivet med hensyn

15 til alkyl i betydningen Rj-Rg. Desuden kan Rg ©g R7 sammen
med det nitrogenatom, hvortil de er bundet, danne en hetero-
cyclisk ring med ét eller flere hetercatomer. Egnede eksemp-
ler pa heterocycliske ringe, der dannes af Rg ©g R7 sammen
med det nitrogenatom, hvortil de er bundet, er piperidin,

20 pyrrolidin, wmorpholin, piperazin eller imidazol, der er
usubstitueret eller kan vare substitueret i en eller flere
stillinger med C;-Cg-alkyl, C;-C4-alkoxy, aryl eller en
hydroxy- eller aminogruppe.

Egnede eksempler p& salte af de her omhandlede for-

25 bindelser med uorganiske eller organiske syrer er hydro-
chloridet, hydrobromidet, sulfatet, phosphatet, acetatet,
oxXalatet, tartratet, citratet, maleinatet eller fumaratet .

Ifelge opfindelsen foretrzkkes anvendelsen af for-

bindelserne med den almene formel

30 ' Rg
HO IIII _ (Ia)
neel
R2
35 i hvilken CH O

Ry, Ry og Rg har den i krav 2 angivne betydning, samt disse
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forbindelsers fysiologisk uskadelige syreadditionssalte.

Ganske szrligt foretrazkkes anvendelsen af forbindelser
med formlen Ia ifelge krav 2, hvilke forbindelser er ejen-
dommelige ved, at Ry betyder phenyl, thienyl, pyridyl, chlor-
phenyl, dichlorphenyl, methylphenyl, aminophenyl, bromphenyl,
hydroxyphenyl eller naphthyl, R; betyder hydrogen, og Rg
betyder methyl, samt disse forbindelsers farmakologisk u-
skadelige syreadditionssalte.

Fremstillingen af disse forbindelser kan f.eks. ske
som beskrevet i EP patentskrift nr. 157.193 eller i DE of-
fentliggoerelsesskrift nr 3.612.337.

Foretrukne forbindelser, der sarligt egner sig til
anvendelsen ifelge opfindelsen, er f.eks. felgende:

(+) -cis-5,7-dihydroxy-2-(2-thienyl) -8- [4- (3-hydroxy-1-meth-
yl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on,
(-)-cis-5,7-dihydroxy-2-phenyl-8-[4- (3-hydroxy-1-methyl) -
-piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(¢) ~cis-5,7-dihydroxy-2-phenyl-8-[4- (3-hydroxy-1-methyl) -
-piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,
(-)-cis-5,7-dihydroxy-2- (2-pyridyl)-8-[4- (3-hydroxy-1-meth-
y1l) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(#) -cis-5,7-dihydroxy-2- (2-pyridyl) -8- [4- (3-hydroxy-1-meth-
yl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,
(+)-cis-5,7-dihydroxy-2- (3-pyridyl)-8-[4- (3-hydroxy-1-meth-
yl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(+) -cis-5,7-dihydroxy-2- (4-pyridyl) -8- [4- (3-hydroxy-1-meth-

'yl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(-) -cis-5,7-dihydroxy-2- (2-chlorphenyl) -8- [4- (3-hydroxy-1-

-methyl)-piperidinyl]—4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(+#) -cis-5,7-dihydroxy-2-(2-chlorphenyl) -8-[4- (3-hydroxy-1-

-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(£) -cis-5,7-dihydroxy-2- {2-chlorphenyl)-8- [4- {3-hydroxy-1-

-methyl)-piperidinyl]—4H-1—benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(#) -cis-5,7-dihydroxy-2-(2,5-dichlorphenyl) -8- [4- (3-hydroxy-
-l-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(#) -cis-5,7-dihydroxy-2-(2,4-dichlorphenyl) -8- [4- (3-hydroxy-
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-l1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(£) -cis-5,7-dihydroxy-2- (4-methylphenyl) -8- [4- (3-hydroxy-1-

-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(£) -cis-5,7-dihydroxy-2- (3-methylphenyl) -8- [4- (3-hydroxy-1-
5 -methyl)-piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(£)-cis-5,7-dihydroxy-2-(4-aminophenyl)-8-[4-(3-hydroxy-

l-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

(£)-cis-5,7-dihydroxy-2- (3-bromphenyl) -8-[4- (3-hydroxy-1-

-methyl)-piperidinyl]-4H—1-benzopyran-4—on-hydrochlorid, ’
10 (#)-cis-5,7-dihydroxy-2-(2-naphthyl) -8-[4- (3-hydroxy-1-

-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid,

() -cis-5, 7-dihydroxy-2- (4-hydroxyphenyl) -8- [4 - (3-hydroxy-1-

-methyl) -piperidinyl) -4H-1-benzopyran-4-on og

(£) -cis-5,7-dihydroxy-2- (2-hydroxyphenyl) - 8- [4 - (3-hydroxy-1-
15 -methyl)-piperidinyl]-4H-1-benzopyran-4-on.

Yderligere her omhandlede 4H-1l-benzopyran-4-on-deri-
vater eller forbindelser, der szrligt egner sig til den her
omhandlede anvendelse, er anfert i de felgende tabeller I
og II med tilherende fysiske data. Tabel I vedrerer forbin-

20 delserne med den almene formel

CH3
|
; o~ R1
LT
R2

ORg 0

(Ic)

Ra
25 RgO

og tabel II vedrerer forbindelserne med den almene formel
30

CHo
}

R

4 ; !ilﬂ Ri0
R90

: 1)

O
ORB 0]
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TABEL I
Forb. Rl R2 R4 RB Rg X Smp. Optisk
nr- _(c0) drejning
1 H H CH H H - 298 (sgnderd.) (+)
2 H H OH CH4 CH3  HC1, 1,5H,0 173-175 (+)
3 CHs H OH H H HCY, 237-240 (+)
4  CHq H OH H H HC1, 241-43 (+)
5 CH, H OH H H HC1, 241-42 ()
6 CHy H CH H CHy  HCI, 230-232 (+)
7 9H3 H OH CH CHq ZHCY, 2H,0 236-239 (+)
9 CoHg H CH H H HC1, 1,5H,0  230-233 (+)
10 CoHg H OH CHs CHq HC1, 1,5H,0  240-242 (+)
11 n-CqHy CH;  OH H H - 191-182 (+)
12 n-C3Hy H OH H H HCT, 190-192 (#)
13 n-C3Hy OH H H HC1, 0,5H,0  197-200 (+)
14 n-C3H, H OH H H HC1, 0,5H,0 198-201 (-)
15 n-CqHg H OH H H RC1, H,0 157-159 (+)
16 CHg CHy  OH R H H,0 232-233 (+)
17 2-Pyridyl H OH H H HCT, 0,5H,0  229°C (#)
18 3-Pyridyl H CH H H 2HCT, 2H,0 278-280 (*)
19 4-Pyridyl H OH H H 2HCY, 1,5H,0 236-238 ()
20 COM H OH  CHy “CHy Hy0 >340 (+)
21 2-Thieny! H OH H H 2H,0 243-244 (+)
22 2-Thienyl H OH CHy CHj - 207-208 (+)
23 2-Pyridyl H OH H H 2HC1,2H,0 220-228 ()
24 B8-Styryl H OH H H HC1, 1,5H,0 >300 (#)
25 1-Naphthyl H OH H H HC1, H,0 195-200 ()
26 2-Naphtyl H OH H H HC1, 0,5H,0  280-282 (#)
27 (2-Chlor- H CH H H HC1 270-275 (#)

phenyl)}methyl
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TABEL II

Forb. Ryg Rg Rg X Smp. Optisk
nr. (°c) drejning
28 H H H HC1, 2H,0 273-2715  (#)
29 4-No, H H HCT, 3H,0 249 (sgnderd.) ()
30 4-NG, CHy CHs HCT, 2H,0 257-260 (") (+)
31 2-C1 H H HC1, H,0 198-200 (+)
32 2-C CHy  CHy 1,5HCT, H,0  190-191 (+)
33 4-NH2 H H Z2HC1, 2H,0 240-242 (+)
31 3,5-Dimethoxy CHj3 CHy 2HC1, 2H,0 180-182 (#)
32. 4-Br H H HC1, 2H,0 215 (+)
33 4-C1 H H HC1, 1,5H,0 225 ()
34 2,4-Dichlor H H HC1, Z,SHZU 165-166 (+)
35 4-F H H HCT, H,0 285-287 (+)
36 2-F H H HC1, 2H,0 263-265 (+)
37  4-Methyl H H HC1, 1,5H,0  247-49 (+)
38 3,5-Dihydroxy H H HC1, 3H,0 300-302 ()
39 3-Q1 H H HC1, ZHZO 288-290 ()
40 3-Methyl H H HC1, 2H20 268 ()
41 2-Methyl H H 204-205 (+)
42 2-C1 H H HC1, 2H,0 180-192 ‘ (+)
43 H H H HCYT - 269-271 (+)
44 3-Br H H HC1, 2H,0 285 +)
45 3-CO,Me CHy  CHy 1,5HCY, 3H,0 235 (+)
46 2,5-Dichlor H H HC1, H20 251-252 ()
47 3-COCH CHs CH HC1, 1,5H,0 270 (#)
48  2-C1 H H HC1, 1,5H,0  190-194 ()
49 H H H HC1, 0,5H,0  266-269 (-)
50 H H H HC1 270-271 (+)
51 4-0H H H H,0 > 340 (#)
52 4-Phenyl H H HC1 240-242 (+)
53 2-Br H H 1,5H,0 250- 252 ()
54 2-0H H H H,0 265-270 (+)
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Fremstillingen af nogle af de ifelge opfindelsen
anvendelige forbindelser samt fremstillingen af de nedvendige
udgangsstoffer er udferligt beskrevet i DE offentliggerel-
sesskrift nr. 3.612.337. En fremgangsmade til fremstilling
af forbindelserne er ejendommelig ved, at man omsztter en
forbindelse med den almene formel

Rs
(CH»)
R4 (I1)
H
Rs”‘. CH3

o)
i hvilken R4 betyder hydroxy eller acetoxy, og Rz, Rg, n og
m har de ovenfor angivne betydninger, f.eks. med et alkali-
metal og alkylesteren af en syre med formlen R;-COOalkyl,
hvor Ry har den i forbindelse med formlen I angivne betyd-
ning, til dannelse af en diketon med den almene formel

(I11)

hvorpd den dannede forbindelse ved omsztning med en mineral-
syre ringsluttes til en forbindelse med formlen Ib, i hvilken
Ry, Ry, Rg, m og n har de ovenfor angivne betydninger, Ry
betyder en hydroxy- eller acetoxygruppe, og Ry, betyder hydro-
gen, hvorpad om ensket en forbindelse med formlen Ib, i hvil-
ken Rg betyder CH3z, efter beskyttelse af hydroxygrupperne,
omszttes med bromcyan, og den dannede forbindelse omszttes
surt eller alkalisk til en forbindelse med formlen Ib, i
hvilken Rg betyder hydrogen, eventuelt en forbindelse med
formlen Ib, i hvilken Rg betyder hydrogen, omszttes med
egnede elektrofile reagenser sa&som halogenidexr, syrechlori-
der, tosylater eller enoner, til forbindelser med formlen
Ib, i hvilken Rg betyder usubstitueret eller substitueret
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C1-Cg-alkyl, aryl--Cy-C4-alkyl, C3-Cg-cycloalkyl eller Cj-

Cg-cycloalkyl-Cq-C4-alkyl, og en forbindelse med formlen

Ib, i hvilken R, betyder hydrogen, eventuelt omszttes med

et sekundert aminhydrochlorid og paraformaldehyd til en

5 forbindelse med formlen Ib, i hvilken R; betyder dialkyl-

aminomethyl, eller en forbindelse med formlen Ib, i hvilken

R, betyder hydrogen, eventuelt nitreres til en forbindelse

med formlen Ib, i hvilken R, betyder NO,, og en forbindelse

med formlen Ib, i hvilken R, betyder NO,, eventuelt hydro-

10 generes til en forbindelse med formlen Ib, i hvilken R,
betyder en aminogiuppe. ]

Betingelserne for de enkelte reaktionstrin er de

samme som beskrevet 1 DE offentliggerelsesskrift nr.

3.612.337. En sarlig foretrukken metode til fremstilling af

15 de her omhandlede forbindelser er omsaztningen af en for-

bindelse med den almene formel

s
(1IV)
20 R-0
H3Co H
CH3
H3zCO ©

25 i hvilken R betyder H, med en forbindelse med formlen
R,-CO0 X

1 hvilken X betyder hydrogen eller halogen, fortrinsvis
30 hydrogen eller chlor. Denne esterificering finder sted under
alment kendte betingelser, f.eks. som beskrevet i Organicum,
VEB, Deutscher Verlag der Wissenschaften, 15. oplag, Berlin
1977, kapitel D7. De saledes dannede estere behandles med
baser, f.eks. natriumhydrid, fortrinsvis i aprotiske oples-
35 ningsmidler, f.eks. tetrahydrofuran, dioxan eller N,N-di-

methylformamid, i en indifferent atmosfzre, hvorved der
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dannes diketoner, som almindeligvis ikke isoleres. Den be-
skrevne omsatning illustreres nazrmere i de felgende eksemp-
ler.

De her omhandlede forbindelser er i besiddelse af
farmakologiske egenskaber, og de inhiberer navnlig onkogen-
-kodende kinaser, f.eks. tyrosinkinase, serin/threoninkinase
og vakstfaktorreceptor-tyrosinkinase, og det kan saledes
forventes, at de inhiberer vaksten og udbredelsen af tumorer
og kan anvendes ved tumorterapi.

Anvendelsen ifelge opfindelsen af 4H-1-benzopyran-4-
-on-derivaterne sker pad i og for sig kendt, for fagmanden
gengs made. Som lzgemiddel anvendes en virksom mengde af
det navnte virksomme stof, enten i sig selv eller fortrinsvis
i kombination med egnede farmaceutiske hjazlpestoffer i form
af tabletter, dragées, kapsler, suppositorier, emulsioner,
suspensioner eller oplesninger, idet indholdet af det virk-
somme stof kan andrage op til ca. 95%, fortrinsvis mellem
10 og 75%.

Yderligere hjzlpestoffer, der er egnet til den enskede
lezgemiddel sammensatning, er kendt for fagmanden pa& grundlag
af dennes almene viden. Ud over tablethjzlpestoffer, oples-
ningsmidler, geldannere, suppositoriegrundlag og andre'barere
for virksom stof kan der f.eks. anvendes antioxidanter,
dispergeringsmidler, emulgatorer, skumdempende midler, smags-
korrigerende midler, konserveringsmidler, oplesningsformid-
lere eller farvestoffer.

Det virksomme stof kan indgives oralt, paranteralt,
intravenest eller rektalt, idet den intravenese indgivelse
foretrzkkes. Til en oral anvendelsesform blandes det nzvnte
virksomme stof eventuelt med yderligere aktive forbindelser
med de dertil egende tils®tningsstoffer, f.eks. bazrestoffer,
stabilisatorer eller indifferente fortyndingsmidler, og brin-
ges ved hjalp af gengse metoder pa egnede indgivelsesformer,
f.eks. tabletter, dragées, stikkapsler samt vandige, alkoho- -
liske eller olieagtige suspensioner eller oplesninger. Som
indifferente bazrestoffer kan der f.eks. anvendes gummi ara-
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bicum, magnesiumoxid, mzlkesukker, glucose eller stivelse,
navnlig majsstivelse. Fremstillingen af preparatet kan ske
savel som ter- som fugtigt granulat. Som olieagtige bare-
stoffer eller oplesningsmidler kommer f.eks. vegetabilske

S eller animalske olier i betragtning, f.eks. solsikkeolie
eller levertran.

Til subkutan eller intravenss indgivelse bringes det
virksomme stof om ensket sammen med de dertil gzngse stoffer,
f.eks. oplesningsformidlere, emulgatorer eller yderligere

10 hjzlpestoffer, i oplesning; suspension eller emulsion. Som
oplesningsmidler kan der f.eks. anvendes vand, fysiologisk
kogesaltoplesning eller alkoholer, f.eks. ethanol, propanol
eller glycerol, samt endvidere ogsd sukkeroplesninger, f.eks.
glucose- eller mannitoloplesninger, eller ogsa en blanding

15 af de forskellige navnte oplesningsmidler.

Den dosis af 4H-1l-benzopyran-4-on-derivater, der
skal indgives, kan strazkke sig over et bredt omrade. Som en
daglig dosis til indgivelse skal der valges en s&dan, der
er afpasset efter den enskede virkning. Pr. patient indgives

20 der fortrinsvis dagligt fra ca. 20 til ca. 1000 mg, fortrins-
vis intravenest. Der kan om nedvendigt ogsad dagligt indgives
doser, der ligger lavere eller heojere, idet en maksimal
mengde pa 2000 mg kun ber overskrides kortvarigt.

De farmakologiske egenskaber af -de her omhandlede

25 forbindelser er bekrazftet ved de i det folgende beskrevne
farmakologiske forseg, der er udfert med de her omhandlede
forbindelser og deres salte. De opndede resultater fremgar
af den felgende tabel III.

30 AFPROVNINGSMETODER
Tyrosinkinase-inhiberingsforseg
Afprevningsmetode:
Udgangsmaterialet til tyrosinkinase-aktiviteten er
rotte-tumorcellelinien RR 1022 (ATCC CCL47), der dyrkes i
35 RPMI 1640-medium + 10% FCS. Denne cellelinie er transformeret

med RSV (Rous-Sarkom-virué) og indeholder onkogenproduktet
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PP60V~SIC der er i besiddelse af tyrosinkinase-aktivitet.

Cellerne dyrkes naesten til konfluens, vaskes med PBS
(phosphat-bufret saltoplesning), afskrabes fra kulturkolben,
vaskes to gange med hver gang 0,85%'s NaCl-oplesning og
centrifugeres ved 200 x G.

Der tilsattes derefter 100 ul puffer (10% glycerol,
25 mM tris-HCl, pH = 7,4, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 1% Triton®
X-100, et tensid fra firmaet Rohm & BHaas, Philadelphia,
Usa, 2 mM PMSF (phenylmethyl-sulfonyl-fluorid), 100 kalli-
krein-inaktiverende enheder aprotinin pr. ml og 2 mM dithio-
treitol) pr. 1 x 10° celler til lyse af cellerne. Efter 5
minutter ved 4°C centrifugeres lysatet i 10 minutter wved
10.000 x G, og den ovenstdende vaske anvendes som udgangs-
materiale til tYrosinkinase;aktivitet.

Tyrosinkinase-aktiviteten af lysatet males med poly
(Glu, Tyr), 4:1, som substrat. Inhibitoren forinkuberes med
cellelysat, substrat (2 mg/ml) og Mg?* (10 mM) i 100 mM
HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsyre), pH
= 7,2, og reaktionen begyndes ved tilsatning af v-32p-ATP
(40 uM). Efter 15 minutter ved 30°C faldes substratet med
10% TCA (trichloreddikesyre), filtreres pad en millititer-
-filtreringsplade (Millipore Corporation, Mass., USA), vaskes
og terres. Indbygningen af 32p konstateres ved hjzlp af en
veskescintillationstzller.

Resultater:

Stofferne afpreves ved en maksimal koncentration péa
45 ug/ml og fortyndes trinvis i forholdet 1:10. ICgqo betegner
den koncentration, ved hvilken 50% af udgangsenzymaktiviteten
hzmmes, jfr. tabel III.

Afprevning af 3',5'-cAMP-afh®ngig proteinkinasehemning

Forsegsbeskrivelse:
Den katalytiske underenhed af den cAMP-afhangige

proteinkinase (Sigma) rekonstitueres som beskrevet af Sigma
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA). Enzymaktivi-
teten males med Kemptid (Sigma) (Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-
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-Gly) som substrat. Inhibitoren forinkuberes med enzym,
substrat (190 gM), Mg2* (5 mM), 0,25 mg BSA pr. ml og 3,75
mM mercaptoethanol i 50 mM MOPS (4-morpholinpropansulfon-
syre), pH = 6,9. Reaktionen begyndes ved tilsztning af

5 «~-32p ATP (40 uM). Efter 15 minutter ved 30°C anbringes en
alikvot del pa p8l-ionbytterpapir (2 x 2 cm; Whatman Paper
Ltd., Storbritannien), neddyppes i 75 mM H3PO,, vaskes og
terres, og indbygningen af 32P males ved hjzlp af en vaske-
scintillationstaller.

10 Resultater:

Resultaterne udtrykkes som procent hemning af udgangs-

enzymaktiviteten ved en inhibitorkoncentration p& 45 pg/ml,
jfr. tabel III.
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TABEL 111
Formel Ic,
i hvilken R = Rg = H og Ry = OH

Ry X Fortegn for ICgq i $-Hemning af
den optiske Rg/ml c-AMP-afhan-
drejning pp60 v-src gig protein-

~kinase ved
45 pg/ml in-
hibitorkon-
centration

2-Thiophenyl - (*) 1,7 14

2-Bromphenyl - + 22,3 63

(2-Chlorphenyl)- HClL (%) >45,0 69

methyl

Phenyl HC1l (-) 5,7 46

2-Chlorphenyl HC1l (+) 9,2 27

2-Fluorphenyl  HCL (+) 28,0 0

4-Methylphenyl HCl (%) 2,7 55

3-Pyridyl HC1 (#) 10,6 0

2-Pyridyl RCl () 34,8

Phenyl HCL (+) 0,7 13

4-Pyridyl HCL (#) 4,2 12

n-Propyl HCL (%) 45,0 0

2-Chlorphenyl HCL (+) 3,3 29

Ethyl HC1 (+) >45,0 0

Phenyl _ HCL (+) 1,9 48

4-Bromphenyl HCL (#) 3,4 65

4-Biphenyl HCL (#) 39,0 37

n-Butyl HC1 (#) 0,0 ikke bestemt

2-Pyridyl HCl (-) 7.8 6

2-Naphthyl HCl (+) 3,4 0

4-Fluorphenyl HCL (%) 2,7 25

4-Chlorphenyl ECl (#) 1,6 37

n-Propyl HCl (-) >45,0 S

Det fglgende eksempel tjener til illustration af opfin-
delsen.
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SRC-Tumorforseqg:
Enkeltcellesuspensioner (cellekultur A 549 eller

isolerede humane Tumor ZXenografts LXF 529) i vevsklaber
(Beriplast®, Behringwerke AG) fortyndes i forholdet 1:2 med

5 RPMI 1640-medium og suppleres med 15% FCS til en cellekon-
centration pa 107 celler pr. 50 ul. Denne suspension opsuges
hurtiges i 50 ﬁl-glaskapillarr@r (diameter 1,5 mm), hvis
indre vagge er fugtet med en thrombin/CaCl,-oplesning (500
enheder thrombin i 1 ml 40 mmol CaCl,).

10 Efter sterkning af celle-fibrin-blandingen (ca. 5
minutter ved stuetemperatur) transporteres fibrinnetvarket
ved hjelp af lufttryk ud af glaskapillarrerene til en petri-
skal.

Fibrinnetvarket udskezres i 2 mm store dele (ca. 5 x

15 10° celier pr. stk.), og delene opbevares indtil implanta-
tionen i RPMI 1640-medium, suppleret med 15% FCS.

Et enkelt fibrinstykke implanteres under nyrekapslen
af en harles mus, og derefter males to pa hverandre vinkel-
rette diametre af det implanterede stykke ved hjzlp af et

20 mikroskop med okular-mikrometer (dag 0). Tumorsterrelsen
males ved hjalp af formlen

V=axb

25 hvor: V betegner tumorsterrelsen,
a betegner den storste diameter og
b betegner diameteren vinkelret pa a.
Forsegsforbindelsen indgives intravensst eller per-
oralt dagligt pa dagene nr. 2 - 15 i den maksimalt talelige
30 dosis (MVD) og en dosis, der andrager 2/3 af MVD-vardien
ifelge for-forsegene. Der anvendes 5 mus pr. gruppe.
Den 21. dag efter implantationen aflives dyrene,
nyrerne udprazpareres, o0g tumorsterrelserne males pa ny.
Virkningen af forsegsforbindelsen bestemmes pa basis af

35 tumorvaksthemningen.
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Den relative tumorstoerrelse bestemmes ved hj&lp af
den felgende formel:
Vg = o
: o
i hvilken
Vi betegner tumorsterrelsen ved afslutningen af forseget
(dag 21), og .
Vo betegner tumor-/fibrinsterrelsen pa implantationsdagen.
Derefter relateres den gennemsnitlige relative tumor-
sterrelse for den behandlede gruppe (V) til den tilsvarende
gennemsnitlige tumorsterrelse for kontrolgruppen (Vo) ifel-

ge felgende formel:
v
T/C % = x 100

3
Den statistiske signifikans (p >0,05) for den anti-
tumorale virkning bestemmes ved hjzlp af Wilcoxon U-forse-

gene.

Forsegsresultaterne fremgar af den felgende tabel IV.
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TABEL Vv
Fors¢ggsfor- Tumor Dosis Behandlingsvarighed
bindelse (mg/kg/dag) (dage) T/C
(%)
broncho-
gent
carcinom
Eks. 17 LXF 529 25 i.v. 2-15 81 n.s.
' 35 i.v. 2-15 67
AS49 35 i.v. 2-15 70
100 p.o. 2-15 73
Eks. 9 LXF 529 2 i.v. 2-15 59
4 i.v. 2-15 51
Eks. 19 LXF 529 100 i.v. 2-15 98 n.s.
: 150 i.v. 2~15 80

n.s. = ikke signifikant (p >0,05)
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Eksempel 1
(+)-cis-5,7-Dimethoxy-2-(2-thienvl) -8-(4- (3-acetoxy-1-meth-

v1)-piperidinvl] -4H-1-benzopyran-4-on

Til en oplesning af 3,0 g (1)-cis-3-acetoxy-1-methyl-
-4-(3-acetyl-4,6-dimethoxy-2-hydroxy) -phenylperidin med
formlen IV, i hvilken R betyder COCHz, i 30 ml ter pyridin
settes der 2,73 g 2-thiophencarboxylsyre ved 0°C, og derefter
2,2 ml POCly. Reaktionsblandingen omreres i 2 timer ved
stuetemperatur. Der szttes langsomt 50 ml vand til reak-
tionsblandingen, og reaktionsoplesningen geres senere alka-
lisk ved tilsztning af natriumcarbonatoplesning (pH = 8).
Reaktionsblandingen ekstraheres med 3 x 40 ml eddikeester.
De forenede organiske ekstrakter vaskes med vand, terres
med vandfrit natriumsulfat, og oplesningsmidlet fjernes
under vakuum. Remanensen chromatograferes pa silicagel (4%
MeOH i CHCly), og der fas et udbytte pa 2,7 g (t)-cis-3-
-acetoxy-1l-methyl-4-(3-acetyl-4,6-dimethoxy-2-(2-thienyloxy) -
-phenyl) -piperidin med smp. 153-154°C.

Denne forbindelse optages i 50 ml ter dioxan, der
tilszttes 5 @kvivalenter natriumhydrid, og blandingen omrores
i 4 timer ved 40°C. Der tilsettes 10 ml MeCH til senderdeling
af overskydende natriumhydrid, og der tilledes ter HCl-gas,
indtil oplesningens pH-verdi tydeligt er sur. Reaktionsblan-
dingen oparbejdes ved tilsztning af iskold natriumcarbonat -
oplesning, og det fremkomne faste produkt skilles fra ved
filtrering. Den yderligere rensning gennemferes ved hj=zlp
af sejlechromatografi (silicagel, 2% MeOH, 1% NH,OE i CHCljy),
og der fas 2,50 g (#)-cis-5,7-dimethoxy-2-(2-thienyl)-8-[4-
- (3-acetoxy-1-methyl)-piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on med
smp. 207-208°C.

Analogt med eksempel 1 fremstilles folgende forbin-

delser:

Eksempel 2
(+) -cis-5,7-dihydroxy-2- (phenyl) -8~ [4- (3-hydroxy-1-
-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorig.
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Eksempel 3 )
(-)-cis-5,7-dihydroxy-2-phenyl-8-[4-(3-hydroxy-1-
-methyl) -piperidinyl]) -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 4
(+) -cis-5,7-dihydroxy-2-phenyl-8-[4-(3-hydroxy-1-
-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 5
(-)-cis-5,7-dihydroxy-2- (2-pyridyl) -8-[4- (3-hydroxy-
-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 6
(¢)-cis-5,7-dihydroxy-2- (2-pyridyl)-8-[4- (3-hydroxy-
-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 7
() -cis-5,7-dihydroxy-2- (3-pyridyl) -8- [4- (3-hydroxy-
-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 8
() -cis-5,7-dihydroxy-2-(4-pyridyl) -8~ [4- (3-hydroxy-
-1-methyl) -piperidinyl} -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 9
(-)-cis-5,7-dihydroxy-2- (2-chlorphenyl) -8-[4- (3-hydr-
oxy-l-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 10
(+) -cis-5,7-dihydroxy-2- (2-chlorphenyl) -8- [4- (3-hydr-
oxy—l-methyl)—piperidinyl]-4H-1-benzppyrano4—on-hydrochlorid.

Eksempel 11

(2) -cis~5,7-dihydroxy-2- (2-chlorphenyl) -8-[4- (3-hydr-
oxXy-1l-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.
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Eksempel 12 ,

(+) -cis-5,7-dihydroxy-2-(2,5-dichlorphenyl) -8-[4-(3-
-hydroxy-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydro-
chlorid.

Eksempel 13

(+) -cis-5,7-dihydroxy-2- (2,4-dichlorphenyl) -8- [4- (3-
-~hydroxy-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydro-
chlorid.

Eksempel 14

(+) -cis-5,7-dihydroxy-2-(4-methylphenyl) -8- [4-(3-
-hydroxy-1-methyl) -piperidinyl] -4E-1-benzopyran-4-on-hydro-
chlorid.

Eksempel 15

(+) -cis-5,7-dihydroxy-2- (3-methylphenyl) -8- [4-(3-
-hydroxy-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydro-
chlorid.

Eksempel 16

(¢+)-cis-5,7-dihydroxy-2- (4-aminophenyl) -8- [4- (3-hydr-
oxy-1l-methyl) -piperidinyl]-4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 17

(#) -cis-5, 7-dihydroxy-2- (3-bromphenyl) -8- [4- (3-hydr-
oxy-1l-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 18

(¢)-cis-5,7-dihydroxy-2-(2-naphthyl) -8- [4- (3-hydroxy-
-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on-hydrochlorid.

Eksempel 19
(£)-cis-5,7-dihydroxy-2- (4-hydroxyphenyl)-8-{4-(3-

-hydroxy-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on.
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Eksempel 20
(#) -cis-5,7-dihydroxy-2- (2-hydroxyphenyl) -8- [4- (3-
-hydroxy-1-methyl) -piperidinyl] -4H-1-benzopyran-4-on.

S Eksempel 21
Oplesninger af virksomt stof, der er egnet til injek-

tion, indeholder de i det felgende angivne bestanddele og
kan fremstilles pad i og for sig kendt made, idet stofferne
blandes med hinanden og fyldes pd sterile ampuller. Injek-

10 tionsoplesningerne tjener til antitumor-behandling i en
dosis pa& 1-2 injektionsenheder (1 injektionsenhed = 1 ampul)
pr. dag.

Bestanddele (pr. ampul) ' Vegt
15 (#)-cis-5,7-dimethoxy-2- (2-thienyl)-

-8-[4-(3-acetoxy-1-methyl) -piperidinyl] -

-4H-1-benzopyran-4-on 200 mg
Natriumchlorid 50 mg
Methylparaben 5 mg

20 Sterilt vand 5 mg
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PATENTIKRAWV.
1. Anvendelse af 4H-1l-benzopyran-4-on-derivater med

den almene formel

Rs
|
(CHE A
(1)
Ra R
1
R’B }
m 92

i hvilken
Ry betyder hydrogen, alkyl med 1-6 carbonatomer, aryl-C;-
-C4-alkyl, med halogen, trifluormethyl, hydroxy eller carboxy
substitueret C;-Cg-alkyl, C3-Cg-cycloalkyl, en C3-Cg-hetero-
cyclisk ring med 1, 2 eller 3 heterocatomer, f.eks. N, §, O
eller deres vilkérlige'kombinationer, C3-Cg-cycloalkyl-Cq-
C4-alkyl, C,-Cg-alkenyl, C,-Cg-alkynyl, herunder polycycliske
ringe, aromatiske heterocycliske grupper, eventuelt med
halogen, C;-C4-alkyl, C;-Cy-alkoxy, hydroxy, carboxy, COO-
Alkyl, CONH,, CONH-Alkyl, CON(Alkyl),, nitro, trifluormethyl,
amino, C;-Cg-alkylamino, di-C;-Cy-alkylamino, aromatiske
heterocykler sasom pyridylgrupper, og polycykliske aromatiske
grupper, sasom naphthylgrupper, substitueret aryl, carboxyl
eller en aldehyd- eller COO-C;-Cy-alkylgruppe, en primar
amino-, alkylamino-, aralkylamino-, dialkylamino-, amido-,
arylamino-, diarylaminogruppe eller —CHZO—Cva4—alkyl;
R, betyder hydrogen eller C;-C3.alkyl;
Ry er ens og betyder OH eller OCHjy;
R4 betyder hydroxy;
Rg betyder CHj;
m betyder tallet 2; og
n betyder tallet 1;
eller disse forbindelsers farmakologisk uskadelige syread-
ditionssalte, til fremstilling af et lzgemiddel med en virk-
ning mod tumorer.

2. Anvendelse af forbindelser ifelge krav 1 med den

almene formel

T
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Rs
|l'l Ia
HO ( )
MO O~y R
s LI
OH © 2

i hvilken
R; betyder hydrogen eller C;-Cz-alkyl, naphthyl, eventuelt
med halogen, C;-C4-alkyl, C;-Cg-alkoxy, hydroxy, carboxy,
10 COO-Alkyl, CONH,, CONH-Alkyl, CON(Alkyl),, nitro, trifluor-
methyl, amino, C;-Cy-alkylamino, di-C;-C4-alkylamino, aroma-
tiske heterocykler, sasom pyridylgrupper, og polycykliske
aromatiske grupper, sasom naphthylgrupper, substitueret
aryl eller en C3-Cg-heterocyklisk gruppe;
15 Ry betyder hydrogen eller C;-C;-alkyl; og
Rg betyder CHj;
eller deres farmakologisk uskadelige syreadditionssalte.
3. Anvendelse af forbindelser med formlen Ia ifelge
krav 2, kendetegnet ved, at R, betyder phenyl,
20 thienyl, pyridyl, chlorphenyl, dichlorphenyl, methylphenyl,
’ aminophenyl, bromphenyl, hydroxyphenyl eller naphthyl, R,
betyder hydrogen; og Rg betyder methyl; eller disse forbin-

delsers farmakologisk uskadelige syreadditionssalte.
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