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2,4~diaminopteridinderivater med formlen

N X-%R
i
H
HN
hver GGl GLeCiyCL
¥ er Ni,, CH eller SH, Rer-N\CH-(}{-Cl ' -N\m
ey
9 /S
eller -Mi-C-N
Mo
-0-c-

og)(e.r—(':—. 5,-612-,-012l/ A Jhvor R' er H eller CHy
(] R\

[o]
f \ (|3-R
\Y
eller -G-lz—ilvl / ‘fr-NH-G-I-Giz-c-lz-, hvor R og R’
R :-—-.

har de ovenfor angivne betydninger, med det forbehold, at
ndr Y er NH, skal R' vare CH,, 09 n&r ¥ er OH skal R' vare H,
samt farmaceutisk acceptable salte deraf. Forbindelserne har
kraftig virkning til bekampelse af cancer.
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Den fore1iggende opfindelse angar pteridinderivater, der barer
en speciel alkyleringsgruppe i 6-stillingen pa pteridinkernen,
som det vil blive angivet narmere i det feligende. Opfindelsen
angar ogsd farmaceutiske praparater, der indeholder de oven-
nevnte pteridinderivater samt en fremgangsmade til fremstii-

ling af derivaterne.

10

15

20

25

30

35

US patentskrifterne nr. 4,077.957 og 4.374.987 beskriver frem-
gangsmider til fremstilling af pteridinforbindelser indbefat-
tet anticancer-lagemidlet methotrexat, der har strukturen

NH,
COOH
N 1
N7 l AN N CONHCH
u T
/K _ CH, CH, i, COOH
HZN N N

N-p -([2,4-diamino-6-pteridinyl)-methyl] -

methylamino) benzoyl-glutaminsyre

samt analoge forbindelser, sdsom aminopteridin

NH,
q CooH
Tjii::l:: ji](//\\f CO-NH-CHCH , CH~COOH

H
NS N/’

Methotrexat er i de sidste ar blevet et fremtredende lazgemid-
del ved behandling af forskellige cancere (C. B. Pratt, et al.,
Cancer Chemother. Rep.. del 3, 6, 13 (1975)).

Ifplge den foreliggende opfindelse anvises pteridinderivater

og farmaceutisk acceptable salte deraf, som har en kraftig an-
ticancervirkning og som er signifikant mere mélspecifikke end
methotrexat og dets analoge. Pteridinderivaterne ifplge opfin-

delsen har den strukturelle formel
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2
¥
. -CH.,-C1
Sz N /CHaCHy
N NN X-N\
’L:: l _ CH,~CH,-Cl
H)N N N

hvor

Y er NHp, OH eller SH,

og X er -C~- eller -CHa.
I :
0

Pteridinderivaterne ifglge opfindelsen kan let fremstilles af
fagmanden ved at anvende kendte og konventionelle synteser.
S&ledes fremstilles de 2,4-diaminopteridinderivater, hvori X

er -C-, dvs. forbindelser med formlen
I T
0

¥
/)\\\//N _ CH,=CH,C1
N
N ! N % N (1)
,l;: | o “cmy-cu,-cl
H,N N D



10

15

20

25

30

35

DK 160827B

ved at omsatte den tilsvarende carboxylsyre under amiddannel-
ses-betingelser, med en passende amin, til fremstilling af
det ¢gnskede derivat. Et eksempel pa rakkefplgen af reaktioner

er vist som fglger:

NH,
2~CH,—C1 CH,CiH.Cl N,
e’ w2 N7 X\-con
AN CH,CH.,CL | 3
CH,=CH,=Cl - N P
\‘ T pocr | NN N N

DCCI

2,4-diamino-6-[ (bis-2-chlorethyl)carboxamido]pteridin.

(DCCI er dicyclohexylcarbodiimid).

Udgangsforbindelsen i det ovenfor viste reaktionsskema kan

fremstilles ved oxidation af 2,4-diamino-6-(hydroxymethyl) -
pteridin, der er et kendt mellemprodukt, hvis fremstilling
er beskrevet i US patentskrift nr. 4.077.957.

De amiddannende betingelser, der refereres til i narvarende
beskrivelse og krav, indebarer anvendelsen af kendte deriva-
ter af de beskrevne syrer, sdsom syrehalogeniderne, syreanhy-
driderne, blandede anhydrider, lavere alkylestere, cabbodii-
mider, carbonyldiimidazoler og lignende. Reaktionerne gennem-
fgres i organiske oplgsningsmidler, sdsom acetonitril, tetra-
hydrofuran, dioxan, eddikesyre, methylenchlorid, ethylenchlo-
rid og lignende s&danne oplgsningsmidler. Den amiddannende
reaktion vil foregd ved stuetemperatur eller ved forhgjet
temperatur. Anvendelsen af forhgjet temperatur er bekvem,
idet den tillader noget forkortede reaktionsperioder. Der

kan anvendes temperaturer, der ligger fra 0°c op til reaktions-
systemets tilbagesvalingstemperatur. Som en yderligere hen-

sigtsmessig foranstaltning kan den amiddannende reaktion gen-

nemfgres i narvaerelse af en base, sisom tertiare organiske aminer,

f gks. trimethylamin, pyridin, picoliner og lignende, navnlig
ndr der dannes hydrogenhalogenid ved amiddannelsesreaktionen,

f.eks. mellem syrehalogenid og aminoforbindelse. Naturligvis
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hvor der dannes hydrogenhalogenid,

0ogsé anvendes en hvilken som helst almindeligt anvendt hydro-

genhalogenidacceptor.

De 2,A—diaminopteridinderivater, hvori X er -CHp-,

bindelser med formlen

CH ,CH,~C1
: \ CH, N
CH ~CH,~C1

fremstilles ved at et 64ha1ogenmethy1derivat af 2,4-diamino-

dvs. for-

(1I)

pteridin omsattes med bis(2-chlorethyl)amin til dannelse af

det onskede derivat.

Et eksempel pa reaktionsforligbet er vist som felger:

NH2

N~

LN‘

H2N

N/CHZ—CH -C1  CHy=CH,C1

yo

2

N\

435-C1 €__GH—CH-{H HN

:I-”H Hal

6-halogenmethylderivatet kan fremstilles ved halogenering af

et hydrohalogenidsalt af den kendte forbindelse 2,4-diamino-

6-(hydroxymethy1)fptéridin i narvarelse af en katalysator i et

ger:

vere triphenylphosphin og lignende.
ningsmidler indebefatter bl.a. N,N-dimethylacetamid,
hylacetamid,

acetonitril,

‘aprotisk opTashingsmiddel.

ca,08

“HHal

benzonitril,

halogen

N

katalysator,
aprotisk oples-
ningsmiddel

tetrahydrofuran og dioxan.

Reaktionsforigbet vil vare som fgl-

. Passende katalysatorer til den ovennavnte reakfion kunne f.eks.

Anvendelige aprotiske oplgs-

N,N-diet-

1-methyl-pyrrolidin-2-on, N,N-dimethylpropionamid,
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De omhandlede derivater (som indbefatter farmaceutisk accep-
table salte) kan formuleres til forskellige dosisformer som
det er kendt indenfor teknikken og kan anvendes til behand-
ling af forskellige cancere péd samme made som det for tiden

anvendte lagemiddel methotrexat.
Fglgende eksempler belyser fremgangsmaden til fremstilling af

de omhandlede 2.4-diaminopteridinderivater og deres anvendel-

se 1 anticancerterapien.

EksemEel 1

Fremstilling af:

CH,-CH,-Cl

NH,
N 2- %2
N7 l N CHZ—N<
/k\ _ CH,-CH,-C1
H2N N

2,4-diamino-6- (bis-2-chlorethyl)~aminomethyl-pteridin.

A. 2,4-diamino-6~ (hydroxymethyl)-pteridin-hydrochlorid.

Til en oplgsning af 42,8 g (0,167 mol) 2,4,5,6-tetraaminopyri-
midinsulfat-monohydrat, som har varet omkrystalliseret fra ko-
gende 1N svovlsyre, i 700 ml kogende vand sattes lidt efter
1lidt en oplgsning af 40,7 g (0,167 mol)bariumchlorid-dihydrat

i 100 ml vand. Efter en kort reaktionsperiode filtreredes
blandingen fra det udfazldede bariumsulfat, filtratet omrgrtes
med 5 g affarvende carbon og filtreredes pa& ny. Denne oplgsning
sattes til en under omrgring verende blanding af 426 g ammonium-
chlorid, 26.3 g (0,167 mol) cystein-hydrochlorid, 46,6 g (0,259
mol) dihydroxyacetone-dimer og 970 ml vand i en 3 liters tre-
halset kolbe forsynet med en omrprer og etglas-frittet gasind-
lgbsrgr. Den resulterende blanding omrgrtes i 67 timer ved stue-
temperatur, idet der i dette tidsrum fgrtes en langsom oxygen-

strgm gennem blandingen via gasindlgbsrgret. Produktet, 2,4~
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diamino-6- (hydroxymethyl) -pteridin-hydrochlorid, der var
skilt ud som et gyldenbrunt fast stof opSamledes ved sugefil-
trering, vaskedes med vand og lufttgrredes; udbytte 17,2 g
(45%).

B. 2,4-diamino-6~ (brommethyl)-pteridin-hydrobromid.

Til en oplgsning af 17,2 g 2,4-diamino~6- (hydroxymethyl) -
pteridin i 345 ml varmt vand sattes 50 ml 28% vandig amméniak.
Efter afkgling filtreredes den faste frie base fra og lufttgr-
redes; udbytte 12,4 g (86%), En under omrgring varende blanding
af den frie base i 800 ml kogende ethanol behandledes med 7,5
ml 48% brombrihtesyre og fik lov til at k¢le. Det dannede hy-
drobromidsalt opsamledes ved sugefiltrering, vaskedes med etha-
nol og lufttgrredes; udbytte 16,6 g (94%).

Til en under omrgring varende oplgsning af 63,9 g (0,244 mol)
triphenylphosphin i 325 ml N,N-dimethylacetamid sattes der
drébevis 39 g (0,244 mol) brom ved en temperatur p& 10 til
12°c. Til denne under omrgring varende blanding sattes der i
en portion 16,6 g (0,061 mol) 2,4-diamino-6-(hydroxymethyl) -
pteridin-hydrobromid. Efter omrgring i 2 timer ved 20—2500-
tilsattes der 4 ml ethanol, og blandingen holdtes et koldt rum
(4OC) natten over. Det meste af N.N-dimethylacetamidet fjerne-
des ved destillation ved et tryk péd 1 mmHg og en badtemperatur
pa -ikke over_45°C. Remanensen omrgrtes med 190 ml benzen, som
dekanteredes fra den uoplgselige halvfaste remanens. Denne pro-
cedure blev gentaget med en yderligere portion pa 190 ml
benzen, som dekanteredes fra den uoplgselige halvfaste rema-
nens. Procedurén blev gentaget med yderligere en portion pa
190 ml benzen og det tilbagevarénde faste stof omr¢rtes ved
80°C med 435 ml iseddikesyre indtil 8er var indtradt fuldsten-

dig oplgsning. Denne blanding fik lov til at k¢le natten over,

og det udskilte faste stof fjernedes wved filtréring; udbytte
15,5 g. Dette ra produkt omkrystalliseredes fra kogende iso-
propanol, filtreredes fra 5 g uoplgseligt materiale; udbytte
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af 2,4-diamino-6- (brommethyl)-pteridin-hydrobromid indehol-
dende 0,5 mol isopropanol som krystalveske, 8,3 g (34,5)

C. 2,4-diamino-6-bis-(2-chlorethyl)-aminomethyl-pteridin.

Til en oplgsning af 4 g 2,4-diamino-6-(brommethyl)-pteridin-
hydrobromid i 150 ml varmt vand sattes 10 ml 28% vandigt am-
moniak, og efter afkgling filtreredes den udfaldede faste
base fra, den vaskedes med vand og lufttgrredes; udbytte
2,94 g (94%).

Til en under omrgring verende oplgsning af 2,4 g (9,4 mmol)
2,4-diamino-6- (brommethyl)-pteridin i 50 ml N,N-dimethylacet-
amid sattes 6 g (0,04 mol) bis-(2-chlorethyl)-amin og blandin-
gen omrgrtes ved 50-55°C i 5 timer og derp& i 18 timer ved
stuetemperatur. Efter frafiltrering af en lille mangde mgrkt
uoplgseligt stof, fortyndedes filtratet med 200 ml vand, hvorpa
2,4-diamino-6-b19%2—chlorethyl)—aminomethyl—pteridin udskilte
sig som et lys gyldenbrunt fast stof, som filtreredes, vaske-
des grundigt med vand og lufttgrredes; udbytte 0,92 g (31%) .

Eksempel 2

Fremstilling af:
-CH,-Cl

NH,
N P!
N7 l N ﬁ—N\\\
/l% oo CH,~CH,-C1
HZN N™ . N

4 g 2,4-diamino-6- (hydroxymethyl)~-pteridin-hydrochlorid op-
lgses i natriumbicarbonat og oxideres med KMnO4. Det oxiderede
produkt, 2,4-diamino-6-(carboxy)-pteridin, vindes ved neu-

tralisering af reaktionsblandingen med fortyndet HZSO4.

Syntesevej 1: 2,5 g (9,5 mmol) 2,4-diamino-6- (carboxy)-
pteridin oplgses i DMSO og sattes til 9,5 mmol N,N'-dicyclo-
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hexylcarbodiimid (DCCI). Til denne reaktionsblanding sattes
6 g (0,4 mmol) bis(2-chlorethyl)-amin og der omrgres i 18
timer ved stuetemperatur. Reaktionsblandingen oparbejdes der-

pa pa samme made som navnt i trin C, eksempel 1.

Syntesevej 2: 2,5 g_(9,5 mmol) 2,4-diamino-6-(carboxy)-
pteridin oplgses i tgrt DMF. Oplgsningen afkgles til -5°.
Til denne oplgsning sattes 9,5 mmol N-methylmorpholin og der
omrgrtes i 15 minutter. Til den under omrgring varende bp—
lgsning sattes 9,5 mmoi ethylchlorformiat, og der omrgrtes

i en halv time. En frisk fremstillet'bis(2~chlorethyl)-amin
(0,5 mmol) i DMF (afkglet) tilsattes drdbevis. Efter en halv
time blev reaktionsblandingen bragt til stuetemperatur og
henstod natten over. Reaktionsblandingen inddampes til tgrhed.
Remanensen oplgses i vand og neutraliseres ved tilsatning af
fortyndet HC1l eller NaHCO3—opl¢sning. Resten af proceduren er

den samme som angivet ovenfor.

De fglgende yderligere forbindelser, der ligger indenfor
den. foreliggende opfindelses rammer kan f emstilles ved at

anvende analoge metoder:

H.,-CH_-C1
C cH 4 Cl

(8] CH —Cxl -Cl

cn -Cii,-Cl
/’ a{~N\\
Cli,-Ci,-C1
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si
N Cit,=CH,-C1
.o Nec-x?
J | TN
1 - t
LN o Cit,-Cli,~Cl
:u N N
SH
N CH,-CH,-C
e~ ' o 1
e
NS > CH,-CH_~Cl
2
. HZN N N 2

Eksempel 3

Farmakologiske forsegsresultater

Virkningsstyrken for den i eksempel 1 fremstillede forbin-
delse, dvs. 2,4-diamino—6(bis-2—chlorethyl)-aminomethyl—pte-
ridin bestemtes p& B6D2Fl/J hunmus, (Jackson Lab., Bar Harbor,
ME) . Under forsggene blev dyrene holdt i et kontrolleret mil-
jp med begranset adgang,og de fik fri adgang til foder og

vand. De blev delt i grupper, omfattende 10 dyr i hver gruppe.
Musene blev podet intraperitonealt (I.P.) med lxlO5 L-1210

muse leukami-lymfoblaster. Dag 0 var den dag,da L-1210 blev
indsprgjtet og den fglgende dag, dag 1, startede behandlingen.
Indledningsvis var de anvendte doser af lagemidlet 2,5; 5; 10
og 20 mg/kg og de blev anvendt i suspension i destilleret vand.
For at undersgge dette legemiddels &benbare toksiske virkning
blev de ovennavnte doser ogséd indsprgjtet (i.p.) pd normale
mus af alderen 9-11 uger og med en vagt p& 22-25 g pr. mus.

Der indsprgjetedes et rumfang p& 0,2 til 0,3 ml af suspensionen
i hvert dyr. En enkelt dosis benyttedes til s&vel toksicitets-

studier som aktivitetsstudier.

Resultaterne fra toksicitetsstudierne viste ingen ttoksisk dgds-
fald hos dyr fra den dosis, der viste maksimal aktivitet, dvs.
5 mg/kg. Resultaterne for legemiddelvirkningen er opstillet i
fig. 1. Det ses, at lzgemidlet havde en signifikant virkning
p& overlevelsesevnen hos dyr implanteret med lxlo5 L-1210
tumorceller p& dag 0. Flere doser blev undersggt og i hvert

tilfzlde var der en markbar forlangelse af levetiden, sammen=
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lignet med kontrollen (punkteret linie pd fig. 1). For eksem-
pel havde dyr, der modtog 2,5 mg/kg af lzgemidlet en forlanget
levetid p& 190%, mens dyr, der modtog en dosis p& 5 mg/kg vi-
ste en merkbar overleVelSesevne (fuldt optrukket linie pa £fig.
1) . Denne dosis blev gentaget 2 gange og ved hver undersggelse
viste den et lignende overlevelsesmgnster, dys. 50% af dyrene
havde en forgget levetid pd mere end 200%, mens de andre 50%
af dyrene blev fuldstendigt kureret og endda forblev i live
efter afslutningen af 90 dage. Imidlertid havde de dyr, der
modtog lzgemidlet i en mengde pa henhoidsvis 10 og 20 mg/kg
en forlanget levetid pa henholdsvis 250 6g 140%, og 20% af

de dyr, der behandledes med 10 mg/kg forblev i live ved af-
slutningen af 30 dage (se fig. 1).

virkningen af 2,4-diamino-6-(bis-2-chlorethyl)-aminoethyl-
pteridin afprgvedes ogsd pd fast tumor. Voksne BALB/C hunmus
fik intravengst indgivet 2x106 levedygtige MOPC 104E celler.
18 dage efter transplantationen af tumor, da tymorbyrden var
stor og pd et fremskredet stadium, behandledes musene med
5 mg/kg af forbindelsen ifglge opfindelsen i en suspension
(I.P.). Forggelsen af musenes levetid viste sig at vare
224%, selv ndr behandlingen startede pad et meget fremadskre-
det stadium af tumorvakst, (dvs. behandlingen startede pé& den

18. dag, hvor kontroldyrene dgde pa den 20. dag).

Der er gennemfgrt en yderligere afprevning ved Lederle Labora-
toéies, Pearl River, New York, til demonstration af virkningen
af‘ 2,4-diamino~6—(bis-Z—ch]orethyl)-aminomethy]pteridin ved
forseget Setegnet (CL 551.926) pa methotrexat-resistent L1210
leukzmi hos mus. CD2Fj-mus modtog 105 tumorceller dintraperito-
nealt, og der blev indgivet Tagemiddel intraperitonea1t en
gang om dagen i 9 dage efter tumorcelleimplantation. De frem-
komne resultater viste, at nar aminopteridin (CL 551.926) blev
indgivét i doser pa henholdsvis 0,62 mg/kg, 0,31 mg/kg og 0,15
mg/kg var forage]sén i levetiden sammenlignet med kontrolmus
{mus, som modtog tumorceller, men ikke modtog nogen behand-
1iﬁg) storre end henholdsvis 80%, 94% og 65%. Nar derimod
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methotrexat blev indgivet i doser p& henholdsvis 1,25 mg/kg,
0,62 mg/kg og 0,31 mg/kg, var forggelsen af levetiden kun hen-
holdsvis 2%, 7% og 4%. Disse forsggsresultater viser, at 2,4-
diamino-6~(bis-2-chlorethyl)-aminomethyipteridin har en kraf-
tig effektivitet mod methotrexat-resistent L1210 leukami hos
mus, hvilket ifelge sagens natur ikke er tilfaldet for metho-

trexat.

Patentkrayv.

1. Pteridinderivat, kendetegnet ved den almene

formel
Y
CHo-CHo-C1
N /
N7 N X-N
\
/L§: , _ CHy-CH,-C1
: N N
H2V
hvor

Y er NHz, OH eller SH,

og X er -C- eller -CHo-
f
0
eller farmaceutisk acceptable salte heraf.

2. Forbindelse ifglge krav 1, ke ndetegnet ved, at

det er en forbindelse med formlen

NHZ CHa-CH2-C1
N
N | X—CHp-N
\
- ,1Q§ s CHs-CH2-C1
HZN N N

eller et farmaceutisk acceptabelt salt deraf.
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3. Preparat til bekampelse af cahcer, k endetegnet
ved, at det indeholder en mod cancer effektiv mangde af en

forbindelse ifolge krav 1.
4. Praparat til bekampelse af cancer, kendetegnet
ved, at det indeholder en mod cancer effektiv mangde af en

forbindeise ifolge krav 2.

5. Fremgangsmade til fremstilling af pteridinderivater med

formlen
Y
CHy~-CH2-C1
N
N7 N X-N
l \
N — CHo-CH2-C1
H,N N N
hvor

Y er NHz, OH eller SH,

og X er -C- eller -CHg-,
I
0]

kendetegnet ved, at man til fremstilling af en for-

bindelse, hvor X er CHy, omsatter et methylhalogenid med
formlen ' '

| . l X lef{al
H Nf(\ //'—

hvor Y har samme betydning som ovenfor og Hal betyder halogen,
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CHg-CHp-C1
/

med en amin med formlen NH
\
CH,-CHo-C1

eller til fremstilling af en forbindelse, hvor X er

-c-,
I
0

omsaztter en tilsvarende carboxylisyre med formlen

hvor Y har samme betydning som ovenfor,

under betingelser til dannelse af et amid, med en amin

formlen

CHgo-CHo-C1
/
NH
\
CHo-CH2-C1.

6. Fremgangsmade ifelge krav 5, Kk e n detegnet

med

ved,

at den anvendes til fremstilling af en forbindelse med formlen

NHZ
N - _q///
7 ~ sy ‘\\\
N -cu_=-Cl
1 CH,-CH,~C
/LQQ 7
H,N N N
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