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Derivater af 4-desacetyl-vincaleucoblastin-C-3-~carboxhy-
drazid med den almene formel:

R
hvori Q betegner gruppen -N‘H-N<R1, R er alkyl med 1-3

C-atomer, f-hydroxyethyl, B-acetoxyethyl, alkanoyl med 2-4
C-atomer, dichloracetyl, benzoyl eller alkylcarbazyl med
1-3 C-atomer i alkylgruppen, R~ er hydrogen eller, nir R
er alkyl, tillige methyl, eller R og Rl danner tilsemmen
en alkylidengruppe, fremstilles ved at omsatte det tilsva-
rende C-3-carboxazid med en alkylhydrazin eller ved at om-
satte det tilsvarende C-3-carboxhydrazid med et aldehyad,
en keton eller et syrechlorid. Forbindelserne er virksom-
me som anti-tumor-midler.
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Nen foreliggende opfindelse angar en analogifremgangsﬁéde
til fremstilling af hidtil ukendte derivater af 4-desacetyl-
vincaleucoblastin-C-3-carboxyhydrazid med den i krav l's
indledning anferte almene formel I, og fremgangsmdden i-
folge opfindelsen er ejendommelig ved det i krav 1's kende-

tegnende del anferte.

Adskillige naturligt forekommende alkaloider, der kan ud-
vindes fra Vinca rosea, har vist sig at vere virksomme ved
behandling af eksperimentelt fremkaldte sygdomme hos dyr.
Blandt disse alkaloider kan nzvnes leurosin (beskrevet i
USA patentskrift nr. 3 370 057), vincaleukoblastin (vinbla-
stin), der i det folgende betegnes som VLB (beskrevet i
USA patentskrift nr. 3 097 137), leuroformin (beskrevet i
belgisk patentskrift nr. 811 110), leurosidin (vinrosidin)
og leurocristin, der i det felgende betegnes vincristin
(begge beskrevet i USA patentskrift nr. 3 205 220), deoxy-
VLB "A" og "B" (beskrevet i Tetrahedron Letters, 783 (1958),
L-desacetoxyvinblastin (beskrevet i USA patentskrift nr.

3 954 773), L-desacetoxy-3'-hydroxyvinblastin (beskrevet

i USA patentskrift nr. 3 944 554), leurocolombin (beskre-
vet i USA patentskrift nr. 3 890 325) og vincadiolin (be-
skrevet i1 USA patentskrift nr. 3 887 565). To af disse al-
kaloider, VBL og vincristin, markedsferes nu som medika-
menter til behandling af visse sygdomme, specielt leuksmi-
sygdomme og lignende lidelser hos mennesker. Disse to mar-
kedsforte alkaloider indgives sadvanligvis ad intravengs

vej.

Den kemiske modifikation af Vinca-alkaloiderne har veret
forholdsvis begrznset. For det forste er de involverede
molekylstrukturer overordentlig komplicerede, hvorfor det
er vanskeligt at gennemfgre kemiske reaktioner, som zndrer
en specifik funktionel gruppe i1 molekylet uden at indvir-
ke pd andre grupper. For det andet har man ud fra Vinca ro-
sea fremstillet dimere alkaloider, som ikke indeholdt de
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gnskede kemoterapeutiske egenskaber, og en bestemmelse af
disse alkaloiders struktur har fert til den konklusion, at
disse "inaktive" forbindelser er nmrt beslegtede med de
aktive alkaloider, idet de ofte kun afviger herfra ved ste-
reokemien p& et enkelt sted. Sdledes synes den anti-neo-
plastiske aktivitet at vare begraznset til meget specifik-
ke grundstrukturer, og mulighederne for at opna mere

aktive medikamenter ved modifikation af disse strukturer
synes at vere tilsvarende sm&. Blandt de vellykkede forseg
péd at zndre fysiologisk virksomme alkaloider kan nsvnes
fremstillingen af 6,7-dihydro-VLB (beskrevet i USA patent-
skrift nr. 3 352 868) og udskiftningen af acetylgruppen
ved VLB-ringsystemets carbonatom nr. 4 med hejere alkano-
ylgrupper eller med ikke-besl®gtede acylgrupper (se USA
patentskrift 3 392 173). Adskillige af disse C-4-deriva-
ter er i stand til at forlmnge levetiden hos mus, der er
podet med P1534-leuksmi. Et sddant C-4-derivat, hvori ace-
tylgruppen ved VLB-ringsystemets C-4-atom udskiftes med en
chloracetylgruppe, eér desuden et nyttigt melleﬁprodukt ved
fremstillingen af strukturelt modificerede VLB-forbindelser,
hvori en N,N-dialkylglycylgruppe erstatter acetylgruppen
ved C-4 i VLB (se USA patentskrift nr. 3 387 001). Man har

‘endvidere fremstillet C-3-carboxamid- og C-3-carboxhydra-

zid-derivater af VLB, vincristin, vincadiolin og andre
alkaloider, og disse derivater har vist sig at vere virk-
somme ved behandling af svulster (se belgisk patentskrift
nr. 813 168). Disse forbindelser er overordentlig interes-
sante, idet f.eks. 3-carboxamiderne af VLB er mere virksom-
me over for Ridgeway's osteogene sarcoma og Gardner's lym-—
phosarcoma end selve forbindelsen VLB, som er det fundamen-
tale alkaloid, hvoraf disse carboxamider er afledt. Visse
af disse amid-derivater har tilnzrmelsesvis samme virkning
som vincristin over for de samme tumorer. Et af disse ami-
der, L-desacetyl-VLB-C-3-carboxamid eller vindesin, under-
kastes lgbende kliniske eksperimenter pé& memnesker, og det
har vist sig, at forbindelsen er virksom over for visse
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leukemi-forekomster. Hos mennesker synes vindesin at
have en lavere grad af neuro-toxicitet end vincristin,
og forbindelsen er tydeligvis virksom over for vincristin-

resistente former for leukami.

I dansk fremlaggelsesskrift nr. 141 511 omtales 4-desace-
tyl-VLB-C-3-carboxhydrazid som et virksomt anti-tumor-middel

over for transplanterede tumorer hos mus. Forbindelsen har
endvidere vist sig at vere virksom over for Ridgeway's oste-
ogene sarcoma, Gardner's lymphosarcome og P 1534 (J)-leu-
keemi.

Ovennavnte danske fremlaggelsesskrift nr. 141 511 omtaler,
foruden 4-desacetyl-VLB-C-3-carboxhydrazid, flere andre
forbindelser, der er beslzgtede med forbindelserne frem-
stillet ifelge opfindelsen. Disse kendte forbindelser

har lignende virkninger som de her omhandlede forbindelser,
men som det fremgdr af den efterfelgende forsegsrapport,

er de her omhandlede forbindelser mere aktive end de ovennavn-
te kendte forbindelser, eller de er effektive i lavere

doser eller bliver virksomme p& kortere tid.

I de omhandlede forbindelser med den almene formel I kan
R betegne methyl, ethyl, n-propyl eller isopropyl, nér

R1 betegner hydrogen.

R og R1 kan endvidere tilsammen betegne en alkylidengruppe
med 1-3 carbonatomer, og en sddan gruppe kan vare methyli-
den (=CH2), ethyliden (=CH-CH3), n-propyliden (=CH—C2H5)
CH
eller isopropyliden (=C::: 3).
CH3

Forbindelserne med formel I navngives som derivater af 4-
desacetyl-VLB-C-3-carboxhydrazid. En systematisk navngiv-
ning af disse forbindelser burde omfatte betegnelsen "3-
descarbomethoxy", men denne betegnelse er udeladt, idet
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den er implicit indeholdt i betegnelsen "C-3-carboxhydra-
zid", fordi C-3-carbomethoxygruppen i VLB er udskiftet.

Man kan ogsd anvende andre navngivningssystemer. F.eks. kan
forbindelserne navngives som derivater af 4-desacetyl-VLB-
23-desmethoxy-23-hydrazid, idet man her refererer til, at
methoxylgruppen ved C-23 er udskiftet med hydrazid. Imid-
lertid foretrzkkes det at navngive forbindelserne som de-
rivater af C-3-carboxhydrazid.

Hydrazin indeholder to nitrogenatomer, som i et hydrazid

numereres pd folgende miade: C-Nl-N -H.

i

OH H
Hydrazid-derivaterne fremstillet ifelge opfindelsen er

alle Nz—derivater.

De omhandlede forbindelser med formel I fremstilles

ud fra 4-desacetyl-VLB-C-3-carboxhydrazid, som kan opnas
ved reaktion imellem hydrazin og VLB i overensstemmelse
med den metode, der er beskrevet i det ovennavnte danske
fremlzggelsesskrift nr. 141 511. Ifplge denne fremgangs-
méde opvarmes VLB og hydrazin i en lukket reaktionsbeholder
under anvendelse af ethanol som oplgsningsmiddel. Alterna-
tivt kan man oms@tte 4-desacetyl-VLB med vandfri hydrazin
under samme betingelser. Reaktionen mellem hydrazin og

VLB tjener til at hydrolysere acetoxygruppen ved C-4, og
reaktionsproduktet bliver herved 4-desacetyl-VLB-C-3-carbox-
hydrazid, uanset om der anvendes VLB eller 4-desacetyl-VLB

som udgangsmateriale.

Ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen anvendes 4-desacetyl-
VLB-C-3-carboxhydrazid som udgangsmateriale ved fremstil-
ling af de forbindelser med formel I, hvori R og Rl til-
sammen betegner en alkylidengruppe med 1 - 3 carbonatomer.
Nermere bestemt omsattes det usubstituerede C-3-carboxhydra-
zid med formaldehyd, acetaldehyd, propionaldehyd eller ace-

tone.
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Disse alkyliden-derivater kan hydrogeneres, f.eks. med

et reducerende hydrid, sasom NaBH, , til opndelse af den
tilsvarende forbindelse med formel I, i hvilken R betegner
en alkylgruppe med 1 - 3 carbonatomer, og R1 betegner

hydrogen.

Opfindelsen illustreres narmere ved de felgende eksempler.

Fremstilling af 4-desacetyl-VLB~C-3-carboxhydrazid

(udgangsmateriale)
L-desacetyl-VLB blev opvarmet i vandfri ethanol med et o-

verskud af vandfri hydrazin i en lukket reaktionsbeholder
ved omkring 50°C i omkring 18 timer. Reaktionsbeholderen
blev afkeolet og &bnet, indholdet blev udtaget, og de flyg-
tige bestanddele blev inddampet i vakuum. Den resulterende
inddampningsrest, der bestod af 4-desacetyl-VLB-C-3-carbox-
hydrazid, blev opsamlet i methylenchlorid, og methylenchlo-
rid-oplegsningen blev vasket med vand. Methylenchlorid-fa-
sen blev skilt fra og terret, og methylenchloridet blev
fjernet ved inddampning i vakuum. Inddampningsresten blev
oplest i en 1:1 blanding af chloroform og benzen og chro-
matograferet over silicagel. Til udvikling af chromatogram-
met anvendtes en eluent bestdende af benzen, chloroform og
triethylamin. De feorste chromatografiske fraktioner inde-
holdt uomsat 4-desacetyl-VLB. Efterfelgende fraktioner vis-
te sig at indeholde 4-desacetyl-18'-descarbomethoxy~VLB-
C-3-carboxhydrazid (tidligere beskrevet af Neuss et al.,
Tetrahedron Letters, 1968, 783). De fwlgende fraktioner,
som ved tyndtlags-chromatografi viste sig at indeholde 4-
desacetyl-VLB-C-3-carboxhydrazid, blev samlet, og oples-
ningsmidlet blev inddampet i vakuum. Det resulterende

faste stof smeltede ved omkring 219-22°C under dekompo-

nering.
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EKSEMPEL 1

Fremstilling af 4—desacetyl—VLB-C—3—N2—ethylidencarboxhy-
drazid

Et millimol (768 mg) 4-desacetyl-VLB-C-3-carboxhydrazid
blev oplegst i 50 ml methylenchlorid, og der tilsattes 200
mg acetaldehyd. Reaktionsbeholderen blev lukket og hensat
ved stuetemperatur natten over. Derefter blev oplesningen
inddampet, hvilket efterlod et gyldentbrunt amorft pulver,
som blev fordelt imellem methylenchlorid og vand til fjer-
nelse af overskydende acetaldehyd. Methylenchlorid-oples-
ningen blev terret og inddampet til terhed. Det resulte-
rende gyldenbrune amorfe pulver bestod af 4-desacetyl-VLB-
C—3-N2—ethylidencafboxhydrazid med felgende fysiske data:

M.S.: m/e = 794 (M+)
T.R.: V = 1680 cm™ 1 (-CON)
1710 em™L (C00)

EKSEMPEL 2

Fremstilling af 4-desacetyl-VLB-C-3-N°-ethylcarboxhydra-
" zid

Produktet fra eksempel 1 blev oplest i 100 ml absolut e-
thanol, og der tilsattes 500 mg 96% NaBH,, . Reaktionsblan-
dingen blev omrert natten over ved stuetemperatur. Derpd
sattes 1N saltsyre til reaktionsblandingen, indtil op-
lesningen blev klar. Efter tilsatning af vand blev oples-
ningen gjort basisk med koncentreret ammoniumhydroxid og
extraheret to gange med methylenchlorid. Methylenchlorid-
extrakterne blev terret og inddampet til torhed. Det re-
sulterende gyldenbrune amorfe pulver bestod af 4-desace-
tyl-VLB-C-B-NZ-ethylcarboxhydrazid med folgende fysiske
karakteristika: Udbytte = 49 mg.
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M.S.: m/e = 796 (MF)

I.R.: Y= 3460 cm L (N-H)
1656 cm™L (CON)
1715 em™* (CO0)

EXSEMPEL 3

Fremstilling af h-desacetyl—VLB—C-3—N2—methylidencarbox-
hydrazid

768 mg L-desacetyl-VLB-C-3~-carboxhydrazid blev oplest i
100 ml tetrahydrofuran, og der tilsattes 20 ml 37% form-
aldehyd i vand. Reaktionsbeholderen blev lukket, og reak-
tionsblandingen blev omrert natten over ved stuetemperatur.
Den resulterende oplgsning blev inddampet til en gel, som

derefter blev oplest i absolut ethanol. Til denne alkohol-
oplesning blev sat methylenchlorid, og den resulterende

oplesning blev extraheret med vand. Methylenchloridoples-
ningen blev skilt fra, terret og inddampet til terhed.
Det resulterende gyldentbrune, amorfe pulver bestod af
4—desacetyl—VLB-C—B—NZ—methylidencarboxhydrazid med fol-
gende fysiske karakteristika:

M.S.: m/e = 780 (M¥), 439, 355, 154

I.R.: bredt bédnd for carbonylgrupper V= 1650-1740 em™T

NMR.: to nye signaler §4,63 og & 4,89

EKSEMPEL 4

Fremstilling af 4—desacetyl—VLB-C—B-Nz-isopropylidencar—
boxhydrazid

400 mg 4-desacetyl-VLB-C-3-carboxhydrazid blev oplest i

25 ml acetone, og reaktionsblandingen blev omrert i 3 da-
ge 1 morke ved stuetemperatur. Ved inddampning af den re-
sulterendg oplesning opndedes omkring 400 mg Li-desacetyl-
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VBL-C-3-N“-isopropylidencarboxhydrazid med felgende fysis-
ke data:

M.S.: m/e = 808 (M), 822, 836, 777, 750, 751, 467, 355,
154, 124
I.R. (CHClz): V= 1730 om™* (~COOCHS)
1710 cmt (-N=C-)
1685 cm™+ (-COONH-)

Forbindelserne med formel I virker inhiberende pd vaksten
af transplanterede tumorer hos mus, og/eller de forlmnger
levetiden for mus, der er podet med tumorer. Aktiviteten

af de omhandlede forbindelser blev eftervist ved at indgi-
ve disse til mus, normalt ad intraperitoneal vej i en be-

stemt dosering i 7-10 dage. Sterrelsen af tumoren blev
milt efter 3 eller 7 dage i de tilfelde, hvor den indgiv-

ne forbindelse virkede inhiberende pd& tumorens vekst. I
de tilfzlde, hvor den livsforlengende virkning blev under-
"seogt bestemtes den ekstra levetid af de behandlede dyr

i forhold til kontroldyrene. I den efterfelgende tabel I

. er anfert resultaterne af de udferte forseg, i hvilke mus
med transplanterede tumorer blev vellykket behandlet med
en forbindelse med formel I. Kolonne 1 i tabellen giver
navnet p& dem undersggte forbindelse, kolomne 2 angiver
arten af den transplanterede tumor, kolonne 3 angiver do-
sisniveauet og det antal dage, hvor doseringen blev indgi-
vet, og kolonne 4 angiver den procentvise inhibering af
tumorvaeksten eller den procentvise forlengelse af overle-
velsestiden (ROS er en forkortelse for Ridgeway's osteoge-
ne sarcoma; GLS for Gardner's lymphosarcoma og Bl6 for

en melanoma malignum).
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Som det matte forventes, afviger de hidtil ukendte hydra-
zid-derivater med formel I med hensyn til deres anti-tu-

mor-spektrum fra VLB, vincristin og vindesin, sével som
fra C-4-N,N-dialkylglycylesterne af VLB, p& samme méde

som disse forbindelsers anti-tumor-spektre afviger indbyr-
des fra hinanden, idet nogle er mere virksomme over for
visse tumorer eller klasser af tumorer og mindre virksom-
me over for andre. Ved den kliniske anvendelse af eh for-
bindelse med formel I vil legen imidlertid i ferste omgang
anvende en indgivelsesve] og et bzrestof svarende til den
kliniske anvendelse af vincristin og VLB, og forbindelsen
vil blive anvendt over for samme typer af tumorer som be-
handles med disse forbindelser. Forskellene i dosisniveau
vil naturligvis blive baseret pd den relative aktivitet i-
mellem vincristin eller VLB og den nye forbindelse med
formel I i den samme eksperimentelle tumor hos mus.

Nér hydrazid-derivaterne med formel I anvendes som anti-
neoplastiske midler, anvendes den parenterale indgivelses-
vej. Til dette form&l benyttes isotoniske oplesninger, der
indeholder 1-10 mg per ml af en forbindelse med formel I.
Forbindelserne indgives i en mengde pé& mellem 0,01 og 1 mg
per kg legemsvegt og fortrinsvis mellem 0,1 og 1 mg per
kg legemsvegt 1 eller 2 gange om ugen eller 1 eller 2 gan-
ge hver anden uge i afhzngighed af sdvel aktiviteten som
toxiciteten af den pdgzldende forbindelse. En anden metode
til fastswttelse af den terapeutiske dosis baseres pd are-
alet af patientens legemsoverflade, idet der benyttes en
mengde pd mellem 0,1 og 10 mg per kvadratmeter legemsover-
flade hver syvende eller fjortende dag.

En klinisk undersegelse af en forbindelse med formel I kan
gennemfores i overensstemmelse med en procedure foresliet

af S. K. Carter i et afsnit med overskriften "Study Design
Principles for the Clinical Evaluation of New Drugs as De-
veloped by the Chemotherapy Programme of the National Can-
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cer Instituete", der findes pd side 242-289 i bogen
"The Design of Clinical Trials in Cancer Therapy", redi-

geret af Maurice Staquet (Futura Publishing CO., New
York, 1973).

Patentkrav:

1. BAnalogifremgangsmide til fremstilling af derivater af

4-desacetyl-vincaleucoblastin-C-3-carboxhydrazid med den

almene formel:

hvori R er alkyl med 1-3 carbonatomer og R1 er hydrogen,
eller hvori R og R1 tilsammen danner en alkylidengruppe
med 1-3 C-atomer, kendetegnet ved, at man

omsatter A-desacetyl-vincaleucoblastin-C-3-carboxhydra-

zid med formlen:



12

131

" 10

13

(1IA)
7
6
~ = ——CH,~CHy
c1-13—o 1 OH
18 “N“Ho
17 |
CHy |
C-NHNH2

i
0

i oplezsning med formaldehyd, acetaldehyd, acetone el-
ler propionaldehyd, eventuelt efterfulgt af en hydroge-

nering.

2. BAnalogifremgangsmdde ifelge krav 1 til fremstilling
af 4—desacety1—vincaleucoblastin—c—3—N2-ethylidencarbox—
hydrazid, kendetegnet ved, at man omsatter
4-desacetyl-vincaleucoblastin-C-3-carboxyhydrazid med
acetaldehyd.

3. Analogifremgangsmdde ifelge krav 1 til fremstilling
af 4—desacetyl—vinca1eucoblastin—C—3—N2—ethy1carboxhy—
drazid, kendetegnet ved, at man omsatter 4-
desacetyl-vincaleucoblastin-C-3-carboxhydrazid med acet-

aldehyd efterfulgt af en hydrogenering.

147484
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4. Analogifremgangsmide ifelge krav 1 til fremstilling
af 4-desacety1-vincaleucoblastin-C-3—N2-methylidencarbox—
hydrazid, kendetegnet ved, at man omsatter

4-desacetyl-vincaleucoblastin-C-3-carboxhydrazid med form-
aldehyd.

5. Analogifremgangsmdde ifelge krav 1 til fremstilling af
4—desacety1—vinca1eucoblastin—C—3-Nz-isopropylidencarbox—
hydrazid, kende tegnet ved, at man omsatter
4-desacetyl-vincaleucoblastin-C-3-carboxhydrazid med
acetone.

Fremdragne publikationer:
DK ansegning nr. 1787/74 (patent nr. 141511).

Langkjer Kobenhavn
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