(B) (1) KUULUTUSJULKAISU

UTLAGGNINGSSKRIFT 80259
T (45) Paténtti mydndetty = Patent beviljats
(51) kv'1k.5"='Tnt.c1.5 =4« =0 -0 1002
C 07C 335/38

(21) Patenttihakemus - Patentansdkning 854790
SUOMI-FINLAND (22) Hakemispdivd - Ansékningsdag 03.12.85
(F1) (24) Alkupdivd - Lépdag 02.04.85
(41) Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 03.12.85
Patentti- ja rekisterihallitus () Rasskan st1aa0 oon utl sketften pubticerad  31.01.90

Patent- och registerstyreisen
(86) Kv. hakemus - Int. ansdkan HU85/00022

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet
03.04.84 HU 1324/84 19.03.85 HU 1324/84
(71) Hakija - Sdkande
1. Peremartoni Vegyipari Vidllalat, Peremartongydrtelep, Hungary, (HU)
(72) Keksijd - Uppfinnare

1. Vértesi, Csaba, 22, Lakatos u., Budapest, Hungary, (HU)
2. Molnar, Attila, 6/B, Varoskuti u., Budapest, Hungary, (HU)
3. Guczoghy, Lajos, 79, Vécsey u., Budapest, Hungary, (HU)

(74) Asiamies - Ombud: Seppo Laine Ky
(54) Keksinndn nimitys - Uppfinningens bendmning

Menetelmd terapeuttisesti kidyttdkelpoisten isotiuronium—suolojen valmistamiseksi
Forfarande for framstdllning av terapeutiskt anvindbara isotiuronium—salter

(56) Viitejulkaisut - Anféorda publikationer

US A 3960949 (C 07 C 129/16),
Int. J. Rad. Biol. vol. 10 (4) p. 343-352

(57) Tiivistelmd - Sammandrag

Tdmdn keksinndn mukaisesti saadaan aikaan yleisen kaavan

uzn-c—nu—§=u-n2'ux (D
P S-r!

mukaisia isotiuronium-suoloja (jossa kaavassa

R! on Ci-¢-alkyyli, Cy_g-alkenyyli, Cy_g-alkynyyli,
C3_g-sykloalkyyli, aralkyyli tai aryyli, jolloin mainitut
ryhmdt on valinnanvaraisesti substituoitu yhdells tai
useammalla hydroksilla, merkaptolla ja/tai halogeenilla,

R? merkitsee vetyd, Cj-g-alkyylid, C,_¢-alkenyyliid, Cog-
alkynyylid tai Cj_g-sykloalkyylid,

X mwerkitsee orgaanista tai epiorgaanista anionia.

Keksinngn mukaiset yhdisteet ja suolat voidasn valmistaa

saattamalla yleisen kaavan II

HoN~-C-NH~-C-NH-R2 (I1)
2
H

wmukainen yhdiste reagoimaan sellaisen alkylointiaineen kans-
sa, joka pystyy liittdmddn Rl-ryhmin.

Yleisen kaavan I mukaisilla yhdisteills on antituumori- ja
immunostimulanttinen vaikutus ja niitd voidaan kayttdd tera-

piassa.
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Medelst denna uppfinning ernds isotiuronium-salter med den
allménna formeln

-NH-C=N-R2*HX (1)

H,N
2
w SR

-C
P
N

(vari

Rl ir c1_6-a1ky1, CZ_G—alkenyl. Cz,e-alkynyl, C3_6—cyklo
alkyl, aralkyl eller aryl, varvid nimnda grupper ir val-
part substituerade med en hydroxi, merkapto och/eller
halogen eller flera dylika,

R2 betyder vite, Cj-p-alkyl, C,_g-alkenyl, C,yg-alkynyl
eller C3-6-cykloalky1,

X representerar en organisk eller oorganisk anjon.

Foreningarna enligt uppfinningen kan framstillas genom om~

sittning av en férening med formeln II

HZN—F-NH-C-NH-RZ (11)
fu

med ett alkyleringsmedel, som formdr infora en Rl-grupp.
Foreningarna med den allmdona formeln I uppvisar antitumdr-
och immunostimulerande verkan och dr nyttiga vid terapi.
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Menetelmd terapeuttisesti kdyttdkelpoisten isotiuronium-
suolojen valmistamiseksi

T4m#n keksinndn kohteena on menetelmd terapeuttisesti kdytts-
kelpoisten isotiuronium-suolojen valmistamiseksi. Mainitut
isotiuronium-suolat ovat uusia yhdisteit¥. N&ill¥d yhdisteilld
on kdyttdkelpoinen antituumori-, antiparasiittinen ja immu-
nostimulanttinen vaikutus ja niit# voidaan k&ytt#4 ihmisten
ja eldinten terapilassa.

Yleisen kaavan I

HZN-q-NH-?=N—R2-Hx (I)
S-rl

mukaiset yhdisteet, joissa Rl merkitsee metyyli¥, etyyli¥
tai bentsyyli4 ja R2 merkitsee vety#, ovat tunnettuja
(FR-patenttijulkaisu 788,429 ja DOS 2,426,683). Ndissd jul-
kaisuissa n&m48 yhdisteet on kuitenkin mainittu vain v&li-
tuotteina ja julkaisuissa ei puhuta mit#3n niiden biologi-
sesta aktiivisuudesta eikd n#iden yhdisteiden kdytdstd tera-
piassa.

Simons ja Davis (Int. J. Rad. Biol., Vol. 10, nro 4, 343 -
352) ovat tutkineet edelld mainituista patenttijulkaisuista
tunnetun S-etyyliguanyylitiourean vetybromidisuolan biolo-
gista aktiivisuutta. He p#d#tyiv#dt kuitenkin siihen tulok-
seen, ett¥ se ei ole merkittdv¥, "not significant".

US-patenttijulkaisusta 3,960,949 tunnetaan edelleen sellai-
sen kaavan I mukaisen yhdisteen k&yttd 1,2-biguanidien val-
mistuksen l4ht8aineena, jossa Rl merkitsee metyyli¥ ja R2

merkitsee etyylis. T&ss#k#d8n julkaisussa ei kuitenkaan mai-
nita mit44n t4min yhdisteen terapeuttisista ominaisuuksista.

T8m#n keksinn®n mukaisesti saadaan siten aikaan terapeutti-
sesti kdyttékelpoisia uusia yleisen kaavan I

HzN—ﬁ—NH-C=N—R2'HX (I)
NH -R1
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mukaisia yhdisteit8 (jossa kaavassa

Rl on C;_g-alkyyli, Cp_g-alkenyyli, Cz_g-alkynyyli
tai bentsyyli, jolloin mainitut alkyyliryhmdt on valin-
nanvaraisesti substituoitu yhdelld tai useammalla hyd-
roksilla, merkaptolla ja/tai halogeenilla,

R2 merkitsee vety#, Cj._g-alkyylis, C_g-alkenyyli¥ tai
C3-g-sykloalkyylid ja

X merkitsee halogeeni-ionia,

edellyttfien, ettd jos R2 merkitsee vetyd, Rl on muu kuin

metyyli, etyyli tai bentsyyli ja mik#li R2 on etyyli, R!

on muu kuin metyyli).

Kdsite "C;_g-alkyyli" merkitsee suoraketjuisia tai haarautu-
neita tyydyttyneits alifaattisia hiilivetyryhmid (esim. me-
tyyli, etyyli, n-propyyli, isopropyyli, n-butyyli, isobutyy-
1i jne.) K&site "C,_g-alkenyyli" tarkoittaa suoraketjuisia
tai haarauneita olefiinisi¥ tyydyttym&ttdSmi& ryhmid (esim.
vinyyli, allyyli, metallyyli jne.). K3site "Cy_g-alkynyyli”
merkitsee suoraketjuisia tai haarautuneita alifaattisia ryh-
mis, joissa on v#hint¥8n yksi kolmoissidos (esim. propargyy-
1i jne.). K&site "C3.g-sykloalkyyli" merkitsee syklisid tyy-
dyttyneitd alifaattisia hiilivetyryhmi& (esim. syklobutyyli,
syklopentyyli, sykloheksyyli jne.). K&site "halogeeni" mer-
kitsee fluori-, kloori-, bromi- ja jodiatomeja.

Esimerkkeins mainituista substituoiduista alkyyliryhmistd
voidaan mainita seuraavat ryhm#t: 2-kloorietyyli, 3-bromi-
propyyli, 2-hydroksietyyli, 3-kloori-2-hydroksipropyyli jne.

Yleisen kaavan I mukaisten yhdisteiden er##n# edullisena
ryhmdn4 ovat ne johdannaiset, joissa Rl on allyyli.

Er43n% toisena yleisen kaavan I mukaisten yhdisteiden edulli-
sena ryhm#n4 ovat ne johdannaiset, joissa Rl on 2-halogeeni-
etyyli.

R2 merkitsee sopivimmin vety#, metyylid, etyylid, n-propyy-
1i%, isopropyyli#, n-butyylid, allylid tai sykloheksyylid.
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X merkitsee sopivimmin etenkin kloridia, bromidia tai jodi-
dia.

Etenkin etusijalla olevia yleisen kaavan T mukaisten yhdis-
teiden edustajia ovat seuraavien johdannaisten farmaseutti-
sesti sopivat suolat:
N-aminoiminometyyli-S-propyyli-isotiuronium-suolat,
N-aminoiminometyyli-S-allyyli-isotiuronium-suolat,
N-aminoiminometyyli-S-(2-kloorietyyli)-isotiuronium-suolat,
N-aminoiminometyyli-S-(1l-kloori-2-hydroksipropyyli-isoti-
uronium-suoclat,
N-aminoiminometyyli-S-(3-klooripropyyli)-isotiuronium-suo-
lat ja
N-aminoiminometyyli-S-(2-hydroksietyyli)-isotiuronium-suo-
lat.

Edelleen etusijalla olevia yleisen kaavan I mukaisia yhdis-
teitd ovat N-aminoiminometyyli-N'-alkyyli-S-allyyli-isoti-

uronium-suolat, etenkin vastaavat N'-metyyli-, N'-etyyli-,

N'-n-propyyli- ja N'-isopropyyli-yhdisteet.

Esill¥ olevan keksinn®n mukaisesti saadaan aikaan menetelm#
yleisen kaavan I mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi, jon-
ka menetelm#n mukaan

yleisen kaavan IT

HzN—ﬁ-NH—ﬁ—NH-RZ (II)
NH S
mukainen yhdiste (jossa kaavassa R2 merkitsee samaa kuin
ylld) tai sen sopiva suola saatetaan reagoimaan alkylointi-
aineen kanssa, joka pystyy liitt#m##n Rl-ryhm#n, mieluummin
yleisen kaavan Rl-Y mukaisen alkylointiaineen kanssa (jossa
kaavassa Rl merkitsee samaa kuin ylld ja Y merkitsee poistu-
vaa ryhm&d, mieluummin halogeenia) ja tarvittaessa muunne-
taan ndin saatu tuote suolaksi saattamalla se reagoimaan
yleisen kaavan HX mukaisen hapon kanssa (jossa kaavassa X
merkitsee halogeeni-ionia).
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Mainitussa reaktiossa muodostuu isotiuronium-suoloja. Reak-

tiota seuraa yleens# N-alkyloitujen sivutuotteiden muodostu-
minen.

Menetelm#n er#%n edullisen toteutusmuodon mukaisesti yleisen
kaavan II mukaisia l%ht8aineita ei k3ytetd vapaassa emdsmuo-
dossa, vaan sopivan suolan, etenkin karbonaatin muodossa.
N4in N-alkyloitujen johdannaisten muodostuminen estyy, mik&
luultavasti johtuu siitd seikasta, ettd kehittynyt hiilidi-
oksidi v#hent#% vahvasti em#ksisen v&liaineen pH-arvoa.

Alkylointiaineena voidaan k#yttdd mieluummin vastaavia
alkyylihalideja tai dialkyylisulfaatteja, mutta yhtd hyvin
voidaan k&ytt#4 muita alkylointiaineita.

Reaktantteja voidaan k3ytt## ekvimolaarisina m3srind tai

alkylointiainetta voidaan 1lis&td ylim#&rdnd. Reaktiov&li-
aineena voidaan k#ytt#4 inerttej¥ orgaanisia livottimia,

sopivimmin alkoholia, alifaattista ketonia, alifaattista

nitriilid tai eetterid.

Reaktio voidaan suorittaa atmosf#irisessd paineessa ja
20...80°C:n l&mpdtilassa.

Menetelm#n er#3n edullisen toteutusmuodon mukaisesti
yleisen kaavan II mukaiset 13ht8aineet ja alkylointiaine
saatetaan reagoimaan 1:1...1:1,8 moolisuhteessa vedettSmdssd
etanolissa, asetonitriilisss, dimetyyliformamidissa, aseto-
nissa tai eetterissd 20...30°C:n l&mp&tilassa.

Yleisen kaavan II mukaiset l3ht8aineet ovat tunnettuja tai
ne voidaan valmistaa sin#ns# tunnettujen menetelmien
mukaisesti. Niinp4 N-aminoiminometyyli-tiourea voidaan val-
mistaa helposti saattamalla disyaanidiamidi reagoimaan vety-
sulfidin kanssa (Houben-Weyl VIII., 214). Yleisen kaavan II
mukaiset N—aminoiminometyyli-N'-alkyylitiourea—johdannaiset
voidaan valmistaa saattamalla guanidiiniem#s reagoimaan vas-
taavan alkyyli-isotiosyanaatin kanssa (Us-patenttijulkaisu
4,009,163).
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Voidaan my8s ajatella edells esitetystd menetelmisty polkkea-
via ratkaisuja yleiskaavan I mukaisten yhdisteiden valmista-
miseksi. Niinp4 yleiskaavan IV

HZN-ﬁ—NH=(':= NH (IV)
NH S-Rl

mukaiset yhdisteet (jotka muodostavat yleisen kaavan I mu-
kaisten yhdisteiden rajoitetumman alaryhm#n, R2 on vety)
voidaan valmistaa saattamalla kaavan III

HzN—'C‘-NH—CEN : (III)
NH

mukainen yhdiste reagoimaan yleisen kaavan R1-SH mukaisen
tioalkoholin kanssa (kaavassa Rl merkitsee samaa kuin yllg).
Reaktantteja voidaan k8yttd4 ekvimolaarisina m#3rin4 tai
voidaan k#ytt#4 yleisen kaavan R1-SH mukaisen tioalkoholin
ylim&83r84. Reaktiov8liaineena voidaan k&ytt#4 alkoholia,
etenkin metanolia. Reaktio voidaan suorittaa tarvittaessa
paineessa. Sopivimmin ty%skennell##n 1...5 bar:n paineessa
ja 20...100°C:n l8mp8tilassa. Kaavan III mukaiset lX%ht&ai-
neet voidaan valmistaa sinsns¥ tunnetuilla menetelmilli.

Ndin saatu tuote voidaan muuntaa farmaseuttisesti sopivaksi
suolaksi, joka on muodostettu halogeenivetyhapon kanssa.
Suolanmuodostusta varten voidaan k&ytt#% mieluummin kloori-
vetyhappoa tai bromivetyhappoa.

Yleisen kaavan I mukaisilla yhdisteill¥ on antituumori- (eli
kasvaimia est#dvi¥) ja antiparasiittisi¥ immunostimulanttisia
ominaisuuksia. Aktiivisuuden voimakkuus ja suunta ja toksi-
suus riippuvat molekyylin substituenteista.

On tunﬁettua, ettd gutimiinia, joka on rakenteellisesti 14-
heinen yleisen kaavan I mukaisille yhdisteille, on kokeiltu
antihypoksiaalisena aineena [C.A. 66, 452,929 (1972);
Pathol. Phys. Exp. Ther. 10, (6)] ja farmakologisissa ja
kliinisiss¥ testeiss4 aineena, joka saa aikaan mikroveren-
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kiertoh8iri8it8 (Gematol. Transfusiol. (1984), 29 (1),
49-52).

On todettu, ett# yleisen kaavan I mukaiset yhdisteet pysty-
v48t palauttamaan organismin v#hentyneen luonnollisen imuuni-
j4rjestelmén normaaliin arvoon tai lis#&m&&n sitd yli nor-
maalin tason.

N3in eldinten ja ihmisten organismilla on immuunijérjestelmd
(esim. tuumoria eliminoiva j¥rjestelm#). Kun mainitun j&r-
jestelm#n aktiivisuus on v&hentynyt tai se lakkaa toimimas-
ta, erilaisia tauteja ja tuumoreita ilme##. Yleisen kaavan I
mukaiset yhdisteet aktivoivat luonnollisia immuunijirjestel-
mi¥ ja siten niit# voidaan k#ytt#4 kaikissa tapauksissa,
joissa on toivottavaa lis&t# immuunijdrjestelmin vdhentynyt-
t4 aktiivisuutta ja nostaa edelleen sen normaalia aktiivi-
suutta.

Yleisen kaavan I mukaisilla yhdisteilld on muita kdytt&kel-
poisia biologisia vaikutuksia, esim. ne parantavat mikrove-
renkiertoh#iri®its, sitovat terveydelle haitallisia radikaa-
leja, parantavat happivajetta k#rsivien solujen toimintaa ja
pidentdv&t niiden kestoikdd.

Yleisen kaavan I mukaisten yhdisteiden biologinen aktiivi-
suus esitetX#n seuraavien testien avulla. Todettakoon kui-
tenkin, ett# kaikkia eritt#in aktiivisten yhdisteiden vaiku-
tuksia ei ole esitetty.

vaikutusten testauksesta

Immunologiset testit:

Lymfosyytit. Lymfosyytit eristettiin Ficoll-Uromiro- (B8yum
1968) gradientilla terveiden luovuttajien ja sellaisten po-
tilaiden laskimoverest4, jotka sairastivat pahanlaatuista
imukudoskasvainta ja vastaavasti etdispesdkkeitd muodostavia
kiinteit4 kasvaimia. Kun valittiin viimeksi mainittuun ryh-
m&3n kuuluvia potilaita, otettiin huomioon véhentyntyt ADCC-
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ja NK-aktiivisuus. Fagosyytit poistettiin k&sittelem#l1li
rautajauheella ja magneetilla.

ADCC. ADCC mddritettiin Perlamannin & Perlamannin menetelm&n
(1970) mukaisesti pienin muunnelmin (L&ng et al, 1981). Ka-
nanpoikien erytrosyyttej4, jotka oli merkitty 105 Slcr:lla
ja pddllystetty antikananpoikaerytrosyytti-kaniiniseeru-
milla, inkuboitiin lymfosyyttien kanssa 4 tunnin ajan
37°C:ssa. Kun reaktio oli pys&htynyt, sentrifugoitujen solu-
jen emdliuoksen aktiivisuus md&ritettiin gamma-laskimella.
Kromin vapautumisnopeus ilmaistiin sytotoksisuus-indeksill¥
(CI %). Tdmd arvo laskettiin yhdess8 aikaisemmista julkai-
suistamme m#¥ritellylld tavalla (La&ng et al, 1980) - (ks.
taulukko I).

NK: NK-aktiivisuus m88ritettiin Jondalin ja Prossin menetel-
mdlld (1975) k&ytt&m&l13 pienehkdj¥ muutoksia (Lang et al,
1981). K-562-kasvainsoluja, jotka oli merkitty 5lcr:1la, in-
kuboitiin efektorisolujen kanssa TC 199 nestem#isessi ravin-
tovdliaineessa, joka sis¥lsi 10 % dekomplementoitua vasikan
seerumia. Kun reaktio oli p&dttynyt, sentrifugoitujen solu-
jen em#liuoksen radioaktiivisuus (kromin vapautuminen) las-
kettiin gamma-laskimella. Aiottujen solujen kuoleminen
(sytotoksisuus-indeksi %) ilmaistiin kokeessa tapahtuneen
vapautumisen ja spontaanin vapautumisen erona.

Tilastolliset laskelmat suoritettiin monon#dytetestin avulla.
Useilla yleisen kaavan I mukaisilla yhdisteills on erinomai-
nen immunostimulanttinen vaikutus (esim. esimerkkien 10, 11
ja 15 mukaisesti valmistetuilla yhdisteill¥). Mainitut yh-
disteet pystyvdt 1lis88m&3%n normaalia ja voimakkaasti
vdhentynyttd NK- ja K-soluaktiivisuutta, jopa yli normaalin
tason. Mainittu vaikutus voi olla niin voimakas, ett¥ syto-
toksinen aktiivisuus, joka on v&hentynyt kymmenesosaan
alkuperdisestd arvosta, voidaan palauttaa alkuperdiselle ta-
solle (taulukko II).

Annosalueella, joka vastaa odotettua ihmisen plasmakonsent-
raatiota, yleisen kaavan I mukaiset yhdisteet 1lis&4v&t ih-



8 80259

misten lymfosyyttien NK- ja K-soluaktiivisuutta ja paranta-
vat vastaavasti NCMC- ja ADCC-reaktiota annoksesta riippu-
vaisella nopeudella. Muiden immunologisten testien alusta-
vien tulosten mukaisesti yhdisteet lis#&vdt blastos-
transformaatiota ja -migraatiota.

Suoritettaessa substituutio typpiatomeissa molaarinen suh-
teellinen immunostimulanttinen vaikutus v&henee yleensd suh-
teessa toksisuuteen.

Koska kasvaimia sairastavien potilaiden sytotoksinen aktii-
visuus v#henee verrannollisesti sairauden tilan suhteen ja
lis#ksi se v#henee edelleen tavanomaisten sytostaattisten
hoitojen ansiosta, on eritt#in t#rke##, ettd yleisen kaavan
I mukaisilla yhdisteills on vahva immunostimulanttinen vai-
kutus eiv#tk4 ne ole immunodepressoreita. T&mi voi olla
erittidin t4rkeds toipumisen kannalta.

Leukosyyttien migraatio:

Leukosyyttien spontaani (satunnainen) migraatio mitattiin
agaroosimikropisaroilla McCoy et al:in menetelmén mukaisesti
(1977) suorittamalla muutamia pienehk$j4 muunnelmia (Kalmar
ja Gergely, 1982).

2 ml agaroosipisaroita (0,2 %) sijoitettiin migraatiolevyille
(Greiner, Saksan Liittotasavalta). TC 199 nestemdistd ravin-
tovdliainetta lis#ttiin ja levyt suljettiin ilmatiiviisti.

24 tunnin kuluttua migraatioalue mitattiin stereomikroskoo-
pilla. Migraatioalue ilmaistiin mm2:n¥.

Leukosyyttien migraatio:

Terveiden luovuttajien polymorfiytimisten solujen suoraa
(satunnaista) migraatiota lis&ttiin esimerkkien 10, 11 ja 13
mukaisilla yhdisteills. Optimiannos oli 1,0 ug/ml. Korkeam-
massa annoksessa (10 ug/ml) vaikutus oli v&hemmdn selvd
(taulukko III).



9 80259

Mitogeeni-indusoitu blastos-transformaatio:

Lymfosyyttejd viljeltiin TC 199 nestem#isessi ravintovi&liai-
neessa, jota oli tdydennetty 10 %:1la dekomplementoitua vasi-
kan seerumia, antibiooteilla ja 25 mH HEPES:i114 (Serva).

200 ul solususpensiota, joka sis#lsi 2-:105 lymfosyyttejs,
sijoitettiin mikrolevylle (valmistaja Sterilin, Iso-Britan-
nia); viisi rinnakkaisvertailua suoritettiin.

2 ja vastaavasti 10 ug/ml Phytohaemagglutinine:aa (Leucoag-
glutinine; valmistaja Pharmacia, Ruotsi) ja 25 ug/ml Conca-
navalini A:ta (Carbiochem) lis#ttiin viljelyihin; yl14 ole-
vat arvot on ilmoitettu suhteessa lopulliseen konsentraati-
oon. Viljelmid viljeltiin 37°C:ssa 72 tunnin ajan. Kahdeksan
tuntia ennen viljelyjakson p#3ttymist4 n&ytteisiin lis#ttiin
0,5 uCi 3H-tymidiinij (Chemapol. Tsekkoslovakia). Inkubaa-
tio pysdytettiin j&4dyttd&m#114 viljelm&t. Sulamisen j4lkeen
ndytteet suodatettiin automaattisessa korjuulaitteessa
(Dynatech). Ndytteiden radioaktiivisuus mitattiin tuikeaine-
laskimella. Aktiivisuus ilmaistiin cpm:n& (taulukot IV ja
V).

Tilastollinen analyysi

Merkittdvyys m&&ritettiin monon#yte-2T2-testin avulla. Esi-
merkin 10 mukaisella tuotteella saadut tulokset on esitetty
taulukoissa I, II ja III.

Alustava nopea testi antituumori- ja immunostimulanttisen
vaikutuksen médrittidmiseksi

Tdmd menetelmd suoritettiin laboratorioissamme suuren n#yte-
mddrdn testaamiseksi nopeasti. Koiraspuolisia CFLP-hiiri
(keskimddrdinen paino 30 g) inokuloitiin i.p. nelj%113 mil-
joonalla askiiteslymfoomasoluilla.

Testissd kdytettiin niit¥4 el&imi¥, joissa oli kehittynyt
neljédntend p4iv&n¥ helposti n#kyv4 kasvain - s.o. askiites.
Vdhintd8n 10 el&int4 k&ytettiin jokaisessa ryhm#ss¥ ja hii-
ret kdsiteltiin oraalisesti LDggp-arvon kymmensosalla.
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24 tuntia oraalisen k#sittelyn j&lkeen tulokset arvioitiin
Giemsa-vdrj4tylls askiites-voiteluaineella sytologisen ana-

lyysin perusteella. Kontrolliryhm#ssd k8ytettiin sama mddrd
eldimi¥ kuin k#sitellyss¥ ryhmdssd.

Arvioitiin kasvainsolujen vauriot, organismin aktivointi ja
mahdolliset toksiset vaikutukset.

Arvioitaessa antituumorivaikutusta kuolleiden ja ehjien kas-
vainsolujen prosenttisuhde arvioitiin. Tulokset ilmaistiin
seuraavan asteikon mukaisesti:

Kasvainsolujen kuolemisnopeus vaikutus

0...30 el vaikutusta
30...70 % keskivahva vaikutus
70...100 % vahva vaikutus (esto)

Organismin immuunijirjestelm&n kasvu arvioitiin neutrofii-
listen granulosyyttien, lymfosyyttien ja makrofagien m3drdn
ja aktiivisuuden perusteella, joita esiintyi askiites-tuumo-
risoluissa ja jotka olivat mukana immuunij¥rjestelmdssd. Im-
muunijirjestelmsn aktiivisuus ilmeni nopeudella, jolla yll&d
mainitut askiitesissi olevat solut muodostavat plasmasilta-
sidoksen kasvainsolujen kanssa. T&m&n arvioinnin mukaisesti,
jos ei ole mit&#n eroca mainittujen solujen m3#3r4ssd eikd ak-
tiivisuudessa, ei voida todeta mit##n kasvua kontrolliin
verrattuna. Keskivahva vaikutus havaittiin, jos solumd&rédn
ja aktiivisuuden kasvu kontrollin suhteen oli 20 %. Vaikutus
oli vahva, jos immuunijirjestelmén solum&drdn ja aktiivisuu-
den kasvu oli yli 20 % korkeampi kuin kontrollin (taulukko
VII).

Toksisuus m#&ritettiin arvioimalla neutrofiilisten granulo-
syyttien ja lymfosyyttien morfologiset muutokset, plasman
verisuonitus, tuman fragmentoituminen, polysegmenttien muo-
dostus ja toksinen granuloituminen. Toksisuus ilmaistiin
seuraavan asteikon mukaisesti:
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Havaitut tulokset toksisuus

el ylld mainittuja muutok-

sia omissa soluissa ei toksisuutta
20 %:n muutoksia keskisuuri toksisuus
yli 20 %:n muutoksia korkea toksisuus

Antituumorivaikutuksen testaus
1. In vitro:

K-562 ihmisen erytroleukemia-solujen ja P-388 hiiren
lymfoomasoluviljelyj& k&siteltiin 1 - 100 ug/ml:1lla testi-
ainetta. '

2. In vivo:
a) NK-ly-askiites-lymfooma

1 miljoona Németh-Kellner-askiites-lymfooma-soluja siirret-
tiin i.p. 20 koiraspuoliseen CFLP-hiireen (keskim#4r#inen
paino 30 g). [Uutta hiiren askiites-tuumoria k&ytettiin seu-
lontavdlineend. Neoplasma 8, 337 (1961)]. Puolet el&imist#
toimivat kontrollina ja loput k#siteltiin LDgg-arvon kymme-
nesosalla erilaisia yleisen kaavan I mukaisia yhdisteit¥
pP.o. . ja i.p. yhten& ja vastaavasti viiten# seuraavana p&#ivi-
nd. (Jos LDgp-arvon kymmenesosa oli tehokas, k#ytettiin
pienempdd annosta). K&sitteltdv8ss4 ryhm#ss¥ suoritettiin
askiites-voiteluaineen sytomorfologinen m#3ritys 24 tunnin
kuluttua ja vaurioituneiden ja vastaavasti kuolleiden solu-
jen suhde arvioitiin. 5 p4ivén ajan k&sitellyiss¥ el4dimiss¥
mddritettiin eloonjd¥ntimdsry.

b) Li210-kasvain

106 L1210-kasvainsoluja siirrettiin i.p. 20 naaraspuoliseen
BDF;-hiireen (paino 20 g). K4sittely aloitettiin 24 tuntia
kasvaimen siirron j#lkeen ja sit4 jatkettiin 8 p#ivin ajan.
Jokainen ryhm# koostui 5 eldimest4; annos: 5, 50 ja 500



12 80259

mg/kg p.o. p&ivittdin. Kontrolliryhm#ss& oli samoin 5 eldin-
t4. Eloonjdintim48rsd tarkkailtiin.

c) Lewis-pitk#aikaiskasvain

Jokaisessa ryhm#ss¥ k&ytettiin 6 eldintd. Annos: 5 ja 50
mg/kg. Kontrolliryhm#ss& oli samoin 6 eldintd. Testiss¥ k8y-
tettiin naaraspuolisia CgyBl-hiirid (paino 20 g).

Kasvain siirrettiin s.c. oikean jalan lihakseen. 10 pdivdn
kuluttua jalka amputoitiin, oraalinen kd&sittely kdynnistet-
tiin ja sitd jatkettiin 9 pdivdn ajan. El4imet tapettiin ja
etdispesdkkeet laskettiin stereomikroskoopilla.

d) Erilajisia koiria, joilla oli spontaani rintasydpd (duc-
tus cc.), k&siteltiin 4 viikon ajan 1...10 mg/kg:n oraali-
silla testiaineiden annoksilla. Testileikkaus suoritettiin
ja kudosniytteet ker#dttiin histologista analyysid varten.

Esimerkkien 10, 12, 13, 14, 22, 23, 29, 30, 31, 33 mukaisil-
la yhdisteilld on erinomainen antituumorivaikutus. N&din esi-
merkin 10 mukainen yhdiste est&4 ihmisen K-562 erytroleuke-
mia-solut kudosviljelyiss¥ 4 ug/ml:n konsentraatiossa.
Toisaalta t#md yhdiste est#4 P-388-solujen uudiskasvua aino-
astaan 40 ug/ml:n konsentraatiossa ja korotettaessa konsent-
raatio 400 ug:aan/ml, aktiivisuudesta ei tule vahvempaa.
Suuren aktiivisuuden omaavilla yhdisteilld on annoksesta
riippuvainen vaikutus 0,5...5 ug/ml:n konsentraatiossa, kun
taas alhaisen aktiivisuuden omaavat yhdisteet eivdt ole
annoksesta riippuvaisia. In vivo-testien mukaisesti t&mdn
yhdisteryhm&n j4senet eivdt ole joko ollenkaan aktiivisia
Li10-kasvainta vastaan tai vain hyvin pienessd mddrin.

vhdisteet vihent#vdt merkitt#visti Lewis-pitk#aikaiskasvai-
men keuhkoet&ispes#kkeiden m&4r34. Yhdisteet 10, 12, 13, 14,
22, 23, 39 ovat tehokkaita annoksessa, joka on alhaisempi
kuin LDgg-arvon kymmenesosa. Esimerkin 13 mukainen yhdiste
vdhent44 50 %:1la keuhkometastaasien mddrdd jo 5 mg/kg:n
annoksessa ja t&m# tulos on eritt#in merkittdv# sen seikan
johdosta, ettd LDgg = 2380 mg/kg.
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On todettu, ettd vaikutusta voidaan vahvistaa suuremmassa
m838rin toistamalla hoito kuin lisd#m#l1l4 annosta.

Esimerkkien 10, 12, 13, 17, 22, 39 mukaiset yhdisteet
osoittautuivat aktiivisiksl Nk-ly-askiites-kasvaimen suhteen
konsentraatiossa, joka oli alle kymmenesosan LDgg-arvosta.
Viimeksi mainitut yhdisteet lis#8v&t eloonj&4ntid ja elin-
1k4% annoksen mukaan. N&%i114 yhdisteill& on immunostimulant-
tinen vaikutus pieniss& annoksissa, kun taas korkeammissa
annoksissa suora antituumorivaikutus ilmenee samoin. Ndin
esimerkin 10 mukaisilla yhdisteill¥ on immunostimulanttinen
vaikutus 25 mg/kg:n annoksissa. Esimerkin 10 mukainen yhdis-
te on sytotoksinen 250...500 mg/kg:n annnosalueella. Yleisen'
kaavan I mukaiset S-allyyli-, S-1-kloori-2-hydroksipropyyli-
tai S-1-bromi-2-hydroksi-propyyli-substitucidut yhdisteet
ovat erittdin aktiivisia koirien spontaaneja rintakasvaimia
vastaan. 3...4 viikkoa kestdvén kdsittelyn j8lkeen eldvidstd
kudoksesta otetussa ndytteessd todettiin tunkeutuvan luon-
teen omaavaa lymfosyyttien ja neutrofiilisten granulosyyt-
tien, makrofagien ja silloin t&118in eosinofiilisten granu-
losyyttien soluinfiltraatiota kasvaimissa (ductus cc.).
Kasvainsoluissa havaittiin rappeutumista osoittavia muutok-
sia ja voimakasta hajoamista.

NK-solut muodostavat plasmasiltasidoksia kasvainsolujen
kanssa ja t&m3 saa aikaan kasvainsolujen plasman solurakku-
lan rappeutumista ja tuman DNS-rakenteen suurta ohenemista.
Tuma-plasma-suhde muuttuu, tumat paisuvat voimakkaasti ja
plasman basofiilisyys eli em#shakuisuus pienenee.

Noin nelj4sosassa tapauksista leukosyyttien tunkeutuminen
kasvaimeen on mit&ttém&n pieni; toisaalta kasvainsolut ovat
paisuneet ja lasimaisesti rappeutuneita. Solujen vdliseen
rakenteeseen saostuu hyvin suuri m#&rd lasimaisesti
v8rjdytynyttd materiaalia.

Annettaessa esimerkin 10 mukaista yhdistett¥ oraalisesti 30
...120 mg:n pdivittdisend annoksena (0,5 - 2 mg/kg) 6...12
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kuukauden ajan havaittiin merkittdvd parannus tai vastaavas-
ti toipuminen rintasy®v&n, munasarjasy®vd@n ja haimasydvan
aiheuttamien ihmisen luumetastaaseissa.

Antituumorivaikutuksen testauksesta yhdistelmissd
1) Yhdistelm&t tunnettujen sytostaattisten aineiden kanssa:

Erilaisia sytostaattisia eli solun kasvua ehkdisevid ainei-
ta, joilla oli biologinen alkylointivaikutus, annettiin
yhdess8 yleisen kaavan I mukaisten yhdisteiden kanssa CFLP-
hiirille, joilla oli NK-ly-askiites-kasvain. Sytostaattiset
aineet annettiin oraalisesti, intraperitoneaalisesti tai
intravens8sisesti annoksena, joka vastasi viidesosaa tai
kymmenesosaa LDggp-arvosta tai tekniikan tasolla tehokkaim-
maksi esitettyn# annostuksena. Yleisen kaavan I mukaiset yh-
disteet annettiin oraalisesti annoksena, joka vastasi kymme-
nesosaa tai kahdeskymmenesosaa LDgg-arvosta, yhtend annokse-
na tai useina kertoina 48 tunnin kuluttua sytostaattisella
aineella suoritetun k#sittelyn j#lkeen. N&in annettiin syk-
lofosfamidin, karnomustiinin, degranolin, dibromidulsitolin
ja dibromimannitolin yhdistelmi# toisaalta ja toisaalta esi-
merkkien 10, 12, 13, 14, 15, 22, 23, 39 mukaisia yhdisteitd.
Verrattuna ainoastaan tunnetuilla sytostaattisilla aineilla
k&siteltyyn kontrolliryhm&4n antituumorivaikutus vahvistui
ja immunodepressio vaheni.

2) Yhdistelm# tunnettujen vitamiinien kanssa:

Yleisen kaavan I mukaisia isotiuronium-suoloja voidaan te-
hokkaasti yhdistell& vitamiinien A ja D3 keskisuurien an-
nosten ja vitamiinin C suurien annosten kanssa. Hyvid tulok-
sia saatiin sek¥ farmakologissaltesteissa ettd ihmisten
kliinisissd tapauksissa.

3) Yhdistelm# tunnettujen hormonien kanssa:

K4sitelt8ess4 hormoni-riippuvaisia kasvaimia yhdistelmd
osoittautui kayttdkelpoiseksi sekd férmakologisissa testeis-
s4 ettd ihmisten kliinisissd tapauksissa.
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4) Kdyttd kirurgiassa:

Yleisen kaavan I mukaisia yhdisteit¥ kdytettiin onnistunees-
ti farmakologisissa testeiss4 kiinteiden kasvaimien tapauk-
sessa kirurgiseen esi- ja j#lkihoitoon (NK-ly kiinted,
Yosida). Voidaan todeta farmakologisten testien perusteella,
ett4 yleisen kaavan I mukaiset yhdisteet ovat luultavasti
sopivia my8s k#ytettdviksi ihmisten kirurgiassa esi- ja j41-
kihoidossa.

Antiparasiittivaikutuksen testaus:

Yleisen kaavan I mukaisia yhdisteitd annettiin oraalisesti
koirille, jotka oli infektoitu punkeilla (Ixodes ricinus)
kolmen p&iv#n ajan. N8in N-aminoiminometyyli-S-allyyli-iso-
tiureniumhydrokloridia annettiin oraalisesti 1 - 2 mg/kg ja
punkkien kuolinm#8rd rekister8itiin. 6 - 8 tuntia yleisen
kaavan I mukaisen aktiivisen aineen antamisen j#lkeen kaikki
punkit olivat kuolleet koirissa.

Vapaiden radikaalien sitominen:

Esimerkkien 9, 10, 15 ja 24 mukaiset yhdisteet vdhentdvit
merkittivdsti vetyperoksidin, orgaanisten peroksidien ja
biologisten alkylointi- (vapaan radikaalin muodostavien)
aineiden toksisuutta (LDgg). Perustuen yleisen kaavan I mu-
kaisten yhdisteiden edullisiin toksisuusarvoihin ne ovat
sopivampia vapaiden radikaalien sitomiseen ja suojaavat pa-
remmin s#teilyltd kuin tunnetut isotiurenium-johdannaiset,
jotka saadaan vastaavasta tioureasta.

Kardioprotektiivinen vaikutus isoprenaliini-nekroosissa:

5 mg/kg isoproterenolia annettiin i.p. koiraspuolisille CFY-
rotille (paino 250-300 g). Jokaisessa ryhmdssé& oli 10 eldin-
t%. Osa eliimistd toimi kontrollina ja loput k&siteltiin 1...
5 mg:114/kg i.p. tai 10...50 mg:1ld/kg p.o yhdistettd n:o
13. Kahden viikon kuluttua syd#met tutkittiin histologises-
ti. Syd#nlihaksen kuolioituneiden ja terveiden alueiden
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suhde mddritettiin. Todettiin, ett# kaikki k&sittelyt ylei-
sen kaavan I mukaisella N-aminoiminometyyli-S-allyyli-iso-
tiurenium-hydrokloridilla tuottivat kuolion eli nekroosin
merkittédvdn v8henemisen.

Vaurioituneella alueella testiyhdiste saa oletettavasti
aikaan vaikutuksensa sitomalla neutrofiilisten granulosyyt-
tien tuottaman vetyperoksidin. Tdss& mallissa muilla vapaita
radikaaleja sitovilla ja antioksidanttimolekyyleill¥ on sa-
manlainen vaikutus.

Vaikutus verenkiertoon ja hengitykseen:

Esimerkin 10 mukainen yhdiste i.v. 10 mg/kg-annoksena annet-
tuna ei vaikuta huomattavasti sellaisten kissojen hemodynaa-
misiin parametreihin ja hengitystoimintaan, joilla oli avat-
tu ja suljettu rinta. Seuraavat parametrit testattiin:
kammio- ja #8reispaine, syddmen lydntitiheys (toiminta) EKG,
tilavuus/minuutti, supistuvuus, hengitystilavuus, hengitys-
nopeus ja vastus. Yli 10 mg/kg:n intravend8sisessd annokses-
sa vasen kammiopaine ja ly®ntitiheys v&heniv&t. 50 mg/kg:n
annoksessa vaikutukset olivat merkittdvid ja pitk¥8n kest&-
vid. 100 mg/kg:n i.v.-annoksessa havaittiin voimakkaita he-
modynaamisia muutoksia, mutta kissat eiv#t menehtyneet.

N-(aminoiminometyyli)-S-allyyli-isotiuronium-suolojen
(halogenidien) vaikutukset (yhdiste A).
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Yleisen kaavan I mukaisten yhdisteiden 24 tunnin akuutti

toksisuus
Esim. R2 Rl LDgg mg/kg 1i.p.
n:o p.o.
9 H propyyli 28001260
20 H butyyli 2700£310
19 H i-propyyli 2260%210
21 H i-amyyli 22601241
12 H 2-kloorietyyli 1120+140
22 H 2-bromietyyli 1050+280
13 H l-kloori-2-OH-pro-
pyyli 12401160
14 H 3-klooripropyyli 1210£180
23 H 3-bromipropyyli 9801640
15 H 2-hydroksietyyli 3280+460 1680£210
24 H l-oksipropyyli 28601180
10 H allyyli 2380%320 320%30
38 H metallyyli 1640+210
17 metyyli allyyli 600154 756,3
29 etyyli allyyli 780162 8417,6
18 isopropyyli allyyli 280126 324
39 allyyli allyyli 380141 3614
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Taulukko VII
Testiyhdiste antituumori- immunostimu- toksinen
esim. n:o vaikutﬁs lanttinen vaik. vaikutus
9 keskisuuri keskisuuri 0
20 keskisuuri keskisuuri 0
19 keskisuuri keskisuuri 0
21 keskisuuri keskisuuri 0
12 vahva heikko 0
22 vahva heikko 0
13 vahva heikko 0
14 vahva heikko 0
23 vahva heikko 0
15 keskisuuri vahva 0
24 keskisuuri keskisuuri 0
10 vahva vahva 0
38 keskisuuri keskisuuri 0
17 vahva heikko 0
29 keskisuuri keskisuuri 0
18 vahva heikko 0
39 vahva heikko 0
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Farmaseuttiset koostumukset voidaan valmistaa sindnsd farma-
seuttisessa teollisuudessa tunnetuilla menetelmilld. Yleisen
kaavan I mukaiset aktiiviset aineosat voidaan viimeistelld
kapselien muodossa, joihin on sekoitettu tavanomaisia ylei-
sesti k&ytettyj# apuaineita (liukuaineita jne.): kapselit
voidaan valmistaa k#ytt#m#ll¥ automaattisia kapselointiko-
neita. Farmaseuttiset valmisteet voidaan valmistaa myds jau-
heampullien muodossa, injektioita ja infuusioita varten pa-
renteraalisina koostumuksina; ndmd koostumukset voidaan val-
mistaa my&s sin#nsd tunnetuilla menetelmills. Liuottimena

voidaan k#dytt#3 tislattua vettd tai fysiologista suolaliuos-
ta.

Yleisen kaavan I mukaiset aktiiviset aineosat voidaan vii-
meistell¥ my8s voiteen muodossa, etenkin lyofiilisin8 voi-
teina. Yleisen kavan I mukaiset aktiiviset aineosat, jotka
tuoksuvat voimakkaasti, voidaan viimeistelld mieluummin mik-
rokapseloinnin avulla, esim. muodostamalla syklodekstriiniin
sis&llytettyj8 komplekseja.

Farmaseuttiset koostumukset voivat sisdltdd my&s yleisen
kaavan I mukaisen yhdisteen lis#ksi yhtd tai useampaa tun-
nettua biologisesti aktiivista ainetta aktiivisena aineosa-
na.

Farmaseuttisia koostumuksia voidaan k8yttdd sekd ihmisten
ettd elXinten terapiassa. Kiytettdessd immunostimulanttina
oraalinen tai rektaalinen annos voi olla mieluummin noin
0,5 - 25 mg/kg. Paikalliseen kdsittelyyn k4ytetdsn mieluum-
min suurempia annoksia.

Teollinen soveltuvuus:

Keksinndn koskee etup##ssd uusia yhdisteits, joilla on
antituumori- ja immunostimulanttinen vaikutus.

T#m&n keksinndn muita yksityiskohtia on esitetty seuraavissa
esimerkeissd rajoittamatta suojan piirid esimerkkeihin.
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L3ht8aineet

Esimerkki 1
N-aminoiminometyylitiourea-karbonaatti

84,0 g (1,0 moolia) disyaanidiamidia ja 300 ml vett4d laite-
taan autoklaaviin. Suljettuun autoklaaviin johdetaan 34,0 g
(1 moolia) kaasumaista vetysulfidia seuraavalla tavalla:
20°C:n l&mpStilassa johdetaan niin paljon vetysulfidikaasua,
ettd paine autoklaavissa on 1,5 baaria. Kaasun johtaminen
lopetetaan ja autoklaavi l#mmitet#%n hitaasti 80°C:seen.
Tdlld vdlin kaasumaista vetysulfidia johdetaan sellaisella
nopeudella, ettd autoklaavissa tulisi olla vakiosuuruinen
1,5 baarin paine. Sen j&lkeen kun koko vetysulfidikaasumdiri
on johdettu autoklaaviin, autoklaavi pidet#d8n 80°C:ssa, kun-
nes paine laskee 0,3...0,4 baariin. Reaktioseos j&&hdytet&&n
20°C:seen, huuhdellaan typelld ja suodatetaan. Kirkas suodos
ja8hdytetd8n 0°C:seen ja hiilidioksidikaasua lasketaan
sis88n. Saostunut valkoinen kiteinen N-(aminoiminometyyli)-
tiourea-karbonaatti suodatetaan pois, pestdin vedelld ja
kuivataan 60-80°C:ssa. N&in saadaan 100 g haluttua yhdistet-
td, saanto 67 %, sp. 127...129°C.

Ndin saadun tuotteen IR-spektrid verrataan yhdisteen vakio-
ndytteen IR-spektriin.

Esimerkki 2
N-aminoiminometyyli-N'-metyylitiourea-karbonaatti

Liuokseen, jossa on 5,9 g (0,1 moolia) guanidiiniemdstd ja
30 ml asetonia, lis&t&3&n liuos, jossa on 7,3 g (0,1 moolia)
metyyli-isotiosyanaattia 10 ml:ssa asetonia. Isotiosyanaat-
ti-liuos 1lis&t¥¥n sellaisella nopeudella guanidiini-liuok-
seen, ettd seoksen ld&mpdtila el pd¥se nousemaan yli 40°C.
Reaktioseoksen annetaan seistd 40°C:ssa 4 tunnin ajan,
minkd j&lkeen liuotin poistetaan tyhj8ss&. J¥ljelle jd&vi
vaaleankeltainen 8ljy suspendoidaan veteen, jolloin saadaan
opaakki liuos. Hiilidioksidikaasua johdetaan ndin saatuun
liuokseen ja haluttu yhdiste saostuu valkoisten kiteiden
muodossa. Saanto: 12,0 g (73,5 %). Sp.: 132...134°C.
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Esimerkit 3 - 8

Vastaavalla tavalla kuin esimerkissd 2 voidaan valmistaa
seuraavat yhdisteet:

3. N-aminoiminometyyli-N'-etyylitiourea-karbonaatti,

4. N-aminoiminometyyli-N'-n-propyylitiourea-karbonaatti,

5. N-aminoiminometyyli-N'-isopropyylitiourea-karbonaatti,
6. N-aminoiminometyyli-N'-n-butyylitiourea-karbonaatti,

7. N-aminoiminometyyli-N'-allyylitiourea-karbonaatti,

8. N-aminoiminometyyli-N'-sykloheksyylitiourea-karbonaatti.

Seuraavissa esimerkeiss¥ selitet&3n yleisen kaavan I mukais-
ten lopputuotteiden valmistusta.

Esimerkki 9
N-aminoiminometyyli-S-n-propyyli-isotiuronium-bromidi

14,9 g (0,05 moolia) N-aminoiminometyylitiourea-karbonaattia
suspendoidaan 50 ml:aan vedet®ntd etanolia. Suspensioon 1li-
s4t44n 14,8 g (0,12 moolia) n-propyyli-bromidia. Reaktioseos
kuumennetaan hitaasti kiehumaan sekoittaen samalla, jolloin
kehittyy hiilidioksidia. Reaktioseos kuumennetaan kiehumaan
45 minuutin kuluessa ja j#4#hdytet&3n huoneenl&mpdtilaan.
Seos suodatetaan mahdollisesti saostuneen aineen poistami-
seksi. Kirkas suodos haihdutetaan tyhj¥ss¥ ja 8ljyinen jd&n-
n8s kiteytet##n etyyliasetaatista. Valkoiset kiteet suodate-
taan ja kuivataan 40...50°C:ssa. N4in saadaan 19,5 g halut-
tua yhdistettd, saanto 81 %, sp.: 122...124°C.

Esimerkki 10
N-aminoiminometyyli-S-allyyli-isotiuronium-bromidi

14,9 g (0,05 moolia) N-aminoiminometyylitiourea-karbonaat-
tia lis#t43n 50 ml:aan vedetdntd etanolia. Ndin saatuun sus-
pensioon lis#t#4n 14,5 g (0,12 moolia) allyylibromidia. Re-
aktioseos kuumennetaan kiehumaan sekoittaen samalla voimak-
kaasti. Reaktioseosta kuumennetaan palautusjéddhdyttden 30
minuutin ajan ja j43hdytet#&n huoneenldmpdtilaan. Seos suo-
datetaan mahdollisesti saostuneen aineen poistamiseksi. Suo-
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dos haihdutetaan tyhj8ss4 ja 8ljyinen j44nnés kiteytetddn
etyyliasetaatista. Saostuneet kiteet suodatetaan ja kuiva-
taan 40...50°C:ssa. N#in saadaan 19,6 g haluttua yhdistettd,
saanto 82 %, sp.: 123...125°C.

Esimerkki 11
N-aminoiminometyyli-S-allyyli-isotiuronium-kloridi

14,9 g (0,05 moolia) N-aminoiminometyylitiourea-karbonaattia
lis&t&&n 50 ml:aan vedetdnt4 etanolia. N#in saatuun suspen-
sioon lis&tddn 9,18 g (0,12 moolia) allyylikloridia ja
reaktioseos kuumennetaan hitaasti kiehumaan sekoittaen sa-
malla voimakkaasti. Reaktioseosta kuumennetaan palautusj&#h-
dyttden tunnin ajan ja j&%hdytet34n huoneenlimpdStilaan. Seos
suodatetaan mahdollisesti saostuneen aineen poistamiseksi.
Suodos haihdutetaan tyhj8ssi. Oljyinen j&4nnds kiteytet#4n
etyyliasetaatista. Saostuneet kiteet suodatetaan ja kuiva-
taan 40...50°C:ssa. N3in saadaan 15,7 g haluttua yhdistetty,
saanto 81 %, sp.: 125...127°C.

29

Esimerkki 12
N-aminoiminometyyli-S-(2-kloorietyyli)isotiuronium-bromidi

14,9 g (0,05 moolia) N-aminoiminometyylitiourea-karbonaattia
lisdtd&n 50 ml:aan vedetdntd etanolia. Niin saatuun suspen-
sioon lisd&t&8n 17,2 g (0,12 moolia) l-bromi-2-kloorietaania
ja reaktioseos kuumennetaan kiehumaan sekoittaen samalla
voimakkaasti. Reaktioseosta kuumennetaan palautusj&#hdyttfen
ja jashdytetd&n huoneenldmpstilaan. Seos suodatetaan mahdol-
lisesti saostuneen aineen poistamiseksi. Kirkas suodos haih-
dutetaan tyhj8ss4. Gljyinen j&8nn¥s kiteytetiin etyyli-
asetaatista. Saostuneet valkoiset kiteet suodatetaan ja kui-
vataan 40...50°C:ssa. N4in saadaan 17,2 g haluttua yhdistet-
t4, saanto 66 %, sp.: 142...143°C.
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Esimerkki 13

N-aminoiminometyyli-S-(1-kloori-2-hydroksipropyyli)iso-
tiuronium-bromidi

14,9 g (0,05 moolia) N-aminoiminometyylitiourea-karbonaattia
1is3t48n 50 ml:aan vedetdnt# etanolia. N#in saatuun suspen-
sioon lis4t%%n 20,8 g (0,12 moolia) 1-bromi-2-hydroksi-3-
klooripropaania. Reaktioseos kuumennetaan hitaasti kiehumaan
sekoittaen samalla voimakkaasti. Reaktioseosta kuumennetaan
palautusjédhdyttden 90 minuutin ajan ja j&3hdytet&d&n huo-
neenlimpdtilaan. Seos suodatetaan mahdollisesti saostuneen
aineen poistamiseksi. Kirkas suodos haihdutetaan tyhj&ssd.
Oljyinen j&4nnds kiteytet&dn etyyliasetaatista. Saostuneet
hieman kermanviriset kiteet suodatetaan ja kuivataan 40...
50°C:ssa. N&in saadaan 17,8 g haluttua yhdistettd, saanto

61 %, sp.: 118...119°C.

Esimerkki 14
N-aminoiminometyyli—s-(3—klooripropyyli)isotiuronium—bromidi

14,9 g (0,05 moolia) N-aminoiminometyylitiourea-karbonaattia
lisst4%n 80 ml:aan asetonitriili¥. N#in saatuun suspensioon
1is4t%3n 18,9 g (0,12 moolia) 1-bromi-3-kloori-propaania ja
reaktioseos kuumennetaan hitaasti kiehumaan sekoittaen sa-
malla voimakkaasti. Reaktioseosta kuumennetaan palautusjddh-
dyttden 90 minuutin ajan, kiinted aine poistetaan suodatta-
malla kuuma reaktioseos ja suodoksen annetaan jddhtyd huo-
neenl¥mpstilaan. Saostuneet valkoiset kiteet suodatetaan ja
kuivataan 40...50°C:ssa. N#in saadaan 17,3 g haluttua yhdis-
tetts, saanto 65 %, sp.: 129...131°C.

Esimerkki 15
N—aminoiminometyyli-s—(2—hydroksietyyli)isotiuronium-kloridi

14,9 g (0,05 moolia) N-aminoiminometyylitiourea-karbonaattia
1is&t%3%n 50 ml:aan vedetdntd etanolia. N#in saatuun suspen-
sioon 1is4t%%n 9,7 g (0,12 moolia) etyleenikloorihydriiniad
ja reaktioseos kuumennetaan hitaasti kiehumaan sekoittaen
samalla voimakkaasti. Reaktioseosta kuumennetaan palautus-
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jéshdyttden 90 minuutin ajan ja jéddhdytetddn huoneenlimps-
tilaan. Seos suodatetaan mahdollisesti saostuneen aineen
poistamiseksi ja kirkas suodos haihdutetaan tyhj8sss. Oljyi-
nen j4innds kiteytet#sn etyyliasetaatista. Kiteet suodate-
taan ja kuivataan 40...50°C:ssa. N4in saadaan 13,5 g halut-
tua yhdistettd, saanto 68 %, sp.: 134...136°C.

Esimerkki 16

Esimerkkien 9 - 15 mukaisesti valmistetut isotiuronium-suo-
lat voidaan haluttaessa kiteytt#4 uudelleen seuraavalla
tavalla. Menetelm¥4 selostetaan k#ytt#m4113 N-aminoiminome-
tyyli-S-allyyli-isotiuronium-kloridia.

10 g N-aminoiminometyyli-S-allyyli-isotiuronium-kloridia 1i-
sdtd83dn 60 ml:aan etanolin ja metanolin 5:1-seosta. Pieni
mddrd liukenemattomia kiteit# poistetaan suodattamalla kuuma
seos. Suodos selkeytet#in tarvittaessa aktivoidulla hiilel-
1&. Kirkkaan suodoksen annetaan j#%hty4 huoneenl¥mp&tilaan,
jolloin saostuu valkoisia kiteit#. Seos jashdytet&dn
0...5°C:seen, sen annetaan seisti t#ssi l8mp8dtilassa tunnin
ajan ja suodatetaan. Kiteet pest#3n j4%kylm4113 etanolilla
Ja kuivataan 40...50°C:ssa. N%in saadaan 8,1 g haluttua yh-
distettd, saanto 81 %.

Esimerkki 17

N-aminoiminometyyli-N'-metyyli-S-allyyli-isotiuronium-kloridi

16,3 g (0,05 moolia) esimerkin 2 mukaisesti valmistettua N-
aminoiminometyyli-N'-metyylitiourea-karbonaattia lis#t%sn

50 ml:aan vedetdnt4 etanolia. N#in saatuun suspensioon lis&-
t48n 9,18 g (0,12 moolia) allyylikloridia ja reaktioseos
kuumennetaan kiehumaan sekoittaen samalla voimakkaasti.
Reaktioseosta kuumennetaan palautusj4shdytt#en tunnin ajan
Ja jd&hdytet#dn huoneenlimpStilaan. Seos suodatetaan mahdol-
lisesti saostuneen aineen poistamiseksi. Kirkas suodos haih-
dutetaan tyhj¥ssd. Oljyinen j44nnSs kiteytet##n etyyliase-
taatista. valkoiset kiteet suodatetaan ja kuivataan
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40...50°C:ssa. N4in saadaan 13,6 g haluttua yhdistettd,
saanto 61 %, sp.: 137...139°C.

Esimerkki 18

N-aminoiminometyyli-N'-isopropyyli-S-allyyli-isotiuronium-
kloridi

19,1 g (0,05 moolia) N-aminoiminometyyli-N'-isopropyyli-
tiourea-karbonaattia (valmistettu esimerkin 5 mukaisesti)
1is4t%%n 50 ml:aan vedetdnt4 etanolia. N&in saatuun suspen-
sioon lis#t#%n 9,18 g (0,12 moolia) allyylikloridia ja reak-
tioseos kuumennetaan kiehumaan sekoittaen samalla voimak-
kaasti. Reaktioseosta kuumennetaan palautusj&dhdyttden tun-
nin ajan ja j&3hdytet#4n huoneenldmpdtilaan. Seos suodate-
taan mahdollisesti saostuneen aineen poistamiseksi. Kirkas
suodos haihdutetaan tyhj&ss¥ ja 8ljyinen j&&nnds kiteytetddn
etyyliasetaatista. Saostuneet valkoiset kiteet suodatetaan
ja kuivataan 40...50°C:ssa. Ndin saadaan 13,3 g haluttua yh-
distett4, saanto 56 %, sp.: 134...135°C.

Esimerkit 19 - 26

vastaavalla tavalla kuin esimerkiss¥ 11 valmistetaan seuraa-
vat yleisen kaavan I mukaiset isotiuronium-yhdisteet:

19. N—aminoiminometyyli-s—isopropyyli-isotiuronium-bromidi,
sp.: 120...122°C;

20. N—aminoiminometyyli—S—g—butyyli—isotiuronium-bromidi,
sp.: 116...118°C;

21. N—aminoiminometyyli-s—isoamyyli—isotiuronium—bromidi,
sp.: 111...113°C;

22. N-aminoiminometyyli-S-(2-bromietyyli)isotiuronium-
bromidi, sp.: 129...131°C;

23. N-aminoiminometyyli—s—(3—bromipropyyli)isotiuronium—
bromidi, sp.: 127...129°C;

24. N—aminoiminometyyli—s-(3—hydroksipropyyli)isotiuronium-
bromidi, sp.: 132...135°C;

25. N—aminoiminometyyli—s—(3—merkaptopropyyli)isotiuronium—
bromidi, sp.: 141...142°C;
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26. N-aminoiminometyyli-S-propargyyli-isotiuronium-bromidi,
sp.: 131...133°C.

Esimerkit 27 - 34

vastaavalla tavalla kuin esimerkissd 18 valmistetaan seuraa-
vat yhdisteet:

27. N-aminoiminometyyli-N'-metyyli-S-(2-hydroksietyyli)iso-
tiuronium-bromidi, sp.: 147...148°C;

28. N-aminoiminometyyli-N'-etyyli-S-(2-kloorietyyli)iso-
tiuronium-bromidi, sp.: 143...144°C;

29. N-aminoiminometyyli-N'-etyyli-S-allyyli-isotiuronium-
kloridi, sp.: 138...139°C;

30. N-aminoiminometyyli-N'-isopropyyli-S-(3-klooripropyyli)-
isotiuronium-bromidi, sp.: 140...142°C;

31. N-aminoiminometyyli-N'-isopropyyli-S-metallyyli-iso-
tiuronium-kloridi, sp.: 138...139°C;

32. N-aminoiminometyyli-N'-sykloheksyyli-S-n-propyyli-iso-
tiuronium-bromidi, sp.: 133...135°C;

33. N-aminoiminometyyli-N'-sykloheksyyli-S-metallyyli-iso-
tiuronium-kloridi, sp.: 130...132°C;

34. N-aminoiminometyyli-N'-sykloheksyyli-S-bentsyyli-iso-
tiuronium-kloridi, sp.: 147...149°C.

Yleisen kaavan I mukaisten yhdisteiden sulamispisteet ja IR-
spektrit on esitetty seuraavassa taulukossa VIII.
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Taulukko VIII

R2 R1 X Sp./°C luonteenomaiset IR-
spektrin piikit

H n-propyyli Br 122-124 3300, 3120, 2925,
2850, 1685, 1570,
730

H allyyli Br tai Cl 123-125 3290, 3260, 3160,

3105, 1640, 1605,
1550, 1375, 1090,
980, 910, 705, 650

H 2-kloorietyyli Br 142-143 3300, 3110, 2925,
1640, 920, 720

H 1-kloori-2-hydr- Br 118-119 3300, 3110, 3000,

oksipropyyli 2850, 1685, 1610,

720

H 3-klooripropyyli Br 129-131 3300, 3275, 3165,
3105, 2900, 2825,
1680, 695

H 2-hydroksietyyli Cl 134-136 3310, 3280, 3110,
3000, 2990, 1675,
1610

H isopropyyli Br 120-122 3300, 3120, 1680,
1380, 1365

H n-butyyli Br 116-118 3315, 3300, 3210,
3180, 2850, 1690,
1450

H isoamyyli Br 111-113 3305, 3300, 3205,

3175, 2960, 2845,
1695, 1470
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Taulukko VIII jatkuu

R2 R1 X Sp./°C luonteenomaiset IR-
spektrin piikit

H isopropyyli Br 120-122 3300, 3120, 1680,
1380, 1365

H n-butyyli Br 116-118 3315, 3300, 3210,
3180, 2850, 1690,
1450

H isoamyyli Br 111-113 3305, 3300, 3205,
3175, 2960, 2845,
1695, 1470

H 2-bromietyyli Br 129-131 3300, 3205, 2910,
1670, 1090, 715

H 3-bromipropyyli Br 127-129 3305, 3215, 2920,
1665

H 3-hydroksipro- Br 132-135 3590, 3300, 3220,

pyyli 2925, 1680
H 3-merkaptopro- Br 141-142 3320, 3305, 3210,
pyyli 3180, 2920, 2570,

1690

H propargyyli Br 131-133 3310, 3300, 3200,
2180, 1680

metyyli allyyli Cl 137-139 3305, 3290, 2960,
2690, 1640

metyyli 2-hydroksietyyli  Br 147-148 3583, 3300, 3285,
1680, 1375, 1360

etyyli 2-kloorietyyli Br 143-144 3305, 3285, 2965,
1660, 765
etyyli allyyli Cl 138-139 3310, 3300, 3210,

3180, 1650, 990,
905
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Taulukko VIII jatkuu

R2 Rl X Sp./°C luonteenomaiset IR-
spektrin piikit

isopro- allyyli Cl 134-135 3305, 3295, 3200,
pyyli 3170, 1655, 985,
895

isopro- metallyyli Cl 138-139 3305, 3295, 3200,
pyyli 3175, 1650, 890
isopro- 3-klooripropyyli =~ Br 140-142 3320, 3300, 3195,
pyyli 3160, 1690, 775
syklohek- n-propyyli Br 133-135 3320, 3300, 3210,
syyli 3175, 2925
syklohek- metallyyli Cl 130-132 3315, 3300, 3215,
syyli 3180, 885
syklohek- bentsyyli Cl 147-149 3300, 3275, 3120,
syyli 3000, 1675, 1590,

750
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Esimerkki 35
Tablettien ja rakeiden valmistus

Tabletit ja rakeet valmistetaan puristuskoneella, joka on
varustettu automaattisella sydtt8laitteella. Aktiivinen ai-
neosa on edelld granuloitu sopivien apuaineiden kanssa
kuiva- tai m&rkZmenetelm#n avulla. Jos valmistetaan mdrkid
rakeita, rakeet kuivataan mieluummin tyhjdssd. Tablettien ja
raeydinten valmistukseen k3ytetyt raket puristetaan sopivan
metallivapaan seulan l¥pi. Rakeiden valmistamiseksi voidaan
k4ytt38 etenkin Pharmacopiean mukaista granule simplex-
koostumusta tai jotain muuta sopivaa koostumusta. Valmiste-
taan tabletteja ja raeytimid, jotka sis#ltdvdt 30 mg aktii-
vista aineosaa, johon on lis&tty 70 mg apuainetta (esim.
granulatum simplex).

Esimerkki 36
Kapseleiden valmistus

Mieluummin k#4ytet#3n automaattisia tdyttdkoneita. Aktiivinen
aineosa granuloidaan sopivien apuaineiden (esim. granulatum
simplex) tai jonkin muun inertin lisdaineen kanssa. Rakeet
saatetaan sopivaan hiukkaskokoon, seulotaan ja tdytetddn
kapseleihin. Kapseleiden aktiivisen aineosan pitoisuus on 30

mg.

Esimerkki 37
Jauheampullien valmistus

Mit4%n erillisi¥ apuaineita ei k&ytet# jauheampullien val-
mistuksessa. Jauheampullien aktiivisen aineosan pitoisuus on
10 ja vast. 20 mg. Liuosampullit sis#ltdvdt 1 tai 2 ml tis-
lattua vettd tai vast. fysiologista suolaliuosta. On edul -
lista laimentaa v#hint&#%n 100 ml:1la infuusioliuosta ja
k4ytt44 ampullien sis&118t suoraan liuottamisen jdlkeen.
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Esimerkki 38
N-(aminoiminometyyli)-S-metallyyli-isotiuronium-bromidi

14,9 g N-aminoiminometyyli-tiourea-karbonaattia suspendoi-
daan 50 ml:aan abs. etanolia. Lis&t&3n 16,1 g metallyyli-
bromidia ja reaktioseosta kuumennetaan palautusj&3hdyttden
30 minuutin ajan. Suodattamisen j&lkeen liuotin tislataan

pois tyhj®ss&. Saadaan 21 g hunajamaista tuotetta, joka ki-
teytyy seistessdidn.

Esimerkki 39

N-(aminoiminometyyli)-N'-allyyli-S-allyyli-isotiuronium-
bromidi

17,6 g N-(aminoiminometyyli)-N'-allyyli-tiourea-karbonaattia
suspendoidaan 50 ml:aan vedetdntd etanolia. Lisdtddn 14,5 g
allyyli-bromidia ja reaktioseosta kuumennetaan palautusjddh-
dytt8en sekoittaen samalla voimakkaasti tunnin ajan, minkd
jdlkeen seos suodatetaan ja liuotin tislataan pois tyhjdssd.
Saadaan 23 g 8l1ljyistd viskoosia tuotetta.

Esimerkki 40
N-aminoiminometyyli-S-allyyli-isotiuronium-kloridi

Seos, jossa on 4,2 g disyaanidiamidia, 20 ml etanolia, joka
on kyllidstetty kloorivetyhapolla, ja 3,7 g allyylimerkaptaa-
nia, kuumennetaan hitaasti kiehumaan sekoittaen samalla voi-
makkaasti. Reaktioseosta kuumennetaan palautusj&&hdyttden 3
tunnin ajan ja j4%hdytet#&n 0°C:seen. Saostuneet kiteet suo-
datetaan pois ja pest##n etanolilla. N&in saadaan 7 g halut-
tua yhdistettd. Sp.: 125-127°C.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmi terapeuttisesti k#yttdkelpoisten yleiskaavan

HzN-ﬁ—NH—?=N—R2°HX (I)
NH S-Rl

mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi, jossa kaavassa
Rl on Cj_g-alkyyli, Cz-g-alkenyyli, Cz-g-alkynyyli
tai bentsyyli, jollein mainitut alkyyliryhmdt on valin-
nanvaraisesti substituoitu yhdell# tai useammalla hydrok-
silla, merkaptolla ja/tai halogeenilla,
R2 merkitsee vety#d, C;_g-alkyylid, Cp_g-alkenyylid, tai
C3—g-sykloalkyylid, ja
X merkitsee halogeeni-ionia,
edellyttden, ettd mikdli R2 edustaa vety4d, R! on muu kuin
metyyli, etyyli tai bentsyyli, ja
mik&1i R2 edustaa etyyli#, Rl on muu kuin
metyyli,
tunnettu siitd, ettd
a) yleisen kaavan II

H2N—C-NH—S-NH-R2 (II)

N S

mukainen yhdiste, jossa kaavassa R2 merkitsee samaa kuin
yl14, tai sen sopiva suola saatetaan reagoimaan sellaisen
alkylointiaineen kanssa, joka pystyy 1iitt4m&4n Rl1-ryhm#n,
sopivimmin yleisen kaavan R1-Y mukaisen alkylointiaineen
kanssa, jossa kaavassa Rl merkitsee samaa kuin ylld ja ¥
merkitsee poistuvaa ryhm##, edullisesti halogeenia, tai

b) kaavan III

HzN-ﬁ—NH—CEN (III)
NH

mukainen yhdiste saatetaan reagoimaan yleisen kaavan R1-SH
mukaisen tioalkoholin kanssa, jossa kaavassa Rl merkitsee
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samaa kuin yll4,

ja tarvittaessa muunnetaan n#in saatu tuote suolaksi saatta-
malla se reagoimaan yleisen kaavan HX mukaisen hapon kanssa,
jossa kaavassa X merkitsee halogeeni-ionia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd yleisen kaavan II mukaista l#htSainetta
kdytetddn suolan, sopivimmin karbonaatin muodossa.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siit¥, ettd alkylointiaineena k#ytet&4n
alkyylihalidia.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen menetelmi,
tunnettu siit¥, ett4 reaktio suoritetaan orgaanisen
liuottimen, sopivimmin alkoholin, alifaattisen ketonin,
nitriilin jas/tai eetterin l&sn#ollessa.
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Patentkrav:

1. FoOrfarande fdr framstdllning av terapeutiskt anv#ndbara
féreningar med den allm&nna formeln

HZN—E-NH-?=N-R2'HX (I)
NH S-Rl

vari
Rl 4r C;_g-alkyl, Cy_g-alkenyl, Cy_g-alkynyl eller bensyl,
varvid n&mnda alkylgrupper &r valbart substituerade med
en eller flera hydroxi-, merkapto- och/eller halogen-
grupper,
R2 stdr f&r vite, C;_g-alkyl, Cp_g-alkenyl, eller C3_g-
cykloalkyl, och
X representerar en halogenjon,
f8rutsatt att om R2 representerar vite, si 4r Rl annat &n
metyl, etyl eller bensyl, och
om R2 representerar etyl, sd %r Rl annat &n
metyl,
kd&dnnetecknat av att
a) en fdrening med den allmé&nna formeln II,
HZN-E—NH-ﬁ-NH-RZ (II)
NH S
vari R2 betyder samma som ovan, eller ett ldmpligt salt
ddrav omsdtts med ett alkyleringsmedel som f8rmdr ansluta
en grupp Rl, f8retr#desvis med ett alkyleringsmedel med
den allm#nna formeln R1-Y, vari Rl betyder samma som ovan
och Y representerar en l8mnande grupp, f8retr&desvis
halogen, eller
b) en f8rening med den allménna formeln III

HzN—ﬁ—NH—CEN (III)
NH

oms4tts med en tioalkohol med den allm#nna formeln R1-SH,
vari Rl betyder samma som ovan, och vid behov 8verfdrs en
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sdlunda erhdllen produkt till dess salt genom att oms&dtta
den med en syra med den allmdnna formeln HX, vari X star
f8r en halogenjon.

2. F8rfarande enligt patentkrav l, k 4nnetecknat
av att utgadngsimnet med den allm#nna formeln II anvénds i
form av ett salt, fS8retr#desvis i form av ett karbonat.

3. F&rfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k &nne -
t ecknat av att sdsom alkyleringsmedel anvénds en
alkylhalid.

4. F8rfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 3,

k Snnetecknat av att reaktion utfdrs i ndrvaro
av ett organiskt l1¥sningsmedel, f8retridesvis en alkohol,
en alifatisk keton, en nitril och/eller en eter.
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