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Elsamisiini-A:n kemiallinen modifiointi 3'- ja/tai 4'-OH-

ryhmissd

Tam& keksint® koskee uusia elsamisiini-A-johdan-
naisia, joilla on aiempaa parempaa kasvainvastaista ak-
tiivisuutta, niiden valmistusta, niitd wvaikuttavana ai-
nesosana sisdltaviada koostumuksia ja terapiamenetelmdad,
jossa kaytetdan mainittuja koostumuksia.

Elsamisiini-A on kasvainvastainen antibiootti, jota
tuotetaan viljelem&dlld elsamisiini-A:ta tuottavaa Acti-
nomycetes-kantaa nimeltd kanta J907-21 (ATCC 39417) tai
tamdn mutanttia. Elsamisiini-A osoittaa bakteerivastaista
aktiivisuutta aerobisia gram-positiivisia bakteereja sekd
anaerobisia bakteereja vastaan. Se osoittaa samoin aktii-
visuutta vastaan erilaisia hiirikasvainsoluja mukaan lu-
kien leukemia-P388, imukudosleukemia-L1210 ja tummav&rinen
melanocoma-B16 in vitro ja in vivo; Konishi et al.,
"Elsamicing, New Antitumor Antibiotics Related to Chartr-
eusin. I. Production, Isolation, Characterization and An-
titumor Activity" (suom. "Elsamisiinit, uusia kasvainvas-
taisia kartreusiinia muistuttavia antibiootteja. I. Tuo-
tanto, eristys, karakterisointi ja kasvainvastainen ak-
tiivisuus"), J.Antibiotics 39 (1986) 784 -~ 791; US-pa-
tenttijulkaisu 4 518 589 Konishille et al., joka julkais-
tiin 21. toukokuuta 1985.

Elsamisiini-A:n (kaava 1, alla) rakenne on m&&ri-

tetty ja sen on osoitettu likeisesti muistuttavan kart-
reusiinia (kaava II, alla); Sugawara et al., "Elsamicins
A and B, New Antitumor Antibiotics Related to Chartreusin.
II. Structures of Elsamicins A and B" (suom. "Elsamisiinit
A ja B, uusia kasvainvastaisia kartreusiinia muistuttavia
antibiootteja. II. Elsamisiinien A ja B rakenteet"), J.

Org. Chem. 52 (1987) 996 - 1001.
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Sekd elsamisiini-A:ssa ettd kartreusiinissa on sama
aglykoni, kartariini, mutta antibioottien disakkaridiosat
ovat erilaiset; Leach et al., "Chartreusin, A New Anti-

biotic Produced by Streptomyces chartreusis, A New

Species" (suom. "Kartreusiini, wuusi antibiootti, jota
tuottaa Streptomyces chartreusis, uusi laji"), J. Am.Chem.
Soc. 75 (1953) 4011 - 4012; Beisler, J.A., "Chartreusin, A

Glycosidic Antitumor Antibiotic for Streptomyces" (suom.

"Kartreusiini, kasvainvastainen glykosidiantibiootti
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Streptomycestd") kirjassa "In Progress in Medicinal Che-
mistry", toim. G.P. Ellis ja G.B. West , osa 19, Elsevier
Biomedical Press, Amsterdam, 1982, ss. 247 - 268; Simo-
nitsch et al. "Ueber die Struktur des Chartreusins I"

(suom. "Kartreusiinien rakenne I1"), Helv. Chim. Acta 47
(1964) 1459 - 1475; Eisenhuth et al. "Ueber die Struktur

des Chartreusing II" ("Kartreusiinien rakenne II"), Helv.-
Chim. Acta 47 (1964) 1475 - 1484. Kummankaan yhdisteen
muuttamisesta toiseksi yhdisteeksi kemiallisella menetel-

md&llad ei ole koskaan raportoitu.

Kemiallisesti elsamisiini-A:ta modifioidessamme
totesimme, ettd alkylideeniryhmédn liittéminen 3'- ja 4'-
OH-ryhmiin tai tetrahydropyranyyliryhm&&dn 4'-OH-ryhméssé
johti elsamisiini-A:n kasvainvastaisen aktiivisuuden ko-
hoamiseen.

Esilld oleva keksintd antaa kayttddn uusia elsami-
siini-A-johdannaisia, jotka osoittavat aiempaa parempaa
kasvainvastaista aktiivisuutta. Tarkemmin ottaen esillé
oleva keksintd kuvaa elsamisiini-A:n kemiallista modi-
fiointia 3'~ ja/tai 4'-OH-ryhmissi.

Tamd Keksintd antaa edelleen kayttdHon kasvainvas-
taisen koostumuksen, joka k&sittdd vaikuttavana ainesosana
ainakin yhden j&senen ryhmdst&d, jonka muodostaa esilléa
olevan keksinnén mukainen elsamisiini-A-johdannainen.

T&m&8 keksintd antaa edelleen kéyttdon menetelmdn
sybpédterapiaan, jossa kdytetddn edeltdvidsd kasvainvastaista
koostumusta.

Edelleen annetaan kdyttdén menetelmd edelld maini-
tun elsamisiini-A-johdannaisen tuottamiseksi.

US-patenttijulkaisussa nro 4 518 589, jonka paten-
tin omistavat Konishi et al., julkistetaan elsamisiini-
A:ksi (kaava I edelld) nimetyn kasvainvastaisen aineen
tuotanto ja eristys. Edelld mainittu elsamisiini-A-yhdiste

on pdiasiallinen tuote fermentoitaessa elsamisiini-A:ta
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tuottavaa Actinomycetes-kantaa nimeltd kanta J907-21 (ATCC
39417).

Nyt esilld olevan keksinndn mukaan on todettu, ettd
elsamisiini-A:n 3'~ ja/tai 4'-OH-ryhmien kemiallinen modi-
fiointi johtaa wuusiin johdannaisiin, joilla on aiempaa

parempaa kasvainvastaista aktiivisuutta.
Esilld olevan keksinntén mukaisten elsamisiini-A-

johdannaisten yleiset kaavat ovat seuraavat kaavat III ja

Iv:

Kaava III
jossa Z on alkylideeni, sykloalkylideeni, aryyli-
alkylideeni tai alkoksialkylideeni.
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Kuten esitetd&n kaaviossa 1, elsamisiini-A:n (1)
3',4'-0-alkylidenaatio suoritettiin k&sittelem&lld 2"-N-
suojattua elsamisiini-A:ta (3 tai 4) tarkoituksenmukaisen
ketonin tai aldehydin dimetyyliasetaaleilla happokataly-
saattorien ldsnd ollessa, jolloin saatiin védlituotteet, 5
ja 7, minkd j&lkeen suojaryhmidt poistamalla saatiin 3',4'-
O-alkylideenijohdannaiset (6a - 6d). Isopropylideeni (6a)
ja bentsylideeni (6c) valmistettiin myds N-suojaamattomas-
ta elsamisiini-A:sta. Kuten esitetdsdn kaaviossa 2, yhdis-
teen 1 reaktiossa dihydropyraanin Kanssa happokatalysaat-
torin 1d8sn8 ollessa saatiin seos per-tetrahydropyranyyli-
(THP-) johdannaisia, jota seosta ki#siteltiin p-tolueeni-
sulfonihapolla (TsOH) metanolissa, jolloin saatiin mono-0-
THP-johdannainen (8).

Massaspektrin nojalla yhdisteen 8 rakenne mdari-
tettiin 4'-0-THP-johdannaiseksi.

Taulukossa 1 on esitetty esilld olevan patenttiha-
kemuksen mukaiset yhdisteet ja niit& vastaavat jérjestys-
numerot.

Taulukko 1
Esilld olevan keksinndn mukaiset yhdisteet ja niitd

vastaavat jarjestysnumerot

Yhdiste nro Nimi
1l elsamisiini-A
2 kartreusiini
3 2"-N-t-butoksikarbonyylielsamisiini-A
4 2"-N-bentsyylioksikarbonyyli-

elsamisiini-A

Sa 2"-N-t-butoksikarbonyyli-3',4'-0-
isopropylideenielsamisiini-A
5b 2"-N-t-butoksikarbonyyli-3',4'-0-

sykloheksylideenielsamisiini-A

5c 3',4'-0-bentsylideeni-2"-N-t-
butoksikarbonyylielsamisiini-A

ba 3',4'-0-isopropylideenielsamisiini-a
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6b 3',4'-0-sykloheksylideenielsamisiini-A
6c 3',4'-0-bentsylideenielsamisiini-A
6d 3',4'-0O-metoksimetylideeni -
elsamisiini-A
7a 2"-N-bentsyylioksikarbonyyli-3',4'-0-
isopropylideenielsamisiini-A
7d 2" -N-bentsyylioksikarbonyyli-3',4'-0-
metoksimetylideenielsamisiini-A
8 4'-0-tetrahydropyranyylielsamisiini-A
Kaavio 1
Synteesireitti elsamisiini-A:n 3',4'-0O-alkylidee-
nijohdannaisille
1 > 3 2 - 5Ca,b,c)
3)
2 4)
| |
4 2 - 2(a,d) 2 - BCa,b,c,d)

e o

oy

CHy
Chy

H-R
Hy
o
t-BOC 5 R = t-BOC
Cbz 8 R =H
1 R = Cbz
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1) (t-BOC)0/NEL,

0
2) BnOCOON;\:[:D/ NEt,
0
n 27", 1e0m
“OCH,

4) TsOH or TFA
5) H./Pd-C

: CH, b -~ ~
Z: () C)O( ) @——CH\ (d) CHyCH

Kaavio 2
4'-0-tetrahydropyranyylielsamisiini-A:n valmistus

. @/TSOH MeOH/ TsOH

=

3'- ja/tai 4'-0-modifioitujen elsamisiini-A-joh-
dannaisten kasvainvastainen aktiivisuus

Viisi 3'- ja/tai 4'-~-O-modifioitua elsamisiini-A-
johdannaista syntetisoitiin ja suoritettiin kasvainvas-
taisten aktiivisuuksien in vitro ja in vivo testaus kan-
tayhdisteeseen verrattuna.

Sytotoksisuuskoetta in vitro silm&lld pitden hii-
rimelanooma-Bl6-F10-soluja kasvatettiin ja yll&pidettiin
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Eaglen minimivaatimuskasvualustassa (Nissui), joka sisdl-
t84 kanamysiinid (60 pg/ml), ja jota oli t&ydennetty lam-
m8llad inaktivoidulla vasikansikidseerumilla (10 %) ja ei-
valttédmittémillsd aminohapoilla (0,6 %), 37 °C:ssa kostu-
tetussa ilmakehéssd 5 ¥ CO,:ta késittdvdssd inkubaatto-
rissa. Eksponentiaalisesti kasvavat B16-F10-solut otettiin
talteen, laskettiin ja lietettiin kasvualustaan pitoisuu-
deksi 2,0 x 10° solua/ml. Soluliete (180 pl) maljoitettiin
96-kuoppaisen mikrotiitterilevyn kuoppiin ja inkuboitiin
24 tunnin ajan. Testiyhdiste (20 pl) lis&ttiin kuoppiin ja
levyjd inkuboitiin edelleen 72 tunnin ajan. Sytotoksinen
aktiivisuus m&&dritettiin kolorimetrisesti 540 nm:ssi, kun
eldvdat solut oli ensin varjatty neutraalipunaliuoksella.
Kaikki testatut 3'- ja/tai 4'-0O-modifioidut elsamisiini-A-
johdannaiset osoittivat varsin voimakasta sytotoKksisuutta
B16-F10-soluja vastaan IC,,-arvojen ollessa 0,025 - n.
0,07 pg/ml (taulukko 2).

Edeltdvien 5 johdannaisen kasvainvastainen aktii-
visuus in vivo testattiin imukudosleukemia-P388- ja mela-
nooma-Bl6-systeemeissd., Naaraspuolisiin CDF,- (P388:lle)
ja wurospuolisiin BDF,- (Bl6:1le) hiiriin siirrostettiin
i.p.-ruiskeella 10° P388-solua ja vastaavasti 0,5 ml 10~
%:ista Bl6-puuroca hiirtd kohden (pdivd 0). Testiyhdisteitd
annettiin vatsaontelon sisdisesti hiirille kerran padivassi
pdivind 1 - 3 (Q1Dx3) P388-systeemissd tai kerran pdivissa
paivind 1, 5 ja 9 (Q4Dx3) Bl6~systeemissd ja eldimisd tark-
kailtiin 45 p&ivan ajan.

Prosentuaalinen kasvu keskimdirdisessd eloonj&&n-
tiajassa (MST) k#sitellyilld el&imilld verrattuna ei-Kk&-
siteltyihin verrokkiel&imiin m#&dritettiin ja ilmaistiin
T/C % =-arvona. Yhdisteilld, joiden T/C % -arvot ovat 125
tai enemmdn, katsotaan olevan merkittadvaa kasvainvastaista
aktiivisuutta. Kuten esitet8&n taulukossa 2, edeltivistd 5
johdannaisesta 4'-0O-tetrahydropyranyylielsamisiini-A (8)

oli kiinnostavin yhdiste P388-systeemissi. Se osoitti 3
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kertaa tehokkaampaa pienintd tehokasta annosta (MED) kun
elsamisiini-A ja sen T/C % -arvot olivat korkeat. 3',4'-0-
isopropylideenielsamisiini-A (6a), 3',4'-O-bentsylidee-
nielsamisiini-A (6c) ja 3',4'-O-metoksimetylideenielsami-
siini-A (6d) olivat yhtd aktiivisia kuin kantayhdisteet
MED-arvon osalta. Bl6-systeemiss8 kaikki testatut 5 joh-
dannaista osoittivat hyvda kasvainvastetta (taulukko 3).
Samoin kuin tuloksissa P388-systeemistd yhdiste 8 oli pa-
rempi kuin elsamisiini-A (1) MED- ja T/C % -arvojen osal-
ta. Joitakin eloonjdéneitd tarkkailtiin p&ivand 50 ryhmis-
sd, joita testattiin annoksella 3 - n. 20 mg/kg/pdiva t&ata
yhdistettd. Yhdisteelle 6d niinikddn saatiin d&rimm&isen
tehokas terapeuttinen aktiivisuus, jJjolloin T/C % -arvot
annoksilla 3 ja 10 mg/kg/pé8ivé olivat korkeammat kuin el-

samisiini-A:lla (1).
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Taulukko 2
Sytotoksisuus in vitro vastaan Bl6-melanoomaa ja

kasvainvastainen aktiivisuus in vivo vastaan P388-leuke-

miaa hiirissd

Syto= T/C % MST'':ssi
» toksisuus L
Yhdiste 2 Ic,wa/ml) 207 20 3 1 0.3 0.1
0.025 210 170 140 120

6a CHy
. >X%Ha
6b >C> 0.04 165 175 140 120

6c ><§5H5 0.07 Tox 180 165 150 130 110
6d ><;cn3 0.05 Tox 224 167 167 137 124
8 0.04 Tox 225 190 168 145 130
Elsamisiini-A (1) 0.03 Tox 190 180 155 140 123

*1 Keskima&drdinen eloonj&ésntiaika p@ivisséd
*2 Annos, mk/kg/pédivd, Q1D x 3 i.p
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Taulukko 3
Kasvainvastainen aktiivisuus in vivo vastaan B16-

melanoomaa hiirissa

T/c % - MsT'': ssd

Yhdiste 20"2 10 3 1 0.3 0.1
6a 82 192 166 116 105
6b 200 175 132 111
6c 186 179 136 114 121
6d >333, 283 167 137 120
(3/4)"3
8 2370 2330 281 248 159 133
(3/4) (2/4) (1/4)
1 298 2216 179 139 116
(2/12) - (2/12)

*] Keskim#&rdinen eloonj&sntiaika pdivissa

*2 Annos mg/kg/paiva, Q4D x 3 i.p.
*3 Kpl eloonjd&neitd/kpl testattuja pdivand 50

Esilld olevan keksinnén piiriin kuuluu menetelm#

esilld olevan keksinnén mukaisten elsamisiini-A-johdan-

naisten tuottamiseksi.
Keksinndn seuraavana n&kdkohtana annetaan kdyttddn

farmaseuttisia koostumuksia, jotka k&ésittdv&t tehokkaan
kasvaimia inhiboivan m&88rdn kaavan III tai IV mukaista
yhdistett8 yhdistettynd inerttiin farmaseuttisesti hyvak-
syttdvddn kantajaan tai laimentimeen.

Keksinndn seuraavan n8kékohdan mukaan annetaan
kdyttoon menetelmd kasvainta potevan eldin-, edullisesti
nisdkds-, isdnnadn terapeuttiseksi hoitamiseksi, jonka me-
netelmdn mukaan tdllaiselle isédnndlle annetaan tehokas
kasvainta inhiboiva annos kaavan III tai IV mukaista an-
tibioottiyhdistetta.

Esimerkkejd sopivista koostumuksista ovat kiinteédt
koostumukset suun kautta annettaviksi kuten tabletit,

kapselit, pillerit, jauheet ja rakeet, nestemdiset koos-
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12

tumukset suun kautta annettaviksi kuten liuokset, suspen-
siot, siirapit ja eliksiirit, sekd ruocansulatuskanavan
ulkopuolisesti annettavat valmisteet kuten steriilit
liuokset, suspensiot tai emulsiot. Koostumukset voidaan
niinik&&n valmistaa steriilien kiinteiden koostumusten
muotoon, jotka voidaan liuottaa vdlittdmdsti ennen kdyttoad
steriiliin veteen, fysiologiseen suolaliuokseen tai johon-
kin muuhun steriiliin vdliaineeseen, jota voidaan antaa
ruiskeena.

Huomattakoon, ettd esilld olevan keksinndén mukaisen
elsamisiini-A-johdannaisen tosiasialliset edulliset annos-
tukset vaihtelevat kadytetyn nimenomaisen yhdisteen, koos-
tetun nimenomaisen koostumuksen, kayttdotavan ja hoidetta-
van nimenomaisen kohdan, isdnnédn ja sairauden mukaan. Alan
ammattilaiset ottavat huomioon monta l&&kkeen vaikutusta
modifioivaa tekijda, esim. ikd, ruumiinpaino, sukupuoli,
ruokavalio, annon ajankohta, eritysnopeus, is&nndn kunto,
ladkeyhdistelmdt, reaktioherkkyydet ja sairauden vakavuus.
Anto voidaan suorittaa jatkuvana tai ajoittaisena siedetyn
maksimiannoksen puitteissa. Alan ammattilaiset kykenevdt
vaikeuksitta varmistamaan optimaaliset kdyttédnopeudet tie-
tyissd olosuhteissa kdyttdmalld tavanomaisia annostusméd-
ritystestejé.

Esilld olevaa keksint88 havainnollistetaan seuraa-
villa esimerkeilld, joita ei ole tarkoitus mielt3dd keksin-
non kattavuutta rajoittaviksi,

Valituotteiden 3 - 5¢, 7a ja 7d spesifiset syntee-
siesimerkit selostetaan seuraavassa, jolloin n&istd vali-
tuotteista syntetisoidaan tamén keksinndn mukaiset yhdis-
teet 6a - 64 ja 8 edeltdvdlld menetelmdlls.

Esimerkki 1

2"-N-t-butoksikarbonyylielsamisiini-A:n (3) syn-
teesi

Seosta, jossa o©0li elsamisiini-A:ta (653 mg,
1 mmol), di-t-butyylidikarbonaattia (348 mg, 1,6 mmol) ja
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trietyyliamiinia (0,14 ml, 1 mmol) dioksaanissa (10 ml),
seckoitettiin huoneenlampdtilassa yon yli. Reaktioseos
haihdutettiin tyhjosséd kuiviin, jolloin saatiin puoliki-
teinen j8&nnds, joka CH,Cl,/eetteristd uudelleenkiteytta-
m#lls saatiin 768 mg (100 %) yhdistettd 3 kellertdvéna
kiteisend jauheena.

sp. 183 - 184 °C. IR nu,,, (KBr) cm™ 3410, 1700,
1505, 1370, 1255, 1120, 1065, 875, 780. UV lambda_,.  (MeOH
nm (eeta) 236 (38300), 266 (37800), 333 (6180), 380
(8770), 400 (14500), 423 (15900). 'H-nmr (CDCl,) delta 0,73
(9H, leved s); 1,31 (3H, 4, J=7Hz); 1,36 (3H, s); 1,39
(3H, d, J=6Hz); 2,68 (3H, s); 3,35 (3H, s); 5,37 (1H, 4,
J=8,0Hz); 4,66 (1H, d, J=4Hz):; 8,18 (1lH, kaksois-d, J=8,0
& 1,5Hz); 11,59 (1H, s). '

Koostumusanalyysi: C,gH,3NO,;+H,0:11e laskettu
C, 59,14; H, 5,88; N, 1,81; todettu C, 59,12; H, 6,06;
N, 2,27.

Esimerkki 2

2"~-N-bentsyylioksikarbonyylielsamisiini-A:n (4)
synteesi

Sekoitettuun lietteeseen, jossa o0li elsamisiini-
A:ta (653 mg), NEt;:ea (0,14 ml) dioksaanissa (10 ml),
lisdttiinN-bentsyylioksikarbonyylioksi~5-norborneeni-2, 3-
dikarboksimidid (334 mg). Reaktioseosta sekoitettiin yén
yli huoneenlé&mpdtilassa, mink& jadlkeen se haihdutettiin
tyhjdssé Kuiviin. Jd&nnds liuotettiin CH,Cl,:een ja liuos
pestiin perdkkédin NaHCO,:en laimealla vesiliuoksella, ve-
delld ja NaCl:n kyllastetylld vesiliuoksella, kuivattiin
MgS0,:118 ja haihdutettiin alipaineessa kuiviin, jolloin
saatiin keltainen massa. Jddnndkselld suoritettiin kroma-
tografia-ajo silikageelikolonnissa (Wakogel C€-200, 21 x
80 mm) kdyttden eluenttina 2 % MeOH/CHCl,:ea, jolloin
saatiin 772 mg (98 %) otsikkoyhdistetts.

sp. 166 - 167 °C. IR nu,,. (KBr) cm™ 1730, 1695,
1510, 1380, 1260, 1240, 1150, 1070, 785. UV lambda,,,,
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(MeOH nm (eeta) 236 (38900), 266 (38500), 335 (6480), 381
(9190), 401 (15300), 423 (16600). 'H-nmr (CDCl,) delta 1,32
(34, 4, J=6Hz); 1,38 (3H, s); 2,74 (3H, s); 3,36 (3H, s);
5,39 (1H, 4, J=8Hz); 5,74 (1H, 4, J=4Hz); 8,08 (1H, kak-
sois-d, J=8 & 1,5Hz); 11,41 (1H, s).

Koostumusanalyysi C,H,NO,;+5H,0:11e laskettu:
c, 61,80; H, 5,31; N, 1,76; todettu C, 61,92; H, 5,14;
N, 2,23.

Esimerkki 3

2"-N-t-butoksikarbonyyli-3',4'-0-isopropylideeni-
elsamisiini-A:n (ba) synteesi

Liuokseen, jossa oli yhdistettd 3 (200 mg) ja 2,2-
dimetoksipropaania (1,2 ml) kuivassa CH,Cl,:ssa (4 ml),
lisdttiin TsQH:ta (5 mg) ja seosta pidettiin huoneenldm-
potilassa yon yli. Reaktioseokseen lisdttiin NaHCO;:n
kyllastettyd vesiliuosta ja orgaaninen faasi erotettiin,
kuivattiin MgS0O,:118 ja haihdutettiin tyhjossd kuiviin,
jolloin saatiin 190 mg (90 %) otsikkoyhdistettd keltaisena
kiinte&nd aineena.

sp. 168 - 169 °C. IR nu,,. (KBr) cm™ 3420, 1740,
1690, 1505, 1375, 1250, 1065, 780. UV lambda,,..
(MeOH nm (eeta) 236 (40600), 266 (39100), 333 (6370), 380
(8850), 399 (14200), 422 (15500). ‘H-nmr (CDCl,) delta 1,34
(3H, 4, J=6H=z); 1,37 (3H, d, J=7Hz); 1,37 (3H, s); 1,642
(3H, s); 1,68 (3H, s); 3,35 (3H, s); 5,23 (1H, 4, J=8Hz);
5,8 (1H, 4, J=4Hz); 8,33 (1H, kaksois-d, J=8 & 1,5Hz);
11,63 (1H, leved).

Koostumusanalyysi c,,H,,NO,;+H,0:11le laskettu
c, 60,66; H, 6,08; N, 1,73; todettu C, 60,92; H, 6,03;
N, 2,00.

Esimerkki 4

2"-N-bentsyylioksikarbonyyli-3',4'-0-isopropyli-
deenielsamisiini-A:n (7a) synteesi

Liuokseen, jossa oli yhdistettd 4 (507 mg) ja 2,2-
dimetoksipropaania (2,9 ml) kuivassa dikloorimetaanissa
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(10 ml), 1lisdttiin p-tolueenisulfonihappoa (10 mg) ja
seosta pidettiin huoneenl@mpdtilassa yon yli. Reaktio-
seokseen lisdttiin NaHCO,:n Kkyllastettyd wvesiliuosta
(10 ml) ja orgaaninen faasi erotettiin, kuivattiin
MgS0,:118 ja haihdutettiin alipaineessa kuiviin. J&88nndsta
trituroitiin CH,Cl,/eetteri/n-heksaani-seoksessa, jolloin
saatiin 540 mg (100 %) otsikkoyhdistetts&.

sp. 160 - 162 °C. IR nu,,, (KBr) 1730, 1690, 1500,
1375, 1250, 1140, 1065, 780. UV lambda,,,, (MeOH nm (eeta)
236 (39100), 267 (37600), 333 (6440), 380 (9020), 400
(14400), 422 (15500). ‘H-nmr (CDCl,) delta 1,28 (3H, d,
J=6Hz); 1,40 (3H, 4, J=7Hz); 1,41 (3H, s); 1,47 (3H, s);
1,70 (3H, s); 2,88 (3H, s); 3,45 (3H, s); 5,28 (1H, 4,
J=8Hz); 5,66 (1H, 4, J=4Hz); 8,32 (1H, kaksois-d, J=8 &
2Hz); 11,53 (1H, leved).

Koostumusanalyysi C,,H,;NO,;:1lle laskettu C, 63,84;
H, 5,48; N, 1,69; todettu C, 63,59; H, 5,64; N, 1,63.

Esimerkki 5

3',4'-0-isopropylideenielsamisiini-A:n (6a) syn-
teesi

Menetelmd A

Liuosta, jossa oli yhdistettd 7a (67 mg) tetrahyd-
rofuraanin 80-%:isessa vesiliuoksessa (2,5 ml), hydrattiin
katalysaattorin 10 % Pd/C (30 mg) lasnd ollessa 1,5 tunnin
ajan. Reaktioseos suodatettiin katalysaattorin poistami-
seksi, minkd8 j&dlkeen se haihdutettiin kuiviin. J&8nndstd
puhdistettiin kolonnikromatografisesti k&yttéden eluenttina
5 % MeOH/CHCl,:ea, jolloin saatiin 47 mg (83 %) otsikkoyh-
distetta.

sp. 189 -~ 191 °C (haj.). IR nu,,. (KBr) cm’ 1710,
1610, 1370, 1250, 1070, 780. UV lambda,,., (MeOH nm (eeta)
236 (34500), 266 (29700), 332 (4980), 399 (10600), 420
(11300). *H-nmr (CDC1l, + CD,0D) delta 1,18 (3H, d, J=6Hz);
1,29 (3H, 4, J=7Hz); 1,39 (3H, s); 1,46 (3H, s); 1,67 (3H,
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s); 2,87 (3H, s); 3,52 (3H, s); 5,22 (1H, 4, J=8Hz); 6,02
(1H, leved).

Koostumusanalyysi Cy5H3oNO, 3+ 3/2H,0:11e: laskettu
C, 59,99; H, 5,87; N, 1,94; todettu C, 60,09; H, 5,76;
N, 2,13.

ms (SIMS) m/z 695 (M + H)', 360, 334, 160.

Menetelmd B

Liuosta, jossa oli yhdistettd 5a (238 mg) ja p-to-
lueenisulfonihappomonohydraattia (TsOH) (285 mg) asetonis-
sa (5 ml), sekoitettiin huoneenlé@mpdtilassa 2 tunnin ajan,
minkd j&lkeen se haihdutettiin tyhjéssid kuiviin. J&a8nnos
livotettiin metanolin ja kloroformin seokseen (1:10,
40 ml). Liuos pestiin per&kkdin NaHCO,:n 10-%:isella vesi-
liuoksella, vedellad ja suolaliuoksella, ja kuivattiin
Mgs0,:118 sekd haihdutettiin tyhj6ssad kuiviin. Ja&&nnosta
puhdistettiin kolonnikromatografisesti  silikageelissé,
jolloin saatiin 142 mg (68 %) otaikkoyhdistettsd. sp. 189 -
191 °C. Yhdisteelle 6a tédssd saadut spektri- ja HPLC-tie-
dot olivat td@ysin identtiset menetelmé&ssd A saatuihin ndh-

den.

Menetelma C

Seosta, jossa oli yhdistettd 1 (262 mg), TsOH:ta
(80 mg) ja 2,2-dimetoksipropaania (1 ml) kuivassa

CH,Cl,:ssa (5 ml), sekoitettiin huoneenlimpdtilassa 17
tunnin ajan. Reaktioseokseen lisdttiin NaHCO,:n kylléds-
tettyd vesiliuosta ja orgaaninen faasi erotettiin, kui-
vattiin Na,50,:118 ja haihdutettiin kuiviin. Keltaista
jddnndstd eetterissd trituroimalla saatiin 280 mg (100 %)
yhdistetta 6a. sp. 189 - 191 °C. Yhdisteelle 6a téssa
saadut spektri- ja HPLC-tiedot olivat tdysin identtiset

menetelmdssd A saatuihin nihden.
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Esimerkki 6

2" ~-N-t-butoksikarbonyyli-3',4'-0-sykloheksylidee-
nielsamisiini-A:n (5b) synteesi

Liuosta, jossa oli yhdistettd 3 (151 mg), 1,1-di-
metoksisykloheksaania (1,2 ml) ja vedetdntd p-tolueeni-
sulfonihappoa (3 mg) kuivassa CH,Cl,:ssa (3 ml), sekoitet-
tiin huoneenlémpdtilassa 2 tunnin ajan. Reaktioseosta
laimennettiin lisaamalld CH,Cl,:ta, se pestiin NaHCO,:n
kylldstetyllda vesiliuoksella, kuivattiin MgS0,:114 ja
haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin kiteinen j&&nnés,
joka eetterilld pesemdlld saatiin 165 mg (100 %) yhdis-
tettd 5Sb.

sp. 173 - 175 °C. IR nu,,, (KBr) cm™ 2910, 1730,
1710, 1680 (sh), 1500. UV lambda,,, (MeOH nm (eeta) 236
(35300), 266 (34200), 333 (4660), 379 (7820), 399 (12500),
422 (13700).'H-nmr (CDCl,) delta 0,69 (9H, s):; 1,10 - 2,5
(19H, m); 2,90 (3H, s); 3,36 (3H, s); 5,22 (1H, 4, J=8Hz);
5,83 (1H, 4, J=4Hz); 11,69 (1lH, s).

Koostumusanalyysi C,H;NO,;:1le laskettu: C, 63,38;
H, 6,16; N, 1,68; todettu C, 64,38; H, 6,63; N, 1,60.

Esimerkki 7

3',4'-0-sykloheksylideenielsamisiini~A:n (6b) syn-
teesi

Liuosta, jossa oli yhdistettd 5b (83,3 mg) ja
TsOH:ta (95 mg) sykloheksanonissa (1,6 ml), sekoitettiin
huoneenldmpdtilassa yon yli. Reaktioseokseen lis&ttiin
NaHCO;:n 10-%:ista vesiliuosta (5 ml) ja CHCl,:ea (10 ml),
ja orgaaninen faasi erotettiin, pestiin suolaliuoksella
(5 ml), kuivattiin MgS0,:114 ja haihdutettiin tyhjtssa
kuiviin, Raskasliikkeistd j&d&nnéstd trituroitiin isopro-
pyylieetterissd, mink& j&lkeen se eroon suodattamalla
saatiin 32 mg (44 %) yhdistettd 6b.

sp. 182 - 190 °C (haj.). IR nu,,. (KBr) cm™ 3400,
1605, 1445, 1370, 1230, 1170, 1070. UV lambda,,  (MeOH nm
(eeta) 236 (33000), 266 (28900), 331 (5340), 399 (10100),
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420 (10500). 'H-nmr (CDC1l, + CD,0D) delta 1,1 - 1,2 (19H,
m); 2,87 (3H, s); 3,45 (3H, s); 5,23 (1H, d, J=BHz); 5,94
(1H, d, J=4Hz).

Koostumusanalyysi C,oH3NO,;-H,0:11e: laskettu
c, 62,31; H, 6,03; N, 1,86; todettu C, 62,23; H, 5,92;
N, 1,83.

Esimerkki 8

3',4'-0-bentsylideeni-2"-N-t-butoksikarbonyyliel-
samisiini-A:n (5¢) synteesi

Liuokseen, jossa oli yhdistettd 3 (77 mg) ja
bentsaldehydidimetyyliasetaalia (0,5 ml) CH,Cl,:ssa (2 ml),
lisdttiin TsOH:ta (5 mg) ja seosta pidettiin huo-
neenlédmpdtilassa 2 p&ivan ajan. Reaktioseokseen lis&ttiin
NaHCO,:n kylldstettya vesiliuosta (noin 10 ml) ja seosta
uutettiin CHCl,;:1la. Saatu uute pestiin vedelld, kuivattiin
Na,50,:11& ja haihdutettiin tyhjésséd kuiviin, jolloin saa-
tiin keltainen kiinted aine, jota puhdistettiin silikagee-
likolonnikromatografisesti Kkayttden eluenttina MeOH:ta
CHCls:ssa (1 - 3 %), jolloin saatiin 70 mg (81 %) otsik-
koyhdistetta.

sp. 168 - 170 °C. IR nu,,, (KBr) cm™ 1735 sh, 1695,
1505, 1375, 1255, 1235, 1145, 1070, 780. UV lambda,,,.
(MeOH nm (eeta) 235 (40600), 266 (39300), 332 (6410), 379
(8690), 399 (13%900), 421 (15000). 'H-nmr (CDC1l,) delta 0,71
(9H, s); 1,35 (3H, d, J=6Hz); 1,58 (3H, s); 2,91 (3H, s);
3,40 (3H, s); 5,32 (1H, d, J=8Hz); 5,69 (lH, d, J=4Hz);
5,98 (1H, s).

Koostumusanalyysi C4sH;NO s -H,0:1le: laskettu
C, 62,86; H, 5,74; N, 1,63; todettu C, 63,17; H, 5,42;
N, 1,53.

Esimerkki 9

3',4'~-0-bentsylideenielsamisiini-A:n (6c) synteesi

Menetelmid A

Yhdistettd 5¢ (60 mg) liuotettiin TFA:han (0,3 ml),
ja seos haihdutettiin valittémidsti tyhj&ssid kuiviin. Jasn-
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nds liuotettiin NaHCO,:n Kkyll&stetyn vesiliuoksen ja
CHCl,:n seokseen. Orgaaninen faasi erotettiin, pestiin
vedelld ja haihdutettiin tyhjdssd8 KkKuiviin. Keltaisella
jddnntkselld suoritettiin kromatografia-ajo silikageeli-
kolonnissa, jolloin saatiin 24 mg (45 %) yhdistettd 6c.

sp. 183 - 189 °C. IR nu,, (KBr) cm™* 1710, 1610,
1510, 1375, 1250, 1235, 1070, 780. UV lambda_,,. (MeOH nm
(eeta) 236 (40700), 266 (34400), 331 (5890), 379 (8180),
398 (12200), 420 (13000). 'H-nmr (CDCl1l, + CD,0D) delta 0,82
(1,5H, d, J=6Hz); 1,22 (3H, d, J=6Hz); 1,36 (1,5H, A4,
J=6Hz); 1,58 (1,5H, s); 1,61 (1,5H, s); 2,92 (3H, s); 3,53
(3H, s); 5,29 (1H, 4, J=8Hz); 5,95 (O0,5H, s); 6,01 (0,5H,
leved); 6,11 (0,5H, leved); 6,28 (0,5H, s).

ms (SIMS) m/z 742 (M + H)", 408, 334, 160.

Menetelmd B

Seosta, jossa oli elsamisiini~A:ta (66 mg), bents-
aldehydidimetyyliasetaalia (185 mg) ja TsOH:ta (25 mg)
CH,Cl,:ssa (5 ml), pidettiin huoneenl&mpdtilassa 2 tunnin
ajan. Reaktioseokseen lis&ttiin NaHCO;:n Kylldstettyad ve-
siliuosta (noin 10 ml) ja CH),Cl,:ta (10 ml). Orgaaninen
faasi erotettiin ja haihdutettiin alipaineessa kuiviin,
jolloin saatiin keltainen kiinted aine, jota puhdistettiin
silikageelikolonnikromatografisesti ké&yttden eluenttina
MeOH:ta CHCl,:ssa, jolloin saatiin 45 mg (60 %) yhdistetta
6c. Tassd yhdisteelle 6c saatuja HPLC- ja spektritietoja
el pystytty erottamaan menetemidssd A saaduista.

Esimerkki 10

2"-N-bentsyylioksikarbonyyli-3',4'-0-metoksimety-
lideenielsamisiini-A:n (7d) synteesi

Liuosta, jossa oli yhdistettd 4 (62 mg), orto-muu-
rahaishappotrimetyyliesterid (0,2 ml) ja p-tolueenisulfo-
nihappoa (5 mg) CH,Cl,:ssa (3 ml), sekoitettiin huoneen-
lampédtilassa 2 tunnin ajan, mink& j&lkeen reaktioseosta
laimennettiin lis&&amdlld CH,Cl,:ta (10 ml), se pestiin
NaHCO;:n kyllastetylla vesiliuoksella, kuivattiin
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Na,50,:118 ja haihdutettiin tyhj6ssd kuiviin, jolloin saa-
tiin 65 mg (100 %) yhdistettd 74d.

sp. 139 - 141 °C., IR nu,,, (KBr) cm™ 3400, 1725,
1510, 1375, 1255, 1240, 1070. UV lambda_,, (MeOH nm (eeta)
236 (35700), 267 (34000), 333 (5800), 380 (8090), 399
(13000), 422 (13900). 'H-nmr (CDCl, + D,0) delta 1,32 (3H,
d, J=6Hz); 1,39 (3H, 4, J=6,5Hz); 1,56 (3H, s); 2,88 (3H,
s); 3,92 (3H, s); 3,96 (3H, s); 6,25 (1H, 4, J=8Hz); 5,65
(1H, d, J=4Hz); 5,93 (2H, s).

Esimerkki 11

3',4'-0O-metoksimetylideenielsamisiini-A:n (6d)
synteesi

Liuosta, jossa oli yhdistettd 7d (57 mg) tetrahyd-
rofuraanin 75-%:isessa vesiliuoksessa (4 ml), hydrattiin
katalysaattorin 10 % Pd/C (30 mg) l&sn&d ollessa 1,5 tunnin
ajan huoneenlampdtilassa. Reaktioseos suodatettiin eroon
ja suodos haihdutettiin Kuiviin. J&&nndstd& puhdistettiin
kolonnikromatografisesti silikageeliss&d, jolloin saatiin
35,5 mg (73 %) yhdistetta 6d.

sp. 209 - 211 °C (haj). IR nu,,. (KBr) cm™ 3400,
1720, 1680, 1375, 1255, 1205, 1120, 1075. UV lambda,,.
(MeOH nm (eeta) 236 (33900), 266 (30800), 331 (5200), 398
(10800), 419 (11200). ‘H-nmr (CDCl, + CD,0D) delta 1,0 -
1,4 (6H, m); 1,57 (3H, s); 2,62 (3H, s); 3,38 (3H, s);
3,50 (34, s); 5,44 (1H, 4, J=8Hz); 5,87 (2H, m).

ms (SIMS) m/z 697 (M + 2H)", 363, 334, 202, 160.

Esimerkki 12

4'-0O-tetrahydropyranyylielsamisiini~-A:n (8) syn-
teesi

Liuos, jossa oli elsamisiini-A:ta (110 mg) ja di-
hydropyraania (0,5 ml) dimetyyliformamidissa (5 ml), teh-
tiin happamaksi lisd&m&ll3 pieni mooliekvivalenttiylima&ra
TsOH:ta, minkd jdlkeen sitd pidettiin huoneenlampttilassa
yon yli. Reaktioseokseen lisdttiin NaHCO,:n kyllastettyi
vesiliuosta (20 ml) ja seos panostettiin Diaion HP-20 (n.
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100 ml) -kolonniin. Kolonni pestiin vedelld, minkd j&lkeen
sitd eluoitiin CH,CN:n vesiliuoksella. Eluaatin kellertavat
fraktiot yhdistettiin pooliksi ja haihdutettiin tyhjossa
kuiviin, jolloin saatiin keltainen amorfinen kiinte& aine,
joka liuotettiin 0,05 N TsOH-liuokseen MeOH:ssa (5 ml).
Tunnin kuluttua NaHCO,:ea lis&dttiin reaktioseokseen ja seos
suodatettiin., Suodos haihdutettiin kuiviin ja j&8&nndsta
puhdistettiin preparatiivisella TLC:118, jolloin saatiin
16 mg (13 %) otsikkoyhdistettd.

sp. 202 - 205 °C. IR nu,, (KBr) cm™* 1695, 1610,
1375, 1255, 1075, 780. UV lambda_,. (MeOH nm (eeta) 236
(34000), 266 (29500), 333 (5250), 379 (6850), 399 (10500),
421 (11300). 'H-nmr (CDCl, + CD,0D) delta 1,44 (3H, s); 2,73
(3H, s); 3,48 (2H, s); 5,62 (1H, 4, J=8Hz); 5,93 (1H, 4,

J=4Hz).
ms (SIMS) m/z 738 (M + H)®, 404, 334, 160, 85.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd yhdisteen valmistamiseksi, jonka kaava

on:
0 OH
0 CHq
H
CHg
(] 0]
0
CHy © o NHp
Ha
HsC V' 0
0
\\‘z/

jossa Z on alkylideeni, sykloalkylideeni, aryyli-
alkylideeni +tai alkoksialkylideeni, joka menetelmid on
tunnet+tu siitd, ettd 2"-N-suojattua elsamisiini-

A:ta kdgitelldsn dimetyyliasetaaleilla happokatalysaatto-

rin 1l8snd ollessa, minkd jdlkeen suojaryhmi/-t poistetaan.

2. Menetelm8 yhdisteiden valmistamiseksi, joiden

kaava on:
0] OH
o) CH4
H
CHs
)
. 0
CHy O 0 NHa
H3
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joka menetelmd on tunnettu siit8, ettd
elsamisiini-A:ta kdsitellddn dimetyyliasetaaleilla happo-
katalysaattorin l8sn& ollessa.

3. Menetelmd yhdisteen valmistamiseksi, jonka kaava
on:

0 OH

CHy

CHy

NH,

joka menetelmd on tunnettu siitd, etta
elsamisiini-A:ta késitellddn dihydropyraanilla happokata-
lysaattorin l4snd ollessa, minkd jdlkeen kdsitelldsn p-to-
lueenisulfonihapolla metanolissa.

4. Yhdiste, joka on valmistettu jommankumman pa-
tenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisella menetelmdlld,
tunnettu siitd, ettd se on

3',4'-0-isopropylideenielsamisiini-A;

3',4'-0-sykloheksylideenielsamisiini-A;
3',4'-0-bentsylideenielsamisiini-A; tai
3',4'-O-metoksimetylideenielsamisiini-A.
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