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ANTRASYKLIINIANTIBIOOTTINEN 3'-DEAMINOANALOGIT, NIIDEN VALMIS-
TUSMENETELMA, KOOSTUMUS JA KAYTTO - 3'-DEAMINOANALOGER AV
ANTRACYKLINANTIBIOTIKA, FORFARANDE FOR DERAS FRAMSTALLNING,

KOMPOSITION OCH ANVANDNING DARAV

Keksintd on yhteydessd daunorubisiiniin ja doksorubisiiniin

yhteydessd olevien glykosiidisten antrasykliiniantibioottien
luokkaan, niiden valmistukseen, niitd& sis&ltdviin farmaseut-
tisiin valmisteisiin ja niiden k&yttddn tiettyjen nisdkaskas-

vaimien hoidossa.

Daunorubisiini ja doksorubisiini, joihin té&ssé olevan keksin-
nén yvhdisteet ovat yhteydessd, sekd tunnetaan ettd niita kéy-
tetdédn antituumoriantibiootteina ja molempia kuvaillaan laa-
jasti kirjallisuudessa. Edelleen, tassa olevien yhdisteiden
lahtdaineet 3',4'-diepi-daunorubisiini ja 3',4'-diepi-doksorubi-
siini ovat molemmat tunnettuja yhdisteitd, mitk& on kuvailtu
US-patentissa 4,112,076 (5.9.1978), jonka omistaa muistiin mer-

kitsemat®n luovutuksen saaja.

Keksintd antaa, sesn yhdeltd kannalta, kaavaa I olevien antra-

sykliiniglykosidien uuden ryhmén, .

9] 18)74

jossa R1 on vety tai hydroksi ja R2 on o-L-pyranosyylijdama-
kaavaa II tai III

OH
IY IIT



N3m& antrasykliiniglykosidit sis&ltdvit neutraalin glykosidiosan,
joko 2,3,6-trideoksi-®l~glysero-heksopyranosidi-4-ulosyyli
(A-L-sinerulosyyli II1) tai 2,6-dideocksi-®~l -arabiino-heksopy-

ranosyyli (III) ja ne nimet&dn seuraavasti:

1) 3'-deamino-4'-dehydro-daunorubisiini [I:R1=H; RZEII) (tasta
eteenpd&in yhdiste I-A) .

2) 3’-deamino-3’-hydroksi-4’-epi-daunorubisiini (I:R,=H, R2=III)
(tédstd eteenpdin yhdiste I-B)

3) 3’ -deamino-4'-dehydro-doksorubisiini (I:R1=DH, R2=II] (tasta
eteenpdin yhdiste I-C)

4) 3'-deamino-3’'-hydroksi-4’-epi-doksorubisiini (I:R1=DH, R2=III]
(tdstd eteenpdin yhdiste I-0).

Toiselta kannalta, keksintd antaa menetelmdn keksinndn antrasyk-
liiniglykosiidien valmistamiseksi. Uudelt yhdisteet valmistetaan
3',4'fdiepiFdaunorubisiinisté (IvV, R1=H) ja 3',4’-diepi-doksoru-
bisiinistda (IV, R1=DH), molemmat tunnettuja antrasykliiniglyko-
sidejsd kuvailtu edelld mainitussa US-patentissa 4,112,076 (5.9.
1978). '

0 OH -

Iv

H.,C

HO

Menetelmd uusien yhdisteiden valmistamiseksi sis&lt&da kaavaa IV,
jossa aksiaalinen aminoryhmd on ekvatoriaalisen hydroksiryhmdn
vieressd, olevien antrasykliiniglykosidien deaminoinnin edeten

diatsotoidun v&lituctteen kautta antamaan yhdisteet I-A ja I-C



hydridin kulkeutumisen C-4' asemasta seurauksena ja yhdisteet
I-B ja I-D yksinkertaisesti veden nukleofiilisen liittymisen

C-3' asemaan seurauksena.

Deaminointireaktio suaritetaan mieluiten natriumnitriitilla
kylmdssd vedellisessd happoympdristtssd, mutta se voidaan vaih-
toehtoisesti suorittaa typpitrioksidilla tai alkyylinitriiteil-

18 kylm8ssd vesi- tail alkoholiymp&rist&ssé.

Keksinndn antrasykliiniglykosideilld on antituumorivaikutusta.
Erityisesti, 3'-deamino-3’-hydroksi-4'-epi-doksorubisiini (I-D)
oscittaa huomattavaa vaikutusta hiirilld koekasvaimiin. Niinpa,
keksint® vield muulta kannalta antaa farmaseuttisia yhdisteita
sisdltden kaavan I antrasykliiniglykosidid terapeuttisesti te-
hokkaan madran lisdttynd farmaseuttisesti kelvollisella laimen-
timella tai kantoaineella, ja antaa tiettyjen nisdkdskasvaimien
kdsittelymenetelmid sisaltden sanottujen yhdisteiden terapeutti

sesti tehokkaiden mddrien antamisen kasvaimesta karsivédlle.

Keksintdd kuvataan nyt yksityiskohtaisemmin seuraavissa valmis-

tavissa esimerkeissad ja biologisissa tiedoissa.

ESIMERKKI 1

3'-deamino-4"'-dehydro-daunorubisiini (I-A) ja 3'-deamino-3'-

hydroksi~4'~gpi-daunorubisiini (I-B).

8,55 g livosta; 1 mmol 3’,4'—diebi“daunorubisiini—hydrokloridia
(IV:R1=H] 25 ml:ssa vettd, jdadhdytettiin 0°C:een Jja késiteltiin _
gsitten 0,72 g:1la; 7,5 mmol natriuvmnitriittid ja 7,5 ml 1-N etik-
kahappoa useissa erissé~20.min ajan sekoittaen sellaisella nopeu-
della ettd lampdtila ei ylittanyt 0°. Dltuaaen 3 tuntia 0%:ssa
reaktioseos sisaltden punaisen vérisen sakan tuotiin huoneen 1&m-
potilaan. Typped poreilutettiin liuoksen 1ldpi poistamaan ylimaa-
ra typpihapoketta ja liuos sitten uvutettiin kloroformilla. Klo-
roformiuute pestiin vedelld, kuivattiin vedettdmdlla natrium-
sulfaatilla, haihdutettiin pieneen tilavuuteen ja kromatografi-
oitiin silicageelikolonnissa. Kolonnin eluocinti kloroformilla
tuotti 3'-deamino-4’'-dehydro-daunorubisiinid (I-A)} amorffisessa

)
muodossa, jossa on s.p. 143-144 % (hajoten); ﬁx]z“ =+19p°
D



{c=0,05 metanolissa). UV- ja ndkyvadn valon spektrit: A CH30H235,

253, 290, 480, 496 ja 530 nm (E}Em 808, 557, 188, Z?B,mSZZ ja
143). FD-massa spektri: m/z 510 (M"°); 398 ja 562. H-NMR-spekt-
ri (COC14):1,36 (d,J=6,5 Hz, 3H, CHy-5'); 1,70-2,40 (m,6H, H-8,
H-2', H-3'); 2,41 (s, 3H, COCHy); 2,97 (d,J=19,5 Hz, 1H, H-10_ );
3,25 (dd,J=19,5 Hz, 1H, H-10,.)¥ 4,09 (s,34, OCH4) 4,40 (q,3=6,5
Hz, 1H, H-5'); 4,62 (s,1H, OH-8)7 5,41 (m, 1H, H-7); 5,67 (t,a=
6,0 Hz, 1H, H-1'); 7,30-8,10 (m, 3H, aromaattisia protoneja)l:

13,29; 14,01 $(2s, 2H, OH-6, OH-11).

Kolonnin edelleen eluointi 97:3-kloroformi:asetoniseoksella an~
toi 3'-deamino-3'hydroksi-4'-epi-daunorubisiini (I-B), jolla on
S.p. 165-170°C (hajoten), /a]SOD=+3500 (c=0,025, metanclissa).
UV- ja ndkyvén valon spektrit:NT30" 235, 254, 290, 480, 496 ja
530 nm (F,% 714, 500, 154, 226, 231 ja 142). FO-massa spektrit
m/z 528 (M+'); 398, 362. 1H—NMR~spektr‘i (CDCla); 1,36 (d,J=6,0
Hz, 3H, CH3~5'J; 1,60-2,40 (m, 4H, H-8, H-2'); 2,41 (s, 3H, CUCHB);
2,86 ja 3,30 (2d,3=19 Hz, 2H, H-10); 3,5-4,0 (m, 2H, H-3', H-4'};
4,07 (s, 3H, OCHB); 4,65 (m, 1H, H-5'); 5,25 (m, 1H, H-7); 5,48
(m, 1H, H-1'); 7,30-8,10 (m, 3H, aromaattisia protoneja)l, 13,26,
13,96 &(2s, 2H, OH-6, OH-11).

ESIMERKKI 2

3'-deamino-4'-dehydro-doksorubisiini (I-C) ja 3'-deamino-3'-

hydroksi-4’~epi-doksorubisiini (I-DJ.

Otsikkoyhdisteiden (I-C) ja (I-D) valmistus lahtien 3',4'-diepi-~
doksorubisiinista (IV:R1=H) suoritettiin esimerkissd I kuvatun

menettelyn mukaisesti.

3'-deamino-4’' -dehydro-doksorubisiini (I-C) saatiin punaisen v&-
risend pulverina, jolla on s.p. 140°C (hajoten) ﬁ%/SDD =+145
(c=0,046 metanolissa). UV- ga ndkyvdn valon spektrit h&g;DH 235,
254, 480, 486 ja 530 nm (E]ém 690, 490, 190, 228, 230, 140).
FD-massaspektrit: m/z 526 (M'°), 414, 336. ' “C-NMR-spektri (CDC1,):
13,9 (C-6'); 27,6 (C-2'3); 33,1 (C-3'); 33,9 (C-10); 35,9 (C-8);
56,6 (D-CHa); 65,4 (C-14); 68,9 (C-7); 71,3 (C-5"); 76,6 (C-9);
100,3 (C-1'); 118,5 (C-3); 119,8 (C-1, C-4a); 133,7 (C-Ba, C-10a,
C-12a); 135,8 (C-2) 155,6 (C-11); 156,1 (C-6); 161,0 (C-4); 186,9

(C-5, C-12); 210,3 (C-4') ja 213,9 6(C-13).
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Samoin, 3'-deamino-3'-hydroksi-4'-epi-doksorubisiini (I-D) saa-
tiin punaisen virisend pulverina, jolla on s.p- 176-180°C (hajo-
ten): ﬁ%]égo =+280 (c=0,046 metanolissa). UV- ja ndkyvédn valon
spektrit AC130 235, 254, 290, 480, 496 ja 532 nm (E]° =674,
478, 186, 223, 228 ja 148. FD-massaspektri: m/z 544 (M ), 414,
378, 336. 'OC-NMR-spektri (CO,00:COC1,,1:1 tilav.): 17,8 (C-6');
33,9 (C-10); 36,3 (C-8); 38,0 (C-2'); 57,0 (OCH,); 65,4 (C-14);
68,8 (C-7); 69,8 (C-3',C-4"); 77,0 (C-9); 77,9 (V-5°); 101,4
(C-1'); 119,3 (C-3, C-4a), 120,3 UC-1); 134,3 ja 135,8 (C-6Ba,
C-10a, C-12a); 136,5 (C-2); 155,7 (C-6, C-11); 161,6 (C-4); 187,3

(C-12); 187,6 (C-5) ja 214,2 &(C-13).
BIOLOGINEN TOIMELIAISUUS

Keksinnin uusien antrasykliinglykosidien solumyrkyllinen vaiku-
tus koestettiin Hela-soluihin "in vitro” (altistusaika 42 t/ver-
rattuna daunorubisiiniin ja doksorubisiiniin). Tulokset esitetdan

taulukossa 1.

Taulukko 1

Bakteeripassivoimiskoe Hela-saluihin "in vitro”

ybd;ste_, : ID.(mg/ml)
Daunarubisiini.HCl 12
Yhdiste I-A 350
Yhdiste I-B o 60
Doksorubisiini.HC1 ' 11
Yhdiste I-C 40
Yhdiste I-D 25

Té&man keksinndn tietyt yhdisteet, kun koetettu P-388 ja L-1210
muriinileukemioihin, osoittivat ylivoimaisia tuloksia verrat-
tuna daunorubisiiniin ja doksorubisiiniin, erikoisesti suun

kautta annosteltuna. Tulokset antituumorivaikutuksesta eri mu-

riiniledkemioihin on annettu taulukoissa 2, 3 ja 4.



Taulukko 2. _
Antituumorivaikutus P388 leukemiaan. Ké&sittely kohteeseen 1 pv.

Annostus T/¢° LTS” ¢
Yhdiste (mg/ke) %
Daunorubisiini® 2,8 170,150 0/8,0/10 0/9,0/10
4,4 154,150; 155 0/68,0/9,0/10  2/8,3/9,0/10
6,6 145,150, 160 0/8,0/9,0/10  7/8,5/9,0/10
Yhdiste T-AY 30,8 109 0/8 n/8
30 127 0/8 0/8
50 160,165 0/3,0/10 0/3,2/10
78 95 0710 5/10
101 100 1710 . 5/10
Daunorubisiini® 4,4 170 a/10 0/10
6,6 160 0710 6/10
Yhdiste I-B° 15 180 0/5 0/5
20 290 0/5 0/5
26 160 0/5 3/5
Doksorubisiini® 4,4 225 0/8 0/6 =
6,6 290 /8 0/8
10 300 2/8 - 0/8
Yhdiste I-C® 10 170 . 2/10 0/10
15 180 - 0/8 0/8
22,5 210 0/8 0/8
33,7 230 1/8  o0/8
Doksorubisiini® 4,4 245,223 0/10,0/10 0/10,0/10
6,6 255,258 1/10,0/10 - 0/10,0/10
| 10 345,282 2/10,1/10 0/10,0/10
Yhdiste 1-0° . 6,8 250 1/10 0/10
10 290 3/10 0/10
15 »630,>658 6/10,6/10 0/10,1/10
22,5 %630, >658 9/10,5/10 0/10,2/10
33,7 194 3/10 5/10
50,5 76 1/10 7/10

a) keskimddrdinen elinaika: % kisittelemdtttméstd vertailusta
b) pitk&n ajan kuluttua eloonj&&dneet (260 pv)

c) arvioitu autoptisiin havaintoihin kuolleilla hiirilld perustuen
d) kolmen kokeen tiedot

e) liuotettu 10%:een Tween 80

f) liuvotettu tai suspensocitu veteen, kahden kokeen tiedot



Taulukko 3. VYhdisteen I-0 vaikutukset hiirileukemiaan

Kasittely a o )
Kasvain Reitti Tepa pv Liuotin Yhdiste  Annostus mg/kg amn LTS Hm”wwww

Cross suoneen sucneen 1 Imm mowmoﬁcwwmwij 10 200 0/8 0/8
13 241,275 0/18 1/18
16,9 233,175 1/18 B8/18

yhdiste I-D 13,3 183 0/7 o/7

26,86 225 0/8 0/8

39,9 250 0/8 3/8

suonNEeen suun 1 Tween® yhdiste I-D 26 133 0/7 0/7
kautta 33,9 158 06/10 0/10
44 158 G/10 G/10
L1210 kohteeseen kohteessen 1 Tween®  doksorubisiini 4,4 166 0/10  ©0/10
6,6 166 a/10 0/10
10 177 3/10 0/10

yhdiste I-D 8,8 2600 3/6 0/B

13,3 505 3/8 0/6

20 238 0/8 2/8

suoneen suoneen 1 Tween® doksorubisiini 10 157 0/10 0/10

13 178 /10 0/10

16,9 185 B/10 0/10

yvhdiste I-O 13,3 : 185 B/9 0/10

20 264 0/9 0/8

30 500 3/8 0/8

-]

a,b,c: ks. taulukko 2 armram: kokeen tiedot mqsmm: 80 10 % Iwm"mmm



Taulukko 4.
Yhdisteen I-C vaikutus Gross-leukemiaan

Yhdiste Liuotin Tapa ?;ggig$s Téca LTsP lﬂﬁi;ii
Doksorubisiini Tween BUd suoneen 139‘ 214,275,242 0/20 (0/20
| | 16,9% 228,175,250 1/28 8/28
Yhdiste I-C Tween 809 suoneen 407 185,250 0/17 2/17
48 116 0/10  7/10

57,6 116 0/10 10/10

Yhdiste I-C Tween 809 suun kautta 40 192 0/8  0/8

48 200 0/8  0/8

57,6 200 a/8  2/8

a,b,c: katso taulukko 2, d katsoc taulukko 3, e kolmen kokeen
tiedot, f kahden kokeen tiedot

Vaihteluja ja muunnok$ia voidaan tietenkin tehdd ilman etté

loitotaan keksinntn hengestd ja tarkoituksesta.

0llen taten kuvailleet keksintGdmme, jonka haluamme suojata

patentilla ja t&h&n asiaan liittyen vaatimus oh:



PATENTTIVAATIMUS

Analogiamenetelmd kaavan I mukaisen antrasykliiniglykosidin

valmistamiseksi

I
missi Rl on vety tai hydroksi ja R2 on:
CH 0 CH
3 ' 0
tai
IT IIT
J HO OH
tunnettu siitiad, ettd 3',4'-diepi-daunorubisiinihyd-

rokloridin vesiliuos tai 3'-4'-diepi~doksorubisiinihydroklo-
ridin vesiliuos saatetaan reagoimaan noin 0°C:ssa natrium-
nitriitin ja 1-N etikkahapon kanssa, jolloin saadaan, vas-~
taavasti, a) kaavan I mukaisten glykosidien, joissa Rl on H
Jja R2 on IT tai III, tai b) kaavan I mukaisten glykosidien,
on OH ja R on II tai III deaminoitu seos, ja

1 2
ettd sanotulle svokselle suoritetaan kromatografinen erotus~

joissa R

kdsittely silikageelilld eluoimalla ensin kloroformilla ja
sitten kloroformi-asetoniseoksella 97:3 til/til, mink3a
avulla kaavan I mukainen yhdiste saadaan seoksesta vapaana

emdksend puhtaassa muodossa.
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