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Oy Kolster Ab

Menetelmi tuumorien kasvua estdvin N-formyylileurosiinin valmistami-
seksi - Fdrfarande fdr framstédllning av tillvdxt av tumdrer fér-
hindrande N-formylleurocin

Keksinndn kohteena on menetelm& tuumorien kasvua estévén N-formyyli-

lewrosiinin valmistamiseksi, jonka kaava on
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Ja sen farmaseuttisesti hyvéksyttévien happoadditiosuolojen valmistamiseksi.

Viime vuosikymmeniné on suoritettu hyvin intensiivista tutkimustydtd laak-
keiden valmistamiseksi, jotka ovat kéyttdkelpoisia sydvdn hoitoon. Témin kauas-
kantoisen tutkimusty®n aikana on suoritettu aineille, joilla on mitd erilaisimmat
kemialliset rakenteet, bioclogisia ja kliinisia tutkimuksia, mutta vain hyvin ra-
Joitettu lukumdéri ndists aineista on todettu parantaviksi ihmisten hoidossa.
Néistd harvoists farmaseuttisista tuotteista, jotka ovat osoittaneet positiivisia
tuloksia kliinisessg kéytSssd, on di-indolialkaloidit (dimeeriset indolialkaloi-
dit) todettu oivallisen merkittdviksi. Tadllaisia di-indolialkaloideja ovat esi-
merkiksi vinkaleukoblastiini (vinblastiini), leurokristiini (vinkristiini),
vinleurosidiini (leurosidiini), vinleurosiini (leurcsiini) jne. Kaikkia naitd
yhdisteitd velmistettiin, tuloksena laajasts, tutkimustydsta, kasvista, jonks nimi
on Cathareanthus roseus G. Don (tai vinka rosea L.), ja joka kuuluu Apocynsaceae-
sukuun. N&itg di-indolialkaloideja on noin 1-3 % kasvin koko alkgloidipitoisuu-
desta ja kasvi sisdltdg Y1li 70 eri alkaloidia, Rekenneanalyysin avulle on todettu,
ettd di-indolialkaloideilla on hyvin samanlaiset rakenteet, niinpd esimerkiksi
vinblastiini- ja vinkristiinimolekyylit sisaltdvat kumpikin yhden osan, joka on
velbanamiinirakennetta, ja toisen osan, joka sis#ltdd indoliinirungon; ainoa ero
on se, ettd molekyylin vindoliiniosa sisaltai N-metyyliryhmén vinblastiinissa
Ja N—formyyliryhmén vinkristiinissé. Téma v&hdinen rakenteellinen ero aiheuttas
kuitenkin huomattavan eroavaisuuden niiden yhdisteiden biologisissa aktiviteeteis-
saj vinkristiinin on nimittdin todettu olevan ektiivisempaa sekd eléinkokeissa
ettéd ensisijaisesti ihmisten hoidossa.

Leurosiini eroaa rakenteeltaan edelld mainitusta vinblastiinista tai
vinkristiinistd sikdli, ettd se sisaltaa epoksi-velbanamiiniosan velbamiinin
sijasta.

Edellédmainittuja di~-indolialkaloideja ja niiden happoadditiosuocloja seka
néiden yhdisteiden valmistusta on selostettu monissa Julkaisuissa, joista mainit-
takoon US-patenttijulkaisut 3 097 137, 3 205 220 ja 3 225 030 seki HU-pa tentti-
Julkaisut 153 200, 154 715 ja 160 967.

Keksinndlle on tunnusomaista, etta leurosiini, jonka kasva on
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tai leurosiinin happoesdditiosuola hapetetaan kromihapolla tai sen suolalla lémpd-
tilassa alle —30°C,'ja gagtu yhdiste formyloidaan ja erotetaan, je vapaa happo
haluttaesss muutetaan happoadditiosuolakseen.

Keksinndn mukaisesti valmistetulla N-formyylileurosiinilla on té&rkeitéd
etuja verrattuns vinkristiiniin, joka on tunnettu ja téhén asti parhaana pidetty
tuumorien kasvua estévé yhdiste. Uuden yhdisteen myrkyllisyys on huomattavasti

alhaisempi: on hiirillé intraperitonesslisesti annettuna 28,8 mg/kg, kun

ID50
teas vinkristiinin vastaave arvo on L,0 mg/kg. Vinkristiinilléd on haitallinen
sivuvaikutus; Jjoissain tapauksissa t&mén yhdisteen antamisesta aiheutuu halvaus-
symptooneja syysté, ettd vinkristiini on hermomyrkky. Keksinnén mukaisesti val-
mistetulla yhdisteelld ei ole tdllaista sivuvaikutusta. Uusi yhdiste on tehokas
myds sellaisia tuumoreita vastaen, joihin vinkristiini ei vaikuta. Vinkristiini
on taysin tehoton rottien VX-2 karsinoomaa vastaan myrkyllisindkin annoksina
annettuna, kun taas uudells yhdisteelld on T0-100 %:n estovaikutus pdivittéisen
intravenoosisen annoksen ollessa 3 mg/kg. Vinkristiini on tehoton Harding-Passey-
melanoomasa vastaan, kun tasas uuden yhdisteen estovaikutus on 47-%:inen annetta-
essa yhdistettd 14 pdivén ajan intraperitonesalisesti paivittdin 5 mg/kg.
Vinkristiini est&d Rhabdomyo-sarkooman kasvun 25-%:isesti annettaessa yhdistettd
8 péivén ajan paivittdin 0,2 mg/kg intraperitoneaalisesti (yhdisteen myrkylli-
syyden vuoksi ei voida antaa suurempia annoksia). Uuden yhdisteen estovaikutus
on 61-%:inen annettaessa sitd 10 pdivdn ajan intraperitoneaalisesti pédivittéin
2,0 mg/kg.

Keksinndn mukgisesti valmistetulla yhdisteelld on etuja myds vinblastii-
nin ja l8htBaineena kiytettyyn leurosiiniin verrattuna. Kumpikin viime mainituis-
ta ei ole aktiivinen rottien VX-2 karsinoomaa, Hardin-Passey-melanoomas eiki

Rhabdomyo-sarkoomaa vastaan. Leurosiini ei ole aktiivinen S-180 sarkoomasa eiké
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Novikoff-hepatoomaa vastasn, kun taas N-formyylileurosiini on sktiivinen kaikkia
néitéd pahanlaatuisia kasvaimia vastaan.

Uusi yhdiste aikaansaa t#ydellisen parantumisen tai 300 %:n suuruisen
elinién pitenemisen 50-70 %:ssa tapauksista kokeissa, joissa hiiriin ympéttiin
Ehrilich'in ascites-karsinooma tai NK/Ly lymfooma.

Uudella yhdisteelld suoritettu hoito pident&éd eléinten ikad, joita vaivaa
L-1210 imukudosleukemia, s37 ascites-sarkooms tai Yoshida ascites-sarkooma, moin
150-250 %. Ihonalaisesti ruiskutettuna t&mi yhdiste ehkdisee 70-80 % siirrettyjen
kiinteiden kasvannaisten (Guerin-karsinooma, S-180 sarkooma) kasvusta.

Eléinkokeissa t&t# yhdistettd voidaan antaa annosten suuruuden ollessa
0,3-5,0 mg/kg pitkiéd aikoja,aiheuttamatta sivuvaikutuksia, jotka ovat luonteen-
omaisia ja viistém&ttOmid tunnettuja vinka-alkaloideja kéytettdessd. Témén alka-
loidin terapeuttinen alue on t&118in jonkin verran samenlainen kuin vinkristiinil-

14 ja noin 4 kertas laajempi kuin vinleurosiinilla.

Vertailu
1. IDSO
hiirelléd rotalla
vinkristiini 4,0 1,2
vinblastiini T,5 5,6
N-formyylileurosiini 28,8 13,1

Huomataan, etté N-formyylileurosiini on neljé kertas véhemmin myrkyllinen
kuin tunnettu vinblastiini ja seitsem#n kertaa véhemméin myrkyllinen kuin tunnet-
tu vinblastiini.

2. Sivuvaikutus keskushermostoon.

Rotille (4-4 eldintd) annettiin myrkyllinen annos (1,5 mg/kg) vinkristii-
nié ja myrkyllinen annos (15 mg/kg) N-formyylileurosiinia. Vinkristiini aiheutti
kaikilla neljéllé eldimelld takajalkojen halveantumisen, ja kahdessa tapauksessa
bavaittiin iskiashermon huomattavaa lymfosyytti-infiltraatiota ilman myeliini-
katoa. N-formyylilewrosiini ei aiheuttanut missé&n keskushermoston osasss hal-

vausta eikd histologisia muutoksia.
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Taulukosta huomataan, ettéd N-formyylileurosiini on tehokas sellaisia
tuumoreita vastaan, jotka ovat resistenttejd muihin di-indolialkoloideihin
nédhden.

Keksinndn mukainen menetelméd k&sitt&d seuraavat vaiheet: leurosiinia,

Joka on saatu erottemalla kromatograafisesti di-indolialkeloideja Catharanthus
roseus G. Don-nimisestéd kasvista HU-patenttijulkaisun n:o 160 967 mukaan, tai

sen suolea, edullisesti sulfaattia, liuotetaan orgaaniseen liuottimeen tai
liuotinseokseen, edullisesti asetonin ja jéletikan seokseen, liuos jé&hdytetéén
alle 0°C:n ldmpdtilaan, edullisesti valille -30 ja -90°C, edellémainittuun 1iuock-
seen lisdtd&n samalla voimakkaasti sekoittaen ja jadhdyttden kromihappoa tai
kromeattisuolaa liuctettuna saman lémpétilan omeavaan orgaaniseen liuottimeen,
edullisesti etikkahappoanhydridiin, ja resktioseoksen annetaan seistd 5-15 mi-
nuuttia, edullisesti 8 minuuttia. Sen jilkeen reaktioseosts késitellddn varovas-
ti kylmglld (vélilld -40 ja -50°C) emmoniakin vesiliuoksella pH:n séftémiseksi
arvoon 8-9, seos laimennetaan vedelld ja uutetaan useilla annoksilla orgsanista
liuotinta, edullisesti metyleenikloridills kunnes yht&&n alkaloidia ei ole lésné.
Uutteet yhdistetfién, pestééin vedelld, kuivataan ja haihdutetaan kuiviin alipai-
neessa. T&lldin saadaan valkoinen, vashtomainen, amorfinen kuiva jé&nnds, joka
koostuu péfasiallisesti N-formyylileuTosiinista ja N-demetyyli-leurosiinista.
Némé yhdisteet erotetaan toisistaan kromatograafisesti kéyttéden pylvistd, joka
on téytetty aluminiumoksidilla (aktiviteettiaste IV-V). Téytds valmistetaan
aluminiumoksidin bentseenisuspensiosta. Ensimméinen eluentti on bentseeni ja seu-
raavat eluentit ovat bentseenin seoksia erilaisten miérien kanssa kloorattua
hiilivety&, edullisesti kloroformia. Eri elusattifraktioissa olevat aineet iden-
tifioidaan ohutkerroskromatografian avulla. Ensimméisend poistuu pylvédstéd seura-
aineita, sen jédlkeen N-demetyyli-leurosiinia ja lopuksi eluoituu N-formyyli-
leurosiinia. Samoja aineite siséltévét fraktiot yhdistet&#n, haihdutetaan kuiviin
alipaineessa ja, mik&li halutaan, saadut em#kset muutetaan niiden happoadditio-
suoloiksi, edullisesti vastaaviksi monosulfaateiksi, Yhdisteet voidaan puhdistea
haluttaessa uudelleenkiteytfémédlld., Tatd puhdistusmenetelmédd kéytet&én ensi-
sijaisesti suoloille. N-demetyyli-leurosiini formyloidaan tunnetuilla menetelmil-
14 (katso C.W. Huffman: J. Org. Chem. 23, 727 /19587) N~-formyyli-leurosiinin
saamiseksi,

Keksinndén erdén edullisen menetelmén muksan menetellfén seuraavalla taval -
la: Kuiva jéénnds, joka on saatu kdsittelemdlld hapetuksen reaktiotuotetta, formy-
loidaan muurahaishapon ja etikkehappoanhydridin seoksen kanssa. Tdssé reaktiossa
N-demetyyli-leurosiini muuttuu N-formyyli-leuwrosiiniksi. Reaktioseos neutraloi-
daan, uutetaan metyleenikloridilla, uute pestéén vedelld ja haihdutetaasn kuiviin
alipaineessa. Seatu kuiva j8&nnds puhdistetaen kromatografisesti. Saatu N~formyy-

li-leurcsiini muutetaan mahdollisesti sen suolaksi, edullisesti sulfaatiksi, ja
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suola kiteytet&én haluttaessa uudelleen,

Keksint®é valaistaan lédhemmin seuraavien esimerkkien avulla.

Esimerkki 1

N-formyylileurosiini ja -monosulfaatti

12 g (0,0132 moolia) leurosiinisulfaattia liuotetaan 2 640 ml:aan asetonia,
jonka jélkeen lisét&#in 0,6 litraa jédetikkaa, joka on juuri tislattu kromihappoa
sis8ltévastéd seoksesta, Liuos jédhdytetddn -50°C:een ja kylméid aset-anhydridii,
Joka sisdltdd 5,94 g (0,135 moolia) kromihappoa, lisétéén hémmennettyyn seokseen
3 minuutin kuluessa. Seoksen annetsan seistd vield 5 minuuttia, jonka jélkeen
liuoksen pH s#éddetéén arvoon 6 kéyttden kylm&d vikevdd ammoniakin vesiliuosta.
Té&mé opersatio suoritetaan 7 minuutin kuluessa ja ammoniakkiliuosta tarvitaan
noin 6 litraa. Témdn neutraloinnin aikana seosta jédhdytet#idn lampStilan esté&misek-
si kohoamasta yli +50°C. Saatu seos téytetéin lasiastiaan, joka on varustettu
lasisella himmennyslaitteella ja laskuhanalla, ja se sisédlt8i ennestdén 9 litraa
tislattua vettd. Laimennettu liuos tehddén alkaliseksi ammoniakin vesiliuoksen
lis#mé8rillé pH:n sédtédmiseksi arvoon 8,5.

Témén jélkeen reaktioseos uutetaan metyleenikloridilla (4 x 1,5 litraa).
Alkaloidiemékset siirret8in metyleenikloridifaasiin, Faasit erotetaan, orgaaniset
liuokset yhdistet#dn ja pestddn tislatulla vedelld (3 x 1 litra) neutraloimis-
vaiheessa muodostuneen ammoniumasetaatin poistamiseksi. Témén jélkeen orgaaninen
faasi kuivataan natriumsulfaatin avulla ja haihdutetsan kuiviin alipaineessa,

T&4l1ldin saadaan 10 g beigenvalkoista kuivaa jd&nndstd. Tuote on N~formyyli-
leu¥osiinin ja N-demetyylileurosiinin epdpuhdasts seosta.

Kuiva jdinnds liuotetaan 60 ml:aan bentseenii ja liuos kaadetaan kromato-
grafiapylvain pédidlle, jonka halkaisija on 35 mm ja joks on tédytetty 500 g:1lla
aluminiumoksidia (aktiviteettiaste IV-V), Téytds valmistetaan aluminiumoksidin
bentseenisuspensiosta.

Pylvés eluoidaan taulukossa 1 luetelluills liuottimilla tai liuotinseok-

silla.
Taulukkol

Eluoimiseineen kokoomus Eluoimisaineen méérd ml
Bentseenid 900

Bentseenin ja kloroformin 9:l-seosta 1 800

Bentseenin je kloroformin 8,5:1,5-seosta 1 000

Bentseenin Jja kloroformin 8:2-seosta 2 800

Bentseenin ja kloroformin l:l-seosta 2 800

Kloroformia 800
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Eluaatti kootaan 400 ml:n fraktioiksi. Eri fraktiot tutkitaan ohutkerros-
kromatografian avulla (Fransworth, N.R. et al.: Lloydia, 27, 302 [196%7).

Fraktiot 1-5 eivét sis#lli alkaloideja. Ensimméiset j&ljet alkaloidista
ilmestyvét yleensd fraktiossa 6, joka sisdltéé padasiallisesti ei-reagoinutta
leurosiinia. N-demetyyli-leurosiinia ilmaantuu yleensé ensimmiisen kerran suunnil-
leen fraktiossa 7 ja se eluoituu t#ydellisesti suunnilleen fraktioon 15 mennessé.
N-formyyli-leurosiinin elucituminen alkaa suunnilleen fraktiossa 13 ja padttyy
yleens&é suunnilleen fraktioissa 19-21.

Fraktiot, jotka ohutkerroskromatograafisen analyysin perusteella sisdlté-
vét samoja alkaloideja, yhdistetéén ja haihdutetaan kuiviin alipaineessa.

T&113in saadaan 5,6 g raskaa, amorfista N-formyyli-leurosiinia ja 1,5 g
raakaa, smorfista N-demetyyli-leurosiinia.

Seursavassa vaiheessa némé epédpuhtaat, smorfiset emdkset muutetaan erik-
seen niiden monosulfaateiksi. 1 paino-osa raakaa tuotetta liuotetaan 5 tilavuus-
osaan kuivaa etanolia, sen jélkeen liuos hapotetaan pH-arvoon 4 1is&&m&118 rikki-
hapon 1-%:ista liuosta kuivassa etanolissa. Kiteisen sulfaatin erottuminen alkaa
vélittémésti, Seoksen annetaan seisté huoneen lémpdtilassa useita tunteja ja sen
Jélkeen erottuneet kiteet suodatetaan, Suolat kiteytetd&n sen jilkeen uudelleen
seurasavalla tavalla: 1 paino-osa kiteistd sulfaattis liuotetaan 5 tilavuusosaan
metanolis ja liuoksen tilavuus suurennetsan viisinkertaiseksi kuivalla etanolilla.
Liuoksen annetaan seisté huoneen lémpdtilassa, jonka jilkeen erottunut tucte
suodatetaan, pestédn kuivalla etanolilla ja kuivataan,

Téssé menetelmésséd saadaan seurasavia aineita: 48 g (L0,1 %) N-formyyli-
leurosiinimonosulfasttia, sp.: 248-252°C (Boetius), @X)go
je 1,1 g (9,3 %) N-demetyyli-leurosiinimonosulfaattia; hajoaa sulamatta; @X)go =
3,2° (¢ = 1, vedessd).

= +37° (¢ =1, vedessid);

N-formyyli-leurosiinieméksen fysikaalisten vakioiden méfrittémiseksi liuo-
tetaan osa ndin sastua N-formyyli-leurosiinimonosulfaattia veteen, liucksen pH
sééddetddn valille 8-9 vékevdélld ammoniakin vesiliuoksella ja seos uutetaan kol-
masti metyleenikloridilla, Orgaaniset faasit yhdistet#&n, kuivataan ja haihdute-
taan kuiviin alipaineessa., Saatu amorfinen N-formyylileurosiini kiteytet#én
uudelleen metanolista, Kiteinen N-formyylileurosiini sulaa v&lilla 209-211°C
(Boetius); «X)go

N-formyylileurosiinin IR-spektri on esitetty kuviossa le Tém#n spektrin
ero leurosiinin spektristd on formyyliryhmén voimskkaassa absorptiovyodssi,

Joka esiintyy kohdassa 1672 em 1.

= +80,3° (¢ = 1, kloroformissa),

Massaspekirin perusteella on N-formyyli-leurosiinimolekyyli-ionin massa-
luku 822, Mitattu tarkkas massa on M = 822.3977, josta voidaan laskea empiirinen

kaava ChBHShNholo' Jonka teoreettinen massaluku on 822,3909.
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Analyysi:
Lasketut arvot kaavalle Ch6H5hNh010:

C: 67,15 %, H: 6,61 %, ~N: 6,81 %, 0: 19,43 %,
Ssadut arvot: 66,95 %, H: 6,58 %, N: 6,75 %, O: 19,27 4.

Tamé molekyyli-ioni aiheuttss ionihuipun massaluvulla 793, mikéd vastaa

formyyliryhmén poistumista, kuten osoitetaan tarkan massaluvun avulla

n/ = 793,3866.

“mitattu
Empiirinen kaava, joka vastaa tétéd massalukua, on Ch5H53Nh09, jonka

laskettu massa on

n/ = 793,3882.

®laskettu
Semoin kuin leurosiinieméksen massaspektrillé, esiintyy ionihuippu, joka
vastaa massalukua 353, N-formyyli-leukosiinieméksen massaspektrissd, mikd vastaa

epoksivelbanamiini-osaa. T#md seikka on myOs varmennettu mittaamalla tarkka massa:

/ey oty - 303038THs

joka vastaa empiiristd kaavaa 021H25N203, jonka laskettu massa on
m/elaskettu = 353,1858.
Esimerkki 2

N-formyylileurosiinimonosulfaatti

1 g N-demetyylileurosiinia liuotetaan seokseen, jossa on 6 ml vikevdd
muurahaishappoa ja 1 mi aset—anhydridid, ja seoksen annetaan seistd huoneen
lémpdtilasse 10 minuuttia. Sen j&lkeen seos kaadetaan 30 ml:aan kylmd&d vettd
(O-SOC), ja seoksen pH séédet&&n srvoon 9,0 kylmélla, vékevilld ammoniakin vesi-
liuoksella. Ammoniakkiliuosta lis&dttdessd hémmennetdsn. Alkoloidi uutetaan vesi-
liuoksesta metyleenikloridilla (3 x 30 ml). Metyleenikloridiliuokset yhdistetéén,
kuivataan ja haihdutetaen kuiviin alipaineessa.

Télléin saadaan 0,95 g amorfista, valkoista N-formyylileurosiinia, joka
muutetaan sen monosulfaatiksi esimerkissé 1 kuvatulla tavalla. Tdssé reaktiossa
saadaan 1,01 g N-formyylileurosiinimonosulfaattia.

Esimerkki 3

N-formyylileurosiini

10 g beigenvalkoista, vashtomaista raakaa téhdettd, joka koostuu N-for-
myylileurosiinista ja N-demetyylileurosiinista ja joka on saatu hapettamalla
12 g (0,0132 moolia) leurosiinisulfaattia esimerkisséd 1 kuvatulla tavalla, liuo-
tetaan seokseen, jossa on 60 ml vékevé& muurahaishappoa ja 10 ml asetwanhydri-
dié, ja seos kaadetaan, samalla hé&mmentden, 300 ml:aan kylméd (0-5°C) vetta.

Seoksen pH sdddetdin, samalla hémmentden, arvoon
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9,0 kylmlld, vikevilli ammoniakin vesiliuwoksella. Liunos uutetaan retyleeni-~
kloridilla (3 x 100 ml). Metyleenikloridifaasit Yhdistetliiin, kuivataan

Jja haihdutetaan kuiviin alipaineessa. T8113in saadaan 9,8 g amorfista, val-
koista, raakas N-formyyli-leurosiinia.

Saatu raaka N-formyylileurosiini puhdistetaan pylviskromatografian
avulla. Raake tuote liuotetaan 60 ml:aan bentseenii ja témi liuvos kaadetaan
pylviin pdille, joka halkaisija on 45 ml ja joka on tdytetty 500 g:lla
aluminiumoksidia (aktiviteettiaste III) bentseenissi. Pylviis eluoidaan
taulukossa 2 luetelluilla liuwottimilla.

Taulukko 2

Eluoimisaineen kokoomus Eluoimisaineen mifird, ml
Bentseeniy 1200
Bentseenin ja kloroformin 2:1-secsta 5000
Bentseenin Ja kloroformin l:l-seosta 3000
Kloroformia 800

Eluaatti kootaan fraktioiksi, joiden jokaisen tilavuus on 400 ml.

Fraktiot 1 ~ 3 eivit sisilli alkaloideja. Fraktiot 4 - 10 sisfiltivit
seura-aineita. Suunnilleen fraktiosta 11 alkaen esiintyy myds K-formyyli-
leurosiinia seura-aineiden lisliksi. Suunnilleen fraktiot 15 - 20 sislltiviit
Yksistiiin N-formyyli-leurosiinia. Seuraavissa fraktioissa pienenee eluoitu-
neen N-formyyli-leurosiinin mHiri asteettain. Ne fraktiot, jotka sisdltivit
yksistiéin N-formyyli-leurosiinia, yhdistetiilin ja haihdutetaan kuiviin ali-
raineessa. T4118in saadean 6,5 g raskas, amorfista N-formyylileurosiinia.

Timi raska, amorfinen N-formyyli-leurosiiniemiis muutetaan sen mono-
sulfaatiksi seuraavalla tavalla: 6,5 g N-formyylileurosiinia liunotetaan
32,5 ml:aan kuivaa etanolia, jonka Jjilkeen liunos hapotetaan pH-arvoon 4 li-
siimX11¥% rikkihapon 1 %:tista liuvosta kuivassa etanolissa. Kiteisen aineen
erpttuminen alkaa vilittdmiisti. Seoksen annetaan seistli huoneen liimpStilassa
useita tunteja, Jjonka Jilkeen kiteet erotetaan suodattamalla ja pestiiin
kuivalla metanolilla. T#113in saadaan 6,5 g kiteistd N-formyylileurosiini-
monosulfaattia.

Rlusatit, jotka on koottu ennen puhdasta N-formyylileurosiinia sisil-
tividi fraktioita ja niiden jilkeen, sigliltiivit seura-aineita ja N-formyyli-
leurosiinia. Nimi fraktiot yhdistetifin ja haihdutetaan kuiviin. TH11li taval-



11 57760

la saatu amorfinen aine (1,75 g) liw tetaan bentseeniin ja puhdistetaan
kromatograafisesti edell# kuvatulla tavalla, vain sill¥ erotuksella, etti
paremman erottumisen takaamiseksi pylvis eluoidaan 1200 ml:lla bentseenin
ja kloroformin 2:l-seosta. Niitl fraktioita, jotka sisiltévit yksinomaan
N-formyyli-leurosiinia, kiisitellliin edelldi kuvatulla tavalla, Jolloin
saadaan lis#ksi 1,05 g puhdasta, kiteisti N-formyylileurosiinimonosulfaat-
tia. Kokonaissaanto: 7,10 g (63,7 %) N-formyyli-leurosiinimonosulfaattia.
Timin yhdisteen fysikaaliset vakiot ovat identtiset esimerkisslii 1 esitetty-

Jen vakioiden kanssa.
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Patenttivaatims:

Menetelm& tuumorien kasvua estévén N-formyylieurosiinin vaelmistamiseksi,

Jjonka kaava on
N
) A
\
\
H \

= 1 l
NN
H \
\

N
CH_00C \ \ I
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H,CHq
N
cn3o i HO - OCOCH,
COOCH
3
COH
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ja sen farmaseuttisesti hyviksyttédvien happoadditiosuolojen valmistamiseksi,

tunnettusiitd, ettd leurosiini, jonka kaava on

tai leurosiinin happoadditiosuola hapetetaan kromihapolla tai sen suolalla
lémpétilassa alle —30°C, ja seatu yhdiste formyloidaan ja erotetaan, ja vapaa

happo haluttaessa muutetaan happoadditiosuolakseen,
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Patentkrav:

Férfarande for framstd&llning av tillvéxt av tumbrer fdrhindrande

N-formylleurocin med formeln

,—-——\N

\\N _—
H \
\
CH,00C \
K
.
CH 0 7

och farmaceutiskt godtagbara syraadditionssalter dérav, k annetecknat

dérav, att leurocin med formeln

eller ett syraadditionssalt av leurocin oxideras med kromsyra eller ett salt
dérav vid temperatur under -30°C, och den erh&llna fdreningen formyleras och

separeras, och om sd Onskas, den fria basen omvandlas till sitt syraadditionssalt.

Viitejulkaisuja~Anfdrda publikationer

Patenttijulkaisuja:-Putentskrifter: Iso-Britannia-Storbritannien(GB) 1 095 833
(C 07 4 57/00). Saksan Liittotasavalta-Fdrbundsrepubliken Tyskland(DE)

1 545 759 (C 07 D 519/0k4), 2 12k 023 (C 07 4 43/00). Tanska-Danmark(DK)

128 321 (C 07 4 57/0L).

Muita julkaisuja:-Andra publikationer: Journal of pharmaceutical science
58(1969):6 p. 694-8. Tetrahedron letters T(1968) p. 783-7.
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