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Menetelmd& uusien, terapeuttisesti kayttdkelpoisten J-(aminocalkyyli-
amino)-4,5,8-trihydroksiantrakinonien sekd niiden leukoemdsmuotojen
ja farmaseuttisesti hyv&ksyttdvien happoadditiosuolojen valmistami-
seksi - Forfarande f&r framstd&llning av nya, terapeutiskt anvédndbara
1-(aminoalkylamino)-4,5,8-trihydroxiantrakinoner och leukobasformer

samt farmaceutiskt godtagbara syraadditionssalter av dessa
Tamd keksintd koskee menetelmdd uusien, terapeuttisesti kdyt-

tokelpoisten 1-(amincalkyyliamino)-4,5,8-trihydroksiantrakinonien

valmistamiseksi, joilla on kaava (I)
/ 1
OH © NH—(CHz)n—N\

(1)
OH 0 OH



) jossa n on kokonaisluku 2-4 ja ryhmit R1 ja R, merkitsevdt iste-

ndisesti vetyd, 1-3 hiiliatomia sisdltdd alkyylid tai f#-hydroksi-

o etyylia.
tiizzg Tdmd keksintd sisdltdd myds leukoemdkset ja niiden tautomeerit,
Vo Uz s - jotka voidaan esittdd seuraavilla yleisilld kaavoilla
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(IT, leukoemds)

OH 0] OH

(ITII, tautomeeri-

nen muoto)

joissa R1, R2 ja n ovat edelld md3&riteltyja.
Antrakinonijohdannaisia on aikaisemmin kdytetty erityisesti
. tekstiilieh vdrjdykseen tarkoitetuissa vdriaineissa.

DD-patenttijulkaisusta 132 267 ja DE-hakemusjulkaisusta
2 835 661 tunnetaan yhdisteitd, jotka ovat rakenteeltaan ja ominai-
suuksiltaan samankaltaisia kun keksinn®n mukaisesti saatavat yhdis-
teet.

Tadmdn keksinndn mukaisesti saatavat uudet yhdisteet saadaan
kiteisind materiaaleina, joiden vdri vaihtelee punaruskeasta sini-
seen, ja joilla on luonteenomainen sulamispiste ja absorptiospekt-
rit, ja jotka voidaan puhdistaa alemmilla alkanoleilla uuttamalla,
silld useimmat vapaista emdksistd eividt liukene veteen ja erdidt niis-
td ovat liukenemattomia useimpiin orgaanisiin liuottimiin.}Téménﬁ

v keouop i i 7 )
‘keksinnén mukaiset orgaaniset emdkset (I, II ja III) muodostavat



myrkkyvaikutuksettomia happoadditiosuoloja useiden farmakologisesti
hyvdksyttdvien orgaanisten ja epdorgaanisten suoloja muodostavien
yhdisteiden kanssa. Niinpd kun vapaa orgaaninen emds ja happo se-
koitetaan keskenddn sopivassa neutraalissa liuvottimessa, saadaan
happoadditiosuoloja sellaisten happojen kanssa kuin rikkihappo, fos-
forihappo, klcocorivetyhappo, bromivetyhappo, sulfamidihappo, sitruuna-
happo, maitohappo, hydroksimeripihkahappo, meripihkahappo, viinihap-
po., etikkahappo, bentsoehappo, glukonihappo, askorbiinihappo tms.
Tadmidn keksinndn mukaisessa tarkoituksessa ovat vapaat emdkset saman-
arvoisia kuin niiden myrkkyvaikutuksettomat happoadditiosuolat. Tamdr
keksinndn mukaisten orgaanisten emédsten happoadditiosuolat ovat
yleensd kiteisid kiinteitd aineita, jotka liukenevat suhteellisen
Hviﬁn veteen, metanoliin ja etanoliin, mutta suhteellisen huonosti
pdoiittomiin orgaanisiin liuottimiin kuten dietyylieetteriin, bent-
seeniin, tolueeniin tms.

Tdmidn keksinndn mukaiset uudet yhdisteet on helppo valmistaa

seuraavan reaktiokaavion mukaisesti:
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jossaﬁ'R1 ja R2 ovat edelld mddriteltyjd. Tdmdn reaktiokaavion mukai-
sesti‘leuko-1,4,5,8—tetrahydroksiantrakinonia (IV) kondensoidaan
sopivan alkyleenidiamiinin (V) kanssa liuottimessa, kuten N,N,N',N'-
tetrametyylietyleenidiamiinissa, metanolissa, etanolissa, vedessa,
dimetyyliformamidissa tai n&diden seoksessa, typpiatmosfdirissd valil-
14 noin 40-60°c olevassa ldmpdtilassa useita tunteja niin, ettd syn-
tyy vastaava leukoemds (II). Leukoemikset (II) voidaan helposti ha-
pettaa tdysin aromaattisiksi johdannaisiksi (I) k3yttdmdlld apuna
useita menetelmid, kuten ilmahapetusta tai kdsittelyd kuumalla nitro-
bentseenilld tai kdsittelyd kloraniililla, vetyperoksidilla tai nat-

riumperboraatilla.



Vaihtoehtoisesti tdmdn keksinnon mukaiset uudet yhdisteet voi-

daan valmistaa noudattamalla seuraavaa reaktiokaaviota

OH 0 OH
+ H2N-(CH2)n-N

OH O OH 2
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(I)

wey/
jossag/;1 Jja R2 ovat edelld mddriteltyjd. Tdssd tapauksessa 1,4,5,8-
tetrahydroksiantrakinoni (VI) kondensoidaan sopivan alkyleenidiamii-
nin (V) kanssa liuottimessa, kuten N,N,N',N'~tetrametyylietyleenidi-
amiinissa, 2-metoksietanolissa tai N,N-dimetyyliformamidissa tms.
palautusjddhdytyslé@mpdtilassa 1-20 tuntia niin, ett& muodostuu vas-
taava emds.

Tdssd selostuksessa kuvatut uudet yhdisteet ovat hyddyllisid
kelaatin~ tai kompleksinmuodostaja-aineina. Monivalenssisten metalli-
ionien kanssa muodostuneet kompleksit ovat erittdin pysyviid ja liu-
kenevat tavallisesti useihin orgaanisiin liuvottimiin. Ni&m3d ominaisuu-
det tekevdt ne tietysti kdyttdkelpoisiksi useissa sellaisissa tarkoi-
tuksissa, joissa metalli-ionikontaminaatio on ongelma, esim. stabili-
saattoreina erilaisissa orgaanisissa systeemeissd kuten tyydyttyneis-
sd tai tyydyttdmdttdmissid voiteludljyissd ja hiilivedyissi, rasva-
hapoissa ja vahoissa, joissa siirtymimetalli-ionikontaminaatio kiih-
dyttdd hapettumista ja vdrinmuodostusta. Edelleen ne ovat hyddylli-

sid monivalenssisia metalli-ioneja analysoitaessa, silld ne voidaan



kompleksoida tai uuttaa nidilli aineilla, tai metallien kantaja—-ai-
neina. Nditd yhdisteitd voidaan kdyttdd myds muissa tavallisissa
tarkoituksissa, joihin kompleksointiaineita tarvitaan. Lis&ksi leu-
koemdkset (II) ovat hyddyllisid vdlituotteita valmistettaessa tdysin
aromaattisia johdannaisia (I).

Tdmdn keksinndn mukaiset uudet yhdisteet kykenevdt myds inhi-
boimaan siirrettyjen hiiren kasvainten kasvua, joka on todettu seu-
raavilla kokeilla.

Lymfosyyttinen leukemia P388

Koe—eléimi% kdytettiin DBA/2-hiirid, jotka olivat kaikki samaa

sukupuolta ja painoivat v&hintd8n 17 g 3 g:n rajoissa. Kuhunkin koe-

ryhmddn kuului 5 tai 6 eldintid. Kasvaimen siirtdminen tapahtui in-
jektoimalla vatsaontelosisdisesti 0,1 ml laimennettua vatsanestettsd,
jossa oli 106 lymfosyyttisen leukemian P388 solua. Koeyhdisteet an-
netaan vatsanontelosisdisestl eri annoksina pdivind 1,5 ja 9 (kas-
vaimen siirtdmisestd). Eldimet punnitaan ja eloonjédédmistd tarkkail-
laan tavanomaisesti 30 vuorokauden ajan. Keskimddrdiset elossapysy-
misajat merkitddn muistiin ja lasketaan kdsiteltyjen elossapysymis-
ajan (T) suhde kontrollieldinten elossapysymisaikaan (C). Positiivi=-
nen vertailuyhdiste on 5~fluoriurasiili, jota annetaan 60 mg/kg ruis-
keena. Tatd keksintdd edustavilla yhdisteilld saadut koetulokset on
esitetty taulukossa 1I.

Tehokkuuden kriteeti on T/C x 100 2 125

o°



Taulukko T

Lymosyyttinen leukemia P388
T

Yhdiste Annos Keskimadrdi-
(mg/kg) | nen elossa- T/C x 100
pysyminen (%)
(vrk)
1-/(2~-dimetyyliamino- 50 17.0 170
etyyli)aming/-4,5, 8- 25 16.0 160
trihydroksiantrakinoni 12.5 14.0 140
Vertailuryhmd 0 10.0 -
5-fluoriurasiili 60 15.0 150
1-//2-(2-hydroksietyy- 25 23.5 235
liamino)etyyli/-amino/-| 12.5 19.5 195
4,5,8-trihydroksiantra- 6.25 19.5 195
kinoni 3.12 19.0 190
1.56 17.0 170
0.78 15.5 155
Vertailuryhmd 0 10.90 -
5-fluoriurasiili 60 19.0 190

Melanoottinen melanoma B16 N
W !
Koe-eléimyé kdytettiin C57BC/6 hiiﬁa, jotka olivat kaikki sa-

maa sukupuolta ja painoivat vdhintddn 17 g 3 g:n rajoissa. Koeryh-
miin kuului tavallisesti 10 eldintd. 1 g melanoottista melanoma B16-
kasvainta homogenoidaan 10 ml:ssa kylmdd tasapinotettua suolaliuosta
ja 0,5 ml homogenaattiliuosta siirrostetaan vatsaontelosisdisesti
kuhunkin koehiireen. Koeyhdisteet annetaan vatsaontelosisdisesti eri
annoksina pdivind 1-9 (kasvaimen siirtdmisestd). Eldimet punnitaan
ja eloonjddmistd tarkkaillaan tavanomaisesti 60 vuorokauden ajan.
Keskimddrédiset elossapysymisajat merkitddn muistiin ja lasketaan kd-
siteltyjen elossapysymisajan (T) suhde kontrollieldinten elossapysy-
misaikaan (C). Positiivinen vertailuyhdiste on 5-fluoriurasiili, jo-
ta annetaan 20 mg/kg ruiskeena. T&td keksintdd edustavilla yhdisteil-
184 saadut koetulokset on esitetty taulukossa II. Tehokkuuden kritee-
ri on T/C x 100 2 125 %.



Taulukko II

Melanoottinen melanoma B16

Yhdiste Annos Keskim. elos-
(mg/kg) | sapysymisaika T/C x 100
(vrk) (%)
1-/{2-dimetyyliamino- 25 31.5 185
etyyli)amino/-4,5,8- 12.5 35.2 209
trihydroksiantrakinoni 6.2 28.5 168
Vertailuryhmd ¢ 17.0 -
5-fluoriurasiili 20 30.0 176
1-//2-(2-hydroksietyyli-| 10 >31 >145
amino)etyyli/-amino/- 5 28.5 129
4,5,8~-trihydroksiantra- 2.5 29.5 134
kinoni 1.2 28.5 129
Vertailuryhmd 0 22 -
5-fluoriurasiili 20 28.5 129

Kaavan I mukaisia yhdisteitd, voidaan kdyttdd nisdkkdiden syd-
pdsairauksia parantavissa terapeuttisissa seoksissa, jotka sisilti-
vdt tiettyjd kaavan (I) mukaisia 1-(aminoalkyyliamino)-4,5,8-tri-
hydroksiantrakinoneja (tai ndiden leukoemiksiid tai myrkkyvaikutuk-
settomia happoadditiosuoloja). NH5illd aineseoksilla aikaansaadaan
nisdkkdiden leukemian ja sen tyyppisten sy&pdlaatujen taantuminen
ja/tai lievittyminen.

Terapeuttisten seosten muu£ vaikuttavat aineosat inhiboivat
yhdessd kaavan I mukaisten uusien yhdisteiden kanssa hiiriin siir-
rettyjen kasvainten kasvua ja aikaansaavat nisdkkdiden leukemian ja
sen tyyppisten syOpdlaatujen taantumisen ja/tai lievittymisen, kun
niitd annetaan noin 1 mg - 0,4 g ruumiinpainon kiloa kohti vuorokau-
dessa. Optimaalisten tulosten saavuttamiseksi olisi edullinen annos-
mddrd noin 1,0 mg - noin 50 mg ruumiinpainon kiloa kohti vuorokaudes-
sa ja sellaisia yksikkOannoksia kdytetd&n, ettd noin 70 kg painoinen
henkild saa vuorokaudessa kaikkiaan noin 70 mg - noin 3,5 g vaikutta-
vaa yhdistettd. Nditd annosohjeita sovelletaan niin, ettd saavute-

taan optimaalinen hoitovaikutus. Esimerkiksi vuorokauden aikana an-
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nettava mddrd voidaan jakaa useampaan osaan tai annoksen suuruutta
voidaan suhteellisesti pienentdd tilanteen indikaatioiden mukaan ja
vaikuttava aine voidaan antaa milld tahansa kdytdnndlliselld taval-
la, kuten suun kautta, laskimonsisdisesti, lihaksensisiisesti tai
ihonalaisesti.

Vaikuttavat yhdisteet voidaan antaa suun kautta esimerkiksi
inertissd laimentimessa tai assimiloituvassa, nauttimiskelpoisessa
kantimessa, tai ne voidaan sisdllyttdi kova- tai pehmeal%%ﬁézgtekap—
seleihin tai puristaa tableteiksi tai sisd3llytt#d ruokaan. Edulli-
sesti seokset ja valmisteet valmistetaan siten, ettd suun kautta
otettava yksikkOannos sisdltdd noin 1-400 mg vaikuttavaa yhdistettd.

Tabletit, pillerit, kapselit tms. voivat sisdltdd sideainetta,
laimentimia, hajotusaineita, liukuaineita, makeutusainetta ja maku-
ainetta. Jos annosmuoto on kapseli, se voi edelldmainituntyyppisten
aineiden lisdksi sisdltd&d nestemdistd kantaja-ainetta. Erilaisia
muita aineita voi olla ldsnd p&ddllysteind tai muulla tavoin muunta-
massa annosyksikon fysikaalista muotoa. Lisdksi vaikuttavat yhdisteet
voidaan sisdllyttdd pitkitetyn vaikutuksen omaaviin valmisteisiin.

Vaikuttavat yhdisteet voidaan myds antaa ruuansulatuskanavan
ulkopuolisesti tai vatsaontelonsisdisesti. Vaikuttavasta yhdistees-
td voidaan vapaana emdksend tai farmakologisesti hyviksyttdvidnid suo-
lana valmistaa liucksia veteen, johon on sopivasti sekoitettu pinta-
aktiivista ainetta kuten hydroksipropyyliselluloosaa. Glyseroliin,
nestemdisiin polyetyleeniglykoleihin ja ndiden seoksiin sekid &ljyi-
hin voidaan my8s valmistaa dispersioita. Tavallisissa varastointi-
ja kdyttbolosuhteissa nédmd valmisteet sisdltdvit mikro-organismien
kasvua estdvdd sdildntdainetta.

Régkeina kdytettdvaksi sopivia farmaseuttisia muotoja ovat ste-
riilit vesiliuokset ja -dispersiot ja steriilit jauheet, joista voi-
daan paikan pddlld valmistaa steriileji injektioliuocksia tai -disper-
sioita. Kaikissa tapauksissa annosmuodon pitd3 olla steriili ja niin
juokseva, ettd sitd voidaan helposti kdsitelld ruiskulla. Sen pitdi
olla pysyvd valmistus- ja varastointiolosuhteissa ja suojattu mikro-
organismien, kuten bakteerien ja sienten, kontaminoivalta vaikutuk-

selta.
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Ruuansulatuskanavan ulkopuolisesti annettavat seokset on erit-
tdin edullista saattaa yksikkdannosten muotoon. T&lléin vaikuttavat
aineet sekd tarvittava farmaseuttisesti hyvédksyttdvd kantaja-aine
sekoitetaan yksikkBannosmuotoon sininsid tunnetulla tavalla. Yksik-
kBannos voi esimerkiksi sis#ltidi pddasiallista vaikuttavaa ainetta
noin 0,1 - 500 mg, edullisesti noin 10 =~ 500 mg. Suhteina ilmaistuna
on vaikuttavaa ainetta tavallisesti noin 10 - 500 mg/ml kantaja-ai-
netta. Jos seockset sisdltdvat tdydentdvid vaikuttavia aineita, an-
nostus mddrdytyy tavallisen annoksen ja antotavan mukaan.

Sybpdlaatujen taantuminen ja lievittyminen saadaan aikaan esi-
merkiksi vatsaontelosisdiselld antotavalla. Vuorockaudessa voidaan
antaa laskimonsisdinen annos kerran tai useammin. Usein riitt&&, kun
annetaan yksi annos vuorokaudessa korkeintaan 5 tai 10 pdivdnd. On
myos mahdollista antaa yksi annos joka toinen pdivd tai sitdkin har-
vemmin. Kuten annosohjeista ilmenee, pddasiallisen vaikuttavan ai-
neen mddrd riittdd taannuttamaan ja lievittdmddn leukemiaa tms. ai-
heuttamatta ylenmddrdisid sytotoksisia sivuvaikutuksia syOpdd sairas-
tavalle nisdkkddlle. Tdssd sydpdsairauksilla tarkoitetaan pahanlaa-
tuista verisyOpdd, kuten leukemiaa, sekd muita kiinteitd tai ei-kiin-
teitd pahanlaatuisia kasvaimia kuten tummasyodpdd, keuhkosydpdd ja ni-
sdkasvaimia. Taantumisella ja lievittymiselld tarkoitetaan kasvaimen
kasvun pysdyttdmistd tai hidastumista tai muuta merkkid sairauden
kddntymisestd parempaan suuntaan verrattuna siihen tilanteeseen, ettei
hoitoa kéytettdisi.

Tété’keksintéé selostetaan tarkemmin seuraavien esimerkkien
avulla.

Esimerkki 1

1-/(2-dimetyyliaminoetyyli)aming/~-4,5,8-trihydroksiantrakinoni

Reaktioseosta, joka sisdltidd 52,9 g N,N-dimetyylietyleenidi-
amiinia 300 ml N,N,N',N'-tetrametyylietyleenidiamiinia ja 54,8 g

leuko-1,4,5,8-tetrahydroksiantrakinonia, huuhdotaan typelld ja sekoi-
tetaan typpiatmosfddrissd 2 tuntia kuumentaen &ljyhauteella 49-51°%:
ssa. Seoksen annetaan jd&htyd typpiatmosfddrissi ja sen jdlkeen se
suodatetaan. Suodattimeen jddnyt materiaali pestiddn etanolilla. Suo-
dos ja pesuliuckset yhdistetddn ja liuokseen annetaan kuplia ilmaa

10 tunnin ajan samalla, kun seoksen ldmpdtila pidetdin 23°C:ssa. Kun



11

liuotin haihdutetaan, saadaan hieman kumimainen, sinimusta kiinte&
aine. Kiinted aine liukenee lihes kokonaan 300 ml:aan kloroformi-
metanoliseosta (6:1). Tdm&d liuos, joka sisdltdd hieman liukenematon-
ta materiaalia, kromatografoidaan korkeapainenestekromatografisesti
silikageelilld (1,4 kg) kdyttdm&1li eluenttina kloroformi-metanoli-
seosta (6:1). Jakeita seurataan ohutkerroskromatografisesti {sili-
kageeli, kloroformi-metanoli (6:1)). Kun jakeet, joissa on vain kro-
matografisesti nopeampaa kyseisestd kahdesta violetista tdplidstd,
yhdistetddn ja haihdutetaan vakuumissa, saadaan 3,4 g otsikon tuotet-
ta ldhes mustana kiintednd aineena, sp. 171-172°C.

Esimerkki 2

1-//2-(2-hydroksietyyliamino) etyyli/amino/-4,5,8-trihydroksi-

antrakinoni

Suspensiota, jossa on 5,44 g 1,4,5,8-tetrahyroksiantrakinonia
(P.G. Marshall, J.C.S., 254 (1937)) liuoksessa, jossa on 2,08 g 2-
(2-aminoetyyliamino)etanolia 50 ml:ssa N,N,N',N'-tetrametyylietylee-
nidiamiinia, palautusjddhdytetddn 17 tuntia samalla sekoittaen, ja
sen jdlkeen annetaan jddhtyd. Kiinted aine suodatetaan talteen ja
pestddn 3 kertaa N,N,N',N'-tetrametyylietyleenidiamiinilla ja sen
jédlkeen kahdesti heksaanilla. Ensimmdinen suodos ja diamiinipesu-
liuokset yhdistetddn ja liuoksen ahnetaan seisoa 60 tuntia niin, ettd
kiinted aine erottuu. Kun t&md kiinted aine kerdtidin talteen ja pes-
tddn kuten edelld, saadaan 0,524 g tummansinistd kiintedtd ainetta.
Tdmd kiinted aine puhdistetaan kuivalla pylvidskromatografialla (so.
tasapainotus on tehty ilmalla) silikageelilld kdyttim3lld menetelmiid
B.Loev ja M.M.Goodman, Chem. and Ind., 2026 (1967) ja eluoimalla klo-
roformi-metanoliseoksella (3:1) ja seuraamalla jakeita ohutkerros-
kromatografisesti (silikageeli, sama liuotinseos). Kun jakeet, joiésa
oli vain hitaampaa kahdesta violetista tipldstd, yhdistettiin ja
haihdutettiin, saatiin 0,42 g otsikon tuotetta tummansinisend kiin-

tednd aineena, sp. 196-198°C.
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Patenttivaatimus

Menetelmd uusien, terapeuttisesti kdyttdkelpoisten 1-(amino-

alkyyliamino)-4,5,8-trihydroksiantrakinonien valmistamiseksi, joilla

‘\J(bew‘ | or\ﬂ{aava (1)
woab: ! !
) :
) / 1
P ? NE= (CHY) 7 \
P (1)

OH 0] OH

jossa n on kokonaisluku 2-4 ja ryhmdt R1 ja R2 g@rkitsevét itsendi-
sesti vetyd, 71-3 hiiliatomia sisdltdvia alkyyl;'tai f-hydroksietyy-
lid, ja niiden leukoemdsmuotojen sekd farmaseuttisesti hyvdksyttd-
vien happoadditiosuolojen valmistamiseksi, t unne t tu siitd,
ettd 1,4,5,8-tetrahydroksiantrakinoni tai sen leukomuoto saatetaan

reagoimaan alkyleenidiamiinin kanssa, jolla on kaava (V)
(V)
\

R

H2N-(CH2)n—N
2

jossa n, R1 ja R2 merkitsevdt samaa kuin edelld, inertissd liuotti-
messa palautusjddhdytysldmpsétilassa, jolloin saadaan vastaava aro-

maattinen émés tai leukoemds, ja tarvittaessa leukoemds hapetetaan

aromaattiseksi emdkseksi, ja haluttaessa muodostetaan farmaseutti-

sesti hyvédksyttdvd happoadditiosuola.
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‘Patentkrav

Forfarande f6r framst&dllning av nya, terapeutiskt anvdndbara

1-(aminoalkylamino)~-4,5,8-trihydroxiantrakinoner med formeln (I)

/R1
OH O NH- (CHZ) n—N\
- l AN R,
N - (1)

OH 0 OH

vari n d4r heltalet 2-4 och grupperna R1 och R2 anger sjdlvstdndigt
vdte, en alkyl med 1-3 kolatomer eller Jf5-hydroxietyl, och f&r fram-
stdllning av leukobasformer samt farmaceutiskt godtagbara syraaddi-
tionssalter av dessa, Kk d nne tecknat darav, att 1,4,5,8-
tetrahydroxiantrakinon eller dess leukoform bringas att reagera med

en alkylendiamin med formeln (V)

////R1
HZN—(CHz)n-N\ (V)

R

2

vari n, R1 och R2 anger samma som ovan, 1 ett inert ldsningsmedel
vid aterloppskylningstemperatur, varvid man erhdller motsvarande
aromatiskﬁ bas eller leukobas, och vid behov oxideras leukobasen
till en aromatisk bas, och om man sd vill bildas ett farmaceutiskt

godtagbart syraadditionssalt.
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