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'Verfahren zur Herstellunv von 4-Desacetyl—v1nca1euco~‘
blastln-CB-carbonsaurehydraz1den

Anwendungsgebiet der Iixfindung

Die Exfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
4—Desacetylnvincaleucoblastin—CB—carbonSéurehydraziden.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen
Verschiedene in der Natur vorkommende Alkaloide von Vinca

rosea haben sich bei der Behandlung von experimentellen |,
bdsartigen Erkrankungen bei Tieren als wirksam erwiesen.
Hierzu gehdren Leurosin (US-PS 3 370 057), Vincaleuko-
blastin (Vinblastin), im folgenden als VLB bezeichnet
(US-PS 3 097 137), Leuroformin (BE-PS 811 110); Leuro-
sidin (Vihrosidin) und Leurocristin (im folgenden als
Vincristin bezeichnet) (beide in US-PS 3 205 220);
Deoxy—VLB "A" und "B", Tetrahedron'Letters, 783 (1958); -
4-Desacetoxyvinblastin (US-PS 3 954 773); 4-Desacetoxy-
3'~hydroxyvinblastin (US-PS 3 944 554); Leurocolombin
(Us-PS 3 890 325) und Vincadiclin (US-PS 3 887 565).

Zwel dieser Alkaloide, VLB und Vlncrlstln, sind nun als
Arzneimittel zur Behandlung von bdsartigen Erkrankungen,
insbesondere von Leukdmien und verwandten Krankheiten,
beim Menschen im Handel. Diése beiden Alkaloide werden

gewdhnlich auf intravendsem Wege verabreicht.



—2- 9212 369

Chemische Modifikationen der Vincaalkaloide sind ziemlich
begrenzt; In erster Linie sind die Molegularstrukturen, un die
es sich hier handelt, auBerordentlich kompliziert, und chemische
Reaktionen zur Modifikation einer bestimmten funktionellen
Gruppe des lMolekiils, die andere Gruppen nicht in Mitleidenschaft
ziehen, lassen sich kaum entwickeln. :

- Zweitens sind aus Fraktionen oder Alkaloiden von Vinca rosea
dimere Alkaloide ohne erwiinschte chemotherapeutische Eigen-
schaften gewonnen oder erzeugl worden, und die Ermittlung ihrer
Strukturen hat ergeben, daB diese "inaktiven" Verbindungen den

" wirksamen Alkaloiden eng verwandt sind, wobei der Unterschied
haufig nur in der Stereochemie an einem einzigen Kation liegt.
.Die antineoplastische Wirksamkeit ist somit offenbar auf ganz
bestimmbe Grundstrukturen begrenzt, und die Aussichten, stirker
wirksame Arzneimittel durch Anderung dieser Strukburen zu erhalten,
erscheinen entsprechend gering. Zu den erfogreichen Verénderuhgen
von physiologisch wirksamen Alkaloiden gehOrt die Herstellung
von 6,7-Dihydro-VIB (US-PS 3 352 868) und der Ersatz der Acetyl-
gruppe an C4 (Kohlenstoffatom 4 des VIB-Ringsystems, vergleiche
die unten wiedergegebene numerierte Struktur) durch hohere
Alkanoylgruppen oder andere Acylgruppen (vgl. US-PS 3 392 173).
Verschiedene dieser 04—Derivate vermdgen das Leben

von mit P1534-Leuvkémie inokulierten Mausen zu verlingern.

Eines der C4~Derivate,‘wobei die Cy—-Acetylgruppe von VLB durch
eine Chloracetylgruppe ersetzt ist, ist auBerdem ein wertvolles
Zwischenprodukt fir die Herstellung von strukturell modifizierten
VLB~Verbindungen, bei welchen die Cq—ACetylgruppe von VLB durch
eine N,N-Dialkylglycylgruppe ersetzt ist (vgle. US-PS 3 387 001).
CB—Carboxamid- und ~carboxhydrazidderivate von VLB, Vincristin,
Vincadiolin und anderen sind gleichfalls hergestellt worden

und haben sich als wirksame Mittel gegen Tumore erwiesen

(BE-PS 813 168). Diese Verbindungen sind von auBerordentlich
groBem Interesse, weil beispielsweise die 3-Carboxamide von VLB
gegen Ridgeway-Osteogensarcom und Gardner-Lymphosarcom stérker
wirksam sind als VLB selbst, das Grundalkaloid, von dem sie sich
ableiten. Bestimmbe Vertreter dieser Amidderivate nihern sich
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tatséchlich in ihrer Aktivitét der von Vincristin gegen die
gleichen Tumore. Eines der Amide, 4—Desacetyl—VLB—C3-carboxamid
oder Vindesin, befindet sich derzeit in der klinischen Prufung
am Menschen und hat sich als bei bestimmben Leukimien wirksam
erwiesene Bei Menschen hat Vindesin offenbar ger;ngerelNeuro-
toxizitat als Vincristin und ist anscheinend gegen vinceristin-
resistente Leukémien wirksam.

In BE~PS 813 168 ist angegeben, daB 4—Desacetyl~VLB~C3—
carboxhydrazid im Fall von transplantierten Tumoren bei Miusen .
ein wirksames Antitumormittel darstellt. Es wird gezeigh, daB
es gegen Ridgeway-Osteogensarcom, Gardner-Iymphosarcom und P
1534(J)~Leukinie wirksam ist.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Gegenstand der Erfindung ist ein‘Verfahren zur Herstellung -
--never Verbindungen der allgemeinen Formel '

s‘r' ~ = —CHz~CHs
- 48— OH
s/

(1) - 0 »”
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-4 -
worin Q fiir die Gruppe -NH-N steht, in der
: \\R1 : ‘
R flir sich allein C, -C3 -Alkyl, B-Hydroxyethyl,

B-Acetoxyethyl, C2 C ~Alkanoyl, chhloracetyl
Benzoyl oder C1—C3-Alkyl—carbazyl,

' R1 ‘ fiir sich allein Methyl oder Wasserstoff

nur dann, wenn R fiir C1—C3~AlkYI stéht, und
sonst Wasserstoff bedeutet, oder

R und R1 zusammen eine C1-C3—Alkylidéngruppe bilden,

" dadurch gekennzeichnet, das ein 4-Desacetylvincaleuco-

blastin—C3~derivat der allgemeinen Formel
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oder NHNH2 bedeutet, dannlwepn Q"N

" -worin Q' N, 3 bedeutet,
in einem inerten Ldsungsmittel mit 3
R
H NN,
: R'.
‘worin
i'R . C1~C3—Alkyl, B- Hydroxyethyl oder B- Acetoxyethyl
und : .
R . H oder Methyl} wenn R fiir C1—C3—Alkyl'5teht,

und sonst H bedeutet,

umgesetzt wird, woran sich gégébenenfalls eiﬁe Acétylierung
anschlieBt, wenn R fiir B-Hydroxyethyl steht, oder dann,
wenn Q' fiir NHNH2 steht, in L&sung mit Formaldehyd, Acet-
aldehyd, Aceton oder Propionaldehyd umgesetzt wird,
woran sich gegebenenfalls eine Hydrierung anschlieBt,
oder mit dem Anhydrid oder Siurechlorid einer (C —C R
Alkanoylsaure, Dichloressigsdure,oder Benzoesaure oder
mit

H)N-NI-C-(C,-C;) Alkoxy

o

ungesetzt wird.

In der Formel I kann R fiir sich alleln Methyl, Ethyl, n~Pro- .
‘.pyl Isopropyl, Acetyl, Propionyl, n-Butyryl, Isobutyryl,
Dichloracetyl, Benzoyl, Ethylcarbazyl

(C—O—CZHS) oder Methylcarbazyl (C—O—CH#)
n ] *
0 ' Y

. sein, C1—C -Alkylidengruppen, die R und R1 bedeuten, wenn
sie -zusammengenommen werden, sind Methyllden (=CH ), Ethy-

llden (=CH-CH ), n-Propyliden (=CH- C2H5 und Isopropyllden

CH

73

(=C ).
\C

Hy
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Die Verbindungen der Formel I sind als Dérivate von 4-Des—
acetyl~VLB-C3—carboxhydrazid bezeichnet worden. Die syste-
matische Bezeichnung dieser Verbindungen sollte noch einen
‘"3-Descarbomethoxy"—Ausdruck umfassen, aber dieser Ausdruck
ist weggelassen worden, weil die Bezelchnung "C3—Carbox-'
'hydra21d" einschlieBt, daB die C 3~Carbomethoxygruppe von
VLB ersetzt worden ist. AuBerdem k&nnte noch ein anderes
Bezeichnungssystem angewandt werden; beispielsweise k&nnen
die Verbindungen als Derivate von 4~-Desacetyl-VLB-23-des~
methéxy-23—hydrazid bezeichnet werden, was auf den Ersatz
‘des C23-Methoxyls dﬁrch Hydrazid hinweist. Es wird jédoch
bevorzugt, die Verbindungen als C -Carboxhydra21dder1vate

- zu bezeichnen.

Hydrazin enthdlt zwei Stickstoffatome, die in einem Hydra-

zid folgendermaBen numeriert werden:

C-N1—N2—H.
"o

.OH H

Die erfindungsgemdf erhiltlichen Hydrazidderivate sind alle

Nz—Derivate.

Die Verbindungen mit der Struktur der cbigen Formel I
konnen nach mehreren verschiedenen Arbeitsweisen herge-
stellt werden. Bel der im Rahmen der Erfindung bevorzugt
angewandten Arbeitsweise wird zuerst 4- Desacetyl—VLB—C3-
carboxhydrazid durch die Einwirkung von Hydrazin auf VLB
~nach BE-PS 813 168 hergetellt. Hierbei werden VLB und
Hydrazin unter Verwendung von wasserfreiem Ethanol als
Losungsmlttel in einem geschlossenen Reaktlonsgefas er-
.warmt Stattdessen kann 4~ Desacetyl~VLB mit wasserfrelem

Hydrazin unter den glelchen Bedingungen umgesetzt werden.
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Die Reakton von HydrazinAmit VLB selbst bewirkt Hydrolyse
der Acetoxygruppé an C4, so daf8 das Reaktionsprodukt immer
4-Desacetyl-VLB c —carboxhydra21d ist, glelchgultlg, ob
VLB oder 4- Dnsacetyl-VLB als Ausgangsamterlal verwendet
wird. Die Herstellung von Verbindungen der Formel I wird
mit 4rDesacetyl-VLB—C3-carboxyhydrazid, gleichgliltig wie
es hergestellt worden ist, als Ausgangsmaterial durchge-
fihrt. Diese Verbindung wird nach der in der erwdhnten
BE-PS 813 168 anéegebenen Arbeitsweise’in das enﬁéprechende
C3—Carboxazid ﬁbérgefﬁhrt, indem das Hydrazid mit Nitrit

in saurer L&sung behandelt wird. Das so erzeugte 4-Desace- -
tyl—VLB—CB—carboxazid kann dann mit. verschiedenen alkyl-
substituierten Hydrazinen zu den Verbindungen der Formel I
umgesetzt werden, worin R C1—C3-Alkyl und R1 Methyl oder

H wie vorgesehen bedeutet. Das Azid kann auch mit N-(B-
Hydroxyethyl)hydra21n zu dem entsprechenden 4-Desacetyl-
VLE~C —/N - (8-hydroxy)ethyl/carboxhydrazid umgesetzt wer-
den. Dlese letztgenannte Verbindung eignet sich sehr gut
fir die Herstellung des entsprechenden B-Acetoxyethylhydra-~
zidderivats durch Acetylierung, wodurch eine Verbindung

der Formel I, worin R B-Acetoxyethyl und R1 Wasserstoff -
bedeutet, erzeugt wird. Diese letztere Vefbindung wird
jedoch vorzugsweise durch Umsetzung des C.-Carboxazids

3
mit B-Acetoxyethylamin hergestellt.

Verbindungen der Formel I, worin R C,-C,~Alkanoyl, Dichlor-
acetyl, Benzoyl oder C1—C3—Alkylcarbazyl bedeutet, werden
durch Umsetzung von 4-Desacetyl—VLB—C3-carboxhydrazid mit
dem entsprechenden Anhydrid oder Siurechlorid hergestellt.
'In gleicher Weise ist das 44Desacetyl—VLB—C3—carbo¥hydra—
zid das Ausgangsmaterial zur Herstellung von Verbindungen
der Fermel I, worin R und R] zusammen eine C1—C3~Alkyliden—
gruppe bilden. Diese Verbindungen werden durch Umsetzung

des unsubstituierten C3-Carboxhydrazids mit Formaldéhyd,
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Aéetaldehyd, Propionaldehyd oder Aceton hérgestellt. Diesel
Alkylidenderivate kénnen ihrerseits hydriert werden, bei-
spielsweise mit einem Hydridreduktionsmittel, wie NaBH4,
wodurch die entsprechende Verbindung der Formel I, worin

R C —C3~A1kyl und R‘I Wasserstoff bedeuten,ierhalten wird.

1
Ausfihrungsbeispiele

" Durch die folgenden Beispiele wird die Erfindung ein-
schlieBlich der Herstellung der erforderlichen Ausgangs-

- materialien weiter erlautert.

Herstellung von Ausgangsmaterialien
(1) 4—Desacetyl—VLB—C3—carboxhydrazid

- 4-Desacetyl-VLB wird etwa 18 Stunden in einem geschlosse-
nen Reaktionsgef#B mit einem Uberschuf von wasserfreiem
Hydrazin auf etwa 60 °C erwdrmt. Nach Abkihlen und Offnen
des Reaktionsgefifes wird der Inhalt entnommen und im Va-
kuum von den fliichtigen Bestandteilen befreit. Der erhal-
tene_Rﬁckstand, 4~Desacetyl—VLB—C3—carboxhydrazid, wird
in Methylenchlorid aufgenommen, und die Methylenchlorid-
18sung wird mit Wasser gewaschen, abgétrennt und getrock-
net, worauf das Methylenchlorid durch Eindampfen im Vakuum
entfernt wird. Der erhaltene Riickstand wird in einer LO&-
sungsmittelmischﬁng aus gleichen Teilen Chloroform und
Bénzol geldst und an Kieselgel chromatographiert. Als
Elufionsmittel wird Benzol-Chloroform-Triethylamin zur
Entwicklung des Chromatogramms verwendet. Die anféngli-
chen chromatographischen Fraktionen enthalten nicht um-
gesetztes 4¥Desacetyl-VLB. Weitere Fraktionen enthalten
das von Neuss et al. in Tetrahedton Letters, 1968, 783,.
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beschriebene 4—Desacetyl-18'—descarbomethoxy-VLB-C3—
carboxhydrazid. Die nichsten Fraktionen, die aufgrund

ihres Dﬁnnschichtchromatogramms (TLC) 4~ Desacetyl—VLB-C3—
carboxhydrazid enthalten, werden vereinigt und im Vakuum -
vom Ldsungsmittel befreit. Der erhaltene Feststoff schmilzt
bei 219 bis 220 °C unter Zersetzung. '

(2) 4—Desécetyl—VLB—C3—carboxazid

Zu einer LOsung von 678 mg 4—Désacetyl—VLB—C3~carbox—
hydrazid in 15 ml wasserfreiem Methanol werden 50 ml
wiBrige 1n Salzs&ure gegeben, und die so erhaltene I&-
sung wird auf etwa O °C abgekiihlt. Nach Zugabe von- -
140 mg Natriumnitrit wird das Reaktionsgemisch 10 Minu-
ten bei einer Temperatuf von O °C geriihrt. Nach Zugabe
des Natriumnitrits wird die L&sung dunkelrotbraun. Dann
wird das Reaktionsgemisch durch Zugabe eines UberSChusf
ses kalten S-prozentigen wdfrigen Natriumbicarbonats
alkalisch gemacht. Die wiBrige Losung wird dreimal

mit Methylendichlorid extrahiert. Das bei der Umsetzung -
gebildete 4-Desacetyl-VLB- C3—carboxa21d geht in das
‘Methylendlchlorld tiber. Die Methylendichloridl&sung
von 4-Desacetyl-vinblastin- C3-ca1boxa21d wird ge-
wOhnlich ohne weitere Reinigung verwendet.
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Endprodukte

Beispiel 1

- Herstellung von 4fDesacqtyl¥VLB—C3~N?—methylcarboxhydrazid

20 ml CH,NHNH, werden zu einer Ldsung von 1 g 4-Desacetyl-

3 2

& VLB—C3—carboxazid in 150 ml CH,Cl, gegeben. Das Reaktions-

gefds wird verschlossen und 6 Stunden bei Zimmertempe-
ratur stehengelassen. Zur Entfernung von Uberschiissigem
CH_NHNH., wird die CH

3 2 _ _
trahiert. Dann wird sie getrocknet und das LOsungsmittel

2C12—L63ung mehrere Male mit Wasser ex-

" wird im Vakuum verdampft. Es werden 250 mg 4-Desacetyl-VLB-
C3
substanz mit folgenden physikalischen Kennzeichen erhalten:

—Nz—methylcarboxhydrazid als brdunliche amorphe Fest-

M.S.: m/e = 782 (M1), 441, 355, 154

I.R.: YV = 3450 cn™| (-N-H)
1750 cm” ] (~COOCH 5) C S
1655 cm” | (~COONH-)

Beispiel: 2

Herstellung von‘4—Desacetyl—VLB—C3—N2—ethylidencarboxhydrazid

1 mmol (768 mg) 4-Desacetyl—VLB—C3—carboxhydrazid wird in

50 ml CH2C12 geldst und mit 200 mg CH3CHO versetzt. Das Re-
aktionsgefiBf wird verschlossen und {iber Nacht bei Zimmer-.
temperatur stehengelassen. Die L&sung wird bis zu einem
brdunlichen amorphen Pulver eingedampft, das zur Entfernung.
von {iberschiissigem CHBCHO zwischen CH2C12 und Wasser ver-
teilt wird. Die CH,Cl,~Ldsung wird getrocknet und zur Trock-
ne gingedampft. Das 4~Desacetyl-VLB-C3—N2-ethy1idencgrboxhy—
drazid hat folgende physikalische Kennzeichen:
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M.S.: m/e = 79 (M%)
I.R.: V) = 1680 cm™V (-CON)
1710 en™?  (C0O0)

Beispie i 3

Herstellung von 4-Desacetyl-VLB~C -Nz-ethylcarboxhydrazid

3

Das 4-Desacetyl-VLB-CB-Nz—ethylidencarboxhydrazid von Beispiel 2
wird in 100 ml absolutem Ethanol geldst, worauf 500 mg 96-prozen=-
tiges NaBH4 zugegeben verden, Das Reaktionsgemisch wird i{iber Nacht
bei Zimmertemperatur geriihrt., Dann wird 1 n HCl zugesetzt, bis die
Losung klar wird, AnschlieBend wird weiteres Wasser zugegeben, Die
Losung wird mit konzentriertem NHQOH alkalisch gemacht und.zweimal'
nit CH2012 extrahiert, Die CH2C12 - Extrakte wer@en getrocknet und
zur Trockne eingedampft, Das erhaltene brdunliche amorphe Pulver,

das das 4-Desacetyl-VLB-C -Ne-ethylcarboxyhydrazid enthdlt, hat

3
die folgenden physikalischen Kennzeichen: Ausbeute = 49 mg.
M.5.1 w/e = 796 (i)
I.Ret YV = 3460 cu™ ' (N-H)

1656 cm™1 (CON)

1745 em™1 (C0O0)

Beispiel 4

Herstellung von 4-Desacetyl-VLB-CB-N2, N2-dimethylcarbox~
hydrazid '

. Eine LOsung von 1,5 g 4-Desacethy1-VLB-CB—carboxazid in CH2012 wird
mit 20 ml HENN(CHB)2 versetzt, Das ReaktionsgefdB wird verschlossen,
und etwa 60 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen, Die erhalte-

ne Ldsung wird zur Trockne eingedampft,

-4 AT G T HONGL
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. und der Rﬁckstand wird in CH,CI, geiést;'Die Methylendi-
chloridldsung wird einmal mit verdiinntem NH4OH und dann
nmit Wasser zur Entfernung von Uberschiissigem HZNN CH3)2
gxtrahlert. Die CH,Cl,-Losung wird getrocknet und.zur
Trockne eingedampft. Das erhaltene Pulver wird an Kiesel-
gel chromatographiert und mit Ethylacetat:Methanol'(1:1)
eluiert. Die aufgrund der Diinnschichtchromatographie
(Kieselgel eluiert mit Ethylacetat:Methanol, 1:1) das
gewilinschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden verei-
nigt und zur Trockne eingedampft. Das erhaltene briunli-
che amorphe Pulver, das 4~Desace£yl—VLB—C3—N2,Nz—dimethyl—
‘carboxhydrazid enth&lt, hat die folgenden physikalischen

Kennzahlen: Ausbeute = 250 mg.

796 (M) , 737, 455, 355, 154

M.S.: m/e =
I.R.: Y = 1715 cm"1 {C00)
1670 cm™ ! (CON)

Beis piel 5

Herstellung von 4-Desacetyl~VLB—C3-N2—acetylcarboxhydrazid

300 mg Essigsdureanhydrid werden zu einer L&sung von 1500 mg
4-Desacetyl-VLB~ C3—carboxhydra21d in 50 ml CH2C12 gegeben‘
Das Reaktlonsgemlsch wird '3 Stunden bei Zimmertemperatur
stehengelassen. Dann wird die CH2012~Losung,m1t verdinntem
NH, OH und anschlieBend mit Wasser gewaschen. Dann wird sie
getrocknet und zur Trockne eingedampft. Das erhaltene brdun-
liche amorphe Pulver, das 4~Desacetyl—VLB—C3—Nz—acetylcarbox—
hydrazid enth&lt, hat die folgenden physikalischen Kenn=
zahlen: Ausbeute = 750 mg. - '
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810 (MM)
3410 cm”
1720 em” ! (COO)
1670 cm™' (coN)

' M.S.: m/e

-~

e

<
1t

(N-H)

4—Desacetyl-VLB—C3-Nz—dichloracetylcérboxhydrazid wird in
gleicher Weise durch Verwendung von Dichloreséigs&ureanhy—

drid anstelle des bei der obigen Arbeltswelse verwendeten‘

: -E551gsaureanhydr1ds hergestellt.

Beispiel 6

Herstellung von 4—Desacetoxy—VLB-C3—N2—butyrylcarboxhydrazid

120 mg Buttersaureanhydrid werden zu einer Ldsung von 768 mg
4—Desacetyl—VLB-CB—carboxhydrazid in 50 ml CH2C12 gegeben.,
Das ReaktionsgefdB wird verschlossen und {iber Nacht bei Zim~
mertemperatur stehengelassen. Das ReaktionsQemisch wird

mit verdiinntem NH,OH extrahiert, und der Extrakt wird verwor=- -
fen. Die hinterbleibende CH2C12—Lésung wird getrocknet und
zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wird an Kieselgel
chromatographiert, wobei mit Ethylagetat:Methanol (1:1) elu-
iert wird. Fraktionen, die aufgrund ihres TLC das gewlinschte
Produkt enthalten, werden vereinigt und zur Trockne einge-~
dampft. Das erhaltene briunliche amorphe Pulver (128 mg), das
das 4—Desacetyl—VLBfC3—N2—butyrylcarboxhydrazid enthdlt,

hat die folgenden physikalischen Kennzahlen:

' M.S.: m/e = 838 ('), 497, 355, 154
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. Beispiel 7

Herstellung von 4-Desacetyl—VLB—C3-N2—benzoylcarboxhydrazid

| Zu einer LSsung von 768 mg 4—Desaéetyl—VLB—C3-carboxhydfa-
zid in 50 ml CH2C12 werden 240 mg Benzoesdureanhydrid ge-

geben. Das Reaktionsgefds8 wird verschlossen und ﬁber Nacht
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann w1rd dle CH, Cl -

Lésung mit verdiinntem NH OH und anschlieBend mit. Wasser

gewaschen, wodurch Benzo:te entfernt werden. Danach wird
die LOsung getrocknet und zur Trockne eingedampft. Das
amorphe Pulver wird an Kieselgel chromatographiert, wobei
mit Ethylacetat:Methanol (1:1) eluiert wird. Praktionen,
die aufgrund ihres TLC (Siliciumdioxid, Ethylacetat:Me-
thanol, 1:1) das gewlnschte Produkt enthalten, werden ver-
éinigt und zur Trockne eingedampft. Es werden 150 mg eines
brdunlichen amorphen Pulvers erhalten, das 4-Desacetyl-
VLB-C3~N2—benzoylcarboxhydraz1d enthdlt und folgende phy51—

kalische Kennzahlen hat:
M.S.: m/e = 872 (M1), 813, 531, 355, 154

NMR- stlmmt mit angenommener Struktur ubereln,

neue aromatische Protonen bei delta 7,3 bis 8,0.

Beispiel 3

Herstellung von
4~Desacetyl VLB-C3-N —(B—hydroxy)ethylcarboxhydraz1d '

3 g 4—Desacetyl*VLB~C?fcarboxazid werden in CH2C12 geldst und’
mit 15 ml H NNHCHZCHZOH versetzt. Das Reaktionsgefdf wird ver-
schlossen, und das Reaktionsgemisch wird {iber Nacht bei Zim-

mertemperatur gerihrt und dann eingedampft. Der Riickstand



- 18- 9 1 23:3 6Y

’ wird zwischen CHCl3 und H,0 verteilt. Die CHCl3-Lésung wird
zweimal mit Wasser gewaschen, getrocknet und zur Trockne ein-
gédampft. Das amorphe Pulver wird an Kieselgel chromato-
graphiert, wobei mit Ethylacetat:Méthanol'(1§1) eluiert wird.
Fraktionen, die aufgrund von TLC (Kieselgel, Elutionsmittel,
Ethylacetat:Methanol, 1:1) das gewilinschte Produkt enthalten,
werden vereinigt und zur Trockne eingedampft. Das so erhal-
tene bréunliche‘amorphe Pulver hat die folgenden physika-
lischen Kennzahlen: Ausbeute = 1 g.

I.R.: Y = 1720 cm” |
1655 cm“1

(CO0)
{(CoN)
Beispie 1.9

Herstellung von
‘4-Desacetyl-VLB~C3—N2—(B—acetoxy)—ethylcarboxhydrazid

1624 mg 4—Desacetyl-VLB—C3—N2—(B—hydroxy)ethylcarboxhydrazid
werden in 50 ml CH2C12 geldst. Nach Zugabe von 220 mg E351g—-
saureanhydrld wird das Reaktionsgef&B verschlossen und {iber
Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das Reaktionsge-
misch wird dann mit verdiinntem NH,OH und mit Wasser gewaschen.
Danach wird die CHZClz—Lésung getrocknet und zur Trockne
eingedampft. Das amorphe Pulver wird an Kieselgel chromato-
graphiert, wobei das Chromatogramm'mit Ethylacetat:Methanol
(1:1) eluiert wird. Fraktionen, die aufgrund des TIC (Kiesel-
gel, Ethylacetat:Methanol, 1:1, als Elutionsmittel) das ge-
wiinschte Produkt enthalten, werden vereinigt und zur Trock-
ne eingedampft. Es werden 215 mg eines braunlichen amorphen
Pulver erhalten, das das 4-Desacetyl-VLB- C3—N2—(B—acetoxy)-
ethylcarboxhydra21d enthdlt und folgende phy51kallsche Kenn-
zahlen hat:

M.S.: m/e = 854 (v¥), 795, 651, 513, 355, 154
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Beispiel 10

Herstellung von

4-Desacetyl-VIB~C -N2-ethy1carbozylcarboxhydrazid

3

N2—carboxazid werden in CH2C12 gelost
NNHI(‘!OCEH5 in CH2C12 versetzt,
o

Das ReaktionsgefdB wird verschlossen und iiber Nacht bei Zimmertem-

900 mg 4-Desacetyl-VLB-C,

und mit einer LSsung von 1 g H2

peratur stehengelassen, Dann wird das Reaktionsgémisch zur Trockne
eingedampft, und der Riickstand wird zwischen CH2C12 und Wasser ver-
teilt, Die CHZCIZ-Schicht wird zweimal mit Wasser gewaschen, getrock-
net und zur Trockne eingedampft, Das erhaltene brdunliche amorphe
Pulver, das 4—Desacetyl-VLB-C3
wird durch Aufldsen in wasserfreiem Ethanol und Einstellen des pH auf

-Na-ethylcarbazylcarboxhydrazid enthdlt,

4 mit 2-prozentiger HZSO4 in absolutem Alkohol in das Sulfat iiberge=-
fihrt, das ausfédllt, Der Niederschlag wird abfiltriert und getrock-

net, und man erhdlt 104 mg eines brdunlichen amorphen Pulvers,

Beispiel 11

Herstellung von 4-Desacetyl~VLB-C -Nz-methylidencarboxhydrazid

3
~carboxhydrazid werden 4100 ml THF gelost

768 mg 4-Desacetyl-VLB-C3
und mit 20 ml 37-prozentigem widBrigen Formaldehyd versetzt. Das Reak-

tionsgefdB wird verschlossen und iliber Nacht bei Zimmertemperatur geriihrt.
Die erhaltene Losung wird bis zu einem Gel eingedampft, das dann in ab-

solutem Ethanol geldst wird, Die AlkohollOsung wird mit CH " versetzt,

Cl
2772
und die so gebildete LUsung wird mit Wasser exirahiert, Die CHECIZ-
Schicht wird abgetrennt, getrocknet und zur Trockne eingedampft, Das

erhaltene brdunliche amorphe

4497 x 0B
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Pulver, das 4—Desacetyl—VLB—C3—Nz—methylidencarboxhydrazid
enthdlt, hat die folgenden physikalischen Kennzahlen:

M.S.: m/e = 780 ('), 439, 355, 154

I.R.: breite Bande fiir Carbonyle Y = 1650 bis 1740 cm_T'
NMR: 2 neue Signale delta 4,63 und delta 4,89

Beispiel 12

Herstellung wvon

4-DesacetylfVLB‘C3—Nzrisopropylidencarboxhydrazid |

| 400 mg 4—Desacetyl-VLB—C3—carboxhydrazid werden in 25 ml
Aceton geldst, und das Reaktionsgemisch wird 3 Tage im
Dunkeln bei Zimmertemperatur geritthrt. Die Lésung wird ein-
gedampft, wodurch 400 mg 4—Desacetyl—VLB—C3-N2—isopropyli-
dencarboxhydrazin mit den folgenden physikalischen Kenn-
zahlen erhalten werden:

M.S.: m/e = 808 (M'), 822, 836, 777, 750, 751, 467,
355, 154, 124

I.R. (CHClj): V= 1730 e (~COOCH,)

1710 em™ | (~N=C-)

1685 cm” | (~COONE)
Die Verbindungen der Formel I inhibieren das Wachstum von
auf Miuse transplantierten Tumoren und/oder verlangern das
Leben von tumorinokulierten Miusen. Zum Nachweis der Wirk-
samkeit dieser Arzneimittel wurden Versuche durchgefiihrt,
wobei das Mittel gewdhnlich intraperitoneal in einer gé—
gebenen Dosierungshthe 7 bis 10 Tage verabreicht wurde.
Der Umfang des Tumors wurde nach 7 oder 11 .Tagen bestimmt,
wenn das Arzneimittel das Tumorwachstum inhibierte. Im
Fall der Lebensverléngerung wurde die zusitzliche Lebenszeit
behandelter Tiere 'gegéniliber der von Kontrolltieren ermittelt.
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.In der folgendern Tabelle sind die Ergebnisse von Versuchen
zusammengestellt, bei denen Miuse mit transplantierten Tﬁ-
moren erfolgreich mit einer Verbindung der Fomel I behandelt
wprden; In Spalte 1 ist die Bezeichnung def Verbindung, in
Spalte 2 der transplantierte Tumor, in Spalte 3 die Dosis-
hohe oder der Dosierungshthenbereich und die Anzahl der
Tage, -an dem die Dosierung verabreicht wurde, und in Spal-
te 4 die prozentuale Inhibierung des Tumorwachstums oder.
die prozentuale Verldngerung der Uberlebenszeit angegeben.

Es werden folgende Abklirzungen benutzt:

~ ROS = Ridgeway-Osteogensarcomn,
GLS = Gardner-Lymphosarcom,
P 1534 (J) = eine Leukédmie und

B16 = malignes Melanoma.
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Die neuen Hydra21dder1vate der Formel I unterschelden 51ch
in ihrem Antltumorspektrum von VLB, Vincristin und Vinde-
sin sowie dem C,~N,N-Dialkylglycylester von VLB in der glei-
chen Weise, in der sich die Antitumorspektren dieser Ver-
bindungen untereinander unterscheiden, indem einige gegen
bestimmte Tumoren oder Klassen von Tumoren stdrker wirksam
und gegen andere weniger wirksam sind. Bei der klinischen
Anwendung einer Verbindung der Formel I wilirde sie jedoch
zunschst auf dem gleichen Wege mit dem gleichen Triger
gegen die gleichen Arten von Tumoren, wie Vincristin und
VLB, angewandt werden. Unterschiede in der Dosierungshdhe
wiirden selbstverstédndlich aufgrund des Verhdltnisses der
Wirksamkeit von Vincristin oder VLB einerseits und des

~ neuen Mlttels andererseits beim selben experlmentellen
Tumor be1 Mausen angewandt.

Bei der Anwendung der neuen Hydrazidderivate der Formel I
als antineoplastische Mittel erfolgt die Verabreichung pa-
renteral. Hierflir werden isotone Losungen mit einem Gehalt
von 1-10 mg/ml einer Verbindung der Formel I angewandt.
Die Verbindungen werden im Verhiltnis von 0,01 bis 1 mg/kg
und vorzugsweise von 0,1 bis 1 mg/kg Kdrpergewicht ein-
oder zweimal in der Woche oder alle 2 Wochen je nach Wirk-
samkeit und Toxizitit des Mittels angewandt. Eine andere
mdgliche Methode, zu einer therapeutischen Dosis zu ge-
langen, beruht auf der Kdrperoberfliche mit einer Dosis im
Bereich von 0,1,'bis 10 mg/m? Kérperoberfléche nach je-
weils 7 oder 14 Tagen.

Die klinische'Prﬁfung einer Verbindung der Formel I wird

nach der Arbeitsweise von S. K. Carter durchgefiihrt, die

in dem Kapitel "Study Design Principles for the Clinical
Evaluation of New Drugs as Developed by the Chemotherapy
Programme of the National Cancer Institute" auf S. 242-289
von "The Design of Clinical Trials in Cancer Therapy", heraus-
gegeben von Maurice Staquet (Futura Publlshlng Co., New

York 1973), beschrleben ist. '

-
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Erfindungs ans pruch

1. . Verfahren zur Herstellung von-4-Desacetyl-vinca-
leucoblastin-c3—carbonséurehydraziden der allgemeinen

Formel

” s'/:\f”
, N 48— = =C H
11 ,T | ,| 25
[} B'D 19'4 ? ;]
o NN N\
s
N Ns s
: 10,'/15 /17 'I'- C-0-CHa . T
14 I , o A1) ,
H . 0
A :. . 9// “
I 14 1C } '.i7
PN " S
A
‘ ‘e “ wiile
CHa~0—-+ % 4 — OH
NN
. 17 ' T
|
CHy o
i
0
R

‘worin Q filir die Gruppe —NH—N(i 1 steht, in der

R - fir sich alleln C1 -C —Alkyl B-Hydroxyethyl,

g-Acetoxyethyl, C2 C4 -Alkanoyl, chhloracetyl

Benzoyl oder-C —C3—Alky1 carbazyl,

1
fiir 51ch alleln Methyl oder Wasserstoff
nur dann, wenn R fir C1 C3 Alkyl steht, und
- sonst Wasserstoff bedeutet, oder

,AR und R1 © zusammen eine C1—C3—Alkylidgngruppe bilden,

dadurch gekennzeichnet, daB ein 4-Desacetylvincaleuco-

~blastin~C3—derivat der allgemeinen Formel .

‘
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vl s (12,

worin Q' N3 oder NHNH2 bedeutet, dann wenn Q° N3 bedeutet,

in einem inerten Ldsungsmittel mit

worin

nNg .o,
27N,

C1-C3—Alkyl, B~ Hydroxyethyl oder B-Acetoxyethyl_ 
und : '

' H.oder Methyl, wenn R fiir C1—C3-Alkyl steht,
~und sonst H bedeutet,
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umgesetzt wird, woran sich gegebenenfalls eine Acetylierung -
anschlieBt, wenn R fir B-Hydroxyethyl steht, oder dann,
wenn Q' flir NENH, steht, in L&sung mit Formaldehyd, Acet-
aldehyd, Aceton oder Propionaldehyd umgesetzt wird,

woran sich gegebenenfalls eine Hydrierung anschlieSBt,
oder mit dem Anhydrid oder S&urechlorid einer (C2—C4)—

Alkanoyls8ure, Dichloressigsdure,oder Benzoesdure oder

mit
HZN—ﬁﬁ-Ef(C1—C3)Alk9xy
. ,O . ’
umgesetzt wird.
2.  Verfahren nach Punkt 1, dadurch g e -

'kennzeichnet , das 4-Desacetyl-VLB-C;-carbox-"
azid mit Methylhydrazin umgesetzt und 4—Desacetyl-VLB—C3—

Nz—methylcarboxhydrazid gewonnen wird.

3. Verfahren nach Punkt 1, dadurch ge -
kennzeichnet , daB 4—Desacetyl—VLB—C3—carbox—
hydrazid mit Acetaldehyd umgesetzt und . 4-Desacetyl-VLB-C,-

Nz—ethylidencarboxhydrazid gewonnen wird.

4,  Verfahren nach punkt 1, ~dadurch ge-
kennzeichnet, daB 4fDesacetyl—VLB—C3—carbox—
‘hydrazid mit Acetaldehyd umgesetzt, anschlieBend hydriert
und 4—Desacetyl—VLB—C3—N2—ethylcarboxhydrazid gewonnen
wird. '
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5. Veifahren nach Punkt 1, dadurch ge -

kennzeichnet, daB 4—Desacetyl—VLB—C3—carbbx¥
azid mit N2 Nz—Dlmethylhydrazln umgesetzt und 4—Desacetyl-‘
VLB—C3—N2,N -dimethylcarboxhydrazid gewonnen w1rd '

6. " Verfahren nach Punkt 1, dadurch ge -

kennzeic hnet ’ daB 4-Desacetyl-VLB-C,~carbox-.

v 3
hydrazid mit Acetanhydrid umgesetzt und 4—Desacetyl—VLB—C3f
‘ N2-acetylcarboxhydrazid gewonnen wird.

7. Verfahren nach Punkt 1, dadurch ge -
kennzeichnet, daB 4—Desacetyl—VLB—C3—carbox—
hydrazid mit Buttersdureanhydrid umgesetzt und 4-Desacetyl-

VLB—C3-N2—butyrylcarboxhydrazid gewonnen wird.

8. Verfahren nach Punkt 1, daduxch ge -
kennzeichnet, daB 4—Desacetyl—VLB C3—carboxy—
hydra21d mit Benzoesaureanhydrld umgesetzt und 4-Desacetyl-

VLB—C3~N —benzoylcarboxhydra21d gewonnen wird.

9. Verfahren nach Punkt 1, dadurch ge -
kennz e ichnet, daB 4-Desacetyl-VLB- C3—carbox—
azld mit N —(B—Hydroxyethyl)hydra21n ungesetzt und 4-Desace-~

tyl-VLB~ C3—N —(B—hydroxy)ethylcarboxhydraz1d gewonnen wird.

10;‘ ~Verfahren nach pynkt 1, dadurch ge -
k e nnz e ichnet, daB 4-Desacetyl-VLB- C3
a21d mlt N ~ (B~ Hydroxyethyl)hydra21n umgesetzt, dann eine

-carbox--

Umsetzung mlt E551gsaureanhydrld durchgefuhrt und 4-Desace-

tyl-VLB-C3-N - (B~ acetoxy)ethcharboxhydra21d gewonnen w1rd



11. ° Verfahren nach punxt .1, dadurch ge -
'kennzeichnet, das 4—Deéacetyl—VLB—C3—carbox-
azid mit N2~Ethylcarbazylhydrazid.umgesetzﬁ und 4-Desacetyl-
VLB—C3—N2—ethylcarbazylcarboxhydrgzid gewonnen wird. L

12. Verfahren nach Punkt 1, dadurch g e -~
kennzeichn é t ., daB 4-Desacetyl-VLB~carbox-
hydrézid mit Forméldehyd umgesetzt und 4¥Desacetyl—VLB—
C3eN2—methylidencarboxhydrazid gewonnen wird.

13. Verfahren nach Punkt 1, dadurch ge -
kennzeichnet ' daB 4-Desacetyl-VLB-carbox-
hydrazid mit Aceton umgesetzt und 4-Desacetyl-VLB-C ~N2~

3
isopropylidencarboxhydrazid gewonnen wird.
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