(19) 5O SZABADALMI w

MAGYAR V.4 y
NEPKOZTARSASAG LEIRAS 186971
B Nemzetkozi
osztélyjelzet:
A bejelentés napja: (22) 1982, 09, 17, (21) 2977/82 (51)
A bejelentés els6bbsége: (32) 1981, 09, 18, (31) (8128252) NSz0,
(33) Nagy-Britannia
Co07H 15/24

Kézzététel napja (41) (42) 1984, 03, 28. s Taléimany;

Ny,

ORSZAGOS O abadatm T4 - 700
abadalmi T4, * |
TALALMANYIL Megjelent: (45) 1987. 11. 09. TULAsONA %
HIVATAL .
(712) Feltaldlok: (73) Szabadalmas:
CASSINELLI Giuseppe, vegyész, Voghera (Milané), Farmitalia Carlo Erba S.p.A,,
ARCAMONE Federico, vegyész, Nerviano (Milané), Milané, Olaszorszag

CASAZZA Anna Maria, vegyész, Milané, Olaszorszag

(54) ELJARAS GLUKOZID-ANTRACIKLIN-SZARMAZEKOK
3’-DEZAMINO-ANALOGJAINAK ES AZ AZOKAT TARTALMAZO

rr

ANTIBIOTIKUMOKNAK AZ ELOALLITASARA

(57 kivonat)

A taldlmany targya eljaras (I) 4altalanos képletii
1j glilkozid-antraciklin szairmazékok — ahol R, jelen-
tése hidrogénatom vagy hidroxil csoport, R, jelentése
a (IT) vagy (ITI) képletli — L — piranozil csoport —
és az ezeket tartalmazd gydgyszerkészitmények elGalli-
tésdra, oly médon, hogy a (IV) altaldnos képleti kiin-
dulési vegyiiletek vizes oldatat O °C-on 3—4 éran ke-
resztiil natrium-nitrittel és 1 N vizes ecetsav-oldattal
kezeljiik, és a kapott (I) 4ltalanos képletti dezaminalt
gliikkozidkeveréket szilikagél oszlopon kromatogréfia-
san szétvalasztjuk. Az (I)altaldnos képletii 1j glitkozid-
antraciklin szdrmazékok szdmottevs tumorgétlo hatést
mutatnak.
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A talilmény targya eljards 4j glikozid-antraciklin
antibiotikumok és az ezeket tartalmazé gydgyszer-
készitmények elfallitdsara. A taldlmény szerinti elji-
rassal el6allitott Uj vegyiiletek a daunorubicinnal és a
doxorubicinnal vannak rokonsédgban.

A daunorubicin és a doxorubicin ismert és hasznalt
antibiotikumok, és a taldlmény szerinti eljirds kiindu-
lési anyagai, a 3’,4’-diepi-daunorubicin és a 3’,4’-diepi-
doxorubicin szintén ismert, a 4 112 076 szdmd USA-
beli szabadalmi lefrasban lefrt vegyiiletek.

A taldlmany targya eljaras az (I) dltalanos képletii uj
antraciklin-gliikozidok — ahol R, jelentése hidrogén-
atom vagy hidroxilesoport, és R, jelentése a (IT) vagy
(III) képletli — L-piranozilesoport — eléallitasara.

5

Ezek az antraciklin-glikozidok neutrélis glikozid- |5

csoportot, igy 2,3,6-tridezoxi-x-L-glicero-hexapirano-
zid-4-urozilt [e-L-cinerulozil, (II)], vagy 2,6-didezoxi-
a-L-arabino-hexapiranozilt (ITI) tartalmaznak, és az
alabb felsoroltak szerint nevezziik Gket:

1. 3’-dezamino-4’-dehidro-daunorubicin (I): R, jelen- o,

tése hidrogénatom, R, jelentése (II) csoport; a ké-
sGbbiekben ezt I—A vegyliletnek nevezziik):

2. 3’-dezamino-3’-hidroxi-4’-epi-daunorubicin [(I): R,
jelentése hidrogénatom, R, jelentése (III) csoport;
a késébbiekben ezt I—B vegyiiletnek nevezziik];

3. 3’-dezamino-4’-dehidro-doxorubicin (I): R, jelenté-
ge hidroxilesoport, R, jelentése (II) csoport; a késSb-
biekben ezt I—C vegyiiletnek nevezziik];

4. 3'-dezamino-3’-hidroxi-4’-epi-doxorubicin [(I]: R,

5 496 és 530 nm (EjX

jelentése hidroxilesoport, R, jelentése (III) csoport, 30

a kés6bbiekben ezt I-—D vegyiiletnek nevezziik).

A taldlmény szerinti eljirissal elSallitott j antra-
ciklin — gliikozidokat a (IV) 4ltaldnos képletli — ahol
R, jelentése hidrogénatom vagy hidroxilesoport —
3’,4’-diepi-daunorubicinbdl és 3’,4’-diepi-doxorubicin-
bdl allitjuk eld. Mindkét vegyiilet ismert antraciklin-
glikozid, amelyeket a fent emlitett 4 112 076 szamu
USA-beli szabadalmi lefrég ismertet.

A taldlmany szerinti eljards 1j vegytileteit ugy allit-
juk eld, hogy a (IV) altalanos képletii antraciklin-glii-
kozidokat — amelyekben egy axidlis aminocsoport egy
ekvatorialis hidroxilesoport szomszédsigiban helyez-
kedik el — dezaminéljuk, és egy diazotizalt intermedier
keletkezése utdn a C—4’ poziciobdl kiindulé hidrid el-
vandorlis eredményeképpen megkapjuk az I—A és
I—C vegylileteket és & C—3’ pozicibban egy egyszeri
nukleofil viztdmadés eredményeképpen pedig megkap-
juk az I—B és I—D vegyiileteket.

A dezaminélisi reakeiét elénydsen natrium-nitrittel

5 362. 'H NMR spektrum (CDCl,):

hideg vizes-savas kozegben hajtjuk végre, de nitrogén-

trioxiddal vagy alkil-nitritekkel hidegvizes vagy alko-
holos kizegben, szintén végrehajthaté a reakeio.

A taldlmany szerinti Gj antraciklin-glikozidok tu-
morgitld hatdst mutatnak. Kiilondsen a 3’-dezamino-

-3’-hidroxi-4’-epidoxorubicin (I—-D)mutat jelentds tu-

morgitld hatast egereken vizsgalva,

A taldlmany targyat képezi tovabba a talalmény
szerinti eljardssal elGallitott wj, (I) altalinos képletii
vegyiileteket tartalmazé gylgyszerkészitmények els-

allitasa, oly mddon, hogy az (I) dltalinos képleti antra- 60

ciklin-gliikozidokat gydgydszatilag alkalmazhaté hi-
git6é vagy hordozéanyagokkal keverjiik.

Az alabbi példék a taldlmany szerinti eljardst illuszt-
raljak, anélkiil, hogy az oltalmikort ezekrekorlitoznank.

2

1. példa

3’dezamino-4’-dehidro-daunorubicin (I—A) és 3’-dez-

amino-3’-hidroxi-4’-epi-daunorubicin (I—B)

0,55 g (lmmdl) 3’,4’-Diepi-daunorubicin hidroklorid
(IV. R,=H)25 m] vizben készitett oldatit 0 °C-ra hiit-
jiikk, majd 0,72 g (7,5 mmdl) ndtrium-nitritet és 7,5 ml
1 N vizes ecetsavat adunk hozza, kériilbeliil 20 perc
alatt, részletekben, keverés kézben, olyan sebességgel,
hogy a hémérséklet ne emelkedjen 0 °C f6lé. Harom
6ra hosszat 0 °C hémérsékleten tartjuk a voros szinfi
csapadékot tartalmazd reakcibelegyet, majd ezutdn
szobahdmérsékletlire melegitjiikk. A salétromossav fe-
lesleg eltavolitisa céljabdl nitrogéngdzt buborékolta-
tunk keresztiil az oldaton, majd kloroformmal extra-
haljuk. A kloroformos extraktumot vizzel mossuk,
vizrientes natrinmszulfét felett szaritjuk, kis térfogat-
ra bepéroljuk, majd szilikagél oszlopon kromatografal-
juk. Az oszlopot kloroformmal eludlva amorf szildrd
anyagként megkapjuka 3’-dezamino-4;-dehidro-dauno-
rubicint (I—A).

Olvadéspont: 143—144 °C (bomlas).

(e-/3%8= 4190 ° (c = 0,05 metanolban).

UV és VIS spektrumok: 1 OO 235, 253, 290, 480,

1% 808, 557, 188, 236, 242 és 143).

Tér-deszorpeids tomegspektrum: mjz 510 (M+);398
és 562, "H NMR spektrum (CDCl,):

1,36 (d, J=6,56 Hz, 3H, CH,-5’); 1,70—2,40 (m, 6H,

H-8. H-2’, H-3’); 2,41 (S, 3H, COCH,); 2,97 (d,

J=19,5 Hz, 1H’, H-10,,); 3,25 (dd, J= 19,6 Hz,

1H, H-10,); 4,09 (s, 3H, OCH,); 4,40 (q,J=6,5 Hz,

1H, H-5); 4,62 (s, 1H, OH-9); 541 (m, 1H, H-7);

5,87 (t, J=6,0 Hz, 1H, H-1"); 7,30—8,10 (m, 3H,

aromés protonok); 13,29 14,01 & (2s, 2H, OH-6,

OH-11).

Az oszlopot 97 : 3 ardnyt kloroform: aceton elegy-
gyel tovabb eludlva, megkapjuk a 3’-dezamino-3’-hidr-
oxi-4’-epi-daunorubicint (I—B).

Olvadéspont: 165—170 °C (bomlds).

(a/8 = +350° (¢ = 0,025, metanolban).

UV és VIS spektrumok: A CH0H 235 254, 290,
480, 496 és 530 nm (E &, = 714, 509, 154, 226, 231
és 142).

Ter-deszorpeiés tomegspektrum: m/z 528 (M+); 398,

1,36 (d, J=6, OHz, 3H, CH,—5); 1,60—240 (m,
4, H-8, H-2); 241 (s, 3H, COCH,); 2,86 és 3,30
@1, J=19Hz) 2H, H-10); 3,5—4,0 (m, 2H, H-3,
H-£); 4,07 (s, 3H, OCH,); 4,65 (m, 1H, H-5"); 5,25
(my, 1H, H-7); 5,48 (m,1H, H-T’); 7,30—8,10 (m,3H,
aromis protonok), 13,26, 13,98 § (2s, 2H, OH-6,
0/-11).

2. pclda

3’-dezamino-4’-dehidro-doxorubicin (I—C) és 3’-dez-

amino-3’-hidroxi-4’-epi-doxorubicin (I—D)

A cim szerinti vegyiiletek (I-—C) és (I—D) elGallita-
st 3°,4’-diepi-doxorubicinbdl [(IV): R,=OH] kiindul-
va az 1. példadban lefrtak szerint végezziik.

A 3’-dezamino-4’-dehidro-doxorubicin (I—C) voéros
szin{l porszerd vegyiilet.

Olvadéspont: 140 °C (bomlés).

2.
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()2 = +145° (¢=0,046, metanolban).

UV ¢és VIS spektrumok: A CHSOH 935 254 290,

480, 496 és 5330 nm/E 1% 690, 490, 190, 228, 230,
140).

Tér-deszorpeids tomegspektrum: m/z 526 (M+), 414,
336. 3C NMR spektrum (CDCL):

14,9 (C-6"); 27,6 (C-2%); 33,1 (C-3"; 33,9 (C—10Y;

35,9 (C-8); 56,6 (O-CH,); 65,4 (C-14); 68,9 (C-7); 71,3

(C-5%; 76,6 (C-9); 100,3 (C-1’); 118,56 (C-3); 119,8

(C-1, C-4a); 133,7 (C-6a 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°) és 213,9 3 (C-13).

Hasonlé médon, a kapott 3’-dezamino-3’-hidroxi-
4’-epi-doxorubicint (I—D) is voérés szinfi, porszerd
vegyiiletként kapjuk meg.

Olvadéspont: 176—180 °C (bomlés).

(0)5= +28° (c+ 0,046, metanolban).

UV és VIS spektrumok: A SE3 235, 254, 290, 480,

496, és 532 nm.

(Bi%, = 674, 478, 186, 223, 228 és 148).

Tér-deszorpeiés tomegspektrum: mjz 544 (M*)
414, 378, 336.

130 NMR spektrum (CD,0D :CDCl, 1:1 térfogat-
ardny):

17,8 (C-6); 33,9 (C-10); 36,3 (C-8); 3,80 (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 (C-5); 101,4 (C-1); 119,3

(C-3, C-4a); 120,3 (C-1); 134,3 és 135,8 (C-6a, C-10a,

C-12a); 136,56 (C-2); 155,7 (C-6, C-11); 161,6 (C-4);

187,3 (C-12); 187,6 (C-5) és 214,2 §(C-13).

A taldlmény szerinti eljdrdssal elSallitott 4j antra-
ciklin-ghikozidok citotoxikus aktivitdsat He La sejte-
ken in vitro vizsgiltuk. A vegyiiletekkel valé kezelés
ideje 24 6ra. Daunorubicinnal és doxorubicinnal Ssz-
szehasonlitva, az eredmények az alabbi téblazatban
lathatok: «

1. tabldzat

Vegyiilet ID;, (ng/mli)
Daunorubicin HCI 12
I—A vegyiilet 350
I—B vegyiilet 60
Doxorubicin—HC1 11
I—C vegyiilet 40
I—D vegyiilet 25

A taldlmény szerinti eljarassal elGallitott uj vegyiile-
tek némelyike P-388 és L 1210 patkdny leukémiara
gyakorolt hatédsat vizsgalva, sokkal jobb eredményeket
mutatott, mint a daunorubicin és a doxarubicin, kiils-
ndsen oralis adagolésban. A vegyiiletek kiilonféle pat-
kany leukémidkkal szemben mutatott antitumor akti-
vitdsat az alabbi 2., 3. és 4., tablazatban mutatjuk be.
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2. tiblazat

P 388 leukémidval szemben mutatott antitumor aktivitds
1 napig tartd ip. kezelés

Vegyiilet dézis T/C¢  LTRP Toxikus
(mgrkg) % halél°
Dauncrubicin® 2,9 170, 0/9, 0/10 09, 0/10
150,
44 154,
150, 0/8, 0/9, 2/8, 3/9,
155, 0/10 0/10
6,6 145, 0/8,0/9, 17/8, §/9,
150, 0/10 0/10
: 160
I—A vegyiilet? 30,8 109 (/8 0/8°
30 127 0/8 0/8
60 160, 0/3, 0/10 073, 2/10
165
78 9%  0/10 5/10
101 100 110 B/10
Doxcrubicin® 44 170  0/10 0/10
6,6 160  0/10 6/10
I—B vegyiilett 15 180  0/5 0/5
20 200 0/5 0/5
26 160  0/6 3/5
Doxarubicin® 44 225 0/8 0/8
6,6 200 1/8 0/8
10 300 2/8 0/8
I—C vegyiilet® 10 170 2/10 0/10
16 180  0/8 0/8
225 210 0/8 0/8
33,7 230 1/8 0/8
Doxorubicint 44 245, 0/10,0/10 0/10,
223 0/10
6,6 255, 1/10, 0/10,
258  0/10 0/10
10 345, 2/10, 0/10,
282  1/10 0/10
I—D vegyilet! 6,6 250 1/10 0/10
10 290  3/10 0/10
15 290  3/10 0/10
15 =630, 6/10, 0/10,
>658 6/10 1/10
22,6 =630, 9/10, 0/10,
=658  5(10 2/10
33,7 194 3/10 5/10
50,5 76 1/10 7/10

& = Kozepes tiilélési idd; a kezeletlen kontrollokat
meghaladé %

b = Hosszu ideig tilélék (=60 nap)

¢ = Az elhullott egerek boncolisaalapjinkiértékelve
d = Hérom kisérlet adatai

e = 10 % Tween 80-ban oldva

f = Vizben oldva vagy szuszpendélva; két kisérlet

adatai

3-
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3. tabldzat

Az I—D vegyiiletek hatdsa egér leukémidra

Tumor A tumor- Kezelés T/Cd LTSP Toxikus
kivalté szer % halal°
beadési médja ideje  vivé-  vegyiilet dézis )
médja (nap)  enyag (mg/kg)
Gross iv. iv. 1 H,0 Doxorubicin 10 200 0/8 0/8
13 241, 275 0/18 0/18
16,9 233,175 1/18 6/18

I—D vegyiillet 13,3 183 (Vi 0/7

26,6 225 0/8 0/8

39,9 250 0/8 3/8

iv. ordlis 1 Tween” I—D vegyiilet 26 133 0/7 0/7
33,9 158 0/10 0/10
44 158 010 0/10
L1210 ip. ip. 1 Tween® Doxorubicin 4,4 166 0/10 0/10
6,6 166 0/10 0/10
10 177 3/10 0/10

I—D vegyiilet 8,8 600 3/6 0/6

13,3 505 3/8 0/6

20 238 0/8 2/8
iv, iv. 1 Tween® Doxorubicin 10 157 0/10 0/10
13 178 0/10 0,10
16,9 185 0,10 0/10

I—D vegyiilet 13,3 185 0/9 0/9

10 264 0/9 0/8

30 600 3/8 0/8

a, b, ¢: 14sd a 2. tdblazatot; d: két kisérlet adatai; e: 109, Tween 80 vizben
4. tabldzat
Az I—C vegyiilet hatdasa Gross-leukémidra
Viv8anyag Kezelési  Dbzis T/Cd LTS Toxikus

méd (mg/kg) % hal4le

Doxorubicin Tween 803 iv 13¢ 214, 275, 0;20 0/20

242
16,9¢ 228, 175, 1/28 8/28
250
I—C vegyiilet Tween 80° iv 40t 185, 250 017 211
48 116 0/10 7/10
57,6 116 0/10 10/10
I—C vegyiilet Tween 80° oralis 40 192 0/8 0/8
48 200 0/8 0/8
57,6 200 0/8 2/8

a, b, ¢: 138d a 2. tdblazatban; d: 14sd a 3. tdbldzatban; e: hdrom kisérlet adatai; f: két kisérlet adatai

Szabadalmsi igénypontok

1. Eljéras az I 4ltaldnos képletdi — ahol R, jelentése
hidrogénatom vagy hidroxilesoport, R, jelentése pedig
II vagy III képletii esoport — antraciklin-gliikozidok
eléallitasdra, azzal jellemezve, hogy a IV 4l-
talanos képletd 3°,4’-diepi-daunorubicin-hidroklorid
vagy 3’,4’-diepi-doxorubicin-hidroklorid — ahol R,
jelentése hidrogénatom vagy hidroxilesoport — vizes
oldatét 0 °C-on 3—4 6rdn keresztiil natrium-nitrittel

4

55

60

és 1IN vizes ecetsav oldattal kezeljiik, és a kapott I
altaldnos képletdi dezamindlt gliikozid keveréket —
ahol R; jelentése hidrogénatom, R, jelentése pedig IT
és 11T képletii csoport, vagy R, jelentése hidroxileso-
port, R, jelentése pedig II és III képletdi esoport —
szilikaggl oszlopon kromatogrifidsan szétvalasztjuk.
2. Az 1. igénypont szerinti eljaras foganatositasi
médja,azzal jellem ezve, hogya szétvilasztast
elGszor kloroformmal, majd kloroform-aceton 97 :3
térfogataranyt elegyével val6 elualassal végezziik.

4.
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3. Eljérds tumorgitlé hatési gydgyszerkészitmé- igénypontban megadott — a gybgydszatban altalano-
nyek elGallitaséra, azzal jellemezve, hogy sah haszndlt hordozé és/vagy segédanyagokkal Gssze-
valamely, az 1. igénypont szerint el6allitott I altalanos keverve gybgyszerkészitménnyé alakitjuk.
képletd vegyiiletet — ahol R, és R, jelentése az 1.

1 oldal ébra

Kiaddsért felel: a Kozgazdaségi és Jogi Kbnyvkiads igazgatbja

87,9596 — Kossuth Nyomda, Budapest. Felelds vezetd: Bede Istvin vezérigasgatd

5.
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