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(54) Menetelmd N,N3—di(g-bromipropionyyli)—N],Nz-dispirotripiperatsiniumin
kvaternddristen suolojen valmistamiseksi, jotka suolat ovat kdyttdkel-
poisia lddkeaineita leukoosia ja kasvaimia vastaan - F&rfarande for
framstdllning av kvaterndra salter av N,N3-di(ﬁ-brompropionyl)-N1,N2-
-dispirotripiperazinium, vilka salter dr anvdndbara l3kemede! mot
leukos och tumdrer

(57) Tiivistelmi

Keksintd koskee menetelmdd kaavan I mukaisten N,N3-

di (ﬁ—bromiprOpionyyli) -nt ,Nz—dispirotripipé ratsinium-

suolojen valmistamiseksi, -

Larcnzcnzco-w § ﬁ‘ N-COCHZCHZBr . 2%
S\

jossa kaavassa X on happoanioni. Kaavan I mukaisia yh- (1)

disteitd valmistetaan saattamalla kaavan II mukainen

yhdiste / \, / \+/‘ \

HN N N NH 2x” (11)
reagoimaan kaavan III mnkaisen(b -bromipropionihappo-
halogenidin kanssa BrCHZCHZCOHal (I11)

livotinvdliaineessa, ecullisesti veden ja veden kans-
sa sekoittumattoman orgaanisen liuottimen seoksessa,
halogeenivetyd sitovan aineen l&sndollessa, ja tar-
vittaessa kdsittelemdlld saatua yhdistettd kaavan 1V
mukaisella MeX (Iv)

metallisuolalla, jossa kaavassa Me on jaksollisen j&r-

jestelmdn ryhmdn I tai II metalli ja X on anioni.
Kaavan I mukaiset yhdisteet ovat terapeutti-

sesti vaikuttavia aineita, joilla on kdyttdd eri-

laisia kasvaimia vastaan.



(57) Sammandrag

Uppfinning avser ett férfarande f&r framst&llning av
kvaternira N, N3-di (3 -brompropionyl)-Nl, Nz'dl—
spirotripiperaziniumsalter med formeln I, dér X 4r

en syraanjon. Fdrenincarnamed formeln I framstdlls
genom att omsdtta en fdrening med formeln_II med

en BA-brompropionsyrahalogenid med formeln III i

ett 18sningsmedel, féretridesvis i en blandning

av vatten och ett med vatten oblandbart organiskt
18sningsmedel, i ndrvaro av ett halogenvite bin-
dande medel, och vid behov gerom att behandla den
erhdllna f&reningen med ett metallsalt med formeln
IV, dér Me 3r en metall ur gruppen I eller Il av det
periodiska systemet och X &r en anjon. F8reningar-
na med formeln I &r dmnen mred terapeutisk effekt,

vilka dr anvidndbara mot olika tumérer.

2

| /’Td‘\/ \ -
[axcnzcszco-u N Y 1-COCH,CH_Br | - 2

N\ __/

(I}

HN N N NH
N/

- 2% (11)

BrCHZCHZCOHal (I1I1)

MeX (1v)
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Menetelma N,N3—di(/?-bromipropionyyli)—Nl,Nz-dispirotri—
piperatsiniumin kvaterndiristen suolojen valmistamiseksi,
jotka suolat ovat kdyttdkelpoisia liikeaineita leukoosia
ja kasvaimia vastaan

Keksint®6 koskee N,N3—di(/3—bromipropionyyli)—Nl,Nz—
dispirotripiperatsiniumin kvaternddrisid suoloja, erikoi-
sesti menetelmdid niiden valmistamiseksi.

Ennestdédn tunnetaan ryhmi dispirotripiperatsinium-
johdannaisia, joiden typpi-pddteatomeihin on liittynyt
,/;-hydroksi—, ‘f:klooripropyyli-, epoksipropyyli-, halogeeni-
alkyyli-, bentsoyyli-, nitroso-, aryylisulfonihappo- ym.
ryhmid. N&iti tunnettuja dispirotripiperatsiniumjohdannai-

sia voidaan esittii Seuraavalla yleisellid kaavalla:

el YN Nl

-R ‘ 2Cl
1l a~f
Jossa: la R = CH2$HCH2C1, l1b R = CHZCHZCl, lc R = CHzgg;CHz
OH 0
1D R = COC6H5, le R = NO, 1f R = SOZC6H4NH2

(vrt. Proceedings of VNIIChFI, "Prospidin - a New Antitumor
Compound", iss. III, Moskova, 1973, s. 61-64).

Tdmdn ryhmdn yhdisteisti yhdisteilld la, 1b ja lc
on huomattavaa kasvainten vastaista aktiivisuutta. vhdis-
teet 1b ja 1lc ovat kuitenkin Osoittautuneet pysymidttdmik-
si, ja tdstd syysti ladkekdyttd6n on suositeltu yhdistettd
la, 3,12-diatsa—6,9-diatsaniumdispiro[3,2,5,2]heksadekaa—
ni—3,12—bis(3-kloori—2—hydroksipropyyli)dikloridia, josta
kdytetdin nimitystd prospidiini (propidiini on rekisterdi-
ty merkilld NSC-166100 laitoksessa US National Cancer
Institute).

Prospidiinia k&dytet&in nykyisin kurkunpdédsydvin Jja
joidenkin muiden pahanlaatuisten kasvainten kdsittelyyn.

Prospidiini ei kuitenkaan vaikuta k&siteltdessi he-
matoplastisen systeemin pahanlaatuista sy0pdd sairastavaa
potilasta.
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Prospidiinia valmistetaan dispirotripiperatsinium—
dikloridin ja glyseroliepikloorihydriinin vdliselld reak-
tiolla vesipitoisessa vdliaineessa (vrt. Proceedings of
VNIIChFI "Prospidin - New Antitumor Compound”, iss. III,
Moskova, 1973, s. 14-17).

Pahanlaatuisia kasvaimia kisitellddn nykyisin monil-
la erilaisilla ldikeaineilla, joiden aktiivisuus perustuu
erilaisiin kemiallisiin yhdisteisiin.

Tillaisista kemiallisista vhdisteistd voidaan esi-
merkkeind mainita:

- alkyloivat yhdisteet, jotka sisdltdvat 2-kloori-
etyyliamiiniryhmia (valmisteita: Ambikiini, Melfolan, Syk-
lofosfamidi, Leukeran jne.) (2), sivut 89-90;

- etyleeni-imiiniryhmat (valmisteita: TioTEF ja
sen analogit) (2), sivu 89;

- metaanisulfonihapporyhmat (valmisteita: Mileran
jne.) (2), sivu 90;

- nitrosoalkyyliurea-johdannaiset (valmisteita:
CCNU, BCNU, metyylinitrosourea jne.) (1), sivut 65-84;

(2), sivu 97;

- nukleiinihappojen ja proteiinien aineenvaihdunnan
antimetaboliitit (2), sivut 90-92;

- pyrimidiiniemdsten analogit (valmisteita: 5-fluo-
riurasyyli, sytosiini, arabinosidi jne.) (1), sivut 193-
271;

- puriiniemdsten analogit (6-merkaptopuriini, tio-
guanidiini jne.) (1) sivut 384-403;

- foolihappoantagonistit (valmisteita: metotrek-
saatti ja sen analogit) (1), sivut 468-483;

- antibiootit (valmisteita: adriamysiini, rubomysii-
ni, bleomysiini, aktinomysiini D Jne.) (1), sivut 593-
614, 850-876, 582-592; (2), sivut 93-95;

- kasveista uutetut yhdisteet (valmisteita: kolki-
siini, vinblastiini, vinkristiini jne.) (1), sivut 670~
694; (2), sivut 92-93;

- muut kasvaintenvastaisten yhdisteiden ryhmdt (val-

misteitay .prospidiini; Proceedings of VNIIChFI "pProspidin -
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New Antitumor Compound”, iss. III, Moskova, 1973, sivut
6-16, prokarbotsiini) (1), sivut 829-840; (2), sivu 98.

Kaytettdvissid olevilla kasvaintenvastaisilla val-
misteilla (varsinkin kdytettdessi niiden yhdistelmii) saa-
daan huomattavaa paranemista tai tdydellinen paraneminen
tietynlaisten pahanlaatuisten kasvainten ollessa kyseessi
(kohdun suonikalvosyépi, Berkitt'in tuumori, lasten akuut-
ti lynfoblastinen leukemia, ihosydpid, kiveksen itusolukas-~
vain jne.). Kuitenkin kdytettdessd ndits kasvaintenvastai-
sia lddkeaineita, osoittautuu terapeuttinen vaikutus useim-~
missa tapauksissa vain vdliaikaiseksi, ja sen saavuttami-
seen tarvitaan yleensi annoksia, jotka aiheuttavat sivu-
vaikutuksia, kuten Punasolujen muodostuksen estymists,
ruuansulatuselimist®n, munuaisten Jne. hdiriditd (2), (3).
Lisdksi kasvaintenvastaisten lddkeaineiden toistuvan kdy-
tdn yhteydessi on havaittu tottumista kdytettyyn valmis-
teeseen, jolloin sen vaikutus heikkenee.

Keksinndn piddm&&r&nd oli kehittii uusi menetelmi
uusien, biologisen vaikutuksen omaavien aineiden valmis-
tamiseksi.

Uudet yhdisteet ovat kvaternidirisii N,N3-di(/3—
bromipropionyyli)—Nl,Nz—diSpirotripiperatsiniumsuoloja,

joiden kaava on

BrCH,CH,CO-N §/_\H-COCHZCHZBr - 2x°
(I)
jossa X on happoanioni.
Yleisen kaavan (I) mukaiset yhdisteet ovat valkei-
ta kiteisia jauheita, joilla ei ole selvii sulamispistettd;

ne ovat veteen erilaisina miiring liukenevia ja olennai-

sesti liukenemattomia Oorgaanisiin liuvottimiin.
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Keksinndn mukaiselle menetelmdlle on tunnusomaista,
etti kvaternddrinen Nl,Nz-dispirotripiperatsiniumsuola,

jolla on yleinen kaava

/'—\/"T/_\
\_J\__/\_J

+ 2X (II)

jossa X on happoanioni, saatetaan reagoimaan kaavan

BrCHZCH2COHal (ITI)
mukaisenw@-bromlprop1on1happohalogen1d1n kanssa liuotin-
viliaineessa Jja halogeenivetyd sitovan aineen ldsndollessa,

ja tarvittaessa saatua yhdistetta kisitelldidn yleisen kaa-

van
MeX (1IV)

mukaisella yhdisteelld, jossa kaavassa Me on ryhmdn I tai
II metalli, X on happoanioni.

Keksinndn mukaan kaavan III mukaista /3-bromipropio-
nihappohalogenidia tulisi edullisesti kayttdd 10-40 % yli-
maddrin.

Keksinndn mukaisessa menetelmdssd voidaan liuotti-
mena k&dyttdd vetta tai veden ja veden kanssa sekoittumatto-
man inertin orgaanisen liuottimen seosta.

Halogeenivedyn sitomiseen voidaan kayttdd alkali-
tai maa-alkalimetallien suoloja, edullisesti natriumbi-
karbonaattia tai 1itiumhydroksidia.

Yleisen kaavan IV mukaisena yhdisteend kidytetddn
edullisesti natriumbromidia tai hopeanitraattia.

Keksinndn mukainen menetelmd suoritetaan yleensd
1ampot11avélillé 0°C:sta huoneen lampotilaan.

Keksinndn kohteena on myOs kasvalntenvastainen laa-~

kevalmiste, joka sisdltid aktiivisena aineena N, N dl(ﬂ—bro—
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mipropionyyli)-Nl,N2—dispiropiperatsiniumkloridia (tai

3,12—bis(2—bromipropionyyli)—3,l2—diatsa—6,9—diatsaniumdispi—

ro/5,2,5,2/heksadekaanidikloridia) ja farmaseuttisesti hy-
viaksyttdvdd vdliainetta.

Keksinndn mukaan aktiivista ainetta k&ytetdidn jau-
heena (lyofilisoituna).

Keksinndn mukaan aktiivista ainetta on injektioval-
misteissa 2-5 %.

Keksinndn mukaan farmaseuttisesti hyvdksyttdviani
kantaja-aineena tai vdliaineena on isotoninen natriumklori-
diliuos tislatussa vedessd tai 5-20-%:inen glukoosiliuos.

Seuraavassa kuvataan keksintdd yksityiskohtaisesti.

On havaittu, ettd yleisen kaavan I mukaisilla kva-

l,NZ—dispirotri—

ternddrisilla N,N3—diQ@—bromipropionyyli)-N
piperatsiniumsuoloilla on biologista aktiviteettia ja ettd
niitd voidaan kdyttdd kasvaintenvastaisina aineina.

Ndiden yhdisteiden kasvaintenvastaisten ominaisuuk-
sien ja myrkyllisyyden selville saamiseksi tutkittiin:

1) yhdisteiden vaikutusta siirrekasvannaisten kas-
vuun valkeilla, erisyntyisilld rotilla ja hiirilli;

2) yhdisteiden aktiviteettia samasyntyisten hiirien
leukoosiin;

3) yhdisteiden akuuttia myrkyllisyyttd niit3d annet-
taessa kerran ja useampia kertoja valkeille, erisyntyisil-
le standardihdkeissd oleville kahdeksan hiiren ryhmille.

Keksinndn mukaisten yhdisteiden biologisia ominai-
suuksia on tutkittu hiirilld ja rotilla suoritetuissa ko-
keissa. Kasvaintenvastaista aktiviteettia tutkittiin val-
keilla rotilla, jotka painoivat kukin 110-130 g ja valkeil-
la sekd samasyntyisilld ettd erisyntyisilld hiirilld, jot-
ka painoivat 18-21 g, kdyttden ligatoituja kasvaimia. Ki-
sittely aloitettiin 5-7 vuorokautta kiinte3d kasvaimen siir-
tdmisen jdlkeen ja seuraavana pdivdnd leukoosilajien siir-
tdmisen jdlkeen. Siirteind kdytettiin seuraavia kasvain-
lajeja:

1) rotat: Jensen'in sarkooma, sarkooma 45, sarkooma

M-1, sarkooma 536;
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2) erisyntyiset valkeat hiiret: sarkooma 180, sar-
kooma AK, sarkooma 37, karsinooma HK;

3) samasyntyiset hiiret: leukemia La, leukemia L1210
ja P-388.

Yleisen kaavan I mukaiset yhdisteet, joissa X on Cl
(yhdiste 1) ja Br (yhdiste 2), ovat helppoliukoisia nat=-
riumkloridin isotoniseen liuokseen ja niitid voidaan antaa
ladkkeeksi intraperitoneaalisesti. Yhdisteiden annostus on
laskettu mg:oina eldimen kehonpainon kg:aa kohti.

Koska yleisen kaavan I mukainen yhdiste, jossa X
on n—CH3C6H4SO3_ (yhdiste 3), on niukkaliukoinen veteen,
sitd on annettu suspendoituna tdrkkelystahnaan ja annokset
on laskettu mg:oina eldimen kehonpainon kg:aa kohti.

Tutkimuksien tulokseksi on saatu, ettd yhdisteillid
on selvdd kasvaintenvastaista aktiviteettia rottien siirre-
kasvannaisiin. Tulokset esitetddn jdljempdnd taulukossa 1.

Taulukosta 1 voidaan ndhdd, ettd kdytettdessd yhdis-
teen 1 tai 2 maksimaalista siedettdvdi annosta (MTD), saa-
daan huomattava kasvun estyminen seuraavilla: Jensen'in
sarkooma (98 ja 100 %), sarkooma M-1 (99 ja 95 %), sarkoo-
ma 45 (99 ja 100 %), sarkooma 536 (78 ja 74 %). Tim3n an-
noksen olennainen alentaminen ei alenna paljoakaan yhdis-
teen 1 ja 2 kasvaintenvastaista aktiviteettia Jensen'in
sarkoomaan. Kun rotille, joilla oli Jensen'in sarkooma,
annettiin yhdistettd 1 1/80 MTB-annoksesta (so. 2 mg/kg) ja
yhdistettd 2 1/20 MTD-annoksesta (so. 8 mg/kg), niin ha-
vaittu kasvaimen kasvun estyminen oli edellisessd tapauk-
sessa 69 % ja jdlkimmdisessd tapauksessa 43 %.

Annettaessa keksinndn mukaisia yhdisteitd valkeille
erisyntyisille hiirille, joilla oli siirretty kasvain,
havaittiin myds korkea kasvaintenvastainen aktiviteetti.
Vastaavat tulokset nd&hdd&idn jdljempdnd taulukossa 2.

Kuten taulukosta 2 ilmenee, yhdisteiden 1 ja 2 MTD-
annoksilla kasvainten kasvu estyi seuraavasti: sarkooma
180 (66 ja 52 %), sarkooma 37 (88 ja 60 %), sarkooma AK
(87 ja 81 %).
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Yhdisteiden aktiviteetti leukoosin suhteen on mad-
ritetty vertaamalla ké&dsiteltyjen eldinten elinaikaa (It)

kontrollieldinten elinaikaan. It on leukoosin kehittymisen

estoindeksi, joka lasketaan seuraavasti:

kdsiteltyjen eldinten keskimddrdinen elinaika

Kontrollieldinten keskimadarainen elinaika x 100-100

Yhdisteilld 1 ja 2 on selvd antileukoosivaikutus.
Tulokset ndhdddn taulukossa 3.

Taulukosta 3 ilmenee, ettd annettaessa hiirille,
joihin on istutettu leukamia La, yhdistettd 1 ja 2, kdasi-
teltyjen hiirien elinaika kasvaa kontrolliin verrattuna 3-
ja 2-kertaiseksi. Lisdksi yhdisteelld 1 on leukemiaa L1210
sairastavien hiirien elinaikaa pidentdvd vaikutus kertoi-
mella 1,03 ja leukemiaa P-388 sairastavien elinaikaa piden-
tidvd vaikutus kertoimella 2 kontrolliin verrattuna.

Yhdistettd 3 on tutkittu antamalla rotille ja hii-
rille, joihin on siirretty kasvaimia, yhdistettd suun kaut-
ta. Annettaessa yhdistettd 3 MTD-annos havaitaan seuraava
kasvainten kasvun estyminen: Jensen'in sarkooma (50 %), sar-
kooma M-1 (49 %) ja sarkooma 180 (35 %), katso taulukot 1
ja 2.

Keksinndén mukaisten yhdisteiden myrkyllisyystutki-
muksissa midritettiin yhdisteiden absoluuttinen tappava an-
nos (DL95), keskimddrdinen tappava annos (DLSO) ja MTD.

Yhdisteille 1 ja 2 DL95 ja DL miadritettiin kayttden ter-

veita valkeita hiirid, jotka gginoivat 18-21 g ja antaen
vhdisteitd intraperitoneaalisesti kerran ja useampia kerto-
ja (kerran vuorokaudessa 7 vrk:n ajan).

On havaittu, ettd yhdisteelld 1 on sitd annettaessa
vksi ainoa annos intraperitoneaalisesti DL50 = 1,924 mg/kg,
yhdisteelld 2 samoissa olosuhteissa DL50 = 1,150 mg/kg;
vastaavasti yhdisteiden 1 ja 2 DL95—arvot ovat 2,272 ja
1,250 mg/kg. Koetulokset ndhddén taulukossa 4.

Annettaessa yhdistettd 1 useampia kertoja sen DL95
ja DL, ovat vastaavasti 577 ja 444 mg/kg; yhdisteelld 2
vastaavat arvot ovat 340 ja 150 mg/kg. Yhdisteiden 1, 2 ja
3 MTD-annokset ovat 149, 125 ja 83 mg/kg (ks. taulukko 4).
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Yhdisteiden 1, 2 ja 3 MTD-annoksia on tutkittu tera-
peuttisissa kokeissa antamalla niitd toistuvina annoksina
eld4imilld, joihin on siirretty kasvaimia (ks. taulukoita
1 ja 2).

Esilld olevan keksinn6n mukaisten yhdisteiden ja
tunnetun kasvaintenvastaisen yhdisteen, prospidiinin (3,12-
diatsa-6,9~-diatsaniumdispiro/5,2,5,27heksadekaani-3,12~bis-
(3-kloori-2-hydroksipropyyli)dikloridi) vaikutusta on ver-
rattu erityisessd koesarjassa.

Esilld olevan keksinndn mukaisilla yhdisteilli on
vdhdisempi myrkyllisyys kuin prospidiinillid (ks. taulukko 4).

Esilld olevan keksinndn mukaiset yhdisteet ovat ak-
tiivisia hiiriin siirretyn leukemian suhteen, kun sen si-
jaan prospidiini ei vaikuta leukemian kehittymiseen (ks.
taulukot 3 ja 5).

Kuten taulukosta 5 havaitaan, keksinndn mukaisilla
yhdisteilld on olennaisena etuna prospidiiniin verrattuna
laaja terapeuttinen vaikutusalue. Kun prospidiinin kemote-
rapeuttinen indeksi (Ch/T) Jensen'in sarkooman suhteen on
27, niin se on vastaavasti yhdisteilld 1 ja 2 60 ja 60,
so. kaksinkertainen prospidiiniin verrattuna.

Edelld mddritellyistd yhdisteistd on aktiivisin
N,N3—diQG—bromipropionyyli)—Nl,N2—dispirotripiperatsinium—
dikloridi, jota voidaan kdyttdd aktiivisena aineosana uu-
dessa keksinndn mukaisessa kasvaintenvastaisessa l&dkeval-
misteessa.

Keksinnén mukaisen lddkevalmisteen farmakologista
aktiviteettia verrattuna prospidiinin aktiviteettiin on
tutkittu eldinkokeissa (rotta- ja hiirikokeet).

Keksinnb6n mukaisella l&3&keaineella on huomattavan
hyvd kasvaintenvastainen aktiviteetti sitd annettaessa
paitsi intraperitoneaalisesti myOs ihonalaisesti ja lihak-
sensisdisesti. Tulokset ndhdddn taulukossa 6.

Lisdksi keksinndn mukainen valmiste on tehokkaampi
kuin prospidiini sitd annettaessa rotille suun kautta

Jensen'in sarkoomaa vastaan. Tulokset nidhdiidn taulukossa 7.
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Keksinndn mukaisella valmisteella on selvi leukoosin-
vastainen vaikutus hiiriin, joihin on siirretty leukemia,
kun sen sijaan prospidiinilla ei ole t&4llaista vaikutusta
(taulukko 5).

Keksinn6n mukaisella lddkeyhdisteelld on prospidii-
niin verrattuna 2,5-kertainen terapeuttinen vaikutusalue
(vrt. taulukko 5).

Verrattaessa esillid olevan keksinndn nukaisen yhdis-
teen ja prospidiinin myrkyllisyyttd, todettiin prospidii-
nin myrkyllisyyden (DLSO) olevan kaksinkertainen, kun yhdis-
teitd annettiin yksi annos hiirille (paino 20-21 g), jol-
loin keksinn®dn mukaisen yhdisteen DL50 oli 1,924 mg/kg ja
prospidiinin 1,000 mg/kg (ks. taulukko 4).

Keksinnén mukaisen yhdisteen kumulatiivinen myrkyl-
lisyys on selvempi kuin prospidiinin kumulatiivinen myrkyl-~
lisyys (vert. taulukko 4) .

On lis&ksi huomioitava keksinn&n mukaisen yhdisteen
erityinen jakautuminen eri elimiin ja kudoksiin. Tulokset
ndhdddn taulukoissa 8 ja 9.

Annettaessa keksinndn mukaista yhdistettd, jossa
on merkkiaineena Cl4’ havaitaan veressi suurempi radio-
aktiivisuus kuin Cl4-merkittyé prospidiinia annettaessa.
Keksinndn mukaista yhdistetti kerddntyy kurkunpddhin, hen-
kitorveen, keuhkoputkiin, luuytimeen, kasvaimeen ja kilpi-
rauhaseen enemmin kuin prospidiinia. Cl4-merkitty keksinndn
mukainen yhdiste poistuu elimesti 24 tunnin kuluessa suonen-
sisdisestd annostuksesta pddasiassa virtsan mukana, kun sen

14—-merkitty prospidiini pysyy elimessi kauemmin.

sijaan C
Vastaavat luvut n&hdiddn taulukossa 10.

Keksinndn mukainen valmiste sisiltas aktiivista ai-
netta ja farmaseuttisesti hyvaksyttdvdd kantaja-ainetta.

Keksinndn mukaista valmistetta voidaan kdyttidd seki
parenteraaliseen ett3d ulkonaiseen lddkeantoon.

Parenteraaliseen ldidkeantoon kdytetddn suonensisiis-
td, lihaksensisdistd ja intrakavitaarista injektiota; suun
kautta l&ddkeanto tapahtuu kdyttden tabletteja tai kapse-

leita.
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Injektiovalmisteet koostuvat aktiivista ainetta si-
siltavidstd liuoksesta, Jjoka on valmistettu liuottamalla
jauhemainen (lyofilisoitu) aktiivinen aineosa farmaseutti-
sesti hyvidksyttdvddn vdliaineeseen.

Farmaseuttisesti hyvdksyttdvéana vidliaineena voidaan
kdyttdid natriumkloridin liuosta tislatussa vedessd tail
5-20-%:ista glukoosiliuosta.

Aktiivisen aineen konsentraatio farmaseuttisesti
hyvdksyttdvdssd vidliaineessa on edullisesti 2-5 %.

Injektioliuos valmistetaan valittdmisti ennen kdyt-
£33 liuottamalla steriili jauhe (lyofilisoitu jauhe) iso-
toniseen NaCl:n liuokseen tislatussa vedessd tai 5-20-%:i-
seen glukoosiliuokseen.

Tablettimuodossa oleva lddkevalmiste sisdltdd ak-
tiivista ainetta ja kiintedd tdyteainetta.

Sopivia kantaja-aineita tabletteihin ovat sakkaroo-
si, laktoosi, natriumkloridi, tdrkkelys, talkki.

Tabletin muodossa oleva farmaseuttinen koostumus
sisdltds aktiivista ainetta 200-500 mg.

Ulkoiseen kdyttdon ladkeaine valmistetaan voiteen
muotoon.

Voiteen muodossa oleva valmiste sisdltidd aktiivista
ainetta ja farmaseuttisesti hyvdksyttavda voidepohjaa.

Farmaseuttisesti hyvdksyttdva voidepohja voi sisél-
t43 vaseliinia, lanoliinia ja kasvidlijya.

Voide sis#dltidi edullisesti aktiivista ainetta 1-40 %
farmaseuttisesti hyvdksyttdvassd voidepohjassa.

Keksinn®n mukaisia 133kevalmisteita on tutkittu
antamalla niitd kahdessa sairaalassa potilaille, joilla
oli erilaisia kasvaimia; kokeet osoittivat yhdisteiden myr-
kyllisyyden olevan alhainen.

Lisiksi havaittiin, ettd annettaessa keksinndn mu-
kaista valmistetta suonensisdisesti 500-600 mg vuorokau-
dessa (20 vrk:n ajan yhteensd@ aina 10 g:aan asti) potilaat
sietivit sitd@ hyvin.

Keksinn®dn mukaisen valmisteen teho on my8ds osoit-

tautunut hyvdksi akuutin jeukoosin tapauksessa. Kokeet
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suoritettiin 54 potilaalla, joista 20:114 oli pahanlaatui-
nen verisairaus. Kaikkien potilaiden kliininen tila ennen
hoidon alkua keksinn®dn mukaisella valmisteella ja hoidon
jdlkeen todettiin (yleiskunto, suurentuneet imusolmukkeet,
maksa ja perna). Potilaiden veri, luuydin, virtsa analysoi-
tiin, veren biokemialliset ominaisuudet mddritettiin ja
potilaalle suoritettiin elektrokardiografinen tutkimus
(EKG) . On todettu, ettd annettaessa suonensisdisesti kek-
sinndn mukaista valmistetta 100 - 1 000 mg, saadaan posi-
tiivinen vaikutus 45 %:11a potilaista; akuuttia imukudos-
leukemiaa tai myeloleukemiaa sairastavilla potilailla saa-
tiin 20 %:1la potilaista tdydellinen kliinishematologinen
paraneminen.

Keksinndn mukaisia uusia kvaterniirisii N,N3—di—
Q&—bromipropionyyli)-Nl,N2—diSpirotripiperatsiniumsuoloja
voidaan valmistaa kahdella tavalla.

Ensimmdisessd menetelmdvaihtoehdossa keksinndn mu-
kaisten yhdisteiden valmistamiseksi kdytetddn ldhtdainei-
na edelld esitetyn yleisen kaavan II mukaisia kvaterndid-

l,N2—diSpirotripiperatsiniumsuoloja, jotka saate-

risid N
taan reagoimaan edelli esitetyn kaavan III mukaisen happo-
halogenidin kanssa livotinvdliaineessa halogeenivetysd si-
tovan aineen l&dsniollessa.

Keksinndn mukaisessa menetelmissi kdytetyt kaavojen
IT ja III mukaiset yhdisteet ovat kirjallisuudesta tunnet-
tuja, ja niitd valmistetaan tavanomaisin menetelmin (vrt.
Proceedings of VNIIChFI "Prospidin" - New Antitumor
Compound", iss. III, Moskova, 1973, s. 14-15).

A-bromipropionihapon halogenidina kdytet#din edulli-
Sesti bromipropionihappokloridia.

Yleisen kaavan III mukaista yhdistettd kidytetdin
10~40 %:n ylimdir&nid, edullisesti 15~20 %:n ylimd&rdna.

Livottimena voi olla vesi tai veden ja veden kanssa
sekoittumattoman orgaanisen liuottimen seos.

Inertti orgaaninen veden kanssa sekoittumaton liuo-
tin voi olla eetteri, petrolieetteri, halogenoitu hiilive-
ty, kuten kloroformi, arbmaattinen hiilivety, kuten bentsee-

ni.
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Halogeenivetyd sitovana aineena voidaan kayttdd al-
kali- ja maa-alkalimetallisuoloja.

Halogeenivetyd sitovana aineena on edullisesti nat-
riumbikarbonaatti, kaliumbikarbonaatti tai litiumhydroksi-
di.

Asylointi suoritetaan ldmpdtila-alueella 0°C:sta
huoneen ldmpdtilaan.

Reaktion pddtyttya veteen helppoliukoinen tuote,
esimerkiksi N,N3—diQB—bromipropionyyli)-Nl,Nz—dispirotri—
piperatsiniumdikloridi voidaan erottaa reaktioseoksesta
saostamalla jadhdytetylla alemmalla alkoholilla, kuten me-
tanolilla.

Toisessa menetelmivaihtoehdossa yleisen kaavan I mu-
kaisen yhdisteen valmistamiseksi kdytetddn ldhtdaineena
ensimmdisessa menetelmidvaihtoehdossa valmistettua tuotetta,

jota kdsitellddn yhdisteelld, jolla on yleinen kaava
MeX (IV)

jossa Me on ryhmdn I tai II metalli, X on happoanioni.

Siten valmistettaessa N,N3—diV&&nomipropionyyli)—
Nl,N2—dispirotripiperatsiniumdibromidia tai -dinitraattia
13htdaineena kdytetddn edelld menetelmdvaihtoehdon I mu-
kaisesti valmistettua N,N3-di(ﬂ—bromipropionyyli)—Nl,Nz—
dispirotripiperatsiniumdikloridia.

Kaavan IV mukaisena yhdisteend kiytetddn ryhmddn I
tai II kuuluvan metallin suolaa, kuten natriumbromidia tai
hopeanitraattia.

Edelld kuvattu reaktio suoritetaan vesipitoisessa
viliaineessa huoneen ldmpbtilassa.

Reaktion padtyttyd halutut tuotteet eristetddn ja
puhdistetaan tavanomaisin menetelmin.

Keksinndn ymmértémiseksi esitetdsdn seuraavassa eri-
tyisia esimerkkejd, Jjotka valaisevat keksinndn mukaista me-
netelmii kvaternddristen N,N3—di(ﬂ—bromipropionyyli)—Nl,Nz—

dispirotripiperatsiniumsuolojen valmistamiseksi.
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N3—di(ﬁ—bromipropionyyli)—Nl,Nz—dispirotripiperat—

Esimerkki 1

siniumdikloridin valmistus

Seokseen, jossa oli 3 g Nl,Nz—dispirotripiperatsi—

niumdikloridia, 1,5 g litiumhydroksidia, 1 ml vetti ja 10 ml

eetterid, lisdttiin voimakkaasti sekoittaen 5,2 g fA~bromi-
propionihappokloridia 5 ml:ssa eetterii 5-10°C:ssa. Reak-
tioseosta sekoitettiin 15°C:ssa kaksi tuntia. Sakka suoda-
tettiin, liuotettiin 10 ml:aan vettd, ja saatu vesiliuos
kaadettiin 100 ml:aan metanolia. Saatu seos jddhdytettiin
0°c: seen, sakka suodatettiin, pestiin alkoholilla ja kui-
vattiin, jolloin saatiin 2 g N,N3-d1Qe—bromlproplonyyll)-
Nl,Nz-dispiropiperatsiniumdikloridia valkeana kiteiseni
aineena, jolla ei ole selvii sulamispistettd, ja joka liu-
kenee hyvin veteen ja on olennaisesti liukenematon orgaa-
nisiin liuottimiin.

Saatu, %: ¢ 37,8 H5,78 N 9,85 cCl1~ 12,21

C18H32Br C12N4O2 )
Laskettu, %: C 38,10 H 5,65 N 9,89 C1 12,53,

Esimerkki 2

N,N3—dioe—bromipropionyyli),Nl,N2-dispirotripiperat—
siniumdibromidin valmistus

Menetelmd 1:

Suspensioon, joka sisdlsi 15 g Nl,Nz-dispirotripi—

peratsiniumdibromidia 40 ml:ssa vettd, lisdttiin voimakkaas-

ti sekoittaen natriumbikarbonaatin (7,5 g) liuos 40 ml:ssa
vettd ja sitten 8 ml /ybromipropionihappokloridia. Reak-
tioseosta sekoitettiin kaksi tuntia huoneen ldmpdtilassa.
Sakka suodatettiin, pestiin vedelli ja alkoholilla ja kui-
vattiin.

Saatiin 20 g N,N3-dige-bromipropionyyli)-Nl,Nz-
dispirotripiperatsiniumdibromidia. Yhdisteelld ei ole sel-
vdd sulamispistetti, se on kohtalaisesti veteen liukeneva,
olennaisesti liukenematon alkoholeihin ja muihin orgaani-
siin liuvottimiin.

Saatu, %: C 33,21 H 4,94 N 8,81 Br 48,78

Br_N,O

C18H3,Br,N,0,
Laskettu. %: C 32,95 H 4,92 N 8,54 Br 48,71.
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Menetelmd 2:

Liuokseen, joka sisédlsi 0,6 g esimerkissd 1 valmis-
tettua N,N3—di(ﬂ—bromipropionyyli)—Nl,Nz—dispirotripiperat—
siniumdikloridia 3 ml:ssa vettd, lisittiin 0,25 g natrium-
bromidia 5 ml:ssa vettd. Saatu sakka suodatettiin, pestiin
kylmdlld vedelld ja metanolilla ja kuivattiin.

Saatiin 0,45 g N,N3-dig@—bromipropionyyli)-Nl,Nz-
dispirotripiperatsiniumdibromidia, joka oli tdysin identti-
nen edelld menetelmissid 1 valmistetun yhdisteen kanssa.

Esimerkki 3

N,N3—diQ3—bromipropionyyli)-Nl,Nz-dispirotripiperat—
siniumdinitraatin valmistus

Menetelmd 1:

Liuokseen, jossa oli 3,5 g N2,N2—dispirotripiperat—
siniumdinitraattia 15 ml:ssa vettd lisdttiin 0-5°C:ssa sa-
manaikaisesti 2,0 ml fA-bromipropionihappokloridia ja 0,48 g
litiumhydroksidia 6 ml:ssa vetta; reaktioseoksen jatkokéa-
sittely suoritettiin samoin kuin esimerkissd 1. Saatu sakka
suodatettiin, pestiin kylmdlld vedella ja metanolilla ja
kuivattiin.

Saatiin 3,9 g N,N3-di(A—bromipropionyyli)—Nl,Nz—
dispirotripiperatsiniumdinitraattia. Tuotteelle ei ole sel-
vii sulamispistettd, se on jossain maarin veteen liukeneva
ja olennaisesti liukenematon orgaanisiin liuvottimiin.

Saatu, %: Br 25,91

C18H32B72Ng0%

Laskettu, %: Br 25,77.

Menetelmd 2:

Liuokseen, jossa oli 0,6 g esimerkissd 1 valmistet-
tua N,N3—di(ﬂkbromipropionyyli)-Nl,Nz—dispirotripiperatsi—
niumdikloridia 6 ml:ssa vettd, lisdttiin 0,34 g hopeanit-
raattia liuotettuna 4 ml:aan vettd. Hopeakloridisakka suo-
datettiin nopeasti pois, ja suodokseen lisdttiin samansuu-
ruinen madri metanolia. Dinitraattisakka suodatettiin,
pestiin kylmdlld vedella ja metanolilla ja kuivattiin.

Saatiin 0,41 g N,N3-diQg-bromipropionyyli)—Nl,NZ—
dispirotripiperatsiniumdinitraattia, joka oli identtinen

menetelmissd 1 valmistetun tuotteen kanssa.
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Esimerkki 4

N,N3-di(ﬁkbromipropionyyli)—Nl,Nz—dispirotripiperat—
siniumdi(p-tolueenisulfonaatin) valmistus

l,Nz—dispirotripi—

Suspensioon, joka sisdlsi 5,68 g N
peratsinium-di(p-tolueenisulfonaattia) 10 ml:ssa vettd,
lisittiin voimakkaasti sekoittaen 5-10°C:ssa samanaikai-
sesti annoksittain (sellaisella nopeudella, ettei lampdtila
kohonnut yli edelld mainitun tason) litiumhydroksidin (1 g)
livuos 5 ml:ssa vettd ja 4,3 g a-bromipropionihappokloridia.
Reaktiososta sekoitettiin 15—180C:ssa 2,5 tuntia. Sakka
suodatettiin, pestiin vedella ja alkoholilla ja kuivattiin.

Saatiin 4,2 g N,N3—di(ﬂkbromipropionyyli)—Nl,Nz—
dispirotripiperatsiniumdi(p—tlueenisulfonaattia) valkeana
kiteiseni aineena, jolla ei ole selvii sulamispistettd, ja
joka on niukkaliukoinen veteen ja olennaisesti liukenematon
orgaanisiin liuvottimiin.

Saatu, %: Br 19,19 19,05

C32H46B72N4%%2

Laskettu, %: Br 19,10.

Samankaltaisella menetelmdlla kuin esimerkissad 4,
valmistettiin seuraavat yhdisteet:

Nl,N2-dispirotripiperatsiniundijodidista ja fAbromi-
propionihappokloridista 3,79 N,N3—di(ﬂ—bromipropionyyli)—
Nl,N2—dispirotripiperatsiniumdijodidia valkeina kiteind,
joilla ei ollut selvii sulamispistettd, jotka liukenivat
jossain mddrin veteen ja olivat olennaisesti liukenematto-
mia orgaanisiin livottimiing;

Nl,Nz—dispirotripiperatsiniumdibentseenisulfonaatis—
ta ja ﬂ—bromipropionihappokloridista 4,5 g N,N3—di(ﬁ—bromi-
propionyyli)—Nl,N2—dispirotripiperatsiniumdibentseenisulfo—
naattia valkeina kiteinad, joilla ei ollut selvidid sulamis-
pistettd, jotka olivat niukkaliukoisia veteen ja olennai-
sesti liukenemattomia orgaanisiin livottimiin;

n! N2-dispirotripiperatsiniumdimetyylisulfonaatista
ja ﬂ-bromipropionihappokloridista 3,9 g N,N3—di(ﬂkbromipro—
pionyyli)—Nl,Nz—dispirotripiperatsiniumdimetyylisulfonaat—

tia valkeina kiteind, joilla ei ollut selvdd sulamispis-
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tettd, jotka olivat jossain mddrin liukenevia veteen ja
Olennaisesti liukenemattomia orgaanisiin liuvottimiin;

Nl,N2-diSpirotripiperatsiniumdibentsoaatista ja
ﬂkbromipropionihappokloridista 4,5 g N,N3—diga—bromipropio—
nyyli)—Nl,Nz-dispirotripiperatsiniumdibentsoaattia valkei-
na kiteind, jotka olivat olennaisesti liukenemattomia ve~
teen ja orgaanisiin liuottimiin.

Taulukko 1

Keksinndn mukaisten yhdisteiden vaikutus rottien
siirrekasvaimien kasvuun

Kasvain Yhdiste 1

Apnos, mg(kg ijgk— It' % Eldimen kehonpai-

(1ntrapgr1- tioiden non muutos, g
Eg?eaallses- lukum. Koe Kontrolli
1 2 3 4 5 6
Jensen'in 160% 7 +98 -12 +25
sarkooma 125 7 +89 +4 -16
90 7 +86 +6 -16
40 5 +85 +20 +17
20 7 +98 +30 +25
10 7 +93 +4 +25
6 6 +80 +10 +5
4 6 +81 0 +5
2 6 +69 -1 +5
1 7 0 -2

Sarkooma 125% 5 +99 -3 +3
45 80 5 +99 -9 -12
50 7 +61 -8 -12
20 7 0 -12 -12
Sarkooma 140% 6 +78 -32 +13
536 70 6 +55 =22 +13
50 7 +45 =15 -14
Sarkooma 111% 5 +99 +4 +14
M-1 90 5 +96 +7 +8

xMaksimi siedettdvd annos (MTD)
xxSuoritettu vksi koe

It’ ¥ - kasvaimen kasvun estymiskerroin
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Yhdiste 2
Annos mg/kg Injektioiden
(intraperito- lukumddra
neaalisesti)
7 8
149% 5
86 4
88 5
39 5
21 44
8 7
4,2 7
2,1 7
95% 6
83 7
44 7
20 7
133% 5
81 6
95% 6

17

I

+100
+99
+99
+99
+90
+43
+35
+46

+100
+96
+96
+66

+74
+52

+97

oo

Eldimen kehonpainon

muutos, g

Koe
10

-30
+1
+1

+14

+34
+21
+6
+5

+6
+4
=12

-15

+8

69630

Kontrolli

11

+3
+3
-2
+3
+3
-12
-12
~-12



18

69630
Yhdiste 3
Annos, mg/kg Annosten lu- It' % Eldimen kehonpainon
(suun kautta) kumdara muutos, g
Koe Kontrolli
12 13 14 15 16
83%* 7 +50 -7 +3

ei tutkittu

ei tutkittu

ei tutkittu
gs* 6 +49 41 -3
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Taulukko 2

69630

Keksinndn mukaisten yhdisteiden vaikutus hiirien

siirrekasvaimien kasvuun
Kasvain Yhdiste 1
Annos, mg/kg Injek-

(intraperi- tioiden
toneaalises- lukum.
ti)
2 3
X
Sarkooma 262 6
180 75
25 6
X
Sarkooma 277 6
37 150 5
75 7
Sarkooma 250% 6
AK 200 5
125 6
75 8
Karsinooma 250% 6
HK 125 6

X maksimi siedettdvd annos (MTD)

*Xsuoritettu vksi koe

I % - kasvaimen kasvun estymiskerroin

tl

I

+66
+74
+42

+88
+53
+74
+87
+64
+62
+81
+86
+42

Eldimen kehonpai-
non muutos, g

Koe
5

-6
-4

~4

Kontrolli
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Yhdisteen l--Cl4 jakautuminen rotan (jolla sarkooma

M-1) elimiin ja kudoksiin suonensisdisen injektion j&dlkeen

Elin 15 min 30 min 60 min 24 tuntia
Kurkunpi 4,15%%  3,43%F%  2,0%X 0,58"%
Munuaiset 10,4 5,4 2,6 0,53
Keuhkoputket 3,4 2,83 1,7 0,24
Henkitorvi 7,29 4,62 4,64 0,6
Aivolisdke 6,3 6,67 5,13 4,12
Kilpirauhanen 3,5 2,73 1,43 0,48
Luuydin 3,84 6,67 3,78 0,76
Kateenkorva 1,67 0,71 0,54 0,2
Kasvain 1,76 0,91 0,57 0,26
Veri 1,43 0,91 0,47 0,05
Maksa 0,94 0,69 0,76 0,32
Perna 0,66 0,33 0,32 0,11
Keuhkot 0,95 0,71 0,86 0,26
Imusolmukkeet 0,69 0,11 0,69 0,2

X

Yhdisteessd 1 merkkiatomi on molekyylin dispirotripiper-
atsiniumosassa

XxKokonaiskertymisté osoittava kerroin
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Taulukko 9

Prospidiini-C
kooma M-1) elimiin ja kudoksiin suonensisdisen injektion

14%:n jakautuminen rotan (jolla on sar-

jdlkeen

Elin 15 min 30 min 60 min 24 tuntia
Kurkunp&d 0,42%%  0,32%% 0,14  0,05™%
Munuaiset 3,43 0,67 0,56 0,15
Keuhkoputket 2,16 0,82 0,5 0,25
Henkitorvi 0,38 0,21 0,1 0,07
Aivolisdke 2,4 1,65 1,47 0,55
Kilpirauhanen 1,2 1,06 0,75 0,22
Luuydin 0,8 0,6 0,52 0,18
Kateenkorva 0,16 0,06 0,05 0,02
Kasvain 0,65 0,37 0,3 0,07
Veri 0,4 0,1 0,07 0,01
Maksa 1,43 0,75 0,67 0,13
Perna 0,43 0,21 0,11 0,06
Keuhkot 1,54 0,45 0,2 0,06
Imusolmukkeet 0,57 0,48 0,14 0,04

X Prospidiinissa on merkkiatomi molekyyli dispirotripiper-
atsiniumosassa

XXprilaista kertymistd osoittavat kertoimet

Taulukko 10
Radioaktiivisuuden poistuminen rotan elimistd 24
tuntia suonensisdisen yhdisteen l—C14 ja Prospidiini-Cl4:n

antamisen jdlkeen

Valmiste Virta Uloste Yhteensa
Yhdiste 1 98,3 3% 1,6 8% 99,9 %
Prospidiini 68,0 7,0 75,0

X80,7 % on poistunut kolmessa tunnissa.
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Patenttivaatimus

Menetelmd N,N3-di(/;-bromipropionyyli)—Nl,N2—di-
spirotripiperatsiniumin kvaternidiristen suolojen valmis-
tamiseksi, jotka ovat kdyttbkelpoisia aineita leukoosia

ja kasvaimia vastaan ja joiden kaava on I

/ \ / \ _
BrCH..CH.CO-N N N-COCH,CH,Br -2X I

7N\
\ / _

jossa X on hapon anioni, tunnettu siitd, ettd di-

1
i
)
t

2772

spirotripiperatsiniumin kvaternadrinen suola, jonka kaa-

va on II

+ 2X 1T

/T N/ \
HN N N NH
jossa X tarkoittaa samaa kuin edelld, saatetaan reagoi-

maan ,ﬁ—bromipropionihappohalogenidin kanssa, jonka kaa-

va on III

BrCH2CH2COHal III
liuottimessa halogeenivedyn akseptorin lédsndollessa, ja
ettd niin saatua tuotetta haluttaessa kasitellddn yhdis-

teelld, jonka kaava on IV
MeX IV
jossa Me on alkuaineiden jaksollisen jarjestelmén ryhmdan

I tai IT kuuluva metalli ja X tarkoittaa samaa kuin edel-

14.
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Patentkrav

Fo6rfarande for framst&dllning av kvaterndra salter
av N,N3—di(/?—brompropionyl)-Nl,Nz—dispirotripiperazinium,
vilka &dr anvindbara medel mot leukos och tumbrer och vil-

ka har formeln I

anVan T

BrCH,CH,,CO-N N R N-COCH.CH.Br |- 2X~ 1T

i 2 \ /\__*/;\ / 2772 i

vari X dr en anjon av en Syra, kdnnetecknat
ddrav, att ett kvaternidrt salt av dispirotripiperazinium
med formeln II

BV Wam
;HN N N NH | - 2x I1

_ /N _ N\ _/

vari X har ovan angiven betydelse, omsitts med en ,;-brom-
propionsyrahalogenid med formeln 11T

BrCHZCHZCOHal III

i ett 18sningsmedel i ndrvaro av en acceptor fdr halogen-
vdte, och att, om s& Onskas, den s&lunda erhallna produkten

behandlas med en férening med formeln 1V
MeX IV
vari Me dr en metall tillhdrande gruppen I eller IT i

grunddmnenas periodiska system och X har ovan angiven
betydelse.

Viitejulkaisuja-Anfsrda publikationer
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