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Polyhydroksibentsoehappojohdokset. - Polyhydroxibenzoesyra-

derivat.

Monet erilaiset hydroksi-substituoidut bentsohydroksamiinihapot
ovat jo tunnettuja --kts. Gale ja Hynes, J. Med. Chem.,

11, 191 (1968), Gale, Hynes ja Smith, ibid, 13, 571 (1970),
Van't Riet et al., US-patentti 4,263,322, Howle ja Gale,

Proc. Soc. Exptl. Biol. Med., 131, 697 (1969), Gale et

al. Biochem. Pharm., 20, 2677 (1971).

Hydroksi-substituoitujen bentsamidien biologisia vaikutuksia
sekd tadllaisten yhdisteiden muita kdyttdkohteita on esitetty
julkaisussa: Kreuchunas, US-patentti 2,849,480, Chemical
Abstracts, 85, 94115w (1978), 74, 112752f (1971).

Elford'in, Wamp :r'in ja Vant Riet'in ryhmadn tulosten perus-
teella tiedetdd., ettd hydroksibentsohydroksamiinihapot
ovat ribonukleotidi-reduktaasin inhibiittejd --kts. Cancer
Res., 22, 589 (1979), Abstracts, Proc. Am. Assoc. Cancer
Res., 18, 177 (1977), 19, &3 (1978), 28, 149 (1979), 22,

18 (1981), 23, 202 (1982), Va. J. Sci., 29, 81 (1978),
artikkelit, J. Pharm. Sci., 69, 856 (1980), New Bardos

ja Kalman, toim. sivut 227 (Elsevier Biomedical, New York,
N.Y.), 856 (1982), Advances in Enpzyme Regulation, 19, 151
(1981), Abstract, Med. Ped. Oncol., 10 102 (1932, Abstract,
Proc. 13th Int. Cancer Cong. sivut 88 (1982), artikkelit,
J. Med. Chem., 22, 589 (1979) ja Cancer Treat. Rep., 66,
1825 (1982). ’

Tietéhﬁmme mukaan polyhydroksi-substituoituja bents-
amidoksiimeja, bentsamidiineja, bentsohydroksiamidoksiimeja
ja bentsamidaatteja ei ole mainittu kemiallisessa kirjalli-

suudessa.

Tamdn keksinnon kohteena ovat kaavan 1 &ukaiset yhdisteet
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jossa n on 2-5, m on 0 tai 1, R” on NOH tai NH, R on NH2
tai NHOH, kum R on NOH, R on NH2 tai O—Cl_3 alkyyli, kun
R on N, ja R°” on H Lai 0OH; ja niiden farmanseuttisesli hy-

viaksyttdvidt happoadditiosuclat.

Suositeltuja kaavan I mukaisia yhdisteitd ovat ne, joissa
ainakin kaksi fenyylirenkaan hydroksyyleistd ovat visinaalisia.
Viel&dkin parempi yhdisteryhm&@ on se, jossa visinaaliset

hydroksyylit sijaitsevat fenyylirenkaan C-3 ja C-4 asemissa,.

Kaavan I mukaisia yhdisteitd kutsutaan hydroksi-substituoi-
duiksi bentsamidoksiimeiksi, kun m on O, R” on NOH ja R

on NH2, hydroksi-substituoiduiksi bentshydroksiamidoksiimeiksi,
kun m on 0, R” on NOH ja R on NHOH, hydroksi-substituoiduiksi
bentsamidaateiksi, kun m on 0, R” on NH ja R on O-Cl_3

alkyyli, ja hydroksi-substituoiduiksi bentsamidiineiksi,

kun m on 0, R on NH ja R on NHZ'

Kun m on 1 ja R°” on DH, yhdisteitd kutsutaan vastaavasti
hydroksi-substituoiduiksi manteliahidoksiimeiksi, manteli-
hydroksiamidoksiimeiksi, manteliamidaateiksi ja manteliami-
diineiksi. N&@issi hantelihappojohdoksiasa on asymmetriakeskus
ja siten ne valmistetaan raseﬁaattina dl-seoksena. Tamid
keksintid kdsittdsd seka raseﬁaatit ettd yksittdiset optiset

isomeerikomponentit,

Kun m on 1 ja R"" on H; yhdisteitd kutsutaan vastaavasti
hydroksi-substituoiduiksi fenyyliasetamidoksiimeiksi,

fenyyliasetohydroksiamidoksiimeiksi, fenyyliasetamidaaeiksi



Jja fenyyliastamidiineiksi;
Tyypillisia edellisen kaavan I mukaisia yhdisteitd ovat:

2,3-dihydroksibentsohydroksiamidoksiimi
3,4-dihydroksibentsohydroksiamidoksiimi
metyyli 2,3;a-trihydroksibentsamidaatti
isopropyyli 3,5-dihydroksibentsamidaatti
etyyli 3,4,5-trihydroksibentsamidaatti
etyyli 3,4-dihydroksibentsamidaatti

3, 4-dihydroksibentsamidoiksiimi
3,4,5-trihydroksibentsamidoksiimi
2,3,5~trihydroksibentsamidoksiimi
n-propyyli 2,4,5-trihydroksibentsamidaatti
2,3-dihydroksibentsamidoksiimi

etyyli 2,4-dihydroksibentsamidaatti

etyyli 3,4,5-trihydroksibentsamidaatti
2,5-dihydroksibentsohydroksiamidoksiimi
3,4,5-trihydroksibentsamidiini
2,3-dihydroksibentsamidiini
2,3,4-trihydroksibentsamidiini
3,4-dihydroks ibentsamidiini
dl-2,4,5~-trihydroksimanteliamidiini
2,4,5-trihydroksibentsamidiini
5,5-dihydroksibentsamidiini
d1-3,4-dihydroksimanteliamidiini
dl-3,4,5-trihydroksimanteliamidiini
d1-2,3-dihydroksimanteliamidiini
dl-2,3,4-trihyroksimantelihydroksiamidoksiimi
dl—2,4,5-trihydroksimantelihydroksiaﬁidoksiimi
2,3,4-trihydroksibentsamidoksiimi
2,3,a-trihydroksibentsohydroksiahidoksiimi
3,4,5-trihydroksibentsohydroks iamidoksiimi
etyyli 2,3- dlhydrok31bentsam1daatt1
dl-3,4« dlhydroks1mantellam1dok811m1 .
dl-3, a 5~ trlhydroks1mantellhydrok51am1dok811m1



di~3,5-dihydroksimantelihydroksiamidoksiimi
d1~3;4—dihydroksiﬁantelihydroksiaﬁidoksiimi
d1-2,4-dihydroksimanteliamidoks iimi
d1-2,3-dihydroksimanteliamidoksiimi
d1-3,5-dihydroksimanteliamidoksiimi
dl-2,3,4—trihydroksihanteliamidoksiimi
d1-3,4,5-trihydroksimanteliamidoksiimi
dl-2,4,5-trihydroksimanteliamidoksiimi
dl-metyyli 3,4-dihydroksimanteliamidaatti
dl-etyyli 3,5-dihydroksimanteliamidaatti
di-n-propyyli 2,3-dihydroksimanteliamidaatti
dl-metyyli 2,3,4-trihydroksimanteliamidaatti
dl-etyyli 3,4,5-trihydroksimanteliamidaatti
dl-etyyli 2,3,5-trihydroksimanteliamidaatti
dl-isopropyvli 2,4,5-trihydroksihanteliamidaatti
3,4-dihydroksifenyyliasetamidoksiimi
3,5-dihydroksifenyyliasetamidoksiimi
2,3-dihycﬁroksifenyyliasetamidoksiihi
2,5-dihydroksifenyyliaseamidoksiimi
2,4-dihydroksifenyyliagétamidoks iimi
2,3,a—trihydroksifenyyliamxamidoksiiﬁi
3,4,5-trihydroksifenyyliasetamidoksiimi

2,4 ,5-trihydroksifenyyliasetamidoksiimi
2,3,5-trihydroksifenyyliasetamidoksiimi

etyyli 3,4-dihydroksifenyyliasedamidaatti

metyyli 2,3-dihydroksifenyyliasetamidaatti
n-propyyli 3,5-dihydroksifenyyliasetamidaatti
isopropyyli 2,3,4-trihydroksifenyyliasetamidaatti
metyyli 3,4 ,5-trihydroksifenyyliasetamidaatti
metyyli 2,4,5~trihydroksifenyyliasetamidaatti
metyyli 2 3 by >~ tetrahydroks1Fenyyllasetam1daatt1
etyyli 2, 3 4 6 tetrahydroks1Fenyyllasetam1daatt1
metyy11 2,3,4,5,6- pentahydroks1fenyyllasetam1daatt1
2,3,4,5« tetrahydrokslfenyyllasetamldllnl

2 3 4 6~ tetrahydroks1bentsyyllasetam1d11n1

2 3,5,6 ~-tetrahydroksifenyyliasetamidiini



2,3,4,5,6-pentahydroksifenyyliasetamidiini
2;3;4;5;6—pentahydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiimi
2;3,5;6-tetrahydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiimi
2,3,a;S-tetrahydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiimi
etyyli 2,3;S—trihydroksifenyyliasetamidaatti
2,3-dihydroksifenyyliasetamidiini
3,4~dihydroksifenyyliasetamidiini
3,5-dihydroksifenyyliasetamidiini
2,4-dihydroksifenyyliasetamidiini
2,5~-dihydroksifenyyliasetamidiini
2,3,4-trihydroksifenyyliasetamidiini
3,4,5-trihydroksifenyyliasetamidiini
2,4,5-trihydroksifenyyliasetamidiini
2,3,5-trihydroksifenyyliasetamidiini
3,4~dihydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiihi
3,5-dihydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiihi
2,3-dihydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiimi
2,3,4-trihydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiiﬁi
2;3,5-trihydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiimi
2,4,5—trihydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiihi
3,4,5-trihydroksifenyyliasetohydroksiamidoksiimi

ja vastaavat.

Edellisen kaavan I mukaiset bentsamidoksiimit ja fenyyli-
asetamidoksiimit, joissa R on NOH ja R on NHZ’ voidaan

valmistaa saattamalla kaavanm II mukainen nitriili

o—(CHR* * )mCN'

jossa m on 0 tai 1 ja R"” on H> r93901maan hydroksyyllamllnln

kanssa v35111uoksessa. Kun R”” on OH ja m on l, tama nitriili
voi olla pysymaton vdlituote, joka on muodostettu saattamalla

kaavan I11 mukainen aldehydi
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Jossa n on 2-5, reagoimaan alkalimetallisyanidin ja hydroksyy-
liamiinihydrokloridin seoksen kanssa vesiliuoksessa. Aluksi
muodostuu mantelinitriilid (syanobydriini), mutta téami

reagoi sen jadlkeen heti hydroksyyliamiinin kanssa niin,

ettd saadaan haluttu manteliamidoksiimi,

Amidaatit (yhdisteet 1, josisas R on D--Cl_3 alkyyli ja

R~ on NH) voidaan valmistaa saattamalla edellinen nitriili
(I1) reagoimaan alemman alkanolin (Cl_3 alkyyli-0H) kanssa,
johon on lis&tty happoa, kuten HCl-kaasua. Reaktiovdliaineen
tulisi olla vedettdmdn ja jotain huuta Lewis~happoa kuin

suolahappoa tulisi k&ayttadi.

Edellisessd kahdessa synteesimenetelméséé hyddylliset nitriilit
voidaan helposti gsaada alalla esitetyilla menetelmillé.
2,3,4~trihydroksibentsonitriili, mainitut kolme tetrahydroksi-
bentsonitriilid ja pentahydroksibentsonitriili ovat kuitenkin
vusia, ja niiden synteesi on esitetty seuraavassa yksityis-

kohtaisesti.

Kaavan I mukaiset yhdisteet, joissa R on NHOH ja R’ on
NOH, voidaan valmistaa vastaavasta bentsamidoksiimista,

fenyyliasetamidoksiihista tai manteliamidoksiimista

(OH)B& oH
Y
>o—-(CHR ) L NH2

N\

=



kun n, m ja R°" tarkoittavat samaa kuin edelld, saattamalla
tama reagoi&aan hydroksyyliamiini-hydrokloridin kanssa.
Hydroksi-substituoidut bentsamidiinit, fenyyliasetamidiinit
ja manteliamidiinit voidaan valmistaa vastaavasta amidaatista

saattamalla reagoimaan etanolipitoisen ammoniakin kanssa,

Seuraavat yksityiskohtaisemmat esimerkit havainnollistavat
taman keksinndn mukaisten yhdisteiden valmistamista. Muut

yhtd hyddylliset niiden valmistusmenetelmdt ovat alan ammatti-

miehille ilmeisii.

Esimerkki 1

3,4-dihydroksibentsamidoksiimin valmistaminen

30 g 3,4~dihydroksibentsonitriilid liuotettiin 300 ml:aan
vettd, joka sisdlsi 25 g hydroksyyliamiinisulfaattia ja

joka o0li neutraloitu lis&smdlla vesipitoista natriumhydroksidia
pH-arvoon B,0. Reaktioseosta sekoitettiin 18 tuntia noin
45°C:ssa. Edellisessd reaktiossa muodostunut 3,4-dihydroksi-
bentsamidoksiimi saostui ja otettiin talteen suodattamalla,
Suodatettu ahidoksiimi suspendoitiin veteen ja vesisuspensio
tehtiin happameksi 12N vesipitoisella suolahapolla noin
pH-arvoon 2,0. Happamesta liuoksesta poistettiin vEri hiilen
avulla ja liuotin poistettiin haihduttamalla., Kiteyttsmdlla
jdannds uudelleen saatiin 3,4-dihydroksibentsamidoksiimi-

hydrokloridia, jonka sulamispiste oli noin 193°C (hajoaa).

Analyysi laskettu: C, 41,09; H, 4,43; N, 13,69
o Saatu C, 41,12; H, 4,47; N, 13,69

Titrattu ekvivalenttipaino 206 (teoreettinen = 204,6);

os

saanto = 72 %



Esimerkki 2

3;4;S—trihydroksibentsamidoksiimin valmistaminen

Noin 7,5 g 3,4,5-trihydroksibentsonitriilisd liuvotettiin

200 hl:aan vetté; joka sisdlsi 7 g hydroksyyliamiinisulfaattia
ja joka oli ennen liuottamista neutraloitu vesipitoisella
natriumhydroksidilla noin pH-arvoon 8,0; Liuoksessa oli
mukana myds 2 g natriumsulfiittia., Reaktioseosta sekoitettiin
45°:ssa noin 1B tuntia, mink# jalkeen t#ssi reaktiossa
muodostunut 3,4,5~-trihydroksibentsamidoksiimi otettiin
talteen. Tuote muunnettiin hydrokloridisuolaksi ja hydro-
kloridisuola puhdistettiin esimerkin 1 menetelmdlla. N&in
valmistetun 3,4,5-trihydroksibentsamidoksiimi-hydrokloridin
sulamispiste (hajoaa) oli noin 206°C (sen jalkeen, kun

oli kiteytetty uudelleen isopropanolin ja etyyliasetaatin

livotinseoksesta).

Analyysi: Laskettu: C, 38,11; H, 4,11; N, 12,72
Ssatu: C, 38,16; H, 4,16; N, 12,66

Vesipitoisella natriumhydroksidilla titrattu ekvivalentti-

as

paino = 220 (teoreettinen = 220,6); saanto = 80 %

Esimerkki 3

Etyyli 3,4,5-trihydroksibentsamidaatin valmistaminen

5 g 3,4,5-trihydroksibentsonitriilid liuotettiin eetteriin.
lLisdttiin 2,2 ﬁl etanolia. Sen jalkeen liuoksen lapi johdettiin
vedetontd kloorivetykaasua. Edellisessd reaktiossa ﬁuodostunut
etyyli 3;4;S-trihydroksibentsamidaatti-hydrokloridi saostui.
Sakka kiteytettiin uudelleen isopropanolin ja eetterin
liuotinseoksesta. N&in valﬁistettu ja puhdistettu etyyli
3,4;S-trihydroksibentsahidaatti-hydrokloyidi suli noin

172% . 555 hajoten;



Analyysi: Laskettu: C, 46,26; H, 5,18; N, 5,99
Saatu: C, 46,26; H, 5,22; N, 6,00

Natriuﬁhydroksidilla titrattu ekvivalenttipaino = 115,5

(teoreettinen = 116,8); saanto = 78 %

Etyyli 3,4,5-trihydroksibentsamidaatti voidaan valmistaa
neutraloimalla hydrokloridisucla, uvuttamalla esteri eetteriin

Ja poistamalla eetteri haihduttaen.

Esimerkki 4

Etyyli 3,4-dihydroksibentsamidaatin valmistaminen

3,4~dihydroksibentsonitriili muunnettiin esimerkin 3 mukaisesti
etyyli 3,4-dihydroksibentsamidaatti-hydrokloridiksi saattamalla
tama reagoimaan kloorivedyn lisniollessa. Yhdiste suli

170°C: ssa hajoten sen jélkeen; kun se o0li kiteytetty uudelleen

isopropanolin ja eetterin liuotinseoksesta; saanto = 65 %

Analyysi: Laskettu: C, 49,67; H, 5,56; N, 6,44
Saatu: C, 49,91; H, 5,61; N, 6,45

Esimerkki 5

Gallamidiiin valmistaminen

Noin 4,5 g etyyli 3,4,5-trihydroksibentsamidaatti-hydro-
kloridia kuumennettiin 14N vesipitoisen ammoniumhydroksidin
yliﬁﬁérﬁn kanssa etanoliliuvoksessa. Haihtuvat ainesosat
poistettiin haihduttamalla ja j&&nnds, joka sisélsi edellisessd
reaktiossa muodostunutta gallamidiinia; livotettiin alkoholiin.
Vapaa gallaﬁidiinieﬁés huunnettiin hydrokloridisuolaksi
johtaﬁalla alkoholiliuokseen kaasuhaista kloorivetya.
Gallamidiini~hydrokloridin sulamispiste oli noin 169°C

(hajoaa) sen jalkeen, kun oli kiteytettyduudelleen etanolin

Ja etyyliasetaatin liuotinseoksesta: saanto = 53 %.
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Vesipitoisella natriumhydroksidilla titrattu ekvivalenttipaino

= 203 (teoreettinen 204,5)

Analyysi: Laskettu: C, 41,093 H, 4,43: N, 13,69,
Saatu: C, 40,80; H, 4,47; N, 14,30

Esimerkki 6

3,4-dibhy.droksibentsohydroksiamidoksiimin valmistaminen

5,5 qg:sta 3,4-dihydroksibentsamidoksiimia (esimerkisti

1) valmistettiin liuas mahdollisimhan pieneen metanolimidraén.
Lisdttiin 3,5 g hydroksyyliamiinihydrokloridia. Reaktioseoksen
annettiin seist# noin 1 pAivd noin 50%°C:ssa. Haihtuvat
ainesosat poistettiin haihduttamalla. J@dnntkseen lisdttiin
etyyliasetaattia. Saatu sakka erotettiin suodattamalla

Ja suodokseen johdettiin kloorivetykaasua. N&in valﬁistettu
3,h—dihydroksibentsohydroksiamidoksiihi-hydrokloridi erotettiin

suodattamalla. Yhdiste suli noin 169%C:ssa hajoten.

Natriumhydroksidilla titrattu ekvivalenttipaino = 219 (teo-
reettinen = 220,5)

Analyysi: Laskettu: C, 38,11; H, 4,11; N, 12,70
Saatu: C, 38,28; H, 4,15; N, 12,61

Esimerkki 7

3,4-dihydroksimanteliamidoksiimin valmistaminen

7,8 g 3,4-dihydroksibentsaldehydis lisittiin 100 ml:aan
-15°:ssa pidettyyn vesiliuokseen; joka sisdlsi 7,8 g
hydroksyyliamiini-hydrokloridia ja 5;5 g natriuhsyanidia.
Reaktioseosta sekoitettiin y&n yli noin 0°C:ssa ja sen

jalkeen suodatettiin; Saatiin 4 g edellisessd reaktiossa
muodostunutta 3;4-dihydroksimanteliamjdoksiimi~ﬁonohydraattia,
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sp . 151°¢ (hajoaa) (ensin poistuu kiteytymisvesi noin

o0’

120°C:ssa), saanto = 36 %

Analyysi: Laskettu: C, 44,443 H, 5,603 H, 12,96
Saatu: C, 44,37; M, 5,65; N, 12,92

Esimerkki 8

2,3,4~trihydroksibentsamidoksiimin valmistaminen

3,5 g 2,3,4-trihydroksibentsonitriilid saatettiin esimerkin

2 mukaisesti reagoimaan 60 ml:ssa vettd 4 g:n kanssa hyd-
roksyyliamiinisulfaattia ja 2 g kanssa natriumbisulfiittia
pH-arvossa 8,0 (sdddetty lis&dam&dlld vakevdd vesipitoista
natriumhydroksia)., Reaktioseos pidettiin ymparistdn lampo-
tilassa noin 1 tunti ja sen jdlkeen j&adhdytettiin. 2,3,4-
trihydroksibentsamidoksiihi saostui ja sakka otettiin talteen
suodattamalla. Suodoskakku liuotettiin laimeaan vesipitoiseen
suolahappoon ja saatu liuos suodatettiin aktiivihiilen

ldpi. Haihduttamalla haihtuvat ainesosat suodoksesta ali.
paineessa saatiin 2,3,4-trihydroksibentsamidoksiimia hydro-
kloridisuolana, sp. 207°C (hajoaa) sen jilkeen, kun oli
kiteytetty hetanolin ja etyyliasetaatin liuotinseoksesta;

saanto = 9 %.

Analyysi: Laskettu: C, 38,11; H, 4,113 N, 12,72
Saatu: C, 37,34; M, 4,06; N, 12,43

Seuraavassa esimerkissd on havainnollistettu uselmplen
taman keksinndn mukaisten yhdisteiden valmistamisessa hyo—
dylllsten, lahtBaineina kaytettyJen nitriilien valmlstamlnen,.

kun ldhtdaineena kidytetty amidi on saatavissa tal tunnettu.-
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Valmistusesimerklki 1

Lahtdaineems kdytettyjen nitriilien valmistaminen

Reaktioseosta, joka sisdlsi 23,5 g gallamidia, 180 ml etyyli-
asetaattia ja 35 ﬁl tionyylikloridia; refluksoitiin noin

18 tuntia. Haihtuvat ainesosat poistettiin haibduttamalla
tyhjitssd Ja saatu jdannds liuotettiin 215 ml:aan vetta.

Tata vesiliuosta kuumennettiin noin 9DOC:ssa, kunnes kaasun
kehittyminen lakkasi. Vesiliuos suodatettiin hiilen lipi

ja vesi poistettiin suodoksesta haihduttamalla. Saatiin

18 g gallonitriilida, sp. noin 219°C (hajoaa) {(saanto 86 %).
Muut lahtdaineina hyddylliset nitriilit voidaan valmistaa

samalla tavoin.

Valmistusesimerkki II

2,3,4-trihydroksibentsonitriilin valhistaminen

18,5 g 2,3,4~trihydroksibentsamidia, 20 ml fosforioksikloridia
ja 100 ml etyyliasetaattia refluksoitiin 2,5 tuntia. Haihtuvat
ainesosat poistettiin tyhjitssd ja jddnnos kaadettiin 150
ml:aan jd&dn ja veden seosta. Saatu suspensio kuumennettiin
95°C:een ja sen jidlkeen suodatettiin aktiivihiilen lapi.
Suodos vakevditiin noin 50 ml:ksi, jolloin saostui 2,3,4-
trihydroksibentsonitriilid, joka otettiin talteen suodatta-
malla. N&in valmistetun 2,3,4-trihydroksibentsonitriili-
monohydraatin, joka ensin oli kiteytetty uudelleen metanolin
ja bentseenin liuotinseoksesta, sulamispiste oli 172°C;

saanto = 57 %

Analyysi: Laskettu: C, 49,71; H, 4,173 N, 8,28
Saatu: C, 49,703 H, 4,17; N, 8,27

RN Valﬁistusesimerkki I11

4+

2,3,4,5~tetrahydroksibentsonitriilin valmistaminen
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Mayer'in et al. menetelmall#, Chem.- Ber., 89, 511 (1956),
bromattiin 3,4,5-trimetoksibentsoehappo etyyliasetaatti-

liuoksessa vettd lisddmittd ja kaykttamsdlla vain 40 % tdssi

viitteessd mainitusta kloroformitilavuudesta. 23,5 g nain
syntetisoitua 2—bromi—3;Q;S-trimetaksibentsoehappoa lisdttiin
livokseen, joka o0li valmistettu liuottamalla 1 g
kupari{II)asetaattia ja 5 g natirumsulfiittia 110 ml:aan
vettd, minkad jdlkeen lisattiin 27 g natriumbhydroksidia.
Reaktioseosta, joka oli suspensio, kuumennettiin kiehuttaen
noin 6 tuntia. Koska silld oli taipumus jéhmettyé, neste-
mdisyyden sdilyttéamiseksi lisdttiin vetté; 6 tunnin kuluttua
suspensio kaadettiin seokseen, joka sisdlsi jaita ja 120

ml 12N vesipitoista suolahappoa. Tilavuus lisdttiin noin

900 ml:ksi vedelld. Sen jdlkeen tdt3d seosta kuumennettiin.
Tdydellinen liukeneminen tapahtui noin 95°C:ssa, jolloin
lisdttiin 700 g tioasetamidia ja kuumentamista jatkettiin,
kunnes o0li muodostunut mustaa kuparisulfidia. Seos suodatettiin
hiilen lapi. 3,4,5-trimetoksisalisyylihappo-monohydraatti
saostul suocdoksesta. Vastaava metyyliesteri valmistettiin
mainitussa viitteessd esitetylla tavalla kuuﬁentamalla
3,4,5~trimetoksisalisyylihappo-monohydraattia metanolissa,

joka sisdlsi 2 % rikkihappoa.

Edellda valmistettua metyyli 3,4,5-trimetoksisalisylaattia
kuumennettiin 4 tuntia 14N vesipitoisessa ammoniumhyd-
roksidissa. Haihtuvat ainekset poistettiin tyhjossd ja

saatu 3,4,5-trimetoksisalisyyliamidi-jdadnnds kiteytettiin
uudelleen vedestd pH-arvossa 5,0. Yhdisteen sulamispiste

oli noin 151°C; saanto = 70 % (13,4 g:sta 3,4,5-tri-
metoksisalisyylihappoa saatiin 9,3 g puhdasta 3,4,5-
trimetoksisalisyyliaﬁidia); 7;7 g 3,4;5—trihetoksisalisyy#
liahidia ja B ml fosforioksikloridia kuumennettiin refluksoiden
noin 1 tunti 100 ﬁl:ssa etyyliasetaattia. Haihtuvat ainesosat
poistettiin haihduttamalla tyhjidssa ja jéénnas; joka sisidlsi
3,4,5-trimetoksisalisyylinitriilis, liuotettiin veteen,

johon oli lisdtty hieman etanolia, kunnes liuos oli kirkas

95°C:ssa. Haihtuvat ainekset poistettiin uudelleen tyh jossa
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ja nestemdinen JjHddnndés liuotettiin kuumaan bentseeniin.
Jaannds kuivattiin ja liuos kaytettiin seuraavassa demety-

lointivaiheessa enempdd puhdistamatta.

Edelld saatu bentseeniliuos laimennettiin 100 ml:ksi bent-
seenilld ja lisdttiin 20 g vedetdnta alumiinikloridia,
Reaktioseosta kuuﬁennettiin 2 tuntia refluksointildampotilassa
ja suspensio kaadettiin 12N suolahapon ja jdan seckseen.
Haihtuvat ainesosat poistettiin t&dstd seoksesta haihduttamalla
ja edellisessd reaktiossa muodostunut 2,3,4,5-tetrabydroksi-
bentsonitriili uutettiin etyyliasetaattiin. Etyyliasetaattiuute
kuivattiin, etyyliasetaatti poistettiin ja saatu jd8nnds
kiteytettiin uvudelleen vedestad. Saatiin 3 g 2,3,4,5-tetra-
hydroksibentsonitriilia, joka hajosi 219°C:ssa. Saanto =

36 % laskettuna ldhtGaineena kdytetystid 3,4,5-trimetoksi-

salisyyliamidista.

Apalyysi: Laskettu: (1/4 moolia vettd):
¢, 48,99; H, 3,02; N, 816
Saatu: C, 49,06; H, 3,23; N, 8,14

2,3,4,5-tetrahydroksibentsamidi valmistettiin hydrolysoimalla
varovasti vastaava nitriili vdkevdss#d suolahapossa 60°C:ssa.
Amidi saostui vidhitellen liuoksesta, joka sisdlsi 1,5 g
nitriili& 25 ml:ssa suolahappoa. Vedestd kiteytt&misen

jdlkeen tuote hajosi 290°C:ssa. Saanto = 23 %.

Analyysi: Laskettu: C, 45,413 H, 3,81; N, 7,56
Saatu: C, 44,83; H, 3,88; N, 7,27

Edellistd henettelyé voidaan soveltaa ﬁuiden tetrahydroksi-
bentsonitriilien valmistamiseen, vaikkakin mahdollisesti
tarvitaan isomeerin erotusmenetelﬁiﬁ; kun ldhtdaineena
kdytetyssd trimetoksibentsoehapossa on kaksi hahdollista
monobromi-substituutiotuotetta. Siten voidaan 2,3,5,6-

tetrahydroksibentsonitriili valmistaa 2;3,5—trimetoksi—
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bentsocehaposta (epdpuhtautena 2,3,4,5-tetrahydroksibentso-
nitriilid). Samoin voidaan 2,3,4,6-tetrahydroksibentsonitriili

valmistaa 2,3;A-trihetoksibentsoehaposta.

Valmistusesimerkki IV

Pentahydroksibentsonitriilin valmistaminen

11,3 g Dallacher'in menetelm&lld, Ann., 665, 78-83 (1963),
saatua pentametoksibentsamidia liuotettiin 50 ml:aan etyyli-
asetaattia, johon o0li lisdtty 10 ml tionyylikloridia. Reaktio-
seosta kuumennettiin refluksoiden noin 3 tuntia. Haihduttamalla
haihtuvat ainesosat tyhjidss&d saatiin jaannos, joka sisdlsi
pentametoksibentsonitriilia, metanoli/vedestd uudelleen-
kiteyttamisen jdlkeen sulamispiste 6400; saanto = 80 %
Analyysi: Laskettu: €, 56,92; H, 5,97; N, 5,53
Saatu: C, 56,92; H, 5,88; N, 5,49

4,3 g pentametoksibentsonitriilia, 12,5 g vedetontd alumii-
nikloridia ja 125 ml tolueenia refluksoitiin 3 tuntia,

mink#& jdlkeen suspensio kaadettiin seokseen, joka sisdlsi
50 ml 12N vesipitoista suolahappoa ja 200 g jditd. Tolueeni-
kerros erotettiin ja tuote otettiin suodattamalla talteen
vesikerroksesta, Kiteyttadmdlld uudelleen etyyliasetaatin

ja tolueenin liuotinseoksesta saatiin pentahydroksibentso-
nitriili&, joka hajoaa 238°C:ssa ja tatd ennen hieman 7

ZZUDC:ssa; saanto =z 66 %
Analyysi: Laskettu (ﬁonohydraattina):
c, 41,80; H, 3,513 N, 6,96
Saatu: C, 42,203 H, 3,54; N, 6,94

Esimerkin 3 mukaisella menetelmidlld voidaan vastaavasta

nitriilists valmistaa etyylitetrahydroksibentsaﬁidaattia;

Edellisellsd menetelm&dllsd voidaan valmistas myds pentahyd-



16

roksibentsamidaattia vastaavasta pentahydroksibentsonitriilista
saattamalla reagoimaan etanolin kanssa vedettdmadn suolahapon
ldsndollessa. Yhdiste muunnetaan hydrokloridisuolaksi ja

eristetdidn sellaisenaan esimerkin 3 mukaisella menetelmidlla.

Edellisen kaavan [ MUkaiset vhdisteet kykenevat .inhiboimaan
ribonukleotidireduktaasi-entSyyﬁié, joka opsallistuu ribonuk-
leotidien pelkistadvddan muuntamiseen deoksiribonukleotideiksi.
Tdmd entsymaattinen reaktio on reaktionopeutta sdadtdva

vaihe biosynteesitiessid, joka johtaa DNA:han ja solun repli-
koitumiseen., Yleisesti sancen ribonukleotidireduktaasi-taso
korreloi ldheisesti solujen replikoitumiseen. Tdten ei

ole yllattavad, ettd tdmén keksinndn mukaiset yhdisteet,
jotka ovat tehokkaita ribonukleotidireduktaasin inhibiitteji,
kykenevdt myds pidentd@m#ddn hiirten, joilla on siirrostettuja
tuumoreita, elinaikaa, koska hyas tuumorisolujen replikoi-
tuminen inhiboituu samalla tavoin. Erityisesti olemme havain-
neet, ettd edellisen kaavan I piiriin kuuluvan, tdman keksinndn
mukaisen yhdisteen antaminen pidentdd sellaisten hiirten
elinaikaa, jotka on siirrostettu L1210 leukemialla eli
tuuhorilla, Jjoka tavallisesti ei ole altis kemoterapialle.
Yhdisteet ovat lisiksi osoittaneet olevansa aktiivisia

P388 leukemiaa ja Blé melanocomaa vastaan.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden biologisten kokeiden tulokset
on esitetty jdljempdnd tulevassa taulukkosarjassa. Taulukossa
I on annettu ribonukleotidireduktaasi-tiedot tyypillisille
kaavan I mukaisille yhdisteille. Tdss&d taulukossa on pysty-
rivissd 1 annettu bentseenirenkaan substituutio, pystyrivissa

2 (CHR”)m~ryhm§, pystyrivissd 3 R° -ryhm#d ja pystyrivissi

1"
_ C-R
4 ID50 (se mikromoolikonsentraationa annettu iphibiitioannos,

joka inhiboi ribonukleotidireduktaasia 50 %) mikromooleina.
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Tdssd taulukossa 1 annetussa IDSD—arvojen maaritystavassa
ribonukleotidireduktaasi puhdistetaan osittain Hela-soluista
tai Ehrlich'in askiittisoluista samanlaisella menetelmalla
kuin mitd Elford et al. J. Biol. Cheh., 245, 5228 (1970),

ovat esittdneet. Entsyymin aktiivisuus madritettiin hieman

modifioidulla méaritysmenetelmalld, jonka alkuaan olil kehit-
tinyt Reichard et al. id, 236, 1150 (1969). T&mé menetclmd
mittaa CDP:n muuntumisen dCDP:ksi. M&@dritysseos (0,34 ml)
sisaltda 3 uCi /3H/ CDP (ominaisuusaktiivisuus 14-19 Ci/
mikromooli), 3,3 mikromoolia ATP, 5,9 mikromoolia magnesium-
kloridia, 8,8 mikromoolia Hepes'in puskuria, pH = 7,5,

15 mikromoolia ditiotreitolia ja entsyymiproteiinia 0,4 -

1,3 mg. Inkubointi kesti 40 minuuttia 30°C:ssa. Tuote erotetaan
substraatista ioninvaihtokromatograafisesti kayttamalla

Dowex 50 (H') hartsia. Inhibiitit liuotettiin veteen ja

veden ja enint#@dn l-prosenttisen etanolin tai 2-prosenttisen
dimetyylisul foksidin seokseen, joista kumpikaan ei inhiboinut
entsyymid ndissid konsentraatioissa. Jokainen inhibiitti
testattiin vdhintididn kolmessa konsentraatiossa ja aktiiviset
yhdisteet maddritettiin uudelleen ainakin yhden kerran.
IDSO-arvot (mikromooleissa) arvioitiin kunkin yhdisteen

kaikkia tuloksia esittdvistd kayristi.

Taman keksinndn mukaisten yhdisteiden testaus L-1210 lymfoidi-
leukemiaa vastaan suoritettiin seuraavasti: L-1210 leukemia

yllgpidettiin viikottain viemidlla 105 L-1210 sclua intrape-
ritoneaalisesti DBA/2-hiiriin. BGDZFl naarashiirille, joiden
paino 0li noin 20 gy, annettiin 0,1 ml (105
askiittinestettd ip. Ladkkeet annettiin ip 24 tuntia tuumorin

siirrostamisen jalkeen ja ruiskeiden antamista jatkettiin

solua) laimennettua

pdivittdin yhteensd 8 pdivdn ajan. Hiirten vertailuryhmélle
annettiin vain injektiomediuﬁia; Seuraavassa taulukossa

2 on annettu erdiden téﬁﬁn keksinndn ﬁukaisten yhdisteiden
tuumorinvastainen aktiivisuus L-1210 leukemiaa vastaan.
Taulukon pystyrivissd 1 on annettu yhdisteen nihi; pystyrivissa
2 annos hg/kg:na ja pystyrivissd 3 elinajan prosentuaalinen

kasvu vertailuihin nidhden jokaisella annosmdaralla.
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Toisessa koesarjassa testattiin 3,4-dihydroksibentsamidoksii-
mia ja 3,4,5-trihydroksibentsamidoksiimia erilaisia siirros-
tettuja tuumoreita vastaan hiirilld seuraavan menetelméin

mukalsesti:

L-1210 lymfoidi—leukeﬁia—kDkeessa 20 g CDF1 tai BDF1 hiiret
injisoitiin ip lO5 leukemiasolulla. Lidke annettiin yhden
padivan kuluttua tuumorin siirrostamisesta ja laakkeen
antamista jatkettiin vielid 8 pdivHd&d. Kdsiteltyjen eldinten
keskihééréisté elinaikas verrattiin vertailuryhmén vasfaavaan
arvoon. Jaulukossa 3 on esitetty taman kokeen tulokset
mainitulla kahdella yhdisteelld. Taulukon pystyrivissi

1 on annettu yhdisteen nimi, pystyrivissid 2 annostusm&drat

ja pystyrivissd 3 kdsiteltyjen eldinten prosentuaalinen
elinaika vertailuun ndhden., (Ts. luku 175 tarkoittaa 75 %

elinajan pitenemistd).
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Ladkkei1llsd kasiteltiin myds melanoottista B16 melanoomaa,

Tamdn tuumorin vastainmen testausmenetelmi on seuraava:

0,5 ml tuumarihomogenaattia; joka oli valmistettu homogeni-
soimalla 1 g tuumoria 10 ml:n kanssa kylm&id (balanced)
livosta, siirrostetaan ip 10 86C3F1 hilren ryhmiin. L&dkettd
annetaan paivittdin yhteensd 9 pdivdn ajan ldhtien yhden
paivdn kuwluttua tuumorin siirrostamisesta. Tulokset on
ilmaoitettu kédsitellyn ryhmidn keskiméddrdisend elinaikana
prosentteina vertailuryhmisan (T/C) ndhden. Seuraavassa

taulukossa 4 on annettu t&man kokeen tulokset.
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Yksi taman keksinndn muksinen yhdiste testattiin myods kiin-
tedllsd paksusuolen tuumorilla (colen 38). Tuumori siir-
rostettiin subkutaanisti ja laddke injisoitiin intrape-
ritoneaalisesti kaksi kertaa paivassid paivand kaksi (seitsemén
tunnin valein) ja kaksi kertaa pdivand yhdeksan. Tuumorin
halkaisijasta arvioitu keskimddrdinen tuumorin paino mittaa
tuumorin inhibiitiota. Tamid mitattiin pdivanid 20, Kdsitellyn
ryhmdn keskiméddrdinen tuumorin paino vertailuun nahden

on T/C%. Seuraavassa tawlukossa 5 on annettu taman kokeen

tulokset.
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Taman keksinnon mukalset yhdisteet olivat myts jonkin verran
aktiivisia P388 Jleukemiaa vastaan. Kédytettiin seuraavaa

menetelmida:

CDFl hiiret injisoitiin ip 106 solulla. Ligke annettiin
ensimmdisend pAivand siirrostamisen jdlkeen ja antamista
jatkettiin pAivittdin viisi hoitokertaa. Kasitellyn ryhmén
keskimdardinen elinaiks verrattuna kidsittelemdttomidsdn ver-
tailuryhmaan on T/C x 100 = T7/C%. Seuraavassa tatulukossa

6 on annettu ndiden madaritysten tulokset.
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Taman keksinndn mukaisten yhdisteiden antineoplastisen
aktiivisuuden uskotaan osittain johtuvan niiden kyvysti
siepata vapaita radikaaleja. Tdméan keksinnén mukaiset
yhdisteet ovat lisdksi syovdltd suojaavia aineita ja tama
kyky mybs voi olla osocitus niiden vapaita radikaaleja
sieppaavasta ominaisuudesta. Vapaita radikaaleja sieppaavat
aineet wvoivat olls hyés hyddyllisi& sellaisten nisdkkdiden
detoksifioinnissa, joissa vapaiden radikaalien ylim&dra

on toksisuuden syy tai sen seuraus. Vapaita radikaaleja
sieppaavien aineiden muita mahdollisia kayttotapoja ovat
protaglandiinin transformaation inhibointi, leukotrieenin
interkonversio ja lipogeneesi, toimiminen tulehdusmodu-
laattoreina ja elintarvikkeiden lis#daineina tai s#ilytys-
aineina, jotka estdvat lipidien hapettumista. Tdmdn keksinndn
mukaisten yhdisteiden vapaita radikaaleja sieppaava kyky
madritettiin mittaamalla stabiilin vapaan radikaalin,
difenyylipikryylihydratsyylin, tuhoutuminen testattavan
yhdisteen l&sndollessa Venker'in ja Herzmann'in raportoimalla
tavalla, Naturwiss, 47, 133-134 (1960). Gilford-spektrofoto-
metrilla hitattiin vapaan radikaalin eli difenyylipikryyli-~
hydratsyylin 100 pm livoksen 518 nM absorbanssi asetonissa.
Testattavaa yhdistetta lisattiin 25 Hm loppukonsentraatiossa
ja seurattiin 518 nM absorption pienenemisnopeutta. Seuraa-
vassa taulukossa 7 on annettu tdmén keksinndn mukaisten
yhdisteiden vapaita radikaaleja sieppaavat kyvyt ilmoitettuna

optisen tiheyden pienenemisen alkunopeutena yksikktind/min.
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Taulukko 7

KYKY SIEPATA VAPAITA RADIKAALEJA

Yhdiste Alku-A-yksikksa/min.
(518 nm)
3,4-dihydroksimanteliamidoksiimi 0,383
3,4-dihydroksibentsamidoksiimi.HC1 0,718
3,4,5-trihydroksibentsamidoksiimi.HC1 0,929
Etyyli 3,4,5-trihydroksibentsamidaatti.HC1 3,730
Etyyli 3,4-dihydroksibentsamidaatti,HC1 0,706
3,4-dihydroksibentsamidiini.HC1 1,721

3,4,5-trihydroksibentsohydroksiamidoksiimi.HC1 0,882
3,4,5~trihydroksibentsamidiini.HC1 4,912

*
Alkuabsorbanssin yhden optisen tiheysyksikon suuruinen

pieneneminen /minuutti, 518 nm, kun yhdistettd lisdttiin

2,5 um.

Tamdn keksinndn mukaisen yhdisteen vapaita radikaaleja
sieppaava kyky mitattiin lisdksi kdyttdmdlld synnytettya
vapaata tyrosiiniradikaalia., Todisteet viittaavat siihen,
ettd vapaata tyrosiiniradikaalia muodostuu nisidkkdiden
ribonukleotidireduktaasi-entsyyﬁin osana ribonukleotidien
muuntuessa deoksirbonukleotideiksi --kts., L. Akerblom,

et al. Proc. Natl., Acad. Sci. USA, 78, 2159-2163 (1981).

Menetelmd, jolla vapaa tyrosiiniradikaali synnytettiin

ja havitettiin tidmédn keksinndn mukaisella yhdisteellad,
toteutettiin Brunel Yliopistossa (Oxbridge, Englanti) suori-
tetuissa pulssiradiolyysi-kokeissa, Ndissd kokeissa kaytettiin
lineaarista Brunel 4 MeV kiihdytinté; 1,5 cm optista kyvettid’
ja 200 ns pulssia, jonka tuottama annos oli noin 1 krad
mitattuna tiosyanaattiannostuksen avulla, Ennen kayttoa

kaikki liuokset huuhdeltiin typelld kayttdamdlld tekniikkaa,
jossa ilma poistettiin ruiskun avulla. Yksityiskohtainen

kuvaus menetelmistd on esitetty R.L. Wilson'in artikkelissa,
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Chemistry and Industgi; 183-193 (1977).

Tyrosiiniradikaalin synnyttéhiseksi kaytettiin npatriumatsidia
pulssiradiolyysilld synnytetyn vapaan elektronin ja tyrosiinin
vdlilla. Kyvyn, jolla namd8 yhdisteet sieppaavat vapaan
tyrosiiniradikaalin, referenssind kdytettiin hydroksiureaa,
koska hydroksiurean aiheuttams ribonukleotidi-reduktaasin
inhibiition katsotaan johtuvan sen kyvystiéd siepata nisakkdan
aktiivisen ribonukleotidireduktaasin vapaa radikaali. --Kts.
Akerb lom et al (loc.cit.). Kts. myds I.K. Larsen et al.,

Eur. J. Biochem, 125, 75-81 (1982). Hydroksiurealle m3iri-

“lg-t ja 3,4-dihydroksi-
_]. S"l

tettiin nopeusvakioksi 1,9 x 106 M
bentsamidoksiimi-hydrokloridille 4,5 x 108 M . TIs.
3,4-dihydroksibentsamidoksiimi-hydrokloridi oli 100+ kertaa

nopeampi vapaan tyrosiiniradikaalin sieppari kuin hydroksiurea.

Uusilla nitriileilld ja amideilla, joita kAytetddn tamén
keksinntn mukaisten yhdisteiden synteesin ldhttaineina

(kaava I, jossa n on 4 tai 5), on ribonukleotidi-reduktaa-
gsi-aktiivisuutta ja Myas ne ovat aktiivisia vapaita radikaaleja
sieppaavia aineita, vaikkakin ne ovat pdidasiallisesti hy&dyl-

lisid v&Alituotteina.

Seuraavassa taulukossa 8 on annettu naiden uusien nitriilien
tuumorien vastaiset tiedot vs L-1210 ja P-388 leukemiaa

vastaan.
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Taulukko 8
Leukemian vastainen aktiivisuus

L1210

Yhdisteen nimi Annos ﬁg/kg Elinajan lisdys
3 y4-dihydroksibentsonitriili 47,6 4,7

95,2 15,6

196 toksinen
2,3,4-trihydroksibentsonitriili 50 11,0

100 26,0

155 12,1

259 toksinen

327 toksinen
3,4,5-trihydroksibentsaonitriili 118 34,0

157 28,0
2,3,4,5-tetrahydroksibentsonitriili 163 48,4

230 toksinen
Pentahydroksibentsonitriili 34,3 14,2

51,5 -0

77,2 toksinen

116,0 toksinen

P-388

3,4,5-trihydroksibentsonitriili 400 126

200 126, 139

100 119, 139

50 116, 120

Témin keksinntn mukaisia yhdisteitd annetaan parenteraalisesti
neoplastisesta taudista k#Arsiville nisdkk&dille, parhaiten
kéyttﬁﬁéllé'lﬁﬁkkeen vesilivukoista suolaa, Parhsana antamis-
tiend pidet&ddn l&dkesuolan isotonisen suolaliuoksen injisointia

intraventdgsisti.
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L3

Patenttivaati&ukset

1. Menetelmi ribonukleotidireduktaasin inhiboimiseksi,
tunnet tu siitad, ettd nisakkdidlle, jolla on tuumori
ja suhteellisen korkea ribonukleotidireduktaasi-taso, annetaan

ribonukleotidireduktaasia inhiboimaan kykenevd m&&drd seuraavan

kaavan mukaista yhdistetti

w>%?ﬂ_*\\r—4cmr')ﬁjlﬂ

N

(OH)

jossa n on 2-5, mon 0 tai 1; R on NOH tai NH, R on NH2
tai NHOH, kun R on NOH; R on NH2 tai 0--01_3 alkyyli, kun
R on NH; ja R°” on H tai OH, tai sen farmaseuttisesti

hyviksyttédvda happoadditiosuolaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen Menetelﬁﬁ, tunnet -
t u siitd, ettd annetaan 3,4-~dihydroksibentsamidoksiimia.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen ﬁenetelﬁé, tunnet -
t u siitd, ettd annetaan 3,4,>-trihydroksibentsamidoksiimia.

4., Patenttivaatimuksen 1 ﬁukainen ﬁenetelmé, tunnet -
t u siitd, ettd annetaan etyyligallamidaattia.

5. Patenttivaatimuksen 1l mukainen henetelmé, tunnet -
t u siitad, ettd kaksi fenyylirenkaan OH-ryhmist&d on visi-

naalisia,

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen ﬁenetelmé, tunnet -

t u siitd, ettd n on 2 tai 3 ja R on NHOH.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t -

t u siité; ettd m on 0.
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8. Patenttivaatihuksen 1 hukainen ﬁenetelﬁé; tupnnet -
t u siitd, ettd R on NHOH,

9. Patenttivaatihuksen 1 mukainen menetelmé; tunnet -

tu siité; ettd annetaan 3;4-dihydroksibentsahidiinia.

10. Yhdiste, jonka kaava on

:Zi //o—(CHR")m-@—R

(OH)

jossa n on 2-5, m on O tai 1, R" on NH tai NOH, R on NH,
tai NHOH; kun R” on NOH; R on NH2 tai D—Cl_3 alkyyli; kun
R on NH; R°” on H tai OH, tai sen farmaseuttisesti hyvidk-

syttavd happoadditiosuola.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t un net -
t u siitd, ettd yhdiste on 3,4-dihdyroksibentsamidoksiimi-

hydrokloridi.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t unnet -
t u siita, ettd yhdiste on 3,4,>-trihydroksibentsamidoksiimi-

hydrokloridi.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t unnet -
t u siitd, ettd yhdiste on etyyligallamidaatti.

14. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t unnet -
t u siits, ettd yhdiste on 2,5,4-trihydroksibentsamidoksiimi.

15. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, tunnet -
t u siitd, ettd yhdiste on 3,4,5-trihydroksibentsamidoksiimi.

l6. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiate; tunnet -

t u siitd, ettd yhdiste on 3,4-dihydroksibentsamidiini.
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17. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste; tunnet -
t u siita, ettd yhdiste on 3,4-dihydroksibentsohydroksi-

amidoksiimi.

18. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste; tunnet -
t u siitd, ettd yhdiste on 3,4,5-trihydroksibentsohydroksi-

amidoksiimi.

19. Patenttivaati&uksen 10 mukainen yhdiste, t unnet -
t v siit#, ettd n on 3 ja kolme hydroksyylid ovat 2.,

3~ ja 4-asemissa.

20. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t unn e t -
t u siitd, ettd n on 2 ja hydroksyylit ovat 2- ja 3-asemissa,

21. Patenttivaatimuksen 10 mukaisen yhdisteen hydrokloridi-

suola.

22. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t unnet -

t u siitd, ettd hydroksyyleistd kaksi on visinaalisia,

23. Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t unnet
t u siitd, ettd mn on 2 ja kaksi hydroksyylid ovat 3- ja

4-asemissa.

24 . Patenttivaatimuksen 10 mukainen yhdiste, t un net
t u siitd, ettd n on 3 ja kolme hydroksyylid ovat 3-,

4- ja 5-asemissa.

25. Patenttivaatiﬁuksen 10 muka inen yhdiste, t unn et
t u siitd, ettd n on 2 tai 3, kaksi hydroksyylid on visi- .

naalisia ja m on 0.

26. Menetelmi vapaiden radikaalien Sieppaaﬁiseksi in vivo,
tunnettu siitd, ettd hoidon tarpeessa olevalle

nisékkéélle; jolla on tautitila; johan li&ttyy yliﬁééréisté
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vapaiden radikaalien muodostumista, annetaan tehokas annos

patenttivaatimuksen 10 mukaista yhdistetti,

27. Yhdiste; jonka kaava on

(OH)

XN\,
_

\.

jossa p on &4 tai 5 ja Z on CN tai CONHZ.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen yhdiste, t unnet -
t u siitd, ettd yhdiste on 2,3,4,5-tetrahydroksibentsonit-

riili.

29. Patenttivaatimuksen 27 mukainen yhdiste, t un ne t -
t u siitd, ettd yhdiste on pentahydroksibentsonitriili.

30. Patenttivaatimuksen 27 mukainen yhdiste, t un net -
t u siitd, ettd yhdiste on 2,3,4,5-tetrahydroksibentsamidi.

31. Menetelmd leukemian hoitamiseksi nisdkk#dild, t un -
nettu siitd, ettd hoidon tarpeessa olevalle nisdkkddlle,
joka kidrsii leukemiasta, annetaan leukemian vastainen annos

patenttivaatimuksen 10 mukaista yhdistettai.

32, Patenttivaatimuksen 31 mukainen menetelmﬁ, tun -
nettu siitd, ettd annetaan 3,4-dihydroksibensamidoksiimia.

33, Patenttivaatimuksen 31 ﬁukainen ﬁenetelﬁé; tun -
net tu siitd, ettd annetaan 3,4,5-trihydroksi-

bentsamidoksiimia.

34, Patenttivaatimuksen 31 mukainen menetelmd, t u n o

nettu siiti, ettd annetaan 3,4-dihydroksibentsamidiinia.
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35, Parenteraaliseen antamiseen tarkoitettu farﬁaseuttinen
formulaatio yksikkGannostusmuodossa, joka sisdltadd patentti-
vaatimuksen 10 mukaista yhdistettd ja yhtd tai useampaa

farmaseuttisesti hyvdksyttdvdda apuainetta,

36. Menetelﬁé leukemian hoitamiseksi nisdkkailld, t u n -
nettu siitd, ettd hoidon tarpeessa olevalle nisdkkadlle,
joka karsii leukemiasta, annetaan leukamian vastainen annos

patenttivaatimuksen 27 mukaista yhdistetts.
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Patentkrav

1. Fdrfarande f6r inhibering av ribonukleotidreduktas, k & n -
netecknat ddrav, att ett ddggdjur, som har en tumdr

med en- relativt hdg ribonukleotidreduktasniva, ges en tillridck-
ligt stor mdngd av en fdrening med f&ljande formel, f&r inhibe-

ring avribonukleotidreduktas,

(OH)

ny.-——_.\o-——(CHR’ ) 'j—R
Nt "

i vilken formel n dr 2-5, m 8r 0 eller 1, R"'" &r NOH eller NH, .

R dr NH, eller NHOH, da R' Hr NOH; R &r NH, eller 0-C;_jalkyl,
dd R' dr NH:, och R &r H eller OH, eller dess farmaceutiskt

godtagbara syraadditionssalt.

2. Fbrfarande enligt patentkrav 1, k a nne t ec knat

dirav, att ges 3,4-dihydroxibensamidoxim.

3. Fdrfarande enligt patentkrav 1, k dnnetecknat

ddrav, att ges 3,4,5-trihydroxibensamidoxim.

4. Fdérfarande enligt patentkrav 1, k dnnetecknat

ddrav, att ges etylgallamidat.

5. Forfarande enligt patentkrav 1, k & nne tecknat

ddrav, att tvad av OH-grupperna i fenylringen dr vicinala.

6. FOrfarande enligt patentkrav 1, k & nnetecknat

ddrav, att n 3r 2 eller 3 och R &r NHOH.

7. FPorfarande enligt patentkrav 1, Kk & nnetecknat

ddrav, att m &r 0.
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8. Forfarande enligt patentkrav 1, k & nne tecknat

darav, att R dr NHOH.

9. Forfarande enligt patentkrav 1, k @&nne tecknat

dadrav, att ges 3,4-dihydroxibensamidin.

10. En fdrening med formeln
(QH) ny,__,\ _ﬁ
:>.-—(CHR")6 —R

\.m.
ddr n dr 2-5, m 4r 0 eller 1, R' &r NH eller NOH, R &r NH2
eller NHOH, da R' &r NOH; R &r NH, eller 0-C;_,alkyl, da
R' &dr NH; R" dr H eller OH, eller dess farmaceutiskt godtagbara

syraadditionssalt.

11. En fbrening enligt patentkrav 10, k 8 nne t ecknat
ddrav, att fdreningen dr 3,4-dihydroxibensamidoximhydroklorid.

12. En fbrening enligt patentkrav 10, k & nne tecknat
ddrav, att fdreningen dr 3,4,5-trihydroxibensamidoxim-

hydroklorid,

13. En fdrening enligt patentkrav 10, k & nnetecknat

ddrav, att féreningen dr etylgallamidat.

1l4. En f6rening enligt patentkrav 10, k & nne tecknat

ddrav, att fdbreningen dr 2,3,4-trihydroxibensamidoxim.

15. En férening enligt patentkrav 10, k @ nnetecknat

ddrav, att fOreningen dr 3,4,5-trihydroxibensamidoxim,

1l6. En férening enligt patentkrav 10, k & nnetecknat

ddrav, att fOreningen &dr 3,4-dihydroxibensamidin.

17. En fO6rening enligt patentkrav 10, k @ nne tecknat

ddrav, att fdreningen dr 3,4-dihydroxibenshydroxiamidoxim.
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18. En f&rening enligt patentkrav 10, k d nnetecknat
ddrav, att f8reningen &r 3,4,5-trihydroxibensohydroxiamidoxim.

19, En fbrening enligt patentkrav 10, k @& nnetecknat

ddrav, att n d4r 3 och de tre hydroxylerna dr i 2-, 3- och 4-

stdllning.

20. En fbrening enligt patentkrav 10, k @&nnetecknat
ddrav, att n 8r 2 och hydroxylerna dr i 2- och 3-stdllning.

21. Ett hydrokloridsalt av en fdrening enligt patentkrav 10.

22. En fdrening enligt patentkrav 10, k dnnetecknat

didrav, att tva av hydroxylerna dr vicinala.

23.En fb6rening enligt patentkrav 10, k @& nnetecknat
ddrav, att n 4r 2 och de tva hydroxylerna dr i 3— och 4-

stdllning. -

24. En fb6rening enligt patentkrav 10, k @ nnetecknat
ddrav, att n dr 3 och de tre hydroxylerna dr i 3-, 4- och 5-stdll-

ning.

25. En fdrening enligt patentkrav 10, k & nnetecknat

ddrav, att n dr 2 eller 3, tva hydroxyler dr vicinala och m dr 0.

26. Ett forfarande f&r isolering av fria radikaler in vivo,

k dnnetecknat dirav, att ett diggdjur, som har ett
sjukdomstillstand av dverskottsbildning av fria radikaler och
som behdver behandling, ges en effektiv dos.’ av en férening

enligt patentkrav 10.

27. En fdrening med formeln
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ddr p dr 4 eller 5 och Z dr CN eller CONH2.

28. En férening enligt patentkrav 27, k @&nnetecknad

ddrav, att fdreningen &r 2,3,4,5-tetrahydroxibensonitril.

29. En forening enligt patentkrav 27, k @ nnetecknad

ddrav, att fdreningen a4r pentahydroxibensonitril,

30. En fdrening enligt patentkrav 27, k dnnetecknaid
ddrav, att f&reningen dr 2,3,4,5-tetrahydroxibensamid.

31. Ett fé6rfarande fdr skdtsel av leukemi hos didggdjur, k & n -
netecknat dirav, att ett ddggdjur, som lider av leukemi

och som beh&dver behandling, ges en antileukemidos av en fdre-

ning enligt patentkrav 10.

32. Ett forfarande enligt patentkrav 31, k @&nne teck -
n a t ddrav, att ges 3,4-dihydroxibensamidoxim,

33. Ett forfarande enligt patentkrav 31, k @nneteck -

n at dirav, att ges 3,4,5-trihydroxibensamidoxim.

34. Ett forfarande enligt patentkrav 31, Kk @& nneteck -
n at dédrav, att ges 3,4-dihydroxibensamidin.

35. En farmaceutisk formulering i enhetsdosform f&r att ges
parenteralt, innehdllande en fdrening enligt patentkrav 10
tillsammans med ett eller flera farmaceutiskt godtagbara hj&lp-

dmnen.

36. Ett foérfarande f£f8r skdtsel av leukemi hos ddggdjur, k &4 n -
netecknat dirav, att ett ddggdjur, som lider av leukemi
och som behtver behandling, ges en antileukemidos av en fdre-

ning enligt patentkrav 27.
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