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Chlorambucilderivater med formlen: .
0 ° C£H,CH,CL . .
i I verelse af et bindemiddel udvalgt blandt forbindelser med form-
°°‘°“z’n°°°“:°"2°"z‘©‘" temme: X(CH,), COOH
HyC Ve cnc1 : X(CHz):COX
272 HOOC(CHZ)HCOOH og
XOC(CHZ)nCOX

T hvor X betegner et halogenatom.
Chlorambucilderivaterne I, der er hidtil ukendte, er anvendelige
RO som antitumormidler.
hvor R betegner hydrogen ellexr acyl og n er 1 eller 2, )

fremstilles ved at omsztte chlorambucilet eller ct salt deral
med estradiol eller i 3-stillingen acylerct astradiol i mer-




10

15

20

25

30

35

147145

1

Den foreliggende opfindelse angdr en analogifremgangsmade til
fremstilling af hidtil ukendte chlorambucilderivater med den i krav 1's
indledning angivne almene formel, hvori R har den der angivne betyd-
ning.

Som det er velkendt, p8virker de fleste antitumormidler ikke blot
cancerceller, men ogs& normale celler og har fglgelig alvorlige bivirk-

ninger. De er derfor vanskelige at administrere igennem lengere tid

. med henblik p3 en fuldstendig gdeleggelse af cancercellerne.

Fra DK pat.ans.nr. 252/77 og nr. 719/77 kendes séledes chlor-
ambucilderivater med formlen 17a-[4-(4-(N,N-bis(2-chlorethyl)amino)-
phenyl)-butanoyloxyacetoxy]pregn-4-ene-3,20-dion, 17a-[4-(4~(N,N-bis-
(2-chlorethyl)amino)phenyl)-butanoyloxyacetoxy]-6a-methylpregn-4-ene-
3,20-dion henholdsvis 17-acetoxy-3-[4-(4-(N,N-bis(2-chlorethyi)amino)-
phenyl)-butanoyloxy]-pregn-3,5-dien-20-on med anticancerogen Virk-
ning, men disse kendte chlorambucilers toksiske virkning er imidlertid
s§ stor, at det er umuligt at opnd en effektiv kurativ virkning, d.v.s.
100% destruktion af cancerceller uden samtidig drab af veertsorganismen.
Dette er imidlertid muligt med chlorambucilforbindelserne fremstillet
ifglge nervarende opfindelse takket vare en kombination af mindre
toksicitet og stgrre anticancerogen virkning for samme daglige dosis-
stgrrelse, jvf. efterfglgende sammenlignende afprgvning af forbindel-
serne fremstillet ifgilge opfindelsen og de fra ovennavnte DK patent-
ansggninger kendte forbindelser.

Chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge opfindelsen har den i
indledningen angivne almene formel (1), hvori R har den dér angivne
betydning, og fremgangsm3den er ejendommelig ved det i kravets kende-
tegnende del angivne.

Chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge den foreliggende opfin-
delse har sarlig affinitet til cancerceller og har en serlig virkning ved -
selektivt at angribe cancercelier.

De specifikke cancerceller har receptorer for steroidhormoner,
navnlig @gstradiolderivater som komponenten i chlorambucilderivaterne
fremstillet ifglge den foreliggende opfindelse.

Receptorerne kan vare malet for chlorambucilderivaterne fremstillet
ifglge den foreliggende opfindelse. Chlorambucilderivaterne fremstillet
ifglge den foreliggende opfindelse angriber fglgeligt cancerceller, der
har receptorer for gstradiol og dets derivater.

Disse cancerformer omfatter brystcancer, prostatacarcinoma, hepa-

toma, struma- og endometriumcarcinoma. Produkterne fremstillet ifglge
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den foreliggende opfindelse er searligt effektive overfor brystcancer,
endometriumcarcinoma og prostatacarcinoma.

Chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge den foreliggende opfin-
delse spredes selektivt til en organismes cancerceller og angriber cancer-
cellerne uden bivirkning.

Det sarlige ved forbindelserne fremstillet ifgige den foreliggende
opfindelse er, at gstradiol eller dets derivat bindes til chlorambucil
uden tab af aktive steder p3 gstradiolet eller dets derivat og uden tab
af aktive antitumorsteder pa chlorambucilet.

Det foretraekkes at omdanne OH-gruppen i 3-stillingen pé gstradiol
til en acyloxy-gruppe, sdsom:

ﬁ 0] 0 0]
l
-O-C-@ ' —O-Q-CHy -O-Cl--CzH5 og -O-I(!-C3H7
Acyloxygruppen omdannes let til en OH-gruppe i en organisme af et
legeme til binding af receptorerne i cellerne.

Chlorambucilderivaterne fremstilles ifglge den foreliggende opfin-
delse ved at binde chlorambucil til hydroxylgruppen i 17-stillingen af
gstradiol eller dets derivat med en halogen-alkansyre eller et halogenid
deraf.

De optimale midler til binding af gstradiol eller dets derivat med
chlorambucil omfatter monobromacetylbromid, monochloracetylchlorid,
monochloreddikesyre og monobromeddikesyre.

Chlorambucilet og gstradiolet eller dets derivat omsattes med
halogen-alkansyren eller halogenidet deraf ved de i kravet angivne
fremgangsmader.

Ved en fremgangsmidde omsazttes halogen-alkansyren eller haloge-
nidet deraf f.eks. fgrst med gstradiol eller acyleret gstradiol, og derp3
oms=ttes det modificerede gstradiol eller dets acylerede derivat med
chlorambucil. Ved en anden fremgangsmdde omszttes halogen-alkan-
syren eller halogenidet deraf fgrst med chlorambucil, og derp3 omseettes
det modificerede chlorambucil med gstradiol eller acyleret gstradiol.

Ved den fgrste fremgangsmade reagerer ha!pgen-alkansyren eller
halogenidet deraf med en ikke-aktiv position af gstradiol eller acyleret
gstradiol til opndelse af en ester med formlen:

X(CHZ)nCOOB
hvor B betegner en gstradiol- eller acyleret gstradiolrest, fra hvilken
OH-gruppen i 17-stillingen er fjernet, og X betegner et halogenatom.
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Derpd reagerer esterens halogen med chlorambucil til frembringelse af
chlorambucilderivatet.

Reaktionerne vil blive yderligere belyst i det fgigende.

Halogen-alkansyren eller halogenidet deraf, sasom monobromacetyl-
bromid, reagerer med OH-gruppen i 17-stillingen af gstradiol eller
acyleret gstradiol, der har en acylgruppe i 3-stillingen, i et oplgs-
ningsmiddel, s8som carbontetrachlorid, chloroform, tetrahydrofuran,
dimethylsulfoxid (DMSO), dimethylformamid (DMF), pyridin og acetone.
Reaktionsproduktet reagerer yderligere med chlorambucil i et oplgs-
ningsmiddel, s8som dimethylsulfoxid, dimethylformamid, pyridin, toluen,
carbontetrachlorid, chloroform, tetrahydrofuran (THF). Chlorambucil
kan anvendes i form af en syre eller dennes metalsalt, sdsom sglvsalt og
alkalimetalsalt.

Temperaturen for hver reaktion ligger sadvanligvis mellem -30°c
og ‘100°C, fortrinsvis meliem -10°c og 80°c. Reaktionstiden ligger
sedvanligvis mellem fra 0,5 til 74 timer. Reaktionsproduktet renses ved
passende rensningsmetoder til opndelse af chlorambucilderivaterne ifglge
denforeliggende opfindelse.

Ved den anden fremgangsmide reagerer halogen-alkansyren eller
halogenidet deraf med carboxylgruppen i chlorambucil til opnéelse af en
forbindelse med formlen:

ACOO(CHz)nCOX
hvor A betegner en chlorambucilrest, fra hvilken COOH-gruppen i
1-stillingen er fjernet. Derp& reagerer forbindelsens halogen (X) med
OH-gruppen i 17-stillingen af gstradiol eller acyleret gstradiol, der har
en acylgruppe i 3-stillingen, til frembringelse af chlorambucilderi-
vaterne.

De ved disse reaktioner benyttede oplgsningsmidler er respektivt
de samme som dem for reaktionen af chlorambucil eller gstradiol eller
acyleret gstradiol.

Reaktionstemperaturen og reaktionstiden kan valges inden for de
samme omrader.

OH-gruppen i 3-stillingen af gstradiolkomponenten i chlorambucil-
derivatet fremstillet ifglge den foreliggende opfindelse kan vare acyleret
inden eller kan acyleres efter binding af chlorambucilet til gstradiolen
med halogen-alkansyren eller et halogenid deraf, men det foretrakkes at
benytte en inden bindingen praacyleret gstradiolkomponent.

Fremstillingen af den prazacylerede gstradiolkomponent, der dog ikke
er en del af nzrvarende opfindelse, kan udfgres ved at OH-gruppen i

3-stillingen af gstradiol omsattes med alkalimetahydroxid i et oplgs-
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ningsmiddel, sdsom THF, til omdannelse af den til en NaO-gruppe eller
KO-gruppe, og derpd omsattes reaktionsproduktet yderligere med et
acylchlorid, s3som benzoylchlorid, acetylchlorid og propionylchlorid, til
opndelse af den acylerede gstradiol.

Temperaturen for hver enkelt reaktion ved fremgangsmaderne
ifglge opfindelsen ligger sadvanligvis i omradet fra -30°C til 100°C,
fortrinsvis -10°C til 80°C. Reaktionstiden ligger sadvanligvis i omradet
fra 0,5 til 74 timer. Det resulterende produkt renses ved sadvanlige
rensningsmetoder til opn3else af chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge
den foreliggende opfindeise.

Nogle fremgangsmider ifglge den foreliggende opfindelse til frem-
stilling af chlorambucilderivaterne vil blive belyst ved nogle eksempler,
hvor reaktionsbetingelserne valges p8 passende méide.

Chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge den foreliggende opfin-
delse har som konjugater af chlorambucil og ¢gstradiol eller acyleret
gstradiol formlen (1). Denne Kkendsgerning blev bekraftet ved IR-
spektra, UV-spektra, NMR, TLC, massespektra, grundstofanalyse og
smeltepunktsbestemmelse p8 produkterne.

Ifglge undersggelser af akut toxicitet, indfgring af forbindelsen i

gstrogensensitive celler og antitumorvirkning har chlorambucilderivater-

‘ne fremstillet ifglge den foreliggende opfindelse bemarkelsesvardig lav

toxicitet og bemarkelsesvardig hgj bindingsevne til gstrogensensitive
celler og stor antitumorvirkning.

Chlorambucilderivaterne fremstillet ifgige den foreliggende opfin-
delse er szrligt effektive til gdelaggelse af cancervav og -celler, der
er gstradiolsensitive, og de kan fglgelig anvendes til brystcancer, pro-
statacarcinoma, hepatoma, struma- og endometriumcarcinoma. Chlor-
ambucilderivaterne fremstillet ifglge den foreliggende opfindelse er ogsé
virkningsfulde ved mavecancer, rectal cancer, laryngial cancer, gsopha-
guscarcinoma, lungecancer, hudcancer og leukosarcoma, og de har
bemzarkelsesvardig lav toxicitet i sammenligning med kendte anticancer-
midler eller antitumormidler, s3som chlorambucil alene. Chlorambucil-
derivaterne fremstillet ifglge den foreliggende opfindelse har ikke gstra-
diols specifikke seksuelle funktion, selv om de er gstradiolderivater.
Grunden hertil kendes ikke p& nuvarende tidspunkt. Det antages, at
disse virkninger understgttes af visse ukendte mekanismer ved siden af
den medicinske virkning, der er baseret pd det sadvanlige receptor-

begreb.
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N&r chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge den foreliggende
opfindelse anvendes som terapeutisk medicin, kan legemiddelsammen-

seetninger til indgivelse fremstilles ved de for kendte antitumormidier

‘sedvanlige metoder.

Chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge den foreliggende opfin-
delse kan formuleres i gnskelige former til injektion, oral indgivelse,
suppositorier eller pasta. N&r de formuleres til faste former til oral
indgivelse, s8som tabletter, piller, granula, pulvere og kapsler, er det
muligt at tilblande et bindemiddel, et fortyndingsmiddel, et fyldstof, et
smgremiddel, en olie, et overfladeaktivt middel eller en disintegrator i
formulationen. N&r de formuleres til flydende former til oral indgivelse,
kan formulationen vare en vandig suspension, en olieagtig suspension,
en oplgsning, en sirup eller en rystemikstur. N&r de formuleres til
suppositorieformen, kan formulationen fremstilles under anvendelse af en
hydrofob eller hydrofil basis og en stabilisator, en disintegrator eller et
farvningsmiddel. N&r de formuleres til injektionsformen, kan der tii-
settes en vandig oplgsning, et oplgsningsmiddel, et naringsmiddel, en
stabilisator og et overfladeaktivt middel. Til at opretholde eller forbedre
den medicinske virkning kan der efter gnske inkorporeres en base, en
syre eller et salt. Maengden af aktivt ingrediens i sammensztningen
(praparationen) ligger sadvanligvis fra 0,001 til 90 veegtprocent og
fortrinsvis fra 0,01 til 60%.

De formulerede chlorambucilderivater kan administreres ved oral
indgift, percutan adsorption, intramuskulsr injektion, intraperitoneal
injektion, subcutan injektion, intravengs injektion, intrarectal injektion
og lokal administration.

Dosis for chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge den foreliggende
opfindelse ligger i omrddet fra ca. 0,01 til 50 mg/kg/dag/voksent indi-
vid ved oral indgift, og det ligger i omrddet fra ca. 0,001 til 20 mg/kg/
dag/ voksent individ ved intravengs injektion.

Chlorambucilderivaterne fremstillet ifglge den foreliggende op-
findelse har fglgende egenskaber:

(1). N&r der er dannet cancer i et veev med receptorer, angriber
produktet selektivt cancercellerne i vavet og draber cancercellerne. P&
denne mdde er det virksomt i kun sm& doser.

(2). Produktet har mindre bivirkning i sammeniigning med den ved
indgivelse af chlorambucil. Det kan derfor indgives i lang tid, og fglge-

ligt kan cancercellerne destrueres fuldstandigt.
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(3). Det som barekomponenten i chlorambucilderivatet benyttede
gstradiol eller acyleret gstradiol har en enkelt strukturel sammenszt-
ning, og dets fysiologiske virkning er velkendt, hvorfor produktet kan
indgives uden bekymring.

(4). Strukturen og virkningen af antitumorkomponenten i chloram-
bucilderivatet er allerede kendt, hvorfor produktet kan indgives uden
bekymr;ing.

(5). Cancercellernes receptorer kan undersgges. Det tilsvarende
steroidhormon eller dets derivat kan udvelges som bzrekomponent for
chlorambucildervatet. Den terapeutiske virkning ved forskellige cancere
kan tages i betragtning ved udvalgelse af barekomponenten.

(6). Chlorambucilderivatet kan administreres i szdvanlige formula-
tionsformer, s3som oral indgivelse, injektion og suppositorieindgivelse.

Den foreliggende opfindelse vil blive yderligere belyst ved nogle
eksempler.

EKSEMPEL 1
Fremstilling af _3-hydroxy-1,3,5(10)-gstratrien-178-[4-[p-[bis(2-chlor-
ethyl)amino]phenyl]butyryloxyJacetat.

1) Fremstilling af 3-hydroxy-1,3,5(10)-gstratrien-178-monobromacetat.

10 g 1,3,5(10)-gstratrien-3,178-diol blev oplgst i 400 ml vandfri
tetrahydrofuran (THF), og derpd blev der tilsat 8,8 g pyridin.

En oplgsning af 22,5 g monobromacetylbromid I 74 g carbontetra-

chlorid blev drabevis tilsat til den resulterende oplgsning ved ca. -5°C
4l -7°C. Blandingen blev opbevaret 1 nat. Efter reaktionen blev det
resulterende preacipitat fraskilt ved filtrering. Oplgsningsmidlet blev
afdestilleret fra filtratgt. Remanensen blev oplgst i ether og rekrystal-
liseret fra ether til opndelse af 1,3,5(10)-gstratrien-3,178-bis(monobrom-
acetat). 2 g af produktet blev oplgst i 900 ml methanol og oplgsningen
blev afkglet til -5°C. En oplgsning af 0,24 g K2CO3 i 20 ml vand blev
dr8bevis tilsat til den resulterende oplgsning. Efter 30 minutters reak-
tion blev 1000 ml vand tilsat, og det resulterende pracipitat blev fra-
skilt og tgrret. Det blev ved grundstofanalyse og IR-spektrum bekraef-
tet, at produktet var 3-hydroxy-1,3,5(10)-gstradien-17p-monobromacetat.

I1) Fremstilling af 3-hydroxy-1,3,5(10)-gstratrien-178-[4[p-[bis(2-chlor-
ethyl)amino]pheny!]butyryloxyJacetat.  (Chlorambucil-gstradiolkonjugat)

200 mg sglv[4-[p-[bis(2-chlorethyl)amino]phenyl]butyrat (sglvsalt
af chlorambucil) blev tilsat 10 ml DMSO til dannelse af en hvid, colloidal

oplgsning.
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Derpg blev der tilsat 190,8 mg 3-hydroxy-1,3,5(10)-gstratrien-
17p-monobromacetat, og blandingen blev i mgrke omrgrt ved stuetempera-
tur i 64 timer. Pracipitatet skiftede til en gulliggrgn farve. Der blev
tilsat en lille mengde acetone, og pracipitatet blev fraskilt ved filtre-
ring gennem et G-4 filter. Pracipitatet skiftede fra gulliggrgn farve til
en sortagtig grgn farve ved lysbestrdling. Filtratet var farvelgst og
transparent. DMSO blev afdestilleret under reduceret tryk pé et vand-
bad ved 80°C, og der blev tilsat 100 ml vand til precipitering af hvide
krystaller. Krystallerne blev opbevaret i 1 time til fjernelse af DMSO,
og krystallerne blev frasepareret med et G-4 filter, vasket grundigt med
destilleret vand og tgrret under reduceret tryk i en desiccator. Det

urensede udbytte var 330,5 mg.

a. Rensning af produktet

330,5 mg rdkrystaller blev oplgst i et blandet solvent af 50 volumen-
dele cyclohexan og 10 volumendele ethylacetat. Opligsningen blev langsomt
fgrt gennem en sgjle, der var fyldt med 40 g silicagel, og produktet blev
gradvist adskilt, hvorved der opndedes 188,2 mg rent produkt (udbytte:
62,86%).

Resultaterne af grundstofanalyse, smeltepunktsbestemmelse og IR-
spektrum pé produktet er som fglger:

Grundstofanalyse:

Cc H N Cli
Fundet (%): 66,0 7,0 2,3 11,0
Beregnet (%): 66,22 6,98 2,27 11,52

Smeltepunkt: halvsmelter ved 25%¢.

IR-spektrum (cm-1)
3420 2920 2840 1750 1740 1612 1582 1516
1450 1380 1350 1280 1250 1210 1175 1142
1070 1000 960 917 867 810 800 740
655

EKSEMPEL 2
Fremstilling af 3-benzoy|oxy-1,3,5(10)-¢str‘atr‘ien—17B-[4-[p-[bis(Z-chlor-
ethyl)amino]phenyl]butyryloxy Jacetat.

10 g 1,3,5(10)-gstratrien-3,178-diol blev oplgst i 100 m! THF, og
der blev tilsat 10 ml af en vandig oplgsning indeholdende 1,47 g NaOH.

Blandingen blev omrgrt ved stuetemperatur i 30 minutter. Blandingen
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blev derp8 koncentreret til tgrhed under reduceret tryk pd et vand-
bad ved 80°C til fjernelse af vandet. Remanensen blev oplgst i vandfri
THF, og til den resulterende oplgsning blev der drabevis tilsat 50 ml
af en ethyletheroplgsning indeholdende 5,5 g benzoylchiorid, hvorpd
reaktionen blev udfgrt ved stuetemperatur i 16 timer. Efter reaktionen
blev den fremkomne natriumchlorid fraskilt p8 saedvanlig made. Filtratet
blev inddampet til tgrhed under reduceret tryk. Til fjernelse af ikke-om-
sat benzoylchlorid blev der tilsat 200 ml af en vandig 0,1 N NaOH-opigs-
ning, og blandingen blev omrgrt ved stuetemperatur i 15 minutter. De
resulterende hvide krystaller blev fraskilt med et G-3 filter, blev vasket
grundigt med destilleret vand og tgrret under reduceret tryk I en desic-
cator. _

Produktet blev analyseret ved tyndtlagschromatografi pa silicagel
med - en blandet udviklings-solvent (ethylacetat og cyclohexan i et
volumenforhold pd 50:30), hvorved der fremkom en hovedplet med Rf =
0,34.

R&krystallerne blev rekrystalliseret fra ethylacetat, og der blev
derved opniet 8,6 g hvide krystaller.

Ved smeltepunktsbestemmelsen, grundstofanalyse og IR-spektrum
blev det bekraftet, at produktet er 17f-hydroxy-1,3,5(10) gstratrien-
3-benzoat.

Af det resulterende produkt blev 7,0 g oplgst i THF, og der blev
tilsat 2,0 g pyridin, og blandingen blev afkglet til -5°¢.

En oplgsning indeholdende 15,5 g 30% monobromacetylbromid-car-
bontetrachlorid i 50 ml THF blev efterhinden drébevist tilsat den resul-
terende blanding. Efter tilsztningen blev blandingen omrgrt ved -5%¢ i
2 timer og derpd p& et isbad i 4 timer og blev endeligt opbevaret i et
kgleskab i 16 timer. Efter reaktionen blev det resulterende hvide pra-
cipitat fraskilt med et G-4 filter, tgrret under reduceret tryk pé et
vandbad ved 30°C, 200 ml ethylether blev tilsat, og blandingen blev
omrgrt, hvorved der opndedes 5,3 g hvide krystaller.

Resultaterne af . grundstofanalysen og smeltepunktsbestemmelse er

som fglger:

Grundstofanalyse:

C H Br
Fundet (%): 64,3 5,8 15,7
Beregnet (%): 64,23 5,78 15,8

Smeltepunktsbestemmelse: 145-1 46°c
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Produktet blev analyseret ved tyndtlagschromatografi pa silicagel
med en blandet udviklings-solvent (ethylacetat og cyclohexan i et volu-
menforhold p8 50:30), hvorved der fremkom en enkelt plet med Rf =
0,77. P8 IR-spektret blev der ikke konstateret absorption baseret pa
OH-gruppen, og det var fglgeligt bekreftet, at produktet er 3-benzoyl-
oxy-1,3,5(10)~gstratrien-178-monobromacetat.

IR-spektrum: (cmq)

2920 1735 1728 1595 1579 1490
1448 1412 1382 1286 1280 1260
1210 1200 1170 1145 1095 1075
1019 1004 897 780 700 680

182,3 mg 3-benzoyloxy-1,3,5(10)-gstratrien-17g-monobromacetat og
148,5 mg 0,6 sgiv 4-[p-[bis(2-chlorethyl)amino]phenyl]butyrat blev
tilsat til 5 ml DMSO, og reaktionen blev udfgrt i mgrke ved stuetem-
peratur i 3 dage. Efter reaktionen blev det pracipiterede sglvbromid
fraskilt ved filtrering, og til filtratet blev der tilsat 400 ml vand. Det
resulterende hvide pracipitat blev fraskilt ved centrifugeringsadskil-
lelse. Pracipitatet blev oplgst i 50 mi acetone, og det uoplgselige
materiale blev fraskilt ved filtrering gennem et G-4 filter.

Filtratet blev inddampet til tgrhed under reduceret tryk, hvorved
der opndedes 165 mg af et olieagtigt produkt.

Produktet blev analyseret ved tyndtlagschromatografi pa silicagel
med en blandet udviklings-solvent (ethylacetat og cyclohexan i et volu-
menforhold p& 10:50), hvorved der fremkom en hovedplet med Rf =
0,44.

Da der var ikke-omsat materiale tilbage, blev reaktionsproduktet
chromatograferet pé silicagel med en blandet solvent (ethylacetat og
cyclohexan i et volumenforhold p8 10:50) til opndelse af et renset pro-
dukt. Det rensede produkt var en hvid, krystallinsk forbindelse ved
20°C. Resultaterne af grundstofanalyse og IR-spektrum af produktet er
som angivet nedenfor. Det blev bekraftet, at produktet er 3-benzoyl-
oxy-1,3,5(10)-¢str‘atr‘ien-17B-[4-[p-[bis(2-chlor‘ethy|)amino]phenyl]buty-
ryloxy]acetat.
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Grundstofanalyse:
C H N Ci
Fundet (%): 68,5 6,60 1,99 9,79
Beregnet (%): 68,33 6,53 1,94 9,86
Smeltepunkt (°C) 110-111.
IR-spektrum: (cm-1)
2920 2860 1755 1735 1612 1582
1516 1491 1450 1420 1380 1355
1260 1224 1210 1174 1145 1079
1022 1005 960 915 890 800
740 705
EKSEMPEL 3

Fremstilling af 3-propionyloxy=-1,3,5(10)-gstratrien-17p-[4-[p-[bis(2-chlor-

ethylamino]phenyl]butyryloxy ]acetat
10 g 1,3,5(10)-gstratrien-3,178-diol blev oplgst i 100 ml THF, og
der blev tilsat 10 m! af en vandig oplgsning indeholdende 1,47 g NaOH,

og blandingen blev omrgrt ved stuetemperatur i 30 minutter. Reaktions-
produktet blev koncentreret til tgrhed under reduceret tryk p3 et vand-
bad ved 80°C til fjernelse af vandet. Remanensen blev oplgst i vandfri
THF, og der blev dribevist tilsat en oplgsning indeholdende 3,40 g pro-
pionyléhlorid i 50 ml vandfri THF, hvorpd reaktionen blev udfgrt ved
stuetemperatur i 16 timer. Efter reaktionen blev natriumchloridprecipi-
tatet fraskilt, og filtratet blev inddampet til tgrhed under reduceret
tryk, og remanensen blev rekrystalliseret fra ethanol, hvorved der
opndedes 9 g hvide krystaller.

Det blev ved grundstofanalyse og IR-spektrum bekraftet, at pro-
duktet er 17B-hydroxy-1,3,5(10)-gstratrien-3-propionat.

7,0 g af produktet blev oplgst i 70 ml vandfri THF, 3,0 g pyridin
blev tilsat og blandingen blev afkglet til -5°C. En oplgsning indeholden-
de 17,3 g 30% monobromacetylbromid-carbontetrachlorid i 50 ml THF blev
drdbevist tilsat til den resulterende blanding. Efter tilsetningen blev
blandingen holdt ved -5°C i 2 timer og derp& opbevaret i et kgleskab
i 16 timer til omsaetning af dem. Efter reaktionen blev det resulterende
pracipitat fraskilt ved filtrering. Filtratet blev inddampet til tgrhed
under reduceret tryk p8 et vandbad ved 30°C, hvorpd 200 ml ethyi-
ether blev tilsat og blandingeh blev omrgrt, hvorved der opndedes 6,0

g hvide krystaller. Filtratet blev yderligere koncentreret, hvorved der



10

15

20

25

30

35

147145
11

opndede 3,5 g hvide krystaller. Krystallerne blev rekrystalliseret fra en
blandet solvent af ether og ethanol.

Resultatet af grundstofanalysen er som fgiger.

Grundstofanalyse:

c H Br
Fundet (%): 61,5 6,5 17,9
Beregnet (%): 61,43 6,45 17,78

| IR-spektret blev der ikke konstateret absorption baseret pa OH-
grupper, og det blev fglgeligt bekraftet, at produktet er 3-propionyl-
oxy-1,3,5(10)-gstratrien-17g-monobromacetat.

1,0 g af produktet og 0,91 g sglv 4-[p-[bis(2-chlorethyl)amino]phe-
nyl]butyrat blev dispergeret og oplgst i 50 mg DMSO, og reaktionen blev
udfgrt i mgrke ved stuetemperatur i 3 dage. Efter reaktionen blev sgiv-
pracipitatet fraskilt ved filtrering, og der blev tilsat 4 | vand. Pracipi-
tatet blev fraskilt ved centrifugeringsadskillelse, og det hvide pracipi-
tat blev oplgst i 50 ml acetone, og uoplgseligt materiale blev fraskilt ved
filtrering gennem et G-4 filter. Filtratet blev inddampet til tgrhed under
reduceret tryk, hvorved der opndedes 1,3 g af et olieagtigt produkt.

For at rense produktet blev det chromatograferet pa silicagel med
en blandet solvent af ethylacetat og cyclohexan i et volumenforhold pa
10:50. Det rensede produkt var ved 20°C et viskgst, olieagtigt produkt.

Resultaterne af grundstofanalyse og IR-spektrum var som fgliger.

Grundstofanalyse:

C H N Cl
Fundet (%): 67,1 7,0 2,1 11,0
Beregnet (%): 66,0 6,99 2,08 10,56

IR-spektrum (cm-1):
2916 2840 1750 1740 1610 1512 1488 1441
1415 1379 1361 1270 1210 1200 1170 1140
1068 1004 956 931 885 817 793 735 cm .
Det blev bekraftet, at produktet er 3-propionyloxy-1,3,5(10)-gstra-
trien-17p-[4-[p-[bis(2-chlorethy!)amino]phenyl]butyryloxy ]acetat.
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EKSEMPEL 4
Fremstilling af 3-acetoxy-1,3,5(10)-gstratrien-178-[4-[p-[bis(2-chlor-

ethyl}amino]phenyl]butyr‘yloxy]acetat.
1,0 g 3-acetoxy-1,3,5(10)-gstratrien-17p-monobromacetat, der var

opndet ved samme proces som i eksempel 2, og 0,9 g sglv 4-[p-[bis(2-
chlorethyl)amino]phenyl]butyrat blev tilsat til 50 ml DMSO, og reaktionen
blev udfgrt i mgrke ved 25°C i 3 dage. Efter reaktionen blev sglvbromid-
precipitatet fraskilt, og til filtratet blev der tilat 4 | vand. Det resulte-
rende hvide pracipitat blev fraskilt ved centrifugeringsadskillelse. Praci-
pitatet blev oplgst i 50 ml acetone. Det uoplgselige materiale blev fra-
skilt med et G-4 filter, og filtratet blev inddampet til tgrhed under redu-
ceret tryk, hvorved der opndedes 1,2 g af et olieagtigt produkt. Pro-
duktet blev chromatograferet pd silicagel med en blandet solvent af
ethylacetat og cyclohexan i et volumenforhold pé 10:50. Det rensede
produkt var ved 20°C et viskgst, olieagtigt materiale.

Resultatet af grundstofanalysen var som fglger.

Grundstofanalyse:

C H N Cl
Fundet (%): 66,0 6,9 2,0 10,9
Beregnet (%): 65,64 6,84 2,13 10,79

| IR-spektret blev der ikke konstateret absorption baseret pé
OH-gruppe, det blev fglgeligt bekreftet, at produktet er 3-acetoxy-
1,3,5(10)-gstratrien-178-[4-[p~-[bis(2-chlorethyl Yamino]phenyl]butyryl-

‘oxy]cetat.

IR-spektrum (cm-1):

2915 2840 1750 1740 1610 1512

1488 1442 1415 1378 1360 1270

1210 1200 1170 1140 1068 1005

956 931 885 817 793 735
EKSEMPEL 5

1 g 3-acetoxy-1,3,5(10)-gstratrien-17p-monobromacetat og 0,8 g
natrium 4-[p-[bis(2-chlorethyl)amino]phenyl]lbutyrat blev tilsat 50 ml
THF til omseetning af dem ved 60°C i 24 timer.

Efter reaktionen blev pracipitatet fraskilt ved filtrering, og fil-
tratet blev koncentreret og tgrret. Produktet blev separeret og renset
pd en silicagel-sgjle med en blandet solvent af ethylacetat og cyclohexan,

hvorved der opniedes 0,9 g renset produkt. Produktet var 3-acetoxy-
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1,3,5(10)-gstratrien-178-[4-[p-[bis(2-chlorethyl)amino]phenyl Ibutyryl-

oxy]acetat.

EKSEMPEL 6
Fremstilling af 3-acetoxy-1,3,5(10)-gstratrien-178-[4-[p-[bis(2-chlor

ethyl)amino]phenyl]butyryloxy]acetat.

200 mg sglv 4-[p-[bis(2-chlorethyl)amino]phenyl]butyrat (sglvsalt
af chlorambucil) blev tilsat til 10 ml DMSO til dannelse af en hvid, col-
loidal oplgsning. Til den colloidale oplgsning blev der derp8 tilsat 190,8
mg 3-hydroxy-1,3,5(10)-gstratrien-17-monobromacetat, og blandingen
blev i mgrke omrgrt ved stuetemperatur i 64 timer. Efter 64 timer skif-

tede prescipitatet til en gulliggrgn farve. En lille meengde acetone blev
tilsat til pracipitatet, og pracipitatet blev fraskilt ved filtrering gennem
et G-4 filter. Filtratet var farvelgst og transparent. DMSO blev af-
destilleret pd et vandbad ved 80°C, og derp3 blev der tilsat 100 ml
vand til pracipitering af hvide krystaller. Blandingen blev opbevaret i
en time, og DMSO blev derpd afdestilleret. De hvide krystaller biev
fraskilt ved filtrering gennem et G-4 filter, blev derpd vasket med
destilleret vand og tgrret under reduceret tryk i en desiccator. Det u-
rensede udbytte var 330,5 mg.

330,5 mg urenset produkt blev oplgst i en blandet solvent af cyclo-
hexan og ethylacetat i et volumenforhold pd 50:10. Oplgsningen blev
langsomt fgrt gennem en sgjlefyldning af 40g silicagel til gradvis sepa-
rering af produktet, og der blev opndet 188,2 mg rent produkt (udbyt-
te: 62,86%).

Resultaterne af grundstofanalyse og smeltepunktsbestemmelse pa

produktet er som fgliger.

Grundstofanalyse:

C H N Cl
Fundet (%): 66,0 7,0 2,3 11,0
Beregnet (%): 66,22 6,98 2,27 11,52

Smeltepunkt: halvsmeltet vd 25°c.

Det blev bekreaftet, at produktet er 3-hydroxy-1,3,5(10)-gstra-
trien-17B-[4-[p-[bis(2-ch|orethyl)amino]phenyl]butyryloxy]acetat.

50 mg af produktet blev oplgst i 1 ml vandfri pyridin, og der blev
tilsat 1 ml eddikesyreanhydrid til omsatning af dem i et kgleskab i 16
timer. Efter reaktionen blev reaktionsblandingen koncentreret og tgrret

under reduceret tryk pa et vandbad ved 30°C. Resten blev tilblandet
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destilleret vand, og blandingen henstod 1 time, hvorved der udfaldedes
et olieagtigt produkt i hvid colloidal form. Pyridin og eddikesyre blev
fjernet sammen med destilleret vand, og produktet blev vasket med vand
til neutralitet. Det olieagtige produkt blev fraskilt fra en vandig oplgs-
ning, koncetreret og tgrret i en desiccator under reduceret tryk, hvor-
ved der opndedes 45 mg af et olieagtigt produkt.

Produktet blev analyseret ved tyndtlagschromatografi pd silicagel
med en blandet udviklings-solvent af ethylacetat og cyclohexan i et
volumenforhold p8 30:50, hvorved der fremkom en enkelt plet med Rf
= 0,78.

Til rensning af produktet blev dette chromatograferet pa silicagel
med en blandet solvent af ethylacetat og cyclohexan i et volumenforhold
pd 10:50. Det rensede produkt var ved 20°C en viskgs, olieagtig forbin-
delse.

Resultatet af grundstofanalysen var som fglger.

Grundstofanalyse:

(o H N Cl
Fundet (%): 66,0 6,5 2,0 10,9
Beregnet (%): 65,64 6,84 2,13 10,79

| IR-spektret blev der ikke konstateret absorption baseret pé OH-
gruppe, og det var fgigeligt bekraftet, at produktet er 3-acetoxy-1,3,5
(10)-¢stratrien-17B-[4-[p-[bis(z-chlorethyl)amino]phenyl]butyryloxy]ace-
tat.

IR-spektrum (cm-1 ):

2915 2840 1750 1740 1610 1512

1488 1442 1415 1378 1360 1270

1210 1200 1170 1140 1068 1005

956 931 885 817 793 735
EKSEMPEL 7

Fremstilling af 3-propionyloxy-1,3,5(10)-gstratrien-178- [4-[p-[bis(2-chlor-
ethy!)amino]phenyl]butyryloxy]acetat.

50 mg 3-hydroxy-1,3,5(10)-¢stratrien-17[3-[4-[p-[bis(z-chlorethyl)
amino]phenyl]butyryloxylacetat blev oplgst i 1 ml vandfri pyridin, og
der blev tilsat 1,5 ml propionsyreanhydrid, hvorefter blandingen blev
opbevaret i et kgleskab i én dag. Reaktionsblandingen blev inddampet
til tgrhed under reduceret tryk pa et vandbad ved 30°C. Remanen-
sen blev blandet med destilleret vand, og blandingen henstod i 2 timer
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til dannelse af et colloidt, olieagtigt produkt. Pyridin og eddikesyre
blev fjernet med destilleret vand, og produktet blev vasket med vand
til neutralitet. Vandfasen blev fraskilt, og oliefasen blev tgrret under
reduceret tryk i en desiccator, hvorved der opnfedes 40 mg af et olie-
agtigt produkt. For at rense produktet blev det chromatograferet pd
silicagel med en blandet solvent af ethylacetat og cyclohexan i et volu-
menforhold pd 10:50. Det rensede produkt var e viskgs, olieagtig for-
bindelse. 1 IR-spektret blev der ikke konstateret absorption ved 3600-
3200 cm-1. | betragtning af resultatet var det bekraftet, at produktet
er 3-propionyloxy-1,3,5(10)-gstratrien-17p-[4-[p~[bis(2-chlorethyl)ami-
no]phenyl]lbutyryloxylacetat.

EKSEMPEL 8

Fremstilling af 3-benzoyloxy-1,3,5(10)-gstratrien-17p~[4-[p-[bis(2-chlor-

ethyl)amino]phenyl]butyryloxy]jacetat.

50 mg 3-hydroxy-1,3,5(10)~gstratrien-178-[4~[p-[bis(2~chlorethyl)
amino]phenyl]butyryloxy]acetat blev oplgst i 1 ml vandfri pyridin, og
der blev tilsat 2 g benzosyreanhydrid, hvorpd blandingen blev opbeva-
ret i et kgleskab i en dag. Reaktionsblandingen blev inddampet til tgr-
hed under reduceret tryk pé& et vandbad ved 30°C. Remanensen blev
tilblandet destilleret vand, og blandingen henstod i 1,5 time til dannel-
se af et colloidt, olieagtigt produkt. Pyridin og eddikesyre blev fjernet
med destilleret vand, og produktet blev vasket med vand til neutrali-
tet. Vandfasen blev fraskilt, og oliefasen blev inddampet til {grhed un-
der reduceret tryk i desiccator, hvorved der opndedes 45 mg af et
olieagtigt produkt. '

For at rense produktet blev det chromatograferet pd silicagel med
en blandet solvent af ethylacetat og chciohexan i et velumenforhold. pd
10:50. Det rensede produkt var en viskgs, olieagtig forbindelse.

| IR-spektret blev der ikke konstateret absorptionsbdnd ved
3600 til 3200 cm'1. | lyset af denne kendsgerning var det beskreefiet,
at produktet er 3-benzoyloxy-1,3,5(10)~gstratrien-178~[4-[p~[bis(2-chlor-
ethyl)amino]phenyl]butyryloxylacetat.



147145

16

EKSEMPEL 9
Fremstilling af 3-hydroxy-1,3,5(10)-estratrien-17B-[4-{p-[bis(2—chlor-
ethyl)amino]phenyl}butyryloxy Jacetat.

1000 mg S¢lv-[4-{p-[bis(z-chlorethyl)amino]phenyl}butyrat], (sglv-
saltet af chlorambucil), blev sat til 10 ml DMSO til dannelse af en hvid
kolloidal opigsning. Derpd blev 406,6 mg monobromeddikesyre tilfgjet, og

den resulterende blanding blev omrgrt ved stuetemperatur i 48 timer i
mgrke. Precipitatet zndrede farve til gulligtgrgn. En lille maengde
acetone blev tilfgjet, og precipitatet blev fraskilt ved filtrering gennem
et G-4 filter. Filtratet var farvelgst og transparent. DMSO blev af-
destilleret under reduceret tryk p& et vandbad ved 80°C, og der blev
tilfgjet 100 ml vand til dannelse af hvide krystaller. De hvide krystaller
(552,4 mg) blev oplgst i 10 ml THF, og POCI, (468,1 mg) blev derpa
tilfgjet ved stuetemperatur. Efter omsa&tningen blev POCl3 afdestilleret
under reduceret tryk til opndelse af 4-{p-[bis(2-chlorethyl)amino]phe-
nyl}butyryloxyJacetyichlorid.

ClCHzCHz\

/N

CHZCHZCHZCOOCﬁZCOCﬂ
C1CH,CH,

De r8 krystaller (220 mg) af 4-{p-[bis(2-chlorethy!)amino]phe-
nyl}butyryloxyJacetylchloridet blev sat til 10 ml pyridin til dannelse af
en oplgsning heraf. Derpd blev 51 mg 1,3,5(10)-estratrien-3,17p-diol
tilsat til oplgsningen, og den resulterende blanding blev omrgrt ved
stuetemperatur i 24 timer. Efter 24 timer blev precipitatet fraskilt ved
filtrering gennem et G-4 filter. Filtratet var farvelgst. 134 mg af pro-
duktet blev oplgst i en blandet solvent (methanol. og acetane i volumen-
forholdet 50:50), og oplgsningen blev afkglet til o°c. 11 mg K2C03
oplgst i 2 ml vand blev dr8bevist tilsat til den resulterende oplgsning.
Efter 60 minutters reaktion blev der tilsat 100 ml vand, og det resulte-
rende pracipitat blev fraskilt og tgrret.

De r8 krystaller blev oplgst i en blandet solvent bestdende af 50
volumendele cyclohexan og 10 volumendele ethylacetat. Oplgsningen blev
langsomt ledt gennem en sgjle, der var fyldt med 40 g silicagel, og
produktet blev gradvist adskilt til opnaelse af 69 mg rent produkt. Ved
elimentzer analyse og IR-spektret blev det bekraftet, at produktet var
3-hydroxy-1,3,5(10)-estratrien-17p~ [4-{p~-[bis(2-chlorethyl)amino]phe-
nyl}butyryloxy]acetat.
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EKSEMPEL 10
Fremstilling af 3-benzoyloxy-1,3,5(10)-estratrien-178-[4-{p-[bis(2-chlor-
ethylamino]pheny!}butyryloxy]acetat.

380 mg 4-{p-[bis(2-chlorethyl)amino]phenyl}butyryloxyacetyichlorid
blev sat til 10 ml pyridin til dannelse af en oplgsning.

Derpd blev 130 mg 17B-hydroxy-1,3,5(10)-estratrien-3-benzoat
tilblandet ved stuetemperatur. Efter 24 timer blev pyridinen afdestilleret
under reduceret tryk péd et vandbad ved 40°C. Remanensen blev oplgst

i en blandet solvent best8ende af 50 volumendele cyclohexan og 10

volumendele EttoH. Oplgsningen blev langsomt ledt gennem en sgjle fyldt
med 40 g silicagel, og produktet blev gradvist adskilt til opn3else af
170 mg rent produkt. Det blev ved elimentzr analyse og IR-spektret
bekraftet, at produktet var 3-benzoyloxy-1,3,5(10)-estratrien-178-[4-
{p-[bis(2-chlorethyl)amino]phenyli}butyryloxy Jacetat.

AFPRPVNING 1
Akut toxicitet og antitumorvirkning (in vive) af chlorambucilderivater

fremstillet ifgige den foreliggende opfindelse

(1) Akut toxicitet (LDSO)

Til bestemmelse af LD50 blev der som en gruppe benytte 8 ICR-
JCL hunmus (5 uger gamle) til formering i et transparent polybur, og

hver forbindelse blev oplgst i olivenolie og indgivet musene i en dosis
ved intraperitoneal injektion (i.p.), oral indgift (p.o.) og subcutan in-
jektion (s.c.), og derpad blev LDSO-vaer'dien efter 7 dage evalueret
ved Litchfield-Wilcoxons grafiske metode. Resultaterne var som fglger:

LDSO for chlorambucil var: 20 mg/kg ved i.p., 80 mg/kg ved
p.o. og 26 mg/kg ved s.c.

LD50 for prgve nr. 2 i tabel 1 fremstillet ifgige den foreliggende
opfindelse var: stgrre end 3000 mg/kg ved i.p., stgrre end 6000 mg/kg -
ved p.o. og stgrre end 3000 mg/kg ved s.c.

(2) Antitumor-prgvning (in vivo)

Stykker af humane brystcancerceiler med steroid hormonreceptor

blev subcutant implanteret under forbenene p& mus [BALB/C-nu,nu,
(5 uger gamle)] til dannelse af faste tumorer. Fra 24 efter implante-
ringen blev olivenoliedispersioner eller -oplgsninger af det aktive in-
grediens indgivet subcutant eller oralt hver anden dag, ialt 10 gange.
25 dage efter implanteringen blev tumorerne fjernet. Tumor-inhibe-
ringsvirkningen blev bestemt ud fra (A): den gennemsnitlige veegt af
udskarne tumorer fra 10 mus (pd hvilke det aktive ingrediens var
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blevet anvendt) og (B): den gennemsnitlige vagt af udskarne tumorer

fra 10 kontrolmus.

% tumorinhiberingsvirkning = (1 - A ) x 100
B
Bide ved subcutan og oral indgift af chlorambucil i en dosis pa

15 mg/kg var inhiberingsvirkningen fra ca. 50 til 70%, medens inhibe-
ringsvirkningen ved Indgivelse af chlorambucilderivaterne fremstillet
ifglge den foreliggende opfindelse var stgrre end 90%. Nar chlorambucil-
derivaterne fremstillet ifglge den foreliggende opfindelse blev indgivet,
overlevede alle musene.

Undersggelse af autopsier afsigrede alvorlige forandringer af milt,
uterus og thymus efter indgivelse af chlorambucil, medens der ikke
blev konstateret forandringer efter indgivelse af prgver fremstillet ifglge

den foreliggende opfindelse.
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Note.

Prgve nr. 1: Chlorambucil

Prgve nr. 2: 3-benzoyloxy-1,3,5(10)-gstratrien-17g-[4~[p-[bis(2-
chlorethyl)amino]phenyl]butyryloxy]acetat.

Prgve nr. 3: 3-acetoxy-1,3,5(10)-gstratrien-17p-[4-[p-[bis(2-
chlorethyl)amino]phenyllbutyryloxylacetat.

Prgve nr. 4: 3-propionyloxy-1,3,5(10)-gstratrien-17p-[4-[p-[bis

© (2-chlorethyl)amino]phenyl]butyryloxy]acetat
Prgve nr. 5: Olivenolie (kontrol)

AFPRPVNING 2
Antitumorvirkningen blev udfgrt ifglge afprgvning |, men med den

afvigelse, at hvert af de aktive ingredienser blev indgivet ved intra-
peritoneal injektion i form af en dispersion af ingredienset i Polysolvate
80 (emulgeringsmiddel). Resultaterne blev som fgiger:

Chlorambucil 3-hydroxy-1,3,5(10)-gstratrien-17p-[4-
[p~[bis(2-chlorethyl)amino]phenyl!]buty-
ryloxy]acetat

Dosis (mg/kg) 5 0,5 5
% inhiberings-

virkning 30 91 97
Akut toxicitets

test l_D50 20 1000<

AFPROVNING 3:
Bindingsfunktion for 3-hydroxy-1,3,5(10)-gstratrien-17p-[4-[p-[bis-
(2-chlorethyl)amino]phenyl]butyryloxylacetat til gstrogensensitive celler.’

@stradiol meerket med tritium (3H) blev inkuberet med uterus fra
kanin til binding af det, og derpd blev prgven tilsat til systemet til
bestemmelse af den mengde fri 3H-¢str‘adio|, som blev erstattet af den
tilsatte gstradiol. Resultaterne er vist pd tegningen. Det blev konstate-
ret, at meengden af 3H-¢stradiol forggedes som det samme med gstradiol
selv. Dette forhold viser, at prgven har bindingsfunktion til gstrogen-

receptorer.
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SAMMENLIGNENDE AFPR@VNING AF FORBINDELSER FREMSTIL-
LET IFGLGE OPFINDELSEN OG IF@LGE KENDT TEKNIK.

Stykker p§ 2 mm x 2 mm af human brystcancerceller blev implan-
teret subcutant under forbenet p@ hver af 8 nggne mus (BALA/CA-Nu).
Fra 24 timer efter implanteringen blev den aktive substans i en oplgs-
ning af sesamolie indgivet dagligt i en oral dosis i 14 dage. 21 Dage ef-
ter den pabegyndte indgivelse blev tumorerne udskaret og vejet. Den
heemmende virkning p8 tumorvekst blev bestemt ‘ud fra den gennem-
snitlige veegt (A) af udsk3rne tumorer fra 8 mus, som var blevet ind-
givet den aktive substans, og den gennemsnitlige vagt (B) af tumorer

udskiret fra 8 kontrolmus.
Tumorhammende virkning (%) = (1 - ’%) x 100

De opngede resultater er anfgrt i omstdende tabel 1.

Med henblik p& at undersgge bivirkninger blev koncentrationen af
frit chlorambucil og antallet af hvide blodlegemer i blodet bestemt en time
efter den sidste indgivelse.

De til undersggelsen benyttede forbindelser er anfgrt nedenfor og
blev fremstillet ifgige de anfgrte referencer:

Substans nr 1:
17oz-[4-(4-(N,N-bis(z-chlorethyl)amino)phenyl)-butanoyloxyacetoxy]pregn-
~ 4-ene-3,20-dion

fremstillet ifglge DK patentansggning nr. 252/77, eksempel 3, forbin-
delse 2 (USA patent nr. 4.177.269)

Substans _nr 2:

17a- [4—(4-(N,N-bis(2-chlorethyl)amino)phenyl)-butanoyloxyacetoxy]-

6a-methylpregn-4-ene-3,20-dion

fremstillet ifglge DK patentansggning nr. 252/77, eksempel 3, forbin-
delse 16 (USA patent nr. 4.177.269).

Substans nr_3:
17-acetoxy-3-[4-(4-(N,N-bis(2-ch|or‘ethyl)amino)phenyl)-butanoyloxy]-

pr‘egn-S,S-dien-ZO—on
fremstillet ifglge DK patentansggning nr. 719/77, eksempel 1, forbin-
delse 1 (USA patent nr. 4.150.126.

Substans nr 4:

chlorambucil.
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Substans nr 5:
3-benzoyloxy-1,3,5(10)-estratrien-17p-[4-{p-(bis(2-chlorethyl)amino)-
phenyl3}butanoyloxyJacetat

fremstillet ifglge nerveerende opfindelse.

Substans nr 6:
3~acetoxy-1,3,5(10)-estratrien-178-[4-{p~(bis-chlorethyl)amino)-
phenyl}butanoyloxy]acetat

fremstillet ifglge naervarende opfindelse.
Substans nr 7:
3-propionyloxy-1,3,5(10)~estratrien-17p-[4- {p-(bis~chlorethyl)amino)-

phenyl}butanoyloxy]acetat
fremstillet ifglge narvaerende opfindelse.

Bemeerkning til tabellen:

1) CBL:
Koncentrationen af alkaleringsmiddel i blodet 1 time efter sidste
indgivelse 14 dage efter p3begyndelsen af indgivelsen.

2) WBC:
Antallet af hvide blodlegemer i blodet efter sidste indgivelse den
14. dag efter pabegyndelsen af indgivelsen.

3) Terapeutisk index beregnet ud fra fglgende data:
LD., = 50% reduktion af antallet af hvide blodlegemer og

ED

50

90 = 90% inhibering (hemning) af cancercellerne.

4) 1R:
Inhiberingsforhold (haemningsforhold)

5) Procentvis formindskelse af antallet af hvide blodlegemer.

Det ses af de opndede resultater i nedenst8ende tabel 3, at dels er
forbindelserne fremstillet ifglge neaerverende ansggning langt mindre
toksiske end de kendte forbindelser, jvf. sgjle 2 og 3 i tabellen, og
dels er den kurative virkning af forbindelserne fremstillet ifglge neer-
varende ansggning for samme daglige dosisstgrrelse vasentlig bedre end
den af de kendte forbindelser. Kombinationen af disse to effekter be-
virker, at der med forbindelserne fremstillet ifglge naervarende ansgg-
ning kan opnds en 100% kurativ virkning, hvilket, som det ses, ikke er

tilfeeldet med nogen af de kendte forbindelser.
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Tabel 3 -
Hamningsvirkning og bivirkninger
- R )
Dosis 1 2) WBC Cancer| IR Terapeutisk [Refe-
Sub=| (mg/kg) | cBL _g (cell/mm?®) [(mm®) [(%) |index rence
stans (x 10 ° g/mi) (WBC
LD5/EDgp)
Kon- | 0,5%
Methyl-
trol |cellulose 0 7990 2800 0 0
5,0
>) DK pat
6,25 360 3920(-51%) | 1850 | 33,9 pat.
1| 12,5 | 600 2900(-64%) | 1021 | 63,5 0,25 ans. ot
252/77
25,0 1020 2010(-75%) 280 | 90,0 52/
100,0 dgde - -
6,25 350 4000(-50%) | 1900 ! 32,1 DK pat.
2 | 12,5 520 2900(-64%) | 810 | 71,1 0,25 ans.nr.
25,0 1050 2250(-72%) | 290 | 89,7 252/77
100,0 dgde - - -
6,25 380 4000(-50%) | 2000 | 28,6 K oat
at.
3| 12,5 630 2300 1100 | 60,7 0,25 anspnr
25,0 | 1100 2100 275 | 90,2 . 9}77'
100,0 dgde - - -
0,5 530 4000(-50%) | 1460 | 47,9 chlor-
4| 2,5 700 2000(-75%) | 307 | 89,0 0,2 mbucil
12,5 dgde - - -
6,25 1,9 7900(-1%) 500 | 82,1 Ifplge
5 | 12,5 5,0 7700(~4%) 290 | 90,0 a9< opEin-
25,0 9,3 7800(-2%) 0 | 100,0 delsen
100,0 53,0 7400(7,43%) 0 | 100,0
6,25 2,3 7750(3%) | 490 | 82,5 Ifglge
12,5 10,1 7760(2,9%) | 300 | 89,3 opfin-
6 | 95,0 20,3 7700(3,6%) | 0 | 100,0 32< delsen
|100,0 101,5 7350(8, 0%) 0 |100,0
6,25 | 3,9 H700(3,6%) | 510 | 81,8 Ifglge
;| 12,5 12,1 7700(3,6%) | 313 88,8 [ 4, opfin-
25,0 25,9 7650(4, 3%) 0 |100,0 delsen
100,0 112,7 7400(7,4%) 0 100,0
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Patentkrav.

Analogifremgangsmade til fremstilling af chlorambucilderivater med
den almene formel:

0

0
. /o
OC(CH2)nOCCHZCHZCH2—<i:>}.NK\
C o

hvor R betégner et hydrogenatom eller en acylgruppe med 1-7 carbon-

RO

atomer, og ner Teller 2, kendetegnet ved,
1) at hydroxylgruppen i 17-stillingen af gstradiol med formlen:

OH

(In

H'O

omsattes i et oplgsningsmiddel med en forbindelse udvalgt fra gruppen
af forbindelser, der har formlen:

X(CHz)nCOOH eller

X(CHa)nCOX
hvor n er 1 eller 2, og X er et halogenatom, hvorefter den herved
dannede gstradiolforbindelse i et oplgsningsmiddel omsattes med car-

boxylgruppen i chlorambucil med formlen:
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CHZCHZCl
eller et metalsalt heraf til dannelse af forbindelsen:

CH,CH,Cl1

0 0

| /S0,
0

C(cH,) nOCCHZCH2CH2—©—N\

HSC CHZCHZCl

(IV)

hvori hydroxylgruppen i 3-stillingen af gstradioldelen af forbindelsen
(1V) i et oplgsningsmiddel derefter evt. acyleres med et syreanhydrid
R-0-R eller et syrehalogenid R-X, hvori R betegner en acylgruppe med
1-7 carbonatomer og X betegner et halogenatom til dannelse af forbin-

delsen:

0 0
” ” /CH2CH201
oC
(CH,) OCCH,CH 2CH2—©_.N\
HqC CH,CH,C1
_ 4]

RO
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hvori R betegner en acylgruppe med 1-7 carbonatomer, og at forbin-
delsen IV eller V isoleres, eller

2) at hydroxylgruppen i 17-stillingen af acyleret gstradiol med den

almene formel:
oH

(VI)

RO

hvori R betegner en acylgruppe med 1-7 carbonatomer, i et oplgsnings-
middel omsattes med en forbindelse udvalgt fra gruppen af forbin-
delser, der har formlen:

X(CHZ)nCOOH eller

X(CHz)nCOX
hvor n er 1 eller 2, og X er et halogenatom, hvorefter den herved
dannede ¢stradiolforbindelse i et oplgsningsmiddel omszttes med car-
boxylgruppen i chlorambucil med formlen (l11) eller et metalsalt heraf til
dannelse af forbindelsen (V), hvori R betegner en acylgr‘uppe med 1-7
carbonatomer, og at forbindelse V isoleres, eller .

3) at carboxylgruppen i chlorambucil med formlen (li1) eller et
metalsalt heraf i et oplgsningsmiddel omszttes med en forbindelse ud-
valgt fra gruppen af forbindelser, der har formlen:

X(CHZ)nCOOH eller

X(CHZ)nCOX
hvor n er 1 eller 2, og X er et halogenatom, hvorefter den herved
dannede halogenforbindelse i et oplgsningsmiddel omsattes med hydroxyl-
gruppen i 17-stillingen af:

a) gstradiol med formlen (I1) til dannelse af forbindelsen
med formlen (1V), hvori hydroxylgruppen i 3-stilingen af gstradioldelen
i et oplgsningsmiddel derefter evt. acyleres med et syreanhydrid R-O-R
eller et syrehalogenid R-X, hvori R betegner en acylgruppe med 1-7
carbonatomer og X betegner et halogenatom til dannelse af forbindelsen
(V), hvori R betegner en acylgruppe med 1-7 carbonatomer, eller
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b) acyleret gstradiol med den almene formel (V1), hvori R
betegner en acylgruppe med 1-7 carbonatomer til dannelse af forbin-
delsen med formlen (V), hvori R betegner en acylgruppe med 1-7
carbonatomer, og at forbindelsen |V eller V dannet ifglge a) eller V

dannet ifglge b) isoleres.

Fremdragne publikationer:
DK ansggninger nr. 252/77, 719/77.
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