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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von neuen Mitomycin-Analoga, welche eine
Disulfidgruppe enthalten. Diese Verbindungen sind Mitomycin A-Analoga, in welchen die 7-Alkoxygruppe
einen organischen Substituenten trégt, welcher eine Disulfidgruppe umfaBt. Mitomycin A ist ein wertvolles
Antibiotikum und die 7-0-substituierten Mitosan-Analoga hievon haben dhnliche Brauchbarkeit.

Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Herstellung von neuen Verbindungen der allgemeinen
Formel

o éa.‘,ogmaz

3 -Alkl-ss-(’CH)‘\, 2
(1)
-H
C:H3
oder
4 PN
RT-8S-1y )~
(IIT )
/

CE

in welchen Formeln

Alk; eine geradkettige Alkylengruppe darstellt, die 1 bis 3 Kohlenstoffatome enthalt, wenn R® mit einem
Kohlenstoffatom an sie gebunden ist, und die 2 Kohlenstoffaiome enthlt, wenn R® mit einem Sauerstoff-
oder Stickstoffatom an sie gebunden ist und R® und -SS- in diesem Falle jeweils an verschiedene
Kohlenstoffatome gebunden sind,

R3 Carboxy, Alkanoyloxy mit 2 Kohlenstoffatomen, Alkylamino oder Dialkylamino mit 2 Kohlenstoffato-
men, 1,2-Dihydroxy#thyl, 1-Carboxyaminomethy! oder 1-Methylimidazol-2-yl darstellt und

R* Phenyl oder mono- oder di-substituieries Phenyl darstellt, wobei der (die) Substituent(en) eine oder
zwei Niederalkoxy, Amino-, Carboxy- und Nitrogruppen bedeutet (bedeuten) oder R* den Pyridyl- oder den
Glutathionylrest darstelit, oder eines nichttoxischen, pharmazeutisch zuldssigen Salzes hievon.

Der systematische Name fiir Mitomycin A gem&B8 Chemical Abstracts auf der Basis einer neueren
Korrektur [Shirhata et al., J. Am. Chem. Soc., 105, 7199 (1983)] ist:

[1aS-(1a8.88.8ax,8b8)}-8-[((Aminocarbonyl)oxy)methyl]-6,8a-dimethoxy-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-5-
methylazirino[2',3',3,4,]pyrrolo[1,2-alindol -4,7-dion
gemiB welchem das Azirinopyrrol&ndol-Ringsystem wie folgt beziffert wird:
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Ein Trivialsystem der Nomenklatur, weiches in der Mitomycin-Literatur weitverbreitete Anwendung gefunden
hat, identifiziert das vorhergehende Ringsystem einschlielich einiger charakteristischen Substituenten des
Mitomycins als Mitosan.

10

Mitosan

GemdB diesem System ist Mitomycin A 7,9a-Dimethoxymitosan und Mitomycin C ist 7-Amino-9a-
methoxymitosan. Was die stereochemische Konfiguration der erfindungsgem@B hergesteliten Verbindungen
betrifft, ist beabsichtigt, wenn sie durch den Stammnamen "Mitosan" oder durch Sirukiurformeln identifiziert
werden, ihre stereochemische Konfiguration als die gleiche wie jene von Mitomycin A oder C zu identifizie-
ren.

0] o Hz OCONH2

Mitomycin A R=Rl=OC33

Mitomycin C R=NH, R,=OCH,

Mitomycin C ist ein Antibiotikum, welches durch G&rung erzeugt wird und welches derzeit unter
Priifung durch die Food and Drug Administration bei der Therapie von verbreiteten Adenocarcinomen des
Magens oder der Bauchspeicheldriise in erprobten Kombinationen mit anderen bewihrten chemotherapeuti-
schen Mitteln und zur lindernden Behandlung, wenn andere Heilmitiel versagt haben, vertrieben wird-
(Mutamycin® Bristol Laboratories, Syracuse, New York 13221, Physicians' Desk Reference 37.Ausgabe,
1983, S. 747 und 748). Mitomycin C und seine Herstellung durch G&rung ist der Gegenstand der US-PS 3
660 578.

Die Strukturen der Mitomycine A, B und C und von Porfiromycin wurden zuerst durch J. S. Webb et al.
der Lederle Laboratories Division American Cyanamid Company, J. Am. Chem. Soc., 84, 3185-3187 (1962),
verbffentlicht. Eine der bei dieser Strukturstudie verwendeten chemischen Umwandlungen zu dem verwand-
ten Mitomycin A und Mitomycin C war die Uberflihrung des ersteren, 7,9a-Dimenthoxymitosan, durch
Umsetzung mit Ammoniak in das letztere, 7-Amino-8a-methoxymitosan. Die Verdréingung der 7-Methoxy-
gruppe des Mitomycin A hat erwiesen, daB sie bei der Herstellung von Antitumor-wirksamen Derivaten von
Mitomycin C eine Reaktion von betrdchtlichem Interesse darstellt. Kirzlich wurde gezeigt, daB die
stereochemischen Konfigurationen der Stellungen 1, 1a, 8a und 8b wie oben in Hinsicht auf die Chemical
Abstracts-Nomenklatur sind [Shirhata et al., J. Am. Chem. Soc., 105, 7199-7200 (1983)]. Die &ltere Literatur
bezieht sich auf das Enantiomere.

Die folgenden Literaturstellen und Patentschrifien handeln u.a. von der Umwandlung von Mitomycin A in
ein 7-substituiertes Amino-Mitomycin C-Derivat mit Antitumor-Wirksamkeit. Das Ziel der Forschung bestand



10

20

25

30

35

50

55

AT 400332 B

darin, Derivate herzustellen, welche wirksamer, und insbesondere, welche weniger toxisch sind als Mitomy-
cin C:

Matsui et al., J. Antibiotics, XXI, 189-198 (1968);

Konishita et al., J. Med. Chem., 14, 103-109 (1971);

lyengar et al., J. Med. Chem., 24, 975-981 (1981);

lyengar, Sami, Remers and Bradner, Abstracis of Papers, 183rd Annual Meeting of the American
Chemical Society, Las Vegas, Nevada, March 1982, Absiract No. MEDI 72;

Cosulich et al., US-PS 3,332,944,

Matsui et al., US-PS 3,420,846,

Matsui et al., US-PS 3,450,705,

Matsui et al., US-PS 3,514,452,

Nakano et al., US-PS 4,231,936,

Remers, US-PS 4,268,676

Die folgenden Patentschrifien behandeln die Herstellung von 7-substituierten Amino-mitomycin C-
Derivaten, bei welchen der Substituent eine Disulfidbindung umfaBt.

Kono et al., EU-PS 116.208 (1984),

Vyas et al., GB-PS 2.140.799 (1984).
7-Alkoxy-substituierte Mitosane, die strukturell mit Mitomycin A verwandt sind, werden als geeignete
Antibiotika mit Wirksamkeit bei experimentellen Tiertumoren in einem Artikel von Urakawa et al., J.
Antibiotics, 33, 804-809 (1980), beschrieben.

Mitomycin C ist das haupiséchliche Mitomycin, das durch G&rung erzeugt wird, und liegt in im Handel
erhiltlicher Form vor. Die gegenwirtige Technologie fiir die Uberflihrung von Mitomycin C in Mitomycin A

-leidet unter einer Anzahl von Mingeln. Die Hydrolyse von Mitomycin C in das entsprechende 7-Hydroxy-

9a-methoxymitosan und sodann die Methylierung dieser Substanz bendtigt Diazomethan, eine beim
Hantieren in industriellem MaBstab sehr gefdhrlichen Substanz, und das 7-Hydroxy-Zwischenprodukt ist
sehr unstabil [Matsui et al., J. Antibiotics, XXI, 189-198 (1968)]. Ein Versuch, diese Schwierigkeiten zu
vermeiden, umfaBt die Verwendung von 7-Acyloxymitosanen (Kyowa Hakko Kogyo KK Japanese Patent No.
J5 6073-085, Farmdoc No. 56 227 D/31). Die Alkoholyse von Mitomycin C, wie sie von Urakawa et al. in J.
Antibiotics, 33, 804-809 (1980) beschrieben wird, ist durch die Verfligbarkeit und Reaktivitdt der Alkohol-
Ausgangsmaterialien auf die Herstellung von nur speziellen 7-Alkoxy-Strukturtypen begrenzt.

Die erfindungsgemaf hergestellten Verbindungen sind Hemmstoffe flir experimentelle Tumore bei
Tieren. Insbesondere sind die Verbindungen nach Vorschrift 2 und den Beispielen 1 bis 14 neue
Verbindungen. Sie werden in einer Weise, dhnlich wie Mitomycin C, angewendet. Die verwendeten
Dosierungsmengen werden im Verhdlinis zu ihrer Toxizitdt relativ zu der Toxizitdt von Mitomycin C
abgestimmt. In Fallen, in welchen die neue Verbindung weniger toxisch ist, wird eine hShere Dosis
verwendet.

Das erfindungsgeméBe Verfahren zur Herstellung der neuen Verbindungen der Formelin Il und Il ist
dadurch gekennzeichnet. daB man zumindest 1 Aquivalent eines Thiols der aligemeinen Formel R3Alk: SH
oder R*SH mit 1 Aquivalent eines Mitosans der allgemeinen Formel:

{ I2)

in weicher R3, R* und Alk: die oben angegebene Bedeutung haben, gegebenenfalls in Gegenwart von
zumindest 1 Aquivalent einer Base in einem inerten L&sungsmittel bei einer Temperatur von 0°C bis 60°C
umsetzt.

Die als Ausgangsverbindungen verwendeten Disulfid-Mitosane der aligemeinen Formel (1b) werden auf
folgende Weise hergestellt: ein Mitosan der aligemeinen Formel
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wird mit einem Triazen der aligemeinen Formel:

N02

Ar-N=N-NH-(CHy), -SS / N

——s

&

(VI)

(IV)

in welcher Ar der organische Rest eines diazotierbaren aromatischen Amins ist, umgesetzt.

Das oben genannte Triazen (VI) wird seinerseits durch Umsetzung eines Aryldiazoniumsalzes mit dem

entsprechenden Aminodisuliid der Formel

gewonnen.

Das genannte Aminodisulfid kann nach verschiedenen Methoden hergestellt werden. Beispielsweise

HzN-(CH,)Z-ss / \

NO

.

kann es durch Umsetzung des entsprechenden Thiols

mit einem Bunte-Salz der allgemeinen Formel:

NH2(CH2)2SS03Na

(XV)

oder mit einem Sulfenylthiocarbonat der allgemeinen Formel:

hergestellt werden.

2

(XVI)
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Die Umsetzung des Thiols mit dem Sulfenylthiocarbonat ist die Methode von S.J.Brois et al.,
J.Am.Chem. Soc., 82, 7629-7631 (1970). Typischerweise umfaBt dieses priparative Verfahren die Zugabe
des Thiols zu einer methanolischen L&sung des Amino-alkylsulfenylithiocarbonats der aligemeinen Formel
(XVI), wobei man die Reaktion bei einer Temperatur im Bereich von 0° bis 25°C fortschreiten I48t.

Als Beispiele flir ein Triazen der Formel (VI) sind zu nennen:
1-[2-(3-Nitro-2-pyridyldithio)ethyl]-3-(4-methylphenyl)triazen ;
1-[2-(3-Nitro-2-pyridyldithio)ethyl]-3-(4-chlorophenyljtriazen ;

Das erfindungsgem&Be Verfahren bestent in einem Thiolaustauschverfahren, das beispielhaft in dem
folgenden Reaktionsschema dargestellt ist:

Oz 0 cazocxaﬂ ,
7/ N\ SS(CHyY), —O

— o5 +RisE — >
-H
CE4
(s]
(Ib)
o cx.o@zm .
5 i 2 2 o
R™ -SS-{CH) Yy 2
| *
. ' ] .
CE, N H X
{ XVIII )

(1)

Die treibende Kraft hinter der Bildung der Disulfide der aligemeinen Formel (la) ist die Stabilitdt des
Nebenproduktes, nimlich von 3-Nitro-2-mercaptopyridin, welches nur in Form des Thions der aligemeinen
Formel (XVilI) existiert.

Es gibt zwei allgemeine hier beschriebene Syntheseverfahren zur Herstellung von sowohl lipophilen als
auch hydrophilen Mitosanen der aligemeinen Formel i bzw. [l Das allgemeine Verfahren A wird zur
Herstellung von entweder lipophilen oder méBig I5slichen Mitosanen verwendet, wihrend das aligemeine
Verfahren B fiir wasserldsliche Mitosane, welche vorzugsweise in Form von Natriumsalzen oder in
zwitterionischer Form isoliert werden, verwendet wird. Vorzugsweise wird mindestens 1 Aquivalent des
Merkaptans pro Ausgangsmitosan der allgemeinen Formel (lb) verwendet, und die Reakiion kann in
Gegenwart von etwa 1 Aquivalent Base pro Aquivalent Merkaptan durchgefiihrt werden. Bevorzugte Basen
sind die tertidren Amine, z.B. Triethylamin, N-Methylmorpholin, N-Methylpiperidin, Pyridin, 2,6-Lutidin und
die anorganischen Basen, z.B. Natriumbicarbonat, Kaliumcarbonat, Kaliumbicarbonat u.dgl. Geeignete inerte
L&sungsmittel fir die Reaktion des Ausgangsmitosans der allgemeinen Formel (Ib) mit dem Merkaptan sind
die niedrigen Alkanole, Niederalkansdureniederalkylester, niedrige aliphatische Ketone, die cyclischen
aliphatischen Ather, die niedrigen polyhalogenierten aliphatischen Kohlenwasserstoffe und Wasser. Die
organischen L&sungsmittel enthalten bis zu 8 Kohlenstoffatome, jedoch werden jene, die bei Temperaturen
unter 100 ° C sieden, bevorzugt. Speziell bevorzugte L&sungsmittel sind Methylenchlorid, Methanol, Aceton,
Wasser und deren Mischungen. Die Reaktion kann bei der RuckfluBtemperatur der Reaktionsmischung oder
bis zu 60°C durchgefiihrt werden. Es wird bevorzugt, die Reaktion bei Zimmertemperatur oder darunter,
beispielsweise im Bereich von 0°C bis 25° C, durchzuflihren.
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Im folgenden wird eine Liste von reprisentativen Thiolen der allgemeinen Formel R3Alks SH oder R*SH,
welche erfindungsgemaB verwendbar sind, angegeben:
HS(CH2),OR'n = 2; R" =
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It
CCI:I3
BS (CHZ) R
n = 1-3; X = O, NH, NR"; R/R" = H, CH3
HS(CH2),NHR' n = 2; R' = CHs, CH2CHs
HS(CH2),NR'R?n = 2 ; R'/R? = CHj3
NHZ
NHCOCE,CH,CHCO.H
i 2772 2
HS-CHZCH
.conacazcozﬁ

HS-CHz—Cf:H-CH OH

2
O
753
H S,-CHZCH-(?HZOH
HS

ES 7 N\ NH,
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gs</ \

gS 0,8
NE,
ES /
\_ %
I
BS-(Ci,) ;N
CH:),

n=12

Die Brauchbarkeit der Verbindungen der allgemeinen Formel (lI) und (lll) bei den antineoplastischen
therapeutischen Methoden wird durch die Ergebnisse der in vivo-Abschirmverfahren demonstriert, bei
welchen die Verbindungen in variierenden Dosierungsmengen an M3use, in die ein P-388-leukédmischer
oder Bi6-melanomischer Zustand induziert wurde,verabreicht wurden.

Es wird angenommen, daB die erfindungsgemas hergesteliten Verbindungen antibakterielle Wirksamkeit
gegen gram-positive und gram-negative Mikroorganismen in einer Weise besitzen, die jener &hnlich ist, die
flir die natlirlich vorkommenden Mitomycine beobachtet wurden, und sie sind daher auch als therapeutische
Mittel bei der Behandlung von bakieriellen Infektionen bei Mensch und Tier potentiell geeignet.

Wirksamkeit gegen P-388-Murin-Leukdmie:

Tabelle | enthdlt die Ergebnisse von Laboratoriumstests mit CDFi-Mdusen, welchen intraperitoneal ein
Tumor-Impfstoff von 108 Ascites-zellen von P-388-Murin-Leuk&mie implantiert wurde und die mit verschie-
denen Dosen von entweder einer Testverbindung der allgemeinen Formel (I} oder (lil} oder mit Mitomycin
C behandelt wurden. Die Verbindungen wurden durch intraperitoneale Injektion verabreicht. Es wurden
Gruppen zu sechs Miusen fiir jede Dosierungsmenge verwendet, und sie wurden mit einer einzigen Dosis
der Verbindung am Tag nach der Beimpfung behandelt. Eine Gruppe von zehn mit Salzl&sung behandelten
Kontrollmdusen wurde in jede Versuchsreine einbezogen; die mit Mitomycin C behandelten Gruppen
wurden als positive Koniroligruppen einbezogen. Es wurde ein 30 Tage-Protokoll verwendet, wobei die
mittlere Uberlebenszeit in Tagen fir jede Gruppe von Miusen bestimmt wurde und die Anzahl der
Uberlebenden am Ende der 30 Tage-Periode notiert wurde. Die Mduse wurden vor der Behandiung und
wiederum am Tag 6 gewogen. Die Massenénderung wurde als MaB flr die Drogen-Toxizitdt genommen. Es
wurden M3use mit einer Masse von je 20 Gramm verwendet, und ein Massenverlust bis zu etwa 2 Gramm
wurde als nicht UbermiBig angesehen. Die Ergebnisse wurden in Werten % T/C, welches das Verhiltnis
der mittleren Uberlebenszeit der behandelten Gruppe zu der mittleren Uberlebenszeit der mit Salzlésung
behandelten Kontroligruppe mal 100 ist, bestimmt. Die mit Salzidsung behandelten Kontrolltiere starben im
aligemeinen innerhalb von neun Tagen. Die "maximale Wirkung" in der folgenden Tabelle wird als % T/C
ausgedrlickt, und die Dosis, die diese Wirkung ergibt, wird angegeben. Die Werte in Klammern sind die
Werte, die mit Mitomycin C als positive Kontrollprobe in dem gleichen Versuch erhalten wurden. Es kann so
ein MaB der relativen Wirksamkeit der erfindungsgeméB hergestellten Verbindungen zu Mitomycin C
geschiizt werden. Eine minimale Wirkung in Werten von % T/C wird mit 125 angenommen. Die minimale
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wirksame Dosis, die in der folgenden Tabelle angegeben wird, ist jene Dosis, die einen Wert % T/C von

etwa 125 ergibt. Die beiden Werte, die in jedem Fall in der Kolonne mit der "durchschnittlichen

Massendnderung” angegehen werden, sind die durchschnitliche Massendnderung pro Maus bei der

maximalen wirksamen Dosis, bzw. bei der minimalen wirksamen Dosis.
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Wirksamkeit gegen B16-Melanom

Tabelle Il enthdlt die Ergebnisse von Antitumor-Tests unter Verwendung des in M&usen geziichteten B16-
Melanoms. Es wurden BDF;-Miduse verwendet und subkutan mit dem Tumor-Implantat beimpft. Es wurde
ein 60-Tage Protokoll verwendet. Flir jede untersuchte Dosierungsmenge wurden Gruppen zu zehn Méusen
verwendet, und es wurde die mittlere Uberlebenszeit fiir jede Gruppe bestimmt. Kontrolltiere, die in der
gleichen Weise wie die Versuchstiere beimpft und mit dem Injektionstrdger und ohne Droge behandelt
wurden, zeigten eine mittlere Uberlebenszeit von 24 Tagen. Die Uberlebenszeit relativ zu jener der
Kontrolitiere (% T/C) wurde als MaB der Wirksamkeit verwendet, und es wurde die maximale wirksame
Dosis und die minimale wirksame Dosis flir jede Testverbindung bestimmt. Die minimale wirksame Dosis
wurde als jene Dosis definiert, die einen Wert % T/C von 125 aufwies. Fir jede Dosierungsmenge wurden
die Versuchstiere mit der Testverbindung an den Tagen 1, 5 und 9 intravends behandelt.

TABELLE !i
B16 Melanom
Verbindung nach Maximal wirksame Minimal wirksame | Durchschnitt Massengnderung?
% T/C Dosis’ Dosis'
Beispiel 8 167(112)3 1.6(3)° <0.4 -0.9; +14
>214(145) 2.4(3) <1.6 -2.4;-19
Beispiel 6 152(145) 1.8(3) <1.6 -0.6; -0.6

1. mg/kg K&rpermasse
2. Durchschnittiiche Gramm pro Tag flir jede maximale und minimale wirksame Dosis
3. Werte in Klammer gelten fiir im gleichen Versuch untersuchtes Mitomycin C.

Zur Hemmung von Tumoren bei S3ugetieren werden die erfindungsgeméB hergestellien Verbindungen
an ein Siugetier, das einen Tumor aufweist, in einer im wesentlichen nicht-toxischen Antitumor-wirksamen
Dosis systemisch verabreicht.

Die erfindungsgemiB hergestellien Verbindungen sind hauptséchlich zur Verwendung durch Injektion in
der gleichen Weise fiir einige der gleichen Zwecke wie Mitomycin C bestimmt. Es k&nnen etwas gr&Bere
oder kleinere Dosen je nach der jeweiligen Tumor-Empfindlichkeit verwendet werden. Sie werden leicht in
Form von trockenen pharmazeutischen Mitteln, die Verdtinnungsmittel, Puffer, Stabilisatoren, Solubilisatoren
und Bestandteile, die zur pharmazeutischen Gepflegiheit beitragen, verteilt. Diese Mittel werden sodann mit
einem injizierbaren flissigen Medium unvorbereitet knapp vor Gebrauch rekonstituiert. Geeignete injizierba-
re Fliissigkeiten umfassen Wasser, isotonische Salzidsung u.dgl.

Die Erfindung wird durch die spéter angegebenen Beispiele ndher erldutert. In diesen Beispielen und
den vorstehend beschriebenen Verfahren zur Herstellung du Ausgangsverbindungen werden alle Tempera-
turen in °C angegeben, und die Schmelzpunkie sind nicht korrigiert. Die kernmagnetischen Protonen-
Resonanzspekiren wurden auf einem Varian XL100, Joel FX-90~ oder Bruker WM 360 Spektrometer in
entweder Pyridin-ds oder D,O wie angegeben bestimmt. Wenn Pyridin-ds als L&sungsmittel verwendet
wird, wird die Pyridin-Resonanz bei § = 8,57 als inneres Bezugssystem verwendet, wéhrend mit D20 als
Lésungsmittel TSP als inneres Bezugssystem verwendet wird. Chemische Verschiebungen werden in 8-
Einheiten und Kupplungskonstanten in Hertz angegeben. Aufspaltungsbilder werden wie folgt bezeichnet: s,
Singlett; d, Dublett; t, Triplett; g, Quartett; m, Multiplett; bs, breiten Signal; dd, Dublett von Dubletf; dt,
Dublet von Triplett. Infrarot-Spekiren werden entweder auf einem Beckman Model 4240 Spektrometer oder
einen Nicolet 5DX FT-IR Spektrometer bestimmt und in reziproken Centimetern angegeben. Ultraviolett
(UV)-Spektren werden entweder auf einem Cary Model 290-Spekirometer oder einen Hewlett Packard 8450-
Spektrometer, das mit einem Multidioden-Felddetektor ausgestaitet ist, bestimmt. Dinnschichtchromatogra-
phie (TLC) wird auf 0,25mm Analtech Silikage! GF Platie durchgefiihrt. Flash-Chromatographie wird mit
entweder Woelm-neutralem Aluminiumoxyd (DCC-Grad) oder Woelm-Silikagel (32-63 1.m) und den angege-
benen Ldsungsmitteln durchgefiihrt. Alle Eindampfvorgdnge wurden unter vermindertem Druck und unter-
halb von 40 ° C durchgeflihrt.

Im folgenden werden Herstellungsverfahren fiir die Ausgangsverbindungen bzw. eines Triazens zur
Herstellung derselben angegeben:

10
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Vorschrift 1:
1-[2-(3-Nitro-2-pyridyldithio)ethy!}-3-(4-methylphenyl)-triazen

50,2 g (0,47 Mol) p-Toluidin werden in einen 2 Liter-Kolben, der mit einem Tropfirichter von 200 ml und
einem wirksamen Ruhrer ausgestattet ist, gegeben, und der Kolben wird in ein Eis-Salz-Bad bei etwa -10°C
eingetaucht. Eine L&sung von 46,8 g (0,55 Mol) Kaliumnitrit in 150 ml Wasser wird in den Tropftrichter
gegeben, und eine Mischung von 250 g zerkleinertem Eis und 140 ml konz. Salzsdure wird unter Rihren zu
dem p-Toluidin gegeben. Die Kaliumnitritldsung wird unter stdndigem Rihren innerhalb von 1 bis 2
Stunden langsam zugesetzt, bis ein positiver Stérke-Kaliumjodid-Test erhalten wird. Die einzelnen Tests mit
Stérke-Kaliumjodid-Papier sollen 1 - 2 min, nachdem die Zugabe von Kaliumnitrit beendet wurde, durchge-
fuhrt werden.

Die Mischung wird eine weitere Stunde gerlihrt, um die Reaktion des gesamten Toluidins zu gewéhrlei-
sten.

Sodann wird die L&sung von p-Toluol-diazoniumchiorid mit kaltem, konz. wisserigem Natriumcarbonat
auf einen pH-Wert von 6,8 - 7,2 bei 0° C gebracht, worauf die Lésung eine rote bis orange Farbe annimmt
und eine kleine Menge von rotem Material sich absetzt.

21,15 mMol des Diazoniumsalzes in 45 ml L&sung werden in einen Tropftrichter eingebracht, der mit
einem Dreihalsrundkolben mit 250 ml Inhalt verbunden ist, in welchen 5,34 g (20,0 mMol) 2-(3-Nitro-2-
pyridyldithio)-ethylamin, 7 g Natriumcarbonat und 150 mi Dioxan in der angegebenen Reihenfolge eingege-
ben worden waren. Es werden 6 ml gesittigte wésserige Natriumcarbonatidsung und 10 g Eis in den
Kolben gegeben. Der Kolben wird in einem Eisbad abgeschreckt und der Inhalt wird mechanisch gerihrt.
Sodann wird die Diazoniumsalziosung innerhalb einer Stunde tropfenweise aus dem Tropfirichter hinzuge-
fligt. Wenn die Zugabe beendet ist, wird das Reaktionsgemisch auf Zimmertemperatur anwirmen gelassen
und sodann dreimal mit je 400 ml Ather extrahiert. Trocknen und Eindampfen der Extrakte ergibt das
gewiinschte Produkt, welches durch Chromatographie unter Verwendung einer mit Aluminiumoxid geflillten
Sdule mit einem Durchmesser von 2,54 cm und einer Lange von 25,4 cm und unter Verwendung von
Hexan:Methylenchlorid (4:1); Hexan:Methylenchlorid (3:2); Hexan:Methylenchlorid (1:4); und schlieBlich
Methylenchlorid, das 1% Methanol enthilt, zur Entwickiung und Eluierung der Sdule gereinigt wird. Die
entsprechenden Fraktionen (identifiziert durch TLC) werden vereinigt und eingedampft, wobei 2,5 g der
Titelverbindung erhalten werden, die ohne weitere Aufarbeitung in der ndchsten Verfahrenstufe eingesetzt
werden.

Vorschrift 2:
9a-Methoxy-7-[2-(3-nitro-2-pyridyldithio)ethoxy Jmitosan

580 mg (1,73 mMol) 7-Hydroxy-9a-methoxymitosan, werden in einen Rundkolben gegeben und in 60 m!
Methylenchlorid geldst. Das vorstehend genannte Triazen, etwa 2,5 g (5,7 mMol) wird zu der Ldsung in
dem Kolben gegeben. und die Mischung wird 14 Stunden bei 5°C und sodann 8 Stunden bei Zimmertem-
peratur geriihrt. Das Fortschreiten der Reaktion wird durch Silikagel- TLC unter Verwendung von Methylen-
chlorid:Methanol (9:1) Gberwacht. Die Reaktion wird weitere 26 Stunden bei Zimmertemperatur gehalten und
sodann durch SZulenchromatographie auf einer Sdule von 0,85 cm Breite und 30,58 cm Lange, die mit
Aluminiumoxid gefGlit ist. aufgearbeitet. Die zur Entwicklung und zur Eluierung nacheinander verwendeten
L8sungsmittel sind jeweils 200 ml Anteile von Methylenchlorid; 0,5% Methanol in Methylenchlorid; 1,0%
Methanol in Methylenchiord: 1,5% Methanol in Methylenchlorid; 2% Methanol in Methylenchlorid; und 4%
Methanol in Methylenchiorid. Die entsprechenden Fraktionen werden vereinigt und eingedampft, wobei die
Titelverbindung, 470 mg. erhalten wird.

Anal. Ber. flir: C22H:3N: O3 Sz: C, 45.65; H, 4.00; N, 11.82 korrigiert fur: 0.5 Mol % von CHzClz):
gefunden: C, 45.74: H. 4.14; N, 11.61.
IR (KBr), ‘max, cm™": 3440-3200, 3060, 2930, 1720, 1570, 1510, 1385, 1335, 1210, 1055.
"H NMR (Pyridin -ds, 8): 1.81(s, 3H), 2.00(bs, 1H), 2.61(bs, 1H), 2.88(bs, 1H), 3.08(s, 3H), 3.20(m, 2H), 3.3¢-
(d, 1H), 3.83(dd, 1H), 4.07(d, 1H), 4.59-4.89(m, 3H), 5.21(dd, 1H), 7.16(dd, 1H), 8.31(dd, 1H), 8.71(dd, 1H).

Beispiele 1-14:

Die 7-Alkoxydithio-9a-methoxymitosane 1-14 der folgenden Tabelle lll werden gem&B den unten
beschriebenen allgemeinen Verfahren A oder B hergestellt. Die physikalischen Daten flir die Mitosanverbin-
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dungen 1-14 werden in der Tabelle IV angegeben.

Verfahren A : Zu einer von Sauerstoff befreiten L&sung von 9a-Methoxy-7-[2-(3-nitro-2-pyridyldithio)-
ethoxy]mitosan (~0,1 mMol) in 3 bis 5 ml Aceton gibt man unter Rihren unter Argon ~1,1 Aquivalente
Tridthylamin und daraufhin tropfenweise oder portionenweise ein Merkaptan®(1 Aquivalent) in 1 bis 2 mi
Aceton. Bei-den meisten Reaktionen®wird das Forischreiten der Reaktion durch Diinnschichtchromatogra-
phie auf Silikage! liberwacht (10% CHzOH in CH2Cl2).

a) In Fillen, in welchen das Ausgangs-Markaptan unrein ist, ist > 1 Aquivalent Thiol erforderlich.

b) in Fillen, in welchen das Ausgangsmitosan und das Produkt sehr nahe Ri-Werte auf TLC aufweisen, wird eine
Uberwachung durch Hochdruck-Fliissigchromatographie (HPLC) (uBondapak-C.;-S8ule) vorgenommen.

12
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Tabelle III
7-Alkoxydithio-%a-methoxymitosane

" RSE + 9a-Methoxy-7-[2-(3-nitro-2 pyridyldithio)-ethoxy Jmitosan

o
)
%7

oder

1w
0
]

Thiol

Beispiel Verfahren
(RSE) ’ Produkt
il
1 Ethyl-2-mercapto=- A R= -'C:I:I.‘_,CH2 OCCE 3
' acetat
2 . 3-Mercapto-1,2- A R=—C32CH {OH) CHZOH
propandiol
3 3-Mercaptopropion~ B R=-CH,CH 2C00°Na+
sdure
4 Cystein B R=~CH,CH (NB ") CO0”
5 Thiophenol A R = @
€ p-Nitro thiophenol A R = @Noz
7 p-Methoxythiophenol A R = / ._.\/ ocH,
8 p-Aninothiophenol 2 R = -<i::j>—nnz
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TABELLE IT1I{Fortsetzung)

Beispiel Thiol
{RSH) Verfa_hren Produkt
coo Na”*
9 2-Mercaptobenzoe- B R= @
sdure
10 2-Nitro~5-mercapto- B R = N02
benzoesdure :
Co0 Na+
1 4-Mercaptopyridin A R = / \N
N
12 2~-Mercaptomethyl-l- A R = -CH, 4 ]
methylimidazol N
{
CH3
NE
12 . 4
!liHCOCHZCHzCECOO Xa
3 Glutathion B R=-CH.CE
} - .
CONHCE,CO0 Na™
b7} Dimethylamin- B R=-CHZCHZN (CH3 ) 5
ethanthiol

Die Vollstdndigkeit der Reaktion wird durch das Verschwinden des dem Ausgangsmaterial entsprechenden
Flecks und das Aufireten des Flecks des Produkts angezeigt. An dieser Stelle wird das Reaktionsgemisch
unter vermindertem Druck (bei ~30°C) eingeengt und der Riickstand wird auf einer mit einer Woelm-
neutralen Aluminiumoxid-Aufschidammung gefiillien Sdule (1/4 Zoll x 10 Zoll) mit 2-5 % CHzOH in CH2Clz
chromatographiert. Dieses verfahren trennt das gewlinschte Mitosan-Produkt von dem Pyridylthion-Neben-
produkt, welches auf der Sule zurlickgehalten wird. Das so unter Verwendung von 2-5 % CH3;OH in
CH.Cl» eluierte Produkt wird durch Flash-Silikagel-Chromatographie unter Verwendung von 5 - 7 % CHszOH
in CH,Cl, als Eluierungsldsungsmitiel weiter sorgfiltig gereinigt. Das Hauptband, das dem Produkt
entspricht, wird isoliert, und das amorphe 7-Alkoxydithio-9a-methoxy-mitosan wird charakterisiert.

Verfahren B: Zu einer L8sung von etwa 0,1 mMol des 9a-Methoxy-7-[2-(3-nitro-2-pyridyldithio)ethoxy]-
mitosans in 2-5 % Aceton®in 10 mi Methanol gibt man etwa 6 Tropfen einer geséttigten wésserigen
NaHCO3-Ldsung®und darauthin 1 Aquivalent Merkaptan 1 m! Methanol®. Das Forischreiten der Reaktion
wird durch TLC (Silikagel, 10 % CH3OH in CHzClz2) Uberwacht. Nach Vervolistédndigung der Reaktion wird
das Reaktionsgemisch mit 15 ml Wasser verdiinnt und unter vermindertem Druck bei etwa 30 °C auf etwa
10 mi eingeengt. Die erhaltene LOsung wird auf einer Umkehrphasen-6-18-Sdule unter stufenweise
ansteigender Eluierung (100 %9H20 bis 80 % CHsOH in H20) chromatographiert. Das Produkt, das als

14
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hauptsichliches rotes Band eluiert wird, wird gesammelt und eingeengt, wobei das 7-Alkoxydithio-9a-
methoxymitosan in Form eines amorphen Feststoffes erhalten wird. Wenn weitere Reinigung erforderlich ist,

10
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35
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50

wird die obige Chromatographiestufe wiederholt.

a) Es kann auch Methyienchlorid verwendet werden, jedoch wird Aceton bevorzugt.

b) In dem Falle, in welchen das Merkaptan L-Cystein ist, wird diese Base nicht verwendet.

¢) Es wird Wasser verwendet, wenn das Ausgangs-Thiol wasserigslich ist.

d) Die Eluierung mit Wasser trennt das gelbe Pyridyl-thion-Nebenprodukt von dem Produkt, welches in der Sdule
zuriickbleibt.
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Verfahren zur Herstellung einer neuen Verbindung der allgemeinen Formel:

1.
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(1I)

oder

r4-ss-@),-
(11T )

in welchen Formein

Alk: eine geradkettige Alkylengruppe darstellt, die 1 bis 3 Kohlenstoffatome enthilt, wenn R® mit
einem Kohlenstoffatom an sie gebunden ist, und die 2 Kohlenstoffatome enthélt, wenn R mit einem
Sauerstoff- oder Stickstoffatom an sie gebunden ist und R® und -SS- in diesem Falle jeweils an
verschiedene Kohlenstoffatome gebunden sind,

R® Carboxy, Alkanoyloxy mit 2 Kohlenstoffatomen, Alkylamino oder Dialkylamino mit 2 Kohlenstoff-
atomen, 1,2-Dihydroxyathyl, 1-Carboxyaminomethyl oder 1-Methylimidazol-2-y! darstellt und

R* Phenyl oder mono- oder di-substituiertes Pheny! darstellt, wobei der (die) Substituent(en) eine
oder zwei Niederalkoxy, Amino-, Carboxy- und Nitrogruppen bedeutet (bedeuten), oder R* den Pyridyl-
oder den Glutathionyirest darstellt,
oder eines nichttoxischen, pharmazeutisch zuldssigen Salzes hievon, dadurch gekennzeichnet, daB
man zumindest 1 Aquivalent eines Thiols der allgemeinen Formel R2Alk:SH oder R*SH mit 1
Aquivalent eines Mitosans der allgemeinen Formel:

NO,
0 INH
/ \ CH,OCNH,
SS~{H;), =0 :
~€Ha,, O (1)
CH -H

3

in welcher R%, R* und Alk; die oben angegebene Bedeuiung haben, gegebenenfalls in Gegenwart von
zumindest 1 Aquivalent einer Base in einem inerten Lsungsmittel bei einer Temperatur von 0°C bis
60 ° C umsetzt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man 1 Aquivalent der Base bei der
Reaktion einsetzt.
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3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als Reaktionsmedium ein Niederalka-
nol, einen Niederalkansdure-niederalkylester, ein niedriges aliphatisches Keton, einen cyclischen alipha-
tischen Ather oder einen niedrigen polyhalogenierten aliphatischen Kohlenwasserstoff mit bis zu 8
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Kohlenstoffatomen oder Wasser einsetzt.
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