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Fullmekfig~ Bryns Patentkohtor A/S
N Analoglfremgangsmate for fremstllllng av nye. terapeutlsk v1rksomme

' adeninpreparater.

Forellggende oppflnnelse angér en analoglfremgangsmate for .
fremstllllng av et nytt derlvat av adenin med formelen

(1)

QHz - fH - CH - COOH
OH H ’

samt farmasgytisk akseptable salter av denne forbindelse;
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Man har.nﬁlisolert et nytt hypocholesterolemisk stoff
(i det. etterfolgende betegnet "lentinacin") fra en spiselig éopp
“Shiitakeﬁ (Lentinus edodes Singer), som rene krystaller og har
funnet at forbindelsens kjemiske struktur er 4h-(9-adenyl)-2(R),3(R)-
dihydroksySm@rsyre (D-erythro;konfigurasjon) ved spektrometri, ned-
brytningsstudier og total syntese, )

Man-fant at lentinacin besto av karbon, hydrogen, oksygen
og ﬁitrogen. Man fant at molekylvekten for lentinacin Var 253 ved
hjelp av masse-spektrometri (hovedtopp ved m/e 253, og mindre
topper ved m/e 236, 218, 208, 178, 174, 148 og 135).

" En elementzranalyse av lentinacin resulterte i folgende:

42,78 % karbon, 4,34 % hydrogen 6g 27,51 % nitrogen.

Man kunne félgelig bestemme lentinacinets empiriske formel

sqm‘C9HllohN5; noe som krever 42,69 % karbon, 4,39 % hydrogen og
27,67 % nitrogen. Lentinacin var negativt overfor alle fargereak-
sjoher av den type som opptrer i forbindelse med sukker, steroid
og alkaloid. Lentinacin har minst én karboksylisk gruppe, fordi den
danner en ester, og lar seg absorbere pi en svak anionisk utbytnings-
harpiks. .Ultraviolett absorstonsspektrum av lentinacin er helt
spesifikt for 9-substituerte adenin-forbindelser (kfr. J.A.C.S. 84,
2148 (1962). '
U.v. maksimum for lentinacin (fri syre)

261,5 pu ( i H,0)

259,5 yu'( i N-HCL1)

262 pu ( i N-NaOH).

Massespektrometri av metylesteren av lentinacin viser

en topp ved et massetall pd 135, noe sbm tilsvarer adenin, N.M.R.—
spektrumet av'natriumsalfet av 1entinacin hadde feolgende signaler:
(100 MH, i D,0) d (ppm) 8,04 (s, 1H), 8,03 (s, 1H), 4,40-4,10 (m, 4H)
som er spesifikke for en forskyvning av protoner ved 2- og 8-stil-
lingene i et 9-substituert adeninékjelett. Ved en syrenedbrytning
av lentinacin fikk man fremstilt glycin og 4-amino-2,3-dihydroksy-
smgrsyre., Dannelsen av glycin ved nedbrytning er meget kjent som
et karakteristisk trekk ved adeniﬁfofbindelsef, og er f.eks. angitt
i Biochimicaet Biophysica Acta 58, 585 (1962)., Den steriske konfi-
gurasjon av Y-amino-2,3-dihydroksy-smersyren oppnadd fra ientinacin
ble bekreftet ved en‘synteée gjennom Q-amino;H-desoksy-Z,3-O-isopro-
pyriden-D-erytroninsyre, som en D-erytro-type (nemlig, 2(R), 3(R)-

konfigurasjon,
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Den kJemlske struktur for lentinacin ble felgelig bekref-
tet som U4-(9-adenyl)- 2(R), 3(R)-dehydroksy-smgrsyre, Omkrystalli-
sert lentinacin fra varmt vann, smelter ved 261 - 263°C under de-
komponering. Hemihydratet av natriumsaltet er fargelese smd blader
som dekomponerer ved 266 - 268°C ( Z_a_7§o =+ 45,5° (¢ =1, i HZO))'

' Den steriske konfigurasjon av lentinacin ble ytterligere
bekreftet som D-erytro-typen ved en tqtal syntese, De fysiske og
kjemiske egenskaﬁer for syntetisert lentinacin falt fullstendig
sammen med de tilsvarende egenskaper for naturlig lentinacin. Videre
kunne man pavise at syntetisk lentinacin hadde en bemerkelsesverdig
hypocholesterolemisk effekt av samme type som man fant i‘naturlig
lentinacin. V

- Lentinacin ble isolert ved & ekstrahere pul&erisert
Lentinps edodes Singer med en vandig opplesning inneholdende ca. 70_%
av en vanlig lavere alkanol, sdsom metanol, etanol, etc,, hvoretter
man fjerner uleselige stoffer fra ekstrakten, adsorberer, hvis det
er nedvendig, hypocholesterolemisk del pa en kationutbytningsharpiks,
sdsom (Dowex 50W, Amberlite IR-120 (u*-form)), for derved 4 fjerne
ikke<=kationiske stoffer som ikke lar seé adsorbere p& nevnte harpiks,
hvoretter man eluerer den adsorberte hypocholesterolemiske del med
en vandig ammoniakkopplesning, adsqrbérer de sure ingredienser i
eluatet pd en svak anionisk utbytningsharpiks, f.eks. (Amberlite IR~
45 (Cl--form)), eluerér den effektive del ut fra nevnte harpiks med
en flyktig syre, sdsom eddiksyré, og fraksjonerer eluatet kromato-
grafisk pa envkationutbytningshérpiks sdsom Amberlite CG-120, hvor-
ved man kan oppsamle den hypodholesterolemiske fraksjon som viser
et absorbsaonsmakslmum pPa ca. 262 7u, hvoretter man kan innvinne
krystalllnsk lentinacin fra denne fraksaon etter avsaltlng P4 en
ioneutbytningsharpiks.

En foretrukken ekstraksjonsm&te er angitt i eksempel 1.

" Ifeige en utferelselav foreliggende opbfinnelse,\kan for-
bindelsen (I) fremstilles syntetisk ved 4 omsette et acetal eller

ketal av 2,3-dihydroksy-~erytronolakton med formelen: -

RC
<y

(11)



l
124836 .

hvor R er den gjenverende del av nevnte acetal eller ketal,

~

R,/C med et metallsalt av adenin i dens 9-stilling, hvorved

man far det tilsvarende derivat, nemlig 4-(9-adenyl)-2,3-dihydroksy-

smersyre med formelen

.Fﬂz
~ I\I\\
X /
(xII)
[
CHZ_EH-CH_COOH
\F'
hvor R\\ har samme betydning som angitt ovenfor, hvoretter

ﬁy/’\\ forbindelsen (III) hydrolysergs til forbindelsen med
formel (I).

Som metallsaltet av adenin, er dei foretrukkel & anvende

—

alkalimetallsalter sdsom natriumsalt, litiumsalt, kaliumsalt, etc.,
som kan fremstilles pd vanlig midte, f,eks. ved 4 omsette adenin med
natriumhydrid, metallisk natrium, natriumhydroksyd, natriumamid, 7
litiumamid, kaliumkarbonat, kaliumhydroksyd etc., i et egnet opp-
iesningsmiddel ved romtemperatur eller uﬁder svak oppvarmning.
Foretrukne ecksempler pd den residuale del av ovennevnte acetal eller
ketal, er etyliden, isopropyliden og benzylidenradikaler,
Kondensasjonsreaksjonen mellom metallsaltet av adeninen
og laktonet (II) ber fortrinnsvis utferes under oppvarmning, hvorved
man fdr fremstilt det tilsvarende metailsélt av forbindelsen med
formel (IIL). Dette metallsalt kan lett omdannes til den tilsvarende
frie syre pa& vanlig mite, f.eks. ved en neytralisasjon eller en be-
handling med en ioneutbytningsharpiks,., Som opplﬂsningsmiddel for
dannelsen av ovennevnte metallsalt og den etterfelgende kondensasjon,
kan man anvende dimetylformamid, dimetylsulfoksyd, dimetylabétamid,
eller blandinger av disse med pyridin eller lignende, -
Den intermedimre  forbindelse (III) eller dets metallsalt

kan s hydrolyseres for & eliminere den beskyttende R~.Q(-gruppe
-

for 2,3-dihydroksygruppene, etter en separdsjon fra R'Y" Yeaksjons-

blandingen eller uten en separasjon, Nevnte hydrolyse kan utferes
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pd vanlig méte,'f; eks ved syrehydrolyse, ved f. ék s. at man tiléetter
en fortynnet mlneralsyre, s&som saltsyre, svovelsyre etc , ved romtem-
peratur eller ved en’ forh¢yet temperatur. o

Den resulterende U4~ (9 adenyl) 2,3= dlhydroksy -smgrsyre xari
1soleres fra reakSJonsblandlngen pa vanllg méte, f. eks ved a absor—
bere det uorganlske salt og det: ggenvarende uomsatte adenln 'p& ioneut-
‘bytnlngsharplks .

Ifglge en annen utf¢relse av forellggende oppfinnelse kan
forblndelsen (I) fremstllles ved. & omsette M—halo—S—n1tro—6fam1no—
pyrimidin med formelen: A ‘ ’ '

(IV)

hvor X er et halogenatom s&som klor, brom eller fluor, med 4-amino-

2,3-dihydroksy-smgrsyre (V), hvorved.man fér U-[(6-amino-5-nitro-4-

pyfimidyl) aminol-2,3- dihydfoksy sm¢rsyre (v1), hvoretter dette redu-

seres for & omdanne nltrogengruppen til en amlnogruppe, hvoretter den

‘resulterende 4-[(5,6-diamino-U- pyrlmldyl)—amlno] 2,3- dlhydrosky sm¢r-z

'syre (VII) ‘underkastes en cykllserlngsreaksgon : )
o .De ovennevnte reaKSJoner kan 111ustreres ved f¢1gende 1lig-

hinger: :

?HZ

‘ NO . .

AN + NH, - CH, - CH FH ~COOH ,

< OH OH- —

(IV) , - (V)

'NH—CHszH—CH-COOH
| o
OH OH
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\NH-CH,~ (|3H CH-COOH—>
CH ~(pH-{H~COOH

bt on B// :
1) \\\\& | OH OH _ .
‘ o _ (1) o (VIII)

hvor X har samme'betydning som angitt ovenfor.

i Den f¢grste kondensasjonsreaksjon mellom forbindelsene (IV)
og (V) utfgres fortrinnsvis i et egnet oppldgsningsmiddel, s&som vann,
tetrahydrofuraﬁ,’acefon, dioksan eller blandinger av disse 1 n&rvar av
'envbase, sdsom natriumbikarbonat, natriumkarbonat eller kaliumkarbonat.
Det ef.fdretrukket a utfgre reaRSJonen ved romtemperatur eller ved en
svakt forh¢yet temperatur. )

. Den fremstllte forbindelse (VI) kan. sd reduseres til forbind-
else (VII) pd vanlig mdte, for & omdanne nitrogruppen til en aminogrup-
pe. Den mest egnede fremgangsmite for dette formil er en‘katalytisk
reduksjon ved & anvende palladium-karbon, Raney-nikkel ellerAlignende
i et opplgsningsmiddel, sdsom vann, metanol eller etanol. Alle disse
fremgangsmdter kan anvendes pa forbindelse (VI) enten den er i form av
en fri-syre eller i form av et sélt, s&som natriumsaltet eller kalium-
saltet. Reaksjonen kan utfgres ved romtemperatur, enten ved atmos-
ferisk trykk eller ved forhgyet trykk. Alternativt kan reduksjonen
av forbindelse (VI) utfgres kjemisk, f. eks. utfgres ved & anvende et
svovelholdig reduksjonsmiddel, f. eks. tiosulfatsalter. '

Den sdledes fremstilte §-1(5,6-diamino-4-pyrimidyl)-amino]-
2,3-dihydroksy-smgrsyre (VII) kan sd anvendes som utgangsforbindelse
for den avsluttende cykliseringsreaksjon med eller uten isolering fra
reaksjonsblandingen. Denne cyklisering kan utfgres pd to méter, nemlig:
1) ved en omsetning med.et tiokarbonatderivat, s&som karbon-disulfid,
tiourinstoff eller ditiokarbonat, nhvorved man f&r fremstilt 4-(8-mer-
kapto—9—adenyl)-2;3—dihydroksy—sh¢rsyre (VIII) fulgt av en vanlig av-
-svovlingsreaksjon,. o
eller o
2) ved en omsetning .med et derivat av.maursyré,-sésom vanlig maursyre,
formamid, eller én blanding av disse, formamidin, ortoformat, tioforma-
mid ete.
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Den ferste type cyklisering 1) utferes fortrinnsvis i et
egnét oppiasningsmiddel, f.eks, dimétylformamid, pyridin, dimétyl-
acetamid et¢. og under oppvarmning. Den etterfelgende»éVs§ovlings-
reaksjén utferes f.eksf ved 4 oppvarme mellomproduktet (VIII) med
. Raney-nikkel i et opplesningsmiddel sd&som vann i et par timer.

Den'sistné?nté‘cfkliseringsmeto&e 2) kan'utferes‘bare ved
é‘oppvarme forbindelsen med maﬁrsYre'eller noen av de ovenfor nevnte
derivater av' demne syre, med eller uten anvendelse av et oppleénings-
middel. ' | _

i visse tilfelle far man fremstilt en mindre mengde av
den 6-substituerte amino-purin-isomere, men denne kan lett utskilles
fra hovedforbindelsen (I) ved kromatografiske metoder, eller ved &
anvende forskjélleh mellom derés leseligheter i vaniige opplesnings-
midler. , |
) De ovennevnte reaksjoner kan anvendes P& de respektive
optiéke isomere av forbindelsene (1IT) og (V) uten racemisering.

Hvis s&ledes 2,3-O—beskyttet;b-erytronolakton 0g l~amino-D-erytro-
2,3-dihydroksy;smarsyre anﬁendes som utgangsforbindelsene (II) og
(V).henhéldsvis, s& far man syntetisk fremstilt fullstendig det
samme stoff som naturllg 1ent1nac1n. Hvis man‘anvendef 2,3-0~be~
skyttet DL-erytronolakton og h—am1no~DL—erytro-2 3= dihydroksy=-
smorsyre som utgangsforbindelsene, (II) og (V), s& oppndr man en
racemisk blandihg inneholdende 50 % av samme stoff som naturlig
1ent1na01n° '

Den siledes fremstilte forbindelse (I) kan ytterllgere
omdannes til stabile ‘og farmasaytlsk akseptable salter, sasom
natrlum kalium, kalsium, magn951um, alumlnlum, hvorav alle beholder
sin- hypocholesterolemlske aktlvltet i like hay grad . som -den frie
syre (I).

Kallumsalt 09 10 5

Sm.p. 261-265°C (dekomp )y 1ett loselig i

0, N K. 1/2H 0, fargelzse plater,
vann, praktlsk talt uleselig i etanol eller
) andre organiske opplasnlngsmldler.
Kalsiumsalts (C9 1004N5)2Ca;H20, fargelose prismer,
Sm,p, over 288 °C, svakt legselige i vann, prak-
tisk taltrulﬂsélige i organiske opplesnings-
midler.
Magnesium- -

salts OuNs) Mg.H,0, krystalllnsk pulver,

(09 10

{
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Sm.p. over BOOOQ, svakt leselig i vann, prak-
tisk talt uleselig i organiske opplesningsmidler,
Den hypocholesterolemiske aktivitet fdr lentinacin ble

fastslatt ved farmakologiske eksperimenter & vere ca, 20 ganger
sterkere enn for Clofibrate (kjemisk navn: etyle2<paraklorfenoksy-
2-metyl-propionat) som hittil har vaert kjent som et av de mest
effektive hypocholesterolemiske midler, Det folgende er et eksem-
pel pd de respektive forbindelsers hypocholesterolemiske og hypo-
triglyceridemiske aktiviteter,

Ek speriment,

Lentinacin ble i form av natriumsaltet tilfert en wvanlig
diet (innfert fra Japen CLEA Company), og hunrotter av Sprague-
Dawley-rasen med en vekt pa 140 - 160 g, ble holdt pd denne diet i
7 degn (hver testgruppe innehoidt 8 rotter).

‘ Etter den eksperimentelle periode ble det totale innhold
av cholesterol og triglycerid i rottenes serum bestemt ved Zak-
metoden og Van-Handel og Zilversmit-metodene, henholdsvis,

Prosent nedgang i totalinnhold av cholesterol og totale
triglycerider i serumet ble beregnet ved folgende formel:

. Midlere innhold av totalt cholesterol}

eller totale triglycerider -i forseks

Senkning % ={1 - gruppen 100

Midlere innhold av total cholesterol

eller totale triglycerider i kontroli

gruppen . ,/
De oppnddde resultater er angitt i tabell 1. ’
_Tabell 1
Tilfegrsel Prosent senkning med Prbsent senkning i
Forbindelser i diet(%) hensyn til totalt totalt serum tri-

serumcholesterol (%) glycerid (%)

Lentinacin (Na-salt S :
hemihydrat 0,01 .26 Lo

" 0,005 20 30
" 0,002 . .15 21
LI 0,001 8 : 19
Clofibrat 0,2 28 62
" : 0,1 21 , 3k

" . 0,05 15 ‘ 31
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Videre har det vist seg at den akutte og kroniske toksi-
-sitet av lentinacin er ekstremt lav. Det viste seg f,eks. at alle
fem mus som oralt eller intravenest ble administrert 1000 mg/kg -
lentinacin overlevet i over. 14 degn. iO rotter som ble administrert
- lentinacin oralt i mengder pa 500 mg/kg pr, degn overlevet alle i
over 1 mdned, og éyv av 10 rotter som ble orélt administrert lenti-
nacin i mengder pd LOOO mg/kg pr. degn overlevet i over en méned,

. Lentinacin og dens farmasgytisk akseptable salter er spe-
sielt fordelaktig for béhandling eller for & hindre de hyperchole-
sterolemiske tilstander som felger arteriosklerose, for. heyt blod-
-trykk, hjerteinfarkt, angina pectoris, cerebromalacia eller lignende.
. De kan brukes i form av orale eller'parenterale preparater sammen
med et farmakologisk akseptabelt barestoff, Den foretrukne daglige
dose ef fra ca, 100 til 300 mg (beregnet i form av den frie syre)'for
voksne pasienter.v Man har ikke kunnet finne. noen ugunstige bivirk-
ninger pd dette dosenivi,

Eksempel 1. _

(l) 1 kg terkede sopphatter, Lentinus edodes Sing. ble
pulverisert, hvorettef 51 80 % vandig etanol ble tilsatt pulveret,
Blandingen ble rert kraftig ved romtemperatur i 4 timer,  Den ble
deretter filtrert, og filtratet fort gjennom en kolonne fylt med

0,4 1 Amberlite IR-120 (H+-form), Etter at kolonnen var vasket

inntil opplesningen ble nzytralt, ble den eluert med 4 % vandig

ammoniakkopplzsning; og eluatet konsentrert, Residuet ble opplest

i vann- og opplesningen fogrt gjennom eh kolonne fylt med 0,4 1

Amberlite IR-45 (CI -form). .Etter 8 ha vasket kolonnen med 2 1

vann, ble den eluert med 2 1 1N-eddiksyre, og eluatet ble konsentrert

til 50 ml. Dette konsentrat ble kromatografert p& en kolonne (3,6 x

150 cm) Amberlite CG-120 wved 50°C. (Opplasningsmiddel: Natriumcitrat-

‘bufferopplesninger ved pH 3,25 og pH 4,25, strﬂﬁningshastighet 480 mi/

time) og man oppsamiet fraksjonene mellom 6.300 og 7.280 mli. Disse

fraksjbner ble adsorbert pd Amberlite IR-120 og eluert med vandig

ammoniakk., -70 % eténbl ble tilsatt det konsentrerte eluat, hvorved

man fikk utkrystallisert 0,495 g aﬁ hemihydratet av natriumsaltet

av lentinacin, nemlig natrium-4-(9-adenyl)-D-erytro-2,3-dihydroksy-

smgrsyre, hemihydrat, som fargelése klare plater som dekomponerte

ved 266 - 268°C etter gientatt omkrystallisasjon fra 70 % vandig

etanql og terking over P205 under redusert trykk wved ca, 4500).
Z-a_7§0 ] +4595o (c =1, i H20).
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Natriumsaltet er lesselig i vann, svakt lgselig i etanol,
ulpselig i kloroform, petroleter eller andre vanlige organiske
opplesningsmidler,

(II) Fra ovennevnte natriumsalt ble f@lgende krystaller
fremstilt pa vanlig mate. '

Den frie syre av lentinacin, smeltepunkt 261—26300 (gtter

omkrystallisasjon fra varmt
A _ >vann, svakt leselig i vann),
Metylester av lentinacin, sm,p, 218 - 22100, fargelesse
ndler (etter omkrystallisasjon
fra metanol).

Hydrokloridet av metylesteren av lentinacin:

Smeltepunkt 193 - 196°C,
fargelose niler (etter om-
krystallisasjon fra etanol-
aceton).

Eksempel 2.

540 mg adenin ble opplest i 60 ml dimetylformamid, og
210 mg oljgaktig (62,5 %)'natriumhydrid ble tilsatt opplesningen,
og det hele rert i 2 timer ved 70°C. - 700 mg 2,3-0-isopropyliden-D-
erytronolakton ble tiisatt blandingen porsjonsvis; og det hele reort
ved 140 ¥ BOC i 15 timer, Deretter ble dimetylformamid fjernet fra
blandingen ved fordampning under redusert trykk, hvorpd 10 ml 10 %
saltsyre ble tilsatt residuet, og hele blandingen ble oppvarmet til
60 - 80°C i lepet av 30 minutter. Etter konsentrasjon av blandingen
under redusert trykk, ble 20 ml vann tilsatt og det hele neytralisert
med 5 % vandig ammoniakk. Opplesningen ble sid fort. gjennom en kolonne
av 50 ml Amberlite IR-120 (H*-form), og kolonnen ble eluert med 5 %
vandig ammoniakk, Oppleosningsmidlet ble fjernet fra eluatet ved for-
dampning under redusert trykk, og en mindre mengde vann bie tilsatt
residuet, og det gjenverende uleselige adenin ble frafiltrert,

En mindre mengde natriumbikarbonat ble tilsatt filtratet, hvoretter
en mindre mengde etanol ble tilsatt for a utkrystallisere urent - ‘
natrium 4-(9-adenyl)-D-erytro-2,3-dihydroksy~butyrat. Etter torking
under oppvarmning 6g under redusert trykk, fikk man 470 mg av et
svakt gulbrunt krystallinsk stoff som dekomponerte ved 225 - 22900.
Krystallene ble renset til fargelpse prismer'som dekomponerte ved

266 + 268°C etter gjentatte omkrystallisasjéner fra 60 %'s vandig

etanol,
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Eksempel 3.

En blanding av 8,1 g adenin, 2,54 g oljeaktig (62,5 %)
natriumhydrid og 250 ml dimetylformamid ble oppvarmet ved 80 =~ 85°C
il,5 time. 7,9 g 2,3-0-~isopropyriden-D~erytronolakton ble tilsatt,
og blandingen oppvarmet under rering ved 140%c : 3°C i 12 timer,
Etter fordampning av opplssningsmidlet, ble residuet opplest i
Lo ml vann, og de gjenverende ulgselige stoffer frafiltrert. Filtrat-
et ble behandlet med Amberlite IR-120 (H'~form) som beskrevet i
eksempel 2, og eluatet konsentrert for derved & f4 utkrystallisert
4-(9-adenyl)-D-erytro-2,3-isopropyriden-dioksy-smsrsyre, som dekom-
poneref ved 170 - 17500.

Krystallene ble opplest i en fortynnet, vandig opplessning
av natriumbikarbonat, og denne opplesning ble s& avfarget, sd negytra-

lisert med 3 % maursyre, hvorved man fikk utfelt 2,0 g av rensede

fargelese prismer av syren, som dekomponerte ved 222 - 22490.
IR. nujol, 3400, 3320, 3180, 1680, 1620, 1230, 1210,
maks. 1450, 1070 cm~ T,
U.V, maks., 263 (i vann),
N.M.R., (DZO, NaOD),

T= 1,89 (s, 1H), 1,95 (s, 1H), 570 (q,2H), 5,15 (m, 2H),
8,40 (s, 2H), 5,15 (m, 2H), 8,40 (s, 3H), 8,65 (s, 3H).

100 mg av krystallene ble oppvarmet med 1 ml 10 % saltsyre
ved 60 - 7000 i'30 minutter., Blandingens pH ble justert til 3,5 med
10 % natriumhydroksyd, og de resulterende krystaller ble oppsamlet
ved filtrering. Krystallene ble opplest i en vandig opplesning av
natriumbikarbonat og tilstrekkelige mengder etanol ble tilsatt for
4 utkrystallisere natrium-4-(9-adenyl)-D-erytro-2,3-dihydroksy-buty-
rat, 1/2-hydrat. :

Sm.p. (dekomp.) 263 - 265°C. Utbytte: 89 mg.

Eksempel L,

2,2 g adenin ble suspendert i 65 ml dimetylformamid,

"hvoretter 375 mg natriumhydrid ble tilsatt til suspensjonen. Etter

rering ved 60°c i 45 minutter, ble 2,16 g 2,3-0-etyliden-D-erytrono-
lakton tilsatf suspeﬁsjonen.. Reaksjonsblandihgen ble s& kokt under
tilbakeleop i 8 timer i en atmosfere av nitrogen, Den ble sa fii-
trert og dimetylformamidet fordampet fra filtratet under redusert
trykk, En mindre mengde vann ble tilsatt residuet, og blandingen hen-
satt over natten i et kjeleskap., Den ble sid filtrert, oé filtratet
fert gjennom en kolonne Dowex 50W. Kolonneén ble eluert med vandig

ammoniakk, og opplesningsmidlet fordampet fra eluatet under redusert
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trykk, hvorved man £ikk urent U4-(9-adenyl)-D-erytro~2,3-etyliden-
dioksy-smgrsyre. Produktet ble opplest i 15 ml vann, og 1/3 av
opplesningen ble renset ved tynnsjiktskromatografi pa 51llslumd10ksyd-
gel (opplasnlngsmlddelz Eddlksyre:butanol.vann_l.h.S) hvorved man fikk
fargeleose prismer soh dekomponérte ved 241 - 24300, utbyfte 200 mg.
Kfystéllene ble 6ppvarmet med 5 ml 20 % svovelsyre pa et
vannbad, neytralisert med vandig ammoniakk og konsentrert under redu-
seft trykk. Konsentratet ble hensatt i et isbad, hvofved man fikk
.utfelt krystaller av 4-(9-adenyl)-D-erytro-2,3- dlhydroksy-smersyre.
Sm.p. 252 - 25L°C (dekomp.)
Ytterligere krystallisasjon fra vann gir en renset‘pfﬂvé
med et dekomponeringspunkt pa 261 - 263°C, v
‘ Den gjenverende del av den vandige opplesning av den
urene 4-(9-adenyl);D-erytro-2,B-efylidendioksy-smzrsyre ble tilsatt
20 ml 20 %'s svovelsyre, og blandingen ble kokt i 2 timer, Den ble
sa ngytralisert med vandig ammoniakk og fert gjennom en kolonne av
Dowex 50W. Kolonnen ble eluert med vandige ammoniakk og eluatet kon--
sentrert under redusert trykk. Residuet ble tilsatt en vandig opp-
lesning av natriumbikarbonat inntil uklarheten forsvant. Blandingen
ble- s& avfarget, filtrert, hvoretter filtratet ble konsentrert. En
passende mengde etanol ble tilsatt i varm tilstand, Etter avkjeling -
ble de resulterende krystaller luftterket til 650 mg natrium-h-(9-
adenyl) D-erytro-2, 3-dihydroksy-butyrat 2, 5 H 0 som fargelese tynne
flak. Etter terking under redusert trykk ved ca., 45 C kunne krystall-
ene 1dent1flseres med hemihydratet av lentln&Clnnatrlumsalt.l
Eksempel 5, . B
393 g djeaktig (64 %) natrlumhydrld og 1,48 g adenin ble

suspendert i 45 ml dimetylformamid, og suspensjonen ble rort ved

45 - 60°C i en time. 2,06 g 2 sy 3=-0-~ benzyllden-D-erytronolakton ble
tilsatt blandingen i en atmosfere med nitrogen ved lMO - 150 Ci

12 timer, Dlmetylformamld ble fjernet ved fordampnlng, og residuet
opplest i 10 ml vann. Opplesningen ble hensatt over natten i en is-
boks og sd filtrert., Filtratet ble konsentrert til terrhet under
redusert trykk, og residuets pH ble justert til 4 med 0, 5-normal
maursyre. Bunnfallet ble frafiltfert, og filtrert lyofilisert, hvor-.
ved man fikk 3,0 g uren h-(9—adeny1)—D-erytro-2,3-benzyliden—smersyre.
Rédproduktet ble renset til krystaller ‘som dekomponerte ved 191-193°C~
ved cellulosepulver-kromatografi fulgt av omkrystallisasjon fra

vandig etanol, 2 g av ovennevnte rdprodukt ble oppvarmet med 10 ml
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5 % sdltsyre til 5000 i en time, og blandingen ekstrahert med
etylacetat for & fjerne benzaldehyd. Deretter ble blandingen fert
gjennom en kolonne av.Amberlite IR-120, og kolonnen eluert med van-
dig ammoniakk. Eluatet ble konsentrert under redusert trykk, og
residuet justert til pH 4 med maursyre. Blandingen ble hensatt
over natten, hvorved man fikk 0,8 g 4-(9-adenyl)-D-erytro-2,3-
dihydroksy-smersyre som urene krystaller., Krystallenc ble renset
som angitt i eksempel 4, hvorved man fikk 480 mg krystaller av
natriumsaltet/hemihydratet, som dekomponerte ved 244 - 246°c., Etter
en ytterligere rensning, slik som beskrevet i eksempel 1, fikk man
krystaller med et dekomponeringspunkt pa 266 - 268°C,
Eksempel 6.
(I) En blanding av 2,88 g l-klor-5-nitro-6-amino-pyrimidin,.

vl,ll9 g 1!——aminé—D—ery_tro-2,3—dihydroksysmersyre, 3,6 g natriumbikar-
bonat, 80 ml vamm og 40 ml tetrahydrofuran ble rystet i 11 timer
ved romtemperatur, Deretter ble blandingen tilsatt 100 ml vann, og
det hele ekstrahert med kloroform for & fjerne gJenV&rende Loklor-
5-nitro-6-amino-pyrimidin, Det vandige lag ble justert til pH 3, 5-
4,0 med 10 % saltsyre, og de utfelte krystaller oppsamlet ved fil-
trering. Krystallene ble terket, hvorved man fikk 2,58 g h—l-(6-
amino—5-nitro—h-pyrimidyl)—amino_7;D-erytro—2,3—dihydroksy—smarsyre
som et svakt gulaktig pulver som dekomponerte ved 215 - 218%c,
Ytterligere krystallisasjon fra vann, ga blekt gule prismer som de-

komponerte ved 220 - 22300.

1.R. nujol , 3420, 3250, 3130, 2300, 1680 (sh),

1600, 1520, 1235, 1146, 1080 cm'l,

U.V. maks. neytral og alkalisk tilstand, 346 gp,
sur tilstand, 342, 296, 242 L,

+'67° (c =1, 1IN - HCl),

- 2
Relativ rotasjon: / « 7D3

1, 1N - NaOH),

{_a_723 = + 32° (¢
Analyse, beregnet for CnglO6N5 : .
: » ¢ 35,17, H 4,06, N 25,64L,
Funnet: C 34,84, H 4,18, N,26,02.
(II-1) En blanding av 500 mg U4-/" (6-amino-5-nitro-l-pyridyl)-amino /-
D-erytro-2,j-dihydroksy-smarsyr;, 200 ml vann og 200 mg 10 % pafad;um-
karbon rystes i t5 minutter under et hydrogentrykk pd ca., 2 kg/cmz.
Katalysatoren ble si frafiltrert, hvoretter filtratet ble konsen-

trert til terrhet under redusert trykk pd et vannbad hvis temperatur
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ble holdt pd ca. 60°C eller noe under dette. Man fikk pa denne
miten fremstilt 4-/" (5,6-diamino=%4-pyrimidyl)-amino /-D-erytro-

2,3=dihydroksy-smarsyre, kvantitativt som svakt brune ndler. Da

" krystallene ble omkrystallisert fra vann, ble smeltepunktet hevet
til 230 - 235 C med dekomponerlng.A '

I.R. nujol, 3300, 2320, 2000 - 1800, 1675,

maks, 1

1600, 1560, 1500, 1130, 1040, 940 cm —,
U.V. maks., 281,5 mpa (pH 6,42), 280 @p (pH 12, 25), 289 mya
(pH 1,31).
Analyse beregnet for C8H13 5¢ h
¢ 39,50, H 5,39, N 28,80,
Funnet:
¢ 39,17, H 5,56, N, 28,53.
De blekt brune ndlene ble opplest i en blanding av 30 ml
dimetylformamid og 7 ml karbondisulfid, og blahdingen holdt pa 80°¢c
i 5 timer., Den ble deretter konsentrert under redusert trykk og
residuet helt over i eter, hvorved man fikk fremstilt 410 mg 4-(8-
merkapto-9-adényl)—D-erytro-2,3-dihydroksysmarsyreVsom et brunt
pulver. Dette pﬁlvef ble opplest i 25 ml vann og. avfarget, Opples-
ningen ble Jjustert til pH 7,0 med vandig natrlumhydroksyd, hvoretter
2 ml W-7.Raney-nikkel ble tilsatt, Blandingen ble kokt under- til-
bakelop i 2 timer, avkjelt, filtrert,,hvoretter filtratet ble kon-
sentrert under redusert trykk, hvorved man fikk 135 mg svakt gulaktige
hvite krysfaller. Disse ble omkrystalliseft fra vann, og de resul-

terende krystaller tarket under redusert trykk ved ca. 4500 hvbrved

- mann fikk fargelase plater av natrlum-u (9-adenyl) D-erytro~2, 3-di=-

hydroksybutyrat,l1/2 hydrat, som dekomponerte ved 255 -_258 C. Ytter--
ligere krystallisasjon'fra 70 % vandig etanol gif.én'renset prove som
dekomponerer ved 266 - 268°C. I.R. og U.,V.-spektra for disse krystal-
lene er identiske med de tilsvarende resultater for produktet fra
eksempel 1,(II-2) 273 mg 4-/” (6-amino-5-nitro-4-pyridyl)-amino_J=D-
erytro-2,3~dihydroksy-~smgrsyre ble opplest i en blanding av 20 ﬁl

1 % saltsyre og 20 ml metanol., 270 mg 10 % paltadium-karbon ble
tilsatt opplesningen og blandingen rystet i 2 timer undefrbegynnende
hydrogentrykk p4 ca. 2,5 kg/cm2° Katalysatoren ble frafiltrert og -

filtratet konsentrert under redusert trykk under oppvarmnlng til en

~temperatur som ikke oversteg 60° C. 4 ml maursyre ble tilsatt den

resulterende h-l (5,6-d1am1no-h-pyrimidyl)—amino /=D-erytro-2, 3=
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dihydroksy—smzrsyre, og blandingen Oppvarﬁes til ca, 6000, inntil‘
man fikk en-opplesning. Denne ble konsentrert under redﬁsert'trykk,
og 4 ml formamid ble>tilsatt. Blandingen ble oppvarmet til 120% -
i en time og ved 160°¢C i 30 minutter, Etter'avkjalingeh ble blan-
dlngen helt over i 30 ml vann og filtrert. Filtrafet ble fart
gjennom en kolonne av Amberlite IR-120 (H ~-form), og kolonnen
eluert med 5 % vandig ammoniakk, Ammon;akkopplzsnlngen ble konsen-
trerf, og residuet omkrystallisert fra vaﬁn, hvorved man oppnadde
70 mg av et gulaktig fast stoff som dekomponerte ved 270 - 280°C,
Dette ble omkrystallisert fra wvann, hvorved man fikk 31 mg av
renset 4= (9-adenyl) D-erytro-2, 3-d1hydroksy-smersyre som dekompo-
nerte ved 261 - 263‘0, og som var identisk med naturlig lentinacin.,
15 mg av produktet ble opplest i 1 ml vandig opplesning
binneholdgnde 7,5vmg natriumbikarbonat, og opplgsningen ble konsen-
trert til terrhet under redusert trykk; .Residuet ble omkrystalli-
sert fra 80 % vandig etanol, og de resulterende krystaller ble
terket under redusert trykk ved ca. 45°C, hvorved man fikk fine plater
av natrium-4-(9-adenyl)-D~erytro-2,3-dihydroksy-butyrat-hemihydrat,
som dekomponerte ved 241 - 243°C kvantitativt. Ytterligere krystal-
lisasjon fra 70 % etanol gir en renset'prave med et>dékomponerings—
punkt pd 266 - 2680C, og som er identisk med produktet fra eksempel
1, som f.,eks. kunne padvises ved & sammenligne L.R.- og U.V.-spektra
og ved tynnsjiktkromatografi, '
" Eksempel 7. A
() 2,0 g 6~amino-5-nitro=4-klor-pyrimidin ble opplest

i 50 ml aceton, og opplesningen .drapevis tilsatt 15 ml av en vandig-
opplesning inneholdende 1,6 g 4-amino~DL-erytro-2,3-dihydroksy-smﬂr-
syre, 0,66 g kaliumhydroksyd og 1,0 g kaliumkarbonat. Blandingen
ble rartvved 4o -_h5°C i 3 timer, Deretter ble aceton fjernet fra
blandingen'ved fofdampning, og blandingen ble si filtrert, Filtrat-
et ble surgjort med maﬁrsyre, og de resulterénde krystaller oppsémlet
ved filtrering, hvorved man fikk 1,86 g L= /—(6—amino 5-nitro~M-pyri- ‘
mld“‘)~am1no 7—DL-erytro—2 j-dlhydroksy-smzrsyre, som dekomponerte
ved l9;»~ L97 C, o
I.R. nujol, 3400, 3280, 3100, 1650, 1610,
- maks. 520, 1460, 1380, 1230 cm~T,

Y.V, maks. , 346 mp 1 H,0,

342 3p i H*,

346 mpa i OH™ .
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(I1) . 1,8 g‘4—[(6—aminO—S—hitroFH-pyfimidyl)—amiho]—DL-erytro—E)B—»
' dihydroksy-sm¢rsyre_bleAOppl¢st i 20 ml~vahdig opp1¢sning inneholden?
de 0,37 g- kaliumhydroksyd -1 ml Raney-nikkel ble tllsatt opp1¢sn1ngen,
og;: denne ble s3 rystet under et begynnende hydrogentrykk pa ca M 2
kg/cm . Deretter ble nlkkelkatalysatoren fjernet ved flltrerlng, og
.filtratet n¢ytrallsert med maursyre Filtratet ble konsentrert t11 ‘_
t¢rrhet under redusert trykk og det. gJenvmrende v1sk¢se stoff bla opp-
1gst 1 vann. Opplgsningen ble f¢rt gjennom en kolonne Dowex 50W
(H +-form), og kolonnen ble sé eluert med vandlg ammonlakk. Eluatet
} ble konsentirert t11 t¢rrhet under redusert trykk hvorved man fikk
700 mg L4-[(5,6- dlamlno ~l-pyrimidyl)-amino]-DL-erytro-2,3-dihydroksy-
' sm¢rsyre som et amorft pulver 15 ml formamid- ble tllsatt pulveret 0g
blandingen kokt under tllbakel¢p i en nltrogenatmosfare i.30 mlnutter
,Deretter ble formamld fjernet fra blandlngen ved fordampnlng under re-
'dusert'trykk, og tilstrekkelig etanol ble tilsatt for & frembringe en
utkryeteliisasjdn.4 Krystallene ble renset ved tynnsalkt kromatografl
pa 811151umd10ksydge1 (opp1¢sn1ngsm1dde1, eddlksyre, n- butanol vann =
1:4:5) og en etterf¢lgende Dowex 50W (g*-rorm)- kromatografl, hvorved
- man oppnadde 200 mg 4- (9- adenyl) -DL-erytro-2,3- dlhydroksy sm¢rsyre som
‘krystaller. -Disse ble ytterllgere renset .ved omkrystalllsasaon fra
vandlg etanol, hvorved man fikk rehe krystaller som dekomponerte ved
252 - 25& C. _ , ’
1.R. nujol, 3250, 3180, 3100, .1680,

- maks. 3610, 1510, 1460, 1415,

1380, 1220 em Y. :

Pvafﬁ entkrav

Analoglfremgangsmate for fremstllllng av terapeutlsk aktlv
L= (9- adenyl) -2,3- dlhydroksy sm¢rsyre med formelen: '

N .
CH,-CH-CH-COOH .
_ OH OH
og farmas¢ytiSk akseptable salter derav, karakterise rt
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ved at

1) et acetal eller ketal av 2,3-dihydroksy-erytronolakton med formelen:

R R'

N’

o/\o
/

{7

nvor a:_Q: er en gjenvarende delvav nevnte acetal eller ketal, om-
settes med et metallsalt av adenin i dens 9-stilling for dannelse
av det tilsvarende acetal eller ketal av 4-(9-adenyl)-2,3-dihydrok-
sy-smgrsyre, som deretter hydrolyseres, eller

2) M-hélogen-B-nitro—6-amiho-pyridin omsettes med 4-amino-2,3-dihydrok-
sy-smgrsyre for dannelse av 4-[(6-amino-5-nitro-l-pyrimidyl)-amine}-

2,3-dihydroksy-smgrsyre, som reduseres til 4-[(5,6-diamino-4-pyrimidyl)
—amino]-2,3—dihydroksy—sm¢rsyre, hvoretter denne syre omsettes med
et tiokarbonat-derivat for dannelse av 4-(8-merkapto-9-adenyl)-2,3-
dihydfoksy—sm¢rsyre, som avsvovles pd 1 og for seg kjent mite,
eller

3) 4-halogen-5-nitro-6-amino-pyrimidin omsettes med U4-amino-2,3-dihyd-
roksy-smgrsyre for dannelse av 4-[(6-amino-5-nitro-U-pyrimidyl)-
amino]fQ,3-dihydroksy-sm¢rsyre, denne forbindelse reduseres til 4-
[(5,6-diamino-4-pyrimidyl)-aminol-2,3-dihydroksy-smgrsyre, hvoretter
denne syre omsettes med maursyre eller et derivat derav,

og om gnsket, omdannelse av det erholdte produkt til et farmasgytisk

akseptabelt 5alt derav.

Anfgrte publikasjoner:
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