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Substituerede anthra(l,9-cdlpyrazol-6(2H)-oner med
formlen
N~—-=N~2
NRY O

hvori R betegner H eller CI-CG-alkyl, Y betegner H,
CT-CG—alkyl, der kan vare substitueret med en gruppe
ORI, hvori R1 betegner H eller CI-C6~alky1, eller
ANR,R4, hvori A er C2-C8-alkylen, og R, og R3 hver

is@r er H, Cl-CG-alkyl, der kan vare substitueret med

OH eller en gruppe NRaRa, hvori Ra'erne hver isar beteg~
ner H eller Cl-c3-alkyl, der kan vare substitueret med

OH, eller R2 og Ry tilsammen kan vare ethylen eller kan
danne
~-(CH,)
2'n
>
'(CHZ)m

hvori n og m hver iszr er 1, 2 eller 3, forudsat at n +

m er et helt tal fra 3 til 6, og B er en direkte bin-

ding, 0, S eller N-R4, hvori R4 betegner H eller Cl'cs' fortsettes
alkyl; R og Y tilsammen kan vare ethylen eller kan danne
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-(CH,}
2
n\s
-(CHZ)m
og Z betegner H, Cl-cs-alkyl, der kan vare substitueret
med en gruppe N(Rl)z, SRl eller ORl, hvori Rl'erne er

ens eller forskellige, eller DNR2R3, hvori D er C2-CB-

alkylen, der kan vare OH-substitueiet, med felgende for-
behold, 1) nar Z er H, danner R og Y tilsamman ikke

en piperidinring, og 2), nar Z er CH3, danner R og Y
tilsammen ikke en piperidinring eller en morpholinring,
eller farmaceutisk acceptable salte heraf, fremstilles
pd i og for sig kendt made.

Forbindelserne har antimikrobiel virkning, antileukamisk
virkning og antitumorvirkning.
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Opfindelsen angdr en analogifremgangsmdde til
fremstilling af hidtil ukendte substituerede anthra-
[1,9-cd]pyrazol-6(2H)-oner med den i krav 1 anferte
almene formel I eller farmaceutisk acceptable salte
heraf, hvilke forbindelser udviser antibiotisk og
antifungal virkning, antileukemisk virkning og anti-
tumorvirkning.

Adskillige 2,5- og 2,7-disubstituerede anthra-
[1,9-cdlpyrazol-6(2H)-oner er beskrevet i den tilgange-
lige litteratur. Se f.eks. J. Chem. Soc., 1630 (1952),
og J. Chem. Soc., 1894 (1954). I disse og flere andre
referencer er der ikke beskrevet noget nyttig anvende-
lighed for disse forbindelser, medens der i CH-patent-
skrift nr. 191.142, GB-patentskrift nr. 470.475 og US-
patentskrift nr. 2.518.150 kun er beskrevet anvendelig-
hed som farvestoffer eller udgangsforbindelser herfor.

De omhandlede hidtil ukendte forbindelser har

den almene formel I

hvori R betegner H eller alkyl med fra 1 til 6 carbon-
atomer; Y betegner H, alkyl med fra 1 til 6 carbon-
atomer , der kan vare substitueret med en gruppe ORl,
hvori Rl betegner H eller alkyl med fra 1 til 6 carbon-
atomer, eller ANR2R3, hvori A er alkylen med fra 2 til
8 ca;bonatomer, og R2 og R3 kan vare ens eller forskel-
lige og hver betegner H, alkyl med fra 1 til 6 carbon-
atomer, der kan vere substitueret med OH eller en gruppe
NRaRa, hvori Ra'erne kan vare ens eller forskellige og

hver betegner H eller alkyl med fra 1 til 3 carbonatomer,
der kan vare substitueret med OH, eller R2 og R3 tilsam-
men kan vare ethylen eller kan danne
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-(CH2)n
B

—(CHz)m’//
hvofi n og m kan vare ens eller forskellige og er én,
to eller tre, forudsat at summen af n og m er et helt
tal fra tre til seks, og B er en direkte binding, O,
S eller N-R4, hvori R4 betegner H eller alkyl med fra
1 til 6 carbonatomer; R og Y tilsammen kan vare ethylen
eller kan danne

-(CHZ)n\\

B

-(CHZ)m//
hvori n, m og B har de ovennavnte betydninger; Z beteg-
ner H, alkyl med fra 1 til 6 carbonatomer, der kan vare
substitueret med en gruppe N(Rl)Z' SRl eller ORl, hvori
Rl'erne kan vere ens eller forskellige og har den oven-
nevnte betydning, eller DNR2R3, hvori D er alkylen med
fra 2 til 8 carbonatomer, der kan vare substitueret med
en OH-gruppe, og R2 og R3 har de ovennavnte betydhinger;
med felgende forbehold, 1) ndr Z er H, danner R og Y
tilsammen ikke en piperidinring, og 2) ndr % er CH3,
danner R og Y tilsammen ikke en piperidinring eller en
morpholinring, eller er farmaceutisk acceptable salte
heraf.

Som eksempler pa de omhandlede forbindelser med
formlen I kan der navnes:
2-[2—(diethylamino)ethyl]-7—[[2—[(2—hydroxyethyl)amino]-
ethyl]aminolanthra[l,9-cd]pyrazol-6(2H)-on,
2-[2-(diethylamino)ethyl-7-[[2~(diethylamino)ethyl] -
aminolanthra(l,9-cd]lpyrazol-6 (2H) -on,
2-[2-[(2-hydroxyethyl)amino]ethyl]~7-[[2-[ (2-hydroxy-
ethyl)amino]ethyl]amino]anthra(l,9-cd]pyrazol-6(2H)-on,
og de farmaceutisk acceptable salte heraf.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen er ejendomme-
lig ved, at man omsatter en forbindelse med den almene
formel II
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med en amin med formlen HNRY, i hvilke formler Y, Z og R
har de ovennavnte betydninger.

Som eksempler pa udgangsforbindelserne med form-
len IT kan der n&vnes:
7-chlor-2-[2-(diethylamino)ethyl]anthra[l,9—cd]pyrazol-
6 (2H) -on,
7-chlor-2-[2-[(2-hydroxyethyl)amino]ethyllanthra(l,9-cd]-
pyrazol-6 (2H) -on
og de farmaceutisk acceptable salte heraf.

Udgangsforbindelserne med formlen II kan fremstil-
les ved omsatning af en passende substitueret hydrazin,
NHZNHZ, hvori Z har den ovennavnte betydning, med
1,5-dichlor-9, 10-anthracendion. Denne omsatning kan ud-
fores i et vilkarligt af flere forskellige reaktions-
indifferente oplesningsmidler ved blanding af tilnarmel-
sesvis @kvimolare mengder af 1,5-dichlor-9,10-anthracen-
dion og det onskede hydrazin i det valgte oplesnings-
middel ved forhgjet temperatur. Ved anvendelse af en kata-
lysator, sasom kaliumfluorid, eller et ringe molert overskud af hy-
drazinreaktanten kan man forbedre et bestemt udbytte. Eksemplér pa
egnede oplesningsmidler er N,N-dimethylformamid, dimethylsulf-
oxid, pyridin, acetonitril, cellosolverne og lignende.
Pyridin er det foretrukne oplgsningsmiddel, og passende
reaktionstemperaturer ligger fra ca. 30 ti1785°C. Almin=-
deligvis lader man reaktionen forlgbe i ca. 6 til ca. 24
timer, efter hvilket tidsrum reaktionen er i det vasent-
lige fuldendt. Fuldendelsen af en bestemt reaktion kan
males ved kendte metoder, som f.eks. tyndtlagschroma-
tografi. Man vil almindeligvis observere, at stigende
reaktionstemperatur vil formindske den til fuldendelse
af reaktionen ngdvendige tid. Det rette valg af reak-
tionsvariablerne er et fagmandsspgrgsmal. Reaktions-
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produkterne isoleres og renses ved sadvanlige procedu-

rer. F.eks. kan reaktionsblandingen koncentreres ved
afdampning af oplgsningsmidlet, og remanensen kan for-
deles mellem vand og et passende, med vand ikke bland-
bart organisk oplgsningsmiddel, sasom chloroform,
benzen, dichlormethan og lignende., Oplgsningsmidlet
kan derefter afdampes, og remanensen kan chromatografe-
res, f.eks. pa silicagel. Valget af det rette chromato-
graferingsoplgsningsmiddel er et fagmandsspgrgsmal.
Efter chromatografering kan produktet om ¢gnsket omkry-
stalliseres. Syreadditionssalte kan ogsd fremstilles ved
sa@dvanlige fremgangsmdder. F.eks. kan et hydrochlorid-
salt fremstilles ved oplesning af den frie base i et
passende opl@sningsmiddel, sédsom 2-propanol, og behand-
ling af denne oplegsning med en oplesning af hydrogen-
chlorid i 2-propancl. Syreadditionssaltene kan igen om-

dannes til den pagzldende frie'base ved behandling med

- en fortyndet oplesning af f.eks. natriumhydroxid eller
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kaliumcarbonat.

Omsatningen ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen
kan udferes i et vilkarligt af flere forskellige reak-
tionsindifferente oplesningsmidler ved blanding af tilnzr-
melsesvis zkvimolare mengder af forbindelse II og den onskede amin
i det valgte oplesningsmiddel ved forhzjet temperatur. Ved anvendel-
se af et ringe molert overskud af aminreaktanten, en in-
different atmosfere og en katalysator, sasom vandfrit
cuprochlorid, kan man forbedre et bestemt udbytte. An-
vendelsen af disse variationer til en bestemt reaktion
er valgfri og er et fagmandsspgrgsmil. Eksempler pid
egnede oplgsningsmidler er N,N'-dimethylformamid, di-
methylsulfoxid, pyridin, acetonitril, cellosolverne
og lignende. Passende reaktionstemperaturer ligger fra
ca. 85 til 130°C. Man har observeret, at denne reaktion
forlgber sarlig effektivt i tilbagesvalende pyridin.
Almindeligvis lader man reaktionen forlgbe i ca. 6 til
ca. 24 timer, efter hvilket tidsrum den er i det ve-
sentlige fuldendt. Fuldendelsen af en bestemt reaktion
kan mdles ved kendte metoder, som f.eks. tyndtlags-
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chromatografi. Man vil almindeligvis observere, at
stigende reaktionstemperatur vil nedsatte den til
fuldendelse af reaktionen ngdvendige tid. Det rette
valg af reaktionsvariablene er et fagmandsspgrgsmal.
Reaktionsprodukterne isoleres og renses ved sadvanlige
procedurer, som er i det vasentlige de samme som de
for forbindelse II ovenfor beskrevne. Ligeledes kan
der fremstilles syreadditionssalte af forbindelse I
ved sadvanlige fremgangsmader, sasom den ovenfor for

forbindelse II beskrevne. ' -
Som det ved fremstilling af udgangsforbindelserne

II benyttede hydrazin NHzNHZ kan der bl.a. anvendes det
hidtil ukendte hydrazin, 2-[(hydrazinoethyl)amino]etha-
nol, NHZNHCHZCHZNHCHZCHZOH. Dette hidtil ukendte hydrazin
kan fremstilles ved flere forskellige fremgangsmdder, der
anses for &kvivalente for sd vidt angdr opfindelsen.
f£n sddan fremgangsmdde indebarer omsatning af hydrazin
og N-(2-hydroxyethyl)aziridin i et vandigt medium ved
tilbagesvalingstemperatur. Det sdledes fremstillede
hidtil ukendte 2-[(hydrazinoethyl)amino]ethanol isole-
res ved sadvanlige metoder som en klar vaske, der har
kp. 120°C ved 0,035 mmHg. Det hidtil ukendte 2-[(hydra-
zinoethyl)amino]ethanol danner syreadditionssalte med
organiske og uorganiske syrer, sdsom saltsyre, hydro-
genbromidsyre, sulfonsyre, phosphonsyre, methansulfon-
syre, eddikesyre, benzoesyre og lignende. For savidt
angédr opfindelsen anses sddanne salte for akvivalente
med den frie baseform af det hidtil ukendte hydrazin.
Forbindelsen 1,5-dichlor-9,10-anthracendion, der
anvendes til fremstilling af udgangsforbindelserne II,
kan fds i handelen eller kan fremstilles ved kendte

fremgangsméder, se f.eks. Beilstein 7, 787.
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De omhandlede forbindelser danner farmaceutisk

acceptable salte med badde organiske og uorganiske

syrer. Eksempler p& egnede syrer til saltdannelse

er saltsyre, svovlsyre, phosphorsyre, eddikesyre,
citronsyre, oxalsyre, malonsyre, salicylsyre, &blesyre,
fumarsyre, ravsyre, ascorbinsyre, maleinsyre, methan-
sulfonsyre, isethionsyre, malkesyre, gluconsyre, glucu-
ronsyre, sulfaminsyre, benzoesyre, vinsyre, pamoesyre

og lignende. Saltene fremstilles ved at bringe den

frie baseform i kontakt med en @kvivalent mzngde af den
gnskede syre pd konventionel made. Den frie baseform
kan gendannes ved behandling af saltformen med en base.
F.eks. kan der benyttes fortyndede vandige baseoplgsnin-
ger. Fortyndede vandige natriumhydroxid-, kaliumcarbo-
nat-, ammoniak- og natriumhydrogencarbonatoplgsninger

er egnede til dette formdl. De frie baseformer adskiller
sig i nogen grad fra deres respektive saltformer med
hensyn til visse fysiske egenskaber, sdsom oplgselighed
i polare oplgsningsmidler, men saltene er i gvrigt k-
vivalente med deres respektive frie baseformer for sa-
vidt angdr opfindelsen.

De omhandlede forbindelser kan eksistere i sdvel
ikke-solvatiserede som solvatisere@e former, herunder
hydratiserede former. Almindeligvis er de solvatiserede
former med farmaceutisk acceptable oplgsningsmidler,
sasom vand, ethanol og lignende, @kvivalente med de
ikke-solvatiserede former for sdvidt angdr opfindelsen.

Udtrykket halogen skal omfatte fluor, chlor,
brom og iod.

De ved opfindelsen i betragtning kommende alkyl-

og alkoxygrupper omfatter, med mindre andet er angivét,

bdde lige og forgrenede carbonkader med fra 1 til

6 carbonatomer. Typiske eksempler pa& sadanne grup-
per er methyl, ethyl, isopropyl, butyl, pentyl, 3-me-

thylpentyl, methoxy, ethoxy, i-propoxy, t-butoxy,
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n-hexoxy, 3-methylpentoxy og lignende.

De ved opfindelsen i betragtning kommende alkylen-
grupper omfatter, med mindre andet er angivet, bade
lige og forgrenede carbonkader med fra 2 til 8 .
carbonatomer. Typiske eksempler pd sddanne grupper er
ethylen, n-propylen, n-butylen, n-heptalen, i-isopro-
pylen, 3-ethyl-l,5~pentalen, 3-propyl-l,6-hexalen og
lignende. De ifglge opfindelsen foretrukne alkylen-
grupper har fglgende strukturformler:

CH3 CHz CH3 CH3  Colls
-(CHy)=5.117 -CH-CHp-; —-CHp~CH-; -CH—CH-; -CH-CH2-;

CoHs  CHg Cl3 CH3
—CH2-CH—- ~CH-CH,~CH-; -CHZ-CH-CHZ-- -caz-cnz-CH-

Visse ved opfindelsen i betragtning kommende
substituenter, sisom alkyl- eller alkylensubstituenter,
er defineret som eventuelt substitueret med yderligere
substituenter, f.eks. NH2. Det er klart for fagmanden,
at visse kombinationer af sddanne substituenter mest
sandsynligt er ustabile, og disse skal ikke medregnes
indenfor definitionernes rammer. F.eks. kan en a-amino-
alkyl=- eller-alkylengruppe med den almene formel
=N—CH—NH2 ikke forventes at vaere stabil, medens den til-
svarende dialkylerede substituent =N—CH-N(Alk)2 ma
forventes at vare stabil og skal betragtes som omfattet
af definitionerne. Det er et fagmandsspgrgsmal at er-
kende disse og andre sddanne substituenter, der mulig-
vis er ustabile,

De omhandlede forbindelser er hidtil ukendte
kemiske stoffer af vaerdi som farmakologiske midler til
behandling af bakterielle og fungale infektioner hos
varmblodede dyr og mennesker. De kan ogsd anvendes
som antiseptiske midler, sdsom til anvendelse ved
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sterilisering af laboratorieglasudstyr osv.

Sammenfattende kan det anferes, at de omhandlede
forbindelser med formlen I finder anvendelse til behand-
ling af mikrobielle infektioner hos mammalia-individer,
til behandling af leukami hos mammalia-individer og til
behandling af faste tumorer hos mammalia-individer, idet
man administrerer en tilstrazkkelig mzngde af en forbin-
delse med formlen I eller et farmaceutisk acceptabelt
salt heraf i kombination med en farmaceutisk acceptabel
bzrer til et mammalia-individ, der har behov herfor.

Den antibakterielle og antifungale virkning af
reprasentative forbindelser blandt de omhandlede blev

fastsldet ved den nedenfor beskrevne screeningsprocedure.

1. Fremstilling af podematerialer
() Bakterier og'gar:

Bakterie- og gasisolater holdes i vakst i
agar-skrékulturei eller i flydende medier, herefter
betegnet som podestofmedier. Kulturerne overfpres
med regelmessige mellemrum til s&danne medier.

(Se tabellen hvad angdr de tilsvarende podestof—'
medier for hver kultur). Organismerne overfgres al-
mindeligvis til agar-skrakulturer eller flydende
podestofmedier og inkuberes natten over (18 til 20
timer): 37°C for bakterieisolaterne og 28°C for

de fungale kulturer.

Mikrobecellerne fra de natten over inkuberede
agar-skrékulturer skrabes derefter af og suspende-
res i saltoplgsning (0,85% NaCl). Mikrobekoncen-
trationerne indstilles til en lystransmission p&
20-35%, Junior Coleman Spectrophotometer (555 M).
For organismerne, der holdes i vakst i flydende
medier, fortynder man simpelthen en delmzngde af
kultursuspensionen med saltoplgsning til en lys-
trasmission pad 20-35%.

Den ovennzvnte mikrobesuspension tjener som
podestof for prgvepladerne. Der anvendes sdledes
0,16 til 10 ml (se tabellen hvad angédr den ngjagtige



10

15

20

25

30

35

(B)

DK 1602518B

9
mengde) til podning af 100 ml af smeltet-agar-
prgvemediet.
Mycelie-fungi:

Penicillium avellaneum dyrkes i 6 dage ved
28°¢ pd et agarmedium. Dette sker for at muligggre
sporedannélse hos kulturen. Organismen hgstes deref-
ter ved, at man skraber cellerne af agaroverfladen
(mycelier og sporer) og suspenderer dem i saltop-
l¢sning indeholdende 0,05% Tween ™ 80.

Suspensionen indstilles til en lystransmission
pd 20%. 1 ml af denne suspension anvendes til pod-
ning af 100 ml af smeltet-agar-prgvemediet.

Fremstilling af prgveplader.

Rustfri stldlrammer, 12,3 x 25,3 cm (indre
mdl), og glasplader, 15,3 x 31,7 cm, anvendes til at
fremstille prgvebakkerne. Rammerne fastggres til
pladerne ved hjalp af klabebdnd ved hver ende, og
de indre kanter tatnes med 2% agar. Man fordeler
25 ml podet prgvemedium javnt pad hver bakke og lader
det stgrkne. Man tildakker bakkerne, vender bunden
i vejret pd dem og nedkgler dem, indtilde skal anvendes.
Anbringelse af papirskiver med prgvestoffer.

De forbindelser eller prgvestoffer, der skal
afprgves, oplgses i passende oplgsningsmidler, f.eks.
alkoholer, dimethylsulfoxid eller N,N-dimethylform-
amid. Prgvestofferne oplgses almindeligvis sdledes,
at slutkoncentrationen af oplgsningsmidlet er <10%.
Forbindelserne afprgves ved forskellige koncentratio-
ner: 3000, 1000, 500, 100 og 10 ug/ml. Papirskiver
(12,7 mm i diameter) anbringes p& agarbakkerne med

X

en pincet, og derefter afpipetteres der 0,08 ml af
den oplgste forbindelse pa hver skive under anven-
delse af en 0,2 ml pipette. (* Hvis forbindelsen ikke
forbliver i oplgsning ved <10% alkohol, anvendes

der alkohol af fuld styrke. Dog lufttgrres de im-
prezgnerede skiver, fgr de lagges pa de podede agar=
plader).
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4. Fortolkning af resultaterne.
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Agarbakkerne med de derpad anbragte papirski=-

ver inkuberes natten over (18 til 20 timer) ved

37°C for bakteriekulturerne og 28%¢ for garsvampene.

Bakken med Penicillium avellaneum inkuberes i mindst

20 til 24 timer, da det er en langsommere voksende

organisme. Aktive forbindelser viser en hamnings-

zone omkring skiven. Diameteren af zonen miles i

mm. Zonediameteren for aktive forbindelser ligger

i omraddet fra et minimum pd 13,5 mm til s& meget som

60 mm. Stgrrelsen af zonediameteren er almindeligvis
et udtryk for aktiviteten af forbindelsen: jo stgrre
zonen er, desto stgrre er aktiviteten.

Tabel

| | podestof-l Prove-

|
I | podestofmedium !m@ngde | medium
Nummer | Po ml/foo 1

Kultur I
| Kalveinfusions- |
Aerobacter | 0126 | poth 1 |Mytin-Agar
aerogenes { ] | }
' |
I |
Bscherichia 104863 |AM-08 Agar 11 |AM-08
coli | | | I
l | | |
! i ) |
Bacillus {04555 |AM-08 Broth | 0,5 | AM-08
subtilis I | | l
7
Streptococzus | 05045 |Folsyre-prgve- | 2 | AM-09
faecalis | | broth | |
ll .
Penicillium [M2988 |AM-25 Agar |1 |AM~25
avellaneum | | ' | }
. | | '

5. Kulturmedier.

Sammensatningen af de forskellige kultur-

medier, med undtagelse af de i handelen gédende me-

dier, er anfgrt nedenfor. Det kommercielle fardig-

lavede kalveinfusionsmedium f&s fra Difco Labora-
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tories, Detroit, Michigan, USA. Der tilsaettes 1,5%
agar til disse medier til anvendelse som agar-

plader.
AM-08 $
Glucose 0,2
Natriumglutamat 1,04
KH2PO4 0,03
NazHPO4 0,07
Salte nr. 1@ 1 ml
Salte nr. 2P 10 ml1
HZO (destilleret)
3salte nr. 1 %
MgSO4 1,0
CaCl2 5,0
NaCl 5,0
CuSO4.5H20 0,01
H,0 (destilleret)
AM-09
K2HPO4
Dextrose

Na-citrat -2 HZO
Casein-hydrolysat
Asparagin
L-tryptophan
Cystein
Glutathion
Thiamin-HCl
Riboflavin
Ca-pantothenat
Nicotinsyre
p~aminobenzoesyre
Biotin
Pyridoxin-HCl
Folsyre

NaCl

MgSO4

b

Salte nr,

2

MnSO4

Znso,.7H,0
Fes0,.7H,0

H,

25
34,4
6,2

375

125
312,5

3,1'

250
625
500
500
625
12,5
2,5
500
12,5
250

4
4

U Q Q u g g a au ua

2
2

0 (destilleret)
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FeSO4 12,5 g
MnSO4-H20 125 g
Tween ®80 62,5 mg
H20 (destilleret) 1000 ml
AM-25 %
NazHPO4-H20 0,35
KH2P04 0,05
Gerekstrakt (Difco) 0,5
Dextrose 1,0

Destilleret wvand

Foruden deres nyttige anvendelighed som anti-
biotiske og antifungale midler udviser visse af de
omhandlede forbindelser antileukamisk virkning in vivo,
ndr de afpregves ved fglgende procedure.

In-vivo-lymfocytisk-leukami P388 pr¢ven udfgres
af United States National Cancer Institute. De anvendte
dyr er enten hanlige eller hunlige CD2Fl mus. Der_ an-
vendes seks til syv dyr pr. pr¢vegruppe. Tumortrans-
plantationen sker ved intraperitoneal injektion af
fortyndet ascitesvaske, som indeholder celler af lym-
focytisk leukami P388. Prgveforbindelserne administre-
res intraperitonealt i to enkeltdoser med fire dages mellemrum
mellem doser ved forskellige dosisniveauer efter tumor-
indpodningen. Dyrene vejes, og antallet af overlevende
dyr registreres pd et regelmassigt basis i 30 dage.

Der beregnes et overlevelsestidsforhold for behandlede
(T) /kontrol (C) dyr. Kriteriet for effektivitet er,
at T/C X 100 > 125%. Den positive kontrolforbindelse
ved denne prgve er 1,4-dihydroxy-5,8-[bis{[2-[(2-hy-
droxyethyl)amino]-ethyl]amino]-9,10-anthracendion,
der indgives i doser i omrddet fra 12,0 til 0,075 mg/kg.
Se Cancer Chemotherapy Reports, Part 3, 3, 1 (1972) med
hensyn til en omfattende redeggrelse for protokollen.

.~ Foruden deres nyttige anvendelighed som anti-
biotiske og antifungale midler og som antileukamiske
midler udviser visse af de omhandlede forbindelser
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in-vitro-virkning mod faste tumorer, nédr de afprgves
ved fglgende procedure.

HCT-8 (human colon-adenocarcinoma) celler tryp-
siniseres under anvendelse af trypsin-EDTA. En enkelt-
cellesuspension opnds ved at passere cellerne gennem
en 26 gauge ndl med en 20 cm3 sprgjte. Der fremstilles
en cellesuspension under anvendelse af RPMI 1640 vakst-
medium (f&s fra Gibco Laboratories) + 10% kalvefoster-
serum + 50 ug/ml garamycin med en cellekoncentration
p& ca. 30000 celler/ml. Cellesuspensionen dispenseres
i Linbro-plader med 24 brgnde, 1 ml/brgnd. Pladerne
inkuberes i ca. 48 timer ved 37°C i en 5% C02-atmos-
fare, P& dette tidspunkt tilsattes prgveforbindelserne
i den rette koncentration. 5 ul af 200 pyg/ml stamop-
lgsningen sattes til hver brgnd ved en primar pre¢ve.
10 yl af den rette fortynding sattes til hver brgnd
til en titreringsprg¢ve. Pladerne reinkuberes i yderlige-
re 60 til 65 timer ved 37°C i en 5% COz—atmosfare.
Prgven afleses ved lysering af cellerne under anven-
delse af en blanding af kationisk overfladeaktivt mid-
del, iseddike og natriumchlorid. 2 ml af den lyserede
cellesuspension fra hver brgnd sattes til 8 ml for-
tyndingsmiddel. Hver pr¢ve aflases med en Coulter-tal-
ler (ZBI model). Aktiviteten af hvert prgvestof males
som en procentdel af kontrolverdierne, og dataene rap-
porteres som IDSO' dvs. den molzre ma&ngde medikament,
der kraves til drazbning af 50% af tumorcellerne.

Under anvendelse af denne procedure opnéedes
der fplgende resultater for reprasentative forbindel-
ser blandt de omhandlede.
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N——N-2Z
!
‘ N
7
NRY O
1 1 ,
Z | NRY | IDgp Molar
| |
| | -
(CH2)2NEt2' NH(CHz)zNEt2 ! 2,2 x 10
«2HC1 | |
. | 7 |
i , -8
(CHZ)ZNEtZl NH(Cdz)zNH(Cﬂz)ZOH l 9,3 x 10
| ]

N&r de omhandlede forbindelser anvendes som anti-
biotiske og antifungale midler, kan de tilberedes og
administreres i mange forskellige topiske, orale og
parenterale doseringsformer. Det vil vare klart for
fagmanden, at de fglgende doseringsformer som den ak-
tive komponent kan omfatte enten en forbindelse med
formlen I eller et farmaceutisk acceptabelt salt af en
sddan forbindelse eller en blanding af sadanne forbin-

delser og/eller salte.
Til fremstilling af farmaceutiske praparater

ud fra de omhandlede forbindelser kan indifferente,
farmaceutisk acceptable barere vare enten faste eller

flydende. Af przparater i fast form kan der navnes

pulvere, tabletter, dispergerbare granulater, kapsler,
cachetter og suppositorier. En fast barer kan vare

ét eller flere stoffer, der ogsd kan virke som for-
tyndingsmidler, smagsstoffer, oplgseligggrende midler,
smgremidler, suspensionsmidler, bindemidler eller tab-
letdesintegreringsmidler, og det kan ogsad vare et
indkapslende materiale. I pulvere er bareren et fin-
delt fast stof, som foreligger i blanding med den
findelte aktive forbindelse. I tabletten er den aktive
forbindelse blandet med en barer med de ngdvendige

bindende egenskaber i passende mangdeforhold og kompri-
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meret til den ¢nskede form og stgrrelse. Pulverne og
tabletterne indeholder fortrinsvis fra 5 eller 10 til
ca. 70% af den aktive bestanddel. Egnede faste barere
er magnesiumcarbonat, magnesiumstearat, talkum, sukker,
lactose, pectin, dextrin, stivelse, gelatine, traga-
canth, methylcellulose, natriumcarboxymethylcellulose,
en lavtsmeltende voks, kakaosmgr og lignende. Udtrykket
"preparat" skal indbefatte formuleringen af den aktive
forbindelse med indkapslende materiale som bazrer til
opndelse af en kapsel, hvori den aktive komponent
(med eller uden andre bzrere) er omgivet af bareren,
som sdledes optrader i tilknytning til den. P& tilsva-
rende made er cachetter indbefattet. Tabletter, pulvere,
cachetter og kapsler kan anvendes som faste doserings-
former, der er egnede til oral administrering.

Praparater i flydende form indbefatter Opl@sninger,
suspensioner og emulsioner. Som eksempel kan der navnes
vandige eller vand-propylenglycol-oplgsninger til
parenteral injektion. Flydende preparater kan ogsa
formuleres i oplgsning i vandig polyethylenglycolop-
lgsning. Vandige oplgsninger, der er egnede til oral
anvendelse, kan fremstilles ved oplgsning af den aktive
komponent i vand og tilsatning af passende farvestoffer,
smagsstoffer, stabiliseringsmidler og fortykkelses-
midler, som det nu ¢gnskes. Vandige suspensioner, der
er egnede til oral anvendelse, kan fremstilles ved
at dispergere den findelte aktive komponent i vand med

et viskost materiale, dvs. naturlige eller syntetiske

gummier, harpikser, methylcellulose, natriumcarboxy-
methylcellulose og andre velkendte suspensionsmidler.

Af topiske praparater kan der navnes pudrings-
pulvere, cremer, lotioner, geler og sprays. Disse for-
skellige topiske praparater kan formuleres ved hjzlp
af velkendte metoder. Se f.eks. Remington's Pharma-
ceutical Sciences, kapitel 43, 14. udgave 1970, Mack
Publishing Co., Easton Pennsylvania 18042, USA.

Det farmaceutiske praparat er fortrinsvis i
enhedsdosisform. I denne form underopdeles praparatet



10

15

20

25

30

35

DK 160251B

16

i enhedsdoser, der indeholder passende mangder af
den aktive komponent. Enhedsdosisformen kan vare et
emballeret praparat, idet emballagen indeholder adskil-
te mangder praparat, f.eks. emballerede tabletter,
kapsler og pulvere i medicinglas eller ampuller. En-
hedsdosisformen kan ogsa vare en kapsel, cachet eller
tablet i sig selv, eller det kan vare et passende
antal af enhver af disse i emballeret form.

7 Mengden af aktiv forbindelse i en praparat-
enhedsdosis kan varieres eller regulereé fra 50 mg
til 500 mg alt efter den bestemte anvendelse og styrken
af den aktive bestanddel. |

Til terapeutisk anvendelse som antibiotiske

og antifungale midler administreres de omhandlede for-
bindelser med formlen I i en begyndelsesdosis pa ca.
0,1 mg til ca. 50 mg pr. kg. Et dosisomradde fra ca. 0,5
mg til ca. 10 mg pr. kg foretrzkkes. Doserne kan imidlertid
varieres afhengigt af patientens behov; alvorligheden af den til-
stand, der behandles, og den forbindelse, der anvendes. Bestemmelsen
af den rette dosis til en bestemt situation er et fagmandsspergs-

mil. Almindeligvis startes behandlingen med lavere

~doser, som er mindre end den optimale dosis af forbin-

delsen. Derefter forgges dosen i smd spring, indtil
man n&r den optimale virkning under de pigzldende
omstandigheder. Af bekvemmelighedsgrunde kan den
totale daglige dosis om ¢gnsket opdeles og administre-
res i portioner i lgbet af dagen.

De aktive forbindelser kan ogsd administreres
parenteralt eller intraperitonealt. Oplgsninger af
den aktive forbindelse som en fri base eller et farma-
ceutisk acceptabelt salt kan tilberedes i vand, der
hensigtsmaessigt er blandet med et overfladeaktivt stof,
s&som hydroxypropylcellulose. Dispersioner kan ogsa
fremstilles i glycerol, flydende polyethylenglycoler
og blandinger heraf og i olier. Under sadvanlige Qp-
lagrings- og anvendelsesbetingelser indeholder disse
prazparater et konserveringsmiddel til forhindring af

vaksten af mikroorganismer.
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De farmaceutiske former, der er egnede til
injektionsanvendelse, indbefatter sterile vandige
oplgsninger eller dispersioner og sterile pulvere til
fremstilling af sterile injektionsoplgsninger eller
~-dispersioner p& bestilling. I alle tilfzlde m& formen
vaere steril og m& vare flydende i en sadan grad, at
den let kan administreres gennem en sprgjte. Den mé
vere stabil under fremstillings- og oplagringsbetingel-
serne og m& beskyttes mod den kontaminerende virkning
af mikroorganismer, sisom bakterier og fungi. Bareren
kan vare et oplgsningsmiddel eller dispersionsmedium,
der f.eks. indeholder vand, ethanol, polyol (f.eks.
glycerol, propylenglycol og flydende polyethylenglycol
og lignende), passende blandinger heraf og vegetabil-
ske olier. Den rette fluiditet kan f.eks. opretholdes
ved anvendelse af et overtrak, sdsom lecithin, ved
opretholdelse af den kravede partikelstg¢rrelse i til-
felde af en dispersion og ved anvendelse af overflade-
aktive stoffer. Forhindringen af virkningen af mikro-
organismer kan opnds ved hjalp af forskellige anti-
bakterielle og antifungale midler, f.eks. parabener,
chlorbutanol, phenol, sorbinsyre, thimerosal og lignen-
de. I mange tilfalde vil det vare hensigtsmassigt at
inkorporere isotoniske midler, f.eks. sukkerarter eller
natriumchlorid. Protraheret absorption af injektions-
praparaterne kan opnds ved i praparaterne at anvende
absorptionsforsinkende midler, f.eks. aluminiummono-
stearat og gelatine.

Sterile injektionsoplgsninger fremstilles ved at
inkorporere den aktive forbindelse i den ngdvendige
mengde i det pagazldende oplgsningsmiddel med forskel-
lige af de ¢gvrige ovenfor opremsede bestanddele efter
behov, efterfulgt af sterilisering ved filtrering.
Almindeligvis fremstilles dispersioner ved at inkor-
porere de forskellige steriliserede aktive bestanddele
i en steril barer, der indeholder det grundlzggende
dispersionsmedium og de ¢vrige kravede bestanddele
blandt de ovenfor opremsede. I tilfzlde af sterile
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pulvere til fremstilling af sterile injektionsoplgs-
ninger er de foretrukne fremstillingsmetoder vakuum-
tgrring og frysetgrringsmetoden, hvorved der opnas
et pulver af den aktive bestanddel plus enhver yderlige-
re ¢gnsket bestanddel ud fra en i forvejen sterilfil-
treret oplgsning deraf.

Som anvendt heri omfatter "farmaceutisk accep-
tabel barer" ethvert og alle oplgsningsmidler, dis-
persionsmedier, overtraksmidler, antibakterielle og
antifungale midler, isotoniske og absorptionsforsinken-
de midler og lignende. Anvendelsen af sddanne medier
og midler til farmaceutisk aktive stoffer er velkendt
pA omriddet. Bortset fra de tilfalde, hvor konventio-
nelle medier eller-midlér er uforligelige med den
aktive bestanddel, skal deres anvendelse i de tera-
peutiske praparater tages i betragtning. Supplerende
aktive bestanddele kan ogsd inkorporeres i praparater-
ne. 7

Det er sarlig fordelagtigt at formulere parente-.
rale praparater i enhedsdosisform for at lette admini-
streringen og opna ensartede doser. Enhedsdosisform'
som anvendt heri refererer til fysisk adskilte enheder,
der er egnede som enhedsdoser til de mammalia-indivi-
der, der skal behandles, idet hver enhed indeholder
en forudbestemt mangde aktivt materiale, beregnet
til at frembringe den ¢gnskede terapeutiske virkning
sammen med den ngdvendige farmaceutiske barer. Speci-
fikationen for de p& opfindelsen baserede enhedsdosis-
former dikteres af og afhanger direkte af (a) det
aktive materiales unikke egenskaber og den sarlige
terapeutiske virkning, der skal opnas, og (b) den
naturlige begraznsning med hensyn til at sammensatte
et sadant aktivt materiale til sygdomsbehandling af
levende individer med en Sygdomstilstand, ved hvilken
sundhedstilstanden svakkes, som n@rmere beskrevet
heri.

‘Den vasentlige aktive bestanddel sammenszttes
med henblik p&d bekvem og effektiv administrering i
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effektive mengder med en egnet farmaceutisk acceptabel
barer ti; en enhedsdosisform som beskrevet ovenfor.
En enhedsdosisform kan f.eks. indeholde den vasentlige
aktive forbindelse i mangder i omr&det fra ca. 0,1 til
ca. 500 mg, idet fra ca. 0,5 til ca. 250 mg foretrzkkes.
Udtrykt i mengdeforhold er den aktive forbindelse al-
mindeligvis til stede i fra ca. 0,1 til ca. 500 mg/ml
af barer. I tilfzlde af praparater, der indeholder
supplerende aktive bestanddele, bestemmes doserne under
hensyn til den sadvanlige dose og administreringsmaden
for de navnte bestanddele. De daglige parenterale doser
for mammalia-individer, der skal behandles, ligger
i omr&det fra 0,1 mg/kg til 100 mg/kg. Den foretrukne
daglige dosis ligger i omr&det fra 0,3 mg/kg til 10
mg/kg.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen belyses narmere

ved hjelp af de efterfelgende eksempler.

Eksempel 1
2-[2-(Diethylamino)ethyl]-7-[ [2[ (2-hydroxyethyl)amino] -
ethyl]amino]anthra(l,9-cd]pyrazol-6 (2H)-on.

Ved omsetning af 2,5 g (7 mmol) 7-chlor-2-[2-
(diethylamino)ethyllanthra(l,9~-cd]pyrazol-6 (2H)-on,
7 ml (70 mmol) 2-(2-aminoethylamino)ethanol og 20 ml
pyridin i 20 timer under tilbagesvaling og derefter
afkeling og koncentrering og derpd triturering af den
faste remanens med koldt 2-propanol opnds 1,6 g af et
fast stof, smp. 104-107°C efter omkrystallisation af
toluen. Ved oplesning i varmt 2-propanol og derefter
behandling med overskud af hydrogenchlorid i 2-propanol
opnds 1,6 g af det terrede produkt som et salt med 2,0
zkvivalenter hydrogenchlorid og solvatiseret med 1,1
zkvivalent vand, smp. 212-216°C (dekomponering).

7-Chlor-2-[2-(diethylamino)ethyl]anthra(l,9-cd]-
pyrazol-6 (2H)-on fremstilles som fglger:

En blanding af 13,85 g (50 mmol) 1,5-dichlor-
9,10-anthracendion, 13,1 g (100 mmol) (2-diethylamino-
ethyl)hydrazin og 100 ml pyridin omrgres ved 50°C i
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5 timer, behandles med yderligere 10 ml af udgangs-
hydrazinen, omrgres ved 35%c i 48 timer, afkgles, fil-
treres og koncentreres. Ved triturering af remanensen
med 2-propanol:ethanol opnés 8 g af et fast pulvef,
smp. 129-132°C. Ved oplg¢sning af en 0,9 g preve i
varmt methanol og derefter saltdannelse som beskrevet
i det foregésnde afsnit opnds 0,8 g af det terrede pro-
dukt som et salt med 1,0 akvivalent hydrogenchlorid,
smp. 272-275°C (dekomponering).

Eksempel 2
2-[2-(Diethylamino)ethyl]-7-[[2~(diethylamino)ethyl]-
aminojanthra{l, 9-cd]pyrazol-6 (2H)-on.

Ved omsetning af en blanding af 2;1 g (6 mmol)
7-chlor-2-[2-(diethylamino)ethyl]lanthra(l,9-cd]pyrazol-
6(2H)-on, 5 ml (36 mmol N,N-diethylethylendiamin og
20 ml pyridin i 28 timer under tilbagesvaling og der-
efter oparbejdning og saltdannelse som beskrevet i
eksempel 1 opnds 1,9 g af det torrede produkt som et
salt med 2,0 zkvivalenter hydrogenchlorid og solvatiseret
med 0,2 zkvivalenter vand, smp. 292-294°C (dekompone-

ring).

Eksempel 3
2-[2-[(2-HydroxYethyl)amino]ethyl]-7-[[2-[(Z—hydroxy-
ethyl)amino]ethyl]amino]anthra[l,9-cd]pyrazol-6(2H)—on.

En blanding af 1,9 g (5 mmol) 7-chlor-2-{2-
[ (2-hydroxyethyl)amino]ethyl]anthra[l,9-cd]pyrazol-
6 (2H)-on, 2,0 ml (20 mmol) 2-(2-aminoethylamino)etha-
nol og 20 ml pyridin opvarmes under tilbagesvaling'i
72 timer. Blandingen afkgles, koncentreres og chroma-
tograferes p& silicagel med 0,5% triethylamin i di-
chlormethan, idet der anvendes gradientgluering med
2 til 10% methanol, til opndelse af produktet. Ved
saltdannelse som beskrevet i eksempel 1 opnésVSOO mg
af produktet som et salt med 2,0 zkvivalenter hydrogen-
chlorid og solvatiseret med 0,4 akvivalenter vand,

smp. 285-287°C (dekomponering) .
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7-Chlor-2-[2-[(2-hydroxyethyl)amino]lethyl]~
anthra[l,9-cd]pyrazol-6(2H)~on fremstilles som fglger:

En blanding af 11,1 g (40 mmol) 1,5-dichlor-
9,10-anthracendion, 13,1 g (110 mmol) 2-[(hydrazino-
ethyl)amino]ethanol, 4 g vandfrit kaliumhydrogencarbo-
nat, 1 g vandfrit kaliumfluorid og 110 ml dimethyl-
sulfoxid omrgres ved 70°C natten over. Blandingen af-
kgples, og det faste stof opsamles ved filtrering og
vaskes med vand og derefter grundigt med acetonitril
til opndelse af en remanens, som krystalliseres af
2-propanol til opnéelse af 2,6 g produkt. Hydrochlorid-
saltet fremstilles som beskrevet i eksempel 1, smp.
272-273% (dekomponering) .
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PATENTERKRAYV
Bnalogifremgangsmade til fremstilling af sub-
stituerede anthra[1,9-cd]pyrazol-6(2H)-oner med den

almene formel I

, N——N-2
NRY O

10 hvori R betegner H eller alkyl med fra 1 til 6 carbon-
atomer; Y betegner H, alkyl med fra 1 til 6 carbon-
atomer, der kan vare substitueret med en gruppe ORl'
hvori Rl betegner H eller alkyl med fra 1 til 6 carbon-
atomer, eller ANR R3, hvori A er.alkylen med fra 2 til

2
15 8 carbonatomer, og R2 og R3 kan vere ens eller forskel-

lige og hver betegner H, alkyl med fra 1 til 6 carbon=-
afomer, der kan vare substitueret med OH eller en gruppe
NRaRa, hvori Ra'erne kan vare ens eller forskellige og
hver betegner H eller alkyl med fra 1 til 3 carbonatomer,

20 der kan vere substitueret med OH, eller R, og R3 tilsam-
men kan vare ethylen eller kan danne

-(CH,)
2 n\\_B
- (CHz)m/

25 hvori n og m kan vare ens eller forskellige og er én,
to eller tre, forudsat at summen af n og m er et helt
tal pa fra tre til seks, og B er en direkte binding,
0, S eller N-R,, hvori R, betegner H eller alkyl med
fra 1 til 6 carbonatomer; R og Y tilsammen kan vare

30 ethylen eller kan danne '

-(CH

2)n;\\

- e
(CH,)
hvori n og m og B har de ovennavnte betydninger; Z be-

B

35 tegner H, alkyl med fra 1 til 6 carbonatomer, der kan
vaere substitueret med en gruppe N(Rl)z' SRl eller ORl'
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hvori Rl'erne er ens eller forskellige og har den oven-
navnte betydning, eller DNR2R3, hvori D er alkylen med
2 til 8 carbonatomer, der kan vare substitueret med en
OH-gruppe, og R2 og R3 har de ovennavnte betydninger, med
fglgende forbehold, 1) nar Z er H, danner R og Y tilsam-
men ikke en piperidinring, og 2) ndr Z er CH3, danner
R og Y tilsammen ikke en piperidinring eller en morpho-
linring, eller farmaceutisk acceptable salte heraf,
kendetegnet ved, at man omsatter en forbin-
delse med den almene formel IT

N——N-2

IT

med en amin med formlen HNRY, i hvilke formler Y, Z og R
har de ovennavnte betydninger.
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