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CZ 301493 B6

Deriviaty S-imino-13-deoxyanthracyklinu, jejich pouZiti a zpisob pFipravy

Vynalez se tyka derivatd 5-imino-13—deoxyanthracyklinu, lééebného vyuZiti S—imino—i3—de-
oxyanthracyklinu a zpiisobl ptipravy derivatlt 5--imino—13-deoxyanthracyklinu.

Dasavadni stav techniky

Nejznamé&;jsi anthracyklinova 1é&iva proti rakoviné jsou doxorubicin a daunorubicin. které obsa-
huji 13-keto a 5—keto skupinu. Doxorubicin, publikovany v patentu US 3 590 028 ma Siroke
spektrum pouzitelnosti jako protirakovinny prostiedek a je pouzivan pii 1¢Ebé leukémii, lymfomd
a solidnich nadord. Daunorubicin, publikovany v patentu US 3 616 242 je U¢inny pfi [é¢bé akut-
nich leukemii. Nicméné pouiitelnost téchto 1é¢iv je omezena zavaznymi vedlejimi G¢inky, t).
kardiotoxicitou, tak, ze cetkove mnoZstvi létiva, které miZe byt podano pacientovi, nesmi pfe-
sahnout 550 mg/m2 (E. A. Lefrak et al., Cancer, 32:302, 1973). | pti doporudené maximaini cei-
kové kumulativni davce nebo v jeji blizkosti (430 az 650 mg/m®) se u 60 % pacientd vyskytuji
zavainé a pretrvavajici srdedni dysfunkce a u 14 % pacientd se vyskytuje méstnavé srdeéni sel-
hani (A. Dresdale et al., Cancer, 52:51, 1983). | kdyZ jsou tedy tato lé€iva i€inna k inhibovani
ristu rakovinnych nidord, mohou pacienti v disledku vedlejdich kardiotoxickych G¢inki lé€iv
zemfit na méstnavé srdeéni seihani.

Néktefi vyzkumni pracovnici se domnivaji, Ze kardiotoxicita je vysledkem tvofeni volnych radi-
kald chinonovou &asti molekuly anthracyklinu (J. Dorowshow et af., J. Clin. Invest., 68:1053,
1981; D. V. Uverferth et al., Cancer Treat. Rev., 9:149, 1982; J. Goodman et al., Biochem. Bio-
phys. Res. Commun., 77:797, 1977; L. L. Tweier, 1. Biol. Chem., 25%:6056, 1984). Naproti tomu
existuje dobry dilkaz o tom, Ze tvofeni volnych radikali nemiiZze byt jedinym mecharismem zpi-
sobujicim kardiotoxicitu, protoze lé¢iva i za pritomnosti akceptoru voinych radikali stale posko-
zuji srdece (J. F. Van Vlieet er al, Am. J. Pathol., 99:13, 1980; D. V. Unverferh et al, Am. J.
Cardiol., 56:157, 1985; C. Myers ef al., Seminars in Oncology, 10:53, 1983; R. H. M. Julicher
etal, J. Pharm. Pharmacol., 38:277, 1986; E. A. Porta et al, Res. Comm, Chem. Pathol.
Pharmacol., 41:125, 1983).

Bylo také zjiiténo, Ze inhibice tvofeni volnych radikali neodstrani kardiotoxicitu téchto anthra-
cyklint (P. S. Mushlin er al., Fed. Proc., 45:809, 1986). Misto toho tento vyzkum ukazuje, Ze
kardiotoxicita doxorubicinu a daunorubicinu, projevujici se redukei kontraktility myokardu, je
také zavisla na metabolické redukei 13-keto ¢asti na 13—dihydro metabolit. V testovacich systé-
mech, kde doxorubicin neni vyrazné metabolizovan na 13-dihydro metabolit, byly zjiitény kar-
diotoxické udinky pouze pki vysokych koncentracich (200 — 400 mikrogrami/mi) (P. S. Mushlin
et ul., Fed. Proc., 44:1274, 1985; R. D. Olson ef al., Fed. Proc., 45:809, 1986). Na rozdil od 13-
dihydro metaboiitd maji doxorubicinol a daunorubicinol kardiotoxické uginky ve stejnych testo-
vacich systémech pii relativné nizkych koncentracich (1 - 2 mikrogrami/mi, R. D. QOlson er al.,
Proceed. Am. Assoc. Cancer Res., 26:227, 1985; R. D. Olson et al.., Proceed. Am. Assoc. Cancer
Res., 28:441, 1987).

Je-li doxorubicinu umoZnéno setrvivat v testovacich systémech i jen po kratkou dobu, dojde
k urlité metabolické konverzi a 13-dihydro metabolit vznika v dostate¢ném mnozstvi k tomu,
aby se projevila kardiotoxicita (L. Rossini er al.., Arch. Toxicol. suppl., 9:474, 1986; M. Del
Tocca et al., Pharmacol. Res. Commun., 17:1073, 1985). Tak byly nahromadény podstatné dika-
zy o tom, Ze kardiotoxicita lé¢iv jako napf. doxorubicinu a daunorubicinu vznika za siinych kar-
diotoxickych 0¢inkdt vyvolavanych jejich 13-dihydro metabolity (P. Mushlin er al, Rational
Drug Therapy, 22:1, 1988; S. Kuyper et af., FASEP Joumal, 2:A1133, 1988; R. Boucek et af, J.

Biol, Chem., 261:15851, 1987; a R. Olson et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 85:3585, 1988).
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Predlozeny vynalez vyuziva skutecnost, Ze 13—deoxy formy doxorubicinu, daunorubicinu nebo
jinych podobnych anthracyklind nebudou metabolicky pfeménény na kardiotoxické |3—dihydro
tormy. a ze 5—keto skupina je modifikovana na formu, ktera bude méné ochotné vytvaret radika-
ly. ¢imz poskytuje moznost aplikovani sloucenin pfedlozencého vynalezu v nekardiotoxickych
mnozstvich bez omezeni celkove kumulativni davky.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez je zaméfen na poskytnuti novych derivatii 5—imino—13—deoxyanthracyklinu,
které maji méné vedlejsich ucinku.

Predmétem vyndlezu jsou derivaty S—imino-13—deoxyanthracyklinu vzorce

H,
o
“‘ ”J’IIIOH He
i
R NH OH OR,

kde:

Ry, Ry a R; kazdé nezavisle znamena substituent vybrany ze skupiny sestavajici z H, OH a OCH;
a

Ry je cukerna &ast vybrana ze skupiny sestavajici z

Q OH o OH o
CHs &Hy I
0 , .
NH,
NHz OH |

Obecné jsou tyto anthracykliny snadno konvertovany znamymi zpsoby na | 3-tosylhydrazony.

13- Tosylhydrazony anthracyklinu se redukuji na derivaty 13- -deoxyanthracyklinu kyanohydro-
boritanem sodnym za kyselych podminek. Produkty se pak ¢isti preparativni chromatografii bez
extrakee. Purifikované derivaty 13 -deoxyanthracyklinu se konvertuji na N-Boc derivaty, a pak
nechaji reagovat s NH; k vytvofeni N-Boc—35-imino-3-deoxyanthracyklinit. Odstranénim N—
Boc za kyselych podminek vzniknou derivéty 5-imino-13-deoxyanthracyklinu. Bylo zjisténo, 7e
postupy maji vytézky od asi 30 do asi 60 %.

Pfedmétem vynalezu je déle zpisob pripravy derivatd 5-imino 13- deoxyanthracyklinu podle
kterehokoli z naroka 1 az 7, ktery zahmuje kroky:

(a) vytvofeni kyselého roztoku 13-tosylhydrazonu anthracyklinu kyanohydroboritanem,
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(b) mirné refluxovani roztoku,

(¢c) ochlazeni reakéni smési,

(d) pridani vody a halogenuhlovodiku do reak&ni smési,

(e} pridani bezvodého siranu sodncho,

(f) fOltrovani precipitatu,

(g) okyseleni filtratu,

(h) podrobeni filtratu preparativni chromatografii k izolaci 13—deoxyanthracyklinového deriva-
t,

(i) podrobeni HPLC—pfe¢isténé frakce metodé HPLC s reverznimi fazemi k odstranéni anorga-
nickych sali,

(j) vytvofeni bazického roztoku piecisiéncho 13—deoxyanthracyklinu s di-terc-butyikarbona-
tem,

(k) zreagovani roztoku pfi tepioté mistnosti,

() extrahovani derivatd chranénych skupinou Boc,

(m) vytvofeni roztoku Boc—chranénych denvatt,

(n) zpracovani roztoku amoniakem za teploty mistnosti,

(0) odpafeni rozpoustédla a amoniaku,

{p) zpracovani bytku kyselym roztokem,

(q) odpafeni roztoku;

(r} podrobeni roztoku preparativni HPLC k izolaci S—imino—I 3—deoxyanthracyklini.

(s) podrobeni iPLC-pfecisténé frakce metode HPLC s reverznimt fazemi k odstraneni anorga-
nickych solia

() eluovéni a izolovani 5—imino—1{3-deoxyanthracyklinovych derivati.

Vyhodné postup zahmuje formovani kyselého roztoku 13 tosylhydrazonu anthracyklinu pomoci
kyanohydroboritanu. Roztok se jemné refluxuje. Reakeni smés se zchladi. Do roztoku se prida
malé mnozstvi vody. a poté halogenované uhlovodikové rozpoustédlo. Smés se filtruje. Fiitrat se
podrobi preparativni chromatografii k izolovani derivata 13-deoxyanthracyklinu, Na purifikova-
né derivaty se zavede chranici skupina rerc-butoxykarbonylu k vytvofeni 3'-N-Boc derivata,
které sc pak nechaji reagovat s amoniakem k vytvofeni 3'-N-Boc—5—imino-13—deoxyanthra-
cyklini. Sejmutim skupiny chranici amino skupinu za kyselych podminek vzniknou 5—imino-
13—deoxyanthracykliny, které se pak Cisti chromatografii.

Dalii vyhodné aspekty predlozencho vynalezu poskytuji zpiisob pripravy derivatll 5 -imino—13-
deoxyanthracyklinu, Postup zahrnuje formovani roztoku rozpusténi asi 1 g 13-tosylhydrazon-
hydrochloridu doxorubicinu a asi 2.4 g kyseliny p-toluensulfonové Kyseliny v asi 50 mi bezvo-
dého methanotu. Do roztoku se piida asi 0.8 g kyanohydreboritanu sodného.

Roztok s¢ zahfiva pii teploté od asi 68 do asi 72 °C, pak se jemné refluxuje po dobu asi jedné
hodiny pod atmosférou dusiku.

Reakéni smés se koncentruje na asi 20 ml, pak ochladi v mrazicim boxu na teplotu od asi do asi
4 o
=+ L.

Do reakéni smési se pida asi 0,5 ml vody, asi 200 ml chloroformu a bezvody siran sodny. Vinik-
I¢ solt se odfiltruji.

Filtrat se necha projet sloupcem silikagelu. Sloupec se dale promyva chloroform/methanolem
dokud neni eluat bezbarvy.
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Frakce obsahujici produkt se eluuje methanolem. Methanolovy cluat se odpafuje a vysledny
7bytek se rozpusti ve 30% acetonitrilu v pufru mravenéanu amonného.

Produkt se izoluje preparativni HPLC s pouzitim fenylového sloupce a scparuje od daldich
necistot pomoci gradientu acetonitril/mravenéanu amonného. Frakce purifikované HPLC se pak
ziedi piiblizné stejnym objemem vody jako nashromazdéné frakce a tento roztok se necha projet
preparativni HPLC s pouzitim fenylového sloupee. Produkt se eluuje methanolem. Methanolovy
eluat se koncentruje a stejny produkt se precipituje piidanim ethyletheru. Tuhy produkt se izoluje
filtraci k ziskani asi 600 mg |13—deoxydoxorubicinu.

Asi 600 mg purifikovaného t3-deoxydoxorubicinu se rozpusti v asi 60 ml methylenchloridu a asi
10 mi vody a necha reagovat sasi 180 mg hydrouhli¢itanu draselného a asi 180 mg di—rerc—-
butyldikarbonatu pii pokojové teploté po dobu asi 2 hodin. Organicky roztok se separuje, pro-
myje vodou a sudi bezvodym siranem sodnym. Roztok se odpaiuje do sucha. Zbytek se rozpusti
v asi 100 ml bezvodého methanolu. Roztok se udrzuje nasycenym pomoci amoniaku pii teploté
od 0 do asi 4 °C po dobu 48 hodin. Rozpoustédlo a amoniak se odstrani ve vakuu k ziskani 3'-N—
Boc—5—imino—13—deoxydoxorubicinu. Vyse obdrieny 3'-N-Boc—5—imino-I3—deoxydoxorubi-
cin se necha reagovat s asi 60 ml bezvodého methanolu obsahujiciho asi 0,1 M chiorovodiku pfi
pokojové teploté po dobu asi 2 hodin k odstranéni 3'-N-Boc skupiny. Vysledny roztok se kon-
centruje na asi 5 mh.

Koncentrovany roztok se izoluje preparativni HPLC s pouzitim fenylového sloupce. Produkt se
separuje od dalsich necistot pouzitim gradientu acetonitri/mravenéanu amonného. Frakce purifi-
kované HPLC se zfedi piiblizné stejnym objemem vody, vstfiknou na fenylovy sloupec prepara-
tivni HPLC a proplachuji vodou k odstranéni soli. Produkt se pak eluuje methanolem.

Methanolovy cluat se okyseli asi 0,5 ml chlorovodiku v cthyletheru. Roztok se pak koncentruje
na asi 5ml. K precipitovani produktu se pfida 10 ml ethyletheru. Precipitat se filtruje k ziskani

asi 360 mg 5-imino-13-deoxydoxorubicinhydrochloridu.

Predlozeny vynalez také poskytuje slouéeniny majici ndsledujici vzorec:

kde substituenty R, R; a R, jsou H, OH nebo OMe a substituent R4 je cukerna Cast jina nez mor-
folinylem substituovana cukerna ¢ast. Samozfejmé, ze morfolinyl zahrnuje 1 substituované mor-
folinylové ¢asti. Slouceniny, které obsahuji morfolinylem substituované cukerné ¢asti vykazuji
vyznamné zvysenou toxicitu.

Dale predlozeny vynalez poskvtuje farmaceuticky piipravek obsahujici alespon jeden derivat 5—
imino—|3—deoxyanthracyklinu.

Dile jesté predlozeny vynalez poskytuje zptisob Ié&by rakoviny, vietné leukemii, lymfomi a
peviych nadorii, zahmujici krok aplikovani Géinného mnozstvi alespont jednoho derivatu 5-
imino—13--deoxyanthracyklinu.

7. nasledujiciho poptsu budou odborné vefejnosti patrné jedté dalsi pfedméty a zvvhodnéni pred-
lozeneého vynélezu. Podrobny popis vynalezu ukazuje a popisuje pouze vyhodni provedeni
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vynalezu tak, aby ilustroval nejlepsi zamysleny zplsob pro provedeni vynalezu. Odborné vefej-
nosti je zfejmé. 7c vynalez zahmuje dalsi a riizna provedeni. Detaily vynalezu mohou byt modifi-
kovany 7 riznych hledisek bez odchyleni se od vynilezu. Obdobné na vykresy a na popis je treba
pohlizet jako na ilustraci podstaty vynalezu a nikoliv jako omezeni.

PPodrobny popis vyndlezu

Piedlozeny vynalez poskytuje derivaty S—imino-|3—deoxyanthracyklinu, jejich pouziti a zpisob
ptipravy derivati S—imino—13-deoxyanthracyklinu. Obr. 3 uvadi piiklady derivati S-imino-13-
deoxyanthracyklinu, které mohou byt syntetizovany podle predlozencho vynalezu. Jak )iz bylo
uvedeno vyse, je znamo, Ze slou¢eniny jako napf. na obr. 3 maji protinadorove vlastnosti a také
méné vedlejSich acinki.

Postupy podie ptediozeného vynalezu mohou byt provadény pii teploi€ od asi § do asi 75 °C.
Vyhodné jsou postupy provadény pfi teploté od asi 65 do asi 75 °C. Vyhodnéji se mohou postupy
provadeét pii teploté od asi 68 do asi 72 °C. Teploty pfesahujici asi 72 °C vedou obvykle
k rozloZeni reaktant a produktd.

Postup podle predlozeného vynalezu zahrnuje mnozstvi obecnych podminek. Napfiklad redukéni
reakce se vyhodné provadi za kyseiyeh podminek. Jinvmi slovy hodnota pH by mela byt asi 7.0
nebo mensi. Bylo zji§téno, ze znamé postupy ptipravy vySe uvedenych sloucenin, které pouzivap
bazické podminky v ramei reakéni smési, zpusobuji rozklad reaktanti a produkti.

Navic by mél byt # redukéni reakce vyloucen jak kyslik. tak 1 voda. Vyhodné se reakce provadi
v atmosféte dusiku nebo inertniho plynu s pouzitim bezvodych rozpoustédel.

Dale by se aminace méla provadét pfi teploté 0 — 4 °C. Vy33i teploty by mohly zpisobit rozklad
reaktantd a produkt(.

Dale by se zaminace méla vyloutit voda. Vyhodné se reakee provadi v bezvodych rozpous-
tédlech.

Dale by se také z hydrolyzy méla vylou¢it voda. Vyhodné se reakce provadi v bezvodych roz-
poustédlech.

Nasledujici popis poskytuje priklad transformace molekuly a jeji vyvoj béhem postupu.
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Me
H
2
R X
s a. OMe OH
b. OMe H
c. H H

Nisledujici blokové schéma ilustruje piiklad provedeni zpisobu podle predlozeného vynalezu
16 pro pripravu 5-imino—13—deoxydoxorubicinu, coZ je derivat 13- deoxyanthracykiinu,
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redukce

reakéni smési

- jemny reflux

- ochlazeni na teplotu 0°C
. pridani vody

- pridani CH,CI

- nfidani Na,50),

- filtrace

filtrat

-chromatografie na
sloupci sillkagelu

l

soli

~ pdstrangni

- eluovani s 10/1 : CHCL, : CH,OH

Frakce 1

- odstranéni

-eluovani s CH,0H

Frakce 2

- koncentrovani
. preparativni HPLC

l

frakce cistého
13-deoxyanthracyklinu

. pridani vody
- roztok se projede HPLC s

pouzitim fenylového sloupce

- eluovéni s vodou (odstranéni)
- eluovani s MeQH
- koncentrovani roztoku MeOH

tuhé 13-deoxyanthracykliny

rozpusténi v CH,Cl,a H,O
pfidani KHCQO, a Boc,O

- michani pri pokojové teploté

po dobu 2 hodin

- separovani vrstvy CH,Cl,
- promyti roztoku CH,Cl, vodou
. suseni roztoku CH,Cl, na Na,SO,

- odstranéni rozpoustedla

3'-N'-Boc-13-deoxyanthracykliny

- rozpusténi v MeOH
- ochlazeni roztoku na teplotu

0'- 4'C

- nasyceny roztok s NH,

po dobu asi 24 hodin
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- odstranéni rozpoustedia

3'-N-Boc-5-imino-13-deoxyanthracykliny

- rozpusténi v MeOH

- pridani HCl v Et,O

- michani pii pokojové teploté
po dobu 2 hodin

- koncenfrovani roztoku

- izolovani produktd
preparativni HPLC

frakce 5-imino-13-deoxyanthracykling

. pfidani vody

- roztok se fprojedg HPLC s
pougzitim fenylového sloupce

- eluovani s vodou (odstranéni)

- eluovani s MeOH

. pridani HCIVEL,0

- koncentrovani roztoku MeQH

. pridani Et,O

+ filtrovani precipitatu

tuhé 5-imino-13-deoxyanthracyklinhydrochloridy

Nasledujici popis znazoriiuje priklady derivati anthracyklinu jejichz syntéza je zde popsana.

R, Analog

OMe

OH

OH

doxorubicinu
Me




CL JU14Y%5 Bo

R1 Rz R] R, Analog
OMe OH H daunorubicinu
Me
Hi
NH2
OH OH H kaminomycinu
(u]
Ma
H
NH»
OMe OH CH epirubicinu
iie] 0
Me
NHz
34 CH H idarubicinu
e
Hi
Ytz
H OH OH annamyciny
HO O
3
ﬁ

Ve slouceniniach mize byt substituent Ry modifikovanou verzi rliznych analog anthracyklinu.
Také kruh [ miize byt substituovan halogenem nebo hydroxylovou skupinou. Napfiklad kruh D
by moht byt substituovan fluorem, jodem nebo jakymkoliv jinym halogenem.

Obecné postup podle predlozeného vynalezu zahmuje formovani kysel¢ho roztoku 5—imino- 13-
deoxyanthracyklinu. Roztok se jemné refluxuje. Pak se miize reakéni smés ochladit. Podle jedno-
ho prikladu se reakéni smes ochladi na teplotu od asi 0 do asi 4 °C. Pak se maze pridat malé
mnozstvi vody k hydrolyzovani produktu. Halogenované uhtovodikové rozpousiédlo mize byt
studené a miize se pridat do reakéni smési. Napiiklad miize byt halogenované uhlovodikove roz-
pouitédlo pii teploté od asi 0 do asi 4 °C. Pfiklad halogenovaného uhlovodikového rozpoustédla,
které maze byt pouzivano je chloroform. Po pridani bezvodého siranu sodného se pak reakéni
smés filtruje. Filtrace se mize také provadét za snizeného teploty. Naptiklad filtrace se mize
provadét za teploty od asi 4 do asi 15 °C.

Vyie uvedené pridani vody spise iniciuje hydrolyzu. Pfebytek vody mize byt odstranén pfidanim
bezvodého siranu sodného. Vyhodné se pak anorganické soli odfiltruji z reakéni smési. Filtrat se
pak podrobi chromatografii na sloupci silikagelu. Hydrofébni necistoty se pak izoluji eluovanim
méné polarnimi rozpoustédly. Produkty 13-deoxyanthracyklinu se pak mohou eluovat a ¢luat
dale Cistit.
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Puritikované derivaty 13—deoxyanhtracyklinu mohou byt rozpustény v roztoku methylenchloridu
a vody obsahujicim bazi a di-terc-butyldikarbonat. Roztok se mize michat pfi asi pokojové tep-
loté po dobu 2 hodin. Organicky roziok se mize izolovat a promyt vodou, poté se odstrani roz-
poustédlo a zbytek se rozpusti v alkoholovém rozpoustédle, Alkoholovy roztok se mize sytit
amoniakem pfi teploté asi 0 °C do asi 4 °C po dobu 24 hodin. Rozpoustédlo se odstrani a suchy
zbytek se necha reagovat s kyselym alkcholovym rozpoustédlem pfi pokojové teploté po dobu asi
Zhodin, Vysledny roztok se koncentruje a podrobi dalgimu &iiténi, pak okyseli a precipituje
v etheru k ziskani hydrochloridové soli 5—imino—13—deoxyanthracyklinu,

Vyhodne zahrnuje postup podle pfedloZzeného vynalezu formovani roztoku |3-tosylhydrazond
anthracyklinu v bezvodém methanolu s p—toluensulfonovou kyselinou a kyanoborohydridem
sodnym. Roztok se jemné refluxuje pod atmostérou dusiku a pak zchladi. Pfida se voda a poté
chloroform. Precipitované soli se filtruji a filtrat se izoluje na sloupci silikagelu. Hydrotobni
necistoty vzniklé zrozkladu se eluuji roztokem chloroformu a methanolu. Produkty, 13—de-
oxyanthracykliny, se eluuji methanolem. Methanolovy eluat se dale ¢isti preparativni HPLC.

Purifikované 13-deoxyanthracykliny se rozpusti ve smési methylenchloridu a vody a nechaji
reagovat s hydrouhli¢itanem draselnym a di-tert—butyldikarbonatem. Roztok se micha pti poko-
jové teploté po dobu 2 hodin. Organicka vrstva se izoluje, promyje vodou a susi na bezvodém
siranu sodném. Rozpoustédlo se pak odstrani ve vakuu. Zbytek se rozpusti v bezvodém metha-
nolu a udrzuje nasycenym pomoci amoniaku pfi teploté od asi 0 do 4 °C po dobu 48 hodin.
Methanol a amoniak se odstrani z reakéniho produktu, ktery se pak necha reagovat se ziedénou
kyselinou v alkoholu pii asi pokojové teploté po dobu 2 hodin k ziskani 5—imino—13—-deoxy-
anthracyklinu. Tato sloucenina, vroztoku, se koncentruje, a poté &isti preparativni HPLC
k odstranéni necistot a soli. Produkt se eluuje methanolem, okyseli a precipituje k ziskani hydro-
chioridové soli 5—imino—13-deoxyanthracvklinu.

Nasledujici popis poskytuje priklad postupu podle pedlozeného vynalezu.

Priklad provedeni vynilezu

Priprava S-imino—13—deoxydoxorubicinhydrochloridu

Ast 1 g 13-tosylhydrazonhydrochloridu doxorubicinu a asi 2.4 g p--toluensulfonové kyseliny se
rozpusti v asi 50 ml bezvodého methanolu. Do tohoto roztoku se prida asi 0,8 g kyanohydrobori-
tanu sodncho. Vysledny roztok se zahrivé pii teploté 68 az 72 °C a udrzuje pfi jemném refluxu po
dobu | hodiny pod atmostérou dusiku.

Pak se reakéni smés koncentruje na asi 20 ml a ochladi v mrazicim boxu na teplotu asi 0 az 4 °C,
Pfida se 0.5 ml vody a 200 ml chloroformu. Poté se pridé bezvody siran sodny a po protiepini se
soli filtruji.

Roztok se necha projet sloupcem silikagelu (2.5 x 5 ¢m). Sloupec se dale promyva chloro-
form/methanolem (10/1) dokud neni eludt bezbarvy. Vazané frakce obsahujici produkt se eluuji
methanolem. Methanolovy eluat se odpafuje a zbytek se rozpusti v 30% acetonitrilu v pufru mra-
vencanu amonnc¢ho (pH = 4,0; 0,5%) a izoluje preparativni HPLC. Pouzije se fenylovy sloupec a
pouZitim gradientu acetonitril/mravenéanu amonného (od 27% do 30% acetonitrilu po dobu 30
minut) se dosahne separace produktu od dalsich neistot.

Frakee purifikované HPLC se zfedi priblizné stejnym objemem vody. Roztok se projede prepa-
rativni HPLC s pouzitim fenylového sloupce. Sloupec se eluuje vodou k odstranéni soli. Poté se
produkt eluuje methanolem. Produkt se koncentruje a pFidanim ethyletheru, ktery obsahuje chlo-
rovodik, precipituje a po spojeni filtraci poskytne 600 mg | 3-deoxydoxorubicinhydrochloridu.
Vytérek ¢ini 80%.
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TLC: R=038  CH:Cl : MeOH : H;,O
30 10 1

UV Aoy = 233, 252, 293, 485 nm
MS: 530 (M+H),

o0
383 (M- Hg("" +H)

Wy

'HNMR (methanol d.): (viz nize)

§. 1,30 (d. 3H, 6'-CH),
.85 (m, 2H, 13-H,),
2.05 (m, 2H, 10- Hy),
2,60 (d, IH, 12-1),
3.05 (d, 1H, 12-H),
3.55 (m, IH, 5'-H),
3.90 (m, 2H, td-H,).
4,05 (s, 3H, O-CHy),
425 (m, 1H. 4-H),
4,95 (m, 1H, 3'-H),
5,40 (m, [H, 1'-H),
7.55 (d, [H, 3-H),
7,85 (d, 1H, 2-H),a
7,95 (d, H, 1-H).

Piblizng 600 mg ¢isténého 13—deoxydoxorubicinu se rozpusti v asi 60 mi methylenchloridu a asi
10 ml vody a neché reagovat s pfiblizné 180 mg hydrouhliitanu draselncho a pfiblizn¢ 180 mg
di—terc—butyldikarbondtu pii asi pokojové teploté po dobu 2 hodin. Organicky roztok se separuje,
promyje vodou a susi na bezvodém siranu sodném. Roztok se odpatuje do sucha a zbytek se roz-
pusti v asi 100 ml bezvodého methanolu. Roztok se udrzuje nasycenym pomoci amoniaku pti
teploté od asi 0 do asi 4 °C po dobu 48 hodin. Rozpoustédlo a amoniak se odstrani ve vakuu
k ziskani 3" N-Boc—5—imino-13—deoxydoxorubicinu, ktery se necha reagovat s pfiblizné 60 ml
bezvodého methanolu obsahujiciho asi 0,1 M chlorovodiku pfi asi pokojové teploté po dobu
2 hodin k odstranéni 3'-N -Boc skupiny. Vysledny roztok se koncentruje a produkt izoluje prepa-
rativni HPLC. Frakee purifikované HPL.C se zfedi stejnym objemem vody. Roztok se piida na
fenylovy sloupec preparativni HPLC a eluuje vodou k odstranéni soli. Produkt se eluuje metha-
nolem. Methanolovy cludt se okyseli chlorovodikem v ethyletheru a roztok se koncentruje. Pfida
se cthylether a vysledny precipitat se filtruje k ziskani pfibiizné 360 mg 5—imino-1 3—deoxydoxo-
rubicinhydrochloridu.

TLC: R;= 0,35
U V. Ay = 222,251,310, 544, 585 nm
'HNMR (MeOH-da)
3 1.30(d, 3H, 6'=CIL)
1,85 (m, 2H, 13-H»)
2,10 (m, 2H. 10-1,)
2,60 (d, 111, 12-H)
2.75(d, 1H, 12-H)
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2,95 (d, 111, 12-H)
3,50 (m, H, 5'-H)
3.90 (m, 2H, 14—11,)
4,15 (s, 34, O—CHy)
425 (m, |H, 4'-H)
5,10 (m, 1H, 3'=H)
560 (m, IH. I H)
7.50 (d, TH, 3-11)
7,80 (d, [H. 2-H)
8.05 (d, IH. 1-H)

MS: 529 (M+H)

Q

400 (M- H"’ +H)

NH 3

[+
382 (M- MS]"") +H)

Predlozeny vynalez také poskytuje slouceniny majici nasledujici vzorec:

Dile piedlozeny vynilez poskytuje farmaceuticky pripravek obsahujici alespon jeden derivat 5—
imino—13—deoxyanthracyklinu.

Dile predlozeny vynalez poskytuje zpisob osetfeni rakoviny, véctné leukemii, lymfomi, a pev-
nych nadori. Zplsob zahmuje krok. pfi kterém se aplikuje 0¢inné mnozstvi alespoi jednoho
derivatu 5-imino—13- deoxyanthracyklinu. Davky mohou byt podobné jako u znamych sloucenin.
Diky jejich podobnostem se znamymi slou¢eninami bude odbornd vefejnrost schopna uréit
reakéni podminky s podobnou ucinnosti bez nepfiméfeného experimentovéni. Nicméng, jak je
uvedeno vyde, umoziuje predlozeny vynalez podstatné snizit vedleji G¢inky véetné snizeni kar-
diotoxicity.

Predlozeny vynalcz také poskytuje zpiisob odetfeni autoimunnich chorob nebo poruch deficitu
imunity jako napf. AIDS. Zptsob zahrnuje krok, pii kterém se aplikuje uéinné mnozstvi alespo

Jednoho derivatu 5-imino—13—deoxyanthracyklinu.

Pfedchozi popis vynalezu ilustruje a popisuje predlozeny vynales. Navic (daje ukazuji a popisuji
pouze vyhodnad provedeni vyndlezu, ale jak je vySe uvedeno, je jasné, ze predlozeny vynalez je
pouZitelny v riznych dalsich kombinacich, modifikacich a prostiedich a je ho mozné zménit nebo
modifikovat v ramei rozsahu vynélezu. jak je zde uveden, odpovidajici vyée uvedenym popisim
a/nebo schopnosti nebo znalosti prisluiné techniky. Vy3e popsana provedeni jsou dale uréena
k vysvétleni nejlepSich zpisob podle predloZzeného vynalezu a k umoznéni dalsim odborné kva-
lifikovanym pracovnikiim vyuzivat vynalez v téchto nebo jinych provedeni a s riznymi modifi-
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kacemi pozadovanymi pro jednotlivé aplikace nebo vyuZiti vynalezu. Proto popis neni zaméfen
na omezeni vynalezu podle zde popsané formy a pfiloZené patentové naroky jsou interpretovany
tak. aby zahrnovaly alternativni provedeni.

PATENTOVE NAROKY

10
1. Derivaty S—imino-13—deoxyanthracyklinu vzorce

Q R,
[
C R
N~ 3
", (Ii
IOH 2
|
Ry NH OH ORy

15 kde:

R, R» a R; kazdé nezavisle znamena substituent vybrany ze skupiny sestavajici z H, OH a OCll;
a

20 R, je cukernd Gast vybrana ze skupiny sestavajici

O OH-——-—-Q OH -0
CH; CHy CHy
O , a
H
Nre NH; OH |

2. Sloucenina podle naroku |, kde R, je OCH;, R a R je kazdé OH a R, je

Q

CHs

0»7—/
NH,

3. Sloucenina podle naroku |, kde R; je OCH;. R; je OH, R; je Ha Ry je

- |5-
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5. Sloucenina podle naroku I, kde R, je OCH:, R; je OH, R; je OR a R, je

OH 0

CH,

NH,
t0
6. Slouenina podle naroku 1, kde R a R; je kazdé H, Ry je OH a R, je

——Q

CH,
O

NH,
s 7. Sloucenina pedle ndroku 1, kde Ry je H, R; a R; je kazdé Olt a R, je

OH

8. Farmaceuticka kompozice, vyznadujici se tim, Zc obsahuje alespon jednu stou-
2 Ceninu podle kteréhokoli z naroki 1 az 7.

-6 -
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Pouziti alespoit jedné slouceniny podle kteréhokoli z néroki 1 az 7 pro vyrobu léciva

k léceni rakoviny, autoimunitnich chorob nebo poruch deficitu imunity.

10.

Zpiisob piipravy derivati S-imino—13—deoxyanthracyklinu podle kteréhokoli z naroka 1 az

7, vyznaéujici se tim, zezahmuje kroky:

(a)
(b)

(k)
("
(m)
{n)
{0)
(p)
(q)
(r)
(s)

()

11.

vytvofeni kyselého roztoku |13-tosylhydrazonu anthracyklinu kyanohydroboritanem,
mirné refluxovani roztoku,

ochlazeni reakéni smési,

ptidani vody a halogenuhlovodiku do reakcni smesi,

ptidani bezvodého siranu sodného,
filtrovani precipitatu,

okyseleni Nltratu,

podrobeni filtra
vatu,

| A e o] H e 1
iltrdtu prepa a¢i 13-deoxyanthracyklinovéhe deri-

podrobeni HPLC—piecisténé frakce metodé HPLC s reverznimi fazemi k odsiranéni anorga-
nickych solf,

vytvofeni bazického roztoku precisténého 13—deoxyanthracyklinu s di-zerc -butylkarbo-
natem,

zreagovani roztoku pii teploté mistnosti,

extrahovani derivatii chranénych skupinou Bog,

vytvofeni roztoku Boc—chranénych derivati,

spracovani roztoku amoniakem za teploty mistnosti,

odpafeni rozpoustédla a amoniaku,

zpracovani zbytku kyselym roztokem,

odpafeni roztoku;

podrobeni roztoku preparativni HPLC k izolaci S-imino-13-deoxyanthracyklini,

podrobeni HPLC-piedisténé frakce metodé HPLC s reverznimi fazemi k odstranéni anorga-
nickych soli a

cluovani a izolovani S—imino—13 -deoxyanthracyklinovych derivati.

Zpisob podle naroku 10, vyznadujici se tim, Ze kyselym roztokem je redukéni

roztok 13-tosylhydrazonu anthracyklinu v bezvodém methanolu s para-toluensulfonovou kyse-
linou a kyanohvdroboritanem sodnym.

12. Zplsob podle naroku 11, vyznadujici se tim. 7eredukéni roztok ma pH nizsi nez
7.0.

13. Zptisob podie naroku 10, vyznaéujici se tim, Zekrok refluxovani se provadi pfi
teploté od 68 do 72 °C.

14. Zpisob podle naroku 10, vyzna&ujici se tim. zekrok refluxovani se provadi pfi

teploté od 65 do 75 °C.

15.

Zpiisob podle naroku 10, vyzna€ujici se tim, ze krok refluxovini se provadi pfi

teploté az 75 °C.

16.

Zpusob podle naroku 10, vyznaéujici se tim, Ze krok refluxovani se providi z

nepfitomnosti kysliku.

-17-
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17. Zpisob podle naroku 10, vyznadujici se tim, e krok refluxovini se provadi za
nepfitomnosti vody.

18. Zpisob podle naroku 10, vyzmaédujici se tim, e krok refluxovani se provadi pod
atmostérou dusiku.

19. Zpisob podle naroku 10, vyznadujici se tim, Ze krok refluxovani se provadi pod
atmosférou inertniho plynu.

20. Zpusob podle naroku 10, vyznaéujici se tim, ze krok animace se provadi p¥i
teploté (0t az 4 °C,

21. Zpisob podle naroku 10, vyznadujici se tim, ze krok animace se provadi za
nepiitomnosti vody.

22. 7plsob podle naroku 10, vyznaéujici se tim, Ze postup vede k vvtézku derivatu
S—imino-13—deoxyanthracyklinu mezi 40 a 50 %.

23. Zpisob podle naroku 10, vyznac€ujici se tim, Zedale zahrmuje kroky:

(a} vytvofeni roztoku rozpu$ténim | g 13—tosylhydrazonhydrochloridu doxorubicinu a 2.4 g
para-toluensulfonové kyseliny v 50 ml bezvodého methanolu,

{b) pfidani 0,8 g kyanohydroboritanu sodného do roztoku,

(¢) zahfivani roztoku na teplotu od 68 do 72 °C,

(d) mirné refluxovini roztoku po dobu jedné hodiny pod atmostérou dusiku.
(e) koncentrovani reakdni smési na 20 ml,

(1) ochlazeni reakéni smési v mrazicim boxu na teplotu od 0 do 4 °C,

(g) piidani 0.5 mi vody do reakéni smési,

(h) pridani 200 ml chloroformu do reakéni smési,

(1) pridani bezvodého siranu sodného do reakéni smési,

(j) filtrovani solf z reakéni smési,

(k) projeti roztoku sloupcem silikagelu,

(1) dalsi promyti sloupce chloroform/methanolem. dokud eluat neni bezbarvy,
{m) eluovani frakce obsahujici produkt methanolem,

{n) odpafovani methanolového eluatu,

(0) rospusténi zbytku vzniklého zodpafovani v 30% acetonitrilu v pulru mravencanu amon-
neho,

(p} izolovani produktu preparativni HPLC s pouzitim fenylového sloupee:

(q) separovini produktu od dal3ich nedistot pouzitim gradicntu acetonitril/mravenéan amonny,
(r) efedéni HPLC—precisténé frakce vodou,

(s) projeti roztoku fenylovym sloupcem HPLC,

(t) eluovani sloupce vodou,

{u) eluovani produktu methanolem,

{v} Koneentrovani roztoku na 5 ml,

{(w) precipitovani produktu s 10 ml diethyletheruy,

(x) fltrovani precipitatu k ziskani 600 mg tuhych 13-deoxyanthracyklind,

(¥) vytvafeni roztoku 600 mg 13-deoxyanthracyklind v 60 ml methylenchloridu a 10 ml vody
s¢ 180 mg hydrogenuhli¢itanu draselneho a 180 mg di—rerc-butyldikarbonétu,

(£) reakce roztoku pii teploté mistnosti po dobu 2 hodin,
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(aa) separovani organickeho roztoku,
(bb) promyvani organického roztoku vodou,
(c¢) sudeni roztoku bezvodym siranem sodnym,
(dd) udpafovani rozpoustédla,
5 (ee) rozpuiténi zbytku ve 100 ml bezvodého methanolu,
(ff) udrrovani roztoku pod nasycenym amoniakem pii teploté 4 °C po dobu 48 hodin,
(2g) odpafovani roztoku,
{hh} rozpudicni byiku v 60 mi I ohsahuiictho 0.1 M chlorovodikn,
(i) reakce roztoku pi teploté mistnosti po dobu 2 hodin,
0 (jj) koncentrovani roztoku na 5 ml,
(kk) izolovani produktu preparativni HPLC s pouZzitim fenylovcho sloupce,
(1 separovani produktu od dal3ich necistot pouzitim gradientu acetonitril/mravenan amonny,
(mm) ziedéni HPLC—pfecisténé frakce vodou,
(nn) projeti roztoku fenylovym sloupcem HPLC,
13 (00} eluovani mravendéanu amonného vodou,
(pp) eluovani produktu methanolem,
{qq) koncentrovani roztoku na 5 ml,
{(rm) konvertovani produktu na hydrochloridovou sill,
(ss) precipitovani produktu 16 ml diethyletheru a
s (1) filtrovani precipitatu k ziskani 360 mg  tuheho 5—imino-13—deoxyanthracyklinhydro-
chloridu.

Konec dokumentu
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