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Den foreliggende opfindels angidr en analogifremgangsmade til

fremstilling af et hidtil ukendt antitumorglycosid, 4'-epi-6'-

hydroxyadriamycin, som har deni kravet anfgrte formel V.

Denne fremgangsmidde forudsztter fremstillingen og brugen af vis-

se hidtil ukendte mellemprodukter. .

Det omhandlede glycosid udviser antimitotisk aktivitet bade

"in vivo" og "in vitro" og er et nyttigt terapeutisk middel ved

behandlingen af tumor~ og virussygdomme hos mennesker.

Udgangsmaterialet Y4'-epi-6'-hydroxydauncmycin (I)

0

gl 14
¢ —CH,

3
HO g 1
0
3 2!
Ho 4
4 NH,

(m)

med 1,2,3-trideoxy-4,6-di-0-(p-nitrobenzoyl )-3-trifluor-acetamido-L-arabino-

hex-l-enpyranose (III)
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til dannelse af glycosidbindingen. Ved at fjerne de beskyttendé grupper
pd sukkerdelen fremkommer forbindelse (1), der isoleres som hydrochlorid.
Det er et meget vigtigt faktum at praktisk taget kun &-glycosidet dannes
ved denne fremgangsmade, idet p-anomeren kun forefindes i en meget lille
mengde i reaktionsblandingen.

Ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen, som er ejendommelig ved det i kra-
vets kendetegnende del anfgrte, behandles forbindelsen (I) med en oplgs-

ning af bromichloroform og giver li-brom-U'-epi-6' -hydroxy-daunomycin (IV),

o OH
| COCH, Br
\ -
I .. o H
Z

f J—

HO

HO — \h,
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som ved styret hydrolyse giver den omhandlede 4'-epi-6'-hydroxyadriamycin (V),

OH
I N '/co-c.uzou :

| - - OH

N — .

i
1
i
]
i
|
Ho fo)

Ho
NH,

der til slut isoleres som hydrochlorid.

Den reaktive, beskyttede forbindelse {III), som kondenseres med daunomycinon
(II) er et nyt mellemprodukt som udledes af 3-amino-2,3-dideoxy-L-arabino-
hexose (VI),

Ho - OH

\o

HO —
NH,

(1)

Denne aminosukker var tidligere ukendt i L-serien eg er for forste gang
blevet fremstillet af os eftey felgende fremgangsmdde. L-glucose er blevet
omdannet til methyl-3-azido-4,6~0-benzyliden-2,3-dideoxy~ & ~L-arabino-
hexopyranosid (VII)
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OCH;
=7
o
Ph ~——
N3

ifelge de fremgangsmider der er kendt i litteraturen for D-isomeren,

( G.N.Bollenback : "Methods in carbohydrate chemistry" II, 326, 1963. Acad.
Press. L.F,Wiggins, ibid, II, 188, 1963. A.C.Richardson : Carbohydrate

Research, 4, 422, (1967)).
Denne forbindelse omdannes ved katalytisk hydrogenering til 3-amino deriva-

tet (VIII),
OCHy

NH,.

Efter at benzylidensubstituenten er fjernet, ved hjelp af hydrogenchlorid i

methanol, fremkommer en methyl-3—amino-2,3—dideoxy—cL—L-arabino-hexopyranosid

(1%),
OCH3

e

(%)
tidligere ukendt ogsf i D-serien, som omdannes ved behandling med syre til den

onskede forbindelse (VI) der isoleres som hydrochlorid.
Forbindelsen (VI) behandles med trifluoreddikesyreanhydrid, og derefter med
en lavere aliphatisk alkohol, hvorved N-trifluoracetylderivatet (X) fremkommer,
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OH
N add
HO o
Ho
TH
?O

som til slut omszttes med p-nitrobenzoylchlorid i pyridin, efterfulgt af be-
handling med en svag base, hvorved der fremkommer 1,2,3,-trideoxy-4,6-di-0-
(p-nitrobenzoyl)-3-triflucracetamido-L-arabino-hex-l-enpyranose (III) i godt

udbytte.

I det fglgende belyses fremstilllingen af forbindelserne III og I og frem-

gangsméden ifglge opfindelsen narmere.

Fremstilling af mellemproduktet 1,2, 3~trideoxy~4,6-di-0~(p-nitrobenzoyl )—3—

trifluoracetamido~L~arabino-hex—~l-enpyranose (IIT)

2,85 g methyl~3~azido-4,6-0-benzyliden-2, 3~dideoxy— t~L-arabino-hexopyrano-
sid (VII) opleses i 40 ml vandfrit methanol og hydrogeneres ved 4,2 kp/cm2
ved stuetemperatur i tilstedevarelse af Raney-nikkel i 3 timer, Katalysatoren
filtreres fra og filtratet inddampes til terhed in vacuo.

Remanensen omkrystalliseres fra ethylacetat, hvorved der fremkommer 2,17 g
methyl—3—amino—4,6-O-b8nzyliden—2,3—dideoxy=wx-L—arabino-hexopyranosid (viIz).
Smp. 95-96°¢ ; [oc]go = +86° (c= 0,5 CHCL,), Udbytte 84 % ;

Del.T. (cnc13) : 1,3-2,3 8 (m, 28, C(2)H,),
1,4 § ( bred s, 2H, NH, ),
3y2~4,4 & ( flere m, 5H, C(3)H, C(4)H, C(5)H, 0(6)H2 )s
3,378 ( s, 3H, CH,0 )y
4,76 & ( dd, J = 3,5 Hz og J<1 Hz, 1H, C(1)H ),
5,57 (s, 1H ),

7 Ny 0—
{_S-m-

7,2-7,7 6 ('my 5H, G ) 3
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massespekter : m/e 265 (M+)’
m/e 234 ( M-OCH,),

m/e 162 ( Ej

mfe 149 ( 06115 ~CE= 0~CH,~CHO )
m/e 105 ( Cgl -0 )

2,15 g af forbindelsen (VITI) opleses i 40 ml 0,5 N hydrogenchlorid i metha~
nol og blandingen omreres ved stuetemperatur i 1 time. Oplesningen inddampes
til det halve volumen, vandfrit ether tilsattes og de resulterende krystaller
opsamles ved vacuumfilirering og vaskes med en lille mzngde ter ether, hvorved
der fremkommer 1,5 g methy1—3-a.m1no—2 3-dideoxy~ & -L-arabino-hexopyranosid

(1X), smp. 120°C dec. [oc] - +92° (¢ = 0,4 H)0 ). Udbytte 87 %,

pem.z. ( D20) : 1,5-2,54 (m, 2H, C(2)H2),
3,2-4,0 8 ( flere m, 5H, C(3)H, C(4)H, C(5)H, c(6)32 )s
3,418 ( s, 3H, CH3O" )s
4,984 ( dd, J= 3 Hz og J = 1,5 Hz, 1H, C(1)E );

massespekter : m/e 178 ( M + 1),
m/e 146 ( M-31 )
mfe 86 ( Hf- BH-EH-EH-OCH ),

m/e 72 ( H,N = CE-CH,~CHO ),
mfe 59 (BN = CH-CH-OH ),

mfe 44 ( 7 )
vy

1,5 g af aminoglycosidet (IX) koges med N saltsyre under tilbagelebskeling i

5 timer. Oplesningen omrystes ved stuetemperatur med Amberlite IR 45 (OH )

ionbytter indtil pH-verdien er 5. Ionbytteren filtreres fra og filtratet inde

dampes in vacuo til det halve volumen og fryseterres derefiter. Remanensen

omkrystalliseres fra methanol-ethylacetat, hvorved der fremkommer 1,33 g

3—am128-2 3-d1deoxy-L—arablno-hexose (VI) som hydrochlorid, smp. 155-157°C deec.
[zx.] = 355° (e = 0,5 H,0 ). Udbytte 95 % ;
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PeleTe (D20) : 1,7-2;74( m, 2H, C(2)H2),
3,3-4,16 ( flere m, 5H, C(3)E, C(4)H, C(5)E, C(6)H,),
5,06 ¢( dd, J= 10 Hz og J = 2 Hz, 0,4 H, c(l)Hax),

5,46 é ( bred s, w% H= 7 Hz, 0,6 H, C(l)Heq).

Til en suspension af 1,25 g af forbindelsen (VI) i ter ether sazttes 7,6 ml
trifluoreddikesyreanhydrid under afkeling og omrering. Blandingen omreres ved
stuetemperatur i 20 timer og den resulterende klare oplesning inddampes in
vaguo., Den faste remanens opleses i 20 ml vandfri methanol og henstilles ved
stuetemperatur i 20 timer. Efter at oplesningsmidlet er fjernet omkrystallise—
res remanensen fra acetone-chloroform, hvorved der fremkommer 1,72 g 2,3-di-
deoxy-3~trifluoracetamido~L-arabinohexose (X), smp. 177°¢C, [u go = +58°

(¢ = 0,5 dioxan). Udbytte 90 %.

massespekter : m/e 242 ( M~OH),

mfe 169 ( EO ]+ )
/ [CF —cnm—, 2N ’

3 3

0
m/e 155 ( HO-CH-CBE=NE-COCF, Do
n/e 140 ( CF3-co——il‘f'<] )
H

n/e 114 ( (:F}-co--iffn3 ).

1,1 g af forbindelsen (X) sattes, i smd portioner i lgbet af 30 minuter under
omrering og ved stuetemperatur, til en oplesning af 3,17 g p-nitrobenzoyl-
chlorid i 30 ml ter pyridin og omreringen foriszttes ved stuetemperatur i 20
timer, Til oplesningen, afkelet til o°c, settes en isafkelet oplesning af
1,44 g natriumhydrogencarbonat i 20 ml vand og blandingen hzldes derefter i
350 m1 isvand.

Bundfaldet fjernes ved filtrering, vaskes med vand og terres over phosphor-
pentaoxid. Det terre produkt omkrystalliseres fra dichlormethan-ether, hvorved
der fremkommer 2,3 g af det enskede produkt : 1,2, 3~trideoxy—4,6~di~0-
(p-nitrobenznyl)—3—trifluoracetamido—L—arabino-hexrl-enpyranose (111),

smp.  214-215%, [ ]2)° = +117% ( &= 0,5 CHC1,). Udbytte 95 %.
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pam.r, c:13013 - DMSO - d 3:1)
4,3-5,6 & ( flere m, 4H, C(3)H, C(4)H, ¢(5)H, c(2)E ),
4,52 §( bred s, W, E, 2H, C(6)H, ),
6,57 & ( bred s, W% H= 5 Hz, 1H, ¢(1)H ),
8,21 ( s, 4H aromatisk ),
8,356 ( s, 4H aromatisk ),
931273( s, 1H, NH ).

Premstilling af 4'-epi—6'<hydroxydaunomycin (I)

200 mg daunomycinon (II) opleses i 100 ml vandfrit benzen, til denne oplesning
settes 540 mg 1,2,3-trideoxy—4.6-di-0-(p-nitrobenzoyl )-3~trifluoracetamido~
I-~arabino-hex-l-enpyrancse (III) og 20 mg p-toluensulfonsyre. Reaktions-
blandingen omreres ved 5500 i 20 timer og efier afkeling til stuetemperatur
filtreres det dannede bundfald fra og omkrystalliseres fra ethanol, hvorved
man fr 340 mg af den beskyttede 7—0-[&',6'—di—O-(p-nitrobenzoyl)-3'-tri—
fluoracetamido-OL—L—arabiné]-daunomycinon 3 Smp. 282°%, [“J%o = +260° * 5°
(e= 0,05 03013).

Det beskyttede glycosid opleses i 20 ml dioxan og behandles, efter afkeling
$il 0°C, med 0,2 N vandig natriumhydroxidoplesning. Efter 1 time ved 0°c
indstilles oplesningens pH til 4,5 med 1 N saltsyre og dioxan fjernes ved
inddampning in vacuo. Den resulterende vandige oplesning indstilles, efter
vask med chloroform, til pH 8,5 med 0,2 N vandig natriumhydroxid og ekstra-
heres med chloroform. Ekstraktet terres over vandfrit natriumsulfat og koncen-
treres til et lille volumen.

En zkvivalent saltsyre i methanol tilszttes, hvorved men fir 160 mg
4'-epi-6'~hydroxy-daunomycin som hydrochlorid, smp. 199—20100, [UJ§Q= +388°i5°
(c=10,05 CH,0H ) 3. udbytte 56 %.

Fremgangsmade ifglge opfindelsen, fremstilling af 4'-epi-6'-hydroxyadriamycin

(V) (IMI 31)

0,25 g 4'-epi-6'-hydroxydaunomycin (I) oplgses i en blanding af 3,5 ml

methanol og 10 ml vandfrit dioxan og omszttes, under omrgring, med 0,9 ml
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af en oplgsning af 0,88 g brom i 10 ml chloroform. Raktionsblandingen hel-
des, efter 1 time ved stuetemperatur, i 75 ml ethylether under omrgring.

Den r& li-brom-4'~epi-6'~hydroxydaunomycin filtreres fra og oplgses i en
blanding af 5 ml acetone og 5 mlL 0,25 N hydrogenbromid. Efter 12 timer ved
stuetemperatur ekstraheres den sure oplgsning fgrst med chloroform, for at
eliminere aglyconerne, og dernzst med n-butanol. Adskillige ekstraktioner gen-
nemfgres indtil alle farvede stoffer er i det organiske lag. Efter koncentra-
tion af n-butanol i vacuum, f&r man 0,27 g af l4-brom derivatet. Dette pro-
dukt oplgses i 10 ml vand og behandles med 0,5 g natriumformiat.

Efter 48 timer ved stuetemperatur inddampes reaktionsblandingen til tg¢rhed i
vacuum og remanensen oplgses i 30 ml af en chloroform-methanol blanding

(vol. forhold 2:1) og vaskes med 10 ml 1% vandig NaHCO, oplgsning. Den van-

dige fase ekstraheres flere gange med chloroform indtil3alle farvede stoffer
er i det organiske oplgsningsmiddel. De samled chloroformekstrakter tdrres
over vandfrit natriumsulfat og koncentreres under reduceret tryk til et
lille volumen, hvorefter det behandles med en @kvivalent 1 N saltsyre i me-
thanol. Ved tilsaztning af 10 volumen ethylether fér man 0,125 g 4'-epi-6'-
hydroxyadriamycin (V) som hydrochlorid. Smp. 180°C dec., Dxﬂ go = +216°

(c = 0,01 CH,
idet solventsystemet chloroform-methanol-vand (vol. forhold 130:60:10) an-

OH), kromatografisk RF p& kiselgel HF plader (Merck) er 0,5,

vendes.

Biologisk aktivitet

Materialer og metoder

In vitro forsgg

HelLa celler blev udsat for de forbindelser, der skulle afpr¢ves, i 2-8-24
timer, derefter blev forbindelserne fjernet og cellerne blev udsdet pd 5 mm
Falcon plastik skdle (200 celler/skdl) i vakstmedium. Koloniantal blev be-
stemt mikroskopisk 5 dggn senere. Museembryofibroblaster (MEF) blev udsdet
pd 35 mm Falcon plastik skd8le, inficeret 24 timer senere med Moloney Sar-
coma virus (MSV), og behandlet i 3 dggn med forskellige koncentrationer af
forbindelserne. Antal foci af transformerede celler blev mikroskopisk be-

stemt 5 dggn efter infektionen. Uinficerede MEF blev behandlet p& lignende
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m3de; i slutningen af eksperimentet blev cellerne talt i et hamocytometer.
I alle forsggenen blev cellerne incubereﬁ ien 5% CO2 incoubator ved 37°C.
Forbindelserne blev oplgst i destilleret vand og derefter fortyndet i kul-
turmedium.

Resultaterne er opgivet som ID50 (Inhibitordosis 50%), beregnet efter do-

sis/effekt kurver.

In vivo forsgg

Antitumoraktiviteten for undersggte forbindelser blev undersggt pd ascites
Sarcoma 180. 3 méneder gamle CD 1 mus blev anvendt. Sarcoma 180 ascites cel=-
ler blev intraperitonealt inoculeret (lO6 celler/mus).

Forbindelserne blev oplgst i destilleret vand og derefter fortyndet i Rin-
ger oplgsning, og anvendt intraperitonealt 1 dggn efter tumorimplantationen
(10 ml/kg legemsvagt). Den toksiske virkning blev bestemt ved makrosko-
piskautopsiske resultater, hovedsageligt som reduktion af miltstgrrelsen.
sammenligning af forbindelsernes effektivitet blev baseret pédmaksimal forg-
gelse af middeloverlevelsestid, sammenlignet med ubehandlede kontroller,
over det anvendte dosisomrdde. Antallet af langtidsoverlevende (LTS) henvi-

ser til tumorfri mus ved slutningen af forsgget (60 dage).

Resultater

Aktiviteten af den ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen fremstillede for-
bindelse 4'-epi-6thydroxyadriamycin, sammenlignet med de nart beslazgtede
forbindelser, daunomycin og adriamycin, pd de undersggte "in vitro" syste-
mer er angivet i Tabel 1.

Forbindelsen viste en lavere aktivitet end stamforbindelsen pd Hela celler,
pd MSV foci og pd MEF proliferation.

Tabel 2 angiver den observerede effekt pd ascites Sarcoma 180. Den optimale
antitumordosis (det er den dosis, hvor maksimal antitumoreffekt blev fundet)
var pd 10 mg/kg .

Ved den optimale dosis var antitumoraktiviteten, bedgmt ud fra forggelsen
af levetiden af behandlede mus sammenlignet med kontrollerne, lavere end den
der blev observeret efter adriamycinbehandling.

Med hensyn til den toksiske virkning, en betydningsfuld og ofte afggrende

faktor, som m& tages i betragtning efter en forlanget behandling med store
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kumulative doser af antitumorantibiotika, kan det iagttages, at det nye

afprgvede derivat er afggrende mindre toksisk end stamforbindelsen.

Tabel 1

"In vitro" aktivitet af 4'-epi-6'-hydroxyadriamycin.'IDSO (ng/ml).

146721

Labora-
torie-
kode

IMI 31

adriamycin

Forbindelse HelLa celler MSV foci- MEF pro-
kloneffektivitet dannelse liferation
Exponeringstid for > g o) 72 72
lzgemiddel (timer)
Daunomycin ° 300 13 3 5,5 9
Adriamycin ° 280 110 18 2,5 7
4r_epi-6'-hydroxy-
900 1000 1000 25 50

0 = gennesmsnitsverdi for flere eksperimenter
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Tabel 2

146721

Laborato- | Forbindelse Dosis T/C LTS Toks. T
riekode (mg/kg) %
0,5 142 1/10
o 1y 183 25/159
Adriamycin 2 210 30/125
5 243 27/125 T7/125
10 212 18/139 18/139
IMI 31 41-epi~6'~ hydro- 7,5 143 1/10
xyadriamycin 10 162 1/10
15 134 2/10 ikke tok-
sisk ved
dosis
15 mg/kg
x = 1 behandling i.p. pd 1. dag
o = Middeloverlevelsestid i % over kontrollerne
+ = Langtidsoverlevende ved 60 dggn
= Mus som dgde af toksiske virkninger sammenlignet med det totale antal
O = Gennemsnitsdata for et antal forsgg

Optimale doser er understreget.
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Patentkrav

Analogifremgangsmdde til fremstilling af 4'-epi-6'-hydroxy-

adriamycin med formlen V

0
I CO-CH_OH
¢ 2
“OH
I

OCH, 0 OH
3

HO

HO

kendetegnet ved, at 4'-epi-6'-hydroxydauno-

mycin med formlen T

i
1 0 OH
13I 14
C—CH,
2 <
OH

1
]
3 0
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i en blanding af egnede organiske oplgsningsmidler omsat-
tes med brom oplgst i chloroform under dannelse af et 14~
_brom derivat, og dette mellemprodukt udszttes for en sty-
ret hydrolyse med en vandig oplgsning af natriumformiat,
hvorved det ¢gnskede produkt fremkommer og isoleres som

hydrochlorid.

Fremdragne publikationer:

Langkjeer Kebenhavn
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