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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade af
den i patentkravets indledning angivne art til isolering af na-
turligt vindolin, catharantin, 3',4'-anhydrovinblastin, vincri-
stin, vinblastin, leurosin, desacetylvinblastin og 4-desacetoxy-
vinblastin samt N-desmetylvinblastin i til vincristin omdannet

form fra tgrrede dele af planten Vinca rosea L.
7il isolering af de to monoindolalkaloider vindolin

og catharantin fra den tg¢rrede plante Vinca rosea L. udarbejde-
de Svoboda (J. Am. Pharm. Assoc. 48 (11), 659 (1955)) en metode
som kun kan gennemfgres med meget beskedent udbytte. Fra 1 kg
af den tgrrede plante vandtes der, idet man underkastede hele
planten en passende behandling, ca. 0,6 g vindolin og 0,05 g
catharantin.

3',4'-Anhydrovinblastin er indtil nu hverken blevet
isoleret fra planten Vinca rosea L. eller identificeret i den.

Til fremstilling af diindolalkaloidkomponenterne ud
fra bladene af Vinca rosea L. kendes der flere forskellige frem-—
gangsmader, se fx US-PS 3.097.137, 3.205.220 og 3.225.030, un-
garske patentskrifter nr. 153.200, 154.715, 160.967 og 164.958
samt ¢strigsk patentskrift nr. 313.435 og schweizisk patent-
skrift nr. 542.488 svarende til de foregdende to patentskrifter.
Ifplge disse kendte fremgangsméder kan der fra 1 kg tgrrede bla-
de af Vinca rosea L. vindes omkring 0,1 til 0,2 g leurosin, og
tillige isoleres samtidig vinblastin, vincristin og eventuelt de
tilsvarende N-desmetyl-, desacetyl- og desacetoxyderivater.

Det er endvidere velkendt at syntetisk catharantin og
vindolin kan kobles ved Polonovszky reaktion til dannelse af
3',4'-anhydrovinblastin, der derefter kan epoxyderes til leuro-
sin (Potier et al., Tetrahedron Letters 3945 (1976); DT-0S
25 58,124; Helv. Chim. Acta 59, 2858 (1976); Heterocycles 4,

998 (1976); BE-PS 842.200). Leurosin selv udviser verdifuld
inhiberende virkning over for tumorvakst, og N-desmetyl-N-for-
mylderivatet deraf er det mest lovende stof mod leukami (ungarsk
patentskrift 165.986 og gstrigsk patentskrift 332.566.)

Det er den foreliggende opfindelses formdl at tilveje-
bringe en hensigtsmassig fremgangsmdde af den i kravindlednin-
gen angivne art til isolering i industriel malestok af alkaloid-
derivater fra planten Vinca rosea L., sd de kan bruges som natur-

ligt udgangsmateriale til syntese af N-desmetyl-N-formylleurosin
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og siledes at ogsd de andre dimere alkaloidder kan isoleres i
uendret kvantitet og kvalitet.

Det har nu vist sig at ved ekstraktion af de tgrrede
plantedele, specielt blade af Vinca rosea L. med en ternar
blanding best8ende af en alkanol med 1-5 kulstofatomer, en tynd
vandig syreoplgsning og toluen samt pafglgende rensning af den
vundne ekstrakt, som indeholder blandingen af alkaloider, ved
bl.a. kromatografering opnds en hidtil ukendt effektivitet ved
isolationen af de nevnte alkaloider.

I overensstemmelse hermed er fremgangsmdden ifglge op-
findelsen ejendommelig ved det i patentkravets kendetegnende del
angivne. )

Ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen ekstraheres altsé
de tgrrede blade med en ternar blanding best8ende af en alkanol
med 1-5 kulstofatomer, fortrinsvis metanol, en fortyndet vandig
syreoplgsning, fortrinsvis en 2-3%s vandig oplgsning af svovl-
syre eller vinsyre, og toluen. Derp& renses ekstrakten ved fase-
udskiftning og den vundne organiske fase inddampes. Inddamp-
nihgsresten behandles p&a i og for sig kendt mdde med svovlsyre
i @tanol, og herefter fraskilles hovedmengden af diindolalkaloi-
derne, alts& leurosin, vinblastin og vincristin, samt af 4-
desacetoxyvinblastin, desacetylvinblastin og N~desmetylvinblas-
tin i form af svovlsyreadditionssalte.

Efter isolering af saltblandingen regulerer man pH-
verdien af den vundne moderlud til 5,5-10, ekstraherer oplgsnin-
gen med et vandublandbart organisk oplgsningsmiddel og skiller
vindolinet, catharantinet, 3',4'-anhydrovinblastinet og leuro-
sinet fra ekstrakten ved kromatografering, eller ogsad ekstrahe-
rer man vindolin i pH-omrddet 2,3-3,5 og ekstraherer catharan-
tin, 3',4'-anhydrovinblastin og leurosin i pH-omrédet 5-6 med benzen
eller en benzenhomolog. Fra sidstnavnte ekstrakt fremstiller man
derpd enten en blanding af 3',4'-anhydrovinblastin og leurosin
ved krystallisation og epoxyderer blandingen pd i og for sig
kendt mdde eller man adskiller blandingen i komponenterne deraf
ved kromatografering, epoxyderer 3',4'-anhydrovinblastin og til
slut isolerer catharantin fra den moderlud der vindes ved ad-
skillelse af krystalblandingen; eller ogsd@ adskiller man den
ekstrakt, der indeholder 3',4'-anhydrovinblastin, catharantin

og leurosin, i dens komponenter ved kromatografering.
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Fra den vundne blanding af svovlsyreadditionssalte kan
de enkelte diindolalkaloider adskilles pd i og for sig kendt
made. Vincristin og vinblastin kan fx adskilles p& den made
der er beskrevet i ungarsk patentskrift nr 160.967.

Ved en anden fremgangsmide oplgses blandingen af svovl-
syreadditionssalte af diindolalkaloider i et organisk oplgsnings-—
middel, hensigtsmessigt i acetone eller i. en alifatisk alkohol
med 1-5 kulstofatomer, fortrinsvis metanol, ved 0-50°C, fortrins-
vis stuetemperatur.

Diindolalkaloidbaserne friggres p& kendt méde fra op-
lgsningen ved hj=zlp af en base sadsom monoztylamin, dietylamin
eller pyridin. Leurosinbasen udfzldes fra oplgsningen ved 0-25°C.

Den moderlud der vindes ved fraskillelse af leurosin
inddampes under nedsat tryk. Inddampningsremanensen oplgses i et
organisk oplgsningsmiddel, fortrinsvis i benzen eller en benzen-
homolog s&som toluen eller xylen, fortrinsvis benzen. Samtidig
med oplgsning af remanensen udfaldes sulfatet af den organiske
base der anvendes til friggrelse af diindolalkaloiderne (mono-
metylamin, diatylamin, pyridin) fra oplgsningen og kan frafiltre-
res. Filtratet ekstraheres derefter med en fosfatpuffer med en
pH-verdi pd 3,7-4,3, fortrinsvis 4 + 0,1. De sure vandige eks-
trakter forenes og deres pH-vaerdi reguleres til 3,5-4,1, for-
trinsvis 4,0 + 0,1, ved hijzlp af en syre fortrinsvis fosforsyre.
Den vundne sure vandige oplgsning ekstraheres med en kloreret
kulbrinte, fortrinsvis metylenklorid, og vinblastin fraskilles
ved inddampning af metylenkloridekstrakten.

Den vandige fases pH reguleres til 7,5-10, fortrinsvis 8,5-9, og

vincristin,N—desmetylvinblastin,desacetylvinblastin og 4-desacetoxyvin-
blastin ekstraheres med et vandublandbart organisk oplgsningsmid-

del, fortrinsvis en kloreret kulbrinte. Ved formylering af al-
kaloidblandingen omdannes pad kendt mdde N-desmetylvinblastin til
vincristin. pH-verdien af alkaloidblandingen, der nu bestar af
tre komponenter, reguleres igen til 7,5-10 og alkaloiderne eks-
traheres med et organisk oplgsningsmiddel eller oplgsningsmiddel-
blanding, fortrinsvis med en blanding af benzenhomologer - incl.
benzen - og en kloreret kulbrinte, fortrinsvis i en blanding af
benzen og kloroform, og den vundne oplgsning underkastes sgjle-
kromatografering. Som adsorbent bruges aluminiumoxyd, fortrinsvis
deaktiveret aluminiumoxyd, og elueringen udfgres hensigtsmassigt

med en organisk oplgsningsmiddelblanding, fortrinsvis med forskel-
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lige blandinger af benzen og kloroform. De alkaloider der findes

i de fraktioner der vindes efter sgjlekromatograferingen, identi-
ficeres fortrinsvis ved tyndtlagskromatografi. De eluater der in-
deholder samme alkaloidkomponent forenes. De fraktioner hvori vin-
cristin og vinblastin er til stede underkastes derefter i og for
sig kendt behandling til adskillelse af disse alkaloider, mens

de fraktioner hvori 4-desacetoxyvinblastin opdages forenes og
derefter inddampes i vakuum. Eventuelt kan det rd 4-desacetoxy-
vinblastin renses ved krystallisation.

Fra den moderlud der vindes ndr diindolalkaloiderne fra-
filtreres, kan der vindes en yderligere betydelig mengde leuro-
sin, catharantin og vindolin sdvel som 3',4'-anhydrovinblastin
ved at man fglger en reaktionsvariant a) eller reaktionsvariant
b) ifglge opfindelsen.

‘Ifplge procesvarianten a) reguleres moderludens pH-var-
di til 5,5-10 og de ovenfor anfgrte fire alkaloider ekstraheres
med et vandublandbart organisk oplgsningsmiddel, hensigtsmassigt
med benzen eller en homolog dertil eller en kloreret kulbrinte
" eller alifatisk ater, og den vundne alkaloidblanding adskilles i
komponenter ved s¢jlekromatografering, fortrinsvis udfgrt pa en
delvis deaktiveret aluminiumoxydkolonne. Elueringen udfgres med
benzen og derefter med en blanding af benzen og en kloreret kul-
brinte.

Nir man fglger procesvariant b) ifglge opfindelsen, syr-
nes moderluden fgrst til en pH-vardi pd 2,5-3,5, og vindolinet
ekstraheres fra den vundne sure blanding, fortrinsvis ved hjalp
af benzen eller en homolog dertil. Den organiske ekstrakt fra-
skilles derefter, inddampes og renses eventuelt f£x ved affarv-
ning og/eller omkrystallisation til at give vindolin. Den sure
vandige fases pH reguleres derefter til 5-6 og de tre alkaloider
der findes deri, nemlig catharantin, 3',4'-anhydrovinblastin og
leurosin, ekstraheres med benzen eller homologer dertil. Eks-
trakten underkastes enten kromatografi (procesvariant b2)) pé& en
kolonne fremstillet af delvis deaktiveret aluminiumoxyd til elue-
ring ved hjelp af benzen eller homologer dertil, og derefter en
blanding af benzen og en kloreret kulbrinte, eller ekstrakten be-
handles i overensstemmelse med procesvariant bl).

Nir man gar frem efter procesvarianten bl)' inddampes

den ekstrakt som indeholder de tre alkaloidkomponenter. Inddamp-
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ningsremanensen krystalliseres fra et organisk oplgsningsmiddel,

fortrinsvis en alkohol med 1-5 kulstofatomer. Der vindes en kry-

stalblanding af leurosin og 3',4'~anhydrovinblastin, og catharan-
tinet forbliver oplgst i moderluden.

Den vundne krystalblanding epoxyderes fortrinsvis in
situ uden forudgdende fraskillelse af leurosinet. Ved epoxyde-
ring omdannes 3',4'-anhydrovinblastin til leurosin, dvs. at
hele alkaloidindholdet i krystalblandingen vil vare til stede 1
form af leurosin. Epoxyderingen udfgres fortrinsvis med organiske
hydroperoxyder, £x med coumylhydroperoxyd eller p-butylhydro-
peroxyd, eller med alkalimetalhypohalogeniter eller oxygen, hen-
sigtsmassigt stammende fra luften. Nir epoxyderingen udfgres med
oxygen forlgber reaktionen selektivt praktisk talt i et hvilket
som helst organisk oplgsningsmiddel. Eksempler pd egnede organis-
ke oplgsningsmidler er tetrahydrofuran og organiske aminoforbin-
delser, fortrinsvis dimetylformamid. Nar der bruges organiske
peroxyder til epoxyderingen udfgres reaktionen fortrinsvis i et
oplgsningsmiddel af nitriltypen. Eventuelt kan promotorer sasom
metalkomplexer, metal—- eller metaloxydkatalysatorer eller radikal-
igangsattere indeholdende en nitril- og/eller azogruppe ogsa vare
til stede 1 reaktionsblandingen.

Krystalblandingen kan ogsd adskilles i sine komponenter
ved kromatografering, og ndr leurosin er isoleret epoxy-
deres 3',4'-anhydrovinblastin til leurosin som beskrevet ovenfor.

Nir komponenterne er blevet adskilt fra hinanden ved hjazlp
af sgjlekromatografering, analyseres de vundne eluatfraktioner ved
tyndtlagskromatografi med silikagel som adsorbent og 5:0,5 blan-
ding af metylenklorid og metanol som oplgsningsmiddelblanding. -
Tyndtlagskromatografi kan ogsé udfgres som beskrevet i UsA-far-
makopien side XVIITI.

Fremgangsmidden ifglge opfindelsen skal i det fglgende be-

lyses mere udfgrligt ved nogle eksempler.

Eksempel 1

A) 1 kg malede tgrrede blade af Vinca rosea L befugtes med
en blanding af 1 liter metanol og 0,25 liter af en 2%s vandig
svovlsyreoplgsning. Der tils®ttes 5 liter toluen og blandingen

omrgres i 1,5 timer. Toluenekstraktionen gentages yderligere 3
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gange med samme ma&ngde toluen. Toluenfaserne fraskilles derefter,
forenes og ekstraheres med 3 x 5 liter 2%s vandig svovlsyreoplgs-
ning indtil der ikke kan konstateres spor af alkaloid. De sure
vandige oplgsninger forenes og klorofyl og andre farvestoffer eks-
traheres med 2 x 1 liter benzen. Den vandige fase fraskilles og
dens pH-vardi reguleres til 8,5-9 med en vandig oplgsning af
ammoniumhydroxyd. Den alkaliske oplgsning ekstraheres derefter
med 4 x 1 liter benzen og benzenekstrakterne forenes, tgrres med
natriumsulfat og filtreres og filtratet inddampes til tgrhed.

Der vindes en alkaloidbaseblanding som vejer ca. 10 g, og den
behandles derefter med svovlsyre i @tanol pd i og for sig kendt
mi3de for at give en blanding af sulfaterne af diindolalkaléiderne
(vinkristin, leurosin, vinblastin, desacetoxyvinblastin, N-des-
metylvinblastin og desacetylvinblastin). Vegten af sulfatsaltblan-
dingen andrager 0,73 g hvorfra der vindes 0,18 g leurosin med
smp. 202—20400, [a]éo = +79,4o (¢ = 1 i kloroform); samt en sad-
vanlig mezngde af de ovennavnte diindolalkaloider p& konventionel
" méde.

B) Den moderlud I som vindes ved filtrering af den ovennavn-
te saltblanding (ca. 100 ml) fortyndes med 1,5 liter vand og re-
guleres derefter til pH 2,7-3,0. Den sure oplgsning ekstraheres med
5 x 1 liter benzen og faserne f&r lov til at skille sig ad. De
sure faser forenes og sattes til side (moderlud II). Benzeneks-—
trakterne forenes, tgrres med natriumsulfat og filtreres og fil-
tratet inddampes til tgrhed. Inddampningsremanensen oplgses i

12 ml benzen, rystes med 0,5 g aktive kul og fgres gennem et lag
af aluminiumoxyd (aktivitetsgrad III). Laget vaskes derefter
vindolfrit med 150-200 ml benzen. Benzenfiltratet inddampes, ind-
dampningsremanensen oplgses i 5 ml ater og de udfzldede krystal-

ler filtreres, vaskes med 2 x 1 ml ater og tgrres til slut.

Udbytte 0,8 g vindolin med smp. 167-168%C, [a1Z0 = -28,5° (c = 1
i kloroform).
C) pH-vaerdien af moderluden II reguleres til 5,5 med en tynd

vandig ammoniu%P¥g§§§ydopl¢sning og oplgsningen ekstraheres med

3-5 portioner &/benzen. Ekstraktionens fremadskriden overvages

ved tyndtlagskromatografi og den til ekstraktion varende oplgsning
reguleres til pH 5,5 fg¢r tilsaztning af hver portion benzen. Benzen-
ekstrakterne forenes og inddampes og inddampningsremanensen kry-
stalliseres fra metanol. Krystallerne frafiltreres og den metano-
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liske moderlud sattes til side til yderligere behandling. Udbytte
0,35 g af en 1l:1 blanding af leurosin og 3',4'-anhydrovinblastin.
D) Den produktblanding der vandtes i eksempel 1 C) epoxyderes
med oxygen fra luften i et medium af dimetylformamid og pad i og
for sig kendt made, og det vundne leurosin fraskilles fra reak-
tionsblandingen.
Udbytte 0,25 g leurosin med samme kvalitet som de 0,18 g leurosin
der vandtes i eksempel 1 A).
E) Den metanoliske moderlud som vandtes ved krystallisation
af leurosin og anhydrovinblastin (eksempel 1 C)) inddampes. Ind-
dampningsremanensen oplgses i 12 ml benzen og benzenoplgsningen
kromatograferes pd8 en kolonne fremstillet ud fra 100 g aluminium-
oxyd med aktivitetsgrad III og behandlet med benzen. Catharantin
elueres med benzen idet der opsamles fraktioner pd 50 ml af elua-
tet. Elueringens fremadskriden overvages ved tyndtlagskromatografi.
Catharintin indeholdes hovedsagelig i 4. fraktion.

Fraktioner indeholdende catharantin forenes og inddampes
derefter til £¢rhed. Remanensen oplgses i en 1,25%s oplgsning
af svovlsyre i atanol (pH 4,5-5,0) og henstdr til krystallisation
natten over. Krystallerne frafiltreres, vaskes med 1-2 ml atanol
og tgrres.
Udbytte 0,41 g catharantinsulfat, [a]go = +58° (c = 1,96% 1
ztanol).

Eksempel 2

Moderlud I, vundet ved filtrering af den dimere alkaloide
sulfatsaltblanding fremstillet ud fra 1 kg tgrrede blade ifglge
eksempel 1 A) (ca. 100 ml). fortyndes med 1,5 liter vand og pH-
vardien reguleres til 8,5-9 med en koncentreret vandig opl¢gsning
af ammoniumhydroxyd. Den vundne alkaliske oplgsning ekstraheres
med 4 x 1 liter benzen og de forenede benzenekstrakter tdrres med
natriumsulfat og filtreres og filtratet inddampes. Inddampningsre-
manensen oplgses i 55 ml benzen og opldsningen kromatograferes pa
en kolonne fremstillet ud fra 450 g aluminiumoxyd med aktivitets-
grad III med benzen. Til eluering bruges der 2 liter benzen og
derefter 4,5 liter af en 3:2 blanding af benzen og kloroform. Der
opsamles fraktioner p& 200 ml og de afprgves for alkaloidindhold

ved tyndtlagskromatografi. De fgrste fire fraktioner er fri for
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‘alkaloid. Fraktionerne nr. 5-9 indeholder catharantin, fraktioner=-
ne nr. 21-26 vindolin og fraktionerne nr. 27 og 28 en blanding af
vindolin og 3',4'-anhydrovinblastin. I fraktionerne nr. 29-34 kon-
stateres der leurosin. De eluatfraktioner som indeholder samme
~alkaloid forenes og inddampes til tgrhed.

Udbytte 0,57 g catharantin hvorfra 0,52 g af det tilsvarende sulfat
kan fremstilles (fraktionerne nr. 5-9).

0,145 g 3',4'-anhydrovinblastin (fra fraktionerne nr. 27-28, kry-
stalliseret fra metanol), smp. 212-214°C, [a]go = +64,2° (c = 0,5
i kloroform).

0,125 g leurosin (fra fraktionerne nr. 29-34, krystalliseret fra

metanol).
0,78 g vindolin (inddampning af den metanoliske moderlud fra

3',4'-anhydrovinblastin og fraktionerne nr. 21-26 samt krystalli-
sation af det vundne produkt fra ater).

7 0,145 g 3',4'-anhydrovinblastin, vundet som beskrevet oven-
for,oplgses i 20 ml dimetylformamid. Der bobles en langsom oxygen-
/étr¢m gennem oplgsningen i 10 minutter og blandingen henstdr ved
stuetemperatur i 16-20 timer. Derefter sattes der en koncentreret
oplgsning af ammoniumhydroxyd til reaktionsblandingen for at re-
Vgulere pH til 8,5, og den alkaliske blanding ekstraheres med 3 x
25 ml benzen. De forenede benzenekstrakter tgrres med natriumsul-
fat og filtreres og filtraterne inddampes. Inddampningsremanensen
krystalliseres fra 1 ml metanol.

Udbytte 0,11 g (75%) leurosin.
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Patentkravw

Fremgangsmade til isolering af naturligt vindolin, catha-
rantin, 3',4'-anhydrovinblastin, vincristin, vinblastin, leuro-
sin, desacetylvinblastin og 4-desacetoxyvinblastin samt N-des-
metylvinblastin i til vincristin omdannet form fra tgrrede dele
af planten Vinca rosea L. ved ekstraktion af de tgrrede plante-
dele, rensning af den derved vundne alkaloidekstrakt ved faseud-
skiftningsmetoden, inddampning af den organiske fase, behandling
af inddampningsresten med svovlsyre i @tanol til fraskillelse af
hovedmengden af leurosin, vinblastin og vincristin samt af 4-
desacetoxyvinblastin, desacetylvinblastin og N-desmetylvinbla-
stin i form af svovlsyreadditionssalte fra en moderlud og opar-
bejdning af saltblandingen, hvorved om ¢gnsket vinblastin, leuro-
sin, vincristin, det ved formylering til vincristin omdannede N-
desmetylvinblastin samt desacetylvinblastin og desacetoxyvinbla=-

stin fraskilles, k ende t e gn e t ved at man til ekstraktion af
de tgrrede plantedele af Vinca rosea L. anvender en ternar blan-

ding best&ende af en alkanol med 1-5 kulstofatomer, en fortyndet
vandig syreoplgsning og toluen, og

a) regulerer pH-vardien af den moderlud der vindes ved isole-
ring af saltblandingen til 5,5-10, ekstraherer oplgsningen med

et vandublandbart organisk oplgsningsmiddel og fraskiller vindolin,
catharantin, 3',4'-anhydrovinblastin og leurosin fra ekstrakten
ved kromatografering, eller

b) ekstraherer vindolin i pH-omr&det 2,5-3,5 og catharantin,
3',4'-anhydrovinblastin og leurosin i pH-omrddet 5-6 med benzen
eller en benzenhomolog fra den moderlud der vindes ved isolering
af saltblandingen og

bl) fragkiller en blanding af leurosin og 3',4'-anhydrovinbla-
stin ved krystallisation, epoxyderer denne blanding p& i og for sig
kendt mide eller fgrst adskiller blandingen i dens komponenter ved
kromatografering og derefter epoxyderer 3',4'-anhydrovinblastin-
komponenten, og isolerer catharantin fra den moderlud der vindes
ved adskillelse af den krystallinske blanding, eller

b2) adskiller den ekstrakt som indeholder catharantin, 3',4'-
anhydrovinblastin og leurosin i sine komponenter ved kromatogra-=

fering.

Fremdragne publikationer:

DE offentliggerelsesskrift nr. 2519533
DE fremlmggelsesskrift nr, 2124023
US patenter nr. 3097137, 3205220.
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