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Vyndlez se tykd zpisobu v¥rodby novych derivdtd daunorubicinu a doxorudicinu. Ty-
to derivAty Jje moZno poulit jako protinddorové létky.

Doxorubicin (adriamycin) popsany v US patentovém spisu &. 3 590 028 (¥. Arcamone a
dal31{) je pravdépodobnd nejulinngji{ soudasnd pouiivanou protinddorovoun ldtkou. Sou-
&asnd 8 daunorubicinem se uiivd x 1é&b& celé Fady nddord a také leukemie., Nikter{ ne~
mocni 8 t&mito nddory, zejména s ni¥kxterymi zdvainymi typy nddormi, Jako jsou nadory
tlustého strfeva a melanom vdak na tuto 1é&bu piiznivé nereaguji{. Mimoto v n¥kterych
nemocnych pri deld3{ 1é&b& dochdz{ x nelé&itelnému polkozeni srdce, které mile samo
vést X smrti. Z tohoto divodu by bylo zapotXebi nalézt analogické lédtky se Bir3fm Wdin-
Xem a 8 ni23{ toxicitou vzhledem k srdednimu svalu. AZ dosud byly pfi rozadhlém vyzku-
mu ziskdny nékteré u&inné nové analogy, napfiklad slouleniny, U&inné proti my3{ leuke-
nii P388, jde o dva lipofiln{ derivdty AD32 a N,N-dibenzyldaunorubicin, pfi Jejich po-
uzitf{ Je v3ak zapotlebil uZit vysokych dédvek a mimoto tyto ldtky nepdsodbi na DNA in
vitro, prestole DNA Je pravdépodobn# primdrnim biologickym cflem ulinnyeh antracykli-
novych derivdtd. VEtdina N-alkylovych derivdtd byla rowvn&% udlinnd proti my3{ leukémii
P388, tato Wlinnost se v3ak nijak vyznamnd neliZila od d&innosti doxorubicinu nebo dau-
norubicinu., N&ktexré z t&chto derivétd byly neulinné.

Znémé derivdty doxorubicinu a Jeho antracyklinovych analogd jsou popsdny v publi-
kaci David W. Henry "Adriamycin™, ACS Symposium Series, &. 30, Cancer Chemotherapy,
American Chemical Society, str. 15 a% 57 (1976) a v knize Doxorubicin (Federico Arca-
mone, Academic Press, 1981). Sloufenina AD32 byla popséna v US patentovém spisu
&. 4 035 566 z 2. &ervence 1977.

' 5-imincdaunorubicin byl popsdn v US patentovém spisu &, 4 109 076 z 22, srpna
1978 (David W. Henry a George L. Tong). 5-iminodaunorubicin mé ste jnou d&innost pri
nizsich vedlejd{ich uU&inc{ich, S5-iminodoxorubicin mé dobrou uW&innost, Je v3ak zapotfedi
vy38ich ddvek.

Nyn{ byles nalezena skupina novych derivdtd daunorudicinu a doxorubicinu. Tyto
sloudeniny Je moZno vy3lédd¥it obecnym vzorcem I
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Cs 268 514 B2 :
kde :’
R znamend skupinu CO--CH3 nedbo CHOH—CH3 v piipadd derivédtd daunorubicinu a
CO-CHZOE nabo CHOK-CHZOB v pi{pad? derivdtd doxorubicinu,
A znamend kyanoskupinu nebo atom vodiku.

V pripadd, Ze A znamend atom vodiku, mohou tyto slouleniny existovat také ve form&
adi¥nich sol{ s kyselinami. Tyto soli rovn&Z pat’{ do oboru vyndlezu.

Sloudeniny obecného vzorce I je moZno ziskat tak, Ze se uvede v reakci derivédt dau-
norubicinu obecného vzorce

kde

R znamené skupinu -CO-CH,, -CO-CH,-OH, -CHOE-CH3 nebo —CEOB-CHZOH,

31
ve sm&si vody a poldrniho organického prost¥edi se slouleninou obecného vzorce

/////CHZ - CHO
Z

AN

CB2 - CHO

nedbo s vhodnym prekursorem této lédtky,

kde
Z znamend atom kysliku,

reakce se provdd{ v p¥itomnosti kysnborohydridu, napfiklad kyanborohydridu alkalické-
ho kovu, vysledné ldtky se izoluj{ a &istl znémym zpisobem. Na zi{skané ldtky se pak
pisob{ pfebytkem alkoholového roztoku amoniaku za vzniku sloufenin obecného vzorce I,
které jsou u&inné proti nddorim. Tyto ldtky zrejm¥ spojujl ob& vyhody, a to vysokou
protizdn&tlivou Wlinnost a moZnost pou%iti nfzkych ddvek. Z tohoto ddvedu jsou také
niz3{ vedlej3{ Ulinky, nap¥iklad kardiotoxicita ve srovndni se znémymi slouleninami.
SlouZeniny, vyrobené zplsobem podle vynélezu Je moino zpracovat na farmacutické
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prosttedky pro 1é3bu néddord bEinym zplisobem:

Morfolinylové derivdty iminodaunorubicinu a iminodoxorubicinu a Xyanmorfolinylo-
vé derivdty, iminodaunorubicinu a iminodoxorubicinu jsou uvedeny v ndsledujic{ tabul-
ce I. ’

Tadbulkxa I

A R nédzev slouleniny

B CO-CH 3 '~deamino~3’ ~(4"-morfolinyl)~5-iminodaunoruvicin a je-

ho soli, pfijatelné z fermaceutického hlediska

B CHOH-CE3 3 ~deamino-3 ‘~(4"~-morfolinyl)~-13-dihydro-5-iminodaunoru~

bicin a Jeho soli, prijatelnd z farmaceutického hlediska

K C0-CH,0H ' 3 -dsamino~3 =(4"~porfolinyl)=-5-iminodoxorubicin a jeho

soli, prijatelné z farmaceutického hlediska

H CEOH-CH,0E 3 ‘~-deamino=3 =(4*-norfolinyl)~-13-dihydro-5-irzinodexoru~

bicin a Jjeho soli, pfijatelné z farmaceutického hlediska

CN CO-CH3 3 ~deamino=-3 "-=(3"-kyan~4"-morfolinyl)~5-iminodaunorudicin

CN CHOH-CH3 3 ‘~deamino-3 -(3"~kyan-4"-morfolinyl)=~13~dihydro~5-~imino-

! daunorubicin

cN CO-CH,08 3 '-deamino-~3 ~(3"~kyan-4*~morfolinyl)~5~iminodoxorubicin

CN CEOE-CE,0R 3 -deamino~3 '-(3"-xyan-4"-morfolinyl)-13-dihydro-5~imi~

nodoxorudbicin

Jedna z tdchto sloudenin Jje nejvynodn&j3i pro svou velmi dobrou u&innost proti
nédorim. Jde o nédsledujici létku:
3 ‘=deamino-3 -(4"“-morfolinyl)-5~iminodoxorudicin

Prvni{ ¥tyFi slouleniny, uvedené v tabulce I je moZno pouiit ve form& volnych létek
nebo ve formd solf se zdsadani, prijatelnymi z farmaceutického hlediska. Adi¢n{ soli
paji tu vyhodu, Ze Jsou rozpustiné ve vcdZ a v rozpouit&dlech s obsahem vody, napriklad
ve smési vody a alkanolu, nebo ve smési vody a alkandiolu. Prikladem t&chto smidenych
rozpoubt&del miZe byt sm&s vody a propylenglykolu, vody a ethanolu, vody a ethylengly-
kolu, vodného roztoku chloridu sodnébo a.riznych injek&nifch prostfedf s obsahem vody a
podobn¥. Volné létky jsou rozpustné v ménd polérnich organickych rozpoudtédlech, na-
priklad chloroformu, methylenchloridu, sm&si chloroformu a methanolu a podobné. Je ta-
ké moZno je uift ve form& suspenze.

Soli mohou byt také adiéni produkty volnych ldtek s kyselinou, prijatelnou z far-
maceutického hlediska. Pod timto pojmem se rozum{ kyselina, kterd neni toxickd a Je
mo2no Ji b&%n& uift ve farmaceutickych prostfedcich. PFikladem téchto kyselin mohou byt
anorganické kyseliny, napfiklad kyselina chlorovodikovd, bromovod{kové, sirové a fos-
fore¥né a -organické kyseliny, napfiklad karboxylové kyseliny Jako kyselina octové,
glykolovd, maleinovéd, Jadbleind, hydroxymaleinovd, vinnd, citronovd a salicylové a ta-
xé organosulfonové kyseliny, nap?fklad kyselina methansulfonovéd a p-toluensulfonové.

Je mo¥no také uzit sm&si dvou nebo v&t3iho podtu kyselin a sm¥si jednoho nebo v&tSiho
podtu volnych ldtek nebo adilnich sol{. V&tdinou jsou nejvyhodn&js{ hydrochloridy a
hydrobromidy.
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Zpisob vyroby'nékterych vihodnyeh sloudenin
Uvedené ldtky je moZno ziskat nédsledujfci{m obecnym zpisobem:

NeJjprve se b&Zn¥ doddvany daunorubiecin nebo doxorubicin ve form& své adidnf soli
s kyselinou uvede v reakci za podminek reduktiwni alkylace s 2,2'-oxodiacetaldehydem
vzorce

Touto alkylaci se zi{ské sm&sny produkt, ktery obsahuje &ty*i hlavni sloiky. V pii-
pad& pouZit{ daunorubicinu jsou t&mito sloZkami nédsledujici &tyri slouleniny:

3 '~deamino-3 -(4"-morfolinyl)daunorubicin,

3 ~deamino-3 -(4"-morfolinyl)-13-dihydrodaunorubicin,

3 '-deamino-3 -(3"-kyan-4"-morfolinyl)daunorubicin a

3 ‘-deamino-~3 "~(3"~kyan-4"~-morfolinyl)-13-dihydrodaunorubicin.

V pri{padd doxorubicinu jsou t¥mito sloZkami nésledujfci &tyfi slouleniny:

3°-deamino-3 ~(4"-morfolinyl)doxorubicin,

3 '-deamino-3 =(4"~morfolinyl)-13-dihydrodoxorudbicin,

3 ‘-deamino-3 '-(3"~kyan-4"-morfolinyl)dcxorubicin a

3 '-deamino-3 "=(3"~kyan-4"-morfolinyl)-13-dihydrodoxorubicin.

2,2 -oxydiacetaldehyd je mo2no zi{skat hydrolyzou 2,2 -oxydiacetaldehyd-bis(diethyl-
acetalu) v kyselém prostfed{. Vychozl ldtku Je moino vyjddiit vzorcem

(Et-O)z-CB CH-(O-Et)Z

o
CEy - 0 -~ CH,

postup se provédi zplsobem podle belgického patentového spisu &. 655 436 (Field a dal-
31), tuté: ldtku Je moino ziskat také Ztdpenim 1,4-anhydroerytbritolu vzorce

HO - CH———CH - OH

]

CH2 -0 - CH2

zpisoben podle publikaci Barry a dal3i Carbohydrate Research, 7, 299 (1968) a Green-
berg a dalif{ Carbohydrate Research, 3%, 195 (1974).

Reduktivn{ alkylaci Je moZno provédd&t pfi pouZitf{ pfebytku dialdehydu ve sm&si vo-
dy a poldrniho organického prostiedf{, napffklad ve sm&si vody a acetonitrilu, obvykle
pri pH 7 za pritomnosti redukéniho &inidla, napffklad kyanborshydridu alkalického ko-
vu, jako kyanborobydridu sodnéno nebo draselného. Jde o velmi snadno proveditelnou re-
akei, kterd je obvykle dovr3ena v prib&hu 1 hodiny nebo v pribZhu Jje3t& kratd{ doby
pfi teplot® mfstnosti. Reduktivni alkylace je podrobné&ji vysv&tlena v nédsledujicich
prikladech a Je také uZita v US patentovém spisu &. 4 301 277 a popséna v J. Medicinal
Chem., 2%, str. 18 aZ 24 (1982).

Reak®ni sm&s Je moZno zpracovédvat Jakymkoliv zpisobem, ktery zajisti poZadovanou
izolaci a dobré odd&leni reaknfiho produktu. Extrakce reakéniho produktu kyselinou Je
dlinnd pri extrakci materidld, které neobsahuji{ kyanoskupinu z materidld, které ne-
Jjsou v kyselind rozpustné a kyanoskupinu obsabujlfci. Vysledné pdry materidld je moZno

{
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rozd¥lit na jednotlivé ldtky chromatograficky, nap#fklad chromatografif na sloupci,
chromatografif{ na tenké vrstv& nebo vysokotlakou kapalinovou chromatografi{.

S5-iminosloufeniny Je moZno piipravit snadno a primo z izolovanych 5-oxosloudenin
pFi pouZit{ zplsobu podle pudblikace J. Medicinal Chem., 24, str. 669 (1981). Pri pro=-
vdd&ni tohoto postupu se 5-oxomateridly uvedou do styku s pfebytkem alkoholového roz-
tokxu amoniaXu pri nizké a% m{rn¥ zvydend teplotd, napf{xlad pii teplotd -25 al +25°¢
v dob& 0,5 a% 100 hodin., V pfipadd 3 -deamino-3 -(4"-morfolinyl)-doxorubicinu a
3'-deamino-B'-(3'jkyan—4"-morrolinyl)-doxorubicinu Je zapotfebi chrénit hydroxylovou
skupinu na uhl{kovém atomu v poloze 14 p¥ed pisobenim amoniaku. K tomuto d&elu Je
moZino u%it jakoukoli ochrannou skupinu, kterd Je 1ladbiln{ v mirnf kyselém prostfedi.
Vzhleden x #iroké moZnosti pouZit{ ve farmaceutické chemii Jje vyhodnou ochrannou sku-
pinou methoxytritylovd skupina. Tritylovou funkci Jje moZno zavést tak, Ze se pisobi
na 3 -deamino-3 '-(4"-morfolinyl)-doxorubicin nebo 3 -deamino-3 =(3"-kyan-4"-morfoli-
nyl)-doxorubicin pfebytkem p-anisylchlordifenylmethanu pri teplot& mistnosti. Po skon~
¢ené reakci s azoniakem je'moino regenerovat hydroxylovou skupinu v poloze 14 piscbe-

nim kyseliny, napffklad kyseliny octové nedbo chladného vodného roztoku kyseliny tri-
fluoroctové, . .

Vynélez dbude osvitlen nédsledujicini pi{ilady.
Prf{klad 1
Piiprava 3'-dea:ino—B'-(4‘—morfolinyl)—S—iminodoxorubicip

A. £ roztoku 0,396 g 3 -deamino-3 -=(4"-morfolinyl)doxorubicinu, v 5 ml bezvodé-
ho pyridinu se p*idd 0,990 g p-anisylchlordifenylme thanu. Sm&s se nechd reagovat p¥i
teplotd nistnosti ve tn& pribliiné 2 dny. Pak se roztok zchladi{ sm&si vody a ledové
drti a pridd se 0,5 ml methanolu. Smés se michd dald{i 2 hodiny, nale% se piridd 50 ml
fed&ného hydrogenuhlilitanu sodného a sm¥s se extrahuje methylenchloridem. Extrakty
se zahusti na prylovity odparek, ktery se rozpusti v toluenu, odpa?{, rozpusti v
methylenchloridu a vysréi{ pomalym priddvénim petroletheru o teplot& varu 35 al 60°cC.
Sralenina se 0dd&l{, znovu rozpusti v methylenchloridu a vysrédii{ smé&s{ petroletheru
a diethyletheru, &im% se ve vyt&Zku 94% z{skéd Jako amorfni pevnd ldtka 14-O-p-ani-
Syldifenylnethyl—3'—deamino—}'-(4”-morfolinyl)doxorubicin vzorce III

OCH3

Ho (111)




Cs 268 514 B2

Tento materidl byl 1dentifikovén NMR analyzou pii 90 MHz v QHCIB.

B. Roztok 0,532 g 14-O-p-anisyldifenylmethyl-) -deamino-3"~(4"-morfolinyl)doxorubi-
cinu v 10 ml methylenchloridu se pfidé ke 30 ml methanolu, nasyceného amoniakem pii te-
ploté O %Cc, Scés se mfehd 1 hodinu pii teplotd O %°ca pak se nechd stdt 27 hodin pil te-
plotd 3 °c. Rozpoudtddlo se odpeff a odparek se rozpustf v methylenchloridu a methasnolu
v pomdru 4 : 1 a tento_roztok se opdt odpa¥{. Postup se dvakrét opakujie, nale? se z{sks~
néd pevnd 14tka rozpusti v methylenchloridu, zfiltruje se ptes vrstvu Celitu, odpa®{f, od-
parek se rozpust{ ve sm&si.methylenchloridu a methanolu v pomdru 1 : 2 & roztok se zno-
vu odps’i do sucha a vysudi, ¥im? se ve vytéZku 97% ziské 0,52 g fialového cdparku.

C. Odparek ze stupng& B se rozpustl ve 2 ml tethylenchloridu a roztok se nanese
na sloupec silikagelu o rozmérech 1,5 x 40 cm, sloupec se vymyvéd 50 ml me thylenchlo~
Tridu a pak sm&si methylenchloridu a methanolu, nejprve 150 ml sm&si v pom&ru 98 : 2,
500 ml sm&si v pom&ru 87 : 3, 100 ml sm¥si v pomdru 95 :- 5, sm&si 100 ml v pom&ru
93 : 7 a 200 nl smési v poﬁéru 90 : 10. Nejprve se odebere eludt v mnoistvi 565 ml,
pak se odd&l{ frakce o objemu 335 ml, tato frakce se zfiltruje a odpa¥{ a obsahuje
59,9% naneseného vzorku Jako jednotného materidlu. Tento materidl byl identirikovén
jako 14-0-p-anisyldifenylmethyl-3 "-deamino-3 '~(4"~morfolinyl)~-5-iminodoxorubicin NMR
analyzou pii 90 MEz. :

D. 0,341 g produktu ze stupné C se rozpustl ve 20 ml 80% kyseliny octové a roz~
tok se michd ve tm& 7 hodin. Pak se roztok zfed{ 50 ml vody a t¥ikrdt extrahuje chlo-
roformem. Vodnd fédze, kterd obsahuje pofadovany produkt se ve tm& lyofilizuje, &fm%
se z{skd 0,294 g pevné ldtky. Tato pevnd ldtka se rozpust{ v 0,1 N kyselin& octové.
Roztok se promyje chloroformen, alkalizuje hydrogenuhlifitanem sodnym a extrahuje chlo-
roformem. PoZadovany produkt piejde do organické fdze, kterd se promyje, usu¥f{, zfil-
truje a odpaf{ na odparek.Jento odparek se rozpusti ve sm3si chloroformu s methanolu v
pomdru 1 : 10, roztok se odpai{ a odparek se usu3f, &im% se ziskd 0,228 g 3 -deamino-
-3 "=(4"-morfolinyl)~-5-iminodoxorubicinu. TotoZnost této ldtky byla ovi¥ena NMR ana-
lyzou pfi 300 MHz a elementdrni analyzou,

Prixlad 2
Zpisob vyroby adiénich sol{ s kyselinami

Volnd bdze produkiu z pfikladu 1 se uvede v suspenzi ve 20 ml vody. Sm&s se mi-
ché a soulasnd eé;pomalu priddvé 3,2 m»1-0,1 N kyseliny chlorovodfkové do pE 4,5. Sus-
pendovand pevﬁé ldtka se postupni rozpou¥tf. Roztok se lyofilizuje ve tm¥, &{m? se
z{8kd 3 -~deamino-3 -(4"-morfolinyl)-5-iminodoxorubicinhydrochloridu o &istotd 97% pFi
analyze vysokotlakou kapalinovou chromatografii.

Anslyza pro Cy HyoN,0,,.HCL.2 E,0

vypo&teno: C: 54,35, H: 6,03, C1 : 5,17, N: 4,09%
nalezeno: C: 54,20, H: 5,96, c1: 4,33, N: 4,03%

P*r{Xxlad 3

Priprava a izolace 3'—deamino—B'—(4'-mor£olinyl)-S-imino—lj—dihydrodoxorubicinu
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A. Roztok 0,186 g 3 '-deamino-3 '-(4"-morfolinyl)-13-dihydrodoxoribicinu, v 6 ml
sm¥si methylenchloridu a methanolu v pom#ru 1 : 1 se pridd k 20 mlhmethanolu, nasy-
ceného amoniaskem, p¥i teplotd 0°C. Sm&s se hodinu michd a pak se nechd stdt 27 hodin
pt*i teploté& 3°C, odpal{ se a odparek se rozpust{ ve smisi methylenchloridu a methano-
lu v pom&ru 4 : 1 a postup se- tfikrdt opakuje do uplného odstraniZni amonisku. Vysled-
ny odparek se &ist{ chromatografii na tenké vrstvd silikagelu p¥i rozmiru ploten

2 pn x 20 x 20 cm, jako rozpoudt#dla se uiije sm&s chloroformu a methanolu v pom&ru

9 : 1. Pédsy, obsahujfci v podstats &isty 3'-deamino~3'-(4'-morfolinyl)—5~imino-l3-
~dihydrodoxorubicin se o0dd&l{, vymyj{ a eludt se odpai{, &imZ se ziskéd 0,139 g volné
ldtky, Jak je moZno prokdézat NMR analjzéu p¥i 300 MHz. 7

B. Volnd ldtka ze stupné A se plevede na hydrochlorid zpisobem podle piXikladu 2.
Vysokotlakou kapalinovou ch;omatograrii Jje moZno prokdzat, Ze &istota hydrochloridu
Je 97 a% 98%. >

Analyza pro Cq HagN,0), . HCL.2H,0

Vypo&teno: C: 54,19, H: 6,31, C17: 5,16, N: 4,08%
nalezeno: C: 54,17, H: 5,95, C17: 4,88, N: 3,87%

PPr{klad 4
Priprava 3 -deamino-3 =(3"-kyan-4"-morfolinyl)-5-iminodaunorubicin

Roztok 0,031 g 3 “~deamino-3 ~(3"-kyan-4"-morfolinyl)daunorubicinu v 1,0 ml methy~
lenchloridu se pfidd k 5 ml methanolu, nasyceného amoniakem pfi teplotéd 0°C. smés se
30 minut michd a pak se skladuje 45 hodin pri teploté 3°C. Reak&nt produkt se odpaZi
do sucha a odparek se rozpustf{ v 5 ml sm&si chloroformu a methanolu v pomé&ru 19 : 1,
nale? se roztok odpa¥f. Tento stupen se je3td Jednou opakuje. Odparek se rozpusti ve
sm&si methanolu a chloroformu a nanese se na tquou vrstvu silikagelu, plotna md roz-
mér 2 mm x 20 x 20 cm, Jako rozpoudt¥dlo se uZije smé&s chloroformu v pom&ru 9§ : 1.
Hlavn{ pds se vymyje a analyzuje. Hmotovou spektroskopii je moZno ov&fit, Ze vysled-
nou létkou je 3 ~deamino~3 "-(3"-kyan-4"-morfolinyl)-5-iminodaunorubicin.

Hmotové spektrum ve form& trimethylsilylového derivédtu (TMS): m/e 882 /n(TﬂS)4-
HCNZ, 810 /H(THS)3-HCN/. Hmotové spektrum m&lo zékladn{ vrchol (HCM) pfi. m/e 27.
Chromatografie na tenké vrstvé silikagelu pi'i pouiiti{ sm&€si chloroformu a ethylalko-
polu v pomdru 19 : 1 R, 0,32. ‘

Pr{kxlad 5

Postup z pr{kladu 1 se Je3t® jednou opakuje p¥i pouZiti 3 '-deamino-3 - (3"-kyan-
~4"-porfolinyl)doxorubicinu, mfsto 3 ~-deamino-3 ‘=(4"~morfolinyl)doxorubicinu. Sled
zavedeni ochranné skupiny, aminace a odstran&ni ochranné skupiny z prikladu 1 vede X
ziskdn{ 3 “-deamino-3 ~(3"-kyan-4"-morfolinyl)~5-iminodoxorubicinu Jako vysledného pro-
duktu.

Reakci Je moino podrobnZji popsat ndsledujicim zpisobem:

A. K roztoku 0,241 g 3 ~deamino-3 '~(3"-kyan-4"-morfolinyl)doxorubicinu ve 4 ml
bezvodého pyridinu se ptidé 0,587 g p-anisylchlordifenylmethanu. Roztok se michd pri
teplot?® mfstnosti ve tm& 44 hodin, pak se reakdni sm¥s zchlad{, zFfed{ se 0,5 ml metha-
nolu, roztok se michd pri teplotd mistnosti 3 hodiny, pak se pridd k 50 ml zfed&ného
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hydrogenuhlilitanu sodného a smds se extrahuje methylenchloridem. Extrakty se odpaf{,
odparek de rozpust{ ve 3 ml methylenchloridu a roztok se vysrd%{ pomalym pFiddvénim
40 ml diethylesteru, &im% se ve vyt¥iku 97% zi{skd 0,333 g 14-O-p-anisyldifenylmethyl-
-3 "-deamino-3 "~(3"-kyan-4"~-morfolinyl)doxorubicinu.

NMR spektrum p¥i 90 MHz v cnc136':

13,84 (s, 6~0H),

12,99 (s, 11-OH),

7,82 (4, 1-H),

6,70 a% 7,75 (m, 2-H, 3-H, tritylaryl),
5,42 (bs, 1°-H),

5,08 . (vs, 7-H),

4,45 (bs, 2, 14-H,),

4,19 (s, 9-OH),

4,00 (s, OCHy),

3,79 (s, OCH3),

3,30 a% 4,15 (m, 4 -E, 5°-H, 2"-K,, 3"-E, 6"-E,),
1,60 a% 3,10 (m, 2'-E,, 8-H,, 5"-K,, 10-E,, 3'-8),
1,13 (4, 5'-53).

B. Roztok 0,369 g l4-0—p-anisyldifenylmethyl-3'-deamino-3'-(3”-kyan-4"—morfolinyl)-

doxorubicin v 8 ml methylenchloridu se pfidd ke 25 ml methanolu, nasyceného amoniakem
pfi teploté 0°C. Sm¥s se miché hodinu pri téZe teplot® a pak se neché stédt 26 hodin

pii teplotd 3°C. Pak se smés odpa*{ k odstran&ni{ amoniaku, &im% se ziskd 0,376 g fia-
lového odparku.

c. Odpérek ze stupnd B v 1,5 ml methylenchloridu se nanese na vrchol sloupce si-
lik&gelu o rozmérech 1,5 x 20 cm p¥i prim&ru &dstic 200 a% 400 mesh a sloupec se vy~
nyje 50 ml methylenchloridu a pak sm¥si methylenchloridu-a methanolu, neJprve 200 ml
smési v pom&ru 99 : 1, 300 ml smds{ v pom&ru 98 : 2, 100 ml sm&s{ v pom&ru 97 : 3,
100 ml sm¥s{ v pom¥ru 95 : 5 a 200 ml sm&s{ v pom&ru 90 : 10. Odebere se 360 ml poldd-
teéntho eludtu, naleZ se odpari frakce o objemu 125 ml, &im% se zi{skéd 0,203 g 14-O0-p-
,anisyldifenylmethyl-B'-deamino—3'-(3"-kyan—4"—morfolinyl)-S-iminodoxqrubicinu.

D. 0,158 g odparku ze stupné C se zchladf na 0°C a rozpust{ v 8 ml 50% kyseliny
trifluoroctové chiazené ledem. Roztok se michd pii teplotd 0°¢c ave ninuty a pak se
vlije do 100 ml sm&si vody a ledové drti. Vodnd smEs se extrahuje chloroformem v mnoi-
stvi 4 x 10 ml, extrakty se s8liji, promyj{ se zreddnym hydrogenuhliditanem sodnym a
vodou, vysudi se siranem sodnym, zfiltruje ples vrstvu.Celitﬁ a odpa?i. Odparek se
rozpustf{ ve 3 ml sm&si chloroformu a methanolu v pom&ru 4 : 1. Za stédlého michéni se
¥ roztoxu pridd 25 ml etheru a v¥slednd sraZenina se o0dd&l{, &im% se ziskd4 0,093 g
3 -feamino~3 ~{3"~kyan-4"-morfolinyl)-5~iminodoxorubicinu.

Vysokotlakou kapalinovou chromatografii a NMR analjzou p¥i 300 MHz Je moZno pro-
kdzat, %e uvedeny materidl jo sm¥s diastereoisomeru. PPi vysokotlaké kapalinové chro~
matografii na sloupcl Waters Radial-Pak C-18 ve smé&si 0,05 M citrdtovéno pufru o pH
4 a methanolu v pom&ru 40 : 60 je moZno prokdzat vrcholy po 18,4 minutéch a 25,0 mi-
nutdch v pom&ru 69 : 31l. NMR spektrum tohoto produktu pFi 300 MHz md dv® resonance pro
protony 1-H, 2-H, 3-H, 1 -E, 7-H, 14-B,, 9-OH, OCH;, 10A-E a 6'-H3.

NMR spektrum pri 300 MHz v CDClL

3:
15,61 (s, Y1-0H),
13,74 (4, 6-0OH),
9,27 (a4, NH),

i
2
4
4
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8,21, 8,19 (2a, 1-H),
7,13, 7,72 (2t, 2-H),
7,33, 7,32 (2a, 3-H),
5,77, 5,72 (24, 1°-H),
5,41, 5,38 (2m, 7~H),
4,79, 4,77 (28, 14-H,),
4,72, 4,66 (28, 9~0H),
4,15, 4,14 (2s, OCHy),
4,04 (m, 5°-H),

03,97 (m, 3"-H, 2"-B-H),
3,75 (n, 6"~H,, 4 -H),
3,59 (m, 2"A-H),

3,23 (da, 10B-H),

3,03 ) (m, 10A-H, 3°-H),
2,72 (m, 5""H2),

2,33 » (m, 8B-E),

2,14 (m, BA-E),

1,85 (m, 2 -H,),

1,38, 1,37 (22, 6'-H,).

Spektrum v ultrafialovém svétle (Vis) v methanolu mé maxima pii

221 mm (& 31 000), 252 (32 900), 307 (7 110),
520 nrb (9 110), 551 (17 400), 592 (20 700} .

DCI-MS m/e 638 (M + H) 611 (M + H-NCH).
Analyza pro °32335N3°11'32°
vypolteno: C: 58,62, H: 5,69, N: 6,41%,
nalezeno: C: 58,79, B: 5,47, N: 6,30%.

PriXkxlad 6

Opakuje se postup podle p¥fkladu 3 celkem &tyrikrdt, prilem? poka2dé se uzije ek-
vivalentni{ moldrni mno%stv{ Jiné vychoz{ ldtky misto 3'-deamino-}'~(4“-morfolinyl)—
13-dihydrodoxorubicinu. V prvnim p*{pad¥ se uiije 3'-deamino—3'—(3'—kyan-4'—morro- -
linyl)-13-dihydrodoxorubicin a jako vy¥sledny produkt se zfskd 3 ‘~-deaminc-3 '=(3"-
-xyan=-4"-morfolinyl)-5~imino~13~dihydrodoxorubicin. :

Hmotové spektrum (ve form# trimethylsilylového derivdtu (TMS): m/e 900
/M(IMS)4—HCN/. P*i chromatografii na silikagelu s pouZitim sm&si chloroformu a metha-
nolu v poméru 9 : 1 Je RI 0,24.°

Slouéeniﬁy vyrobené zpisobem podle vyndlezu Je moZino pouiit u saved proti zhoud-
nym néddorim. Tato Jejich $&innost byla ov&fena pokusy in. vivo i in vitro. PFi Jednom
pokusu in vivo, ktery byl proveden podle publikace Cancer Chemotherapy Reports, Na-
tional Cancer Institute, 3, &. 2, &4st 3, z4r{ 1972, bylo zdravym my3im intraperito-
nedlné naolkovdno urlité mnoZstvi b¥i¥nfiho vypotku lymfocytérni leukemie P-388. Po
naotkovdn{ byly my3i léZeny 5., 9. a 13. dne riznym mnoistvim sloulenin, vyrobenych
zpisobeém podle vyndlezu. EKontrolami byly nelélené my3i, dal3{ my3i byly léZeny pro
srovndni daunorubicinem nebo doxorubicinem: 3 ‘-deamino-~3 -(4"-~morfolinyl)daunorubi-
c¢cin nebo 3'—deamino-3'—(4'~morfolinyl)-13-dihydrodaunorubicin podle US patentu
&. 4 301 277 nebo 3 -deamino-3 -(4"-methoxy-l-piperidinyl)daunorubicin nebo jeho 13-
~dinydroekvivalent podle US patentového spisu &. 4 314 054.
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Byla stanovena prim&rnd doba pFeZitf u riznd ofetfenych my3{ a tato doba byla
srovnéna 8 kontrolnimi nelé¥enymi zvifaty. V nédsledujfci tadulce A Jsou uvedeny zis-
kané ddaje Jako % T/C, coZ znamend dobu prefitf léZenjoh my3f, ddlenou dobou preiity{
kontrolnfch my3f x 100. Jak Je zFejmé z tabulky A, byly sledovény rizné ddvky u jed-
notlivych slouZenin tak, aby bylo moZno dosdhnout pejv&tsiho zlep3eni,

Tebullka A

U¥innost proti leukemii Leultemis P-388 u my3{ch L-1210 bunik.

sloudenina . Ns¢ &.% Doba pFreZit{ Optimdéln( inhibice syntézy
dévka D M
% 1/C {g8d 5, 9, sor /%
4 13) mg/kg DNA RNA
3 -deamino-3 ~(4"-morfolinyl)-13-dihydro-~
~5-imidodoxorubicin 355, 465 161 50 > 100 24
Pro srovadzi: )
daunorudbicin 82, 151 130 8 0,66 0,33
doxorubicin ' 123, 127 130 8 1,5 0,58
X NSC ¥. = retistra¥ni &{slo National Service Center of US National Cancer Institute.
Tabulke A — pokralovani
sloufenina Nsc 8.% Doba pFfezit{ timdln{ inhibice syntézy
) davka ED o
% T/C (q4d 5, 9, 500 /77
13) ng/kg DNA RNA
3 -deanino~3 ~(4"-morfolinyl)-
daunorubicin 327, 451 166 0,2 0,76 0,10
3'—deamino-3'—(4"—morfolinyl)~ N
~13-dihydrodaunorubicin 327, 450 132 0,2 2,2 0,67
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Dald{ testy in vivo u my31 proti leukemii P-388 a L-1210 a melanomu B-16 byly
provedeny podle svrchu uvedené publikace Cancer Chemotherapy Reports 1972. Byly sle-
dovény rdzné cesty podéni, nap¥iklad intraperitonedlin#, nitroZiln& a perordln&, vy~
sledky jsou uvedeny v nésledujfci tabulce B.

Tabdbulka B

Protinddorové §&innost u ny3{ v optimdlni ddvce % T/C (mg/kg)

sloudenina doxorudicin 355277(1)
NSC &. 123127

ip 388 .

a, 1, ip 252(7,5) > 193(2)
4, 1, iv 185(10) 166(2,5)

Vysvé&tlivky k tabulce B:
* znémé létky pro srovnéni

(1) 3°-deamino-3 ~(4"~morfolinyl)-5-iminodoxorubicin

Sloufeniny, vyrobené zplsobem podle vyndlezu vEetn& svych soli mohou byt poddvé-
ny jakoukxoli cestou, napi{klad perordln& a parenterdln&, tj. nitrofiln#, intraperito-
nedln&, podkoin& nebo nitrosvalovi. Vyhodnd Je zejména parenterdlni aplikace, zvlid3td
nitro%iln{.. Dévky a mnoZstv{ tak Jjak bylo svrchu uddno Je mo%no uiit ke zlep3eni leu-
kemie nebo Jiného typu zhoubného nédoru, proti nEmui Jsou tyto ldtky Ulinné. Napi{-
Xlad p¥i 14%b& malych poxusnych zviFfat je moZno uift ddvek 0,0010 ai 25 mg/kg dennd
ke zlep3eni leukemie..Horni hranice dédvky Je ddvka, kterd jif miZe vyvolat toxické
vedle j8{ W&inky a u pokusnych zvifat se stanov{i pokusem a omylem. Obvykle Jje dévka
sloulenin, vyrovenym zpdsobem podle vyndlezu pfibliZn& 1/20 a% 1/200 pivodnich slou-
Zenin. Je mo%no poddvat Jednu ddvku kaZdych 2 aZ 7 dnld, Jje v3ak moZno u3it i krat3ich
intervald mezi jednotlivymi ddvkami t&chto.sloudenin.

"Sloudeniny, vyrobené zpisobem podle vyndlezu a jejich soli Je moZno zpracovédvat
na farmaceutické prost¥edky, zvl43t& na jednotlivé ddviky. Slouleniny Je moZno podéd-~
vat jako takové, b&iIn¥j3f je poddni spolu s farmaceutickym nosilem, ktery sloufeninu
zfeduje a usnadnuje poddvédni. Je znémo, Ze tento nosif musf byt stejnZ jako vysledny
pr{pravek sterilni a netoxicky.

P¥i perorélnim poddni miZe byt rosil uiity Jako redidlo pevny, polotuhy nebo ka-
palny a Jje prostfedim, v n¥mZ se ulinnd ldtka uiivéd pro farmakologické pokusy. P¥i
parenterdlnim poddni se u&innd létka rozpoudti nebo uvdd{ v suspenzi ve vhodné injek-
&ni kapalind znémym zplsobem.

P*i vyrobd svrchu uvedenych lékovych forem Je moino u%it b&inych zplsobl zpraco-
véni ve vod¥# rozpustnych farmaceutickych létek v prfipadé solf a ve vod& nerozpustnych
ldtek v pripadé volnych bazi. InjekZni prostfedky je napriklad moZno ziskat nédsleduji~

cin zpisoben.

Prostiedek A

Sterilni suspenzi ve vodném prostfedi{, vhodnou pro injek&ni podén{ je moZnc zis-

kat z ndsledujic{ smdsi:



12 CS 268 514 B2

sloZka - ng
sloulenina z prikladu 1, 4, 5 ve form¥ suspendovatelného préiku 3
citronan sodny 5,7
sodnd 801 karboxymethylceluldzy (s nizkou viskositou) 2,0
nethylparahydroxybenzodt . 1,5
propylparahydroxyb;nzoét ) c,2

Svrehu uvedend sm&s se doplni vodou, vhodnou pro injek&ni poddnf na objem 1,0 ml.

Prostfedek B

Sterilni roztok ve vodném nosiZi pro inJekdni podédn{ Je moino ziskat z ndsledu-
Jict smé&si:

sloika ng

sloudenina z pfikladu 2 4
citronan sodny 5
sodnd sdl karboxymethylcelulozy (s nizkou viskositou) 2
methylparahydrobenzodt 1
propylparahydroxyoenzodt 0

Vyslednd sm&s se doplni vodou pro injekin{ podén{ na objem 1,0 ml,
Slouleniny, vyrobené zplsobem podle vyndlezu Je moZno poddvat nap¥iklad ve for=-
m& tablet nebo kapsli.

Prostfedek C

Tadlety Je moZno vyrobit z ndsledujic{ smési:

sloZka ng
sloudenina z pf{kladu 2 5,0
laktoza ' 91
sudeny kukufi¥ny Skrob . 51,5
felatina . 2,5
stearan hofelnaty 1,0

SlouZenina z pfikladu 2 se rozdrti{ na préSek, ktery se protlal{ sitem a smis{
s 1aktozou a 30 mg kukufiZného Zkrobu, tyto létky se rovnd% protla¥i sftem.

Vysledny pré3ek se smis{ 8 teplym roztokem Zelatiny, kter} se pripravi michénim
Jelatiny s vodou a zahfdtfm za vzniku roztoku o koncentraci 10 hmotnostnich %. Vysled-
nd hmota se protlal{ sfitem a vlhkd granule se sud{ p¥i 40°¢.

Sulend granule se znovu protlalf sftem, pfidd se zbytek 3krobu a stearan horel-
naty, sm&s se dikladn& promis{,

Pak se vyslednd smé&s lisuje na tablety o hmotnosti 150 mg.
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Prost¥edek D

Eapsls Je moino vyrobit z ndsledujfci smdsi:

sloika ng
sloulenina z pi{Xxladu 3 . 10
laktoza 190

Sloufenind z prikladu 3 a laktéza se protla¥{ sitem = prédkovand smés se doble

promisi, nale? se plni do kapsli z tvrdé Zelatiny vhodného rozmdru tak, e se do kal-
dé Xxapsle vloif{ 200 g ziskaného pré3¥kového materidlu.

PREDMET VYNALEZU

RN

1. Zpisob vyroby novych morfolinovyich derivédtd daunorubicinu a doxorubicinu obec-

T gl

ného vzorce 1

3 1

(1)

{
: kde
R znapend skupinu CO-—CH3, CEOE~CI13, CO-CH,0H a CHOH-CHZOH a
A znamend skupinu CN nebo atom vodfku, vyznadujfc{ se tim, Ze se ve slouleniné

obecného vzorce
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0 OH
| a
\\
o):
]
i
]
H_)CO 0 OH 0
0.
' CEI3
B0
. A
[:::::]///
kde
Ra A maji svrehu uvedeny vyznam, nejprve v pripad#, %e sloulenina obasahuje hydro-

xy-skupinu v poloze 14 opati{ tato skupina ochrannou skupinou, odstranitelnou v mirné
¥yselénm prostredi, napiiklad p-methoxytritylovou skupinou, naleZ se sloulenina uvede
v reakci s prebytkem alkoholového roztoku amoniaku p¥i teplotd -25 al +25°C, nadlel

se poplipadd odstrani uvedend ochrannd skupina kyselinou octovou nebo kyselinou tri-
fluoroctovou pFi teplotd mistnosti a vyslednd ldtka se izoluje a &ist{.

e
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