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Tém&n keksinndn kohteena on menetelmi antrasykliiniglykosidien
uusien 4'-0-metyylijohdannaisten valmistamiseksi, jotka johdan-
naiset ovat kdytttkelpoisia kasvainten vastaisina l3akeaineina
ja joiden yleinen kaava on
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jossa R on vety tai hydroksi.

Keksinndn mukainen menetelmd perustuu kaavan
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mukaisen yhdisteen kondensoimiseen aminodeoksisoksriyhdisteen

suojatun 1-halogeenijohdannaisen kanssa. Kyseiset johdannaiset
ovat 2,3,6-trideoksi-3-trifluoriasetamido-4-0-metyyli-L-1lykso-
heksopyranosyylikloridi (II-E) ja 2,3,6-trideocksi-3-trifluori-

asetamido-4-0-metyyli-¢¢ -L-arabino-heksopyranosyylikloridi
(III-E)
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joista suojausryhman poistamisen jdlkeen saadaan lopputuotteita
(V) (VII).

Kondensaatioreaktiot aglykonin (I) Jja suojattujen halogeenisokeri-
yhdisteiden (II-E) ja (III-E) kesken siten, ettd muodostuu glyko-
sidisidos, suoritetaan sopivassa orgaanisessa livottimessa, kuten
kloroformissa tai metyleenidikloridissa liukenevan hopeasuolan
kuten hopeatrifluorimetaanisu1fonaatin (AgSO3CF3) ollessa lé&sna
katalysaattorina. T&lld&in kdytetddn molekyylissuloja dehydra-
tointiaineina tavalla, joka vastaa sitéd menstelm8d, joka on
selostettu brittilidisessd patenttihakemuksessa 18098/75.

SyBvanvastaisten glykosidien 13htdyhdisteind kéytetaan metyyli-
2,3,8,trideoksi-3-trif1uoriasetamido-CX-L-1ykso—heksopyranosidia
(II-A) ja metyyli-Z,3,6-trideoksi-3-triFluoriasetamido-CL-L-
arabino-heksopyranosidia (III-A), jotka on esitetty brittiladi-
sessd patenttihakemuksessa 12254/74.
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jossa R = _8 /_:\‘/\__ NOZ'

Kdsittelem3lld l1dhtdyhdisteitd (II-A) ja (III-A) diatsometaani-
booritrifluorijohdannaisella metyleenikloridissa (kuten J.0.
Deferrari et al, ovat selostaneet teoksessa Methods in Carbo-
hydrate Chemistry, osa VI, sivu 365, 1982, Academic Press,

New York ja Lontoo), saadaan vastaavia, aikaisemmin tuntematto-
mia 4-0-metyylijohdannaisia (II-B) ja (III-B)} hyv&ll3 saannolla.
Happohydrolyysilld saadaan vastaavat yhdistest (II-C) ja (III-C),
jotka sisdltavat vapaan -OH-ryhm&n 1-asemassa ja jotka saavat
reagoida p-nitrobensoyylikloridin kanssa pyridiiniss3, jolloin
saadaan vastaavat 1-0-nitrobensoyylijohdannaiset (II-D) ja
(III-D0), joita k&sittelemdlld kuivalla kloorivedylls vedettdmissi
metyleenidikloridissa saadaan vastaavat 1-kloorijohdannaiset
(II-E) ja (III-E).

Esill3 olevan keksinndn mukaista menetelms3 havainnolliststaan
k8yttdm&l118 daunomysinonia

(1)

OCH

sekd halogeenisokerireakgenssina 2,3,6-trideoksi-4-0-metyyli-3-
trifluoriasetamido-L-1ykso-hsksopyranosyylikloridia (II-E) tai
2,3,6-trideoksi-4-0-metyyli-3-trifluoriasetamido- X -L-arabino-
heksopyranosyylikloridia (III-E). Kytkent3reaktiolla aikaan-
saadaan suojatut glykosidit (IV) ja (VI), joista alkalisella
kdsittelylld N-trifluoriasetyyliryhmdn poistamiseksi saadaan
4’'-0-metyylidanomysiinia (V) ja my8s 4',epi-4'-0-metyylidauno-
mysiinia (VII), jotke eristetd&n kiteisind hydroklorideina.

T8m8n j8lkeen suoritettavasse yhdisteiden (V) ja (VII) k3sitte-
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lyssd amerikkalaisen patenttijulkaisun 3 803 124 mukaisella mene-
telmdl1l3 saadaan 4'-0-metyyliadriamysiinia (VIII) ja vastaavasti

4'-epi-4'-0-metyyliadriamysiinia (IX).

COCH,R

~ OH (IV : R=H, R' =C0CF;)
(V : R=R' =H)
(VIII: R=OH, R' =H)

(VI : R=H, R' = COCF3)
o (VII : R=R' =H)
“H3 0 OH (IX : R=0H; R' =H)

3 NHR*

Uusilla yhdisteilld (V), (VIII), (VII), ja (IX) on antimitootti-
nen vaikutus ja ne ovat osoittautuneet arvokkaiksi terapeutti-
siksi aineiksi eldimille aiheutettuja koesydpisd hoidettaessa.

Yhdisteitd on testattu BDF1-hiéri11§ (C57BL/6 x DBAJ1. Joihin
on injektoitu ihonalaisesti 10~ solua/hiiri L1210 askiittista
lsukemiaa, tai 106 solua/hiiri P388 askiittista leukemiaa. K&-
sittelyt suoritettiin ihonalaisesti yhden vuorokauden kuluttua
sy6p8&&8 aiheuttavan inokulaation j&lkeen, ainekset liuotettiin

tislattuun veteen hydroklorideina. Daunomysiini ja daunomysiini-
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johdannainen on testattu P388-lsukemiaa vastaan, joka on erittdin
herkka antrasykliinien sybvanvastaisen aktiivisuuden suhteen.

Ne arvot, jotka on esitetty taulukossa 1, ndyttdvat sen, ettad
4'-0-metyylidanomysiini annoksina 4,4 mg/kg on aktiivisempi

kuin daunomysiini. 4'-gpi-4'-0-metyylidanomysiini osoittautui
tehokkaaksi aktiivisten annosten laajalla alueella (arvosta

4,4 arvoon 20 mg/kg) ja oli vahemm3n toksinen kuin daunomysiini.
Optimaalisissa ei-toksisissa annostuksissa osoittautuivat dauno-
mysiini (2,9 mg/kg) ja 4'-epi-4'-0-metyylidaunomysiini (20 mg/kg)
samanlaisiksi sy&vénvastaisen aktiivisuuden suhteen.

Adriamysiinin vastaavia johdannaisia testattiin L1210-1leukemian
suhteen, koska P388-leukemia on liian herkkad adriamysiiniin
nadhden, ja t&midn johdosta on erittdin vaikeaa arvioida uusien
johdannaisten yliannostusta.

Taulukossa 2 esitetyt, kahteen erilliseen kokeeseen perustuvat
arvot osoittavat, ettd 4'-0O-metyyliadriamysiini oli aktiivisempi
kuin adriamysiini: k3ytettdess&@ annoksia 4,4, ja 6,6 mg/kg

saatiin t&113 uudella johdannaisella eliniZn lis&&ntyminen arvosta
130 arvoon 212 %, kun taas adriamysiinills k3ytett&essd optimaa-
lista (ei-toksista) annosta 6,8 mg/kg aikaansaatiin elinidn

lisddntyminen 75 %.

Tama 4'-0-adriamysiinin suurempi aktiivisuus verrattunaadriamy-
siiniin L1210-leukemiaa vastaan on merkitykseltd&n erittain
tsrked. 4'-epi-4'-0-metyyliadriamysiini osoittautui sy8vén-
vastaiselta vaikutukseltaan olevan samaa suuruusluokkaa kuin

adreamysiini, minkd lisdksi sen toksisuus oli pienempi.

Yhteenvetona osoittavat tissi esitetyt tulokset sen seikan, etta
aminosokerin 4'-asemassa olevan hydroksyyliryhmdn korvaaminen
metoksyyliryhm&l1lsd aikaansaa syBvanvastaisen aktiivisuuden kasva-
misen, mik3 on yllattidvd seikka kysymyksen ollessa adriamysii-
nistd: 4'-substituentin epimerisointi aiheuttaa yleisen toksi-
suuden vihenemisen, mik3 on todistettu hiirilla, joissa on syOpé-

kasvaimia.
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Taulukko 1 - Aktiivisuus P388-leukemiaa vastaan

Yhdiste Annos T/C1 Toksisesti kuol-
(mg/kg) % leitten lukum33ra/
kokonaismddra
Daunomysiini 2,8 169
, 169 2/10
’ 160 7/10
4'-0-metyylidaunomy-
siini .HC1 (V) 2,9 156
191 3/10
’ 138 7/10
4’ -gpi-4'-0-metyyli-
daunomysiini ,HC1 (VIII) 4,4 150
10,0 143
20,0 174
40,0 43 g/9

Kisiteltyjen hiirien keskim&&rdinen elinikd verrattuna

vertailukokeen mukaisiin elinikiin, x 100

Taulukko g - Aktiivisuus L1210-leukemian suhteen

Muutos : Annos T/C % Toksisesti kuol-
1:a] 2:a | leiden lukum&ara/
: Koe| Koe | kokonaisméara
l
Adriamysiini 4,4 169
6,6 175 175
10,0 187 187 3/20
4'-0-metyyliadriamysii- i
ni .HC1 (VIII) 4,4 2871 312
6,6 i 231 275! 1/20
10,0 | 75| 62 17/18
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Muutos Annos T/C % Toksisesti kuol-
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Vdlituotteen 2,3.8-trideoksi-4‘0-metyyli-3°triF1uoriasetamido-

L-1lykso-heksopyranosyylikloridin (II-E) valmistus

Livosta, jossa oli 2,56 g (10 mmol) metyyli-2,3,6-trideoksi-3-
triFluoriasetamido-GL-L-1ykso-heksopyranosidia (II-A) 45 ml:ssa
kuivaa metyleenidikloridia, k#siteltiin l&mpdtilassa 0°C

0,1 ml:1la booritrifluoridieteraattia. Pit&m&1l1l3 l1&mpStilassa
UOC. lisdttiin diatsometaania metyleenidikloridissa, kunnes
sameankeltainen vari j&i pysyvdksi. 90 minuutin kuluttua lamp&-
tilassa 09C poistettiin suodattamalla valkoinen kiinte3 aine
(polymetyleeni) ja suodos pestiin per&kk&in 10 %:113 natriumbi-
karbonaattiliuoksella ja vedelll Ja kuivattiin t3min j&lkeen
vedettdmalld magnesiumsulfaatilla. Haihduttamalla saadut j&&nndk-
set kiteytettiin etyylieetteri-heksaani-seoksesta, jolloin saa-
tiin 2,3 g (85 %) puhdasta metyyli-2,3,6-trideoksi-3~-trifluori-
asetamido-4—0-metyyli-cz-L-lykso-heksopyranosidia (IT-B), sula-
mispiste 137-1ae°c[b90 = -150° (c=1 aineessa CHCl3), massaspektri
m/e 271 (M ). NMR-spektri (CDC13) osoitti absorptiot kohdassa
1,23 (d, CH3-C-5), 3,23 ja 3,40 (kaksi s, -0CH3) je 4,704

(leved s, C-1-H),

Livokseen, jossa oli 2,17 g (8 mmol) yhdistettd (II-B) 40 ml:ssa
etikkabhappoa, iiséttiin 160 ml vettd ja kuumennettiin tunnin ajan
l3mpétilassa 100°C. Kiteytt&m&115 haihdutettaessa saatua jaan-
ndstd asetoni-heksaani-seoksesta saatiin 2 g (97 %) 2,3,6-tri-
daoksi-3-trifluoriasetamido-4—O-metyyli-CX-L-lykso-heksopyranoo-
sia (II-C), sulamispiste 193-194°C,[2¥]D = -130° (c=0,97 ainsessa
CHClS), massaspektri m/e 257 (M*). NMR-spektri (CDCla) osoitti
absorptiot kohdassa 1,23 (d, CH3-C-5), 3,50 (s, CHy0) ja 5,408
(leved s, C-1-H).
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Liuosta, jossa oli 1,68 g (6,53 mmol) yhdistett&d (II-C) 48 ml:ssa
kuivaa pyridiinid, k3siteltiin sekoittaen l&mpOtilassa 0%c

2.52 g:lla p-nitrobensoyylikloridia. 14 tunnin kuluttua huoneen-
l8mpdtilassa kaadettiin reaktioseos j&&vetesn je sakka suodatet-
tiin ja pestiin vedelld neutraalisuuteen saakka. 1-p-nitrobenso-
aatti (oo- ja/@ -anomeerien seos) liuctettiin kloroformiin ja
kuivatttiin magnesiumsulfaatilla. Haihduttamalla saadusta j&&n-
ntksestd saatiin 2,3 g 2,3,6-trideoksi-4-0-metyyli-1-0-p-nitro-
bensoyyli-3-trifluoriasetamido-L-lyksoheksopyrancosia (II-D)
(saanti 92 %), sulamispiste 168-170°C,[dJD = -39° (c=-0,54 ainesssa
CHCl,), massaspektri m/e 240 (M - DOD@-NOZ).

Liuos, jossa oli 1,05 g (2,5 mmol) yhdistettd (II-D) kuivassa
metyleenikloridissa, kylldstettiin ldmpBtilassa 0°C kuivalla
kloorivedylld. p-nitrobensoeshapposaos suodatettiin vedetttmissa
olosuhteissa ja suodos haihdutettiin kuiviin. Saatua 2,3,6-tri-
deoksi-4-0-metyyli-3-trifluoriasetamido-L-1lykso-heksopyranosyyli-
kloridia (II-E) (0,69 g) kaytettiin ilman enemp&3 puhdistusta
kytkentdreaktioon.

Valituotteen 2,3,6-trideoksi-4-0-metyyli-3-trifluoriassetamido-

a-L-arabino-heksapyranosyylikloridi (III-E) valmistus

Kédsittelem&lld 2,57 g (10 mmol) metyyli-2,3,6-trideoksi-3-tri-
fluoriasetamido- X -L-arabinoheksopyranosidia (III-A) metyleeni-~
kloridissa diatsometaani/booritrifluoriseoksella, kuten edsllé
on selostettu, saatiin 1,7 g (63 %) vastaavaa 4-0-metyylijoh-
dannaista, sulamispiste 185°C,E%]§3 = -101° (c=1-yhdistesessa
CHC13], massaspektri m/e 271 (H"), NMR-spektri (CDCla) : 1,31
(d, CH3-C-5), 3,30 ja 3,43 (kaksi s, OCH3] ja 4,70 (levea 2,
C-1-H). Happohydrolyysilld 1,63:113 (6 mmol) yhdistettd (III-B)"
saatiin 1,51 g (98 %) 2,3,6-trideoksi-4-0-metyyli-3-trifluori-
asetamido-L-arabino-heksopyranoosia (III-C), sulamispiste 201°¢c,
[@)2« -12,7° (c=0,48 yhdisteesss CHC1,), massaspektri m/e 257
m*y.

Kdsittelemdlld 1,41 g (5,5 mmol) yhdistettd (III-C) p-nitrobenso-
yylikloridilla pyridiinissd saatiin 1,78 g (80 %) vastaavaa
1-0-p-nitrobensoyylijohdannaista (III-C), sulamispiste 159-160°C,
(0€]§3= -33,50 (c=0,47 aineessa CHC13). massaspektri m/e 240

(M-OCO{C:E»NDZ).
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Liuos, jossa oli 1,6 g (4 mmol) yhdistettd (III-D) kuivassa
metyleenikloridissa, kyll&stettiin l8mp&tilassa 0°C kuivalla
kloorivedylld. Saostetun p-nitrobensoehapon suocdatuksen j&lkeen
haihdutettiin liuos kuiviin, jolloin saatiin 1,1 g 2,3,6-trideoksi-
4-0-metyyli-3-trifluoriasetamido-cx-L-arabino-heksopyranosyyli-
kloridia (III-E). NMR-spektri (DCDl3): 1,34 (d, CH,-C-8), 3,44

(s, CH3U-C—H) ja 6,17 (leved s, C-1-H).

3

Keksintdd havainnollistetaan l18hemmin seuraavissa esimerkeissa.

Esimerkki 1a: 4'-0-metyylidaunomysiini (V) (IMI 689)

Liuokseen, jossa oli 1 g (2,5 mmol) daunomysinonia 100 ml:ssa
kuivaa metyleenidikloridia, lis&ttiin 0,69 g 2,3,6-trideoksi-4-
O-metyyli-3-trifluoriasetamido-L-1lyksoheksopyranosyylikloridia
(II-E) ja 7 g molekyyliseuloja (4R Merck), mink3 j&dlkeen ssosta
kdsiteltiin 0,78 g:1lla yhdistettd Ag803CF3 vedettoméssd etyyli-
eetterissd ja voimakkaasti sekoittasn. Kahden tunnin kuluttua
huoneenlé&mpdtilassa neutraloitiin reaktioseos kyllastetylla
NAHCOs-vesiliuoksella ja orgaaninen faasi srotettiin ja haihdu-
tettiin tyhj8ss&. Raa'an jd&nndksen kromatograafisella puhdis-
tuksella kdyttdm&llad piihappokolonnia ja k3ytt&m3lls siind 99:1
kloroformi-asstoni-seosta gluointiaineena saatiin 0,9 g 4'-0-
metyyli-N-triFldoriasetyylidaummwsiinia (IC), sulamispists
151-1520C.[aﬂb= +250° (c=0,06 yhdisteess3 CHCl;). NMR-spektrilld
todettiin (CDC13) absorptiot kohdassa 1,33 (d, CH3-C-S').

2,40 (s, CH3-CD), 3,53 (s, C-4'-G-CH3), 4,03 (s, C-4-D-CH3)
5,20 (leved s, C-7-H), 5,50 (leved s, C-1'-H), 6,43 (NH),
7,16-8,06 (m-aromaattisia protoneja), 16,26 ja 17,74 d (kaksi s,

fenolinen OH).

Liuosta, jossa oli 0,5 g yhdistettd (IV) 30 ml:ssa asetonia, k&si-
teltiin 30 ml:1la natriumhydroksidin 0,1 N vesiliuosta ja sekoi-
tettiin typpiatmosf&3rissd huoneenlé&mpdtilassa. Yhden tunnin
kuluttua sd8dettiin reaktioseoksen pH vesipitoisella 1-N kloori-
vedylld arvoon 3,5 ja sitd uutettiin t&m&n j&lkeen kloroformilla
mukana olevien epdpuhtauksien poistamiseksi. pH-arvoon 8,5 s3&-
detty& vesifaasia k&siteltiin kloroformilla (50 ja 30 ml:n annok-
silla). Natriumsulfaatilla Na2304 kuivattu orgaaninen uute haih-
dutettiin tilavuudeltaan pieneksi ja tehtiin happameksi 0,5 N

metanolisella kloorivedylld pH-arvoon 4,5. Kun dietyylieetterin
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ylim&3ra oli lisétty, saatiin 0,4 g 4'-0-metyylidaunomysiinid
(V) hydrokloridina, saanti 90 %, sulamispiste 173°C (hajoaa
sulaessaan,['af]D=+21OO (c=0,04 yhdisteessa CH3DH): cohutkerroskro-
matograafinen tutkimus, jossa kdytettiin Merck piigeeli—F254-
levyd ja 150:42:6 kloroformi-metanolivettd liuottimena, osoitti

ett3 saatiin seuraava tulos: Rf 0,40 (Daunomysiini Rf 0,25).

Esimerkki 1b: 4'-0-metyyliadriamysiini (VIII) (IMI 80)

Liuosta, jossa oli yhdistettd (V) metanolin ja dioksaanin seok-
sessa, k3siteltiin bromilla, minkd jédlkeen saatiin vastaavaa
14-bromijohdannaista. Kun téaman jdlkeen oli suoritettu kdsittely
vesipitoisella natriumformiaattiliuoksella huoneenlédmpdtilassa

4 vuorokauden aikana, saatiin 4'-0- metyylladrlamy511nla (VIII),
joka eristettiin hydrokloridina, sulamispiste 177 C (hajoaa sula-
essaan), )27 = +259° (c=0,46 yhdistesssd CHyOH).

Esimerkki 2a: 4'-epi-4'-0O-metyylidaunomysiini (VII) (IMI 74)

Otsikossa mainitun yhdisteén valmistaminen k3yttdm&lld 18htdai-
neena daunomysinonia (I} ja 2,3,6,-trideoksi-4-0-metyyli-3-
trifluoriasetamido—&%-L—arabino-heksopyranosyylikloridia (III-E),

tapahtui k3yttdm3lla esimerkissd 1 selostettua menetelmda.
4'-gpi-4'-0-metyylidaunomysiinid (VII) saatiin hydrokloridina
oran551npunaisina kiteinsd, sulamispiste 192°¢C (hajoaa sulaessaan),

®)23..270° (c=0,047 yhdistesssd CHyOH).

Esimerkki 2b: 4'-epi-4'-0O-metyyliadriamysiini (IX) (IMI 789)

Yhdisteen (VII) hydroksylointi kohdassa C-14 14-bromijohdannaisen
kautta suoritettiin samalla tavalla kuin mitd amerikkalaisessa
patenttijulkaisussa 3 803 124 on selostettu. T&113 menetelmdlla
saatiin 4'-epi-4'-0-metyyliadriamysiinia (IX) hydrokloridina
oranssinpunaisina kiteind, sulamispiste 170°C (hajoaa sulasssaan),
E*Jg3=+252° (c=0,052 yhdisteessd CH5OH).
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PATENTTIVAATIMUS

Menetelmd antrasykliiniglykosidien uusien 4°- C -metyylijohdan-
naisten valmistamiseksi, jotka johdannaiset ovat kdyttdkelpoisia

kasvainten vastaisina ld3keaineina ja joiden yleinen kaava on

H

Co

jossa R on vety tai hydroksi, t u nn e t t u siitd ettd (a)
kondensoidaan daunomysinoni 2,3,6-trideoksi-4-0-metyyli-3-trifluori-
asetamido-L-lykso-heksapyranosyylikloridin tai 2,3,6-trideoksi-4-
O-metyyli-3-tri¥lu0riasetamido-cx-L-arabino-heksopyranosyylikloridin
kanssa ja poistetaan N-trifluoriasetyyliryhmid heikosti alkalisella
kédsittelylld, ja (b) tarvittaessa, mainitun yleisen kaavan mukaisten
yhdisteiden, joissa R on hydroksi, valmistamiseksi kisitelldin tuotet-
ta vaiheesta (a) bromilla Ja hydrolysoidaan n&in saatu 14-bromi-

johdannainen natriumformiaatin vesiliuoksella.
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PATENTKRAV

Férfarande fdr framstdllning av nya 4°- 0 -metyl -derivat av
anthracyklinglykosider, anvandbara s&som lakemedel mot tumdrer,

med den allmdnna formeln:

vari R &r vdte eller hydroxi, k @ nne tec k nat dérav, att
man (a) kondenserar daunomycinon med 2,3,6-trideoxi-4-0-metyl-
3-trifluoracetamido-L-lyxo-hexapyranosylklorid eller med 2,3,6-
trideoxi-4-D-metyl-3-trifluoracetamido-C*-L—arabino-hexopyranosyl-
klorid och avldgsnar N-trifluoracetylgruppen genom mild alkalisk
behandling, och (b) vid behov, fdr framst&llning av fdreningarna
med den ndmnda allm&nna formeln diri R betecknar hydroxi, behandlar
produkten fr&n steg (a) med brom och hydrolyserar det esrhdllna

14-bromderivatet med vattenlBsning av natriumformiat.
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