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Foreliggende oppfinnelse vedrgrer en analogifremgangsmite

ved fremstilling av nye terapeutisk aktive antracyklingluko-
sider med den generelle formel II som angitt i kravets
ingress.

Forskjellige typer antracyklinglykosider er blitt funnet i
vekstmedia for mikroorganismer, hvilket er beskrevet i litte-
raturen. Blant disse har daunomycin og adriamycin allerede
funnet klinisk anvendelse ved behandling av kreft hos mennes-
ker, og aclacinomycin A, carminomycin og rubidazone er

under klinisk utprgvning og har vakt stor interesse innen
feltet kreft-kjemoterapi.

Ved undersgkelse av kulturer av streptomyces med hensyn til
metabolitter med antitumor-aktivitet er det funnet nye for-
bindelser, og etter rensning og karakterisering basert péd

deres fysiokjemiske egenskaper er'.det nd underbygget at de nye

~antibiotika som er betegnet MA 144-S1 og -S2 er nye forbindelser

med potent antitumor-aktivitet og som utviser lav toksisitet.

Fremstilling av adriamycin ved kultivering av S. neuceticus
var caesius er vist i US-patent nr. 3.590.028. Kjemisk
omdannelse av daunomycin til adriamycin er vist i US patent
nr. 3.803.124.

Daunomycin (fremstilt ved dyrkning av S. peuceticus i U.K.
1.003.383) kan vare den samme som Rh&ne-Poulenc's 13.057 R.P.
(tidligere betegnet med rubidomycin og nd betegnet med daunori-
bicin, (se de engelske patenter nr. 985.598, 1.188.262 og
1.241.750 og US-patent nr. 3.616.242) og er sannsynligvis
identisk med Ciba's danubomycin som er vist i US-—-patent nr.
3.092.550 og UK-patent nr. 901.830. Se ogsa US-patent nr.
3.686.163 vedrprende dihydrodaunomycin.
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Antracyklin-antibiotika inneholdende aklavinon-aglykongrup-

per er &penbart i ’

(a) aclacinomycin A og B i US patent nr. 3.988.315 og Oki'et
al. i J, Antibiotics 28: 830 (1975).

(b) Aklavin i J. Bacteriol. 72:90 (1956).

Antracyklin-antibiotika med £ -pyrromycinon-aglykongrupper er

beskrevet i litteraturen som fglger:

(c) musettamycin og marcellomycin fra bohem-syrekompleks i
J, -Antibiotics 30:525 (1977).

(d) pyrromycin i Chem.Ber. 92:1904 (1959)

(e) cinerubin A og B i UK 846.130 (se ogsd US patent nr.
3.864.480 og Keller-Schierlein et al, Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, side 68 (1970).

Andre antracyklin-antibiotika med aglykongrupper forskjellige

fra aklavinon og €-pyrromycinon er heskrevet i

f) Nogalamycin i J.Amer.Chem. So0c.99:542 (1977)

g) Steffimycin i1 J. Antibiotics 27:805,809 (1974).

h) Carminomycin i J. Antibiotics 27:254 (1974) i vesttysk
patent nr. 2.362.707 og i J.Amer. Chem.Soc. 97:5955 (1975).

i) Trypanomycin i Antimicrobial Agents and Chemotherapy 1:385

(1972).
j) Requinomycin i J. Antibiotics 25:393 (1972).

k) Galirubin A og B i Naturwiss. 52:539 (1965) og Chem.
Abst. 67:905732(1967) .

For ytterligere opplysninger og sammendrag vedrgrende antra-
cyklinantibiotika, se Index of Antibiotics from Actinomycetes,
Hamao Umezawa, Editor-in-Chief, University Park Press, State

College, Pennsylvania, USA (1967) som fglger:
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Antibiotikum Sidetall
Aklavin 111
Cinerubin A 220
Cinerubin B 221
Danubomycin 242
Daunomycin 243
Pyrromycin : 524
Rhodomycin A, B 561
Rubidomycin 574

I boken Antibiotics, bind I, Mechanism of Action, redigert

av David Gottlieb og Paul D. Shaw, Springer-Verlag New York
Inc., N.Y., N.Y (1967) er det pa sidene 190-210 gitt en
oversikt av A. DiMarco under overskriften Daunomycin and
Related Antibiotics. Information Bulletin, Nr. 10, Interna-
tional Center of Information of Antibiotics, i samarbeide med

WHO, desember 1972, Belgia, gir en oversikt over antracykliner

og deres derivater.

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer fremstilling av nye antra-
cyklin-glykosidantibiotika. Disse antibiotika er nyttige ved
behandling av bakterieinfeksjoner og for inhibering av tu-
morer hos pattedyr. Mere spesielt vedr¢rer oppfinnelsen frem-
stilling av nye antracyklinqukosid—antibiotika, betegnet
MAl44, -S1 og -S2. De nye forbindelsene fremstilles ved sur
hydrolyse av forbindelsen med den generelle formel III, angitt
i kravets karakteriserende del. Fremstilling av forbindelsene
med formel III er vist i norsk patentsgknad 77.3353. Disse
antibiotika fremstilles fra utgangsmaterialer erholdt ved
dyrkning av MAl44-produserende stammer av Streptomyces eller
ved kjemisk eller enzymatisk omdannelse av aclacinomycin A
eller cinerubin A eller MA144-M2 eller MAl44-M1l eller MAl44-N1
eller rhodirubin A, MAl44-Y, MAl44-Gl, MAl44-G2, MAl44-Ul,

MA144~U2 eller materialer som inneholder disse.
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Oppfinnelsen tilveiebringer sdledes de fglgende antibiotika
med antitumor-virkning, nemlig MAl44, -S1 og -S2 som

a) utviser antimikrobiell aktivitet mot grampositive bakter-
ier,

b) er effektive ved inhibering av vekst av ondartede svulster
hos pattedyr, og

c) utviser hgy cytotoksisitet og sdledes inhiberer vekst og

dannelse av RNA i pattedyr-tumorceller i kultur.

Fysio-kjemiske egenskaper for disse MAl44 komponenter er som

fglger:

MAl44-S1 kan isoleres som et gult amorft pulver med et
smeltepunkt i omrddet 144-147°C og er optisk aktivt
med[a]éO + 77° (c=I.O.CHC13; og er svakt basisk
antracyklinglykosid,
2-deoksy-L-fukosyl-L~rhodosaminyl-aklavinon med

den empiriske formel C36H45013N.

MAl44-S2 kan isoleres som et rgdt amorft pulver med et smel-

tepunkt i omradet 154—1580C, og er svakt basisk
antracyklinglykosid,
2-deoksy-L-fukosyl-L-rhodosaminyl-£ -pyrromycinon,
med den empiriske formel C36H45014N.

Fig. 1 viser infrargdt absorpsjonsspektrum for MAl144-S1 i

kaliumbromid.

Fig. 2 viser infrargdt absorpsjonsspektrum for MAl44-S2 i

kaliumbromid.
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Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer to nye antracyklin-
antibiotika; MAl44 -S1 og -S2 som er funnet & utvise anti-
bakteriell og antitumor aktivitet. Mere spesielt utviser
forbindelsene i henhold til oppfinnelsen aktivitet mot gram-
positive bakterier, inhiberer veksten av forskjellige patte-
dyrtumorer sdsom L1210 og P 388 leukemi hos mus samt utviser

lav toksisitet.

Fplgelig er forbindelsene ifglge oppfinnelsen nyttige som
antibakterielle og antitumor-midler. Som brukt i det etter-
fplgende betegner MAl44 bestanddeler et antibiotikum omfat-
tende minst é&n av MAl44-81 eller -S2.

I henhold til fremgangsmdten omdannes forbindelsene fremstilt
i henhold til norsk s¢knad nr. 77.3353, nemlig aclacinomfci@
A, cinerubin A rhodirubin A, MAl44-M1, MA144-M2, MAl44-N1, .
MA144-Gl, MAl44-G2, MA144-Ul, MAl44-U2, MAl44-Y eller blan- .
dinger av disse, kjemisk til MAl44-Sl, -S, -Nl eller bland-

inger derav. Utgangsmaterialene kan anvendes i ren form, som

et salt eller i uren form, dvs. en form hvor materialene som
inneholder antracyklinbestanddelene er et fermenteringsmedium

eller et raekstrakt fra et slikt medium.

Den kjemiske omdannelse kan lettere sees fra det fglgende

reaksjonsskjema:
R O COOCH, AR O €OO0CH,;
t
CHP“) CHLHS
OH OM
OH O oH 0 Reduksijon b o 0
Q —. (o}
CHs eller hydrolyse CHy
0' cH
Q N<CH’ 00N<CH’
6cu, ; 3 CH, Cls
O on OH
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i) Aclacinomycin A

<;1 = H, R, =0 =<§§;j)%§EEEE?Rl = H,R, = ﬁg;jj)

ii) Aclacinomycin A
MA144-NL
MA144-G1
MA144-Ul
MAl44-Y
MAl44-ML

" Ho—O
R1=H, R 3= CH3 )

MA144-G2
MA144-U2
Rhodirubin A

/~—O
Rl‘OH' R'3= CHj
HO

Cinerubin A

- t
<R1—0H, R 3—0

MAL44-M2

HC —
= K = "CH
(Rl OH, R 3 & 3 J

)

e

\

}

MA144-N1

lHydrolyse

e
(RfH, R3=H>

Hydrclyse

3
HO :

MA144-S1

MA144-S2

N\
7 - -
<RL-OH, R3-H>
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Dvs. at MA144-S1 og -S2 kan fremstilles

|
aclacinomycin A (japansk patentsgknad Sho 51-15690), MA1§4—
M1 (japansk patentsgknad Sho 51-39688), MAl44-N1l, MAld4+

ved sur hydrolyse av

i

M2 (japansk patentsgknad Sho 51-39688), cinerubin A, MAl44- |

Gl, MAl44-Ul, MAl44-U2, MAl44-Y eller rhodirubin A (japansk

patentsgknad Sho 51-98113).

i
i

|
|
|




147953 -

Fysiokjemiske egenskaper for MAl44 komponenter

De fysiokjemiske egenskapene for MA144-S1 og -S2

er som f@lger:

MA144

sl s2
htseende Sz?tt Siiéikt amortrt Svakt BAS1SKT amorfl
..... : S P reédt pulver
~ El t 1
Elemen e;ana yse c H N 0 o H . 0
Funnet 61.37 6.45 1.97 29.36/60.09 6.13 1.88 30.94
Beregnet 61.79 6.84 2.00 29.72/60.41 6.34 1.96 31.13
émpirisk formei ° C
i 36%45%13" C36Ha501,4N
Molekylvekt 699.8 715.8
-
Emeltepunkt
( ec.) 164-147 154-153
Spesifikk rotasjon +77°

lee) 2°

( €C=1.0, CHC1,4 )

Oppleselighet

Samme som MAl44-Gl

Samme som MAl44-Gl

.

'Rf verdier T+
. 0.14
* C:M=20:1 0.14
-éeaksjon _ iSamme som  MAl44-Gl MA144-G2

Same som
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. o
o
L
MAL44 ‘ s1 . s2
UV og synlig ab~  Pig. 5 | Fig. 6.
sorpsjonsspek- .~ 2°0 (638), 258.5 (271), 234.5 (607), 258.5 (396),
trum og maks. |289.5 (160), 432 (177) 253 (110), 491 (189)
y _
(Y )

(heltrukket linje)

i 0.1l HCl-

229.5 (652), 258.5 (380),| 234.5 (629), 258.5 (318),
MeOH o .5

§9.5 (163), 431 (192) 293 (114), 491 (197)
(stiplet linje)

i 0.1l
NaOH-MeOH
(-.-.- line)

27.5
20 (

553), 286 (141), 042 (606), 566 (244),
0 )

(
©0), 524 (161) 606 (210)

(€2 281

Infrarpdt- absorpy .
sjonsspektrum - rig. ’ Fig. 2
(KBr)

NMR sepktrum Fig. 3 Fig. 4

(PMR)
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Strukturen av MAl44-851 og -S2 fremstilt i henhold til opp-
finnelsen ble bestemt p& fplgende mite:

5 Ved sur hydrolyse med 0,1N saltstyre i 30 min. ved 85°c
stemte de fysiokjemiske egenskaper, s& som absorpsjonsspek-
tra for ultraviolett, synlig og infrargde omr&der, masse~-
og kjernemagnetisk resonans, smeltepunkt, elementaranalyse
og Rf-verdier for silika-gel-tynnsjikt av aglycon-delen

10 erholdt fra MA144-SL fullstendig med de for aklavinon '
(Tetrahedron Lett. nr. 8, 28-34, 1960), og de erholdt fré
aglycon—delen erholdt fra MAl144-G2, -S2 og -U2 fulistengig
med de for £-pyrromycinon (Chem.Ber. 92, 1880-1903, 1959).
P& den annen side ble sukkerenhetene som eksisterte i den

15 vannopplgslige fraksjon av de ovenfor nevnte hydrolysater :
bestemt ved silikagel-tynnsjikt-kromatografi (Merck Co.
"60F254" silikagelplate, n-butanol:eddiksyre:vann = 4:1:;)
ved & sammenligne deres Rf-verdier, etterngytralisering
og konsentrasjon, med de for autentiske sukre, erholdt fra ,

20  aklacinomycin A (J.Antibiotics, 28, 830-834, 1975) og ;
streptolydizin (J. Amer. Chem. Soc. 86, 3592-3594, 1972);

\
Rf-verdier for sukkerenhetene erholdt fra MAl44 komponentené

er vist i den etterfglgende tabell, og det finnes 2 typer
25  gsukre i MAl144-S1 og -S2. ' ;

Rf-verdier for sukkerenhetene av
MA l44-komponenter
R._ verdi

£
30 Forbindelse 0,6 0,20 0,60 0,72 0,83 0,78
MAl44-S1 o+ - + - - -
MAl44-52 + - + - - -

Fra en sammenligning med Rf—verdier, forskjellige fargereak-
35 sjoner og optisk rotasjon for autentiske sukre, ble en sukker-

enhet tilsvarende Rf = 0,16 identifisert som L-rhodosamin,

Rf = 0,60 var 2-deoksy-L-fukose, Rf = 0,72 var L-rhodinose og
Rf = 83 var L-cinerulose, mens sukrene med Rf = 0,20 og
. 0,78 var ukjente.

/

4

/

N
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MAl144-S1 og -S2 inneholder to typer sukkerenheter, nemli%

L-rhodosamin og 2-deoksy-L-fukose. Metyl-2-decksy-L-fukot+ i

sid og l-deoksypyrromycin eller pyrromycin ble dannet ve

metanolyse og fglgelig ble den fglgende struktur

for 2- deoksy—

L-fukosyl-L-rhodosaminyl-aklavinon eller €~pyrromycinon pa-

vist for MAl44-81 og -52.

i
%

F o0 COOCH, i
' CH CHy i
oH
MAl44-S1 : R H*
| {
o o o °° MA144-S2 : R f OH
CHy . %
0 ' chy
0
G on,
HO oy %
Antimikrobiell aktivitet for MAl44 bestanddelene i

.

MA 144-S1 og -S2 utviser antimikrobiell aktivitet overfor forskjel—
lige typer mikroorganismer. Den minimale inhiberende konpen—

trasjon av det foreliggende antibiotika »le bestemt ved :

!
buljongfortynningsmetoden og er vist i den etterfglgende

tabell:

i

TR R
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Antimikrobielt spektrum
for MAl44 bestanddeler

Undersgkt Minimal inhiberende konsentrasjon
mikroorganisme (ng/ml ) S1 S2
Staph. aureus FDA 209 P 6,25 6,25
Staph. aureus Smith 3,1 0,78
Bac. subtilis ATCC 6633 3,1 3,1
Bac. cereus ATCC 9634 1,56 0,78
Bac. megaterium NRRL B-938 3,1 3,1
Sar. lutea ATCC 9341 1,56 1,56
Mic. flavus 1,56 0,78
Cerv. bovis 1810 0,78 0,78
Ps.fluorescens NTHJB-254 7100 7100
Pr. morganii 2100 7100
Mycobact. smergmatis ATCC 607 7100 7100
Can. albicans IAM 4905 7100 7100
Can. tropicalis IAM 4942 100 7100

Som vist foran utviser MAl44 komponentene ifglge oppfinnel-
sen antimikrobiell aktivitet, spesielt mot gram-positive
‘bakterier, og de er derfor terapeutisk nyttige ved behand-
ling av difteri, tuberkulose, lungebetennelse, tetanus og
andre infeksjonssykdommer fordrsaket av gram—-positive bak-

terier.

Antitumor aktivitet og akutt toksisitet for MAl44 bestanddelene

MA144 komponentene fremstilt ifglge oppfinnelsen utviser mar-
kert antitumor-aktivitet og lav toksisitet i eksperimentelle
dyreforsgk og er sdledes terapeutisk nyttige ved inhibering
av vekst av pattedyrstumorer. Spesielt viste forbindelser
ifplge oppfinnelsen er markant inhiberende effekt mot muse-
leukemi L1210. F.eks. ble BDFl med vekt 19-22 g inokulert’
introperitonealt med 1 x 106 L1210 celler/mus og 24 h etter
onokulering ble forbindelsen fremstilt i henhold til oppfin-

nelsen injisert intraperitonealt én gang daglig i 9 pa hver-
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andre fplgende dager. P& den 30. dag ble den prosentvise for-
lengelse av overlevelsestiden i forhold til kontrollmus og
fremgdr av den etterfglgende tabell sammen med de respektive

LD.,-verdier for en enkelt intraperitoneal injeksjon i mus.

50

Terapeutisk effektivitet mot museleukemi
L1210 og toksisitet for MAl44 bestanddeler

Forbindelse Forlengelse av overlevelsestiden
(¢ T/C) MAl44 Sl S2

Anti-L1210 aktivitet
(Dose mg/kg/dag)

20 - -
10 98 -

5 140 85
2,5 168 110
1,25 . 133 145
0,6 114 130
0,3 96 118
0,15 - 97

Toksisitet (mus) LDg,
Intraperitoneal

administrering 24,4 12,5
(mg/kg)

Cytotoksisitet av MAl44 komponentene overfor kultiverte
L1210 celler

Forbindelsene fremétilt ifplge foreliggende oppfinnelse inhi-
berer vekst pattedyrtumorceller i en kultur, spesielt ved

lav konsentrasjon, og inhiberer fullstendig RNA syntese.

Ved dette forsgk ble L1210 celler inokulert i RPMI 1640 medi-
um (Nissui, Rosewell Park Memorial Institute 1640) inne-
holdende 20% kalveserum og kultivert ved 37% i 3 d¢gn i en
COzinkubator. P4 den fgrste dag ble forbindelsen ifplge fore-
liggende oppfinnelse tilsatt i en konsentrasjon pd 0,1 ug/ml.
I forsgket hvor C14 ble innarbeidet, ble forbindelsene ifglge
oppfinnelsen tilsatt ved en konsentrasjon pa 0,5 pg/ml for
RNA syntese cg 0,1 ug/ml for DNA syntese, og ytterligere ble
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Cl4—thymidin eller -uridin tilsatt mediet i 60 min. ved 37°C.
Effektene pad vekst og syntese av DNA og RNA ble indikert som
prosent inhibering i forhold til kontroll i den etterfglgende
tabell. Fra resultatene fremgidr det at MAl44 komponentene
markant inhiberer veksten og RNA syntesen for kultiverte
L1210 celler ved lav konsentrasjon. Disse resultater under-
stpttes av den terapeutiske effektivitet pd eksperimentelle

tumorer hos dyr.

Effekt av-MA 144-S1 og -S2 pa vekst og makromolekylar
syntese i kultiverte L1210 celler.

o

% inhibering

Forbindelser Vekst Syntese

(andre dag) RNA DNA
MAl44-S1 86,0 74,1 76,5
MA144-S2 88,1 65,6 48,8

Terapeutisk anvendelse av
MAl44 komponenter

Som ovenfor er MAl44-S1 og -S2 nye antibiotika som er nyttige
bdde som human og veterinar medisin, og som ytterligere ut-
viser en markant inhiberende virkning mot ondartede tumorer

hos dyr og mot gram-positive bakterier.

Forbindelsene fremstilt i henhold til foreliggende oppfinnelse
danner ikke-toksiske syreaddisjonssalter med et antall or-
ganiske og uorganiske saltdannende forbindelser og danner
ikke~toksiske komplekser med deoksyribonukleinsyre. Saledes
kan syreaddisjonssalter dannet med slike farmasgytisk aksep-
terbare syrer, som svovelsyre, fosforsyre, saltsyre, eddik-
syre, propionsyre, oleinsyre, palmitinsyre, sitronsyre, rav-

syre, vinsyre, glutaminsyre, pantotensyre etc.
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EKSEMPETL

400 g MAl44-M1 erholdt i henhold til eksempel 7 i norsk
spknad 77.3353 ble opplgst 1 100 ml 0,5%ig saltsyre og hydro-
lysert ved 20°C i 15 min. Etter ngytralisering med fortynnet

alkali til pH 7,0 ble MAl44-S1 ekstrahert 2 ganger med

200 ml kloroform og kloroformlagene sldtt sammen og inndam-
pet under nedsatt trvkk. Aktive fraksjoner inneholdende
MA144-S1 som ble erholdt under kolonnnekromatografi over
silikagel (3 x 25 cm kolonne) under anvendelse av metanol-
toluenblandingen (5 : 100) ble slatt sammen, konsentrert og
satt til n-heksan. Det ble erholdt 237 mg gult pulver av
MAl44-S1.
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Paten tkravw

- 5
Analogifremgangsmate ved fremstilling av terapeutisk aktive antracyklin-
glyko sider med den generelle formel II
Ry O
1 COOCH
10 P H.TH
l l g2 3
H O oH
—O
(o: ) ~memm (IT
(f\ A (1)
0 éH
A YN o
15 (3o
T, Ok
- l
H

eller ikke toksisk syreaddisjonssalt derav, hvori

f - : 20 Rl er hydrogen eller en hydroksylgruppe, karakteri-
sert ved at en forbindelse av den generelle formel
III R, O COOCH 4
'/Q/\W?c%
X N
B 6 G
0
5 25 ’4; J
. 61:< Wy - (I1I)
T H.o\
: { 3) CHJ
a ' (IDOH
R
30 3
hvori Rl har den ovenfor angitte betydning og R3 er

35
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HO
—0 —0
CH, eller CHj >

hydrolyseres med en mineralsyre.
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