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Menetelmi7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-9a-metoksimito-

saanin saostamiseksi ampulleihin

Tam3 keksintd k#sittelee uutta menetelmdad 7-(dime-
tyyliaminometyleeni)amino-9a-metoksimitosaanin saostami-
seksi pieneen ldikepulloon steriiliin yksikkdannosmuotoon,
jolloin lopputuote voi sisdltda 0,5 mooliekvivalenttiin
asti tertiaarista butanolia.

Mitomysiini C on antibiootti, Jjota valmistetaan
fermentoimalla ja joka t&ll8 hetkelld on myynnissd USA:ssa
"Food and Drug Administration'in" luvalla mahalaukussa tai
haimassa esiintyvédn levinneen rauhassy®$vdn hoitoon kaytet-
tivinid liskkeenid yhdistelm#nd muiden hyvdksyttyjen kemo-
terapeuttisten aineiden kanssa ja lievittdvand hoitona,
kun muilla menetelmilld ei ole onnistuttu (Mytamycin®
Bristol Laboratories, Syracuse, New York 13201, Physicians'
Desk Reference 38th Edition, 1984, s. 750). Mitomysiini C
ja sen valmistaminen fermentoimalla on aiheena 2. touko-
kuuta 1972 hyvaksytyss#d US-patentissa nro 3 660 578,
jonka yhtend etuoikeushakemuksena Japanissa 6. huhtikuu-
ta 1957 jatetty hakemus.

Mitomysiinien A, B, C ja porfiromysiinin rakenteet
julkaistiin ensi kertaa artikkelissa J.S. Webb et al-of
Lederle Laboratories Division American Cyanamid Company,
J. Amer. Chem. Soc. 84, 3185-3187 (1962). Yksi tdssa ra-
kennetutkimuksessa kdytetyistd mitomysiini A:han ja mito-
mysiini C:hen liittyvistd kemiallisista transformaatioista
oli reaktio, jossa edellinen, 7,9a-dimetoksimitosaani,
reagoi ammoniakin kanssa muuttuen j&lkimmdiseksi, 7-amino-
9a-metoksimitosaaniksi. Mitomysiini A:n 7-metoksiryhmén
korvaaminen on todettu huomattavan kiinnostavaksi reakti-
oksi valmistettaessa mitomysiini C:n johdannaisia, jotka
ovat kasvainl#ikkeenid aktiivisia. Kaikki seuraavat artik-
kelit ja patenttijulkaisut k#sittelevdt mitomysiini A:n
muuttamista 7-substituoiduksi aminomitomysiini C-johdan-



10

15

20

25

30

35

2 830358

naiseksi, jolla on kasvainlddkkeen aktiivisuutta.

Matsui et al., The Journal of Antibiotics XXI, 189-
198 (1968)

Kinoshita et al., J. Med. Chem. 14, 103-109 (1971)

Iyengar et al J., Med. Chem. 24, 975-981 (1981)

Iyengar, Sami, Remers, and Bradner, Abstracts of
Papers-Annual Meeting of the American Chemical Society,
Las Vegas, Nevada, March 1982, Abstract No. MEDI 72

Sasaki et al., Internat. J. Pharm., 1983, 15, 49.

Seuraavat patenttijulkaisut kdsittelevdt 7-substi-
tuoitujen aminomitosaanijohdannaisten valmistusta reakti-
olla, jossa mitomysiini A, mitomysiini B tai niiden N'*-
substituoitu johdannainen reagoi primaarisen tai sekundaa-
risen amiinin kanssa:

Cosulich et al., US-patentti 3 332 944, patentoitu
25. heindkuuta 1967

Matsui et al, US-patentti 3 420 846, patentoitu 7.
tammikuuta 1969

Matsuil et al, US-patentti 3 450 705, patentoitu 17.
kesdkuuta 1969

Matsui et al, US-patentti 3 514 452, patentoitu 26.
toukokuuta 1970

Nakano et al, US-patentti 4 231 936, patentoitu-4.
marraskuuta 1980

Remers, US-patentti 4 268 676, patentoitu 19. tou-
kokuuta 1981.

Mitomysiini C johdannaisia, joilla on 7-asemassa
oleva substituoitu aminosubstituentti, on valmistettu myds
suoralla biosynteesilld, so. 1lisd8midllid k&ymisliuoksiin
primaaristen amiinien sarjoja, jonka j&lkeen on suoritettu
tavanomainen mitomysiinifermentointi (C.A. Claridge et al.
Abst. of the Annual Meeting of Amer. Soc. for Microbiology
1982. Abs. 028).

BE-patenttijulkaisu 896 963, kédsittelee monoguani-

diinon uuden ryhmdn tai mitomysiini C:n mono- ja bis-ami-
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diinoanalogit, joissa toinen tai molemmat mitomysiini C:n
7-aminotyppiatomi ja N'°-karbamyylityppiatomi ovat osa ami-
diinosubstituentista tai 7-aminotyppi on osa guanidiino-
ryhméstd. Erds tdllainen vhdiste, joka on valmistettu em.
patentin esimerkeissd 8 ja 15 kuvatulla tavalla, on 7-
(dimetyyliaminometyleeni)amino—9a—metoksimitosaani,jolla

on seuraavanlainen rakenne:

10

OCONH,,
N(CH3) 5

NH

Tsm& aine, jota saadaan amorfisena aineena, oOn
erittiin tehokas P-388 hiiren leukemiaa vastaan. Sekd sen
maksimitehokkuus ettd sen milligrammavoimakkuus (verrat-
taessa vastaavien annostusmddrien aiheuttamia wvaikutuk-
sia) ovat suurempia kuin mitomysiini C:n. Se on kuitenkin
yleenssd epdstabiili 25-26 °C:n lampdtilassa. Sopivia mene-
telmis, joilla tdtd yhdistettd voitaisiin valmistaa ste-
riiliin pulloon yksikkdannosmuotoon, joka olisi rekonsti-
tuoitavissa ruoansulatuskanavan ulkopuolisen aineen kans-
sa, el ole t#hin mennessd ollut k4ytdssd. Koska yksikko-
annosmuodossa k#ytet#d#n erittdin pienia 7-(dimetyyliami-
nometyleeni)amino-9a-metoksimitosaanimééria ja koska em.
yhdiste on #direttdmdn myrkyllinen, ei ole suotavaa val-
mistaa ainetta suurena m##r#nd, so. kuivaksi jauheeksi.
Lisdksi, koska yhdiste on vedess4 epidstabiili, ei voida
kdyttsd vesiliuoksia lisittidessd yhdistettd steriiliin
pulloon yksikkdannosmuotoon.

On todettu, etté 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-
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9a-metoksimitosaania voidaan saostaa pieneen l&#kepulloon
steriiliin yksikkdannosmuotoon lis##malls tAmin yhdisteen
tertiaarisessa butanolissa olevaa liuosta steriiliin pul-
loon. Tertiaarinen butanoli poistetaan sen j#dlkeen esi-
merkiksi haihduttamalla tai lyofilisoimalla ja pullo sul-
jetaan asian mukaisella tavalla esimerkiksi kdyttdm&lls
korkkia. T&11l8 tavalla saostettu aine saattaa sisdltis
0,5 mooliekvivalenttiin asti tertiaarista butanolia hemi-
solvaattina ja se on hyvin stabiili 1imm&n suhteen. Se
voidaan rekonstituoida sekoittamalla sopivan ruoansulatus-
kanavan ulkopuolisen aineen kanssa.

Tamén tutkimuksen kokeissa kdytettdva 7-(dimetyyli-
aminometyleeni)amino-9a-metoksimitosaani voi olla amorfi-
nen tai kiteinen.

Amorfista 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-9a-me-
toksimitosaania on valmistettu BE-patenttijulkaisulla
896 963 esimerkeissid 8 ja 15 olevien menetelmien mukaises-
ti. N8itd menetelmii on kuvattu alla.

BE-patenttijulkaisun 896 963 esimerkin 8 mukainen

menetelmd

Yhdistettid 1I, 7-[(dimetyyliamino)metyleeni]amino-
Nm-(dimetyyliamino)metyleeni-9a-metoksimitosaania,valmis-
tettiin seuraavalla tavalla: .

Seokseen, jossa oli 500 mg (1,50 mM) mitomysiini
C:td liuotettuna 25 ml:aan kloroformia, lis&ttiin yhteensi
9,6 ml (2,4 ml:n annoksina 0, 18, 21 ja 23 tunnin kulut-
tua) N,N-dimetyyliformamididimetyyliasetaalia ja seosta
sekoitettiin noin 50 °C:n l&mp&tilassa 41 tunnin ajan. Kun
liuotin ja ylim#&riinen reagenssi oli haihdutettu alipai-
neella, saatiin tummanvihres j88nnds; tlc:114 (metyleeni-
kloridi/metanoli 20:1) todettiin, ettd se ei sisdltényt
mitomysiini C:t4 ja ettd4 siind oli kaksi uutta vihress
aineosaa (R, = 0,16 ja 0,22). P#skomponentti (R, = 0,16)
erotettiin nopeasti kromatografilla; ajossa kdytettiin
metyleenikloridi/metanoliseosta (20:1) eluenttina, vih-
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redksi kiintedksi aineeksi (340 mg 51,5 %), josta syntyi

yhdistetta I tummanvihre#ni amorfisena jauheena, kun sii-

hen lisattiin dietyylieetteriliuotuksen j4lkeen heksaania.
NMR (pyridiini &, &); 2,18 (s, 3H), 2,70 (bs, 1lH),
2,76 (s, 3H), 2,82 (s, 3H), 2,86 (s, 6H), 3,22 (s,
3H), 3,30 (bs, 1H), 3,60 (4, J=12Hz), 4,12 (44, 1lH,
J=10, 4Hz), 4,43 (4, 1H, J=12Hz), 4,90 (bs, 1H),
5,10 (t, 1H, J=10Hz), 5,52 (dd, 1H, J=10, 4Hz),
7,85 (s, 1H), 8,64 (s, 1H).

IR(KBT) v . cm': 3300, 2930, 1675, 1620,
1545, 1230, 1060.
UV(H,0) A oy DO 390 ja 244

Analyysi C,H,NOs:lle

Laskettu: C 56,71 H 6,08 N 18,90

Saatu: C 56,20 H 6,28 N 17,88.

7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-ga-metoksimitosaa—
nia (II) valmistettiin seuraavalla tavalla:

vhdisteeseen I (600 mg, 1,35 mM), joka oli liuotet-
tu metanoliin (10 ml), lisdttiin aminodifenyylimetaania
(2,2 ml, 10,8 mM) ja saatua liuosta sekoitettiin 54 °C:n
l4ampdtilassa neljd tuntia. Reaktionkulkua seurattiin
tlc:114 (metyleenikloridi/metanoli 90:10). Neljan tunnin
kuluttua lahtsdaine (R, = 0,35) oli havinnyt ja sen tilalle
oli ilmaantunut uusi runsas vihred aineosa (R, = 0,29).
Liuosta konsentroitiin alipaineella ja saatu siirappi-
mainen aine tutkittiin nopeasti kromatografilla (25 g si-
likageelis), ajossa kaytettiin eluenttina metyleeniklo-
ridi/metanoliseosta 20:1. Fraktiot, joissa oli vihredaa
aineosaa (R, = 0,29), yhdistettiin, kuivattiin (Na,s0,) ja
konsentroitiin. Yhdistetta II saatiin amorfisena aineena
(215 mg, 41 %).

NMR (pyridiini &, &): 2,18 (s, 3H), 2,70 (bs, 1H),

2,80 (s, 3H), 2,88 (s, 3H), 3,08 (bs, 1H), 3,24 (s,

3H), 3,56 (bd, 1H, J=12Hz), 4,00 (dad, 1H), 4,44 (4,

1H, J=12Hz), 5,06 (t, 1lH, J=10Hz), 5,56 (dd, 1H,
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J=10, 4Hz), 7,58 (bs, 2H), 7,88 (s, 1H).

IR (KBr)y _ ., cm’: 3300-3450, 2960-2910,
1715, 1620, 1535, 1050

UV (H0) A ., nm: 390 ja 226

BE-patenttijulkaisun 896 963 esimerkin 15 mukainen

menetelmd
0,5b1N,N-dimetyylikloorimetyleenikloridiliuos val-
mistettiin lisHi3m#lla oksalyylikloridia (1,57 g, 12,5
mmol) tipoittain O °C:n lamp8tilassa liuokseen, jossa oli
dimetyyliformamidia (915 mg, 12,5 mmol) 25 ml:ssa CHC1,,
jonka jdlkeen liuosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa 30
minuuttia. 5 ml:aan dimetyyliformamidia liuotettua mito-
mysiini C-liuosta (334 mg, 1 mmol) 1lisdttiin erikseen
seokseen, jossa oli NaH (36 mg, 1,5 mmol) 3 ml:ssa dime-
tyyliformamidia. Liuosta sekoitettiin huoneenldmp&tilassa
20 minuuttia, jonka jilkeen se j&8hdytettiin
-40°n/-50 °C:seen ja siihen lis#ttiin edelld mainittu N,N-
dimetyylikloorimetyleenikloridiliuos (3 ml, 1,5 mmol). Kun
liuosta o0li sekoitettu -40 °C:ssa 10 minuuttia, lisdttiin
siihen viel& NaH (18 mg, 0,75 mmol). Liuosta pidettiin -
40 °C:ssa tunti Jja sen jélkeen sitd8 1laimennettiin
CH,Cl,:11la ja suodatettiin. J&&nnds, joka saatiin suodoksen
haihduttamisen j&lkeen, tutkittiin ohutlevykromatografilla
(TLC) silikageelid kaytt&m&114 (10 $ CH,0H-CH,C1 eluentti-
na). Suuren vihredn aineosan uutteesta saatiin 78 g amor-
fista ainetta (43 % talteen otetusta mitomysiini C-m#dris-
ta laskettuna), jonka NMR-spektri Ja TLC-k8yttdytyminen
olivat samanlaisia kuin edell# kuvatulla tavalla valmis-
tetun yhdisteen 1II.

Amorfinen 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-9a-me-
toksimitosaani voidaan muuttaa kidemuotoon liuottamalla se
asetoniin ja/tal etanoliin ja 1lis44m#lli saatu liuos eet-
teriin. On suotavaa lisitd liuos jonkin ajan, esimerkiksi
20 minuutin kuluttua. Vaihtoehtoinen menetelmd8 kidem#isen
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7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-ga-metoksimitosaaninval—
mistukselle on sekoittaa tietty mddrd amorfista 7-(dime-
tyyliaminometyleeni)amino—ga-metoksimitosaania etyylieet-
teriin ja lis#td sen jédlkeen pieni médrd kidem&ista 7-(di-
metyyliaminometyleeni)amino—9a—metoksimitosaania. Ndin
saadaan amorfinen 7—(dimetyyliaminometyleeni)amino—9a—me-
toksimitosaani muutetuksi kidemdiseen muotoon.

Tertiaarisessa butanolissa tai tertiaarisessa buta-
nolissa, joka sisdltdsd 20 paino-%:iin asti etanolia, ole-
via 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino—Qa-metoksimitosaani—
liuoksia on helppo valmistaa. Liuokset ovat stabiileja
vihintisn 48 tunnin ajan 24 °C:ssa. Liuokset voidaan suo-
dattaa steriilisti ja saostaa steriileihin pulloihin.
Liuotin poistetaan sublimoinnilla, jolloin saadaan sieni-
midinen, oliivinvihred amorfinen sakka tai wvalvotulla 25-
30 °C:n l&mpdtilassa suoritetulla haihdutuksella, jolloin
saadaan tummanvihred p##osin kidemdinen lasimainen jd&n-
nds. Molemmat kiintedt muodot ovat kyllin stabiileja tuot-
teen annosmuodoiksi. Tutkimuksen kokeiden mukaan tertiaa-
risen butanolin k#yt6ll3 on useita etuja. Tertiaarisella
butanolilla saadaan eritt#din stabiili liuos, jota voidaan
kisitelld, kun sen sijaan 7-(dimetyyliaminometyleeni)ami-
no-9a-metoksimitosaanin vesiliuokset ovat epdstabiileja.
Lis#ksi tertiaarinen butanoli on helposti sublimoitavissa
ja se voidaan nopeasti poistaa. Tam#n lisdksi pulloihin
saostetut tertiaariset butanolisakat ovat paljon stabii-
limpia7-(dimetyyliaminometyleeni)amino—9a—metoksimitosaa—
nimuotoja kuin 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-Qa—metok-
simitosaanin aiemmin kuvattu amorfinen muoto.

Seuraavat esimerkit kdsittelevadt yksityiskohtaises-
ti menetelmis, joilla voidaan saostaa 7-(dimetyyliaminome-
tyleeni)amino-9a-metoksimitosaania pulloon.

Esimerkki 1

lg 7—(dimetyyliaminometyleeni)amino—ga—metoksimi-

tosaania sekoitetaan vapaana emdksend tertiaariseen buta-
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noliin, 200 ml:n m&&8rd4 liuosta pidet#dn kaksi tuntia him-
medssd diffuusiovalossa 26-32 °C:n l&mpdtilassa. N&in saa-
daan liuosta, joka sisdltd8 5 mg/ml 7-(dimetyyliaminome-
tyleeni)amino-9a-metoksimitosaania. T4md 1liuos ajetaan
steriileissd8 olosuhteissa typpipaineessa steriilin 0,22
mikronisen Millipore-suodattimen 1l4pi, joka on suunniteltu
alkoholipitoisille liuottimille. Suodos kootaan steriiliin
astiaan. Liuoksen ldmp6tilan ei saa antaa laskea alle
26 °C:n, silld tertiaarinen butanoli saattaa kiteytyé
25 °C:n alapuolella. Kahdella ml:1lla liuosta t&ytetddn
useita steriilejd lasisia l&8kepulloja. Pullot suljetaan
osittain halkaistuilla butyylikumisilla lyofilisaatiokor-
keilla. Pullot asetetaan steriiliin 1lyofilisaattoriin,
joka on suunniteltu tertiaarisen butanolin kondensoimiseen
ja sisdllot jdddytetddn -40 °C:seen. Téd&mé&n jdlkeen terti-
aarinen butanoli lyofilisoidaan tai sublimoidaan pois kor-
kealla alipaineella 24-27 °C:n varastointildmpttilassa 24
tunnin ajaksi. Sen jdlkeen varastointilampodtila nostetaan
40-50 °C:seen ja pidetd&dn siind 3-5 tuntia. T&m&n jdlkeen
varastointilémpdtila lasketaan 24-27 °C:seen ja alipaine
katkaistaan steriilillsd typelld. Pullot suljetaan sterii-
leilld alumiinisulkimilla. Kuhunkin pulloon saadaan untu-
vainen, sienimdinen, tummanvihred, p#d8osin amorfinen, mut-
ta osittain kidemdinen pullosakka, joka sisdltdd 0,5 moo-
liekvivalenttiin asti tertiaarista butanolia. Pullot tulee
varastoida pimedssd 20-26 °C:n ldmpdtilassa.

Esimerkki 2

1 g 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-9a-metoksimi-

tosaania sekoitetaan vapaana emdksend tertiaariseen buta-
noliin, 100 ml:n md8rd8 liuosta pidetddn neljén tunnin
ajan himmedss8 diffuusiovalossa 26-32 °C:n ldmpdtilassa.
N&8in saadaan liuosta, joka sisdlt84 10 mg 7-(dimetyyliami-
nometyleeni )amino-9a-metoksimitosaania yhtd ml kohden ter-
tiaarista butanolia. Tdmd liuos ajetaan steriileissd olo-
suhteissa typpipaineessa steriilin 0,22 mikronisen Milli-
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pore-suodattimen ldpi, joka on suunniteltu alkoholipitoi-
sille liuottimille. Suodos kootaan steriiliin astiaan.
Suodosta laitetaan 1 ml useisiin steriileihin lasisiin
143kepulloihin. Pullot suljetaan osittain lyofilisaatio-
korkeilla ja sen jalkeen pullot laitetaan steriiliin va-
kuumiuuniin, joka on suunniteltu tertiaarisen butanolin
poistamiseen tai kondensoimiseen. Varastointildmpdtila
sisdetdsn 26-30 °C:seen ja pullojen sisdltdjen annetaan
13mmets t#hin limpstilaan. Kaytettdessd muuttuvaa alipai-
neldhdettd pulloihin wvaikuttavaa alipainetta nostetaan
asteittain 2-3 tunnin aikav&lillé noin 24-27 elohopeatuu-
maan. Tertiaarinen butanoli haihdutetaan nopeudella, joka
on noin 1 ml viidessd tunnissa. 7-(dimetyyliaminometylee-
ni)amino-9a-metoksimitosaani kiteytyy liuoksesta, kun sen
pitoisuus liuoksessa kasvaa johtuen tertiaarisen butanolin
hitaasta haihtumisesta. 25-27 elohopeatuuman alipaineen
kdyttamistd jatketaan 25-30 °C:n varastointildmpdtilassa
vield 16-24 tunnin ajan. Sen jdlkeen kdytetddn korkeampaa
alipainetta, so. 10-60 millitorria ja varastointil&mp&ti-
laa nostetaan 40-45 °C:seen ja pidet#&én siind 4-6 tunnin
ajan. Tamdn jalkeen lasketaan varastointilimpdtila
24 °C:seen ja pullojen sisdltdjen annetaan j&#htyd 24-
27 °C:seen. Sen j#4lkeen alipaine katkaistaan steriililla
typellsd ja pullot suljetaan steriileills alumiinisulkimil-
la. N&in saadaan sakea tummanvihred ja pddosin kidemdinen
pullosakka, Jjoka sis#ltdd noin O,5 mooliekvivalenttiin
asti tertiaarista butanolia.

Nidin saostetun 7—(dimetyyliaminometyleeni)amino—
9a-metoksimitosaanin stabiilisuus misritettiin seuraavalla
tavalla: tietty maard pulloja, jotka sisdltdvdt saostet-
tua7—(dimetyyliaminometyleeni)amino~9a—metoksimitosaania,
laitetaan erilaisiin l&mpétiloihin. Kussakin aika-18mpo-
tilajaksossa olleet saostettua 7-(dimetyyliaminometylee-
ni)amino-9a-metoksimitosaania sisiltdvst pullot, laitetaan
HPLC-midritykseen. Tulos annetaan 7-(dimetyyliaminomety-
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leeni)-amino-9a-metoksimitosaanin aktiivisuutena pg/mg:na.
Tulokset on esitetty taulukossa 1. T#ssid taulukossa "amor-
fiseksi" merkitty aine on 7-(dimetyyliaminometyleeni )ami-
no-9a-metoksimitosaania, jota on valmistettu BE-patentissa
896 963 kuvatun menetelmdn mukaisesti. T4mi aine on pel-
kdstddn mitattu pulloihin pikemminkin kuin saostettu sinne
tamdn tutkimuksen kokeiden mukaisesti. Merkinn&t "esimerk-
ki 1" ja "esimerkki 2" viittaavat 7-(dimetyyliaminomety-
leeni)amino-9a-metoksimitosaaniin, joka on saostettu tadmin
hakemuksen esimerkeissi 1 ja 2 kuvatulla taValla. Kohdat,
joissa esiintyy useampi kuin yksi arvo, ovat useamman ko-
keen tuloksia 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-9a-metoksi-
mitosaaniin, joka on saostettu t#m&n hakemuksen esimer-
keissd8 1 ja 2 kuvatulla tavalla. Kohdat, joissa esiintyy
useampi kuin yksi arvo, ovat useamman kokeen tuloksia 7-
(dimetyyliaminometyleeni)amino—9a—metoksi-mitosaanille,
joka on saostettu tietyn esimerkin mukaisesti.
Taulukko 1

Kuvaus ko- 7-dimetyyliaminometyleeni)amino-9a-metoksi-
keessa ol- mitosaanin hdvid (%)

leesta ai- 56--==-= > 4 kk 24 h

neesta 1 vk 2 vk 4vk 8vk @ 37°C @ 100°C

Amorfinen 14 25 41 -- -- 90

Esimerkki 1 - -- 1,9; 1,2; 0-4,6 0 74
0; 1,5-7,0

Esimerkki 2 -- -- 1,8; 0; +3,8 +6 27; 7
1,2; 0

Muutettaessa tertiaarisen butanolin avulla pulloon
saostettua 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino-9a-metoksimi-
tosaania uudelleen vapaaksi em#kseksi, on edullista kayt-
tdd ruoansulatuskanavan ulkopuolisen aineen vesiliuosta,
jonka pH on 6,6 ja joka sisdltiad 0,01 moolia
sitraattipuskuria, jossa on 1 mg/ml Pluronic F 68 tai 0,01
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moolia L-valiniinia, jolloin pH:ksi tulee 6,5. Ndiden
rekonstituointiliuosten on todettu antavan sopivan mit-
taisia k#yttdaikoja, so. vdhintddn kolme tuntia hé&vidn
ollessa pienempi kuin 10 %. Toinen hyvédksyttdvs tapa, jol-
la saadaan sopivia rekonstituutioaikoja on kayttdd liuok-
sia, jotka sis#ltdvat 30 paino-%:iin asti ja edullisesti
10-30 paino-% nikotiiniamidia. Taulukosta 2 nikyy nikotii-
niamidin lis#yksen vaikutus vesipitoiseen rekonstituutio-

liuokseen.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelma 7-(dimetyyliaminometyleeni)amino—9a-
metoksimitosaanin saostamiseksi pieneen l&&kepulloon ste-
riiliin yksikkéannosmuotoon, jolloin lopputuote voi sis&dl-
t44 0,5 mooliekvivalenttiin asti tertiaarista butanolia,
tunnettu siitd, ettd 7-(dimetyyliaminometyleeni)-
amino-9a-metoksimitosaanin tert-butanoliliuos 1lis&taan
steriiliin l&3kepulloon, jonka jdlkeen tertiaarinen buta-
noli poistetaan lyofilisoimalla tai haihduttamalla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siit4, ettsd tertiaarinen butanoliliuos
j&ihdytetddn -40°C:seen ja tertiaarinen butanoli subli-
moidaan korkealla alipaineella.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd tertiaarinen butanoli haih-
dutetaan alipaineessa 25-30°C l&mpOtilassa.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1-3 mukainen mene-
telm8, tunnettu siitd, ettd 5-10 mg 7-(dimetyy-
liaminometyleeni)amino-9a-metoksimitosaania saostetaan
lddkepulloon.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&,
tunnettu siit3d, ettd saostettu 7-(dimetyyliamino-
metyleeni )amino-9a-metoksimitosaani rekonstituoidaan my6-
hemmin vesipitoisella ruoansulatuskanavan ulkopuolisella
aineella.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmsd,
tunnettu siitd, ettd ruoansulatuskanavan ulkopuo-
lisen aineen pH on 6,6 ja joka sis&ltdd 0,1 moolia sit-
raattipuskuria.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd vesipitoinen ruoansulatus-
kanavan ulkopuolinen aine sis#ltdi 0,1 moolia L-valiinia,
jolloin aineen pH on 6,5.

8. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
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tunnettu siitd, ettd vesipitoinen ruoansulatus-
kanavan ulkopuolinen aine sis#lt#i 30 paino-%:iin asti
nikotiiniamidia.

9. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, etti vesipitoinen ruoansulatus-
kanavan ulkopuolinen aine sis&lt&s 10-30 paino-% nikotii-
niamidia.
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Patentkrav

1. Férfarande f6r utfdllning av 7-(dimetylamino-
metylen)amino—ga—metoximitosan i en liten lidkemedelsflaska
som en steril enhetsdosform, varvid slutprodukten kan in-
nehalla upp till 0,5 molekvivalenter tertidr butanol,

k annetecknat dirav, att en tert.-butanollds-
ning av 7-(dimetylaminometylen)amino-ga—metoximitosan in-
f8rs 1 en steril lidkemedelsflaska, varefter den tertidra
butanoclen avldgsnas genom lyofilisering eller avdunstning.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k&d&nne -
tecknat dirav, att ldsningen innehdllande tertiéar
butanol nerkyls till -40 °C och den tertidra butanolen
sublimeras i hégt undertryck.

3. Férfarande enligt patentkravet 1, Kk Adnne -
t ec knat ddrav, att den tertiara butanolen av-
dunstas i undertryck vid en temperatur av 25 - 30 °C.

4. Férfarande enligt nagot av patentkraven 1-3,

k annetecknat dirav, att 5 - 10 mg 7-(dimetyl-
aminometylen)amino-9a-metoximitosan utfills i l&ékemedels-
flaskan.

5. Férfarande enligt patentkravet 1, k d nn e -
t ec knat dirav, att det utfillda 7-(dimetylamino-
metylen)amino-9a-metoximitosanet senare rekonstitueras med
ett vattenhaltigt parenteralt medel.

6. Férfarande enligt patentkravet 5, Kk 4Aanne -
t ecknat diarav, att det parenterala medlet har ett
pH av 6,6 och innehdller 0,1 mol citratbuffert.

7. F8rfarande enligt patentkravet 5, k danne -
tec knat dirav, att det vattenhaltiga parenterala
medlet innehdller 0,1 mol L-valin, varvid medlet har ett
pH av 6,5.

8. Forfarande enligt patentkravet 5, kdnne -
t ec knat dirav, att det vattenhaltiga parenterala
medlet innehaller upp till 30 vikt-% nikotinamid.
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9. Fdrfarande enligt patentkravet 5, k&nne -
tecknat dirav, att det vattenhaltiga parenterala
medlet innehdller 10 - 30 vikt-% nikotinamid.
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