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Podavaci systém, tvofeny Gi¢innou latkou, vazanou na nosi¢,
priGemZ nosi¢ je tvofen homeoboxem peptidu nebo jeho
fragmentem nebo derivitem a aginnou latkou je therapeuticky
Udinna nepeptidova a neoligonukleotidova uéinna latka.
Uk&inna latka je na nosi& vézana p¥imo nebo miiZe byt vazana
pres linker. Mimo to maZe podéavaci systém obsahovat jeste
latku pro zacilen{ systému.




Podavaci systém

Oblast techniky

Vynalez se tykad nového podavaciho systému uc¢innych
14tek do cilovych bunék. Systémem je moZno zajistit
zlepdeni distribuce, metabolismﬁ a vylucovani ﬁéinﬁych
1atek. Systém je u¢inny jak v neporuSeném, tak Vv

disociovaném stavu.

Dosavadni stav techniky

Farmaceuticky prumysl se fadu let zabyva G&innym
podavanim latek s 1é&ebnym Ulinkem tak, aby byly
dopraveny na misto a&inku a jejich u&inek byl co
nejvyssi. Né&které obtiZe spolivaji v kratkéem biologickém
polocCasu, s nim? se uvedené latky vyluduji z téla, v
nevyhodném uloZeni cilové tkané nebo nékterych
nevyhodnych vlastnostech samotné u¢inné latky, jako Jje
nedostate&nd rozpustnost, hydrofobnost a podobné. Z toho
davodu byly vyvijeny snahy dosahnout v tomto sméru
zlepdeni, u&inné latky byly napifiklad chranény pred
vlivem prost¥edi na cesté k mistu plsobeni, &imZ vznikly
napriklad tablety s enterosolventnim povlakem,
farmaceutické lékové formy s fizenym uvolnénim uéinneé

latky a podobneé.

pPri vyvoji peptidld a farmaceutickych prostfedkl s
jejich obsahem vznikl dalsi problém vzhledem k moZné
degradaci téchto latek plisobenim enzymd nejen Vv zazivaci
soustavé, nybrZ také v krevnim ob&hu. Prikladem, Jjak byly
tyto problémy reSeny, miZe byt zafazenl peptidld do

liposomi nebo polymernich mikrokulidek, v nichZ je moZno
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peptidy dopravit do lymfatického systému.

Daldim problémem, zejména Vv pripadé latek, jejichz
funkce se vyviji uvnitf bunék, Jje bariéra, tvorena
pun&&nou membranou. MuZe tedy byt mo?né zvysit polocas
a&inné latky tak, aby tato latka pro§la organismem bez
degradace, tento postup je v3ak bez ucinku v pripadé, Ze
jde o latku, ptsobici pouze uvnitf bunék a ucéinna latka

nebude do bunék dopravena.

v EP 485578 se popisuje, Ze jako vektor pro
transport do bun&k je mozno pouzit homeodoménu, -odvozenou
od Drosophila antennapedia, zejména helix 3 tohoto
peptidu. Uvadi se, zZe jde o specificky retézec 57 zbytka
aminokyselin z uvedeného homeopeptidu, ktery je oznadcovan
jako peptid pAntp. Uvadi se, Ze tento peptid ma schopnost
pronikat do fibroblasttl a embryonalnich bun&k in vivo.
Daraz je kladen na poslednich 27 zbytkd aminokyselin v
sekvenci, které odpovidaji helixu 3 a 4. Nepopisuje se
viak »adna vazba peptidu pAntp na daldi peptid nebo na

G&innou latku jiné polohy.

v 7adé nasledujicich publikaci, nap¥iklad Derossi D.
a dalgi, J. Biol. Chem., 1994, 269, 10444-10450, Joliot
A. H. a dalsi, 1991, The New Biol. 3, 1121-1134 a PNAS,
1991, 88, 1864-1868 a také Perez F. a dalsi, J. Cell.
Sci., 1992, 102, 712-722 se popisuje, jakym zpusobem je
mo¥no pouzit synteticky peptid s obsahem 16 zbytkl
aminokyselin, odvozenych od tfetiho helixu svrchu
uvedeného peptidu pro vneseni biologicky uc&innych
produktd nebo antimedidtorovych oligonukleotidd do bunék.
Pouzita sekvence aminokyselin byla RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ

ID No. 1), sekvence je ozna&ovana také jako Penetratin®.
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Aby bylo moZno zabranit enzymatickému roz3tépeni
tohoto peptidu, byla podle publikace Brugidou J. a dalsi,
Biochem. Biophys. Res. Comm. 1995, 214(2), 685-693
pfipravena tak zvana retro-inverso forma, tvofena D
aminokyselinami v obréaceném poradi, pricemz dva
isoleucinové zbytky v polohédch 3 a 5 penetratinu byly
nahrazeny valinem a na C zakon&eni byl pfidan zbytek
glycinu k usnadnéni vazby na pryskyfici. Dal8i retro-
inverso forma byla pfipravena tak, Ze uvedeny zbytek
glycinu byl nahrazen cholesterolovou skupinou, vézanou
pres sulfhydrylovou skupinu jako linker. Pridanim
cholesterolové skupiny zlep3ilo prunik vzhledem ke

zvy&ené hydrofobnosti molekuly.

Tento vyvoj retro-inverso formy penetratinu dal
vznik navrhu, ktery je uveden v mezindrodni prihléasce WO
97/12912 a uvadi peptidy o 16 zbytcich aminokyselin,
které obsahuji 6 az 10 hydrofobnich aminokyselin, pricemZ
Sestou aminokyselinou z kteréhokoliv konce je tryptofan.
Tim jsou definovany minim&lni vlastnosti sekvenci,

pouzitelnych jako internalizac¢ni vektory.
Penetratin, jeho analogy a jeho retro-inverso formy
jsou popisovény Jjako noside pro usnadnéni buné&lné

internalizace konjugovanych peptidd nebo oligonukleotidu.

Podstata vynélezu

Podstatu vyndlezu tvori podéavaci systém pro latky s
lé&ebnym téinkem pro usnadnéni internalizace uc¢inné latky
do bun&k a tim i k usnadné&ni lécebného ucinku této latky.

Systém miZe také zlep3it polocas u&¢inné latky v organismu
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&lovéka nebo jiného Zivolicha, zlepsit rozpustnost latek
v biologickych tekutindch, sniZit znamé toxické a jiné
nesadouci vedlej$i u&inky ucinnych latek, zlep3it
poradovany lécebny ucinek a zajistit alternativni zpusoby

podédni U¢innych latek pFi zlep3enim metabolismu a snizZeni

nebezpe&i vzniku rezistence vaci témto latkam.

Poddvaci systém podle vyndlezu je tvoren t¢innou
latkou, vAazanou na nosic, ktery je tvoren homeoboxem
peptidu nebo jeho fragmentem nebo derivatem, pricemiZ
G&innou latkou je latka nepeptidové a nenukleotidové

povahy.

Vvynalez bude dale popsan v souvislosti s pfiloZenymi

vykresy.

P¥ehled obrazkl na vykresech

Na obr. 1 je znazornéna stabilizace tvorby

mikrotubulu pri pouZiti systému podle vynalezu.

Na obr. 2 je znazornéno srovnani internalizace

plsobenim systému podle vynadlezu ve srovnani s

internalizaci samotného nosice.

Na obr. 3 je rovnéZ znazornéna internalizace systému

podle vynélezu.

Obr. 4 znAzorfiuje nitrobuné&lnou stabilitu podévaciho

systému podle vynalezu.

Vynalez bude dale popsan v souvislosti s nékterymi

vyhodnymi provedenimi.
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Podle prvniho provedeni se systém podle vynalezu
sklada z u&inné latky, ktera je védzana na nosic. Na
skupinu nosice miZe byt 4&innad latka vazéana pfimo nebo
nepfimo. Ve vyhodném provedeni je vazba nepriméd pres
vaznou skupinu, naptriklad sulfhydrylovou skupinu,
karboxylovou skupinu nebo jakoukoliv vétsi skupinu, tak
jak budou tyto skupiny dé&le popséany, takova skupina Jje

obvykle oznacovéna jako linker.

Podle vynédlezu Jjsou vhodnymi u&innymi latkami pro
toto pouziti jakékoliv uZinné latky, které nemaji povahu
peptidu nebo oligonukleotidu. MiZe tedy jit o cytotoxické
latky, antineoplastické latky, antihypertenzivni latky,
kardioprotektivni latky, antiarytmické latky, inhibitory
ACE, protizéan&tlivé latky, diuretika, latky, uvoliujici
svalové napéti, latky .pro mistni umrtveni, hotmony,
latky, snizZujici hladinu cholesterolu, antikoagulaéni
latky, antidepresivni latky, uklidiujici latky,
neuroleptika, analgetika v&etné narkotik a latek s
&inkem proti horeclce, protivirové latky, antibakteridlni
latky, antifungdlni latky, pakteriostatické latky, latky
s G&inkem na CNS, protikfecové latky, latky s
protiﬁzkostnym G¢inkem, antacida, narkotika, antibiotika,
latky pro ovlivnéni funkce dychaciho dstroji,
antihistaminové latky, imunosupresiva, imunoaktivadéni
latky, doplnky vyzivy, latky pro tlumeni kasle,

diagnostické latky, emetika a antiemetika.

S vyhodou je pouZitou G&innou latkou cytotoxicka
nebo antineoplastickad latka, zvlasté pro pouziti k léceni
zhoubnych nadord nebo jde o 14tku ve form&, aktivovatelné

pisobenim svétla. Tyto latky zahrnuji obecné slouceniny,



nidici DNA, antimetabolity, protinddorova antibiotika,
prirodni produkty a analogy téchto latek, inhibitory
reduktazy dihydrofoléatu, pyrimidinové analogy, purinoveé
analogy, inhibitory kinazy, z4vislé na cyklinu,
inhibitory synthetazy thymidyléatu, interkalatory DNA,
latky, 3tépici DNA, inhibitory topoisomerazy,
~anthracykliny, latky z Zeledi Vinca, mitomyciny,
bleomyciny, cytotoxické nukleosidy, pteridinové latky,
diyneny, podofylotoxiny, 1atky s obsahem platiny, latky,
vyvolavajici diferenciaci a taxany. Zvlasté vhodnymi
latkami z uvedenych skupin jsou napriklad methotrexat,
methopterin, dichlormethotrexat, 5—fludrouracil, 6-
merkaptopurin, trisubstituované puriny, Jako olomoucin,
roscovitin, bohemin a purvalanol, flavopiridol,
staurosporin, cytosinarabinosid, melphalan, leurosin,
actinomycin, daunorubicin, doxorubicin, mitomycin D,
mitomycin A, carninomycih, aminopterin, tallysomycin,
podofylotoxin a jeho derivaty, etoposid, cisplatina,
carboplatina, vinblastin, vincristin, vindesin,
paélitaxel, docetaxel, kyselina taxoterretinova, kyselina
maselna, acetylspermidin, tamoxifen, irinotecan a
camptothecin. S vyhodou se G&inné latka voli ze skupiny
methotrexat, podofyllotoxin a jeho derivaty, etoposid,
camptothecin, paclitaxel, doxorubicin, roscovitin a

bohemin.

Nosidem v systému podle vynalezu mize byt jakdkoliv
skupina, schopna usnadnit internalizaci uéinné latky do
bun&k. Vhodnym nosicem jsou zejména homeoboxy peptidové
povahy nebo jejich derivaty, napriklad helix 3 takového
homeoboxu. Peptid typu homeobéxu je s vyhodou odvozen od
homeoproteinu Drosophila Antennapedia, pouZit Jje mozno

také homology nebo derivaty této sekvence. S vyhodou je



nosidem penetratin nebo jeho derivat. Derivaty
penetratinu, jeZz byly v literature popséﬁy, napfiklad v
EP 485578B se popisuji sekvence, homologni vzhledem k
pAntp. Daldi derivaty penetratinu, které je moino vyuzit
pro uZely vynalezu, zahrnuji zkracené formy a/nebo
modifikované formy penetratinu, které byly popsany v
dokumentech WO 97/12912, v UK zverejn&né prihlésce
9825000.4, podané 13. listopadu 1998 a 9902522.3, podané
4. Gnora 1999. Vyhodnou zkracenou formou penetratinu je
sekvence RRMKWKK (SEQ ID No. 2). Dalsi zkréacené formy
zahrnuji sekvence s obsahem a? 15 zbytkt aminokyselin,
v&etnd NRRMKWKK, QNRRMKWKK a FONRRMKWKK, vyhodnymi
sekvencemi jsou peptidy, obsahujici 7 zbytkd aminokyselin
ze skupiny KRMKWKK, RKMKWKK, RREKWKK, RRQKWKK, RROKWKEK, -
RRMKQKK, RRMKWFK, RORKWKK, RRMWKKK a RRMKKWK, uzity jsou
standardni znaky pro aminokyseliny, zejména pro ornitin

(0), kyselinu diaminoméaselnou (B) a norleucin (N).

Pokud jde o penetratin nebo jeho detivéty, je dalsi
modifikaci, kterd je v ramci vynalezu vyhodné, preména
volné karboxyiové kyseliny na karboxytermindlnim konci
aminokyseliny na rarboxamidovou skupinu. Jako pfriklad je
mo¥no uvést, Ze v pripad&, Ze nosicem je penetratin, miZe
byt karboxylova skupina koncového lysinu pfevedena na
karboxamidovou skupinu. Takovad modifikace zvysi stabilitu

celé skupiny a tim i podavaciho systému jako takového.

Nosi& maZe byt v opticky aktivni form& L nebo D. V
pripad&, Ze neni uvedeno jinak, nachazi se nosi¢ ve forme
L. D-penetratin byl popsén v publikaci Brugidou J. a
dalsi, Biochem. Biophys. Res. Comm. 1995, 214(2), 685-
693. Nosi& miZe byt také pfeveden na retroformu, to

znamena, ze zbytky aminokyselin jsou v obraceném poradi




vzhledem k puvodni sekvenci. Také tyto retroformy mohou
existovat jako formy L a D. V jednom z vyhodnych
provedeni miZe byt nosi&em D-penetratin nebo D-forma

skradcené a/nebo modifikované formy penetratinu.

U&inna latka maZe byt vazéna na kterykoliv konec
noside. Naptriklad v pripadé, Ze nosi¢em je penetratin,
odpovidajici SEQ ID No. 1 nebo jeho derivat, miZe byt
4&inna latka vazana na koncovy lysin nebo arginin primo
nebo nepfimo. S vyhodou je uéinna latka véazana na

aminoterminalni zakon&eni nosice.

Jak ji% bylo svrchu uvedeno, mohou byt ﬁéinnérlétka
a nosi& vazany pfimo nebo nepfimo pres linker. Prima
vazba maZe byt jakdkoliv bé&Zna funk&ni vazba pfes obvyklé
skupiny, napriklad hydroxyskupinu, karboxyskupiﬁu nebo
aminoskupinu. Neprimé& vazba, ktera je vyhodnéjsi, se
uskute&ni pres vaznou skupinu. Takovou skupinou miZe byt
bi- a multifunkéni alkyl, aryl, aralkyl nebo peptidova
skupina, alkyl, aryl nebo aralkylaldehyd, estery kyselin
a jejich anhydridy, sulfhydrylové nebo karboxylové
skupiny, jako derivaty kyseliny maleimidobenzoové,
maleimidopropionové, sukcinimidoderivaty nebo derivaty
odvozené od bromidu nebo chloridu kyseliny kyanurové,
karbonyldiimidazolu, sukcinimidylester, halogenidl
kyseliny sulfonové a podobné&. Funkeni skupiny, pouZité
pro tvorbu kovalentnich vazeb mezi linkerem a uc¢innou
latkou na jedné strané& a mezi linkerem a nosiem na druhé
stran&, mohou byt aminoskupiny, hydrazinové skupiny,
hydroxylové skupiny, thiolové skupiny, maleimidoskupina,
karbonyl nebo karboxylova skupina a podobné&, prilemZ mazZe
jit o dvé nebo v&t3i polet skupin. Linkerem miZe byt

kratki sekvence 1 aZ 4 zbytkl aminokyselin, popripadeé




obsahujici cysteinovy zbytek, kterym se linker véZe na

nosic.

Linker s vyhodou obsahuje cysteinovy zbytek, ktery
se snadno vaZe na nosic&, takZe vznikad vazba typu u¢inné
latka- (linker-Cys)-nosi&. V prubé&hu popisu prihlasky
vyndlezu se tento cysteinovy zbytek povaZuje za soucéast
linkeru. Uplny linker tedy miZe byt vytvofen pouze Vv
dusledku vazby t&inné latky na nosic vzhledem k tomu, Ze
tento cysteinovy zbytek miZe byt pfipraven také jako cast
nosi&e. Ve vyhodném provedeni se linker voli ze skupiny
(methylamino)benzoyl-Cys, sukcinimidobenzoyl-Cys,
sukcinimidopropionoyl-Cys, beta-alanyl-sukcinyl, actyl-
-Cys a (4"—aminoanilin)—sukcinimidopropionoyl—Cys. \
t&chto vyhodnych provedenich je cysteinovy zbytek s
vyhodou ptvodné termindlnim zbytkem nosice, kdeiZto
necysteinova slozka linkeru se védie na ucinnou latku pred
reakci s nosicem. Uplny linker se tedy vytvori az po

reakci uéinné latky a nosice.

Stejnym zpusobem, jakym Je do linkeru v&lenén
cysteinovy zbytek, mohou byt do linkeru zafazeny také
dal3i aminokyseliny, které stejné jako cystein vytvareji
spojeni s nosiem. Je moZno zatadit napriklad 3 nebo 4
zbytky aminokyselin, pricemZ jednim z téchto zbytkd je
opét s vyhodou cysteinovy zbytek. Je vSak mozno pouzit
jakékoliv zbytky aminokyselin, s vyhodou jde o cystein,
peta-alanin a glycin. Zarazeni téchto zbytkd je zvlaste
vyhodné v ptipadé, Ze nosi¢ je zkracenou formou

penetratinu, napfiklad RRMKWKK.

PFi pouZiti mhZe podavaci system disociovat na

,4kladd chemického nebo enzymatického Stépeni mezi
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4&innou latkou a nosicem. Tam, kde linker obsahuje zbytky

aminokyselin, miZe ke 3tépeni dochazet pfimo v linkeru.

Podle vynalezu je kaZdd molekula nosi&e vazéna na
alespoii jednu molekulu 4&inné latky. Podle dalsiho
provedeni je nosic pfipraven tak, aby byla usnadnéna
vazba na vice ne? jednu skupinu, odvozenou od u&inné
latky, pricemZ tyto skupiny mohou byt stejné nebo
odlisné. Nosid& miZe napfiklad obsahovat sloZky, které
samy o sob& mohou usnadnit vazbu vice ne? jedné u&inné
latky, miZe napfiklad jit o derivaty pfirodnich
aminokyselin nebo o vicevazné synthetické aminokyseliny,
nebo mZe byt nosié¢ specificky upraven napriklad pfi
pouziti sité& rozvétvenych lysinovych zbytkil, které mohou
byt s nosicem spojeny jako spojovaci skupina, pficemiZ
kazdy lysinovy zbytek muZe byt vazana na t&innou léatku.
Timto zpUsobem miZe jedinad molekula noside nést az 32
skupin u&inné léatky, s vyhodou 2 az 10 skupiny a zvl1asté
4 a3 5 téchto skupin. Podle dalsiho provedeni miZe byt
kardé skupina G&inné latky pfimo nebo neprimo véazana na
nosi& stejnym nebo odlisSnym linkerem. V ptripadé vazby
vétsiho podtu typl u¢innych latek je moZno upravovat
pomé&ry a davky jednotlivych G¢innych latek a tak usnadnit

podavani specifické kombinace latek.

Vyhodnymi priklady tohoto provedeni, pfi némZ je.
nosi&em penetratin, se siti lysinovych zbytkd, spojenou s
alesponl jednim koncem a usnadiiujici vazbu aZ 32 skupin
&inné latky nebo pri némZz je nosicem penetratin nebo jeho
derivat, napriklad zkréaceny derivat, odpovidajici SEQ ID
No. 2 mohou byt jako linkery sukcinimidopropionylové
skupiny, pficemZ ulinnou 1atkou miZe byt podofylotoxin na

obou koncich nosice nebo epipodofyllotoxin s
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camptothecinem nebo paclitaxelem.

Ve zvlasté vyhodném provedeni vyndlezu Jje nodicem
penetratin nebo Jjeho derivat, ktery je nepfimo vazan na
G&innou latku ze skupiny doxorubicin, methotrexat,
podofyllotoxin a jeho derivaty, etoposid, camptothecin,

paclitaxel, doxorubicin, roscovitin a bohemin.

Podle dal3iho provedeni vynadlezu miZe systém dale
obsahovat skupinu pro zacileni systému. Tato skupina
privadi systém ke specifickému typu bunék, v nichz je
funkce u&inné sloZky nejvyhodnéjdi. Tato skupina tedy
ovlivni prirozenou distribuci u&innych latek smérem k
urditému typu bunék. Tato skupina pro zacileni systému
miZe byt vadzana na Gcinnou latku, s vyhodou je vsak

vazana na nosic.

Vhodnymi skupinami tohoto typu Jjsou napfriklad
peptidové sekvence, které byly popsany Vv publikacich E.
Ruoslahti a dal3i, US 5622699, Pasqualini, R. Ruoslahti,
E. Nature (London), 1996, 380, 364-366, Ruoslahti, E.
Ann. Rev. Cell. Dev. Biol., 1996, 12, 697-715 a Arap W.,
Pasqualini, R., Ruoslahti, E. Science 1998, 279, 377-380.
V t&chto publikacich jsou popsany urcité peptidy, které
mohou privad&t systém k urcitému typu bun&k. Po privodu k
pfislusnym buiikdm pak dojde k usnadné&ni internalizace

a&inné latky pusobenim nosice.

Popsané systémy jsou nové chemické latky, jejich

specifické sloZeni je uvedeno v nasledujici tabulce.
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4 . |Ucimnd latka Linker Nosi& -
(methotrexat: )« ((methylamino)benzoyl- - (L);BARQD(IWFQNRMWKK—
EGPA)s ‘ OH
doxorubicin sukcinimidobenzoyl-C 'RQH(IWFQNRRMKWKK-OH
doxorubicin sukcinimidobenzoyi-C (D-K)(D-K)(D—W)(D—K)(D-M)CD-
' R)(D-RY(D-N)(O-Q@-F)D-
}VQI(D-D(D-K)(D-I)(D—Q)(Q:}K-
2)
paclitaxel 1 2’ -sukcinimidopropionoyi-C RQIKIWFQNRRMKWKK-OH
N-term | paclitaxel 2'-5uk cinimidopropionoyl- RQIKIWFQNR.RMKWKK
carboxyfluorescein GCG
C-term BA
paclitaxel 2'-sukcinimidopropionoyl-C RQ[KIWFQNRRMKWKK-NHz
paclitaxel 2'-sukcinimidopropionoy!- RRMKWKK-NH;
CBA ' ‘
paclitaxel 7-sukcinimidopropionoyi-C RQIKIWI-'QNRRMKWKKvOH
podo; £ yllotoxin 4-sukcinimidopropionoy!-C RQ[KIWFQNRRMKWKK-OH
N-term | podo £yllotoxin 4-sukcinimidopropionoyi- RQIKIWFQNRRMKWKK
| biotinamidocaproyl GCG '
C-erm BA :
podo £ yilotoxin 4-sukcinimidopropionoyl-C RQIKIWF QNR.RMKWKK-NHz
poda fyl}otoxin | 4-sukcinimidopropionoyl-C (D-R)(D-Q)(D-l)(D-K)(D-I)(D- \
~ W) (D-N)D-R)(D-
R)(D-M)D-K)D-W)DO-K)D-K-
NH;)
podo f yllotoxin 4-sukcinimidopropionoyl-CBA RRMKWKK-NH,
podo_fiyllotoxin 4-sukcinimidopropionoyl-CBA (D-R)(D-R)(D—M)(D—K)(D-W)(D-
: K)(D-K-NH) —
epipodo £ yllotoxin 4'-sukcinimidopropionoyl-C RQ[KIWI-‘QNRRMKWKK-OH
epipodo T yllotoxin 4-sukcinimidopropionoyl-C RQIKIWFQNRRMKWKK-NHz )
epipada £ yllotoxin 4’ -sukcinimidopropionoyl- RRMKWKK-NH;
CBA .
4’-demethyl 4-sukcinimidopropionoyl-C RQ!KIWFQNRRNﬂ(WKK-OH
epipodo £ yilotoxin
etoposid (G2, G3a sukcinimidopropionoyi-C RQ[KIWFQNRRMKWKK—OH
4"
roscovotin sukcinimidopropionoyi-C RQIKIWFQNR_RMKWKK-OH
bohemin BA-sukcinyl-BA RQIKIWFQNRRMKWKK-OH
bohemin sukzinimidopropionoyl-C RQIKIWFQNRRMKWKK-OH
podo £ yilotoxin 4-acetyl-C RQ]mWFQNRmKWKK-OH
pode £ yllotoxin 4-acetyl-CBA RRMKWKK-NH;
4’-demethyl 4-acetyl-CRA RRMKWKK-NH;
epipods fiyllotoxin -
4'-demethyl 4-acetyl-C RQ[KIWFQNRRMKWKK-NHz
epipado, fiyllotoxin
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podofyllotoxin 4-sukcinimidopropionoyi- RRMK WKK-NH;
' GCBA
camptothecin 10-O-sukeinimidopropionoyi- RQIKIWI-‘QNRRMKWKK-M—I;
Cemu | podor £yllotoxin 4-sukcinimidopropionoyi-C RRMKWKK
Neterm podo fyllotoxin 4-sukcinimidopropionoyl-C
"| N+erm | epipodo £yllotoxin 4’-sukcinimidopropionoyi-C RRMKWKK
Ceterm camptothecin éO-O-su cinimidopropionoyl-
: N-term | epipodo £ yilotoxin 4*-sukcinimidopropionoyi-C RRMKWKK
Capem paclitaxel 2’(sukcinimido)propionoyi-C ' :
4’-methoxy- 4-(4"-aminoanilino) RQ[I(IW'FQNRRW(WKK¥NH;
epipode £ yllotoxin sukcinimidopropionoyl-C ‘
4’-methoxy-~ | 4«(4"-aminoanilino) RRMKWKK-NH;
epipoda £ yllotoxin sukcinimidopropionoyl-CBA
4’-demethyl- 4-(4"-aminoanilino) RRMKWKX-NH;
epipodo £ yllotoxin sukcinimidopropionoyl-CBA

Lé&ebny t&inek mizZe byt po aplikaci podavaciho
systému podle vynadlezu vyvolan neporudenym systémem nebo
jeho disociovanymi sloZkami, které mohou zahrnovat
a&innou latku jako takovou nebo vazanou na linker, cast
linkeru nebo linker a cCast noside. To znamen&, Ze pod
pojmenm ,podavaci systém® se rozumi cely systém nebo

jakakoliv jeho tast, kterad ma poZadovany ucinek.

Uvedené systémy je moZno pfipravit jakymkoliv znamym
postupem. Je napriklad moZno postupovat tak, Ze se
sestavi peptid pAntp p&%nou syntézou peptidu v roztoku
nebo na pevné fazi, &imZ se ziska chranény prekursor, V
némz je reaktivni pouze koncova aminoskupina, zbavena
ochranné skupiny. Tuto skupinu je pak moZno pfimo uvést
do reakce s u&innou latkou nebo jejim vhodnym reaktivnim
derivatem. Tuto aminoskupinu je také moZno pfevést na
odlignou funkéni skupinu, vhodnou pro reakci s Géinnou

14tkou nebo linkerem. Je napfiklad mozZno aminoskupinu
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nechat reagovat s anhydridem kyseliny jantarové, &imZ se
ziska karboxylova koncova skupina, vhodna pro né&které
typy vazeb, kdeZto pri vazb& cysteinového derivatu se
ziska thiolova skupina, schopnéd ruznych selektivnich
vazeb. Jakmile byla ziskdna poZadovana funk&ni skupina,
je moZno navdzat u&innou latku nebo jeji derivat,
napriklad tvorbou amidové, esterové nebo disulfidové
vazby. Je také moZno navazat linker, napfiklad m-
maleimidobenzoylovou skupinu, reakci prekursoru linkeru s
vhodnou funkci s naslednou tvorbou kovalentni vazby mezi
linkerem a u&innou latkou. Timto zplisobem je mozno
pripravit vice vazné konstrukce, napriklad postupnym
prodlouZenim prekursoru p¥i pouZiti trojvaznych

) chemickych skupin. Napfriklad prodlouzeni peptidového
Ffet&zce ptfi pouziti Nalfasepsilon_pyoo_chranénych lysinovych
derivatd vede ke vzniku di-, tetra- a oktavalentnich |
konstrukci prekursorl po 1, 2 nebo 3 vaznych cyklech}

spojenych vidy s odstran&nim ochranné skupiny.
A{

P¥i pouZiti téchto postupt muZe kazdy odbornik
pripravit $irokou Skalu konjugatld uinnych latek a nosica
p¥i pouZziti nejrazné&jsich linkerh. Jak bude dale uvedeno
v prikladové &asti prihlasky, je mozno volit prislusnou
Géinnou latku pro spojeni s uréitym nosicem a popfipadeé
linkerem, pfi¢emZ linker je moZno vazat na uc¢innou latku

nebo na nosi¢ pred vazbou téchto dvou sloZek.

Systémy podle vynalezu mohou byt zpracovany spolu s
fyziologicky prijatelnym fedidlem nebo nosicem na
farmaceutické prostfedky pro pouziti u savect, zvlasté v
1idském nebo veterindrnim lékarstvi. Tyto prostredky
mohou byt podavany napfiklad spolu s kapalnym redidlem

nebo nosi&em, kterym miZe byt roztok, suspenze nebo .
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emulze ve vodé& nebo v oleji, Casto jde o injek&ni roztok,
vhodny pro parenterdlni podani, ktery musi byt sterilni a
prosty pyrogennich latek. P¥i perordlnim podani se rovnéz
uzivéa kapalné redidlo nebo nosic, obvyklejsi je vsak
pevny nosic¢, jako je Zkrob, laktodza, dextrin nebo stearan
hore&naty. Tyto pevné prostredky mohou mit formu préasku,
avéak obvykle ze zpracovavaji na b&zn&jsi lékové formy,
jako jsou tablety nebo kapsle. Je také moZno vyuZit

liposomy a nanoléastice.

Krom& injek&niho a peroralniho podani je mozZno
a&inné latky podavat také ve forme ¢ipkd nebo pesarua.
Dalsi wvyuZitelnou lékovou formou jsou latky pro podani
Gstni sliznici nebo nosni sliznici nebo celymi dychacimi
cestami v&etné plicnich sklipkﬁ. Protfedky pro mistni

podani zahrnuji emulze, mazani, krémy, gely a spreye.

Prostfedky podle vynélezu mohou byt zpracovany na
formy, uréené pro jédnotlivé podani, to znamena na
prostfedky, které jsou rozdéleny na jednotlivé davky nebo

obsahuji diléi davky.

Jak bude dale popséno v prikladové casti, poskytuje
podavaci systém podle vynadlezu fadu vyhod ve srovnani se
znamymi systémy pro podavéani nepep%idovych a
neoligonukleotidovych latek. Témito vyhodami jsou vyS$3i
a&innost ve srovnani s bé&Znymi prostredky, zvySeny prijem
do bundk, zvy3end rozpustnost ve vodg, sniZeni vedlejsich
G&inkt, dobrd biologickd dostupnost a sniZeny vyskyt

rezistence proti u&innym latkam.

Praktické provedeni vyndlezu bude osvétleno

nasledujicimi priklady, které v3ak nemaji slouZit k
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omezeni rozsahu vynalezu.

pfiklady provedeni vynalezu

Zkratky

Nomenklatura aminokyselin a peptidl odpovida
pravidlim IUPAC-IUB podle Eur. J. Biochem. 1984, 138, 9-
37. Daldimi pouZitymi zkratkami jsou: AcOH = kyselina
octova, Boc = terc.tutyloxykarbonyl, Bu® = terc.butyl, DE
MALDI-TOF MS = doba desorbce v hmotové spektrometrii po
extrakci matrice pomoci laseru, DIC = 1,3-diisopropyl-
karbodiimid, DIEA = diisopropylethylamin, DMAP = 4-
-dimethylaminopyridin, DMEM = modifikované Eaglovo
prostfedi podle Dulbecca, DMF = dimethylformamid, Et3M =
triethylamin, EtOAc = ethylacetat, Et20 = diethylether,
FCS = fetdlni teleci sérum, HOBTt = 1—hydroxybenzotriazol,
MeCN = acetonitril, MeOH = methanol, NMR = nukledrni
magneticka rezonance, PE = frakce petroletheru, vrouci
p¥i teplot& 40 aZz 60 °C, PBS = fyziologicky roztok
chloridu sodného s fosfatovym pufrem, Pmc = 2,2,5,7,8-
—pentamethylchroman—6—sulfonyl, PyBOP = benzotriazol-1-
—yloxytrispyrrolidinufosfoniumhexafluorofosfét, RP-HPLC =
vysokotlakéa kapalinova chromatografie v reversni fazi,

TFA = kyselina trifluoroctova, Trt = trifenylmethyl.

Obecné postupy

RP-HPLC se provadi pf¥i pouziti sloupct Vydac 218TP54
(4,5 x 250 mm) a 218TP1022 (22 x 250 mm) pro analytické a
preparativni ucely. Rychlost pratoku byla 1 ml/min pro
analytické ucely a 9 ml/min pro preparativni ucely. Eluce

pri teploté 25 °C byla provadéna pfi pouziti zvy3ujiciho
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se gradientu MeCN ve vodé, obsahujici konstantni
koncentraci 0,1 % TFA, doba eluce byla 20 minut pri
analytickych postupech nebo 40 minut pri preparativnich
postupech. Rychléd chromatografie byla provéddéna zplUsobem
podle publikace W. C. Still, M. Kahn, A. Mitra, J. Org.
Chem., 1978, 43, 2923-2925 pri pouziti silikagelu Merck
60 s rozmdrem Castic 230 aZ 240 mesh. Syntéza peptidd
byla provddéna na zarizeni ABI 433A (Perkin-Elmer Applied
Biosystems). Derivéaty aminokyselin byly ziskany od
Novabiochem AG, Laufelfingen, Svycarsko, s vyjimkou Fmoc-
-D-Ile-OH, ktery byl ziskd&n od Bachem AG, Bubendorft,
§vycarsko. Byly pouZity standardni protokoly o syntéze ve
ikale 0,1 mmol nebo 0,25 mmol (programy FastMoc
MonPrevPk) pfi pouZiti ochranné skupiny Fmoc podle
publikace G. B. Fiels, R. L. Noble, Intl. J. Peptide
Erotein Res., 1990, 35, 161. Peptidylové pryskyfice byly
tépeny a zbaveny ochrannych skupin pfi pouzZiti cinidla,
tvoteného fenolem, vodou, thioanisolem, 1,2-
—ethandithiolem a TFA v poméru 0,75:0,5:0,5:0,25:10
(hmotnost/objem/objem/objem/objem) podle publikace D. S.
King, C. G. Fields, G. B. Fields, Intl. J. Peptide
Protein Res., 1990, 36, 255. DE MALDI-TOF MS bylo
provadéno pfi pouziti spektrometru Dynamo (Thermo
BioAnalysis, Hemel Hempstead, Velkd Britanie). PouZitou
matrici byla kyselina alfa-kyano-4-hydroxyskotficova.
Spektrometr byl kalibrovan pf¥i pouziti prislusného
mnof¥stvi autentického peptidu. NMR spektra byla
zaznemenavana na zarizeni Brucker DPX300. Paclitaxel,
podophyllotoxin a 10-hydroxycamptothecin byly ziskany od
Hande Tech Development Co. USA Int., Houston, TX, USA.
4’ -demethylepipodophyllotoxin byl pfipravenvpodle
publikace M. Kuhn, C. Keller-Juslén, A. Voﬁ Warburg,
Helv. Chim. Acta, 1969, 52, 944). Roscovitin byl
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pripraven podle publikace L. Havlicek, J. Hanus, J.
Vesely, S. Leclerc, L. Meijer, G. Shaw, M. Strnad, J.
Med. Chem. 1997, 40, 408. Bohemin, chemicky 6-
—(benzylamino)—z—[(3—(hydroxypropyl)amino]-9—
-isopropylpurin byl synthetizovan obdobnym zpisobem.
Bezvodé DMF, ClCH,CH,Cl a CHpCl; byly skladovany nad
molekulovym sitem 4A.

Priklad 1

H—Arg(Pmc)—Gln(Trt)—Ile—Lys(Boc)—Ile—Trp—Phe—Gln(Trt)—
—Asn(Trt)—Arg(Pmc)—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)—
-Lys (Boc) -pryskyfice

Sekvence peptidu byla zahajena pri pouziti 0,5
mmol/g Fmoc-Lys (Boc)-[ (4~ |
—(hydroxymethyl)fenoxyacetyl)pryskyfice], ABI 401425,
bylo pridéno vidy 0,5 mmol/g nésledujici aminokyseliny.
Kone&na peptidylova pryskyrice byla ziskana pri vytéizku
100 & v mno¥stvi 1,37 g. Materidl byl promyt Et,0 a suSen
ve vakuu. Aby bylo moZno prokazat chemickou integritu
tohoto meziproduktu, byl rozstépen maly podil peptidylové
pryskyfice a zbaven ochrannych skupin, naceZ byl
analyzovan surovy produkt H—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile-Trp—Phe—
-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-OH, ¢istota produktu
byla vy3si nez 90 % pri analyze pomoci RP-HPLC, chemicka
indentita byla prokdzana pomoci DE MALDI-TOF MS a

quantitativni analyzou aminokyselin.

[H-Glu (OBu®) -Gly-bAla]4-Lys;-Lys-bAla-Arg (Pmc) -Gln(Trt) -
-Ile—Lys(Boc)—Ile—Trp—Phe—Gln(Trt)—Asn(Trt)—Arg(Pmc)—
—Arg(Pmc)-Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)—Lys(Boc)—pryskyfice
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137 mg, 25 mikromol svrchu ziskané peptidylové
pryskyfice bylo acylovano pri pouziti 47 mg, 0,15 mmol
Fmoc-betaAla-OH, 78 mg, 0,15 mmol PyBOP, 20 ng, 0,15 mmol
HOBt a 39 mikrolitrt, 0,225 mmol DIEA ve 2 ml DMF v
prib&hu 2 hodin. Pak byla odstranéna ochrannd skupina
Fmoc pusobenim 20% piperidinu v DMF po dobu 20 minut a
material byl dikladné promyt DMF. Pak byl produkt
prodlouZen postupné dvoji acylaci a odstranénim
ochrannych skupin pri pouziti Fmoc-Lys (Fmoc)-OH v
mno¥stvi 0,15 mmol v prvnim cyklu a 0,3 mmol Ve druhém
cyklu pfi pouzZiti obdobné vazby s naslednym odstranénim
ochranné skupiny. Pak byl fetézec znovu prodlouZen pfi
pouziti 0,6 mmol Fmoc-Gly-OH a 0,6 mmol Fmoc-Glu (OBu®) -OH
opé&t pri pouziti acylace s néslednym odstranénim ochranné
skupiny Fmoc. Z vysledného produktu byla odstranéna
vyslednd skupina Fmoc a produkt byl dikladné promyt
postupn& DMF, CH2Cl; a Etz0, nace? byl suSen ve vakuu. Aby
bylo moZno prokdzat chemickou integritu tohoto
meziproduktu, byl maly podil peptidylové pryskyfice
rozitépen a postranni retézec byl zbaven ochrannych
skupin, naceZ byl surovy produkt analyzovan, ¢imZ bylo
prokazano, Ze jeho Cistota je vy8%i neZ 89 % pri RP-HPLC,
dradientu 20 a% 25 % MeCN p#i dob& eluce 17,7 minut,
lambda = 200 aZ 300 nm. Vyslednym produktem je [H-Glu-
Gly—betaAla}4—Lysz—Lys—betaAla—Arg-Gln-Ile—Lys—Ile—Trp—
Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-OH, identita
tohoto produktu byla.prokézéna pomoci DE MALDI-TPEF MS3:

M + H]* = 3732, sumarni vzorec CiesHzeoNs30445 = 3731, 30.

{[4[N—(2,4—diamino—6—pteridinylmethyl)—N—
~methylamino]benzoyl]-Glu (OBu®) -Gly-betaAla},-Lys,-Lys-
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—bAla—Arg(Pmc)—Gln(Trt)—Ile—Lys(Boc)—Ile—Trp—Phe—
—Gln(Trt)-Asn(Trt)—Arg(Pmc)—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp—
—Lys(Boc)-Lys(Boc)—pryskyfice

76 mg, 25 mikromol svrchu ziskané peptidylove
pryskyfice se neché pres noc reagovat pfi teploté
mistnosti se 76 mg, 0,2 mmol hemihydrochloriddihydrétu
kyseliny {[4[N—(2,4—diamino—6—pteridinylmethyl)—N—
—methylamino]benzoové a 104 mg, 0,2 mmol PyBOP, 27 mg,
0,2 mmol HOBt a 70 mikrolitrt, 0,4 mmol DIEA ve 2 ml DMFE.
pProdukt se postupné promyva DMF, CH;Cly a Et,0, naceiZ se
sudi ve vakuu, ¢imZ se ziska 85 mg vysledné peptidylové

pryskyfice jako oranfové pevné latky.

{[4[N—(2,4—diamino—6—pteridinylmethyl)—N—
—methylamino]benzoyl]—Glu—Gly—betaAla}4—Lysz—Lys—bAla—
—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile-Trp—Phe—Gln—Asn-Arg—Arg—Met—Lys-Trp—

-Lys-Lys-OH
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Svrchu ziskany produkt se roz3té&pi a zbavi
ochrannych skupin pfi pouZziti 12 ml ¢inidla pro odstépeni
ochrannych skupin, reakéni doba je 1,5 hodin. Zbytek
pryskyfice se odfiltruje a na sintru se promyje malymi
podily &isté TFA. Filtrat se spoji s promyvaci kapalinou,
pfidd se 100 ml Etp0 a smés se zchladi. VysraZeny produkt
se oddéli odstfed&nim a etherovy supernatant se slije.
Produkt se jes3t& 3krat promyje Et0 podobnym zpusobem.
Vysledny surovy produkt se su3i ve vakuu, &imZ se ziska
61 mg oranZového prasku. Tento material se znovu rozpusti
ve 4 ml 0,1% vodného roztoku TFA a pak se roztok
zfiltruje. Vysledny roztok se ve dvou oddé&lenych podilech
nanese na preparativni sloupec RP-HPLC pfi pouziti
gradientu 17,5 aZ 27,5 % MeCN. Frakce s obsahem vysledné
1atky se odd&li, sleduji analytickou RP-HPLC a prisludné
frakce se spoji. Po odstfedéni ve vakuu se timto zpusobem
ziskd 13,5 mg vysledné latky. Identita byla potvrzena
pomoci analytické RP-HPLC pfi eluci 17,8 minut pri
gradientu 17,5 aZ 27,5 % MeCN, ¢istota produktu byla
200 az 300 nm. DE MALDI-TOF MS:

vy&5i nez 99 %, lambda

(M + H]" = 4962 sumdrni vzorec CpzsH321Ns104eS = 4960, 54.

Priklad 2

H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—
Lys-Trp-Lys-Lys-OH

411 mg, 75 mikromol H—Arg(Pmc)—Gln(Trt)—Ile—
—Lys(Boc)—Ile—Trp—Phe—Gln(Trt)—Asn(Trt)—Arg(Pmc)—
—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp-Lys(Boc)—Lys(Boc)—pryskyfice
podle p¥ikladu 1 se acyluje pfi pouziti 264 mg, 0,45 mmol
Fmoc-Cys (Trt)-OH, 234 mg, 0,45 mmol PYBOP, 61 mg, 0,45
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mmol HOBt a 0,12 ml, 0,675 mmol DIEA ve 3 ml DMF v
prab&hu 3 hodin. Vyslednd peptidylova pryskyfice se
promyje 3krat 25 ml DMF vidy 5 minut a pak se Vv prubehu
20 minut prida 20 % piperidinu v DMF. Po filtraci
reakéniho &inidla se takto ziskany produkt H-Cys (Trt)-
—Arg(Pmc)—Gln(Trt)—Ile—Lys(Boc)—Ile—Trp—Phe—Gln(Trt)—
—Asn(Trt)—Arg(PmC)-Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)-
—Lys(Boc)—pryskyfice se postupné promyje DME, CH,Cl, a
Et,0, naceZ se sudi ve vakuu. Pak se produkt v prabéhu 2
‘hodin od3tépi a zbavi ochrannych skupin. Zbytek
pryskyrice se odfiltruje a na sintru se promyje malym
mnostvim TFA. K filtratu, spojenému s promyvaci
kapalinou se pridad 100 ml Et,0 a smés se zchladi.
Vysréieny perukt se oddéli odstredénim a heterovy
supernatant se slije. Produkt se jedté& 3krat promyje Et20
podobnym zpusobem. 7iska se 238 mg surového produktu,
ktery se sudi ve vakuu. Podil 119 mg tohoto materiélu se
znovu rozpusti ve 2 ml 0,1% vodného roztoku TFA a roztok
se zfiltruje. Vysledny roztok se &isti preparativni RP-
HPLC pfi-pouiiti gradientu 17,5 a2 27,5 MeCN.‘Pfisluéné
frakce se oddéli a sleduji se analytickou RP-HPLC, nacei
se prisludné frakce spoji. Po odstfedé&ni ve vakuu se
ziska 60,9 mg Cisté vysledné latky. RAnalytickad RP-HPLC:
tg = 15,8 minut (17,5 az 27,5 % gradient MeCN, Gistota
vys3i neZz 99 %, lambda = 214 nm), DE MALDI-TOF MS:

M + H]® = 2351, sumdrni vzorec Cio7H173N35021S, = 2349,87.

N-{3- (melelmldo)benzoyl]doxorubLCLn

O OH o) OH
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5,9 mg, 10 mikromol doxorubicinhydrochloridu se
rozpusti v 1 ml vody a 0,5 ml DMF. Za michéni se pfida
0,5 ml 0,1 M vodného fosfatového pufru o pH 7,2. K
vysledné suspenzi ée pfida 12,9 mg, 40 mikromol
N-hydroxysukcinimidesteru kyseliny 3-maleimidobenzoové po
kapkdch v 1 ml DMF. Gervend zbarvend reak&ni smés se
postupné vy&efi a po pfibliZné 10 minutdch je moZno
pozorovat tvorbu sraZeniny. Pribé&h reakce se sleduje
analytickou RP-HPLC, po 2 hodindch je reakce doxorubicinu
Gplnd. Pak se smés zfedi 1,5 ml vody, zchladi se na 4 °C
a odstifedi. Supernatant se slije. V¢sledna usazenina se
znovu rozpusti v 1 ml dimethylformamidu a zredi se 2 ml
0,1% vodného roztoku TFA. Tento roztok se nanese na
pfedem naplnény sloupec v pevné fazi (500 mg LiChrolut
RP-18 Merck, sloupec je prfedem uveden do rovnovéainého
stavu v MeOH s 0,1% vodnym roztokem TFA). Sloupec se
promyva 4 ml 0,1% vodného roztoku TFA a pak se provadi
eluce smési MeCN a vody v poméru 6:4, voda obsahuje 0,1%
TFA, u?iji se 2 frakce promyvaci kapaliny, 2krat 4 ml.
pryni frakce obsahuje vyslednou latku a primo se pouzije

v nasledujicim stupni.

N—{3—[3—(H—Cys—Arg—Gln—Ile~Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—
_Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-

-OH)sukcinimido]benzoyl}doxorubicin
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svrchu ziskany roztok N-[3-
(maleimido)benzoyl]doxorubicinu se zrfedi 1 ml DMF a prida
se 50 mikrolitrl Et3N. Barva roztoku se zméni na tmave
hn&dou. Pak se prida H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe-
QGln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH v roztoku v 1 ml
DMF. Smés se michéa, v prabéhu michani se hnéda barva
sméni na svétle &ervenou. Reakce se sleduje analytickou
RP-HPLC. Po 1,5 hodin& je reakce
3—(maleimidobenzoyl)doxorubicinu ukon&ena. Roztok se
okyseli 0,5 ml kyseliny octove, zF¥edi se 3 ml vody a
nanese se na predem naplnény extrakéni sloupec Vv pevné
fazi, uzije se SOOfmg prostfedku LiChrolut RP—lBV(Merck).
Sloupec se promyje 6 ml 0,1% vodného roztoku TFA a pak se
vymyva 6 ml smési MeCN a vody s obsahem 0,1% TFA v pomeru
6:4. Eluat se sudi odstfed&nim ve vakuu. Zbytek se znovu
'rozpusti ve 2 ml 0,1% vodného roztoku TFA, zfiltruje a
&isti preparativni RP-HPLC pfi pouZiti gradientu 20 az 40
s MeCN. Frakce s obsahem vysledné latky se oddéli/
analyzuji se analytickou RP-HPLC a podle potfeby spoji.
Materidl se znovu odstfedi ve vakuu, &imZ se ziskd 1,2 mg
gisté vysledné latky. Analytickd RP-HPLC: tr = 15,6 a
15,8 minut (Easte&n& oddélené thiocetherové
diastereomery), gradient 0 ay 60 % MeCN, &istota vyS$si

ne? 95 %, lambda = 200 a? 300 nm, DE MALDI-TOF MS:

M + H]* = 3094, [M + 2H12* = 1548, sumdrni vzorec
C145Hpo7N37035S2 = 3092, 56.
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priklad 3

H—Cys—D—Lys—D-LYs—D—Trp—D—Lys—D—Met—D—Arg—D—Arg—D—Asn-D—
Gln—D—Phe—D—Trp—D;Ile—D—Lys—D—Ile—D—Gln—D—Arg—NHz

vychazi se z 0,64 mmol/g pryskyfice Rink Amide AM
(Novabiochem), c¢imz se ziské H—Cys(Trt)—b;Lys(Boc)—D—
Lys(Boc)—D—Trp—D—Lys(Boc)—D—Met—D—Arg(Pmc)—D—Arg(Pmc)—D—
Asn(Trt)—D—Gln(Trt)—D—Phe—D—Trp—D—Ile—D—Lys(BOC)—D—Ile—D—
Gln(Trt)—D—Arg(Pmc)—pryskyfice v kvantitativnim vytéZku.
Peptidylova pryskyfice se odStépi a zbavi ochrannych
skupin pf¥i pouziti 10 nl &inidla pro odsté&peni/g Vv
prab&hu 2 hodin a ziskany surovy peptid se izoluje-
sraZenim z Et20, odstfedénim se slitim supernatantu a
sufenim. Podil 100 ml tohoto materidlu se zndvu rozpusti
ve 2 ml 0,1% vodneho roztoku TFA roztok se zfiltruje.
vysledny roztok se &isti preparativni RP-HPLC pIi pouziti
gradientu 17,5 az 27,5 % MeCN, ¢imZ se PO odstredéni ve
vakuu ziskd 36,4 mg &istého vysledného produktu.
Analyticka RP-HPLC: tg = 16,3 minut (gradient 17,5 az
27,5 % MeCN, Cistota vy&31i nez 99 %, lambda = 214 nm). DE
MALDI-TOF MS: [M + H]" = 2350,1, sumarni vzorec
C107H174N3602052 = 2348,89.

N—{3-[3-(H—Cys—D—Lys—D—Lys—D—Trp—D—Lys—D—Met—D—Arg—D—Arg—
—D—Asn—D-Gln—D—Phe—D—Trp—D-Ile—D—Lys—D—Ile—D—Gln—D—Arg—

—NHZ)sukcinimido]benzoyl}doxorubicin

NN
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12,6 mg, 17 mikromol N—[3—(maleimido)benzoyl]—
doxorubicinu a 20 mg, 8,5 mikromol H-Cys-D-Lys-D-Lys-D-
-Trp-D-Lys- D -Met-D-Arg-D-Arg-D-Asn-D- -Gln-D-Phe-D-Trp-D-
—Ile—D—Lys—D—Ile -D- Gln D-Arg- NHg se rozpusti v 1 ml DMF a
100 mikrolitrech Eth. spmés se 2 hodiny michd a pak se
reakce zastavi pfidanim smési 0,5 ml AcOH a 0,5 ml vody a
vyslednd smés se zfiltruje. Filtrat se &isti preparatlvnl
RP-HPLC pri pouziti gradientu 20 az 40 % MeCN, &imZ se
ziska 6,3 mg produktu ve formé &ervené pevné latky.
Analyticka RP-HPLC: tgr = 16,3 minut, gradient 0 az 60 %
MeCN, &istota vy33i neZ 95 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]T =
3092,7, sumarni vzorec Ci1asH208N3503452 = 3091,57.

pf¥iklad 4

2’—(maleimidopropionoyl)paclitaxel

Smés 29,2 mikromol, 25 mg paclitaxelu, 0,120 mmol,
20,3 mg kyseliny 3-maleimidopropionové, 66 mikromol, 10,3
mikrolitri DIC a 1 ml pyridinu se micha 1 hodinu. Pak se
rozopoustédlo odpafi, odparek se rozpusti ve vodé a
roztok se extrahuje methylenchloridem. Organickéd faze se

promyje vodou a nasycenym roztokem chloridu sodného a pak
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se vysudi siranem hofe&natym, rozpoudtedlo se odpafi do
sucha, ¢imZ se ve vytéZku 76 % ziska 22,2 mg bezbarvé
pevnéAlétky, ktera se nechd pfekrystalovat ze smési
ethylacetdtu a hexanu, 2im? se ziskad &isty produkt.

i MR (300 MHz, CDCly), delta: 1,13, 1,22, 1,68, 1,91
(s, kazdy 3H, CHs), 2,23, 2,47 (s, kazdy 3H, Ac-CHi),
2,35 (m, 2H, H6), 2,78 (t, 4H, J = 5,40 Hz, CHz), 2,84,
(m, 2H, H14), 3,81 (m, 2H, CHp), 3,87 (m, 1H, H3), 4,26
(m, 2H, H20), 4,44 (dd, 1H, J= 10,87, 4,25 Hz, H7), 4,98
(4, 14, J = 7,69 Hz, H5), 5,47 (d, 1H, J = 3,45 Hz,
5,68 (d, 18, J = 7,09 Hz, H3"), 6,05 (dd, 1H, J = 9,28,
5,86 Hz, H2), 6,28 (s, 1H, H10), 6,18 (%, 1H, J = 8,77
4z, H13), 6,49 (s, 2H, CH=CH), 8,16 aZ 7,34 (m,
13c_NMR (75 MHz; CDCl;) delta: 10,01, 15,20, 21,22,
23,09, 27,18, 32,90, 33,71, 35,90, 43,54, 45,96, 52,86,
<3 g9, 72,18, 72,53, 74,86, 75,51, 76,02, 79,52, 81,42,
84,89, 126,94, 127,91, 128,74, 128,34, 129,14, 129,45,
129,59, '130,65, 132,39, 133,11, 133,85, 134,09, 134,46,
143,25, 167,45, 168,01, 168,10, 169,77, 170,29,
171,10, 171,69, 204,24.
2’—[sukcinimidopropionoyl—

—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys~Trp—Lys—Lys—OH)paclitaxel‘

H2"),

15H) Ph).
22,54,

(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—
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Roztok 10 mikromol, 10,05 mg

2’—(maleimidopropionoyl)paclitaxelu a 10 mikromol,
23,5 mg H—Cys—Arg-Gln—Ile-Lys—I1e—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg-
—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH v 1 ml DMF se smisi s 1,39
mikrolitrda, 10 mikromol Et;N. Reaklni smés seul_hqdinu 
miché, pak se z#edi 0,5 ml 0,1% vodného roitokuvTFA a

vznikly roztok se &isti preparativni RP-HPLC pfi pouZiti
gradientu 10 aZ 70 % MeCN. Timto zpisobem se Ve vytéziku
62 % ziska 20,5 mg produktu ve formé pezbarvé pevné
latky. Analytické RP-HPLC: tg = 17,4 minut pZi pouziti
gradientu 0 aZ 60 3 MeCN, &istota produktu je vy58i neiZ
97 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]® = 3355,9, sumArni vzorec
Ci161H220N3703852 = 3354,90.

Priklad 5

4(5)—karboxyfluorescein—betaAla—Arg—Gln—Ile-Lys—Ile—Trp—
—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—Gly—Cys—Gly—NHz

Peptidovéa sekvence byla vytvorena pfi pouziti
pryskyfice Rink Amide AM, bylo uzito 385 mg, 0,65 mmol/g
(Novabiochem) , &imZ bylo zisk&no v kvantitativnim vytéziku
1,50 g H—betaAla—Arg(Pmc)-Gln(Trt)—Ile—Lys(Boc)-Ile—Trp—
~Phe—Gln(Trt)—Asn(Trt)—Arg(Pmc)—Arg(Pmc)—Met-Lys(BoC)—
—Trp—Lys(Boc)—Lys(Boc)—Gly—Cys(Trt)—Gly—pryskyfiCe. Podil
450 mg, 75 mikromol této peptidylové pryskyfice byl
michan 18 hodin ve tmé& s roztokem 113 mg, 0,3 mmol 4(5)-
—karboxyfluoresceinu, 156 mg, 0,3 mmol PyBOP, 41 mg, 0,3
mmol HOBt a 78 mikrolitra, 0,45 mmol DIEA ve 4 ml DMF.
Pryskyfice byla izolovéana pomoci sintru a postupné
promyta DMEF, CH,Cl, a Et20. Po usudeni byla pryskytice
zpracovéna po dobu 1,5 hodiny pusobenim 5 ml &¢inidla pro

odstépeni za nepristupu svétla. Produkt byl izolovan
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vysraZenim Et20 a odstfedénim bylo ziskano 237 mg Zlutého
praSku. Podil 100 mg tohoto prasku byl ¢istén
preparativni RP-HPLC pfi pouZiti gradientu 22,5 az 32,5 %
MeCN, &imZz bylo ziskano 36,9 mg &isté stledné létky ve
form& %lutého filmu po izolaci odstfedénim ve vakuu.
Analyticka RP-HPLC: tg = 18,6 a 19,2 minut (oddelene 4- a
5 karboxyfluoresceinové geometricke isomery), gradient
22,5 az 32,3 s MeCN, cCistota vy53i neZ 99 &, lambda = 214
nm. DE MALDI- TOF MS: [M + H]T = 2892,2, M + Nal”®

2913,7, sumarnl vzorec Clng%N3¢hgsz-— 2892,4.

—[sukc1n1mldoproplonoyl (4 (5)—karboxyfluorescein—
-petaAla-Arg-Gln-Ile-Lys- Ile-Trp-Phe- -Gln-Asn-Arg-Arg-Met-
—Lys—Trp—Lys—Lys—Gly—Cys—Gly—NHz)]paclltaxel

F*M;{é:ﬁ (L\ﬁﬁtﬁ? {(»rj z g{{tw T

QAD‘L

'K roztoku 12,3 mikromol, 12,4 mg
2’—(maleimidopropionoyl)paclitaxelu a 4,3 mikromol, 12,5
mng betaAla—Arg-Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn~Arg—Arg—
—Met—Lys—Trp—Lys—Lys-Gly—Cys—Gly—NHz v 1 ml DME se prida
1,8 mikrolitra Et;N. Reakini smés se 1 hodinu miché, pak
se zredi 0,5 ml 0,1% vodného roztoku TFA, zfiltruje a
&isti pomoci RP-HPLC pfi pouZiti gradientu 10 az 70 %

MeCN, &imZ se ziska 3,2 mg Cisté vysledné latky jako >
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pezbarvd pevnad latka. Analytickd RP-HPLC: tr = 21,6
minut, gradient 0 a? 60 % MeCN, Cistota vy331 neZ 97 %.
DE MALDI-TOF MS: [M + H]® = 3397,35, sumdrni vzorec
C159H251N41046S2 = 3397,40.

priklad ©

H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys-Ile—Trp—Phe-Gln—Asn-Arg-Arg—Met—
—Lys—Trp—Lys-Lys—NHz

Vychazi se z 0,69 mmol/g pryskyfice Rink Amid AM a
postupné se sestavi H—Cys(Trt)—Arg(Pmc)—Gln(Trt)—Ile—
—Lys(Boc)-Ile—Trp—Phe—Gln(Trt)—Asn(Trt)—Arg(Pmc)—
—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)—Lys(Boc)-pryskyfice.
Po odstran&ni ochrannych skupin v pribé&hu 1,5 hodiny se
surovy peptid ziskd vysraZenim z Etz0 s naslednym
odstfedénim a slitim supernatantu, pak se produkt vysusi.
Podil celkem 472 mg se gisti preparativni RP-HPLC pfi
pouziti gradientu 16,5 aZ 26,5 % MeCN,.éimz se ziska
109,9 mg &istého produktu. Analytick& RP-HPLC: tg = 16,0
minut, gradient 17,5 az 27,5 % MeCN, Eistota vyssi ﬁei
99 §, lambda = 214 nm. DE MALDI-TOF MS: [M + H]' =

2349,3, sumdrni vzorec C107H174N36020S2 = 2348,89.

2’-[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—

' _Phe—GlQ:%Sn—Arg"Arg'Met‘Lys‘Trp‘LyS-Lys-NHﬂ]paclitaxel
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K roztoku 9 mikromol, 9 mg 2’—(maleimidopropionoyl)f

paclitaxelu a 9 mikromol, 20,9 mg H-Cys-Arg-Gln-Ile-Lys-
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—Ile-Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—NHz v
1 ml DMF se pridd 1,8 mikrolitra Et;N. Smé&s se 1 hodinu
mich&, pak se z¥edi 1,5 ml 0,1% vodného roztoku TFA,
roztok se zfiltruje a &isti preparativni RP-HPLC pfi
pouziti gradientu 10 a? 80 $ MeCN. Timto zplsobem se V€
vyt&Zku 53 % ziska 15,9 mg ¢isté vysledné latky Jjako
pezbarva pevna latka. Analytické RP-HPLC: tg = 18,5

o0

minut, gradient O a? 60 % MeCN, cCistota vy33i nez 97
DE MALDI-TOF MS: [M + H]® = 3353,6, sumdrni vzorec
C1e1H230N3803752 = 3353, 91.

Priklad 7
H—Cys—betaAla—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—NHz

Vychézi se z 0,69 mmol/g prySkyfice Ring Amide AM
(Novabiochem) a sestavi se H—Cys(Trt)—betaAla—Arg(Pmc)—
—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boé)—
—Lys(Boc)fpryskyfice. Po odstrandni ochrannych skupin v
prab&hu 1,3 hodiny se ziska vysrdZenim z Et20 surovy
peptid po odstfedé&ni, sliti supernatantu & vysudeni.
Podil celkem 246 mg se Cisti preparativni RP-HPLC pri
pouziti gradientu 6,5 az 16,5 % MeCN, &imz se ziska 106,4
mg ¢istého produktu. Rnalytickd RP-HPLC: tr = 15,8 minut,
gradient 6,5 az 16,5 MeCN, gistota vy33i nei 95 %, lambda
- 214 nm. DE MALDI-TOF MS: [M + H]" = 1205,4,. sumarni
vzorec CszHgaN200952 = 1205, 55.

2’—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—betaAla—Arg—Arg—Met—Lys—
-Trp—Lys—L§s-NH2)paclitaxel
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K roztoku 17 mikromol, 17,4 mg

2’—(maleimidoproinoyl)paclitaxelu a 15 mikromol, 18,1 mg
H—Cys—betaAla—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys-NHz v 1 ml DMF
se pridéa 2,0 mikrolitru EtsN. Smés se 1 hodinu miché, pak
se zfiltruje a ¢&isti preparativni RP-HPLC pri pouziti
gradientu 10 aZ 70 % MeCN. Timto zplsobem se ziskd 9,4 mg
produktu jako bezbarvad pevna latka. Rnalytickd RP-HPLC:
tg = 17,2 minut, gradient 0 a? 60 % MeCN, &istota vy33i
nes 97 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]* = 2211,7, sumarni
vzorec CigoeH14sN2202632 = 2210,57.

priklad 8

2’—methoxyacetyl-7—(maleimidopropionoyl)paclitaxel

Roztok 29 mikromol, 25 mg paclitaxelu, 0,176 mmol,
32,8 mg N—hydroxysukcinimidylesteru kyseliny
methoxyoctové a 0,176 mmol, 30,6 mikrolitrl DIEA v 1 ml
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methylenchloridu se vari 4 hodiny pod zpétnym chladicemn.
pPak se prida 1,6 mikrolitrt methanolu. Smés se jesdté 10
minut micha a pak se promyje 0,1 M vodnym roztokem HC1,
vodou, nasycenym roztokem chloridu sodného a pak se susi
siranem hofenatym. Rozpoustédlo se odpati ve vakuu, cimZ
se ve vyt&zku 91 % ziskd 24,8 mg
2’-(methoxyacetyl)paclitaxelu ve formé& pevné bilé latky.
30 mikromol tohoto materialu spolu s kyselinou 3-
-maleimidopripionovou, 4,1 mikrolitru, 90 mmol DIC a 20
mikromol, 2,6 mg DMAP se rozpusti ve 2,5 ml
methylenchloridu a smés se 40 minut micha. Pak se smes
promyje vodou vysu3i se siranem horednatym. Pak se
rozpoudtédlo odpafi ve vakuu, &imZz se ziskéa svétleliluté
pevna latka, kterid se rozpusti ve smési DMF a methanolu,
zfiltruje a ¢&isti preparativni RP-HPLC pri pouziti

ziské

o

gradientu 20 az 70 % MeCN, ¢imZ se ve vyté&zku 76
&isty produkt jako bezbarva pevnéd latka v mnozstvi 24,4
mg . Analyticka RP-HPLC: tg = 21,8 minut, gradient 10 az
70 % MeCN, cistota vy$31i nei 98 %.

1y_NMR (300 MHz, CDCls) delta: 1,15, 1,20, 1,79, 1,96 (s,
kazdy 3H, CHix4), 2,20, 2,45 (s, kaidy 2H, Ac-CH3x2),
2,34 (m, 2H, H6), 2,63 (m, 4H, H14, CHa), 3,40 (s, 3H,
OCHs), 3,73-3,94 (m, 3H, CHz, H3), 4,16-4,21 (m, 2H,
20y, 4,97 (d, 1H, J = 8,06 Hz, HS), 5,54-5,69 (m, 3H,
H7, H2, H3'), 5,98 (m, 1H, H2’), 6,22 (s, 1lH, H10), 6,24
(m, 1H, H13), 6,68 (s, 2H, CH=CH), 7,12-8,13 (m, 15H,
Ph) .

2’—methoxyacetyl—7—[sukcinimidiopropionoyl—(H—Cys—Arg-
—Gln—Ile-Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn-Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys-
—Lys—OH)]paclitaxel
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K roztoku 11 mikromol, 12;3 mg 2’—methoxya¢etyl—7—

—(maleimidopropionoyl)paclitaxelu a 11 mikromol, 26,8 mg

H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn-Arg—Arg—Met—

—Lys—Trp—Lys—Lys—OH v 1 ml DMF se prida 1,58 mikrolitrl,

11 mikromol
0,5 ml 0,1%
RP-HPLC pfi

zpusobem sée

EtsN. Sm&s se 2 hodiny micha, pak se zredi
vodného roztoku TFA a gisti se preparativni
pouziti gradientu 10 az 70 % MeCN. Timto

ve vyt&Zku 40 % ,iska 15,5 mg cistého.

produktu jako pezbarva pevnd latka. Analytické RP-HPLC:

tg = 15,1 minut (gradient 10 az 70 $ MeCN, Cistota vy3si

ne? 97 %).

DE MALDI-TOF MS: .[M + H]T = 3425,99, sumarni

vzorec C164H233N37O4052 = 3424, %¢.

7—[sukcinimidopropionoyl-(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—

—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH)]paclitaxel
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e
K 35 mikromol, 11 9 mg ‘27 -methoxyacetyl-7-

—[sukcinimidioproplonoyl—(H—Cys-Arg—Gln Ile-Lys-Ile-Trp-
—Phe—Gln-Asn—Arg—Arg-Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH)]paclitaxelu
v 1 ml methanolu‘se prida 0,21 mikrolitrh methanolaminu.
gm&s se 1 hodinu mlcha, zfedi se 0,5 ml 0,1% vodného
roztoku TFA, roztok se zflltruje a ¢isti preparatlvnl RP-
HPLC pfi pouZiti gradientu 10 azZ 70 % MeCN. Timto
zpUusobem se Ve vyt&Zzku 48 % ziskd 5,6 mg Cistého produktu
jako bezbarva pevna létka.‘Analytické RP-HPLC: tgr = 14,3
inut, gradient 10 az 70 % MeCN, &istota vy38i neZ 37 3.
DE MALDI-TOF MS: [M + H]" = 3355,7, sumarni vzorec
Cie1HazoN37038S2 = 3354,90.

p¥iklad 9

2’—(p—methoxytrityl)paclitaxel

Roztok 0,632 mmol, 540 mg paclitaxelu a 10 molarnich
ekvivalenti p-methoxytritylchloridu v 10 ml
methylenchloridu se smisi pod dusikem s 1,3 ml pyridinu.

smés se 22 hodin micha a pak se rozpoustédlo odpati ve
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vakuu. Odparek se znovu rozpusti v ethylacetéatu, promyje
se vodou a nasycenym roztokem chloridu sodného, naleZ se
ivysuéi siranem hofenatym. Rozpoustédlo se odpari, &imz
se ziska svétle Zluta pevné latka, kterd se &isti rychlou
chromatografii pfi pouziti smési EtOAc/PE v pomé&ru 8:9,
2imZ se v kvantitativnim vyt&Zku ziska &isty produkt. Po
pfekrystalovéni e smési ethylacetatu a methylenchloridu
se ziska svétle 31luta krystalicka latka.
14_NMR (300 MHz, CDCly) delta: 1,08, 1,15, 1,31, 1,65 (s,
kazdy 3H, CHax4), 1,90 (m, 1H, H6), 2,25, 2,29 (s, kazdy
3H, Ac-CH3x2), 2,55 (m, 1H, H6), 2,54 (m, 2H, H14), 3,75
(s, 3H, OCHs), 3,66 (m, 1H, H3), 4,20 (m, 2H, H20), 4,40
m, 1H, HT), 4,62 (m, 1H, H2'), 4,94 (d, 1H J = 8,06 Hz,
ys), 5,61 (m, 1H, H2), 5,70 (m, 2H, H13, H3"), 6,19 (s,
14, H10), 6,72-8,08 (m, 29H, Ph).

2’—(p—methoxytrityl)-7—(maleimidoprgpionoyl)paclitaxel

35 mikromol, 38,4 mg 2’—(p—methoxytrityl)paclitaxelu'
a 125 mikrolitrl pyridinu se rozpusti ve 2 ml
methylenchloridu. Pak se pridad roztok 1,48 mmol, 250,5 mg
kyseliny 3-maleimidopropionové, 0,80 mmol, 101,5 mg DIC a
10 mg DMAP ve 2 ml methylenchloridu a sm&s se 1 hodinu
micha. Rozpoustédlo se odpari a oparek se d&li mezi vodu
a methylenchlorid. Organické vrstva se promyje vodou a

nasycenym roztokem chloridu sodného a vysudi se siranem
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hofednatym. Rozpoustédlo se odpafi a odparek se gisti
chromatografii na tenké vrstvé za soulasného odstfedéni
(Chromatrotron) pfi pouziti smési EtOAc/PE 5:4. PO
prekrystalovanl ze smési ethylacetatu a methylenchloridu
se ve vytézku 49 % ziskd 22 mg produktu ve formé& bezbarvé
pevné léatky.

ly-NMR (300 MHz, CDCls) delta: 1,18, 1,12, 1,76, 1,96 (s,
kazdy 3H, Chsx4), 2,17, 2,26 (s, kazdy 3H, Ac-CHs3x2),
2,10, 2,34 (m, 2H, HE), 2,62 (m, 4H, H14, CHp-Mim), 3,75
(s, 3H, OCHs), 3,73-3,79 (m, 3H, CHp-Mim, H3), 4,06 (m,
2H, H20), 4,61 (4, 1H, J = 3,47 Hz, H2"), 4,76 (d, 1H, J
_ 9,52 Hz, HS), 5,53 (m, 1H, HT), 5,60 (d, 18, J = 6,98
4z, H3’), 5,71 (m, 1H, H2), 6,14 (s, 1H, H10), 6,60 (m,
3H, H13, CH=CH), 6,75-7,79 (m, 29H, Ph).

7—(maleimidopropionoyl)paclitaxel

Roztok 17 mikromol, 22 mg 2’—(p—methoxytrityl)— -
—(maleimidopropionoyl)paclitaxelu, 1,72 mmol, 186,4 mg
anisolu a 0,172 mmol, 16,3 mg kyseliny chloroctové v 10
ml methylenchloridu se micha 5 hodiny. Pak se reakéni

smé&s promyje 1% vodnym roztokem uhli&itanu sodného,
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vodou, nasycenym roztokem chloridu sodného a pak se
vysusi siranem hofe&natym. Rozpoudt&dlo se odpafi do
sucha a odparek se C&isti chromatografii na tenké vrstvé
,a soudasného odst¥edéni (Chromatotron®) pfi pouziti
EtOAc/PE 1:1, &imZ se ziska 24 mg &istého produktu jako
bild pevna 1atka, kterd se nechd prekrystalovat ze smési
ethylacetéatu a methylenchloridu. |
g-NMR (300 MHz, CDCl;) delta: 1,15, 1,18, 1,20, 1,76,
2.04 (s, ka?dy 3H, CHsx4), 2,18, 2,37 (s, kazdy 3H, Ac-
CH3x2), 2,34 (m, 2H, H6), 2,64 (m, 4H, H14, CHp), 3,78~
3,91 (m, 3H, CHz, H3), 4,12 (m, 2H, H20), 4,71 (d, 1H, J.
_ 3,25 Hz, H2’), 4,94 (d, 1H, J = 8,17 Hz, HS), 5,54 (dd,
1H, J = 10,46, 7,21 Hz, HT), 5,66 (d, 14, J = 6,88 Hz,
H3’), 5,80 (dd, 1H, J = 8,92, 2,42 Hz, H2), 6,15 (m, 1H,
H13), 6,18 (s, 1H, H10), 6,68 (s, 2H, CH=CH), 7,10-8,12
(m, 15H, Ph). o

7—[sukcinimidiopropionoyl—(Hnys—Arg—Gln—Ile-Lys4Ile—Trp—
—Phe-Gln-Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH)]paclitaxel
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K roztoku 4,8 mikromol, 4,8 mg 7-(maleimido-
propionoyl)paclitaxelu a 4,8 mikromol, 11,2 mg H-Cys-Arg-
—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn-Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—
~-Lys-OH v 1 ml DMEF se pfidé70,67 mikrolitra Et3N. Smés se
micha 30 minut, pak se zfiltruje a gisti preparativni RP-

HPLC pfi pouziti gradientu 10 aZz 70 % MeCN, ¢imZz se ve

S




[

«f

39

yyt&iku 54 % ziské 8,6 mg &istého produktu jako bezbarva
pevna latka. Analytickd RP-HPLC: tp = 14,3 minut,
gradient 10 aZ 70 % MeCN, cistota vy&s8i ne# 97 %. DE
MALDI-TOF MS: [M + H]® = 3355,0, sumérni vzorec
Cye1HagoN3703S2 = 3354, 90.

priklad 10

4—(maleimidopropionoyl)podofyllotoxin
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Roztok 60 mikromol, 25,6 mg podofyllotoxinu, 0,31
mmol, 52,4 mg kyseliny 3-maleimidopropionové, 0,17 mmol,
21,5 mg DIC a 80 mikromol, 10 mg DMAP ve 2 ml
methylenchloridu se 1 hodinu micha. Pak se rozpou$tédlo
odpafi ve vakuu a odparek se znovu rozpusti v 1 ml smési
DMF a methanolu a cCisti se preparativni RP-HPLC pIi
pouziti gradientu 20 az 70 % MeCN, &¢imZ se ziskd 7,3 mg
&istého produktu jako bezbarvad pevna latka. Analyticka
RP-HPLC: tg = 20,1 minut, gradient 0 az 60 % MeCN,
Sistota vys3i neZ 95 %.
1y-NMR (300 MHz, CDCls) delta: 2,66-2,71 (%, J = 6,3 Hz,
2H, CHp), 2,82-2,84 (m, 2H, H2 a H3), 3,69 (s, 6H,
OCH;x2), 3,75 (s, 3H, OCHs;), 3,83 (t, J = 6,3 Hz, 2H,
CHp), 4,12 (t, J = 9,92 Hz, 1lH, H11l), 4,31 (m, 1H, H11l),
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4,53 (d, J = 11,4 Hz, 1H, H1), 5,80 (d, J§ = 8,7 Hz, 1H,
H4), 5,92 (dd, J = 5,49, 1,17 Hz, 2H, OCH,0), 6,32 (s,
2H, H2'6’), 6,47 (s, 1H, H8), 6,66 (s, 2H, CH=CH), 6,74
(s, 1lH, HS5). |

4—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ilé—Lys—Ile—Trp—
—Phe—Gln-Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys-
—OH)]podofyllotoxin
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K roztoku 8 mikromol, 5 mg 4—(maleimidopropionoyl)—
podofyllotoxinu a 7,7 mikromol, 18 mg H-Cys-Arg-Gln-Ile-
—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg ~-Met-Lys-Trp-Lys-Lys~ -OH v
1 ml DMF se prida 1,06 mikrolitru, 11,4 mikromol EL3N.
sm&s se 30 minut miché, pak se zfedi 0,5 ml 0,1% vodného
roztoku TFA, zfiltruje a gisti preparativni RP-HPLC pZi
pouziti gradientu 10 ay 60 % MeCN, &imZ se ve vytéZku

35 % ziska &isty produkt jako 7, 8 mg bezbarve pevné

X

l4tky. Analyticka RP-HPLC: tg = 12,8 minut, gradient 0 az
60 % MeCN, &istota vy33i nez 97 s . DE MALDI-TOF MS: M +
H]+ = 2915, 34, sumarni vzorec C136H200N3603252 = 2915, 40.

pPfiklad 11
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Biotinamidokaproyl—betaAla-Arg—Gln—Ile-Lys—Ile-Trp-
-Phe-Gln-Asn-Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—Gly—Cys—Gly—NHz

450 mg, 75 mikromol H—betaAla—Arg(Pmc)-Gln(Trt)—Ile—
—Lys(Bbc)—Ile-Trp—Phe—Gln(Trt)-Asn(Trt)-Arg(Pmc)— '
—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)—Lys(Boc)—Gly—
-Cys(Trt)—Gly—pryskyfice se micha spolu s roztokem 136
mg, 0,3 mmol N—hydroxysukcinimidylesteru kyseliny
biotinamidokapronové, 41 mg, 0,3 mmol HOBt a 105
mikrolitrd, 0,6 mmol DIEA ve 3 ml DMF celkem 18 hodin.
Peptidylova pryskyfice se oddé&li pomoci sintru a postupné
se promyje DMF, CH,Cl, a Et,0. Po usudeni ve vakuu se na
pryskyfici 1,5 hodiny ptusobi 5 ml &inidla pro odstépeni.
Biotinylovany peptid se izoluje sraZenim EL20 a
odstfedénim, &imZ se ziska 244 mg produktu. Podil 120 mg
tohoto produktu se gisti preparativni RP-HPLC pfi pouZiti
gradientu 20 aZ 30 % MeCN, &im? se ziska 63,8 mg produktu
jako pezbarvd pevna latka. Analytické RP-HPLC: tgr = 16,7 |
minut, gradient 20 a? 30 % MeCN, cistota vy331i nez 99 %,
lambda = 214 nm. DE MALDI-TOF MS: [M + H]® = 2874,3, [2M
+ H]* = 5738,7, [M + 2H]*" = 1437,8, sumdrni vzorec
Ci30Hz10Ng2026S2 = 2873,52.

4—[sukcinimidopropionoyl—(biotinamidokaproyl—betaAla—Arg—
—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—
—Lys—Gly—Cys—Gly—NHz)]podofyllotoxin
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K roztoku 7 mikromol, 4 mg 4—(maleimidopropionoyl)—

podofyllotoxinu a 7 mikromol, 27,7 mg biotinamidokaproyl-
-betaAla-Arg- Gln Tle-Lys- Ile -Trp-Phe- Gln—Asn Arg-Arg-Met-
—Lys Trp-Lys-Lys-Gly-Cys-Gly-NHz v 0,5 ml DMF se prida 10
mikrolitrd EtsN. Smé&s se 1 hodinu micha, pak se zfedi 0,5
ml 0,1% vodného roztoku TFA, roztok se zfiltruje gisti
prepafativni RP-HPLC pfi pouZiti gradientu 10 az 70 %

MeCN. Timto zptisobem se ziskd 2,2 mg tistého produktu
jako bezbarvad pevna latka. Analytickd RP-HPLC: tr = 17,2
MeCN,

3438, 9,

minut, gradient 0 aZz 60 % Gistota vys3i nez 97 %.

DE MALDI-TOF MS: [M + H]F = sumdrni vzorec

C159H237N43037S2 = 3439,05.
Priklad 12
4—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg-Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—

—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—
~-NH,) ]podofyllotoxin

o \H 0 H i Mo i oM 6 Ya i 0 i 8 z\
o jr j:j M - ‘W\ H
HNZ TNM, HNZ Ny HN N




43 o e

K roztoku 20 mikromol, 12, 2 mg 4-(maleimido-
proplonoyl)podofyllotox1nu a 15 mikromol, 34,7 mg H-Cys-—
-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp- Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys- Trp-
~Lys-Lys-NH, v 1,5 ml DMF se pfida 5 mikrolitr EtsN.

smés se 40 minut mich& a pak se &isti preparativni RP-
HPLC p¥i pouziti gradientu 0 aZ 60 % MéCN, gimZ se ve
vytéiku 69 % ziska 30,1 mg &istého produktu jako bezbarva
pevnéa léatka. Analytickd RP-HPLC: tgr = 15,8 minut,
gradlent 0 az 50 % MeCN, Cistota vy$3i nez 98 %. DE

MALDI-TOF MS: [M + H]* = 2914,4, sumdrni vzorec

C136H201N3703182 = 2914,41.
priklad 13

H—Cys-D—Arg—D—Gln—D—Ile—D—Lys-D-Ile—D—Trp—D—Phe—D—Gln—D—'
—Asn—D—Arg—D—Arg—D—Nle—D—Lys—D-Trp—D—Lys—D—Lys—NHz

Vychézi se z 0,69 mmol/g pryskyfice Rink Amide AM
(Novabiochem), &imZ se sestavi H—Cys(Trt)—D—Arg(Pmc)—D—
Gln(Trt)—D—Ile—D—Lys(Boc)—D—Ile—D—Trp—D—Phe—D—Gln(Trt)— -
Asn(Trt)—D—Arg(Pmc)-D—Arg(Pmc)—D—Nle—D—Lys(Boc)—D—Trp—D—
Lys(Boc)—D~Lys(Boc)—pryskyfice. Po odstranéni ochrannych
skupin v prubéhu 1,5 hodiny, se ziska surovy peptid
vysraZenim z Etz0 odstfedénim, slitim supernatantu a
usudenim. Podily s celkovou hmotnosti 246 se &istil

preparatlvnl RP-HPLC p#i pouziti gradientu 17,5 az 27,5

MeCN, &im? se ziskd 45,9 mg &istého produktu. Analyticka

- RP-HPLC: tg = 16,9 minut, gradient 17,5 az 27,5 % MeCN,

gistota vy$3i neZ 99 %, lambda = 214 nm. DE MALDI- -TOF MS:

M + H]+ = 2330,3, sumdrni vzorec C108H176N360205 = 2330,85.
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4—[sukcinimidoproionoyl—(H—Cys—D—Arg—D—Gln—D—Ile—D—Lys—D-
—Ile—D—Trp—D—Phe—D—Gln—D—Asn-D-Arg—D—Arg—D—Nle-D—Lys—D-
—Trp—D—Lys—D—Lys—NHz)]podofyllotoxin

m’LNHz FaN N

K roztoku 11 mikromol, 6,2 mg 4-(maleimido-
propionoyl)podofyllotoxinu a 7 mikromol, 17 mg H-Cys-D-
—Arg—D—Gln—D—Ile—D—Lys—D-Ile—D—Trp—D—Phe—D—Gln—D—Asn—D—
—Arg—D—Arg—D—Nle—D—Lys—D—Trp—D—Lys—D—Lys—NHz v 1 ml DMF
se prida 1,4 mikrolitru EtsN. Smés se 30 minut miché&, pak
se zfiltruje a &istil preparativni RP-HPLC pri pouziti
gradientu 0 aZ 60 % MeCN, &imz se ve vyt&Zku 52 % ziské
10,5 mg &istého produktu jako bezbarva pevna latka.
Analytickd RP-HPLC: tgr = 15,8 minut, gradient 0 aZ 60 %
MeCN, &istota vy33i neZz 98 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]™ =
2895,66, sumdrni vzorec C137H203N37031S2 = 2896,37.

Priklad 14

4—[sukcinimidopropionoyl~(H-Cys—betaAla-Arg—Arg—Met-Lys—
—Trp-Lys—Lys—NHz)]podofyllotoxin
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K roztoku 17,7 mikromol, 10 mg 4~ (maleimido-
propionoyl)podofyllotoxinu a 25 mikromol, 30,4 mg H-Cys-
-betaAla-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-NHz v 1,5 ml DMF se
pridéd 3,5 mikrolitru Et3;N. Smé&s se 40 minut micha, pak se
zfiltruje a &isti preparativni RP-HPLC pri pouziti |

gradientu 0 aZ 60 % MeCN. Timto zplsobem se ve vytézku

57 % ziska 17,8 mg &istého produktu jako bezbarva pevna

latka. Analytickd RP-HPLC: tg = 14,8 minut, gradient 0 az
60 % MeCN, &istota vy35i neZz 98 %. DE MALDI-TOF MS: [M +
H]* = 1772,3, sumarni vzorec CsiHiigN2102052 = 1771,07.

priklad 15
H—Cys—betaAla-D—Arg—D—Arg—D—Met—Lys—D—Trp—D—Lys—D—Lys—NHz

Vychazi se z 0,69 mmol/g pryskyfice Rink Amide AM
(Novabiochem) a sestavi se H—Cys—(Trt)—betaAla—D—
—Arg(Pmc)—D—Arg(PmC)—D—Met-D—Lys(Boc)—D—Trp—D—Lys(Boc)—D—
-Lys (Boc) -pryskyfice. Po odstranéni ochrannych skupin v
pribé&hu 1,5 hodiny se ziska surovy peptid vysraZenim z
Et,0, odstfedénim, slitim supernatantu a vysu$enim.
Podily s celkovou hmotnosti 237 mg se &isti preparativni
RP-HPLC pfri pouZiti gradientu 8 az 18 % MeCN, &imZ se
ziska 66 mg ¢istého produktu. Analytickd RP-HPLC: tgr =

12,9 minut, gradient 9 a? 19 % MeCN, Cistota vy3si neZ
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99 %, lambda = 214 nm. DE MALDI-TOF MS: [M + H]T =

1207,2, sumédrni vzorec CsyHoaN2q09S, = 1205,55.

4—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—betaAla—D—Arg—D—Arg—D—
—Met—Lys—D—Trp—D—Lys—D—Lys-NHz)]podofyllotoxin
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K roztoku 18,9 mikromol, 10,7 mg 4- (maleimido-
propionoyl)podofyllotoxinu a 28 mikromol, 33,8 mg H-Cys-
—betaAla—D—Arg—D—Arg—D—Met—Lys—D—Trp—D—Lys—D—Lys—NHzv |
1,5 ml DMF se prida 1,5 mikrolitrd Et3N. Smeés se 40 minut
micha, pak se zfiltruje a Cisti preparativni RP-HPLC p¥i

MeCN. Timto zplusobem se Ve

o

pouziti gradientu 0 az 60
vytdzku 21 % ziska 6,9 mg cistého produktu jako bezbarva
pevna latka. Analytickd RP-HPLC: tr = 14,8 minut,
gradient 0 as 60 % MeCN, cCistota vy33i nez 98 %. DE
MALDI-TOF MS: [M + H]* = 1771,5, sumdrni vzorec
Ca1H119N2102082 = 1771,07.

priklad 16

4’—(maleimidopropionoyl)epipodofyllotoxin
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Roztok 12 mmol, 5 mg 4’—demethylepipodofyllotoxinu,
50 mikromol, 12,2 mg kyseliny 3-maleimidopropionové a 28
mikromol, 3,47 mg DIC v 1 ml pyridinu se 30 minut michéa.
Pak Se pfida 0,5 ml methanolu a smés se gisti
preparativni RP-HPLC pri pouziti gradientu 0 az 60 %
MeCN, &imi se ve vytéZku 62 % ziska 4,2 mg &istého
produktu jako pezbarva pevnéd latka. Analytickéd RP-HPLC:
tg = 17,6 minut, gradient 0 aZ 60 % MeCN, Cistota vyssi
nes 95 %. | )
1y_NMR (300 MHz, CDCls), delta: 2,84 (m, 1H, H2), 2,99
(t, J = 7,44 HzZ, 2H, CHp-Mim), 3,32 (dd, J = 14,04, 5,07
Hz, 1H, H2), 3,69 (s, 6H, OCHsx2), 3,95 (t, J = 7,44 Hz,
2H, CHp-Mim), 4,39 (dd, J = 8,13, 4,28 Hz, 2H, H11), 4,66
(d, J = 5,00 Hz), 1H H1), 4,89 (d, J = 3,32 Hz, 1H, H4),
6,01 (d, J = 6,42 Hz, 2H, OCE0), 6,32 (s, 2H, H2'6"),
6,57 (s, 1H, H8), 6,74, (s, 2H, CH=CH), 6,90 (s, 1H, H5).
13c_NMR (75 MHz, CDCly) delta: 28,64, 31,02, 32,55, 37,33,
39,53, 42,99, 55,15, 65,78, 66,56, 100,65, 106,54,
107,97, 109,65, 130,68, 130,92, 133,21, 136,96, 146,62,
147,61, 150,39, 167,36, 169,30, 173,89.

4’—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile-Trp—
—phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys— '
—OH)]epipodofyllotoxin
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K roztoku 2,3 mikromol, 1,3 mg 4’ - (maleimidopro-
pionoyl)epipodofyllotoxinu a 2,3 mikromol, 5,4 mg H-Cys-
—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln-Asn—Arg-Arg~Met—Lys—Trp—
¥Lys—Lys—OH v 0,5 ml DMF se prida 0,21 mikrolitrl, 2,3
mikromol EtsN. Sm&s se micha 40 minut a pak se zfedi 1 ml
0,1% vodného roztoku TFA, roztok se zfiltruje a ¢isti
preparativni RP-HPLC pri pouiiti gradientu 0 az 60 %
MeCN, &imZ se ve vytézku 48 % ziskad &isty produkt jako
3,2 mg pezbarvé pevné létky.'Analytické RP-HPLC: tgr =
14,6 minut, gradient 0 az 60 % MeCN, Cistota vy33i nezZ
98 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]" = 2902,2, sumarni vzorec
C135H198N3603282 = 2901, 37.

priklad 17
4’—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys-Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—

—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—NHz)]epi-
podofyllotoxin
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K roztoku 7 mikromol, 4 mg 4’—(maleimidopropionoyl)—
épipodofyllotoxinﬁ a 6 mikromol, 15 mg'HeCys—Arg-Gln—Ile—
-Lys-Ile-Trp- Phe-Gln-Asn- Arg-Arg- Met-Lys-Trp-Lys-Lys-NHz
v 0,5 ml DME se pridéa 1 mikrolitr Et3;N. Smés se micha 40
minut a pak se éisti'preparativni RP-HPLC, &imZ se ve
vytéZku 81 % ziskd ¢&isty produkt jakd 14,1 mg bezbarvé
pevné latky. Analytick& RP-HPLC: tg = 19,7 minut,

gradient O a3 60 % MeCN, &istota vy3si ne? 98 %. DE
MALDI-TOF MS: [M + H]® = 2900,4, sumarni vzorec
C135H199N3703152 = 2900, 39.

priklad 18
4’—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—betaAla—Arg—Arg—Met-Lys-

—Trp—Lys—Lys—NHz)}epipodofyllotoxin

QH
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K roztoku 14 mikromol, 7,9 mg 4’ - (maleimido-

" propionoyl)epipodofyllotoxinu a 26 mikromol, 31,5 mg H-

—Cys—betaAla—Arg—Arg-MetQLys—Trp—Lys—Lys—NHz v 1 ml DMF

se prida 1,2 mikrolitru Et;N. Sm&s se 40 minut micha a

pak se gisti preparativni RP-HPLC pfi pouZiti gradientu 0

a3 60 & MeCN, ¢imZ se ve vytézku 63 & ziska 15,8 mg
&istého produktu jako bezbarva pevna latka. Aﬁalytické
RP-HPLC: tg = 13,3 minut, gradient 0 aZ 60 % MeCN,
cistota vyssi neZz 98 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]+ =

1757, 2, sumdrni wvzorec CgoH117N2102052 = 1757,05.
priklad 19

4’—(chloracetyl)epipodofyllotoxin
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K michanému roztoku 0,50 mmol, 200 mg 4’ -demethyl-
epipodofyllotoxinu a 40 mikrolitrt pyridinu ve 2 ml
methylenchloridu se pfi teplot& 0 °C po kapkéch prida
0,50 mmol,56,5 mg chloracetylchloridu. Podle analyticke
RP-HPLC se pribliZné& 60 % vychoziho 4’ -demethylepipodo-
fyllotoxinu spotfebuje v pribéhu 1 hodiny michani pfi
teploté 0 °C. Reakéni smés se vlije do smé&si vody a ledu
a vyslednad smés se extrahuje methylenchloridem. Organicka

vrstva se promyje vodou a nasycenym vodnym roztokem
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chloridu sodného, nadeZ se susi siranem hofe&natym.
Rozpoudté&dlo se odpari ve vakuu a odparek se &isti
rychlou chromatrografii pfi pouZiti smési EtOAc/PE v
pom&ru 5:4 aZ 3:2. Timto zpﬁsobem se ve vyt&Zku 34 %
2iska 81,5 mg &istého produktu po pfekrystalovani ze
smési EtOAc/PE jako bezbarva pevna létka.

lu_ MR (300 MHz, CDCls delta: 2,78 (m, 1H, H3), 3,25 (dd,
J = 14,12, 5,07 Hz, 1H, H2), 3,68 (s, 6H, OCH3x2); 4,30
(m, 2H, H11l), 4,35 (s, 2H, CH2Cl), 4,57 (d, J = 5,12 Hz,
1H, H1), 4,83 (d, J = 3,37 Hz, H4), 5,96 (d, J = 4,10 Hz,
2H, OCH,0), 6,32 (s, 2H,H2'6"), 6,50 (s, 1H, H8), 6,87

(s, 1H, HS5).

4’—chloracetyl—4—(maleimidopropionoyl)epipodofyllotoxin

Roztok 0;17 mmol, 81,5 mg 4’—(chloracetyl)epipodo-
fyllotoxinu, 0,68 mmol, 115,6 mg kyseliny 3-maleimido-
propionové, 0,376 mmol, 47,5 mg DIC, 73 mikromol, 2 mg
DMAP a 20 mikrolitrl pyridinu ve 2 ml methylenchloridu se
1 hodinu micha. Pak se rozpoudtedlo odpaf¥i do sucha a
vyslednd svétle 7lutd pevna latka se znovu rozpusti v 1
ml DMF a roztok se &isti preparativni RP-HPLC pri pouziti
gradientu 30 az 70 % MeCN, &ims se ve vytdiku 51 % ziska

54,3 mg bezbarve pevné latky. Analytickd RP-HPLC: tg =
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22,0 minut, gradient O a¥> 60 % MeCN, Cistota vy$3i nez
97 %. TH-NMR (300 MHz, cpcls) delta: 2,71 (t, 2H, J =
6,80 Hz, CHp-Mim), 2,98 (m, 1H, H3), 3,25 (dd, J = 14,20,
5,13 Hz, 1H, H2), 3,69 (s, 6H, OCHsx2), 3,87 (t, J = 6,83
Hz, 2H, CHp-Mim), 3,88 (m, 1H, H11), 4,33 (s, 2H, CH,Cl),
4,35 (m, 1H, H11), 4,70 (d, J = 5,10 Hz, 14, H1), 6,01
(d, J = 4,23 Hz, 2H, OCH0), 6,13 (d, J _ 3,50 Hz, 1H,
H4), 6,31 (s, 2H, H276’), 6,56 (s, 1H, gg), 6,71 (s, 2H,
6,92 (s, 1H, H5). '

CH=CH) ,
4’~chloroacetyl—4—[sukcinimidopropionoYl—(H—Cys—Arg—Gln—
—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met-Lys—Trp—Lys—Lys—

—OH)lepipodofyllotoxin

o o QY — -
= NH, NM Nty
|/ /9 HNH° o 05/ @"“
o N~}~/\( A R A, ﬁ\)kN KL g\ji :\ji—
ACE PSR PSRNV RS R AC RN RS
NM
QW’ W Ny A o )

HNZ N,

K roztoku 6,8 mikromol, 43 mg 4’ -chloracetyl-4-

—(maleimidopropionoyl)epipodofyllotoxinu a 10 mikromol,
25,4 mg H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—
—Arnget—Lys~Trp—Lys—Lys-OH v 1,5 ml DMF se pfida 2,5

mikrolitrd EtsN. Smé&s se 30 minut mich& a pak se Zisti
preparativni RP-HPLC pri pouziti gradientu 10 az 70 %
MeCN, &imZz se ve vyté&Zku 67 s ziskd 22 mg &isteho
produktu jako bezbarva pevna latka. Analytické RP-HPLC:

tg = 16,7 minut, gradient 0 az 60 % MeCN, c&istota vy$si



53

ne 99 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]* = 2978, 3, sumarni

vzorecC C137H199C1N3503352 = 2977,85.

4’—demethyl—4—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile-
—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys-Lys—
—OH)]epipodofyllotoxin
Q My N2
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Roztok 5,5 mikromol} 16,4 mg 4’ -chloroacetyl-4- |
—Lsukcinimidopropionoyl-(H—Cys—Arg—Gln—Ile4Lys—Ile-Trp—
—Phe—Gln—Asn-Arg—Arg—Met—Lys—Trp-Lys~Lys—OH)]epi—
podofyllotoxinu v 1 ml DMF a 0,5 ml vody se pfi teplotée
0 °C zpracovava pusobenim 20 mikrolitra koncentrovaného
vodného roztoku NH3. Po 2 minutédch se reakéni smés
okyseli pridanim 0,1 ml 5% vodného roztoku kyseliny
octové. Pak se roztok &isti preparativni RP-HPLC pfi
pouziti gradientu 0 aZ 60 % MeCN, &imZ se ve vytézku 73 %
siska 11,4 mg &istého produktu ve formé& bezbarvé pevné
14tky. Analytickd RP-HPLC: tg = 14,9 minut, gradient 0 az
60 % MeCN, cCistota vy331 neZ 99 %. DE MALDI-TOF MS: [M +
H]* = 2902,2, sumdrni vzorec Ci3sHioeN3603282 = 2901, 37.

priklad 20

G2-(maleimidopropionoyl)etoposid, G3- (maleimido-

propionoyl)etoposid a 4’—(maleimidopropionoyl)etoposid

Roztok 37,4 mikromol, 22 mg etoposidu, 78 mikromol,

13,2 mg 3-maleimidopropionové kyseliny a 39,6 mikromol,
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5 mg DIC ve smési methylenchloridu a pyridinu v poméru
2:0,15 se micha 30 minut. Pak se rozpoudt&dlo odpafi ve
vakuu. Vyslednad svétle Ylutd pevnd latka se rbzpusti v
1,5 ml methanolu a roztok se &isti preparativni RP-HPLC
pfi pouziti gradientu 10 az 70 % MeCN, &imZz se ziska 3,4
mg GZ—(maleimidopropionoyl)etoposidu, 2,4 mg G3-(male-
imidopropionoyl)etoposidu a 7,7 mg 4'-(maleimido-
propionoyl)etoposidu ve formd bezbarvych pevnych latek,

o)

celkovy vytéiek je 48 %.

G2-(maleimidopropionoyl)etoposid
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Analyticka RP-HPLC: tgr = 16,7 minut, gradient 0 az
60 % MeCN,véistota vy33i nez 99 %. '
lgy-NMR (300 MHz, CDCls) delta: 1,39 (d, J = 4,99 Hz, 3H,
CHi), 2,39 (t, J = 7,30 Hz, 2H, CH,-Mim), 2,87 (m, 1H,
H3), 3,14 (dd, J = 14,20, 5,09 Hz, 1H, H2), 3,39 (m, 2H,
c4,5), 3,63 (m, 2H, G2,6), 3,72 (m, 2H, CHp-Mim), 3,76
(s, 6H, OCH3x2), 3,84 (t, J = 8,9 Hz, 1H, G3), 4,19 (m,
ou, H1l, G6), 4,38 (m, 1H, HI1), 4,60 (d, J = 4,10 Hz,
14, H4), 4,74-4,84 (m, 2H, H1, GO). 6,00 (d, J = 5,10 Hz,
2H, OCH,0), 6,24 (s, 2H, H2'6"),6,54 (s, 1H, H8), 6,70
(s, 2H, CH=CH), 6,75 (s, 1H, H5). 13c_NMR (75 MHz, CDCls)
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delta: 20,66, 33,48, 33,95, 37,86, 41,46, 44,00, 56,87,
66,75, 68,07, 68,34, 72,15, 74,61, 75,26, 80,24, 100,29,
100,434, 102,07, 108,33, 109,00, 111,33, 128,75, 130,90,
133,40, 134,50, 134,66, 146,80, 147,27, 149,09, 169,94,
170,78, 175,08. |

G3—(maleimidopropionoyl)etoposid
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Analytickd RP-HPLC: tgr = 18,4 minut, gradient 0 aZ

60 % MeCN, éistoté vy38i neZ 99 %.

lgy_NMR (300 MHz, CDCls) delta: 1,33 (d, J = 5,0 Hz, 3H,
CHy), 2,74 (t, J = 7,35 Hz, 2H, CH-Mim), 2,91 (m, 1H,
H3), 3,28 (dd, J = 14,01, 5,26 Hz, 1H, H2), 3,38 (m, 2H,
G4,5), 3,54 (m, 2H, G2,6), 3,87 (m, 2H, CH,-Mim), 3,76
(s, 6H, OCHsx2), 4,16-4,26 (m, 2H, H11, G3), 4,42 (¢, J =
8,98 Hz, 1H), 4,61 (d, J = 5,09 Hz, 1H, HI), 4,68 (m, 1lH,
Gl), 4,91 (d, J = 3,34 Hz, H4), 5,13 (m, 1H, G3). 6,00
(d, J = 11,25 Hz, 2H, OCH0), 6,26 (s, 2H, H2'6"), 6,54
(s, 1H, H8), 6,71 (s, 2H, CH=CH), 6,83 (s, 1H, H5). “C-
NMR (75 MHz, CDCl;) delta: 0,67, 33,59, 34,13, 37,93,
41,62, 44,11, 56,84, 66,87, 68,26, 68,38, 73,39, 74,38,
74,49, 100,17, 102,01, 102,54, 108,25, 109,51, 111,10,
128,38, 130,89, 133,28, 134,50, 134,66, 146,84, 147,59,
149,29, 170,64, 170,80, 175,38. '




4’—(maleimidopropionoyl)etoposid

Analytickd RP-HPLC: tr = 17,7 minut, gradient 0 az
60 3 MeCN, cistota vy331i neZ 99 %. ‘
lg-NMR (300 MHz, CDCls) delta: 1,39 (d, J = 4,82 Hz, 3H,
ci,), 2,88 (m, 1H, H3), 2,96 (¢, J = 7,24 Hz, 2H, CHz-
Mim, 2,91 (m, 1H, H3), 3,34 (dd, J = 14,01, 5,26 Hz, 1H,
) 3,36 (m, 2H, G4,5), 3,45-3,58 (m, 2H, G2,6), 3,92
(t, J = 3,20 Hz, 2H, CHp-Mim), 3,65 (s, 6H, OCHsx2), 3,76
(m, 1H, G3), 4,15-4,27 (m, 2H, H1l, G6), 4,43 (m/ If,
411), 4,62-4,67 (m, 2H, H1, G1), 4,75 (m, 1H, GT), 4,91
4, J = 3,27 Hz, H4), 6,00 (d, J = 6,68 Hz, 2H, OCH,0) ,
6,25 (s, 2H, H2'6"), 6,54 (s, 1H, H8), 6,71 (s, 2H,
CH=CH), 6,82 (s, 1H, H5). C-NMR (75 MHz, CDCly) delta:
20,62, 32,41, 33,94, 37,87, 41,61, 44,31, 56,52, 66,84,
6,44, 73,47, 74,13, 74,88, 80,06, 100,24, 102,10,m
102,30 107,89, 109,36, 111,22, 128,65, 132,68, 134,6L
138,28, 147,74, 149,29, 151,76, 168,90, 170,76, 175,56.

GZ—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—
—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met-Lys—Trp—Lys—Lys—OH)]etoposid
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K‘roztoku 4,4 mikromol, 3,3 mg‘GZ—(maleimido—
propionoyl)etoposidu a 5,7 mikromol, 13,4 mg H-Cys-Arg-
—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—
-Lys-OH v 0,5 ml DMF se pridad 0,7 mikrolitrﬁ} 4,9 »
mikromol Et;N. Sm&s se micha 30 minut, pak se zfedi 1 ml
0,1% vodného roztoku TFA a &isti se preparativni RP-HPLC
4pfi'pou2iti gradientu 0 aZ 60 % MeCN, &imZ se ziska Eisty
produkt ve vytézku 80 % jako 10,8 mg bezbarvé pevné
l&tky. Analyticka RP- -HPLC: tg = 14,6 minut, gradient 0 az
60 % MeCN, ¢&istota vy331i nez 98 %. DE MALDI-TOF MS: [M +
H]* = 3091,1, sumérni vzorec C1a3H210N36037S2 = 3089,55.

G3—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys-Ile—Trp—
—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp-Lys—Lys-OH)]etoposid

i
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Tk roztoku 3,1 mikromol, 2,3 mg G3- (maleimido-
propionoyl)etoposidu a 4,3 mikromol, 10,2 mg H-Cys-Arg-
—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp-Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met~Lys-Trp—Lys—
-Lys-OH v 0,5 ml DMF se pridad 0,6 mikrolitru, 4,4
mikromol EtsN. Smé&s se 30 minut micha , pak se zfedi 1 ml
0,1% vodného roztoku TFA a &isti se preparativni RP-HPLC
pfi pouziti gradientu 0 aZz 60 % MeCN, &imZz se ve vytéiku
79 ¢ ziskd 7,4 mg &istého produktu ve formé& bezbarvé
pevné latky. Analytickd RP-HPLC: ty = 14,7 minut,
gradient 0 aZ 60 % MeCN, &istota vy33i neZ 98 %. DE
MALDI-TOF MS: [M + H]® = 3090,3, sumarni vzorec

C1a3H210N36037S2 = 3089,55.

4’—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile-Trp—.
—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys-Trp—Lys—Lys—OH)}etoposid
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K roztoku 4,8 mikromol, 3,6 mg 4’ - (maleimidopro-
pionoyl)etoposidu a 5,9 mikromol, 13,9 mg H-Cys-Arg-Gln-
—Ile—Lys—Ile—Trp~Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met-Lys—Trp—Lys—Lys—
_OH v 0,5 ml DMF se pfida 0,7 mikrolitrd, 5,1 mikromol
Et3;N. Smé&s se micha 30 minut, pak se zfedi 1 ml 0,1%
vodného roztoku TFA a &istl se preparativni RP-HPLC pri
pouziti gradientu 0 az 60 % MeCN, ¢imZ se Ve vytézku 77 %
ziska 11,2 mg &istého produktu ve formé& bezbarvé pevné
latky. Analytické RP-HPLC: tgz = 14,6 minut, gradient 0 aZz
60 % MeCN, &istota vy33i neZ 99 %. DE MALDI-TOF MS: [M +
H]* = 3090,9, sumdrni vzorec Cra3H210M36037S2 = 3089,55.

priklad 21

O—(maleimidopropionoyl)roscovitin E:j

Roztok 29 mikromol, 10,3 mg roscovitinu, 64
mikromol, 10,8 mg kyseliny 3-maleimidopropionové, 35
mikromol, 4,4 mg DIC a 2 mikromol, 0,35 mg DMAP v 1 ml
pyridinu se micha celkem 40 minut. Pak se rozpoudtédlo
odpari ve vakuu a vyslednad svétle zluta pevnad latka se
znovu rozpusti v methylenchloridu, roztok se promyje
vodou a nasycenym roztokem chloridu sodného a vysusi se
siranem hofe&natym. Rozpoustédlo se odpari, ¢imz se ve
vytézku 96 % ziska 14,1 mg produktu ve formé svétle Zluté
pevné latky. Tento material se uZije pro nasledujici

reakci bez dalsiho gisdténi.
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O—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys-Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—
—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys~Lys—OH)]roscovitin
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K roztoku 28 mikromol, 14,1 mg O- (maleimido—
proplonoyl)roscov1tlnu a 14,9 mikromol, 35 mg H Cys—-Arg-
~-Gln-Ile-Lys- Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp Lys-
Lys-OH v 1,5 ml DMF se pridaji 2 mikrolitry, 14,5
mikromol Et3N. Smés se 1 hodinu mlcha a pak se ¢isti
preparativni RP-HPLC pfi pouziti gradientu 10 az 60 %
MeCN, &imZ se ziska 7,2 mg &istého produktu jako bezbarvé
pevna latka. Analytickd RP-HPLC: tr = 15,5 minut,
gradient O a? 60 % MeCN, &istota vy3si nez 98 %. DE
MALDI-TOF MS: [M + H]® = 2856,1, sumarni vzorec
Cp33H204N42025S2 = 2855, 44.

priklad 22

O-betaAla-bohemin
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Roztok 58,8 mikromol, 20 mg boheminu, 0,128 mmol,
24,2 mg Boc-betaAla-OH, 79 mikromol, 8,8 mg DIC a 9,8
mikromol, 1,2 mg DMAP ve 2 ml methylenchloridu se miché
2,5 hodiny. Pak se rozpoudt&dlo odpafi ve vakuu a
vysledna bild pevna latka se Cisti preparativni RP-HPLC
pfi pouZiti gradientu 10 aZ 70 % MeCN, &imZ se ziska 30
mg O—(Boc—betéAla)boheminu jako bezbarvd pevnéd latka.
Analytickad RP-HPLC: tr = 19,8 minut, gradient 0 aZ 60 %
MeCN, &istota vy33i neZ 99 %. Roztok 7,6 mg O-(Boc-
-betaBla)boheminu v 1 ml smé&si TFA a vody V poméru 9:1 se
micha 1 hodinu. Pak se rozpoudtédlo odpafi do sucha a
odparek se pouZije pro nasledujici reakci bez dalsiho

¢ist&ni, &istota vysledné latky pri analytické RP-HPLC

“byla vy$si nez 98 5.

—(betaAla—sukcinyl—betaAla¥Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—
—Phe—Gln-Asn—Arg-Arg—Met—Lys-Trp—Lys~Lys—OH)bohemin
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Smés 14,9 mikromol, 81,7 mg sukcinyl—betaAla-
Arg(Pmc)—Gln(Trt)—Ile—Lys(Boc)—Ile—Trp—Phe—Gln(Trt)-
Asn(Trt)—Arg(Pmc)—Arg(Pmc)-Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)-
Lys (Boc) -pryskyrice, 14,9 mikromol, 7,6 mg O-betaAla-
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boheminu, 14,9 mikromol, 7,8 mg PyBOP, 14,9 mikromol, 2,4
mg HOBt a 0,2295 mmol, 29,7 mg DIEA ve 2 ml DMF se 2
hodiny mich&. Peptidylova pryskyfice se odfiltruje,
promyje se DMF, CHCl; a Et,0 a pak se su3i ve vakuu,
»iska se celkem 82 mg pryskyfice, ktera se 2 hodiny
zpracovava pusobenim 5 ml ginidla pro od3tépeni. 42 mg
surového produktu se ziska vysradZenim Et;0 a odstredénim
a slitim supernatantu. Produkt se &isti preparativni RP-
HPLC pfi pouziti gradientu 0 a 60 % MeCN, &imZz se ziska
14,3 mg &istého produktu ve form& bezbarvé pevné latky.
Analyticka RP-HPLC: ta = 14,8 minut, gradient 0 a2 60 %
MeCN, &istota vysSi neZ 93 3. DE MALDI-TOF MS: [M + H]" =

2812,7, sumarni vzorec C132H204Ng20258 = 2811, 37.
P¥iklad 23

(maleimidopropionoyl)bohemin

ot
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12,8 mg, 76 mikromol kyseliny 3-maleimidopropionové
se rozpusti v 1 ml methylenchloridu. Smés se micha a
pfidava se 5,3 mg, 42 mikromol DIC v 0,5 ml
methylenchloridu. Reakce se nechd probihat za staleho
michani 40 minut. Pak se rozpoustédlo odpafi za sniZeného
tlaku. Odparek anhydridu kyseliny 3-maleimidopropionove
se znovu rozpusti v 0,5 ml bezvodého pyridinu. Pfida se

roztok 10,3 mg, 30 mikromol boheminu a 0,35 mg, 2
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mikromol DMAP v 0,5 ml pyridinu a smés se je3té& hodinu
michéd pod dusikem. Pak se sm&s odpafi do sucha za
sni¥eného tlaku. Odparek se znovu rozpusti v 1 ml DMF a
roztok se &isti preparativni RP-HPLC na sloupci pfi
pouziti gradientu 10 a2 60 % MeCN, &im? se ve vytéZku

88 & ziska &isty produkt jako 14,7 mg bezbarvé pevné
latky. Analytickad RP-HPLC: tgr = 17,7 minut, gradient 0 aZ
60 % MeCN, &istota vy33i neZ 95 %. 1y-NMR (CDCl;3) a DE
MALDI-TOF MS byly v souladu s predpoklédanou strukturou
vysledné latky. Sumarni vzorec CapsHyeN704 = 491, 54.

0o- [sukc1nlm1doproplonoyl (H-Cys-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-
-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp- Lys Lys- OH)]bohemin

0,74 mg, 1,5 mikromol (maleimidopropionoyl)boneminu
se rozpusti v 0,3 ml DME a pridéd se 50 mikrolitr EtsN.
Pak se prida jedté roztok 3,5 mg, 1,5 mikromol H-Cys-Arg-
—Gln—Ile-Lys—Ile—Trp—Phe—Gln-Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—
-Lys-OH v 0,25 ml DMF. Smés se micha pod dusikem a pribéh
reakce se sleduje analytickou RP-HPLC. PO jedné hodiné je
reakce ukon&ena. Sm&s se zfiltruje a vysledny produkt se

gisti preparativni RP-HPLC pfi pouziti gradientu 10 az
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60 % MeCn, &imZ se ve vytdzku 40 % ziskad &isty produkt.
jako 1,7 mg bezbarvé pevné latky. Rnalytickad RP-HPLC: tr
= 15,0 minut, gradient 0 aZ 60 % MeCN, Zistota vy33i neZ
95 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]" = 2842, sumdrni wvzorec
C132H202N4202582 = 2841,42.

Pfiklad 24

4-(jodacetyl)podofyllotoxin

Smés 0,49 mmol, 204 mg podofyllotoxinu, 1,03 mmol,
192 mg kyseliny jodoctové, 0,552 mmol, 69,7 mg DIC a
0,164 mmol, 20 mg DMAP v 5 ml pezvodého methylenchloridu
se zchladi na 0 °C. Prida se 0,2 ml pyridinu a reakéni
sm&s se 1 hodinu micha p#i teploté O °Cc. Pak se smés
odpafi do sucha. Vysledny svétle Zluty odparek se znovu
rozpusti v MeCN a &isti se preparativni RP-HPLC pri
pouziti gradientu 20 a? 70 % MeCN, &imZ se ziska 89,5 mg
&istého produktu ve form& bezbarve pevné latky.
Analytickd RP-HPLC: tgr = 22,3 minut, gradient 0 az 60 %
MeCN, ¢istota vyS$si nez 95 %.
l4-NMR (300 MHz, CDCl;) delta: 2,85 (m, 2H, H2,3), 3,70
(s, 6H, OCH3x2), 3,72 (s, 2H, CH,I), 3,74 (s, 3H, OCHz) ,
4,13 (m, 1H, H11), 4,34 (m, 1H, H1l), 4,53, (d, 1H, J =
3,60 Hz, Hl1), 5,83 (d, 1H, J = 8,43 Hz, H4), 5,93 (dd,
2H, J = 4,35, 1,17 Hz, OCH:0), 6,31 (s, 2H, H2'6"), 6,48
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(s, 1H, H8), 6,77 (s, 1H, HS5).

4—[acetyl—(Hnys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—
—Arg—Met-Lys-Trp—Lys—Lys—OH)]podofyllotoxin

K roztoku 17 mikromol, 10 mg, 4-(jodacetyl)podo-
fyllotoxinu a 6 mikromol, 14 mg H-Cys-Arg-Gln-Ile-Lys-
-Ile-Trp-Phe-Gln- Asn—Arg—Arg Met-Lys-Trp-Lys-Lys-OH v 1
ml DMF se prida 0,9 mikrolitri, 6 mikromol Et;sN. Smés se
1 hodinu micha, pak se pfida 0,5 ml MeCN a roztok se

' gisti preparativni RP-HPLC pfi pouziti gradientu 10 az
60 % MeCN, &imZ se ve vytéiku 59 % ziskd 9,9 mg Cistého
produktu jako bezbarvé‘pevné latky. Analytickd RP-HPLC:
tg = 15,4 minut, gradient 0 az 60 % MeCN, &istota Vyééi
nez 97 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]® = 2806,8, sumdrni
vzorec Ci3iH19sN3s030S2 = 2804,30.

pPriklad 25

4-[acetyl—(H-Cys—betaAla-Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys-
—NHZ)]podofyllotoxin
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Roztok 17 mikromol, 10 mg 4-(jodacetyl)podofyllo-
toxinu a 23 mikromol, 28,6 mg H-Cys-betaAla-Arg-Arg-Met-
-Lys-Trp-Lys-Lys-NH, v 1 ml DMF se pfida 2>,4 mikrolitru,
17 mikromo’l Et;N. Sm&s se lhodinu micha, pak se pfida
0,15 ml MeCN a smé&s se Cisti preparativni RP-HPLC pfi
pouziti gradientu 0 aZ 60 % MeCN, ¢imZ se ve vytéZku
100 & ziska 29,4 mg &istého produktu jako bezbarvad pevna
latka. Analytickd RP-HPLC: ty = 14,1 minut, gradient 0 az
60 % MeCN, Cistota vy351 neZz 98 %. DE MALDI- TOF’ MS' (M +

H]* = 1661,0, sumdrni vzorec CreHi1aNp0018S2 = 1659,97.
Priklad 26

4’ ~demethyl-4-(jodacetyl) epipodofyllotoxin
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K roztoku 0,26 mmol, 104 mg 4’ -demethylepipodofyllo-
toxinu, 0,53 mmol, 98,8 mg kyseliny jodoctové a 0,32 |
mmol, 40,1 mg DIC ve dvou ml methylenchloridu se pri
teplot& 0 °C prida 50 mikrolitr pyridinu a 0,1 mmol,
12,8 mg DMAP. Smés se 1 hodinu mich& a pak se
rozpousdtédlo odpafi. Odparek se rozpusti v 1 ml DMF a
roztok se &isti preparativni RP-HPLC pfi pouziti
gradientu 20 aZ 60 % MeCN, ¢imZ se ve vyt&Zku 24 % ziska
35,7 mg &istého préduktu ve formé bezbarvé pevné latky.
Analytickd RP-HPLC: tr = 20,3 minut, gradient 0 aZ 60 %
MeCN, &istota vy3si neZz 96 %.
ly-NMR (300 MHz, CDCls) delta: 3,02 (m, 1H, H3), 3,20 (m,
1H, H2), 3,71 (s, 6H, OCH3x2), 3,63 (s, 2H, CHzI), 3,74
(s, 3H, OCH3), 4,05 (m, 1H, H11), 4,27 (m, 1H, H11), 4,60
(d, 1H, J = 4,94 Hz, H1), 6,06 (d, 1H, J = 3,41 Hz, H4),
5,92 (m, 2H, OCH,0), 6,21 (s, 2H, H2'6"), 6,49 (s, 1lH,
H8), 6,80 (s, 1H, H3).

4’-demethyl—4—[acetyl—(H—Cys—betaAla—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—

—Lys—Lys—NHz)]epipodofyllotoxin
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K roztoku 17,6 mikromol, 10 mg 4’ -demethyl-4-(jod-
acetyl)eplpodofyllotox1nu a 14,9 mikromol, 18 mg H-Cys-
-betaAla-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-— Lys-NH; v 1 ml DMF se
pridd 2,1 ml, 15 mikromol Et3N. Smés se 1 hodinu miché,
pak se reakéni smés &isti preparativni RP-HPLC pfi
pouziti gradientu 0 aZz 60 5 MeCN, &im? se ve vytéiku 46 %
siska 11,2 mg &istého produktu jako bezbarva pevnd latka.
Analytlcka RP-HPLC: tgr = 12,8 minut, gradient 0 az 60 %
MeCN, Cistota vy&3i nez 98 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]Y

sumdrni vzorec C75H112N2001852 = 1645, 95.
priklad 27
4’—demethyl—4?[acetyle(HéCys—Arg—Gln—Ile-Lys—Ile—Trp—Phe—

—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—NHZ)]epipodofyllo—

toxin

(]
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K roztoku 22 mikromol,

12,6 mg 4’ -demethyl-4-

(jodacetyl)epipodofyllotoxinu a 8 mikromol,

20 mg H-Cys-

—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg

-Arg-Met-Lys-Trp-

Lys

-Lys-NH; v 1 ml DMF se pfidéd 1,2 mikrolit:ﬁ, 9

mikromol Et3

N. Sm&s se 1 hodinu michd a pak se gisti

o

preparativni RP-HPLC pfi pouziti gradientu 0 az 60 %
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MeCN, &imZ se ve vyté&Zku 56 s ziska 13,3 mg &istého
produktu jako bezbarva pevna latka. Analyticka RP-HPLC:
tg = 14,5 minut, gradient 0 aZz 60 % MeCN, Gistota vyssi
nes 96 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]* = 2789,5, sumérni
vzorec Ci30H194N3602952 = 2789,29.

pPriklad 28

4- (Boc—-Gly) podofyllotoxin

A

(Z H“: - |
NeW
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Smés 400 mg, 0,97 mmol podofyllotoxinu, 510 mg, 2,91
mmol Boc-Gly-OH, 1,73 mmol, 273 mikrolitra DIC, .0,41
mmol, 50 mg DMAP a 173 mikrolitrﬁ~ pyridnu v 5 ml
methylenchloridu se 1 hodinu michd. Pak se rozpoustédlo
odpari, odparek se znovu rozpusti v 1,5 ml DME a ¢isti
pomoci RP-HPLC pfi pouziti gradientu 20 aZ 70 % MeCN,
&imz se ve vytdiku 91 % ziska 502,6 mg Cistého produktu
ve form& bezbarvé pevné latky. Analytick& RP-HPLC: tr =
22,1 minut, gradient 0 aZ 60 s MeCN, &istota vy33i nel

97 %.

4- (H-Gly)podofyllotoxin o

o
S G,
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K roztoku 0,24 mmol, 137 mg 4-(Boc-Gly)podofyllo-
toxinu v 8 ml methylenchloridu se prida 0,5 ml TFA. Smés
se 1 hodinu michd a pak se rozpouStédlo odpafi. Vysledny
svétle Zluty pevny odparek se ¢isti preparativni RP-HPLC
pfi pouziti gradientu'lo az 70 % MeCN, &im% se ve vytézku
37 & ziska 41,7 mg &istého produktu ve form& bezbarve

°

pevné latky. Analytickd RP-HPLC: tg = 15,2 minut,

oe

gradient 0 aZ 60 % MeCN, &istota vy33i nez 97

4—(maleimidqpropionoyl—Gly)podofyllotoxinu'

oL
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K roztoku 70 mikromol, 11,8 mg kyseliny 3-
maleimidopropionové a 38 mikromol, 4,83 mg DIC v 1 ml DMF
se pridd 17 mikromol, 8 mg, 4- (H-Gly) podofyllotoxinu,

10 mikromol, 1,2 mg DMAP a 20 mikrolitra pyridinu. Smés
se 1 hodinu micha a pak se Cisti preparativni RP-HPLC pri
pouziti gradientu O a¥ 60 % MeCN, &imZ se ziskd 1,1 mg
¢istého produktu jako bezbarva pevnd léatka. Analyticka

Q

RP-HPLC: tg = 18,2 minut, gradient 0 aZ 60 % MeCN,

distota vyssi neZ 97 %.
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4—[(sukcinimidopropionoyleGly)—(H—Cys;betaAla—Arg—Arg—
—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—NHz)]podofyllotoxin

oo
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K roztoku 1,8 mikromol, 1,1 mg 4- (maleimido-
propionoyl—Gly)podofyllotdxinu a 4 mikromol, 5 mg H-Cys—
—betaAla—Arg—Arg—Met—Lys—Trp-Lys—Lys—NHz v 1 ml DMF se
p¥ida 0,5 mikrolitrd, 4 mikromol EtsN. Smé&s se 1 hodinu
micha, pak se zfedi 0,5 ml MeCN a ¢isti preparativni RP-
HPLC pfi pouZiti gradientu 0 aZ 60 % MeCN, ¢imZz se Ve
vytézku 33 % ziskd 1,1 mg vysledné latky Vv pezbarvé pevné
formé. Analytickd RP-HPLC: tg = 14,7 minut, gradient 0 aZ
60 $ MeCN, &istota vy3si nes 97 %. DE MALDI-TOF MS: (M +
H]* = 1829,8, sumirni vzorec CesHinNeOnS, = 1828,12.

pfiklad 29

10—0—(maleimidopropionoyl)camptothecin
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K roztoku 40 mikromol, 14,7 mg 10-hydroxycampto-
thécinu, 0,228 mmol, 38,5 mg kyseliny 3-maleimido-
propionové a 0,125 mmol, 15,8 mg DIC ve 2 ml
methylenchloridu se prida 0,2 ml pyridinu. Smé&s se 1
hodinu micha a pak se odpafi do sucha. Vysledna svétle
3lutd pevnd latka se znovu rozpusti v 1 ml DME a ¢isti se
preparativni RP-HPLC pfi pouZiti gradientu 10 az 70 %-
‘MeCN, &imZ se ve vyt&zku 45 % ziskd 9,2 mg &istého
produktu jako svétle Zlutd pevnad létka. Analytickd RP-
HPCL: tg = 15,7 minut, gradient O as 60 % MeCN, ¢&istota
vy331i nez 97 %.
l4-NMR (300 MHz, CDCl3) delta: 1,05 (t, 3H, J = 7,5 Hz,
CHs) , 1,91 (m, 24, J = 17,8 Hz, CH,), 2,98 (t, 2H, J = 7,8
Hz, CH,), 4,04 (t, 24, J = 17,8 Hz, CH,), 5,32 (m, 3H, HS5,
ui7), 6,77 (s, 2H, CH=CH), 7,60 (m, 1H, H11l), 7,72 (m,
oH, H14, H9), 8,24 (d, 1H, J = 9,2 Hz, H12), 8,36 (s, lH,
HT) . | |

10~O—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—
_ —Trp—Phe-Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—

-NH,) ] camptothecin
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K roztoku 9 mikromol, 4,6 mg 10-0- (maleimido-
'propionoyl)camptothecinu a 4.mikromol, 10 mg H-Cys-Arg-
—Gln—IlefLys—Ile—Trp-Phe—Gln—Asn*Arg—Arg—Met—Lys-Trp-Lys—'
Lys-NH, v 1 ml DMF se ptida 0,55 mikrolitri, 4 mikromol
Et;N. Smé&s se 1 hodinu michd a pak se &isti preparativni
RP-HPLC pri pouZiti gradientu 0 az 60.% MeCN, &imZ se ve
vytézku 57 % ziska 6,5 mg &istého produktu jako bezbarva
pevna latka. Analytickd RP-HPLC: tgr = 14,0 minut,
gradient 0 aZ 60 % MeCN, &istota vy33i neZ 98 %. Dﬁ
MALDI-TOF MS: [M + H]® = 2864,7, sumdrni vzorec
C134H19sN3s026S2 = 2864, 36.

Priklad 30
H—Cys—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—Cys-NHz

vychazi se z 0,69 mmol/g pryskyfice Rink Amide AM a
pfipravi se H—Cys(Trt)—Arg(PmC)—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—
Trp~Lys(Boc)—Lys(Boc)—Cys(Trt)-pryskyfice. Po odstranéni
ochrannych skupin v prubé&hu 1,5 hodiny se ziska surovy
peptid vysrdZenim z Et20, odstfed&nim, slitim
supernatantu a usuéeﬁim. Podily s celkovou hmotnosti 258
mg se &isti preparativni RP-HPLC pfi pouéiti gradientu 9
ay 19 % MeCN, &imZ se ziska 132,4 mg Zistého produktu.
Analyticka RP-HPLC: tg = 20,3 minut, gradient 8 aZ 18 2
MeCN, &istota vy$s$i nes 99 %, lambda = 214 nm. DE MALDI-
TOF MS: [M + H]" = 1238,6, sumarni vzorec CszHozN2o0eS3 =
1237,63.

‘Bis—[4*(sukcinimidopropionoyl)podofyllotoxin]—(H—Cys—Arg—
—Arg—Met-Lys—Trp—Lys—Lys—Cys—NHz) '
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K roztoku 19 mikromol, 11 mg 4—(maleimidopro—
pionoyl)podofylotoxinu a 12 mikromol, 15 mg H-Cys-Arg-
Arg—Met—Lys-Trp—Lys-Lys—Cys—NHz v 1 ml DMF se pridéd 2,8
mikrolitru Et;N. Smé&s se 1 hodinu‘michéva pak se Cisti
preparativni RP-HPLC p¥i pouziti gradientu 10 aZ 70 %
MeCN, &imZ se ve vytéZku 32 % ziska gisty produkt jako
9,0 mg bezbarve pévné latky. Analytickd RP-HPLC: tr =
17,4 minut, gfadient 0 a% 60 & MeCN, Zistota vysSsi nez 98
s DE MALDI-TOF MS: [M + H]" = 2369,7, sumarni vzorec
C110H146N2203183 = 2368, 66.

priklad 31

4'—(sukcinimidopropionoyl)epipodofyllotoxin—(H—Cys-Arg—
Arg—Met—Lys—Trp—Lys-Lys—Cys—NHz)—lO—o-(sukcinimidopro-

'pionoyl)camptothecin
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K roztoku 0,005 mmol, 2,6 mg 10-0- (maleimidopro-
pionoyl)camptothecinu, 5,6 mikromol, 3,1 mg 4’ - (male-
lmldoproplonoyl)ep1podofylotox1nu a 11 mikromol, 13 mg H-
-Cys- Arg—Arg -Met-Lys-Trp-Lys- Lys Cys NH, v 1,5 ml DMF se
pfida 1,5 mikrolitrd EtsN. Smés se 1,5 hodiny micha a pak
se ¢isti preparativni RP-HPLC pfi pouiiti gradientu 10 aZ
70 % MeCN, &imZz se ziska 1,9 mg &istého produktu ve formé
bezbarvé pevné latky. Analytickd RP-HPLC: tr = 14,8
minut, gradient 0 aZ 60 % MeCN, tistota vy33i neZ 96 %.
DE MALDI-TOF MS: [M + H]™ = 2304,6, sumarni vzorec
C1o7H138N24026S3 = 2304, 58.

Priklad 32
4'—(sukcinimidopropionoyl)epipodofyllotoxin—(H—Cys—Arg-

—Arg—Met—Lys—Trp—Lys-Lys—Cys—NHz)—2’—(sukcinimidopro-
pionyl)paclitaxel
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K roztoku 2 mikromol, 3,5 mg 4’—[sukcinimidopropio—

noyl—(H—Cys—Arg—Arg—Met—Lys—Trp-Lys—Lys—Cys—NHz)]epipo—
dofyllotoxinu, 2 mikromol, 2 mg 2’ -(maleimidopropionyl)-
paclitaxelu v 1 ml DMF se prida 0,3 mikrolitru EtsN. Smés
se miché& 1,5 hodiny a pak se Cisti preparativni RP-HPLC
pfi pouziti gradientu 10 a? 70 $ MeCN, &imZ se ziskd 1,5
mg &istého produktu jako bezbarvad pevnd latka. Analyticka
RP-HPLC: tg = 17,8 minut, gradient 0 az 60 % MeCN,
gistota vy3s3i ne? 98 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]® =

2794, 5, sumérni vzorecC C134.H173N23O37S3 = 2794,14
P¥iklad 33

4’—methoxy—(4"—aminoanilino)epipodofyllotoxih a

4’—demethyl—(4"—aminoanilino)epipodofyllotoxin

Roztok 3,6 mmol, 1,5 g podofyllotoxinu v 15 ml
ethylendichloridu se udrZuje na teploté 0 °C a soucasné
se neché roztokem prochdzet plynny bromovodik. Po 45
minutach se reakéni sm@s propléchne dusikem k odstranéni

pfebyte&ného bromovodiku. Pak se k roztoku pridé 4,32
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mmol, 0,85 g bezvodého uhli&itanu barnatého a 4,32 mmol,
0,6 g 4-nitroanilinu. Smés se michd je3t& 18 hodin pod
dusikem pri teploté& mistnosti. Pak se sm&s zredi
ethylacetatem a zfiltruje. Filtrat se promyje vodou,
vysudi se siranem hofednatym a ¢isti rychlou
chromatrografll pfi pouziti smési methylenchlorldu,
ethylacetdtu a acetonu v poméru 10:5: 5, ¢imZ se leka
SUrovy 4'—methoxy—(4’”—amlnoanlllno)eplpodofyllotox1n a
4’¥démethyl—(4"—aminoanilino)epipodofyllotoxin. Dalsim
&isténim preparativni RP-HPLC pfi pouziti gradientu 10 az
70 % MeCN, se ziskaji &isté produkty jako 7luté pevné

latky.

4’—methoxy—4—(4"—nitroanilino)epipodofyllotoxin

Ananylitickd RP-HPLC: tr = 22,3 minut, gradient 0 aZ
60 & MeCN, &istota vy33i neZ 95 %.
1y-NMR (300 MHz, CDCl;) delta: 3,09 (m, 2H, H2,3), 3,77
(s, 6H, OCHs), 3,83 (s, 3H, OCH3), 3,86 (m, 1H, H11l),
4,42 (m, 1H, H11), 4,63 (m, 28, H1,4), 4,84 (m, 1H, NH) ,
6,00 (m, 2H, OCH20), 6,31 (s, 2H, H2’',6"), 6,57 (m, 3H,

Hg8, Ar), 6,76 (s, 1H, H3), 8,16 (d, 2H, J = 9,08 Hz, Ar).
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Analyticka RP—HPLC: tg = 20,5 minut, gradient 0 az
60 % MeCN, &istota vy33i neZ 95 %. ‘
ly_NMR (300 MHz, CDCls) delta: 3,07 (m, 2H, HZ,3), 3,79
(s, 6H, OCH3), 3,81 (m, 1H, Hll); 4,40 (m, 1H, H11), 4,60
(m, 2H, H1), 4,73 (m, 1H, H4), 4,83 (m, 1H, NH), 5,45 |
(br, 1H, OH), 5,98 (m, 2H, OCH,0), 6,31 (s, 2H, H2",6"),
6,57 (m, 3H, H8, Ar), 6,76 (s, 14, HS), 8,14 (d, 2H, J =

9,04 Hz, Ar).

K roztoku 4'—methoxy—(4"—aminoanilino)epipodo—
fyllotoxinu a 4’—demethyl—(4"—aminoanilino)epipodo—
fyllotoxinu v poméru 10:1 ve smési ethylacetatu a
methanolu se pridd 10% paladium na aktivovaném uhli. Smés
se micha 3 hodiny ve vodikové atmosfére. Pak se
katalyzator odfiltruje a nékolikrat se promyje
methanolem. Filtraty a promyvaci kapalina se spoji a
odpafi do sucha, &im? se ziskaé svétle Zlutd pevnd latka,
kterd se znovu rozpusti v MeCN a &isti preparativni RP-
HPLC pfi pouZiti gradientu 10 a%z 70 % MeCN, ¢&imz se
ziskaji vysledné latky Jjako 7luté pevné latky v

kvantitativnim vyté&zku.
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4’—methoxy—4—(4"—aminoanilino)epipodofyllotoxin

AT

Analytickd RP-HPLC: Tgr = 16,1 minut, gradient 0 az
60 % MeCN, &istota vy33i neZ 95 %.
ly-NMR (300 MHz, CDCl;) delta: 287 (m, 1H, H3), 3,11 9m,
1H, H2), 3,68 (s, 6H, OCH3z), 3,73 (s, 3H, OCH3), 3,61 (m,
1H, H11), 4,15 (m, 1H, H11), 4,52-4,62 (m, 2H, H1,4),
5,86 (m, 2H, OCHx0), 6,28 (s, 2H, H2',6"), 6,37 (m, 2H,
Ar), 6,45 (s, 1H, H8), 6,69 (s, 1H, H5), 7,03 (m, 2H,

Ar) .

4’—demethyl—4—(4"—aminoanilino)epipodofyllotoxin

Analytickd RP-HPLC: tgr = 14,2 minut, gradient 0 aZ
60 % MeCN, &istota vy$8i neZ 97 %.
IiNMR (300 MHz, CDCl;) delta: 3,05 (m, 1H, H3), 3,18 (m,
14, H2), 3,78 (s, 6H, OCH3), 3,93 (m, 1H, H11), 4,38 (m,
1H, Hil), 4,60 (d, 1H, J = 5,91 Hz, Hl), 4,70 (d, 1H, J =

3,86 Hz, H4), 5,96 (m, Z2H, OCH,0), 6,33 (s, 2H, H2'6"),
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(s, 1H, H5), 7,19 (4, 2H, J = 8,60 Hz, Ar).

4’—methoxy—4—[4"—aminoanilino—(maleimidopropiondyl)]—

epipodofyllotoxin

Q.
Beatal
57/1)\’% o .

A

[e]

K roztoku 41 mikromol, 20,8 mg 4’ -methoxy—-4-(4""~-
—aminoanilino)epipodofyllotoxinu, 0,226 mmol, 38,2 mg
kyseliny 3—maleimidqpropibnové, 0,124 mmol, 15,7 mg DIC a
40 mikromol, 4,9 mg DMAP ve 2 ml methylenchloridu se
prida 0,2 ml pyridinu. Sm&s se 1 hodinu miché& a pak se
odpari do sucha. Vyslednd svétle Zluta pevné& latka se
znovu rozpusti v 1 ml DMF a pak se &isti preparativni RP-
HPLC pfi pouZiti gradientu 20 aZ 70 % MeCN, &imz se ve-
vytézku 38 % ziskd 10,1 mg &istého produktu jako bezbarva
pevnd latka. Analytické RP—H?LC: tg = 19,5 minut,
gradient 0 aZ 60 % MeCN, Eistota vy$si nez 96 %.
lg-NMR (300 MHz, CDCl;) delta: 2,71 (t, 2H, J = 7,0 Hz,
CH,), 2,91 (m, 1H, H3), 3,14 (m, lH, H2), 3,76 (s, 6H,
OCH;), 3,82 (s, 3H, OCHi3), 3,93 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CHz2),
3,97 (m, 1H, H5, H11), 3,49 (m, 14, H11l), 4,63 (m, 2H,
H1,4), 5,97 (m, 2H, OCH,0), 6,32 (s, 2H, H2’6"), 6,50 (m,
2H, Ar), 6,53 (s, 1H, H8), 6,73 (s, 2H, CH=CH), 6,74 (s,
14, HS5), 7,32 (m, 2H, Ar).
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4’—methoxy-4—[4"—aminoanilino—(sukcinimidopropionoyl)-
-(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile-Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg-Met—
—Lys—Trp—Lys—Lys—NHz)]epipodofyllotoxin

X, g Y\ EME:.W &, :

Q
/ﬁ H 3
i HH
A~
HN™ "Nk "NANHZ HrN qu .

K roztoku 6 mikromol, 4,1 mg 4’ -methoxy-4-[4""~
—aminoanilino—(maleimidopropibnoyl)]epipodofyllotoxihu a
6 mikromol, 14 mg H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—
—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—NHz v 1 ml DMF se
pridaji 2 ml Et3N. Smés se 1 hodinu mich& a pak se &isti
preparativni RP-HPLC pfi pouziti gradientu O az 60 %
MeCN, &imZ se ve vytézku 32 3 ziskd 5,8 mg Cistého
produktu jako bezbarva pevnad latka. Analyticka RP-HPLC:
tg = 16,0 minut, gradient O a% 60 & MeCN, &istota vy$si
nes 99 %. DE MALDI-TOF MS: [M + H]* = 3003,9, sumarni

vzorec C142H207N3903052 = 3004,54.

Pfiklad 34
4’—methoxy—4—[4"—aminoanilino-(sukcinimidopropionoyl)—
—(H—Cys—betaAla—Arg—Arg-Met-Lys—Trp-Lys—Lys—

~-NH,) ]epipodofyllotoxin '
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K roztoku 7 mikromol, 4,6 mg 4’-methoxy-[4"'-
—aminoanilino—(maleimidopropionoyl)epipodofyllotoxinu a
14 mikromol, 16,3 mg H—Cys—betaAla—Arg-Arg—Met—Lys—Trp—
Lys-Lys-NH; v 1 mikrolitru DMF se pfidd 1 ml EtsN. Smés
se 1 hodinu michd a pak se &isti preparativni RP-HPLC pfi
pouZiti gradientu 0 aZ 60 % MeCN, &imi se ve vytdzku 49 %
ziska 6,4 mg Cistého produktu ve formé bezbarvé pevné
latky. Analytické‘RP—HPLC: tg = 15,2 minut, gradient 0 az
60 % MeCN, &istota vy$3i neZ 98 %. DE MALDI-TOF MS: [M +
H]* = 1861,6, sumdrni vzorec Cg7Hi2sN23019S2 = 1861, 20.

Priklad 35

4’—demethyl—4—[4"—aminoanilino—(maleimidopropionoyl)—

epipodofyllotoxin
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K roztoku 24 mikromol, 12 mg 4’ -demethyl-4-(4""-
—aminoanilino)epipodofyllotoxinu, 49 mikromol, 8,3 mg
kyseliny 3-maleimidopropionové a 27 mikromol, 3,4 mg DIC
ve 2 ml sm&si DMF a methylenchloridu 1:1 se prida 10
mikrolitra pyridinu. Smé&s se 1 hodinu michd a pak se
odpafi. Vysledna svétle 2lutd pevné latka se &isti
preparativni RP-HPLC pfi pouZiti gradientu 10 az 70 %
MeCN, ¢imZ se ve vyt&Zku 34 % ziska 5,3 mg ¢istého
produktu ve formeé bezbarvé pevné latky. Analyticka RP-
HPLC: tg = 19,5 minut, gradient 0 az 60 % MeCN, cistota
vys3i nei 96 5.
ly-NMR (300 MHz, CDCls) delta: 2,65 (t, 2H, J = 17,3 Hz,
CH,), 2,98 (m, 1H, H3), 3,17 (m, 1H, H2), 3,79 (s, 6H,
OCHs), 3,93 (t, 24, J = 7,0 Hz, CHy), 3,99 (m, 1H, H5,
H11), 4,38 (m, 1H, H11), 4,58 (d, 1H, J = 4,95 Hz, H1),
4,64 (d, 1H, J = 3,95 Hz, H4) 5,96 (m, 2H, OCH0), 6,33
(s, 2H, H2'6’), 6,49-6,53 (m, 3H, H8, Ar), 6,74 (s, 2H,
CH=CH), 6,75 (s, 1H, HS5), 7,33 (m, 2H, Ar).

4'—demethyl—4-[4"-aminoanilino—(sukcinimidopropionoyl)—
(H—Cys—betaAla—Arg—Arg—Met~Lys—Trp-Lys—Lys—
—NHZ)]epipodofyllotoxin
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‘ K roztoku 8,3 mikromol, 5,3 mg A’ ~demethyl-[4"'" -
—aminbanilino—(maleimidopropionoyl)]epipodofyllotoxinu a
13 mikromol, 15,6 mg H—Cys—betaAla—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—
-Lys-Lys-NH; v 1,5 ml DMF se pfidaji 2 mikrolitry EtsN.
Sm&s se 1 hodinu michd a pak se Cisti preparativni RP-
HPLC pfi pouZiti-gradientu 0 az 60 % MeCN, CimZ se ve
vytézku 97 % ziskd 14,9 mg gistého produktu jako bezbarva
pevna latka. Analyticka RP-HPLC: tgr = 13,7 minut,
gradient 0 aZ 60 % MeCN, &istota vy33i neZ 98 %. DE
MALDI-TOF MS: [M + H]® = 1847,1, sumérni vzorec
CgeH123N23019S2 = 1847,17.

P¥iklad 36

Cytotoxicka G&innost {[4[N-(2,4-diamino-6-
—pteridinylmethyl)—N—methylamino]benzoyl]—Glu—Gly—
—betaAla}4—Lysz—Lys—betaAia—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—
—Gln—Asn-Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys-OH in vitro

svrchu uvedend latka je v nédsledujicich tabulkach
oznadovana zkratkou MTX-Pen a byla vyhodnocena na sSvou
schopnost vyvolavat inhibici proliferace bunék u
normalnich (immortalisovanych) lidskych bunék, zejména
1o o buiiky HaCaT v tabulkidch 1 a 2 a také u lidskych
bundk kolorektalniho karcinomu, 3lo o buiiky HT29 v
tabulce 3. Pro srovnani byl jako G¢inna latka pouZit
methotrexat, oznadeny v tabulkdch 1 az 3 zkratkou MTX a
volny vektor H-Ala-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-
Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys-OH, tento vektor je v tabulce

1 oznaden zkratkou Pen.
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Provedeni zkoudky: bufiky byly naolkovany do ploten s
96 vyhloubenimi v mnoZstvi 2500 bunék/vyhloubeni v
prostfedi DMEM s 10 % FCS a antibiotiky. Po inkubaci pres
noc byly pfipraveny zkoumané latky v tomtéZ prostredi v
rizném zfedéni a roztoky byly pfidény k bunkdm. Pak byly
odebirany vzorky 1, 2, 3 a 4 dny po pridani roztoku. Pak
* bylo pridéno &inidlo Nucleotide Releasing Reagent
(LumiTech ViaLight) k rozruZeni bund&k a k uvolnéni ATPi
Po inkubaci 5 minut pfi teplot& mistnosti byla smés
prenesena na opakni plotny s 96 vyhloubenimi a plotny
byly uloZeny aZ do analyzy pfi teploté -20 °C. Pak byly
plotny pfeneseny do luminometru (Lucy 1, Labtech
International) a do kaZdého vyhloubeni bylo pridano
&inidlo ATP Monitoring Reagent (LumiTech ViaLight) v
mnoZstvi 20 mikrolitrt/vyhloubeni a okamZité& byla mérena
intenzita svétla. Pro kaZdy vzorek bylo provedeno 6
ode&teni. Mimo to byly provedeny také prisludné kontrély.
Bylo prokédzano, Ze bioluminiscence ATP byla pfimoumérna
podtu Zivotaschopnych bunék v pribé&hu celé 5kaly bun&k ve
v8ech vyhloubenich. V nésledujicich tabulké&ch jsou
‘uvedeny vysledky, pricemz statiéticky vyznamné vysledky

jsou vyznaceny silnéjSim tiskem.

Tabulka 1. Bunky HaCaT

’ Davka. (M) ' % uhvruti bundk ,
Den | Den2 " Den'3 ~_Den 4

MTYX MTX-Pen Pen MTX MTX-Pen Pen MTX MTX-Pem Pen MTX MIX-Pen Pen
40.0 4 29 16 15 82 2 97 5 92 98 12
13.3 2 42 18 35 6 o0 & 97 -7 9 B
4.4 4 -3 3 24 45 4 7 95 -1 93 98 10
1.5 13 24 16 31 82 ST .74 2 94 33 -14
05 = 4 -19 6 31 2 5 715 29 29 93 49 -26

0.2 7 4 26 11 21 0 1 20 3 93 51 21
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Tabulka 2. Bunky HaCaT
Davka (uM) % uhyruti bunék
' Den ‘Il Den 2 . Den 3 Den 4
| MIX. MTX-Pen MTX_ MTX-Pen MTX MTX-Pen MTX MTX-Pen
40.0 42 88 95 94
13.3 27 87 95 94
44 21 15 70 52 97 95 92 83
1.3 14 19 67 12- 9% -16 91 17
0.5 13 59 4. 9 27 91 2
0.2 3 41 94 86
0.4 19 7 45 65
Tabulka 3. Bunky HI 29"
Dévka:  (uM) % uhynuti bundk
Den 1 - Den 2 Den. 3 Den 4
MTX MTX-Pen MTX MTX-Pen MIX MTX-Pen MTX MTX-Pen =
40.0 31 9 96 _ 98
133 3 45 38 96
4.4 -14 10 -4 6 58 46 86 77
1.5 17 16 -5 9 48 15 84 45
0.5 15 14 .12 3 52 17 88 16
0.2 10 -5 54 85
0.1 6 -17 32
pfiklad 37

Stabilizace tvorby mikrotubuld plsobenim paclitaxelu a
2’—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—
—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys-Trp—Lys—Lys—OH)]paclitaxelu

provedeni zkoudky - Roztok tubulinu skotu a

tubulinu, znadeného tetramethylrhodaminem (celkové
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koncentrace 0,5 mg/ml) v pufru G-PEM, obsahujicim 80 mM
PIPES o pH 6,8, 1 mM EDTA a 1 mM GTP se inkubuije v
pfitomnosti 10 mikroM paclitaxelu, ktery je oznalen A na
obr. 1, 10 mikroM 2’-[sukcinimidopropionoyl- (H-Cys-Arg-
-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-
Lys-OH) ]paclitaxelu (B), a to v pfitomnosti nebo
nepfitomnosti zkoumané latky (C) celkem 30 minut pfi
teplot& 37 °C. Tvorba mikrotubuld byla sledovana
fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E800. Fotografie
byly pofizovany kamerou Kodak DCS 420 (digitalni kamera)

a byly analyzovany pomoci softwaru Adobe 5.0.
Priklad 38

Internalizace 4-[sukcinimidopropionoyl-
(biotinamidokaproyl-betaAla-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-
-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-Gly-Cys-Gly-
—NHZ)]podofyllotoxinu do bunék

Buiiky A549 byly naockovany na plotny s 96
vyhloubenimi v mnoZstvi 50 000 bun€k/vyhloubeni v
prost¥edi DMEM s 10 % FCS a antibiotiky. Po inkubaci pfes
noc byly pripraveny roztoky 4-[sukcinimidopropionoyl-
(biotinamidokaproyl-betaAla-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-
-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-Gly-Cys-Gly-

-NH;) ]Jpodofyllotoxinu (na obr. 2 znacCeni Lkonjugat™) a
biotinamidbkaproyl—betaAla-Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—
-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-Gly-Cys-Gly-

~NH, (na obr. 2 znaleni ,vektor™) jako seriové redéni 6
sniZujicich se koncentraci v prostfedi pro pé&stovani
buné&k, roztoky byly pfidény do vyhloubeni k burikam. Na
konci doby inkubace 60 minut byly buiiky 3krat
proplachnuty PBS a pak fixovadny 20 minut pfi teploté
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-20 °C sm&si ethanolu a kyseliny octové v pom&ru 95:5. Po
fixaci byly bufiky 10 minut permeabilisovany pusobenim PBS

[o)

s obsahem 3 % Tween-20. Endogenni alkalicka fosféataza

byla neutralizovédna inkubaci ploten pri teploté 65 °C na
dobu 60 minut. Pak byly bufiky inkubovany 30 minut pfi
teplot& mistnosti s konjugédtem alkalické fosfatazy a
streptavidinu (Pierce Chemical Co) v 0,1% BSA v PBS, pak
byly butiky dukladné promyty PBS. Do kaZdého vyhloubeni
byl pridan &erstvé pripraveny roztok 1 mg/ml
nitrofenylfosfétu v 10 mM diethanolaminu o pH 9,5 s 0,5
mM chloridu hofednatého a materidl byl inkubovéan aZ do
dostatedného vzniku zabarveni, pfibliZné 30 minut.
Enzymatickd reakce zastavena pridanim 50 mikrolitrd 2 M
vodného roztoku hydroxidu sodného. Aktivita alkalicke

fosfatdzy byla méfena spektrofotométricky pri 405 nm.
Pfiklad 39

Visualizace internalizace 4-[sukcinimidopropionoyl-
(biotinamidokaproyl-betaAla-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-
-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-Gly-Cys-Gly-

-NH,) ]podofyllotoxinu do bunék

Buiiky byly naockovény na podloZni sklicka s 8
vyhloubenimi v mnoZstvi 50 000 bunék na 1 vyhloubeni v
prostfedi DMEM s 10 % fetdlniho teleciho séra a
antibiotiky. Po inkubaci pfes noc byl v bunéclném
prostfedi rozpudtén 4-[sukcinimidopropionoyl-
(biotinamidokaproyl—betaAla—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—
-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-Gly-Cys-Gly-

-NH,) ]podofyllotoxin v koncentraci 10 mikroM a roztok byl
pridan k buflkdm. Na konci inkubacni doby 60 minut byly

bufiky 3krat promyty PBS a fixovany 20 minut pfi teploté
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-20 °C smé&si ethanolu a kyseliny octové v pom&ru 95:5. Po
fixaci byly bunky permeabilisovdny 10 minut prostredim
PBS s obsahem 3 % Tween-20. PodloZni sklicka pak byla
inkubovédna 30 minut s konjugatem streptavidinu a FITC
(Pierce Chemical Co.) po fedéni v PBS pri teploté
mistnosti, bun&&ny materidl by dikladné promyt PBS a pak
vloZen do Hydromount (BDH). Distribuce fluorescence byla
analyzovana pfi pouziti fluorecsencniho mikroskopu Nikon
Eclipse E800. Fotografie byly pofizovany pomoci digitdlni
kamery Kodak DCS 420 a analyzovény softwarem Adobe 5.0.

Reprezentativni zobrazeni je zn&zorné&no na obr. 3.
Priklad 40

Stabilita 4-{sukcinimidopropionoyl-(H-Cys-Arg-Gln-Ile-
-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-
-0H) ]podofyllotoxinu

10 x 10° buné&k HL60 se inkubuje 1 hodinu s 15 mikroM
4—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—
-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-

-OH) ]podofyllotoxinu (sloufenina A na obr. 4) v
pritomnosti nebo v nepritomnosti zkoumané latky (B) v
prostfedi DMEM. Po inkubaci se bun&ny material ddkladné
promyje PBS, aZ jiZ neni moZno prokazat v promyvaci
kapalin& Z&dnou zkoumanou létku. Pak se bufiky inkubuji
dalsi hodinu s &istym Zivnym prostfedim. Pak se buné&clny
materidl odst¥edi, usazenina se znovu uvede do suspenze V
50 mM Tris o pH 7,5 s obsahem smési inhibitor proteazy,
nade? se bun&ény materidl solubilizuje plisobenim
ultrazvuku po dobu 1 minuty. Nerozpustna frakce se
odstfedi 15 minut pfi pouziti Eppendorfovy odstredivky a

supernatant se analyzuje pomoci analytické RP-HPLC pri
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pouZiti gradientu 0 a? 60 % MeCN, lambda = 254 nm.
Neporudend zkoumand latka byla identifikovana srovnanim s
chromatogramy, které byly ziskany pf¥i pouziti autentické
zkoumané latky a pomoci analyzy DE MALDI-TOF MS
materialu, oznaleného Sipkou na obr. 4 a odebraného z
hlavnich frakci. Usazeniny byly dale extrahovany DMSO a
extrakty byly analyzovény podobnym zpﬁsobem,Apfiéemi

nebyla prokadzéna Zadnd zkoumana latka.
Priklad 41
Stalost peptidovych vektord v séru

7koumané latky byly rozpudtény v prostredi pro
p&stovani bunék, $lo o 10% FCS v DMEM, v koncentracich v
rozmezi 1 a% 40 mikroM. Roztoky byly inkubovany pri
teplot& 37 °C a v rtznych intervalech byly odebirany
vzorky. Po filtraci byly podily analyzovany pomoci RP-
HPLC pf¥i pouziti detektoru UV s fotodiodou. NeporuSené
vektory byly identifikoﬁény srovnanim s chromatogramy,
pfipravenymi pri pouziti autentickych peptidl a analyzou
DE MALDI-TOF pf¥islu3nych hlavnich frakeci. Polocasy pro 4
rizné vektory jsou shrnuty v tabulce 4. Podobné vysledky
byly ziskany v pripadé, Ze misto séra skotu, FCS, bylo
pouZito sérum Clovéka nebo my3i. Vyhodné je zejména my3i
sérum vzhledem k tomu, Ze jsou napodobeny podminky na
bun&&nych kulturadch. Ve vsech pripadech byl hlavnim
metabolickym produktem peptidu H-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-
-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-OH s 16 zbytky
aminokyselin peptid s 15 zbytky aminokyselin, vznikajici
odstépenim zbytku Lys z C-zakoneni. Tento peptid pfeziva
v séru nékolik hodin do dals$i degradace na C-zakonceni.

Vektory peptidové povahy, obsahujici L-aminokyseliny byly
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degradovany daleko pomaleji a nebylo moZno identifikovat
jednotlive metabolity. VZechny peptidové vektory,
obsahujici D-aminokyseliny byly velmi stélé a obvykle by

bylo moZno prokézat' jesté po 72 hodinéch inkubace.

Tabulka 4
Vektor Serum
tp
H-Arg-Gln-De-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp- 10 min
Lys-Lys-OH '
H—Arg—Gln—Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg—Arg—Met—Lys-Trp— >12h
Lys-Lys-NH,
H-D-AIg—D-GIn—D-Ile-D-Lys-D-Ile-D-Trp-D-Phe-D—Gln—D-Asn—D- >24h
A.rg-D-Arg-D-Met-D-Lys-D-Trp-D-Lys-D-Lys-NH3
H-A:g—Arg-Met—Lys-Trp-Lys~Lys-NH3' 3h
Priklad 42
St4lost vazby ucinnych létek'a estertl v séru
7koumané latky, ozna&ené v tabulce 5 jako A: 4-

[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys-Arg—Gln—Ile—Lys-Ile—Trp—
—-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-

-NH,) ]podofyllotoxin, B: 4-[acetyl- (H-Cys-Arg-Gln-Ile-
—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—
-OH) ] podofyllotoxin, C: 2’—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—
—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—
—Lys—Lys—NHﬁ]paclitaxel se rozpusti v prostfedi pro
péstovéani bunék, 10% FCS v DMEM v koncentraci Vv rozmezil 1
2% 40 mikroM. Roztoky se inkubuji pfi teplot& 37 °C a v

ur&enych intervalech se odebiraji vzorky. Po filtraci se




92

podily téchto vzorkl analyzuji pfi pouziti RP-HPLC a uv

detektoru s fotodiodou.

hydroxyskupinou u&inné latky a

1inkeru byla sledovana prikazem volného

nebo paclitaxelu.

latky a linkeru jsou shrnuty v tabulce 5.

Hydrolea‘esterovych vazeb mezi

karboxylovou skupinou

podofyllotoxinu

Polo&asy pro tfi razné kombinace u¢inné

Podobné

“vysledky byly dosazeny v pfipadé&, Ze misto séra skotu

bylo uZito 1idské sérum nebo sérum mySi.

velmi vyhodné vzhledem k tomu,

provadét v podobnych podminkach, v jakych

sérum my3i Jje
e je mozZno postup

jsou pé&stovany

bunédné kultury pro prukaz cytotoxicity.

Tabulka 5
Sloucenina Struktura Polodas esterové vazby
mezi slouceninou a
HeN \ .
o o Vektor  linkerem v sSeru
Iat'e L
o - 0
o
A <o -"'-( >24h
i ©
7
_o
“ﬁ Vektor
o / 1
y_l o
9
Y
B | 0 mi
0 o 40 min
i 0
_o
>12h
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Pfiklad 43

Srovnani cytotoxického G&inku paclitaxelu a jeho

konjugatd s vektory

Aby bylo moZno prokazat cytotoxické biologické
4&inky na bufky plicniho karcinomu A549 a na bunééné
linie karcinomu mlé&né Z1lazy MCF7, byly konjugaty
paclitaxelu s vektory, a to s vektorem s obsahem 16
zbytkd aminokyselin, 27/ - [sukcinimidopropionoyl~- (H-Cys-—
—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg-Met—Lys—Trp—
-Lys-Lys-NHy) Jpaclitaxel a také s vektorem s obsahem 7
zbytkl aminokyselin, 2’ -[sukcinimidopropionoyl- (H-Cys-
—betaAla—Arg—Arg—Met—Lys—Trp-Lys—Lystﬂz)paclitaxel
pouzity ke sledovani tak, ze bun&é¢ny materidl byl
vystaven plsobeni uvedenych komplext na 1 hodinu, to
znamena na dobu, pfi niZ jsou konjugaty metabolicky stalé
za podminek, pfi nichZ je zkoudka provadéna, jak je
uvedeno v prikladech 41 a 42. Hodnoty ICso za 1 hodinu a
za 3 dny jsou shrnuty v tabulce 6 a jsou srovnany s
hodnotami, jichZ bylo dosaZeno pfi pouZitil volného
paclitaxelu. Je nutno uvést, Ze vzhledem k zanedbatelne
rozpustnosti nekonjugovaného péclitaxelu ve vodé bylo
vymyvani sloucenin, neinternalizovanych do buné&k daleko
méné& u&inné ne? v pripadé& konjugatu, jejichz rozpustnost
ve fyziologickych prostfedich je vétsi nez 10 mg/ml. Je
mozno uzaviit, Ze po 1 hodin& ptusobeni je cytotoxicka
G&innost dtsledkem pfitomnosti neporusenych konjugatl

paclitaxelu, jak je také zFfejmé z prikladu 37.

Provedeni zkoudky - Bun&lny material by naodkovan na
plotny s 96 vyhloubenimi v mno¥stvi 2500 buné&k/vyhloubeni

v prostfedi DMED, obsahujicim 10 % FCS a antibiotika. Po
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inkubaci pfes noc byly pripraveny zkoumané latky v rdzném
ted&ni v prostfedi pro pé&stovani buné&k, v pripadé volného
paclitaxelu byl pfidan dimethyl sulfoxid k dosaZeni
alesponl &aste&ného rozpudténi, roztoky byly ptidany k
bun&&nému materidlu. Po 1 hodiné& plisobeni byla plotna
inkubovana je$t& dal3i hodinu, pak byly odstranény
supernatanty a vyhloubeni byla promyta prostfedim pro
pé&stovéni buné&k po dobu 5Skrat 2 minuty. Po celkové
inkubaci 72 hodin bylo kvantitativné stanoveno celkové
mno¥stvi Zivotaschopnych bunék pri pouziti standardniho

postupu MTIT.

Tabulka 6

Zkoumana latka 72 h, ICse {(mikroM)

Bunéd&nd linie

A 549 MCE'7
Doba expozice
1 h 3 d 1h 3 d‘
Paclitaxel 0,028 |<0,015 |0,04 <0,015
Paclitaxel-vektor (l6-mer) 0,618 <0,015 |0,202 0,017
Paclitaxel-vektor (7-mer) |0,043 <0,015 |0,325 <0,015

‘ P¥iklad 44

Vyhodnoceni konjugatu paclitaxel-vektor a podofyllotoxin-

-vektor na buné&dénych liniich karcinomu

Na bun&éné linie bylo plisobeno sériovym zfedénim
zkoumanych latek, v tabulce 7 5lo o nasledujici latky:
konjugat 2’-paclitaxelu a vektoru, 2’ - [sukcinimidopro-

pionoyl—(H—Cys—Arg—Gln~Ile—Lys-Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—




se o s oo
* [ X ] ] ] Y .:
e L} ) »
. 260 2 0 o P
4 [ e oo .
95 se0e oo 'Y e

-Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH)]paclitaxel, konjugat 7-
paclitaxelu a vektoru, 7—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys-
—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile-Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—
—Lys—Lys—OH)]paclitaxel a konjugat 4-podofyllotoxinu a
vektoru, 4—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—
-Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lysf

-OH) ]podofyllotoxin. PO inkubaci 96 hodin byla stanovena

cytotoxicita pri pouziti standardni zkoudky SRB.

Tabulka 7. Vyhodnoceni cytotoxicity na puné&&nych liniich

pfi dobé plsobeni 96 hodin, ICsq (mikroM)

Bunélnd vektor ' Konjugat Konjugat Paclitaxel Konjugat Etoposid
linie 2/ -paclita- 7-paclita- 4‘P°d9fyl"
xel-vektor xel-vektor lotoxin-~
-vektor
BE >25  0.0305 1.6 < 0.55 1.1
0.0025
COLO205 >25 0.074 1.9 0.0026 0.495 0.8
DLD-1 >25 0.6 25 0.054 0.65 0.57
HCT116 >25 0.096 2.4 < 0.53 1.9
_ 0.0025
HT29 >25  0.092 225 < 0.53 2.6
0.0025 .
KMI12 >25 0.105 295  0.0028 0.58 - 0.58
d
LIMI215 >25 0.12 3.65 0.0058 1.1 0.33
LS174T >25 0.195 7.4 0.0085 1.25 0.46
A2780 >25 0.105 2.8 < 0.54 0.21
' 0.0025
A2780Cis® >25  0.125 43 0.0051 0.54 0.68
CH1 >125 0.115 6.6 0.0041 0.51 0.165
5
“CH1Dox® >25 4.6 >25 0.54 0.51 6.6
CHITaxol® >25 0.13 8.7 0.0058 0.52 0.145
SKOV-3 >25 0.235 22 0.01 0.74 13
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Priklad 45

Vyhodnoceni etoposidovych a podofyllotoxinovych derivatt

na inhibici topoisomerazy II

7koudka na topoisomerdzu II - 0,3 mikrogramu
plasmidové DNA se inkubuje pfi teploté 37 °C se 4
jednotkami cisténé rekombinantni lidské topoisomerazy II
v pufru pro Stépeni, ktery obsahuje 30 mM tris.HCl o pH
7,6, 60 mM NaCl, 3 mM ATP, 15 mM merkaptoethanolu a 8 mM
chloridu theénatého, bez pridéni nebo s pridanim
zkoumané latky v koneéné koncentraci 1 mM, 100 mikroM
nebo 10 mikroM. Reakce se zastavi pfidanim SDS do konecné
koncentrace 1 % hmotnostni. Vzorky se zpracovavajil
ptisobenim proteindzy K 30 minut pri teplot& 37 °C a pak
se 2krat extrahuji stejnym objemem smesi chloroformu a
isoamylalkoholu v pom&ru 42:1. Po pridani barviva se
vzorky nanesou na 4 x TAE, 1% agarbézovy gel, obsahujicil

0,5 mg/ml ethidiumbromidu a elektroforéza se neché

probihat 16 aZz 24 hodin. Inhibice topoisomerédzy II se
urduje podle produkce linedarni plasmidové DNA a
zachyceného meziproduktu 3tépeni a stanovi se pomér
substratu (8roubovicovd DNA) k produktu (uvolnénad DNA).
Stanoveni relaxace se provadi stejnym zpusobem s tou
vyjimkou, Ze reakéni pufr se optimalizuje na detekci
- katalyzy spise neZ na detekci 3t&peni, takZe se uziji
pouze 2 jednotky enzymu na vzorek. Jako reakéni pufr se
uzije 50 mM tris.HCl o pH 8, 120 mM KC1, 0,5 mM ATP,
0,5 mM dithiothreitolu a 10 mM chloridu hofednatého. Na
inhibici topoisomerédzy II je moZno usoudit z poméru

substratu (8roubovicovid DNA) a produktu (uvolné&né& DNA) .
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Tabulka 8
Zkoumana latka U&innost?
Etoposid IC
Podofyllotoxin -
4’ -demethylepipodofyllotoxin IC
4’ —-demethyl-4- (4’ "aminocanilino) - I
epipodofyllotoxin
H-betaAla-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-NHz -
4—[sukcinimidopropionoyl—(H—Cys—betaAla~Arg— -
—Arg;Met—Lys—Trp—Lys~Lys—NH2)]podofyllotoxin
47— [sukcinimidopropionoyl- (H-Cys-betaAla-Arg- IC
—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—Hz)]epipoddfyllotoxin
4" -demethyl-4-[acetyl- (H-Cys-betaAla-Arg-Arg- IC
—Met—Lys—Trp—Lys—Lys~NH2)]epipodofyllotoxin
4’—demethyl—4—[4"—aminoanilino—
- (sukcinimidopropionoyl) - (H-Cys-betaAla-Arg-
-Arg-Met-Lys~Trp-Lys-Lys-— I

-NH;) ]epipodofyllotoxin

a) I znamend inhibici relaxace iroubovicového plasmidu

pisobenim topoisomerazy II. C znamend nahromadéni

reak&niho meziproduktu topoisomerazy II.

Zkratky:
Boc terc.butyloxykarbonyl
Bu® terc.butyl

CF3COCH kyselina trifluoroctova
CH,C1, dichlormethan
DE MALDI-TOF MS

doba desorb&ni ionizace matrice v

hmotové spektrometrii, stanovena

laserem
DMF N,N-dimethylformamid
Et,0 diethylether
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Fmoc 9-fluorenylmethyloxykarbonyl

HMBA p-hydroxymethylbenzoyl

HOBt 1-hydroxybenzotriazol

MeCN acetonitril

Pmc 2,2,5,7,8—pentamethylchroman—6—sulfonyl

Pri,NEt N,N-diisopropylethylamin

PyBOP benzotriazol-l-yloxytrispyrrolidinofosfonium-
hexafluorofosfat

RP-HPLC vysokotlakad kapalinova chromatografie v
reversni fazi

Trt trityl (trifenylmethyl)
Priklad la

H-Arg (Pmc) -Gln (Trt)-Ile-Lys (Boc) ~-Tle-Trp-Phe-Gln(Trt)-
—Asn(Trt)-Arg(Pmc)—Arg(Pmc)~Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)—
-Lys (Boc) -pryskyrice

Peptid byl ziskdn pri pouzitil syntetizatoru peptidd
ABI 433A (Perkin-Elmer Applied Biosystems). Byl pouZit
standardni postup (,FastMoc 0,25 mmol MonPrevPk™).
Vychozi pryskyrici bylo 0,5 mmol/g pryskyfice Fmoc-
Lys(Boc)—[(4—(hydroxymethyl)fenoxyacetyl)pryskyfice} (ABI
401425) . Vysledna peptidylova pryskyfice, ziskana ve
vytézku 100 % a mnoZstvi 1,37 g byla promyta Et;0 a

sudena ve vakuu.

Aby bylo moZno prokazat chemickou integritu tohoto
meziproduktu, byl maly podil peptidylové pryskyfice
roz&tépen a zbaven ochrannych skupin a surovy produkt byl
analyzovan, Slo o H-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-
~-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-OH s Eistotou vy831i neZ 90 %
pfi analytické RP-HPLC, totoZnost slouceniny byla
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potvrzena metodou DE MALDI-TOF MS a kvantitativni

analyzou aminokyselin.

[H-Glu (OBu®) -Gly-bAlals-Lys,-Lys-bAla-Arg (Pmc) -Gln (Trt) -
-Ile—Lys(Boc)~Ile—Trp—Phe—Gln(Trt)—Asn(Trt)-Arg(Pmc)—
—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp—Lys(Boc)—Lys(Boc)—pryskyfice

137 mg, 0,025 mmol svrchu ziskané peptidylové
pryskyfrice se acyluje pfi pouziti 47 mg, 0,15 mmol Fmoc-
-betaAla-OH, 78 mg, 0,15 mmol PyBOP, 25 mg, 0,15 mmol
HOBt a 39 mg, 0,225 mmol Pri,NEt ve 2 ml DMF v pribé&hu 2
hodin. Pak se skupina Fmoc odstépi v prib&hu 20 minut
plisobenim 20% piperidinu v DMF a materidl se dikladne
promyje DMF. Produkt se je3té 2krat prodlouZi dvoji
acylaci a od3tépenim ochrannych skupin pri pouziti Fmoc-
-Lys (Fmoc)~OH (0,15 mmol v prvnim cyklu a 0,3 mmol ve
druhém cyklu) pri pouZiti obdobnych cyklld vazby a
nasledného od3t&peni ochranné skupiny. Pak se retézec
znovu prodlouZi pri pouziti 0,6 mmol Fmoc-Gly-OH a 0,6
mmol Fmoc-Glu (OBu®)-OH, pfidem? se opé&t uZiji obdobné
stupné& acylace a odstépeni ochranné skupiny Fmoc. Pak se
produkt zbavi ochrannych skupin a dﬁkladné se postupné

promyje DMF, CH,Cl, a Etp0, naceZ se sudi ve vakuu.

Aby bylo moZno prokdzat chemickou integritu tohoto
meziproduktu, byl maly podil peptidylové pryskyrice
odstépen a postranni retézec byl zbaven ochrannych
skupin, naceZ byl analyzovan surovy produkt, [H-Glu-Gly-
—betaAla]4—Lysz—Lys-betaAla—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—
-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-OH, byla prokédzéna
Eistota vy381i neZ 89 % pri RP-HPLC na sloupci Vydac
218TP54, prutok 1 ml/min, 25 °C, gradient 15 az 25 % MeCN
v 0,1% vodné CF3;COOH v prub&hu 20 minut, tg = 17,7 minut,
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200 a% 300 nm, identita byla prokézana pomoci DE
[M + H]" = 3732,

lambda =
MALDI—TOF MS:
C165H269N53O445 = 3731, 30.

sumdrni vzorec

{[4[N—(2,4—diamino—6—pteridinylmethyl)—N—
—methylamino]benzoyl]—Glu(OBuF)—Gly—betaAla}4—Lysz—Lys~
—bAla—Arg(Pmc)—Gln(Trt)—Ile—Lys(Boc)—Ile—Trp—Phe—
—Gln(Trt)—Asn(Trt)—Arg(Pmc)—Arg(Pmc)—Met—Lys(Boc)—Trp—

—Lys(Boc)—Lys(Boc)-pryskyfice

76 mg, 0,025 mmol svrchu uvedené peptidylové
pryskyfice se nechd reagovat pfes noc pri teploté
mistnosti s 76 mg 0,2 mmol hemihydrochloriddihydrétu
(2,4—diamino—6—pteridinylmethyl)— -
155-3),

kyseliny (4 [N=-
-methylamino]benzoové (Aldrich 86, a 104 mg, 0,2
mmol PyBOP, 27 mg, 0,2 mmol HOBt a 70 mikrolitrl, 0,4
mmol Pri,NEt ve 2 ml DMF. Produkt se postupné promyVé
DMF, CH,Cl, a Et20, nade? se sudi ve vakuu, ¢imZ se ziska
85 mg vysledné peptidylové pryskyfice jako oranZové pevné
latky.
{[4[N=-(2, 4-diamino-6-pteridinylmethyl) -N-
—methylamlno]benzoyl] Glu—Gly—betaAla}4—Ly52—Lys—bAla—
-Arg-Gln-Ile-Lys~- -Ile-Trp- Phe -Gln-Asn- Arg—Arg—Met—Lys—Trp—
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Svrchu uvedeny produkt se zpracovava 1,5 hodiny pri
teplot& mistnosti pomoci ¢inidla, tvoreného fenolem,
vodou, thioanisolem, 1,2-ethandithiolem a TFA Vv poméru
0,75:0,5:0,5:0,25:10. UZije se 12 ml tohoto &inidla.
Zbytek pryskyfice se pak odfiltruje a promyje na sintru
malymi podily &isté kyseliny trifluoroctové. Filtraty a
promyvaci kapalina se spoji, pfidd se 100 ml
diethyletheru a smés se zchladi. VysréZeny produkt se
odstfedi a etherovy supernatant se slije. Produkt se
jest& 3krat promyje podobnym zptsobem diethyletherem.
Vysledny surovy produkt se susi ve vakuu, ¢imZ se ziské
61 mg oranzového prasku. Tento materidl se znovu rozpusti
ve 4 ml 0,1% vodného roztoku kyseliny trifluoroctové a
roztok se zfiltruje. Vysledny roztok se ve dvou podilech
nanese na sloupec RP-HPLC (Vydac 218TP1022, 22 x 250 mm) .
Sloupec se vymyva rychlosti 9 ml/min pri pouZiti
gradientu 17,5 az 27,5 % MeCN v 0,1% vodném roztoku
kyseliny trifluoroctové v prubéhu 40 minut pfi teploteé
25 °C. Hlavni frakce se odebiraji, sleduji pomoci
analytické RP-HPLC a spoji podle potfeby. Po odstredéni
ve vakuu se timto zptsobem ziskd 13,5 mg &istého
produktu. Analytickd RP-HPLC: tg = 17,8 minut (Vydac
218TP54, gradient 17,5 aZ 27,5 % MeCN v 0,1% vodném
roztoku kyseliny trifluoroctové, 20 minut, prutok 1
ml/min, 25 °C, &istota vy33i neZ 99 %, lambda = 200 az
300 nm). DE MALDI-TOF MS: [M + H]® = 4962, sumdrni vzorec
Cy25H321Ng1048S = 4960, 54.

Priklad 2a
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H—Cys—Arg—Gln—Ile-Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—
-Lys—Trp—Lys—Lys—OH'

411 mg, 0,075 mmol H-Arg(Pmc)-Gln (Trt)-Ile-Lys (Boc) -
—Ile—Trp—Phe—Gln(Trt)-Asn(Trt)—Arg(Pmc)—Arg(PmC)—Met—
—Lys(Boc)—Trp-Lys(Boc)~Lys(Boc)—pryskyfice se acyluje
plisobenim 264 mg, 0,45 mmol Fmoc-Cys (Trt)-OH, 234 mg,
0,45 mmol PyBOP, 61 mg, 0,45 mmol HOBt a 0,12 ml, 0,675
mmol N,N-diisopropylethylaminu ve 3 ml DMF celkem
3 hodiny. Vyslednd peptidylovéd pryskyfice se promyje po
dobu 3 x 5 minut vZdy 25 ml DMF, pak se necha okapat a
prida se na 20 minut 20% piperidin v DMF. Po odfiltrovani
‘reakéniho &inidla se vysledny produkt, kterym je H-
—Cys(Trt)—Arg(Pmc)-Gln(Trt)—Ile—Lys(Boc)—Ile—Trp—Phe—
—Gln(Trt)—Asn(Trt)—Arg(Pmc)—Arg(Pmc}—Met—Lys(Boc)—Trp—
-Lys (Boc) -Lys (Boc) -pryskyfice se postupné promyje DMF,

CH,Cl, a Et,0, naceZ se su$i ve vakuu.

Svrchu uvedeny produkt se zpracovava 2 hodiny pfi
teploté mistnosti pisobenim 12 ml smési fenolu, vody,
thioanisolu, 1,2-dithiocethanu a kyseliny trifluoroctové v
poméru 0,75:0,5:0,5:0,25:10. Pak se zbyléd pryskyrfice
odfiltruje a na sintru je promyje malymi podily c¢isté
kyseliny trifluoroctové. Filtrat a promyvaci kapalina se
spoji, pridd se 100 ml diethyletheru a sm&s se zchladi.
VysraZeny produkt se isoluje odstrfedénim a etherovy
supernatant se slije. Produkt se jest& 3krat promyje
diethyletherem podobnym zpusobem. Timto zplsobem se ziska
238 mg surového produktu, ktery se susi ve vakuu. Podil
119 mg tohoto materialu se znovu rozpusti ve 2 ml 0,1%
vodného roztoku kyseliny trifluoroctové a roztok se
zfiltruje. Zfiltrovany roztok se nanese na sloupec RP-

HPLC (Vydac 218TP1022, 22 x 250 mm). Sloupec se vymyva
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rychlosti 9 ml/min p¥i pouZiti gradientu 17,5 az 27,5 %
MeCN v 0,1% vodném roztoku kyseliny trifluoroctové v
prab&hu 40 minut pfi teploté 25 °C. Hlavni frakce se
odebiraji, sleduji pomoci analytické RP-HPLC a spoiji
podle potfeby. Po odstredéni ve vakuu se timto zplUsobem
ziska 60,9 mg &istého produktu. Analyticka RP-HPLC: tgr =
15,8 minut (Vydac 218TP54, gradient 17,5 aZz 27,5 % MeCN v
0,1% vodném roztoku kyseliny trifluoroctové, 20 minut,

1 ml/min, 25 °C, Cistota vy33i nezZ 99 %, lambda = 214
nm), DE MALDI-TOF MS: [M + H]™ = 2351, sumarni vzorec
C1o7H173N35021S, = 2349,87.

‘N—[3—(maleimido)benzoyl]—doxorubicin

5,9 mg, 10 mikromol doxorubicinhydrochloridu
(Aldrich, 86.036-0) se rozpusti v 1 ml vody a 0,5 ml DMF.
7a michani se prida 0,5 ml 0,1 M vodného fosfatového
pufru o pH 7,2. K vysledné suspenzi se pfidd 12,9 mg, 40
mikromol N-hydroxysukcinimidesteru kyseliny
3-maleimidobenzoové po kapkéch v 1 ml DMF. Cervené
sbarvena reak&ni smé&s se postupné vylerl a po pribliZne
10 minutédch je moZno pozorovat tvorbu sraZeniny. Prubéh
reakce se sleduje analytickou RP-HPLC, po 2 hodinach je
reakce doxorubicinu Uplna. Pak se sm&s zredi 1,5 ml vody,
zchladi se na 4 °C a odstfedi. Supernataht se slije.
Vyslednd usazenina se znovu rozpusti v 1 ml
dimethylformamidu a zrfedi se 2 ml 0,1% vodného roztoku
TFA. Tento roztok se nanese na predem naplnény sloupec v
pevné fazi (500 mg LiChrolut RP-18 Merck, sloupec je
predem uveden do rovnovaziného stavu v MeOH s 0,1% vodnym
roztokem TFA). Sloupec se promyva 4 ml 0,1% vodného
roztoku TFA a pak se provadi eluce smé&si MeCN a vody Vv

pomé&ru 6:4, voda obsahuje 0,1% TFA, uziji se 2 frakce
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promyvaci kapaliny, 2krat 4 ml. Prvni frakce obsahuje

vyslednou latku a primo se pouZije Vv nédsledujicim stupni.

N-{3- [3- (H-Cys-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-
—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—

—OH)sukcinimido]benzoyl}doxorubicin

4 °‘f 4 i "
CMeo  OH h «)‘\N/(,Mﬁ: &N 'Li,.»(iudk K{MNK: Jku<(

f]«kg“:k*}x"m T ERIN Y

syrchu ziskany roztok N-[3-
(maleimido)benzoylldoxorubicinu se zfedi 1 ml DMF a prida
se 50 mikrolitrl EtsN. Barva roztoku se zméni na tmave
hnédou. Pak se prida H-Cys-Arg- -Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-
—Gln—Asn-Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH v roztoku v 1 ml
DMF. Sm&s se michéa, v prubéhu michéni se hnéda barva
sméni na svétle Cervenou. Reakce se sleduje analytickou
RP-HPLC. Po 1,5 hodin& je reakce
3—(maleimidobenzoyl)doxorubicinu ukon&ena. Roztok se
okyseli 0,5 ml kyseliny octoveé, z¥edi se 3 ml vody a
nanese se na ptredem naplné&ny extrakéni sloupec v pevné
fazi, uzije se 500 mg prostfedku LiChrolut RP-18 (Merck).
Sloupec se promyje 6 ml 0,1% vodného roztoku TFA a pak se
vymyva 6 ml smési MeCN a vody s obsahem 0,1% TFA v pomeéru

6:4. Eluat se sudi odstfed&nim ve vakuu. Zbytek se znovu
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rozpusti ve 2 ml 0,1% vodného roztoku TFA, zfiltruje a
Gisti preparativni RP-HPLC (Vydac 218TP1022, 22 x 250 mm)
pfi pouziti gradientu 20 aZ 40 % MeCN. Frakce s obsahem
vYéledné latky se odd&li, analyzuji se analytickou RP-
HPLC a podle potfeby spoji. Materidl se znovu odstfedi ve
vakuu, &imZ se ziskd 1,2 mg Cisté vysledné latky.
Analytickd RP-HPLC: tgr = 15,6 a 15,8 minut (Castecné
odd&lené thioetherové diastereomery), gradient 0 aZ 60 %
MeCN, c&istota vy33i neZ 95 %, lambda = 200 aZz 300 nm, DE
MALDI-TOF MS:

[M + H]" = 3094, [M + 2H]%'=>1548, sumdrni vzorec

C1asH207N3703582 = 3092, 56.
Priklad 3a
2/ -[ (3-maleimidopropionoyl) ]paclitaxel

5,7 mg, 0,034 mmol kyseliny 3-maleimidopropionové se
rozpusti v 0,2 ml dichlormethanu. Sm&s se micha a
soulasné se pfidévéb2,4 mg, 0,019 mmo 1
diisopropylkarboldiimidu v 0,5 ml bezvodého
dichlormethanu. Reakce se nechd probihat 30 minut za
stidlého michani, pak se rozpoudtédlo odpafi za sniZeného
tlaku. Odparek anhydridu kyseliny 3—maleimidopropionové
se znovu rozpusti v 0,5 ml bezvodého pyridinu. Pak se
pridad roztok 1 mg, 0,0012 mmol paclitaxelu (Aldrych
41,701-7) v 0,5 ml bezvodého pyridinu a smés se micha 3
hodiny pod dusikem. Pak se smés odpat¥i do sucha za
snizeného tlaku. Odparek se zpracovava pusobenim 1,5 ml
vody. Po 10 minutach se smeés extrahuje 3 x 5 ml
dichlormethanu. Extrakty se spoji, promyji se 3 x 1 ml
vody, vysu3i se siranem hofednatym a odpafi do sucha,

&im? se ziskd vysledny produkt, jako bily odparek.
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27 ={3=-[3-( Cys—Arg—Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—
—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH)sukcinimido]propionoyl}—

paclitaxel

Produkt z pfedchozi reakce se znovu rozpusti v 0,25
ml DMF a p¥idé se 2,5 mg, 0,0011 mmol H—CyS—Arg—Gln—Ile—
—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Mét—Lys—Trp—Lys—Lys—OH v
rogtoku v 0,25 ml DMF spolu s pEibliZzn& 0,05 ml EtaN.
Smés se michd pod dusikem a prub&h reakce se sleduje
analytickou RP-HPLC. Po 45 minutach je reakce ukoncena.
smés se zfedi na 2 ml pridanim 0,1% vodného roztoku
kyseliny trifluoroctové, zfiltruje se a nanese na sloupec
RP-HPLC (Vydac 218TP1022, 22 X 250 mm). Sloupec se vymyva
rychlosti 9 mm/min pfi pouZiti gradientu 0 az 60 % MeCN v
0,1% vodném roztoku kyseliny trifluoroctové 40 minut pfi
teplot& 25 °C. Hlavni frakce se analyzuji pomoci RP-HPLC
a podle potfeby se sliji. Po odstredéni ve vakuu se timto
zptisobem ziska 1,2 mg &istého produktu. Analyticka RP-
HPLC: tgp = 17,4 a 17,5 minut (84sted&né rozdélené
thioetherové diastereomery), (Vydac 218TP54, gradient O
a3 60 % MeCN v 0,1% vodném roztoku kyseliny
trifluoroctové, 20 minut, 1 ml/min, 25 °C, Cistota vy$s5i

nes 95 %, lambda = 200 aZ 300 nm. DE MALDI-TOF MS: [M +
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H]T = 1679, sumdrni vzorec CigH229N37038S2 = 3354,90.
Priklad 4a

Cytotoxicka u&innost {[4[N-(2,4-diamino-6-
-pteridinylmethyl)-N-methylamino]benzoyl]-Glu-Gly-
-betalAla},-Lyss,-Lys-betaAla-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-
-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys—OH

Tato latka, kterd bude v nésledujicich tabulkach
oznalovana zkratkou "MTXQPen“ byla vyhodnocena na. svou
schopnost vyvolat inhibici proliferace normalnich
(imortalizovanych) lidskych bunék, $lo o bunky HaCaT v
tabulkach 1 a 2, mimo to byly provedeny zkousky s
bun&&nou linii lidského kolorektdlniho karcinomu HT29 v
tabulce 3. Pro srovnani byl uZit v tabulkdch 1 aZ 3 volny
methotrexdt a v tabulce 1 volny vektor H-Ala-Arg-Gln-Ile-
—Lys—Ile—Trp—Phe—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH}

tento vektor je v tabulce 1 oznalen zkratkou Pen.

Provedeni zkoudky - Buiky byly naolkovany na plotny s 96
vyhloubenimi v mnoZstvi 2500 buné&k/vyhloubeni v prostredi
DMEM s 10 % fetdlniho teleciho séra a antibiotiky. Po
inkubaci pfes noc byly pripraveny zkoumané latky v tomtéZ
prost¥fedi v rizném zredéni a roztoky byly pfidany k
bufikdm. Pak byly odebirdny vzorky 1, 2, 3 a 4 dny po
pridani roztoku. Pak bylo pfidédno ¢inidlo Nucleotide
Releasing Reagent (LumiTech ViaLight) k rozruSeni buné&k a
k uvolnéni ATP. Po inkubaci 5 minut pfi teploté& mistnosti
byla smé&s pfenesena na opakni plotny s 96 vyhloubenimi a
plotny byly uloZeny a# do analyzy p¥i teplot& -20 °C. Pak
byly plotny pfeneseny do luminometru (Lucy 1, Labtech

International) a do kaZdého vyhloubeni bylo pridano
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&inidlo ATP Monitoring Reagent (LumiTech Vialight) v
mno¥stvi 20 mikrolitr(/vyhloubeni a\okamiité byla mé&fena
intenzita svétla. Pro kaZdy vzorek bylo provedeno ©
ode&teni. Mimo to byly provedeny také prisludné kontroly.
Bylo prokédzéno, ze binuminiscence ATP byla pfimoumérna
poctu 3ivotaschopnych bunék v prib&hu celé $kaly bunék ve

vdech vyhloubenich.

V nasledujicich tabulkdch jsou uvedeny vysledky,
priZemZ statisticky vyznamné vysledky jsou vyznaceny

silné&jdim tiskem.

Tabulka 1. Bufiky HaCaT

Davka. {uM) % uhyruti bundk
Den | Deri2 Den 3 Den 4

MTYX MTX-Pen Pen MTX MTX-Pen Pen MTX MTX-Pen Pen - MTX MTX-Pen Pen
40.0 4 29 16 15 82 2.7 97 5 92 98 12
13.3 22 42 18 35 63 0 8 97 17 92 98 -6
4.4 4 4 8 24 45 ) i 95 -1 93 98 10
L5 13 -24 16 3t 82 ST v 2 2 9% 88 14
0.5 4 =19 6 31 2 5 75 29 29 93 49 -26
0.2 7 4 226 . 1 2 o 7 20 -3 9 st 2

Tabulka 2. Bunky HaCaT

Davka (uM) % uhynuti bunék
Den 'l Den 1 Den 3 Den 4
. MTX. MTX-Pen MTX_MTX-Pen MTX MTX-Pen MTX MTX-Pen

40.0 42 38 95 94
13.3 27 87 95 94
4.4 21 15 70 52 97 95 92 33
1.3 14 19 67 12 9%  -16 91 17
0.5 0 13 59 24 9 -27 91 2
0.2 3 41 94 %

0.7 .19 7 45 65
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. Tabulka 3. Bufly HE 29
Davka  (uM) "% uhynuti bundk - ,
Den 1 ~ Den 2 Den 3 Den 4
MTX MTX-Pen MTX MTX-Pen MTX MTX-Pen MTX MTX-Pen
40.0 31 79 9 98
13.3 3 45 88 96
4.4 a4 100 4 6 58 46 8% 77
1.5 17 16 5 9 8 15 81 45
- 0.5 15 4 a2 8 2 17 88 16
0.2 10 5 54 85
) =24

0.7 6 -17
pPriklad b5a

[(3—maleimidopropionoyl)]bohemin

g

. "
N&H,N
1o
HNANAN$
A~
!
0 o~
Q’\/‘k o
Q

12,8 mg, 76 mikromol kyseliny 3-maleimidopropionové
se rozpusti v 1 ml methylenchloridu. Smés se micha a
pfidava se 5,3 mg, 42 mikromol DIC v 0,5 ml
methylenchloridu. Reakce se necha probihat za stéalého
michani 40 minut. Pak se rozpoustédlo odpatfi za sniZeného
tlaku. Odparek anhydridu kyseliny 3-maleimidopropionové
se znovu rozpusti v 0,5 ml bezvodého pyridinu. pfida se
roztok 10,3 mg, 30 mikromol boheminu a 0,35 mg, 2
mikromol DMAP v 0,5 ml pyridinu a smés se jeSté hodinu
micha pod dusikem. Pak se smés odpari do sucha za
sniZeného tlaku. Odparek se znovu rozpusti v 1 ml DME a

roztok se &isti preparativni RP-HPLC na sloupci (Vydac
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218TP1022, 22 x 250 mm) pZi pouziti gradientu 10 az 60
MeCN, &imZz se ve vyt&zku 88 % ziska &isty produkt Jjako
14,7 mg bezbarvé pevné latky. Analytickd RP-HPLC: tg =
,‘gradient 0 aZz 60 %

(CDCl3) a DE MALDI-

17,7 minut (sloupec Vydac 218TP54)
MeCN, &istota vy33i neZ 95 %. lH-NMR
TOF MS byly v souladu s predpokladanou strukturou
vysledné latky. sumarni vzorec CpsHagN,04 = 491,54.

0{3—[3—(Cys-Arg-Gln—Ile—Lys—Ile—Trp—Phe~Gln—Asn—Arg—Arg—
—Met—Lys—Trp—Lys—Lys—OH)sukcinimido]propionoyl}bohemin

[o]

OV Ny

°"‘Y
L, ﬁuk

w%gug; %

BV
. " .

P
HNT "Nt
" . Hn

0,74 mg, 1,5 mmol produktu z pfedchozi reakce se
rozpusti v 0,3 ml DME a pfida se 50 ml EtsN. Pak se prida
jedté 3,5 mg, 1,5 mmo 1 H—Cys—Arg—Gln—Ile—Lys-Ile—Trp-Phe—
—Gln—Asn—Arg—Arg—Met—Lys—Trp—Lys-Lys—OH v roztoku v 0,23
ml DMF. Smé&s se michd pod dusikem a prib&h reakce se
sleduje analytickou RP-HPLC. PO jedného hodiné je reakce

Sm&s se zfiltruje a nanese se na sloupec RP-

22 x 250 mm) .

ukoncena.
HPLC (Vydac 218TP102Z,
rychlosti 9 ml/min pfi pouZiti gradientu 10 az 60 % MeCN

Sloupec se vymyva

v 0,1% vodné kyseliné trifluoroctové v prubé&hu 40 minut
pfi teplot& 25 °C. Hlavni frakce se sleduji analytickou
RP-HPLC a spoji podle potfeby. Po odstfedéni ve vakuu se

ve vytézku 40 % ziska 1,7 mg gistého produktu. Analyticka
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RP-HPLC: tg = 15,0 minut (Vydac 218TP54, gradient 0 az

60 % MeCN v 0,1% vodné kyseliné trifluoroctové, 20 minut,
1 ml/min, teplota 25 °C, &istota vy38i nez 95 %, lambda =
200 a% 300 nm). DE MALDI-TOF MS: [M + H]" = 2842, sumérni
vzorec Ci3zH202N42025S, = 2841,42.

Zastupuje:
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<220>

<223> Popis umdle vytvoiené sekvence: syntheticky peptid

<400> 2
Arg Arg Met Lys TP Lys Lys
1l s

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> UmSle vytvolena sekvence

<220>
<223> Popis un€le vytvotené sekvence: synthetieky peptid

<400> 3
Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 ‘

<210> 4

<21i> ¢

<212> PRT

<213> Uméle .vytvoleni sekvence

<226>'
<223> Popis undle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

<400> 4
Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
b 5

fecoav




<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213>_Umé1e vytvofené.sekvehce

<220>

<223> Popis um€le vytvorené - sekvence: syntheticky peptid .-

<400> 5
Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10

<210> 6
<211> 7
<212> PRT

<213> ymdle vytvoiena sekvence

<220>
<223> Popis undle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

<400> 6
Lys Arg Met Lys Trp Lys Lys

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> UmSle vytvoiend sekvence

<220>

<223> Popis unsle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

.

fSeovesy




<400> 7
Arg Lys Met Lys Trp Lys Lys
1 s

<210> 8

<211> 7

<212> PRT

<213> Umdle vytworend sekvence

<220> | ;
<223> Popis uméle vytvorené sekvenbe: syntheticky peptid

<400> 8
Arg Arg Glu Lys TP Lys Lys
1 5

<210> 9

<211> 7

<212> PBRT

<213> Umdle vytvorend sekvence

<220> - :
<223> Popis unéle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

<400> 9
Arg Arg Gln Lys Trp L¥S Lys
1 -5

L]

(XXX XY ]



<210> 10

<211> 7 '

<212> PRT

 <213> UmSle vytvoreni sekvence

<220>
<221> MOD_RES
<222> (3)

<223> 0Orn

<220>
<223> Popis unSle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

<400> 10
Arg Arg Xaa Lys Trp Lys Lys
1 5

<210> 11
<211> 7

<212>- PRT
<213> Umdle vytvorena sekvence

<220>

<223> popis umdle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

<400> 11
Arg Arg Met Lys Gln Lys Lys
1 5




<210> 12

<211> 7
<212> PRT

<213> Umdle vytvorena sekvence

<220>

<223> Popis umSle vytoviené sekvence: syntheticky peptid

<400> 12
Arg Arg Met Lys Trp Phe LYS
1 s

<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Um€le vytvorenad sekvence -

<220>

<221> MOD_RES
<222> (2)
><223> Orn

<220>
<223> Popis uméle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

<400> 13
Arg Xaa Arg Lys Trp Lys Lys
1 5

<210> 14
<211> 7

<212> PRT _ ‘
<213> Umdle vytvorena sekvence -

-



<220>
<223> Popis umdle vytvoiené sekvence: syntheticky=peptid“

<400> 14
- Arg Arg Met Trp Lys Lys Lys
1 S

<210> 15

<211> 7

_<212> PRT

<213> Um€le vytvorenad sekvence

<220> .
<223> Popis undle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

<400> 15
Arg Arg Met Lys Lys Trp Lys
g o 5

<210> 16

<211> 20

<212> PRT

<213> UmSle vytvoFeni sekvence

<220>

<221> MOD_RES
<222> (4)
<223> bala

<220>
<223> Popis umSle vytvofené sekvence: synthetickfr' peptid -



<400> 16

Leu Leu Leu Ala Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln As

Lys Trp Lys Lys
20

‘<210> 17
- <211> 17
<212> PRT

<213> ym&le vytvolena sekvence

<220>

n Arg Arg Met
‘ 15

<223> popis uméle vytvorené sekvence: syntheticky peptid

<400> 17

Cys Arg Gln Ile Lys Ile TrP Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys

1 g 10

Lys

<210> 18

<211> 20

<212> PRT

<213> Uméle vytvorena sekvence

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)
<223> bAla

15




<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

‘<400>

Ala Arg Gln Ile Lys Ile T

1l

Popis uméle vytvolené sekvence: syntheticky peptid’
MOD_RES

(20) .

Amidace

18

S 10

Lys Gly Cys Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

20

1°
Ej
PRT

Unsle vytvorena sekvence:

MOD_RES

(2)
bAla

Popis. umdle vytvoiené sekvence: syntheticky peptid

MOD_RES
()
Amidace

rp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys TrP Lys




10

(00> 19
rs Ala Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys

1

210>
211>
212>
213>

220>
221>
222>
-4223>

5

20

17

PRT _

UmSle vytvofena sekvence

MOD_RES

(1)
bala

220>

<223> Popis uméle vytvofené sekVence: syntheticky peptid

<400> 20

Ala Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys

1 5 10

Lys

<210> 21~
<211> 9
<212> PRT

<213> Umdle vytvorena sekvence

<220>

<223> Popis undle vytvorené sekvence:‘synthetick&’peptid T
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1

<220>

<221> MOD_RES
<222> (9)
<223> Amidace

<400> 21
Cys Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys Cys
1 5

<210> 22

<211> 17 .

<212> PRT _

<213> Uméle vytvoreni sekvence

<220>
<223> Popis umdle vytvoFené sekvence: syntheticky peptid

<400> 22 _ v
Ala Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys
1 5 10 15

Lys

<210> 23
<211> 19

<212> PRT
<213> UmSle vytvorend sekvence

<220>

<223> popis umdle vytvorené sekvence: syntheticky peptid
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (19)

<223> pmidace

<400> 23 |
Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 ' 15

‘Gly Cys Gly

<210> 24
<211> 8

<212> PRT
<213> Uméle vytvorens sekvence

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)
<223> bAla

<220>

<223> popis umdle vytvoiené sekvence: syntheticky peptid

<220>

<221> MOD_RES
<222> (8)
<223> Amidace

<400> 24
Ala Arg Arg Met Lys TrP Lys Lys
1 s

*B0e
evee
L




13

<210> 25
<211> 16
<212> PRT

<213> Umdle vytvorend sekvence

<220>

<223> Popis umdle vytvoifené sekvence: syntheticky peptid

<220>

<221> MOD_RES
<222> (16)
'€223> Amidace -

<400> 25
Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 26

<211> 7

<212> PRT

<213> Uméle vytvolend sekvence -

<220>

<221> MOD_RES
<222> (7)
<223> Amidace

<220>
<223> Popis uméle vytvofené sekvence: synthetick§ peptid

<400> 26
Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5




<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
'<222>
<223>

<220>
<223>

14

27

17

PRT

UmSle vytvofené.sekvehce

MOD_RES
(17)
Amidace

Popis umdle vytvoiené sekvence:  syntheticky peptid

<400> 27

Cys Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Aﬁg Met Lys Trp Lys -

1l 5 10 15

Lys
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PATENTOVE NAROKY

1. Podavaci systém, tvofeny u&innou latkou, vazanou na
nosié¢, vy znadcujicil s e t 1 m, Ze nosic Jje
tvoren homeoboxem peptidu nebo jeho fragmentem nebo
derivatem a udinnou latkou je therapeuticky G¢inna

nepeptidovad a neoligonukleotidova ucinna latka.

2. Podévaci systém podle nadroku 1, vy zn acu j i -
c i s e t 1 m, Ze je U&inny v neporudeném stavu.
3. Podavaci systém podle naroku 1 nebo 2,

vyznadcujilci s e t im, Ze homeobox peptidu
je odvozen od helixu 3 sekvence homeoboxu peptidu nebo

jeho fragmentu nebo jeho derivatu.

4. Podavaci systém podle ndroku 3, vy zn a ¢ uj i-
c i s e t 1 m, Ze homeobox peptidu je odvozen od
peptidu Prosophila antennapedia nebo jeho fragmentu nebo

derivatu.

5. Podavaci systém podle naroku 3 nebo 4,
vyznaduijilci S e t 1 m, Ze nosicem je

penetratin nebo jeho fragment nebo derivat.

6. Podévaci systém podle naroku 5, vy zn a ¢ u ji-
c i s e t 1 m, Ze jako nosi& obsahuje sekvenci SEQ ID
No. 1.

7. Podédvaci systém podle ndroku 5, vy zna ¢ uj i-

c i s e t 1 m, Ze jako nosicC obsahuje zkréacenou

sekvenci SEQ ID No. 1.
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8. Podavaci systém podle naroku 5 nebo 7,
vyznadc¢ujici s e t i m, Ze Jjako nosic

obsahuje sekvenci SEQ ID No. 2.

9. Podavaci systém podle naroku 5 aZ 8,
vyznadcujici s e t i m, Ze volna karboxylova
skupina na karboxyterminalnim zakon&eni aminokyseliny

noside je prevedend na karboxamidovou skupinu.

10. Podavaci systém podle nékterého z narokt 3 aZ 9,
vyznadcujici s e t 1 m, .Ze homeobox peptidu

je tvorfen D-aminokyselinami.

' 11. Podavaci systém podle nékterého z naroka 1 az 10,

e u&inna léatka je

N¢

vyznac¢ujici s e tim,

tvorena cytotoXickou latkou.

12. Podavaci systém podle naroku 11,
vyznadc¢ujicil s e t im, Ze se Uu¢inna latka
vbli ze skupiny latek, poSkozujicich DNA nebo ze skdpiny
antimetabolity, protinadorovd antibiotika, pfirodni
produkty a analbgy t&chto latek, inhibitory reduktazy
dihydrofolatu, pyrimidinové analogy, purinové analogy,
inhibitory kinazy, zavislé na cyklinu, inhibitory
synthetéazy thymidylétu, interkaldtory DNA, latky, 3tépici
DNA, inhibitory topoisomerédzy, anthracykliny, latky z
geledi Vinca, mitomyciny, bleomyciny, cytotoxicke
nukleosidy, pteridinové latky, diyneny, podofyllotoxiny,
latky s obsahem platiny, latky, vyvolavajici diferenciaci

a taxany.
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13. Podavaci systém podle naroku 12,
vyznadc¢uijicil s e t 1 m, Ye se U¢innad latka
voli ze skupiny methotrexat, methopterin,
dichlormethotrexat, 5-fluorouracil, 6-merkaptopurin,
trisubstituované puriny, Jjako olomoucin, roscovitin,
bohemin a purvalanol, flavopiridol, staurosporin,
cytosinarabinosid, melphalan, leurosin, actinomycin,
daunorubicin, doxorubicin, mitomycin D, mitomycin A,
carninomycin, aminopterin, tallysomycin, podofyllotoxin a
jeho derivaty, etoposid, cisplatina, carboplatina,
vinblastin, vincristin, vindesin, paclitaxel, docetaxel,
kyselina taxoterretinova, kyselina méselné,

acetylspermidin, tamoxifen, irinotecan a camptothecin.

14. Podavaci systém podle néroku 13,
vyznadc¢ujict s e t 1 m, Ze se uinna latka
voli ze skupiny methotrexat, podofyllotoxin a jeho
derivaty, etoposid, camptothecin, paclitaxel,

doxorubicin, roscovitin a bohemin.

15. Podavaci systém podle nékterého z naroka 1 aZz 14,

vyznacujilcit s e t i m, Ze ucinnad létka je

pfimo véazéna na nosic.

16. Podavaci systém podle nékterého z naroka 1 az 14,
vyznac¢uijiciti s e t i m, Ze u&innad léatka Jje

na nosi& vazéna nepfimo prostfednictvim linkeru.

17. Podavaci systém podle naroku 16,
vyznac¢ujicitl s e t i m, Ze se linker voli ze
skupiny (methylamino)benzoyl-Cys, sukcinimidobenzoyl-Cys,

sukcinimidopropionoyl-Cys, beta-alanyl-sukcinyl, acetyl-
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-Cys a (4'’-aminoanilin)-sukcinimidopropionoyl-Cys.

18. Podavaci systém podle nékterého z naroka 1 az 17,
vyznaduijicitl s e t 1 m, Ze 1 skupina nosice

vase vice neZ jednu skupinu G¢inné latky.

19. Podavaci systém podle naroku 18,
vyznacujicil s e t i m, Ze skupiny G¢inné

latky jsou odlidne.

20. Podavaci systém podle nadroku 18 nebo 19,
vyznadcdujilci s e t 1 m, Ze kaZdd skupina

G&inné latky je na nosi¢ vazéna pres linker.

21. Podavaci systém podle naroku 20,
vyznacuijici s e t i m, Ze kaZzd& skupina

G&inné latky je na nosi¢ véazéna stejnou skupinou linkeru.

22. Podavaci systém podle naroku 20,
vyznadujici s e t i m, Ze kaZdd skupina
a&inné latky je na nosi¢ vazéna odlisnou skupinou

linkeru.

23. Podavaci systém podle naroku 21,
vyznadcuijici s e t 1 m, Ze na nosic Jje
vazana vice ne? jedna skupina u¢inné latky siti

lysinovych zbytkl.

24. Podavaci systém podle nékterého z narokld 20 aZ 22,
vyznacujici s e £t 1 m, Ze na nosic¢ je
vazana vice neZ 1 skupina u¢inné latky pres skupinu
linkeru, ktera se voli ze skupiny (methylamino)benzoyl-

Cys, sukcinimidobenzoyl-Cys, sukcinimidopropionoyl-Cys,
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beta-alanyl-sukcinyl, acetyl-Cys a (4’ ~aminoanilin) -
sukcinimidopropionoyl-Cys.
25. Podavaci systém podle naroku 24,

vyznadcuijici s e t 1 m, Ze jako skupinu

linkeru obsahuje sukcinimidopropionoyl-Cys.
26. Podavaci systém podle naroku 24,
vyznadcuijici s e t i m, Ze skupina nosice je
zkridcena forma penetratinu a linker déle zahrnuje 1 aZ 4
zbytky aminokyselin.

27.

Podavacl systém podle naroku 26,

vyznacuijilcit s e t i m, Ze se zbytky
aminokyselin voli ze skupiny cysteinu, glycinu, kyseliny
glutamové a beta-alaninu.

28. Podavaci systém podle né&kterého z narokl 1 aZ 27,

vyznadc¢uijilci s e t i m, Ze dale obsahuje

skupinu pro zacileni systému.
29. Podavaci systém podle néroku 26,

vyznadc¢uijici s e t 1 m, Ze skupina pro

zacileni je spojena s nosicem.
30. Podavaci systém podle naroku 26,

vyznacujilcili se t i m, Ze skupina pro

zacileni je spojena s ucinnou latkou.
31. Makromolekula, vy znacuijici s e t i m,
e jde o podavaci systém podle n&kterého z narokl 1 az

30.
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32. Makromolekula, vy znacuj ici s e t i m,
e je zvolena z nadsledujicich podavacich systémi:
# Ucinna latka ‘Linker Nosi& .-
(methotrexat )y ((methyiamino)benzoyi- (L)PARQIKIWFQNRRMK WKK-
EGBA). OH
doxorubicin sukcinimidobenzoyi-C RQIKIWFQNRRMKWKK-OH
doxorubicin sukcinimidobenzoyl-C (D-K)(D-K)(D-W)(D—K)(D-M)(D_-
' R)(D-R)Y(D-N)(D-QD-F)(D-
b\‘QI(D-D(D-K)(D-I)(D’Q)(D-R-
2)
paclitaxel 1 2’-sukcinimidopropionoyi-C RQIKIWFQNRRMKWKK—OH
N-term | paclitaxel 2’-sik cinimidopropionoyl- RQIKIWFQNRRMKWKK .
carboxyfluorescein GCG
C-tenm BA
paclitaxel 2'-sukcinimidopropionoyl-C - RQIKIWFQNRRMKWKK-NH;
paclitaxel 2'-sukcinimidopropionoyl- RRMKWKK-NH;
CBA ’ .
paclitaxel 7-sukcinimidopropionoyi-C RQIKIWFQNRRMKWKK-OH
podo:f yilotoxin 4-sukcinimidopropionoyl-C RQIKIWFQNRRMKWKK-OH
N-term | podo £yllotoxin 4-sukcinimidopropionoyl- RQIKIWFQNRRMKWKK
biotinamidocaproyl GCG
Coerm BA :
podo £ yllotoxin 4-sukcinimidopropionoyl-C RQIKIWFQNRRMKWKK—N'H;
podo £ yllotoxin _| 4-sukcinimidopropionoyl-C (D-R)(D-Q)(D—I)(D-K)(D-I)(D-
W)(D-FYD-Q®-N)D-R)(D-
R)D-M)(D-K)(DO-W)D-K)D-K-
NH,)
podo £ yllotoxin 4-sukcinimidopropionoyi-CBA RRMKWKK-NH;
podo fyllotaxin 4-sukcinimidopropionoyl-CBA (D-R)D-R)(D-M)(D-K)D-W)(D-
; K)(D-K-NH))
epipodo £ yllotoxin 4'-sukcinimidopropionoyl-C RQIKIWFQNRRMKWKK—OH
epipodo f yilotoxin 4’-sukcinimidopropionoyl-C RQIKIWFQNRRMKWKK-NHz .
epipodo £ yilotoxin 4’-sukcinimidopropionoyl- RRMKWKK-NH;
CBA
4'-demethyl 4-sukcinimidopropionoyl-C RQ[KIWFQNRRMKWKK—OH
epipodo f yllotoxin ’
etoposid (G2,G3a sukcinimidopropionoyi-C RQ[KIWFQNRRMKWKK—OH
4"
roscovotin sukcinimidopropionoyl-C RQIKIWFQNRRMKWKK—OH
bohemin: BA-sukcinyl-BA RQIKIWFQNRRMKWKK-OH
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bohemin sukzinimidopropionoyl-C RQIKIWFQNRRMKWKK-OH'
pado f yllotoxin 4-acetyl-C RQIKIWFQNRRMK WKK-OH
podo £ yllotoxin 4-acetyl-CBA RRMKWKK-NH;
4’-demethyl 4-acetyl-CBA RRMKWKK-NH,
epipodo fiyllotoxin
4'-demethyl 4-acetyl-C RQIKIWI-‘QNRRMKWKK-NH;

h ipodo; fiyllotoxin : R
podofyllotoxin 4-sukcinimidopropionoyl- RRMK WKK-NH;
‘GCBA
camptothecin 10-O-sukcinimidopropionoyl- RQIKIWFQNRRMKWKK-NHz
' C

C-term | podor Tyllotoxin 4-sukcinimidopropionoyi-C RRMKWKK

Neterm podo fyllotoxin 4-sukcinimidopropionoyi-C

N-tem | epipoda f.yllotoxin % -sukcinimidopropionoy-C | RRMKWKK

Citem camptothecin ICO-O-su cuumxdqpropxonoyl- o

N-term | epipodo £ yllotoxin 4 -sukcinimidopropionoy-C | RRMKWKK

C-term paclitaxel 2'«(sukcinimido)propionoyl-C S
4’-methoxy- 4-(4"-aminoanilino) RQIKIWFQNRRMKWKK—NH;
epipodo £ yllotoxin sukcinimidopropionoyl-C :
4’-methoxy- 4-(4”-aminoanilino) RRMKWKK-NH;
epipoda £ yllotoxin sukcinimidopropionoyl-CBA
4’-demethyl- 4-(4”-aminoanilino) RRMKWKK-NH;
epipodo f yllotoxin sukcinimidopropionoyl-CBA

. 33. Podavaci systém, tak jak je popsan v popisu a Vv

prikladové gasti.

i Zastupuje:
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