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(57)  Sammendrag

Fremgangsmate for fremstilling av ¢t medikamentkompleks i hvilket et polysakkaridderivat med
karboksylgrupper og en medikamentforbindelsesrest er sammenbundet ved hjelp av en "spacer” som
omfatter en aminosyre eller en "spacer” som omfatter 2 til 8 aminosyrer sammenbundet med
peptidbindinger, eller et medikamentkompleks i hvilket et polysakkaridderivat med karboksylgrupper og en
medikamentforbindelsesrest er sammenbundet uten bruk av en "spacer”, kjennetegnet ved at et organisk
aminsalt av polysakkaridderivatet karboksylgrupper far reagere med medikamentforbindelsen

eller "spaceren" bundet til medikament-forbindelsen i et ikke-vandig system.

Reaksjonen mellom polysakkarid-derivatet med karboksylgrupper og medikamentforbindelsen bundet til
"spaceren” eller lignende kan utfores med hoyt utbytte, og dersom en medikamentforbindelse med en
laktonring benyttes i reaksjonen kan sidereaksjoner reduseres.
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Oppfinnelsens omrdde
Foreliggende oppfinnelse gjelder en fremgangsmdte for

fremstilling av et medikamentkompleks i hvilket et poly-
sakkaridderivat og en medikamentforbindelse, f.eks. et anti-
neoplastisk middel, er sammenbundet.

Oppfinnelsens bakgrunn
Antineoplastiske midler, som benyttes for behandling

av faste cancere, f.eks. lungecancer eller karsinomer i for-
d¢yelsesorganene og blodcancere som leukemi, tilfe¢res system-
isk via tilfgrselsveier som intravengs eller oral tilfgrsel,
og fordeles sa til spesifikke tumorseter og viser sin tera-
peutiske virkning ved & inhibere eller undertrykke prolifera-
sjon av cancercellene. De systemisk tilf¢grte antineoplastiske
midler tas imidlertid hurtig opp av lever og de retikuloendo-
tale organer fra blodet, eller de utskilles hurtig i urinen,
og blodkonsentrasjonen kan fglgelig noen ganger vare sa
redusert at fordelingen pa tumorseter er utilstrekkelig. I
tillegg har vanlige antineoplastiske midler i seg selv en
darlig fordelingsselektivitet overfor tumorseter (tumor-
selektivitet), og de antineoplastiske midler vil derfor for-
deles uniformt over forskjellige vev og celler i hele kroppen
og fungere som cytotoksiner ogsa ovenfor normale celler og
vev, noe som forer til problemer ved at uheldige bivirkninger
oppstar, f.eks. emesis, pyreksi eller alopesi med ekstremt hgy
hyppighet. Det har derfor vart ¢nsket & utvikle et middel for
effektiv og selektiv fordeling av antineoplastiske midler til
tumorseter.

Som ett slik middel ble det foresldtt en fremgangs-
mate hvor et polysakkaridderivat med karboksylgrupper benyttes
som medikamenttilfe¢rselsbzrer, og et antineoplastisk middel er
bundet til polysakkaridderivatet for & forsinke fjerning av
det antineoplastiske middel fra blodet og ¢ke selektiviteten
ovenfor tumorvev. F.eks. beskriver internasjonalt patentskrift
W094/19376 et medikamentkompleks hvor en peptidkjede (antall
aminosyrerester: 1 til 8) er bundet til en karboksylgruppe av
et polysakkarid med karboksylgrupper, og hvor doksorubicin,
daunorubicin, mitomycin C, bleomycin eller lignende videre er
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bundet ved hjelp av peptidkjeden. I tillegg beskriver japansk
patentskrift (KOKOKU) nr. (Hei) 7-84481/1995 et medikament-
kompleks i hvilket det ovenfor nevnte antineoplastiske middel
er innfgrt i et karboksymetylert mannoglukanderivat ved hjelp
av en Schiff-base eller en syreamidbinding. Disse medikament-
komplekser sarpreges ved at de har forbedret antitumor-
aktivitet sammenlignet med antitumormidlet alene, som ikke er
bundet til en medikamenttilférselsbzrer, og redusert
toksisitet og bivirkninger.

NAr det gjelder teknologier for medikamentkomplekser
som benytter poclyalkoholiserte polysakkaridderivater som
medikamenttilfeprselsbarere er noen rapporter tilgjengelige,
f.eks. "Researches on polysaccharide-peptide-doxorubicin
complexes-Correlations between stabilities of polysaccharide
carriers in blood and their anti-neoplastic activities"
(Abstracts of 10th Meeting of the Japan Societyl of Drug-
Delivery System, 279, 1994); "Researches on polysaccharide-
peptide doxorubicin complexes - Pharmacokinetics and anti-neo-
plastic activity" (Abstracts of 9th Annual Meeting of Japanese
Society for the study of xenobiotics, 292, 1994){ Abstracts of
the 19th Seminar of Trends in Research and Development
(arrangert av The Organization of Drug A D R Relief, R & D
Promotion and Product Review), D-9, 1995; og "Researches on
Drug delivery to a tumor tissue by polysaccharide carriers"
(Abstracts of 12th Colloid and Interface Technology Symposium,
The Chemical Society of Japan, 51, 1995).

Disse medikamentkomplekser har konvensjonelt blitt
fremstilt ved & fremstille natriumsaltet av et polysakkarid-
derivat med karboksylgrupper, f.eks. karboksymetylpullulan
eller karboksymetylmannoglukan, og deretter binde en
karboksylgruppe i polysakkaridderivatet til en aminogruppe i
et antitumormiddel (eller en N-terminal aminogruppe i en
peptidkjede som er bundet til antitumormidlet) ved hjelp av en
syreamidbinding. Natriumsalt av polysakkaridderivater er full-
stendig ulg¢selige, i det minste i organiske l¢semidler, og nar
reaksjonen ovenfor utfgres har fremgangsmaten fglgelig blitt
tilpasset pa en midte som omfatter fremstilling av natrium-
saltet av et polysakkaridderivat som en lg¢sning i vann eller
et organisk l¢semiddel blandet med vann, og deretter 3 l¢se et
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kondensasjonsmiddel og et antitumormiddel (eller et antitumor-
middel med en peptlkoede) i form av hydroklorldet eller
llgnende i 1¢sn1ng.

Imidlertid utfeores i reaksjonen dehydratlserings—
kondehsasjon-x et lgsemiddel som inneholder vann, og det var
f¢1gelig'umu;ig 4 erholde et ¢gnsket produkt i h¢§t utbytte.
Antitumormidler som benyttes som reagenser er generelt dyre,
og det har vart ¢gnskelig a utvikle en fremgangsmdte for
effektiv fremstilling ‘av de ovenfor nevnte medikament-
komplekser,_f:a ét'fremstillings¢konomisk synspunkt. I tillegg
har forbindelsene som beskrives i japansk patents¢knad (KOKAI)
nr.'(héi) 6 87746/1994 og som er anvendbare som antitumor-
midler, - en 1aktonr1ng molekylet og det er problemer ved at
nar disse forblndelser bundet til en peptidkjede, utsettes
for reaksjonen ovenfor apnes laktonringen i narvaer av en base
og vann, og den resulterende karboksylgruppe kan reagere med
den N-terminale aminogruppe i peptidkjeden som er bundet til
antitumormidlet slik at utbyttet av det ¢énskede produkt
reduseres i vesentlig grad og at reaksjonen ikke gir det
¢nskede, enhetlige medikamentkompleks. Det har derfor vert
¢pnskelig & utvikle en reaksjonsfremgangsmate som kan unngd
dannelse av forbindelser med apnet laktonring.

Beskrivelse av oppfinnelsen
Et formdl med foreliggende oppfinnelse er & tilveie-

bringe en fremgaﬁgsméte for effektiv fremstilling av medika-
mentkomplekser som seteselektivt kan tilfeore en aktiv bestand-
del, f.eks. et antitumormiddel eller et antiinflammasjons-
middel, til tumorseter eller lignende. Nazrmere bestemt er for-
malet med foreliggendé oppfinnelse & tilveiebringe en frem-
gangsmate som kan tilveiebringe medikamentkompleksene i stor
skala og med lave omkostninger ved effektiv reaksjon mellom et
polysakkaridderivat med karboksylgrupper og en medikamentfor-
bindelse, f.eks. et antitumormiddel, eller med en "spacer" som
omfatter et oligopeptid eller lignende som er bundet til en
medikamentforbindelse.

For & oppnad formdlet nevnt ovenfor utfe¢rte opp-
finnerne omfattende unders¢kelsér, og som et resultat fant de
at dersom et polysakkaridderivat med karboksglgrupper”fér

. ”
',f. . D L& e n : . RS
3D . - - -
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reagere med en medikamentforbindelse eller en "spacer" bundet
til en medikamentforbindelse med benyttelse av et organisk
aminsalt av polysakkaridsaltet i stedet for natriumsaltet som
benyttes konvensjonelt, kan saltet av polysakkardderivatet
1¢ses i hoy konsentrasjon i et organisk lgsemiddel som i det
vesentlige er vannfritt, slik at reaksjonen mellom poly-
sakkaridderivatet og medikamentforbindelsen eller "spaceren"
bundet til medikamentforbindelsen kan utf¢res med ekstremt
hgpyt utbytte, og at de produkter eller lignende kan reduseres.
Foreliggende oppfinnelse ble oppnddd basert pa disse funn.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer sdledes en
fremgangsmate for fremstilling av et medikamentkompleks hvor
et polysakkaridderivat med karboksylgrupper og en medikament-
forbindelsesrest er sammenbundet ved hjelp av en "spacer" som
omfatter en aminosyre eller en "spacer" som bestar av 2 til
8 aminosyrer sammenbundet med peptidbindinger, eller et
medikamentkompleks hvor et polysakkéridderivat med karboksyl-
grupper og en medikamentforbindelsesresf er sammenbundet uten
"spaceren”, og som sarpreges.ved at'et'brganisk aminsalt av
polysakkaridderivatet med karboksylgruﬁpef far reagere med
medikamentforbindelsen eller medikamentforbindelsen bundet til
"gpaceren” i et ikke-vandig system, og en fremgangsmate for
fremstilling av det ovenfor nevnte medikamentkompleks som om-
fatter f¢lgende trinn: (1) Overfe¢ring av et alkalimetallsalt
av polysakkaridderivat med karboksylgrupper til et organisk
aminsalt av dette, og (2) & la det orgéniske aminsalt reagere
med medikamentforbindelsen eller medikamentforbindelsen bundet
til "spaceren" i et ikke-vandig system.

Ifplge foretrukne utfe¢relser foreliggende oppfinnelse
tilveiebringes fremgangsmdten ovenfor hvori polysakkarid-
derivatet med karboksylgrupper er en karboksy-(C, ,)-alkyl-
dekstran-polyalkohol, fremgangsmaten ovenfor hvori dekstran-
polyalkoholen som utgjoér karboksy-(C,_,)-alkyldekstran-poly-
alkoholen er en dekstranpolyalkchol erholdt ved & behandle et
dekstran under betingelser som tillater i det vesentlige full-
stendig polyalkoholisering,'fremgangsméten ovenfor hvori
karboksy-(C,_,)-alkyldekstran-polyalkoholen er en karboksy-
metyldekstran-polyalkohol, fremgangsmaten ovenfor hvori
karboksy-(C,_,)-alkyldekstran-polyalkoholen er en karboksy-
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metyldekstran-polyalkohol med molekylvekt i omradet fra 5 000
til 500 000, fortrinnsvis i omrddet fra 50 000 til 450 000, og
mer foretrukket i omradet fra 200 000 til 400 000, og hvor
karboksymetyleringsgraden pr. inngdende sukkerrest ligger i
omrddet fra 0,01 til 2,0, fortrinnsvis i omradet fra 0,1 til
1,0, og mer foretrukket i omradet fra 0,3 til 0,5, og frem-
gangsmaten ovenfor hvori medikamentforbindelsen er et antineo-
plastisk middel eller et antiinflammasjonsmiddel.

Ifplge videre foretrukne utf¢reiser av foreliggende
oppfinnelse tilveiebringes fremgangsmdten ovenfor hvor medika-
mentforbindelsen er en forbindelse som kan danne en lakton-
ring, fremgangsmdten ovenfor hvori en medikamentforbindelse i
hvilken en laktonring dannes, eller en "spacer" bundet til en
medikamentforbindelse i hvilken en laktonring dannes, benyttes
for reaksjonen mellom det organiske aminosalt og medikament-
forbindelsen eller "spaceren" bundet til medikamentforbind-
elsen, og fremgangsmiate ovenfor hvori medikamentforbindelsen
som kan danne .en laktonring er (1S, 9S)-1-amino-9-etyl-5-fluor-
2,3-dihydro-9-hydroksy-4-metyl-1H, 12H~benzo[de] pyrano-
[3',4’:6,7]indolozino[1,2—b]kinolin710,13(9H,15H)—dion.

Kort begkrivelse av figurene
Figur 1 viser GPC-diagrammet for medikamentkomplekset

ifplge eksempel 8, fremstilt ved fremgangsmaten if¢lge fore-
liggende oppfinnelse.

Figur 2 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset ifolge eksempel 8, fremstilt ved
fremgangsmaten ifplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 3 viser GPC-diagrammet for medikamentkomplekset
ifplge eksempel 9, fremstilt ved fremgangsmaten ifplge fore-
liggende oppfinnelse.

'Figur 4 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset i1fgplge eksempel 9, fremstilt ved
fremgangsmaten ifglge foreliggende oppfinnelse.

Figur 5 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset ifgplge eksempel 10, fremstilt wved
fremgangsmaten ifglge foreliggende oppfinnelse.

Figur 6 viser GPC-diagrammet for medikamentkomplekset
ifplge eksempel 15, fremstilt ved fremgangsmaten ifglge fore-
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Figur 7 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset ifgplge eksempel 15, fremstilt ved
fremgangsmdten ifglge foreliggende oppfinnelse.

Figur 8 viser GPC-diagrammet for medikamentkomplekset
ifplge eksempel 28, fremstilt ved fremgangsmdten ifglge fore-
liggende oppfinnelse.

Figur 9 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset ifplge eksempel 28, fremstilt ved
fremgangsmaten ifgplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 10 viser GPC-diagrammet for medikament-
komplekset ifplge eksempel 29, fremstilt ved fremgangsmaten
ifplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 11 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset ifglge eksempel 29, fremstilt ved
fremgangsmaten ifgplge foreliggende oppfinnelse.

' Figur 12 viser GPC-diagrammet for medikament-
komplekset ifplge eksempel 34, fremstilt ved fremgangsméten'

'ifgplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 13 viser det-u;trafiolefte absorpsjonsspekfrum
for medikamentkomplekset if¢lge eksempel 34, fremstilt ved
fremgangsmaten ifgplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 14 viser GPC-diagrammet for medikament-
komplekset ifplge eksempel 39, fremstilt ved fremgangsmaten
ifplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 15 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset if¢lge eksempel 39, fremstilt ved
fremgangsmaten ifplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 16 viser GPC-diagrammet for medikament-
komplekset ifplge eksempel 41, fremstilt ved fremgangsmaten
ifplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 17 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset ifplge eksempel 41, fremstilt ved
fremgangsmadten ifplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 18 viser GPC-diagrammet for medikament-
komplekset if@lge eksempel 44, fremstilt ved fremgangsmaten
ifplge foreliggende oppfinnelse.

Figur 19 viser det ultrafiolette absorpsjonsspektrum
for medikamentkomplekset ifgplge eksempel 44, fremstilt ved
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- fremgangsmaten if¢lge foreliggende oppfinnelse.

Figur 20 viser farmakokinetikken for medikament-
komplekset ifplge eksempel 15, fremstilt ved fremgangsmdten
ifplge foreliggende oppfinnelse. Hvert punkt i figuren
representerer en gjennomsnittsverdi fra tre eksperimenter.

Den beste mate for utfgrelse av oppfinnelsen
Medikamentkomplekset fremstilt ved fremgangsmaten

ifplge foreliggende oppfinnelse sarpreges ved at et poly-
sakkaridderivat med karboksylgrupper og en medikamentforbind-
elsesrest er sammenbundet ved hjelp av en "spacer" som om-
fatter en aminosyre eller en "spacer" som omfatter 2 til 8
aminosyrer sammenbundet med peptidbindinger, eller et poly-
sakkaridderivat med karboksylgrupper og en medikamentforbind-
elsesrest sammenbundet uten "spaceren".
Medikamentforbindelsesresten som inngadr i medikament-
komplekset er avledet fra en medikamentforbindelse som
anvendes for terapeutisk og/eller forebyggende behandling av
sykdommer hos pattedyr, heriblant mennesker, som legemiddel,
f.eks. et antineoplastisk middel, et antiinflammasjonsmiddel,
et antibakterielt middel eller.lignende, og resten omfatter en
delstruktur av medikamentforbindelsen. Medikamentforbindelsen
fra hvilken resten er avledet er imidlertid ikke begrenset til
dem nevnt ovenfor. I tillegg kan enhver forbindelse benyttes
som medikamentforbindelse sd lenge den har én eller to reak-
tive funksjonelle grupper som kan delta i dannelse av en bind-
ing med et polysakkaridderivat eller en "spacer" (f.eks. en
aminogruppe, en karboksylgruppe, en hydroksylgruppe, en tiol-
gruppe, en estergruppe eller lignende). Begrepet "medikament-
forbindelse" i den foreliggende beskrivelse omfatter ogsd en
"prodrug"-forbindelse som inneholder, som en del av seg selv,
hovedstrukturen av en medikamentforbindelse med farmakologisk
aktivitet per se, og som kan gjendanne forbindelsen in vivo.
Nermere bestemt betyr begrepet "medikamentforbind-
elsesrest" 1 foreliggende beskrivelse en delstruktur avledet
fra medikamentforbindelsen som foreligger forbindelsen etter
bindingsdannelse, hvor det antas at en binding mellom poly-
sakkaridderivatet eller "spaceren" og medikamentforbindelses-
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resten er dannet ved en reaksjon mellom en reaktiv funksjonell
gruppe i medikamentforbindelsen og en reaktiv funksjonell
gruppe i polysakkaridderivatet eller "spaceren” (f.eks.
dehydratiseringskondensasjon osv.). Dersom f.eks. medikament-
forbindelsen representeres med D-NH,, D-COOH, C-COOR, D-OH, D-
SH, D-CONH, eller D-NH-COOR (R er en lavere alkylgruppe eller
lignende), representeres medikamentforbindelsesresten med D-
NH-(D-NH-CO-Q osv.), D-CO-(D-CO-NH-Q, D-CO-0-Q, D-CO-S-Q
osv.), D-CO-(D-CO-NH-Q, D-C0-0-Q, D-CO-S-Q osv.), D-0-(D-0-CO-
Q, D-0-Q osv.), D-S-(D-S-CO-Q, D-S-Q osv.), D-CONH-(D-CO-NH-
CO0-Q osv.) hhv. D-NH-CO-(D-NH-CO-0-Q, D-NH-CO-NH-Q osv.), (det
i parentes stidr for en binding mellom "spaceren" eller poly-
sakkaridderivatet og medikamentforbindelsesresten, hvori Q
stadr for en gjenvarende delstruktur av "spaceren" hhv. poly-
sakkaridderivatet, minus en reaktiv funksjonell gruppe hhv. en
karboksylgruppe). Typen binding mellom "spaceren" eller poly-
sakkaridderivatet og medikamentforbindelsesresten er imidler-
tid ikke begrenset til dem nevnt ovenfor. Medikamentforbind-
elsesresten kan vare bundet til den karboksylgruppe i poly-
sakkaridderivatet, den N-terminale aminogruppe_eiler den C-
terminale karboksylgruppe i "spaceren", eller til en reaktiv
funksjonell gruppe som foreligger i en aminosyre som inngar i
"spaceren".

Som resten av medikamentforbindelsesrest kan f.eks.
fortrinnsvis rester av antineoplastiske midler som dokso-
rubicin, daunorubicin, mitomycin C, bleomycin, syklocytidin,
vinkristin, wvinblastin, metotreksat, antineoplastiske platina-
midler (cisplatin eller derivater av dette), taksol eller
derivater av dette, kamptotecin eller derivater av dette
(antineoplastiske midler beskrevet i japansk patents¢knad
(KOKAI) nr. (Hei) 6-87746/1994, fortrinnsvis (1S,9S)-l-amino-
9-etyl-5-fluor-2, 3-dihydro-9-hydroksy-4-metyl-1H, 12H-benzo-
[de]lpyrano[3',4':6,7]indolizin[1l,2~b]lkinolin~-10,13~(9H, 15H)-
dion, beskrevet i krav 2, eller lignende), benyttes. I tillegg
foretrekkes ogsad rester av sterocide antiinflammatoriske midler
som hydrokortisonsuccinat og prednizolonsuccinat og ikke-
steroide antiinflammatoriske midler som mefenaminsyre,
flufenaminsyre, diklofenak, ibuprofen og tinoridin.
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Medikamentforbindelsesresten kan vare direkte bundet
til polysakkaridet, eller den kan vare bundet. ved hjelp av en
“spacér". Som‘"épacer“ kan de benyttes som omfatter én amino-
syre eller 2 til 8 aminosyrer sammenbundet med peptidbind-
inger:.Narméié.bestemt har, dersom medikamentforbindelses-
resten og'polysékkaridderivatet er bundet sammen ved hjelp av
en "spacer",- "spaceren” form av en aminosyrerest, hvilket wvil
si en rest erholdt ved & fjerne et hydrogenatom og en
hydfoksylgfupﬁé_fra en aminogruppe hhv. en karboksylgruppe i
amihosYrén; é;lef'én rest av et oligopepfid som omfatter 2 til
8 éminosyreg_sammenbﬁndet med peptidbindinger, hvilket vil si
en rest erholdt Qéd‘é fjerne et hydrogenatom og en hydroksyl-
gruppe fra den N—terminale aminogruppe hhv. den C-terminale
karboksylgruppe i oligopeptidet.

Foretrukne "spacere" er oligopeptidrester som om-
fatter 2 til 6 aminosyrer. Typen aminosyre som inngdr i
"spaceren" er ikke spesielt begrenset, og f.eks. kan L- eller
D-aminosyrer benyttes, fortrinnsvis L-aminosyrer, og B-alanin,
¢ -aminokapronsyre, y-aminosmgrsyre og lignende kan ogsa be-
nyttes, likesd a-aminosyrer. Aminosyrer som ikke er a-amino-
syrer er fortrinnsvis plassert nar polysakkaridderivatet i
"gpaceren".

Dersom f.eks. en oligopeptid-"spacer" er benyttet er
bindingsretningen ikke spesielt begrenset, og generelt kan N-
enden i "spacereh" generelt vare bundet til en karboksylgruppe
i karboksy(CL;)aIkyldekstran—polyalkoholen ved hjelp av en
syreamidbinding, og C-enden i "spaceren" kan vare bundet til
en aminogruppe i medikamentforbindelsen. Alternativt kan
f.eks. dersom en lysinrest inngér som en oppbyggende enhet i
peptid-"spaceren", a-aminogruppen og &-aminogruppen i lysin-
resten danne syreamidbindinger med karboksylgrupper i andre
aminosyrer slik ét ﬁet dannes' N-ender i begge ender&dv peptid-
"spaceren", noe som tillater dannelse av bindinger med
karboksylgrupper i medikamentforbindelsene. Videre kan, ved &
innf¢gre én eller flere diaminforbindelsesrester eller
dikarboksylsyreforbindelser (rester av diaminforbindelser som
etylendiamin eller dikarboksylsyreforbindelser som ravsyre) i
en "spacer" som oppbyggende enheter, en spacer med enten N-
ender -eller C-ghder.i_bggge:ender benyttes. ’

»
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Dersom en "spaceren" som omfatter et oligopeptid
benyttes er aminosyresekvensen ikke spesielt begrenset.
"Spacere" som foretrekkes benytter omfatter f.eks. en "spacer"
som er en dipeptidrest representert med ~-X-Z-, hvori X star
for en rest av en hydrofob aminosyre og Z star for en rest av
en hydrofil aminosyre, og hvor X-Z- stdr for en rest som be-
stdr av et dipeptid som er dannet ved en peptidbinding mellom
en hydrofob aminosyre (X) og-en hydrofil aminosyre (Z) pa N-
terminale hhv. den C-terminale side, og hvor ett hydrogenatom
og én hydroksylgruppe er fjernet fra aminogruppen i N-enden
hhv. karboksylgruppen i C-enden, og en "spacer" som inneholder
en rest av dipeptidet som delpeptidsekvens. Som den hydrofob
aminosyre kan f.eks. fenylalanin, tyrosin, leucin eller
lignende benyttes, og som hydrofil aminosyre kan f.eks.
glysin, alanin eller lignende benyttes. "Spaceren" kan ha en
gjentatt sekvens av dipeptidresten (f.eks. X-Z-X-Z~, -X-Z-X-Z-
X-Z-, osv.). '_

Ved & benytte "spaceren" som iﬁneholder en slik di-
peptidstruktur kan "spaceren" hydrolyséies i tﬁmorseter eller
inflammasjonsseter, som anses rike Qéipéptidase, slik at
medikamentforbindelsen frigje¢res i hoy konsentrasjdn i setene,
og fglgelig er strukturen som dannes mellom "spaceren" som
inneholder dipeptidet ovenfor og medikamentforbindelsen ved
sammenbinding en foretrukket delstruktur for medikament-
komplekset fremgangsmédten ifplge foreliggende oppfinnelse.
Dersom en rest av et antineoplastisk middel som viser
konsentrasjonsavhengig antineoplastisk aktivitet (antineo-
plastiske midler som viser kraftigere antineoplastisk
aktivitet ved hgyere konsentrasjon, konsentrasjonsavhengige
antineoplastiske midler som f.eks. doksorubicin osv.) benyttes
som medikamentforbindelsesrest kan en "spacer" som bestdr av
dipeptidresten representert med -X-Z- nevnt ovenfor eller en
"spacer" som inneholder dipeptidresten nevnt ovenfor som del-
peptidsekvens mest foretrukket benyttes.

I tillégg kan, dersom et antineoplastisk middel av
tidsavhengig type som krever opprettholdelse over en viss
konsentrasjon i et gitt tidsrom benyttes som medikamentfor-
bindelsesrest, forhgyet antineoplastisk aktivitet noen ganger
oppnds ved & benytte "spaceren" ovenfor. Eksempler omfatter de
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antineoplastiske midler som beskrives i japansk patentsg¢knad
(KOKAI) nr. (Hei) 6-87746/1994, fortrinnsvis det antineoplast-
iske middel som beskrives i krav 2. Generelt b¢r "spaceren"
ikke begrenses til dem nevnt ovenfor, og det er ngdvendig a
velge en egnet "spacer" ut fra det antineoplastiske middels
virkningsmekanisme, egenskaper vedr¢rende farmakokinetikk
eller forekomst av toksisitet, frigje¢rbarhet in vivo av det
antineoplastiske middel og lignende. For karsinomer som viser
hurtig proliferering foretrekkes det genérelt a velge
"spaceren" ovenfor som kan frigj¢re medikamentforbindelsen i
hpy konsentrasjon i lgpet av kort tid.

Spesifikke eksempler pa "spaceren" er vist i den pa-
fplgende tabell, "spaceren" som benyttes i fremgangsmaten for
fremstilling av medikamentkompleksene ifglge foreliggende opp-
finnelse er imidlertid ikke begrenset til dem nevnt nedenfor,
og det kan lett forstas at en gjennomsnittsfagperson kan ut-
velge en egnet "spacer" slik at det oppnas en optimal frigiv-
elseshastighet for en medikamentforbindelse. I tabellen er den
venstre ende av peptidsekvensene N-ender, og medikamentfor-
bindelsesrestene. er bundet til C—enden, D-Phe star for en D-
fenylalaninrest, og de andre aminbsyrene representerer L-
aminosyrer. Frigivelseshastigheten ble vurdert ut fra
effektivitetsgraden av medikamentkompleksene bundet med dokso-
rubicin mot Walker 256 tumorbzrende rotter, eller ut fra
konsentrasjonen av fritt doksorubicin 'i tumorseter hos Walker
256 tumorbazrende rotter. Blant disse "spacere" foretrekkes en
"spacer" som kan frigi medikamentforbindelsen i he¢y konsentra-
sjon i lgpet av kort tid, f.eks. (N-ende)-Gly-Gly-Phe-Gly-,
benyttet for doksorubicin.
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Tabell 1

(a) "Spacere" med hgpy frigivelseshastighet
-Leu-Gly-

-Tyr-Gly-

-Phe-Gly-

~-Gly-Phe-Gly-

-Gly~-Gly-Phe-Gly-

-Gly-Phe-Gly-Gly-

-Phe-Gly-Gly-Gly-

-Phe-Phe-Gly-Gly-

-Gly-Gly-Gly-Phe-Gly-

(b) "Spacere" med relativt h¢y frigivelseshastighet
-Gly~Gly-Phe-Phe-~
-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-

(c) "Spacere" med relativt lav frigivelseshastighet
-Phe-~Phe-

-Ala-Phe-

-Pro-Gly-

~-Gly-Gly-Gly-Phe-

(d) "Spacere" med lav frigivelseshéstighet
-Gly-

~-D-Phe-Gly-

-Gly-Phe-

-Ser-Gly-

-Gly-Gly-

-Gly-Gly-Gly-

-Gly-Gly-Gly-Gly-

, Som polysakkaridderivat med karboksylgrupper som ut-
gjeér polysakkaridderivatresten i medikamentkomplekset kan
f.eks. ethvert polysakkarid og kjemisk eller biologisk modifi-
serte derivater av dette benyttes, sa sant det har karboksyl-
grupper i molekylet. F.eks. kan polysakkarider som hyaluron-
syre, pektinsyre, algininsyre, kondroitin og heparin, og poly-
sakkarider som pullulan, dekstran, mannan, kitin, inulin,
levan, xylan, araban, mannoglukan og kitosan i hvilke alle
eller noen av hydroksylgruppene er tilfe¢rt funksjonelle
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grupper med en karboksylgruppe, benyttes. F.eks. kan de med
karboksy(C,_,)alkylerte hydroksylgrupper eller de med
hydroksylgrupper som er esterifisert med én eller flere
karboksylgrupper fra en polybasisk syre fortrinnsvis benyttes.
I tillegg kan de erholdt ved polyalkoholisering av poly-
sakkaridene ovenfor og pafglgende innfe¢ring av funksjonelle
grupper med en karboksylgruppe ogsa benyttes.

Blant disse polysakkaridderivater foretrekkes en
karboksy(C,_,)alkyldekstran-polyalkohol. Selv om polyalkoholi-
seringsgraden av karboksy(C,_,)alkyldekstran-polyalkoholen ikke
er spesielt begrenset foretrekkes det at dekstranpolyalkoholen
som utgje¢r karboksy(C,_,)alkyldekstran-polyalkoholen er en
dekstranpolyalkohol erholdt ved & behandle et dekstran under
betingelser som tillater i det vesentlige fullstendig poly-
alkoholisering.

Typen dekstran som benyttes for fremstilling av
karboksy(C,_, )alkyldekstran-polyalkoholen er ikke spesielt be-
grenset, og dekstranet kan inneholde a-D-1,6-bindinger med
enhver ¢nsket hyppighet. F.eks. kan dekstraner som inneholder
a-D-1,6-bindinger med en hyppighet pd 85 % eller mer, 90 %
eller mer, og 95 % eller mer benyttes. Molekylvekten av
dekstranet er ikke spesielt begrenset, og f.eks. kan
dekstraner med en molekylvekt fra tilnzrmet 10 000 til til-
narmet 2 000 000, fortrinnsvis fra tilnarmet 50 000 til til-
nermet 800 000, benyttes. Som C, ,-alkylgruppen som utgjeér
karboksy(C,_,)alkylgruppen i karboksy(C,_,)alkyldekstran-poly-
alkoholen kan en uforgrenet eller forgrenet C, ,~alkylgruppe,
nermere bestemt en metylgruppe, en etylgruppe, en N-propyl-
gruppe, en isopropylgruppe, en N-butylgruppe, en sec-butyl-
gruppe eller lignende benyttes, og en metylgruppe kan for-
trinnsvis benyttes.

Fremgangsmate ifgplge foreliggende oppfinnelse sar-
preges ved at, for fremstilling av det ovenfor nevnte medika-
mentkompleks, et organisk aminsalt av polysakkaridderivatet
med karboksylgrupper far reagere med medikamentforbindelsen
alene, eller et organisk aminsalt av polysakkaridderivatet med
karboksylgrupper far reagere med en "spacer" bundet til
medikamentforbindelsen i et organisk l¢semiddel som er i det
vesentlige vannfritt, dvs. et ikke-vandig system. Som en fore-
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trukket utfe¢relse av fremgangsmaten ifplge oppfinnelsen vil en
fremgangsmate som benytter en kanboksy(cb4)alkyldekstran-poly-
alkohol som pdl§sakkaridderivat.épesifikt forklares nedenfor.
Omrédét'til foreiiggende oppfinnelse er imidlertid ikke be-
grenset-til'aénne utferelse.

~ Dersom et dekstran benyttes som utgangsmateriale kan
dekstranet béhaﬁdles; forst med et stort overskudd av natrium-
perjodat. og ﬁaffiumborhydrid for erholdelse av en dekstran-
polyalkohol som i det vesentlige er fullstendig polyalkoholi-
sert. Imidlertid er fremgangsmaten for pdlyalkoholisering av
dekstranet'ikke begrenset til fremgangsmaten nevnt ovenfor, og
enhver'fremgangsméfé tilgjengelig innen faget kan tilpasses.
Karboksy(cbd)alkyleriﬂgen kan f.eks. utferes ved 4 la en halo-
genért(ch,)alkyikarboksylsyré‘som kloreddiksyre, bromeddik-
syre, a-klorpropionsyre, a-metyl-a-klorpropionsyre, B-klor-
propionsyre, a-metyl-B-klorpropionsyre, a-klorsmgrsyre, B-
klorsmgrsyre eller y-Klorsmgrsyre, fortrinnsvis kloreddiksyre,
reagere med hydroksylgrupper i dekstranpolyalkoholen for &
oppnd delvis eller fullstendig karboksy(C,_,)alkylering av
hydroksylgruppene. .

Dekstranpolyalkoholen lgses f.eks. i et ikke-reaktivt

lpsemiddel som ikke deltar i reaksjonene (f.eks. vann, N,N-
dimetylformamid eller dimetylsulfoksid), og l¢sningen til-
settes en halogenert(C,_,)alkylkarboksylsyre eller et salt av
denne i narvaer av en base (f.eks. natriumhydroksid eller
kaliumhydroksid); hvoretter blandingen far reagere i fra flere
minutter til flere dager ved en temperatur fra under iskje¢ling
til tilnzrmet 100 °C. Graden av karboksy(cb4)alkylgfuppeinn-
foring kan lett kontrolleres, f;eks. ved egnet valg av reak-
sjonstemperatur for karboksy(C, ,)alkyleringen eller mengden
halogenert(C,_,)alkylkarboksylsyre eller baser som benyttes som
reagenser, og diéselmidler er'vélkjente blant fagfolk. Graden
av karboksy(C,_,)alkylering for hydroksylgruppene i dekstran-
polyalkoholen er ikke spesielt begrenset, og graden kan f.eks.
ligge i omradet fra 0,01 til 2,0, fortrinnsvis fra 0,1 til
1,0, og mer foretrukket fra 0,3 til 0,5 pr. inngdende sukker-
rest. Molekylvekten av karboksy(C,_,)alkyldekstran-polyalko-
holen er fra tilnezrmet 5 000 til 500 000, fortrinnsvis fra
tilnarmet 50.0gd_ﬁil 450 000, og mer foretrukket fra tilnzrmet
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200 000 til 400 000, bestemt ved gelfiltreringsmetoden.

Karboksy(C,_,)alkyldekstran-polyalkohol fremstilt som
beskrevet ovenfor foreligger som en vandig l¢sning av et
alkalimetallsalt, f.eks. et natriumsalt eller et kaliumsalt.
Fremgangsmdten ifglge foreliggende oppfinnelse sarpreges ved
at et organisk aminsalt av polysakkaridderivatet benyttes i
stedet for det ovenfor beskrevne polysakkaridderivat i form av
et alkalimetallsalt for dannelse av bindingen meliom medika-
mentforbindelse eller "spaceren" bundet til medikamentforbind-
elsen og karboksylgruppene i polysakkaridderivatet. Det organ-
iske aminsalt av polysakkaridderivatene kan l¢ses i hoy
konsentrasjon i et organisk l¢semiddel som i det vesentlige er
vannfritt og tillater reaksjonen a utfgres i et ikke-vandig
system, og reaksjonen effektivitet kan fplgelig forhe¢yes i
bemerkelsesverdig grad.

Som det organiske aminsalt kan f.eks. salter av

ralifatiske aminer som trietylamin, trimetylamin eller tri-

etanolamin, salter av alisykliske og atomatiske aminer som‘N—
metylpyrrolidin, N-metylpiperidin, N-méfylmorfoliﬁ eller di-
metylaminopyridin, eller kvaternare:a@mbnfumsalte: som tetra-
metylammoniumklorid eller tetraetylammoniumklorid, benyttes.
Overfgringen fra natriumsaltet av polysakkaridderivatet til
det organiske aminsalt kan utf¢res ved & benytte et ione-
bytterresin eller lignende. F.eks. kan natriumsaltet av
karboksymetyldekstran-polyalkochol l¢ses i vann, pdsettes en
kolonne med Bio-Rad AG50W-X2 (200-400 mesh, H'-type)-resin og
elueres med vann, hvoretter eluatet kan tilsettes et organisk
amin, f.eks. trietylamin, og fryset¢rkes. Alternativt er det
ogsa mulig & utfgre overfgringen i ett trinn, dvs. ved & lg¢se
natriumsaltet av en karboksymetyldekstran-polyalkohol i wvann
og la l¢sningen passere gjennom et resin pa trietylammonium-
form.

Bindingen mellom medikamentforbindelsen alene og
karboksylgruppen i karboksymetyldekstran-polyalkoholen, eller
bindingen mellom "spaceren" bundet til medikamentforbindelsen
og karboksylgruppen i karboksymetyldekstran-polyalkoholen, kan
generelt dannes ved & la en reaktiv aminogruppe i medikament-
forbindelsen eller den N-terminale aminogruppe i "spaceren"
bindes til en karboksylgruppe i karboksymetyldekstran-poly-
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alkoholen ved hjelp av en syreamidbinding. Bindingen mellom
medikamentforbindelsen eller "spaceren" og karboksylgruppen i
karboksymetyldekstran-polyalkoholen er imidlertid ikke be- .
grenset til bindingen ovenfor, og andre kjemiske bindinger og
bindinger som benytter én eller flere "spacere" kan benyttes.
F.eks. kan et syreanhydrid dannes mellom den C~terminale
karboksylgruppe i "spaceren" eller en karboksylgruppe i
medikamentforbindelsen og en karboksylgruppe i karboksymetyl-
dekstranen-polyalkoholen, eller, ved & bénytte en diaminfor-
bindelse som etylendiamin som "spacer", hver av karboksyl-
gruppene kan bindes ved hjelp av en syreamidbinding til hver
av aminogruppene i diaminforbindelsen.

Dersom den reaktive aminogruppe som inngar i medika-
mentforbindelsen eller den N-terminale aminogruppe i
"gpaceren" er bundet til en karboksylgruppe i karboksymetyl-
dekstran-polyalkoholen ved hjelp av en syreamidbinding kan
dehydratiseringskondensasjonsmidler som vanligvis benyttes for
syntese av peptidkjeder, f.eks. N,N'jdisykloalkylkarbodiimider
som N,N'-disykloheksylkarbodiimid (DCC), karbodiimidderivater
som 1-ety1-3-(3-dimety1aminopropy1)karpodiimid (EDAPC), benzo-
triazolderivater som l-hydroksybenzotriazol (HOBT), l-etoksy-
karbonyl-2-etoksy-1, 2-dihydroksykinolin (EEDQ) og lignende
benyttes. I tillegg kan reaksjonen ogsa utfpres ved den
aktiverte ester-fremgangsmaten eller syrehalidfremgangsmaten.

Reaksjonen kan utfgres i ethvert organisk l¢semiddel
sa sant det er i det vesentlige vannfritt og kan l¢se reak-
tantene (det organiske aminsalt av kafboksymetyldekstran—poly—
alkoholen og medikamentforbindelsen eller "spaceren" bundet
til medikamentforbindelsen). F.eks. kan N,N-dimetylformamigd,
dimetylsulfoksid, acetamid, N-metylpyrrolidon, sulfolan og
lignende fortrinnsvis benyttes. Selv om mengden medikamentfor-
bindelsesrest som innfgres i karboksymetyldekstran-polyalko-
holen ved reaksjonen med medikamentforbindelsen eller
"spaceren" bundet til medikamentforbindelsen ikke er spesielt
begrenset be¢r mengden velges pd egnet vis, ut fra medikament-
forbindelsens fysikalskkjemiske egenskaper og medikament-
kompleksets farmakinetikk, effektivitet og toksisitet.
Generelt kan et omrdde fra tilnzrmet 0,1 til 30 % (vekt/vekt),
fortrinnsvis fra tilnermet 1 til 15 % (vekt/vekt), velges.
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Mengden medikamentforbindelsesrest som er innfe¢rt i karboksy-
metyldekstran-polyalkoholen kan lett bestemmes, f.eks. ved
absorpsjonsspektrometrisk analyse.

Som en foretrukket utfeorelse av fremstillingsfrem-
gangsmaten ifglge foreliggende oppfinnelse viser det pafglg-
ende reaksjonsskjema prosessen for innfe¢ring av oligopeptidet
bundet til medikamentforbindelsen, som er det antineoplastiske
middel som beskrives i krav 2 1 japansk patentsgpknad (KOKAI)
nr. (Hei) 6-87746/1994, inn i en karboksymetyldekstran-poly-
alkohol. Fremgangsﬁétene ifplge foreliggende oppfinnelse er
imidlertid ikke begrenset til dem vist i skjemaet. I skjemaet
nedenfor er den innf¢rte mengde av medikamentforbindelses-
resten f.eks. fra tilnezrmet 1 til 15 % (vekt/vekt), fortrinns-
vis fra tilnazrmet 4 til 8 % (wvekt/vekt). I tillegg er blant de
oppbyggende enheter i polyalkoholene kun én oppbyggende enhet
som er har fatt tilf¢rt 1 eller 2 karboksymetylgrupper
eksemplifisert i skjemaet nedenfor. Det bg¢r imidlertid forstéas
at polysakkar1dderlvatresten i medikamentkomplekset ikke
dannes ved repetisjon av den ovenfor nevnte oppbyggende enhet."
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Dekstran

2) NaBH,

Dekstranpolyalkohol

Karboksymetyldekstran-polyalkohol, natriumsalt

-H eller -CH,COONa

R,: -H eller -CH,COONa
Bio-Rad AG 50W-X2(H')-kolonne
RO o Karboksymetyldekstran-polyalkohol
1
R0 O
R,: -H eller -CH,COOH
R,: -H eller -CH,COOH
NEts
o Karboksymetyldekstran-polyalkohol,
R0 ﬁ ‘ trietylammoniumsalt
R0 0
R,: -H eller -CH,COOH'NEt,
'R,: -H eller -CH,COOH'NEt,
1) Gly-Gly-Phe-Gly-NH-A
EEDQ
2) NaOH
Medikamentkompleks =NH-A

ifplge foreliggende

oppfinnelse
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Medikamentkompleks ifglge foreliggendt_e oppfinnelse

CO-Gly-Gly-Phe-Gly-NH

G - OH : o on

~ Det éi'kjent at likevekten for medikamentforbindelsen
i skjemaet ovenfor ligger over mot forbindelsen hvis lakton-
ring er lukket (den ringlukkede forbindelse) i surt vandig
milje (f.eks. ved tilnarmet pH 3), mens likevekten ligger over
mot forbindelsen hvis laktonring er &pnet (den ringdpnede
forbindelse) i basisk vandig milj¢ (f.eks. ved pH tilnarmet
10), og medikamentkomplekset som har fatt innfgort resten som
tilsvarer den ringlukkede forbindelse har lignende antineo-
plastisk aktivitet som komplekset med resten som tilsvarer den
ringapnede forbindelse. Nar imidlertid en reaktant hvis
laktonring er apnet foreligger i reaksjonssystemet for reak-
sjonen mellom karboksymetyldekstran-polyalkoholen og
"spaceren" bundet til den ovenfor nevnte medikamentforbindelse
(f.eks. en oligopeptid-"spacer"), vil kondensasjonsreaksjonen
forlgpe mellom en karboksylgruppe avledet” fra laktonringen og
en aminogruppe avledet fra "spaceren", noe som f¢rer til
betydelig reduksjon i utbyttet av reaksjonen, og videre kan et
¢nsket medikamentkompleks noen ganger ikke erholdes i enhetlig
tilstand. Slike sidereaksjoner Ean unngads ved & benytte den
ringlukkede forbindelse som reaktant i et ikke-~vandig system
som ikke tillater likevekten. Fremgangsmaten ifgplge forelig-
gende oppfinnelse er derfor spesielt egnet for fremstilling av
medikamentkomplekset som inneholder den ovenfor nevnte medika-
mentforbindelse.

Det ovenfor medikamentkompleks fremstilt ifplge frem-

gangsm'éten if¢_J_.§e,'_fore_1i_ngr’§de oppfinnelse serpreges ved at
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det spesifikt kan vise ¢nsket farmakologisk aktivitet i et
lokalt sette, f.eks. et tumorsete eller et inflammasjonssete,
avhengig av typen medikamentfremgangsmatesrest (f.eks. en rest
av en medikamentforbindelse som et antineoplastisk middel
eller et antiinflammatorisk middel), og at det kan redusere
toksisiteten som ligger i medikamentforbindelsen alene. F.eks.

. har karboksymetyldekstran-polyalkohol benyttet som poly-
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sakkaridderivatrest ganske fremragende tilbakeholdelse i blod
og gir heoy akkumulering i tumorseter eller inflammasjonsseter
nar den benyttes som medikamenttilf¢rselsbarer, og tillater
medikamentkomplekset & ha seteselektivitet for neoplastiske
seter og inflammatoriske seter. Videre antas det at protease
(peptidase) uttrykkes i tumorseter eller inflammasjonsseter,
og at medikamentkomplekset med en "spacer" som utgje¢res av et
oligopeptid fplgelig lett hydrolyseres i "spacer"-resten og
tillater den frigjorte medikamentforbindelse & vise sin virk-
ning. -_ .
Et legemiddel som inneholder médikamentkbmpleksef

fremstilt ifplge fremgangsmate if¢lge-fbreliggende oppfinnelse

kan generelt fylles 1 ampuller eller lignende i form av .et
frysetorket produkt eller i en annen tilstand} og'kén tilveie-
bringes for klinisk anvendelse som preparater for parenteral
tilforsel, f.eks. injeksjoner eller dryppinfusjoner, som opp-
l¢ses for bruk. Imidlertid er utformingen av de farmas¢ytiske
preparater av legemidlet ikke begrenset til utformingene nevnt
ovenfor. For fremstilling av de ovenfof nevnte farmasgytiske
preparater kan farmas¢gytiske sammensetning fremstilt ved be-
nyttelse av farmaspytiske tilsetningsstoffer som er som er
tilgjengelige innen faget, f.eks. solubilisatorer, pH-modifi-
serende midler, stabilisatorer og lignende, benyttes. Selv om
dosen av legemidlet beskrevet ovenfor ikke er spesielt be-
grenset bgr den vanligvis fastsettes med utgangspunkt i dbsen
av medikamentforbindelsen som utgjor medikamentforbindelses-
resten, mengden medikamentforbindelsesrest som er innfe¢rt i
medikamentkomplekset, pasientens tilstand, sykdommens natur og
lignende. Dersom f.eks. et medikamentkompleks som tilfe¢res
parenteralt har fatt innfert tilnazrmet 6 % (vekt/vekt) av en
rest av det antineoplastiske middel som beskrives i krav 2 i
japansk patentsgknad (KOKAI) nr. (Hei) 6-87746/1994, kan
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generelt 1 til 500 mg, fortrinnsvis fra tilnzrmet 10 til

100 mg pr. m’ kroppsoverflate pr. dag generelt tilferes én gang
pr. dag, og tilferselen kan fortrinnsvis gjentas hver 3. til

4. uke.

Eksempler
Foreliggende oppfinnelse vil forklares mer spesifikt

ved eksempler. I eksemplene star "A-NH-" for en medikamentfor-
bindelsesrest hvori medikamentforbindelsen har en laktonring,
f.eks. medikamentforbindelsen som beskrives i krav 2 i japansk
patentseknad (KOKAI) nr. (Hei) 6-87746/1994 (noen ganger
betegnet "DX-8951" i eksemplene), og medikamentforbindelsen
med en lukket laktonring er representert med A-NH,. Et eks-
empel omfatter gruppen representert ved A-NH- i skjemaet be-
skrevet ovenfor, i hvilket en laktonring dannes. I tillegg
stdr A'-NH- for at laktonringen i en medikamentforbindelses-
rest representert ved A-NH- enten foreligger i ringlukket form
eller i ringapnet form eller alternativt som en blanding av
disse. o

I eksemplene ble, dersom ikke_annet er angitt,
karboksymetyleringsgraden i karboksymetyldekstran—polyélko—
holen (substitusjonsgraden med karboksymetylgruppef pr. innga-
ende sukkerrest) bestemt ved & overfere natriumsaltet av

karboksymetyldekstranen-polyalkoholen til den frie syreform,

‘lese den resulterende syre i en vandig 0,1 N natriumhydroksid-

lesning og titrering ved bruk 0,1 N saltsyre. En vandig
lesning av natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalko-
holen ble pasatt en Bio-Rad AG50W-x 2 (H'-form)-kolonne, og
eluatet ble fryseterket og deretter benyttet som preve. Preven
ble lest i en angitt overskuddsmengde av vandig 0,1 N natrium-
hydroksidlesning og titrert med 0,1 N saltsyre med fenol-
ftalein gom indikator. Karboksymetyleringsgraden ble beregnet
ved & benytte felgende ligning: Karboksymetyleringégrad =
13,4(a-b)/[s-5,8(a-b})], hvori "s" er vekten av preven (mg),
"a" er den angitte overskuddsmengde av vandig 0,1 N natrium-
hydroksidlesning (ml), og "b" er det anvendte volumet 0,1 N
saltsyre i titreringen (ml). Mengden innfert medikament (vekt-

prosent) ble bestemt ved absorpsjonsspektroskopisk analyse ved
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benyttelse av karakteristiske absorpsjoner for medikament-
forbindelsen (tilnarmet 362 nm). Gelfiltreringen ble utfert
under fplgende betingelser: Kolonne: TSK gel G4000 PW, 6 eluer-
ingsmiddel: 0,1 M NaCl, gjennomstrgmningshastighet:

0,8 ml/min, og kolonnetemperatur: 40 °C.

Eksempel 1
3'-N-(Boc-Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951)

CH3SO,0HeH,N

Boc-Gly-Gly-Phe-Gly”

Boc-Gly-Gly-Phe- Gly (600 mg) og N—hydroksysuccinlmld
(160 mg) ble lgst i N,N-dimetylformamid (20 ml) og avkjplt til

'4-°C, og deretter ‘tilsatt N, N'-disykloheksylkarbodiimid

(280 mg). Til denne 1¢sn1ng ble en l¢sning av metansulfonatet
av medikamentforbindelsen beskrevet i krav 2 i japansk patent-
spknad (KOKAI) nr. (Hei) 6-87746/1994 (600 mg, forbindelsen
beskrevet 1 eksempel 50 i den ovenfor nevnte patents¢knad) og
trietylamin (0,16 ml) l¢st i N,N-dimetylformamid (30 ml) til-
satt, og blandingen fikk reagere ved romtemperatur i 16 timer
under omr¢ring og fraver av lys. Reaksjonsblandingen ble inn-
dampet til te¢rrhet under redusert trykk, og restmaterialet ble
renset ved kiselgelkolonnekromatografi (elueringsmiddel: di-
klormetan:metanol = 10:1-1¢sning tilsatt 0,5 % eddiksyre) for
erholdelse av tittelforbindelsen (1,0 g).

'H-NMR (DMSO-d4) &6: 8,40 (4, 1H, J = 8,3 Hz); 8,10-8,17 (m,
2H), 7,91-8,01 (m, 1H), 7,78 (4, 1H, J = 10,75 Hz); 7,32 (s,
1H), 6,94-6,96 (m, 1H); 6,50 (s, 1H), 5,57 (t, 1H, J
4,5 Hz), 5,43 (s, 2H), 5,23 (s, 2H), 3,77 (44, 2H, J
5,85 Hz, J = 8,80 Hz), 3,70 (d, 2H, J = 4,40 Hz), 3,65 (4, 2H,
J =5,35 Hz), 3,56 (4, 2H, J = 5,85), 3,15-3,25 (m, 2H); 2,40
(s, 3H), 2,05-2,25 (m, 1H), 1,86 (m, 2H), 1,35 (s, 9H), 0,88
(t, 3H, J = 7,35).
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Masse (FAB); m/e 854 (M+l).

Boc-Gly-Gly~Gly-Phe (600 mg) og N-hydroksysuccinimid
(160 mg) ble opplegst i N,N-dimetylformamid (20 ml) og avkjolt
til 4 °C, og deretter tilsatt N,N'-disykloheksylkarbodiimid
(280 mg). Til denne lpsning ble en l¢sning av metansulfonatet
av DX-8951 (600 mg) og trietylamin (0,16 ml) opple¢st i N,N-di-
metylformamid (30 ml) tilsatt, og blandingen fikk reagere ved
romtemperatur i 16 timer under omr¢ring og fravar av lys.
Denne reaksjonsblanding ble inndampet til te¢rrhet under redu-
sert trykk, og restmaterialet ble renset ved kiselgelkolonne-
kromatografi (elueringsmiddel: diklormetan:metanol = 10:1-
lgsning tilsatt 0,5 % eddiksyre) for erholdelse av tittel-
forbindelsen (700 mg).
'H-NMR (DMSO-d,) &: 8,57 (d, 1H, J = 7,8 Hz), 8,19 (4, 1H),
8,05-8,07 (m, 2H), 7,79 (4, 1H, J 11,2 Hz), 7,32 (s, 1H),
7,10 (4, 2H, J = 7,8 Hz), 6,93-7,03 (m, 4H), 6,51 (s, 1lH),
5,52-5,55 (m, 1H), 5,44 (s, 2H), 5,18 (4, 1H, J = 18,5 Hz),
4,84 (d, 1H, J = 18,5 Hz), 4,57-4,59 (m, 1H), 3,57-3,71 (m,
6H), 3,15-3,25 (m, 2H), 3,00-3,02 (m, 1H), 2,80-2,90 (m, 1H),
2,40 (s, 3H), 2,05-2,25 (m, 1H), 1,86 (m, 2H), 1,35 (s, 9H),
0,88 (t, 34, J = 7,35 Hz).
Masse (FAB); m/e 854 (M+1).

Eksempel 3
Syntese av 3'-N-(Boc-Gly-Gly-Gly-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951)
Boc~Gly-Gly-Gly-Gly (120 mg) og N-hydroksysuccinimid
(39 mg) ble opplgst i N,N-dimetylformamid (20 ml) og avkjelt
til 4 °C og deretter tilsatt N,N'-disykloheksylkarbodiimid
(70 mg). Til denne l¢sning ble en l¢sning av metansulfonat av
DX-8951 (150 mg) og trietylamin (0,039 ml) opplgst i N,N-di-
metylformamid (10 ml) tilsatt, og blandingen fikk reagere ved

romtemperatur i 16 timer under omr¢ring og under fraver av
lys. Reaksjonsblandingen ble inndampet til t¢rrhet under redu-
sert trykk, og restmaterialet ble renset ved kiselgelkolonne-~
kromatografi (elueringsmiddel: diklormetan:metanol = 10:1-
l¢sning) for erholdelse av tittelforbindelsen (100 mg).
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'H-NMR (DMSO-d,) &: 8,40 (4, 1H, J = 8,3 Hz), 8,10-8,17 (m,
2H), 7,91-8,01 (m, 1H), 7,78 (d,-1H, J = 10,75 Hz), 7,32 (s,
1H), 6,94-6,96 (m, 1H), 6,50 (s, 1H), 5,57 (t, 1H, J
4,5 Hz), 5,43 (s, 2H), 5,23 (s, 2H), 3,77 (44, 2H, J
5,85 -Hz, 'J = 8,80 Hz), 3,70 (d, 2H, J = 4,40 Hz), 3,65 (d, 2H,
J = 5,35 Hz), 3,56 (d, 2H, J = 5,85 Hz), 3,15-3,25 (m; 2H),
2,40 (s; 3H);.2;05-2,25 (m, 1H), 1,86 (m, 2H), 1,35 (s, 9H),
0,88 (t, 3H, J = 7,35 Hz).

Masse (FAB); m/e 764 (M+1).

Eksempel" 4

3'-N-(Boc-Gly-Gly~-Gly-Gly)-NH-A (A~-NH,=DX-8951)
(79 mg)'ble lpst i trifluoreddiksyre (3 ml) og ble inkubert i
én time. Lgsemidlet ble avdampet og restmaterialet behandlet
med azeotrope'deétillasjoner, to ganger med metanol (30 ml) og
to ganger med etanol (30 ml), hvoretter restmaterialet ble
vasket med eter for erholdelse av tittelforbindelsen (80 mg).
1H-NMR (DMSO-4,) 6: 8,59-8,61 (m, 1H), 8,50 (4, 1H, J =.
8,3 Hz), 8,21-8,27 (m, 2H), 7,91-8,01 (br, 3H), 7,81 (4, 1H, J
= 11,2 Hz), 7,32 (s, 1H), 6,50-6,52 (br, 1H), 5,57-5,59 (m,
1H), 5,43 (s, 2H), 5,23 (s, 2H), 3,80-3,82 (m, 3H), *3,70-3,75
(m, 3H), 3,15-3,25 (m, 2H), 2,41 (s, 3H), 2,05-2,25 (m, 1H),
1,86-1,88 (m, 2H), 0,88 (t, 3H, J = 7,35 Hz).

Eksempel 5
Syntese av_trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-

polyalkohol
- DekstrénfTZOOO_(ldgg, Pharmacia, - gjennomsnitts-

“»
B} LS L > R
- BN R T .
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molekylvekt: 2 000 000) ble 1¢st i 0,1 M acetatbuffer (pH 5,5,
1 000 ml) og tilsatt en vandig l¢sning (1 000 ml) av natrium-
perjodat (33,0 g). Etter omr¢ring ved 4 °C i 10 dager i fravar
av lys ble blandingen tilsatt etylenglykol (7,0 ml) og omre¢rt
over natten. Reaksjonsblandingen ble justert til pH 7,5 med

8 M vandig natriumhydroksid under isavkjg¢ling. Natriumbor-
hydrid (14 g) ble tilsatt og oppl¢st, og blandingen ble sa
omr¢grt ved romtemperatur over natten. Reaksjonsblandingen ble
isavkjolt, justert til pH 5,5 med eddiksyre og omrgrt ved 4 °C
i én time, og deretter justert til pH 7,5 med 8 M vandig
natriumhydroksid under isavkje¢ling. Den resulterende vandige
lgpsning ble ultrafiltrert ved benyttelse av en Biomaks-30-
membran (Millipore) for & fjerne fraksjonen med lav molekyl-
vekt. Polymerfraksjonen ble fryset¢rket for erholdelse av
dekstranpolyalkohol. Etter behandling av denne dekstranpoly-
alkohol ved pH 3,0 1 én time ble fraksjonen med lav molekyl-
vekt fjernet med en Biomaks-so—membrénen, hvoretter polymer-
fraksjonen ble fjernet med en Biomaks-lOO-memb:an; og resul-
tatet frysete¢grket for erholdelse av renset dekstrdnpolyalkoﬁol-"
(2,0 g). Molekylvekten av denne forbiﬁdélsé'var.ZZOK (gel-
filtrering, dekstranstandard). o S

Denne rensede dekstranpolyalkohol (1,8 g) ble tilsatt
til en vandig l¢sning erholdt ved & l¢se natriumhydroksid
(10,5 g) i vann (45 ml) og oppleost ved romtemperatur. Til
denne l¢sning ble monokloreddiksyre (15 g) tilsatt og opplest
under isavkje¢ling, hvoretter blandingeﬁ fikk reagere ved rom-
temperatur i 20 timer. Etter dette ble reaksjonsblandingen
justert til pH 8 med eddiksyre og fraksjonen med lav molekyl-
vekt ble fjernet ved ultrafiltrering med en Biomaks-10-
membran. Polymerfraksjonen ble frysetgrket for erholdelse av
natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol (1,8 g).
Molekylvekten av denne forbindelse var 330K (gelfiltrering,
dekstranstandard), og karboksymetyleringsgraden var O, 8.

Det ovenfor beskrevne natriumsalt av karboksymetyl-
dekstran-polyalkohol (300 mg) ble l¢st i vann, pasatt en Bio-
Rad AG50W-X2 (200-400 mesh,'H’—form)—kolonne (1,5 x 8,6 cm), og
eluert med vann. Eluatet ble tilsatt trietylamin (0,5 ml) og
frysetgprket for erholdelse av trietylammoniumsaltet av
karboksymetyldekstran-polyalkohol (380 mg). Porsjoner awv
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natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol (hver pa
300 mg) ble behandlet med kolonnen som beskrevet ovenfor for
erholdelse av trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-
polyalkohol (380 mg, 400 mg).

Eksempel 6

Syntese av natriumsaltet av karboksymetxldékstran—golzalkohol
Natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol

(0,15 g) erholdt i eksempel 5 ovenfor ble tilsatt til en
vandig le¢sning erholdt ved & l¢se natriumhydroksid (1,05 g) i
vann (4,5 ml), og deretter opplest ved romtemperatur. Til
denne l¢sning ble monokloreddiksyre (1,5 g) tilsatt og opplest
under isavkjeling, og blandingen fikk reagere ved romtempera-
tur i 18 timer. Denne reaksjonsblanding ble justert til pH 8
med eddiksyre, tilsatt drapevis til 90 ml metanol og tilsatt
3 M vandig natriumklorid (0,15 ml), og dannede utfelling ble
oppsamlet ved sentrifugering (3 500 rpm, S‘minutter). Utfelt
materiale ble vasket med metanol og éeretter lgst i vann

(5 ml), og tilsatt 3 M vandig natriumklorid (0,15 ml). Denne
vandige lgsning ble filtrert gjennom et Millipore-filter
(0,45 pym), og filtratet ble tilsatt drépevis til 35 ml etanol
og utfelt materiale oppsamles ved sentrifugering {3 500 rpm,
8 minutter). Utfelt materiale ble vasket med etanol, l¢st i
vann og dialysert mot renset vann ved benyttelse av en dia-
lysemembran (Spectrapore 1, molekylvektgrense: 6 000-8 000).
Dialysatet ble filtrert gjennom et Millipore-filter (0,22 pm)
og frysetgprket for erholdelse av natriumsaltet av karboksy-
metyldekstran-polyalkohol (0,18 g). Karboksymetyleringsgraden
for denne forbindelse pr. sukkerrest var 1,2 (alkalimetri).

Eksempel 7
Svyntese av natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol

Den rensede dekstranpolyalkohol (0,2 g) erholdt i
eksempel 5 ble tilsatt til en vandig l¢sning erholdt ved &
l¢pse natriumhydroksid (0,84 g) i vann {6 ml) og oppleést ved

romtemperatur. Til denne lg¢gsning ble monokloreddiksyre (1,2 g)
tilsatt og opple¢st under isavkje¢ling, og blandingen fikk
reagere ved romtemperatur i 18 timer. Reaksjonsblandingen ble
justert til pH 8 med eddiksyre, tilsatt drdapevis til 120 ml
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metanol, og deretter tilsatt 3 M vandig natriumklorid

(0,2 ml), og utfelt materiale ble oppsamlet ved sentrifugering
(3 500 rpm, 8 minutter). Utfelt materiale ble vasket med
metanol og deretter lgst i vann (5 ml) og tilsatt 3 M vandig
natriumklorid (0,2 ml). Denne vandige l¢sning ble filtrert
gjennom et Millipore-filter (0,45 um), og filtratet ble til-
satt drdpevis til 35 ml etanol og utfelt materiale oppsamlet
ved sentrifugering (3 500 rpm, 8 minutter). Utfelt materiale
ble vasket med etanol, lgst i vann og dialysert mot renset
vann ved benyttelse av en dialysemembran (Spectrapore 1,
molekylvektgrense: 6 000-8 000). Dialysatet ble filtrert
gjennom et Millipore-filter (0,22 pm) og frysetprket for
erholdelse av natriumsaltet av karboksymetyldekstran-
peolyalkohol (0,20 g). Karboksymetyleringsgraden av denne
forbindelse pr. sukkerrest var 0,4 (alkalimetri).

Eksempel 8 .
Syntese av karboksxmetvldekstran—polvalkohol-le-le-le—Phé—

NH-A' (A~NH,=DX-8951) o .

' Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran—pblyf
alkohol erholdt i ekSempe1'5 (380 mg, karboksymetyleringsgrad
0,8), ble 1lgst i N,N-dimetylformamid (30 ml). Til denne '
l¢sning ble en lgsning av 3'-N-(Gly-Gly-Gly-Phe)-NH-A (A-
NH,=DX-8951 ) -trifluoreddiksyresalt (49 mg) i N,N-dimetylform-
amid (5 ml), trietylamin (0,017 ml) og l-etoksykarbonyl-2-
etoksy—l,2-dihydroksykinolin.(380 mg) tilsatt etter hverandre,
hvoretter blandingen fikk reagere ved romtemperatur over
natten under omrgring. Denne reaksjonsblanding ble justert til
pH 10 med 1 M vandig natriumhydroksid, og porsjoner pa 5 ml av
blandingen hver tilsatt drapevis til 25 ml etanol. Denne
blanding ble tilsatt 3 M vandig natriumklorid (1 ml) og
dietyleter (5 ml), og utfelt materiale ble oppsamlet ved

sentrifugering (3 500 rpm, 8 minutter).

Utfelt materiale ble l¢st i vann og dialysert mot
renset vann ved benyttelse av en dialysemembran (Spectrapore
1, molekylvektgrense: 6 000-8 000), og dialysatet ble filtrert
gjennom et Millipore-filter (0,22 pm) og frysete¢rket. Det
resulterende raprodukt ble lgst i vann (30 ml), justert til pH
9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid og inkubert ved 37 °C i én
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time. L¢sning ble dialysert som beskrevet ovenfor, hvoretter
dialysatet ble filtrert gjennom et Millipore-filter (0,22 um)
og frysetgrket for erholdelse av tittelforbindelsen (289 mg).
Resultatet erholdt ved GPC-analyse etter & ha l¢st forbind-
elsen i 0,1 M vandig natriumklorid (kolonne: TSK Gel PW-
4000XL, Tosho, l¢semiddel: 0,1 M NaCl, gjennomstrgmnings-
hastighet: 0,8 ml/min) og det ultrafiolette absorpsjons-
spektrum av forbindelsen (0,1 M tris-bufferle¢sning pH 9,0,
0,25 mg/ml) er vist i figur 1 hhv. figur 2. Innholdet av
medikamentforbindelsesrest i forbindelsen var 5,3 %
(vekt/vekt) basert p& absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-
buffer (pH 9,0).

Eksempel 9
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Phe-Gly-

NH-A' (A-NH.=DX-8951)

Tittelforbindelsen (300 mg) ble syntetisert pa til-
svarende mate som i eksempel 8 ved innf¢ring av trifluoreddik-
syresaltet av 3'-N-(Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-~A, erholdt ved &
fjerne Boc-gruppen fra 3'-N-(Boc-Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-
NH,=DX-8951) (50 mg) pd tilsvarende mate som i eksempel 4, i
trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol
(380 mg) erholdt i eksempel 5. Resultatet erholdt ved GPC-
analyse etter & ha lgst denne forbindelse i 0,1 M vandig
natriumklorid (kolonne: TSK Gel PW-4000XL, Tosho, lgsemiddel:
0,1 M NaCl, gjennomstrgmningshastighet: 0,8 ml/min) og det
ultrafiolette absorpsjonsspektrum av forbindelsen (0,1 M tris-
bufferlgsning pH 9,0, 0,19 mg/ml) er vist i figur 3 hhv. figur
4. Innholdet av medikamentforbindelsesrest i forbindelsen var

5,3 % (vekt/vekt) basert pa absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M
tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 10
Syntese av_karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Gly-Gly-
NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Tittelforbindelsen (190 mg) ble syntetisert pa til-
svarende mate som i eksempel 8 ved & innfgre trifluoreddik-
syresaltet av 3'-N-(Gly-Gly-Gly-Gly)-NH-A, erholdt ved &
fjerne Boc-gruppen fra 3'-N-(Boc-Gly-Gly-Gly-Gly)-NH-A (A-
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NH,=DX-8951) (41 mg) pa tilsvarende mate som i eksempel 4, i
trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol
(380 mg) erholdt i eksempel 5. Det ultrafiolette absorpsjons-
spektrum for denne forbindelse (0,1 M tris-buffer pH 9,0,

0,34 mg/ml) er vist i figur 5. Innholdet av medikamentforbind-
elsesrest i forbindelsen var 5,3 % (vekt/vekt), basert pa
absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 11
Antitumoraktivitet av medikamentkomplekset ifglge foreliggende

oppfinnelse
Meth A-~tumorbzrende mus ble fremstilt (7 mus pr.

gruppe) ved subkutan transplantasjon av 1 x 10° Meth A-muse-
fibrosarkomceller i hgpyre lyske hos BALB/c-hannmus (7 uker
gamle). PA dag 7 ble medikamentkomplekset ifplge eksempel 9,
lgst i destillert injeksjonsvann, injisert i halevenen hos de
Meth A-tumorbzrende mus hver 4. dag fire ganger. Pa dag 21
etter implantasjonen ble tumorene utskaret og veid for &
beregne graden inhiberisjon av tumorveksten ut fra fe¢lgende
ligning: inhiberisjonsgrad av tumorvekst (%) = [1 - (gjennom-
snittlig tumorvekt for gruppen som ble tilfg¢rt analyse-
prove/gjennomsnittlig tumorvekt for kontrollgruppen)] x 100.
Resultatet var at det ble funnet at medikamentkomplekset
ifplge foreliggende oppfinnelse erholdt i eksempel 9 viste
bemerkelsesverdig forhgyet antitumoraktivitet sammenlignet med
medikamentforbindelsen alene, uten "spacer" og polysakkarid-
derivatet, mens ingen toksisitet (vekttap) ble vist. Poly-
sakkaridderivatet (eksempel 5) alene og medikamentforbindelsen
modifisert kun med "spaceren" (trifluoreddiksyresaltet av H,N-
Gly-Gly-Phe-Gly-NH-A (A-NH,=-DX-8951) erholdt ved & fjerne Boc-
gruppen fra forbindelsen i eksempel 1 ifgplge fremgangsmaten i
eksempel 4) ble funnet ikke & vare effektive.
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Tabell 2
Aqalyseforbihdélse Dose (mg/kg) Inhibisjonsgrad
B — (3)
' 7,5 x 4 - 76
Medikamentforbindelse alene 1,875 x 4 46
. - | 0,9375 x 4 . 36 |

- 1,4V x4 94
Forbindelse-ffa-eksembei 9 o,7n: x -4 59
_ : 0,35 x 4 - 41

! Beregnet ut-fra medikamentforbindelsen.

Eksempel 12
Antitumoraktivitet av medikamentkomplekset ifglge foreliggende
oppfinnelse .

Meth A-tumorbarende mus (6 mus pr. gruppe) ble frem-

stilt pd tilsvarende mdte som i eksempel 11, og antitumorakti-
viteten ble sammenlignet med den erholdt ved én enkel til-
forsel av medikamentkompleksene fra eksempel 8 og 9 pda, én
gang pd dag 7. Resultatet var at graden av antitumoraktivitet
var som fplger: (Polysakkaridderivat)-Gly-Gly-Phe-Gly-NH-A' >
(Polysakkaridderivat)-Gly-Gly-Gly-Phe-NH-A' > medikament-
forbindelsen alene. Forbindelsen som omfattet medikament-
forbindelsesresten direkte bundet til en karboksylgruppe i
karboksymetyldekstran~-polyalkoholen fra eksempel 5 uten
"gpacer" (mengde medikamentforbindelsesrest innf¢rt§ 6,2 %
(vekt/vekt)) ble funnet ikke & ha effekt.



5

15

20

25

30

35

31

Tabell 3
Inhibisjonsgrad
Analyseforbindelse Dose (mg/kg) (%)
||Medikamentforbindelse 60 77
1
atense 20 59
10Y 85
Forbindelse fra eksempgl 8 51) 76
5t 98
i £ 1
Forbindelse fra eksempel 9 2, 51 87 “

1) Beregner ut fra medikamentforbindelsen.

Eksempel 13
Svyntese av_ trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-

polyalkohol ,

Dekstran T500 (10 g, Pharmacia, molekylvekt: 500K)
ble 1l¢st i 0,1 M acetatbuffer (pH 5,5; 1 000 ml) og tilsatt en
vandig l¢sning (1 000 ml) av natriumperjodat (33 g). Etter
omrgring ved 4 °C i 10 dager i fravaer av lys ble blandingen
tilsatt etylenglykol (7,0 ml) og omrgrt over natten. Reak-
sjonsblandingen ble justert til pH 7,5 med 8 M vandig natrium-
hydroksid. Natriumborhydrid (14 g) ble tilsatt og opplest,
hvoretter blandingen ble omrg¢grt over natten. Reaksjonsbland-

ingen ble isavkjglt, justert til pH 5,5 med eddiksyre og
omrgrt ved 4 °C i én time, og derettei justert til pH 7,5 med
8 M vandig natriumhydroksid for erholdelse av l¢sning 1.
Separat ble fremgangsmaten beskrevet ovenfor utf¢rt ved benyt-
telse av dekstran T500 (10 g, Pharmacia, molekylvekt 500K) for
erholdelse av lg¢sning 2. Videre ble fremgangsmaten beskrevet
ovenfor gjentatt ved benyttelse av dekstran T250 (10 g hver
gang, Pharmacia, molekylvekt 250K) for erholdelse av lgsning 3
og legsning 4. L¢sningene 1-4 ble slatt sammen og ultrafiltrert
ved benyttelse en Biomaks-50-membran for & fjerne fraksjonen
med lav molekylvekt. Polymerfraksjonen ble frysete¢rket for
erholdelse av dekstranpolyalkohol (25 g). Molekylvekten av
denne forbindelse var 163 K (gelfiltrering, pullulanstandard).
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Denne dekstranpolyalkchol (11 g) ble tilsatt til en
vandig l¢sning erholdt ved & l¢se natriumhydroksid (46,2 g) i
vann (330 ml) og opplpst ved romtemperatur. Til denne l¢sning
ble monokloreddiksyre (66 g) tilsatt under isavkjoling og opp-
lgst, og blandingen fikk reagere ved romtemperatur over
natten. Reaksjonsblandingen ble justert til pH 9 med eddiksyre
og avsaltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av Biomaks-30-
membran. Den gjenvarende l¢gsning som ikke passerte gjennom
membranen ble frysetgprket for erholdelse av natriumsaltet av
karboksymetyldekstran-polyalkohol (13 g). Molekylvekten av
denne forbindelse var 228K (gelfiltrering, pullulanstandard)
og karboksymetyleringsgraden var 0,4.

Natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol
(600 mg) ble lg¢st i vann, pasatt en Bio-Rad AG 50W-X2 (200-
400 mesh, H'-form)-kolonne (diameter: 44 mm, lengde: 210 mm) og
eluert med vann. Eluatet ble tilsatt trietylamin (0,93 ml) og
deretter frysetgrket for erholdelse av tittelforbindelsen

(690 mg).

'Eksempel 14

Syntese av 3'-N-(Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) tri-
fluoreddiksyresalt |
3'-(Boc-Gly-Gly-Phe-Gly )-NH-A (A-NH,=DX-8951) (79 mg)
erholdt i eksempel 1 ble lgst i trifluoreddiksyre (3 ml) og
inkubert i én time. Lgsemidlet ble avdampet og restmaterialet
behandlet med azeotrop destillasjon, to ganger med metanol
(30 ml) og to ganger med etanol (30 ml), og deretter vasket
med eter for erholdelse av tittelforbindelsen (80 mg).
'H-NMR (DMSO-d4,) &6: 8,53 (4, 1H, J = 8,3 Hz), 8,40-8,48 (m,
2H), 8,28 (4, 1H, J = 8,3 Hz), 7,95-8,07 (br, 3H), 7,81 (4,
1H, J = 10,2 HZ), 7,30-7,37 (m, 2H), 7,15-7,30 (m, 5H), 6,50-
6,55 (br, 1H), 5,50-5,57 (m, 1H), 5,41 (4, 2H, J = 7,82 Hz),
5,25 (s, 2H), 4,55-4,62 (m, 1H), 3,55-3,92 (m, 6H), 3,15-3,25
(br, 2H), 2,98-3,03 (m, 1H), 2,73-2,82 (m, 1H), 2,40 (s, 3H), .
2,05-2,25 (m, 1H), 1,84-1,92 (m, 2H), 0,88 (t, 3H, J =
7,35 Hz).
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Eksempel 15
Syntese av_karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly~-Gly-Phe-Gly-

NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol
erholdt i eksempel 13 (400 mg) ble overf¢ort til trietyl-
ammoniumsaltet (470 mg) og l¢st i N,N-dimetylformamid (30 ml).
Til denne lg¢sning ble en l¢sning av trifluoreddiksyresaltet av
3'-N-(Gly-Gly-Phe-~-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) erholdt i eksempel
14 (62 mg) i N,N-dimetylformamid (5 ml), trietylamin (0,02 ml)
og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-dihydroksykinolin (470 mg)
tilsatt etter hverandre, og blandingen fikk reagere ved rom-

temperatur over natten under omr¢ring og fravaer av lys.
Porsjoner pa 5 ml av denne reaksjonsblanding ble hver tilsatt
drdpevis til 10 ml etanol. Til blanding ble 3 M vandig
natriumklorid (2,5 ml) og dietyleter (20 ml) tilsatt, og
utfelt materiale oppsamlet ved sentrifugering. Utfelt materi-
ale ble l¢st i 0,5 M vandig natriumklorid, justert til pH 9
med 0,1 M vandig natriumhydroksid under isavkje¢ling, og der-
etter dialysert mot renset vann ved benyttelse av en dialyse-
membran (Spektrapore 1, molekylvektgrense: 6 000-8 000). Dia-
lysatet ble filtrert gjennom et Millipore—filter (0,22 pym) og
deretter frysete¢rket for erholdelse av tittelforbindelsen
(600 mg). Resultatet erholdt ved GPC-analyse etter a ha 1l¢st
denne forbindelse i 0,1 M vandig natriumklorid (kolonne: TSK
Gel PW-4000XL, Tosoh; lg¢semiddel: 0,1 M NaCl, gjennomstr¢m-
ningshastighet: 0,8 ml/min) og det ultrafiolette absorpsjons-
spektrum for forbindelsen (0,1 M tris-buffer, pH 9,0,

0,1 mg/ml) er vist i figur 6 hhv. figur 7. Innholdet av
medikamentforbindelsesrest i forbindelsen var 5,8 %
(vekt/vekt), basert pd absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-
buffer (pH 9,0).

Eksempel 16
Syntese av 3'-N-(Gly-Gly-Gly-Phe)-NH-A (A-NH,=DX-8951)-tri-
fluoreddiksyresalt

3'-N-(Boc-Gly-Gly-Gly-Phe )~NH-A (A-NH,=DX-8951)
(79 mg) erholdt i eksempel 2 ble l¢st i trifluoreddiksyre
(3 ml) og inkubert i én time. Lg¢semidlet ble avdampet og rest-
materialet behandlet med azeotrop destillering, to ganger med
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metanol (30 ml) og to ganger med etanol (30 ml), hvoretter
restmaterialet ble vasket med eter for erholdelse av tittel-
forbindelsen (80 mg).

'H-NMR (DMSO-d,) &6: 8,62-8,66 (m, 2H), 8,23 (4, 1H, J =

8,3 Hz), 8,18-8,20 (m, 1H), 7,98-8,10 (br, 2H), 7,79 (d, 1H, J
= 10,7 Hz), 7,32 (s, 1H), 7,09 (4, 2H, J = 7,3 Hz), 6,93-7,03
(m, 4H), 6,50-6,60 (br, 1H), 5,52-5,55 (m, 1H), 5,44 (s, 2H),
5,18 (4, 1H, J = 18,5 Hz), 4,80 (4, 1H, J = 18,5 Hz), 4,57-
4,59 (m, 1H), 3,57-3,71 (m, 6H), 3,15-3,25 (m, 2H), 3,00-3,02
(m, 1H), 2,80-2,90 (m, 1H), 2,50 (s, 3H), 2,05-2,25 (m, 1H),
1,86-2,00 (m, 2H), 0,88 (t, 3H, J = 7,35 Hz).

Eksempel 17
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Gly-Phe-
NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol
erholdt i eksempel 13 (1,0 g) ble overfe¢rt til trietyl-
ammoniumsaltet (1,2 g) og l¢st i N,N-dimetylformamid (90 ml).

Til denne l¢sning ble en l¢sning av trifluoreddiksyresaltet av
3'-N-(Gly-Gly-Gly-Phe)-NH-A (A-NH,=DX-8951) erholdt i eksempel
16 (158 mg) 1 N,N-dimetylformamid (15 ml), trietylamin

(0,05 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-dihydroksykinolin
(1,2 g) tilsatt etter hverandre, og blandingen fikk reagere
ved romtemperatur over natten under omr¢ring og fravar av lys.
Porsjoner pa 5 ml av denne reaksjonsblanding ble tilsatt
drapevis til 10 ml etanol. Blandingen ble tilsatt 3 M vandig
natriumklorid (2,5 ml) og dietyleter (20 ml), hvoretter den
dannede utfelling ble oppsamlet ved sentrifugering. Utfelt
materiale ble l¢st i 0,5 M vandig natriumklorid, justert til
pPH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid under isavkje¢ling og
dialysert mot renset vann ved benyttelse av en dialysemembran
(Spektrapore 1, molekylvektgrense: 6 000-8 000). Dialysatet
ble filtrert gjennom et Millipore-filter (0,22 pm) og deretter
frysetgrket for erholdelse av tittelforbindelsen (1,4 g). Inn-
holdet av medikamentforbindelsesrest i denne forbindelse var
5,2 % (vekt/vekt), basert pa absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M
tris-buffer (pH 9,0).
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Eksempel 18
Syntese av Boc-Gly-Phe-Leu-OH - .

. H-Gly-Phe-Leu-OH (3,0 g) ble tilsatt til 50 % vandig
dioﬁéaﬁ'(48 ml)-og isavkje¢lt. Til denne l¢sning ble 1 N vandig
natriumhydroksid (9,45 ml) og en dioksanlgsning (24 ml) med
(Boc)zo;(é;27 g) tilsatt, og blandingen ble omrgrt over natten.
1 N saltsyre (9,45 ml) ble tilsatt til reaksjonsblandingen, og
lgsemidlet bie‘évdampef. Restmaterialet ble renset ved kisel-
gelkolbﬁﬂékfoﬁétografi‘(elueringsmiddelz diklormetan:metanol =
5:1) for erholdelse av tittelforbindelsen (2,5 g).

EkseMQQI 19 . ]
Syntese av Boc-Gly-Phe-Leu-Gly-OBzl
Boc-Giy—Phe-Leu-OE-érholdt i eksempel 18 (2,4 g) og
N-hydroksysuccinimid (656 mg) ble l¢st i N,N-dimetylformamid
(50 ml), avkjeplt til 4 °C, sa tilsatt N,N'-disykloheksylkarbo-
diimid (1,17 g) og omrgrt i 2 timer. Til denne lg¢sning ble en
N,N-dimetylformamidl¢sning (40 ml) i hvilken tosylatet av H-
Gly-0Bzl (1,9 g) og trietylamin (0,79 ml) var opple¢st, til-
satt, og blandingen fikk reagere under omr¢ring ved rom-
temperatur i 16 timer. Denne reaksjonsblanding ble inndampet
til torrhet under redusert trykk, og restmaterialet ble renset
ved kiselgelkolonnekromatografi (elueringsmiddel: diklor-
metan:metanol = 50:1) for erholdelse av tittelforbindelsen
(2,0 g).
'H-NMR (DMSO-d,) 6: 8,20-8,30 (m, 1H), 8,12 (d, 1H, J =
8,3 Hz), 7,83 (4, 1H,.J = 8,3 Hz), 7,32-7,37 (m, 5H), 6,89-
6,95 (m, 1H), 5,12 (s, 1H), 4,52-4,59 (br, 1H), 4,34 (dd4, 1H,
J=7,3 Hz, J = 15,1 Hz), 3,93 (44, 1H, J = 5,5 Hz, J =
17,2 Hz), 3,84 (dd, 1H, J = 5,5 Hz, J = 17,2 Hz), 3,54 (44,
1H, J = 5,9 Hz, J = 16,7 Hz), 3,42 (44, 1H, J = 5,9 Hz, J =
16,7 Hz), 3,00°(dd, 1H, J = 4,4 Hz, 13,7 Hz), 2,78 (dd, 1H, J
= 8,8 Hz, J = 13,2 Hz), 1,50-1,65 (m, 1H), 1,45 (t, 2H, J =
7,3 Hz), 1,36 (s, 9H), 0,86 (4, 3H, J = 6,4 Hz), 0,82 (4, 3H,
J = 6,4 Hz).

Eksempel 20
Syntese av Boc-Gly-Phe-Leu-Gly-OH
- Boc-Gly-Phe-Leu-OBzl (1,7 g) erholdt i eksempel 19

TyeE A
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ble l¢st i en blanding av etylacetat (30 ml) og metanol

(30 ml) og tilsatt 5 % Pd-C (1,5 g) for katalytisk reduksjon.
Reaksjonsblandingen ble filtrert og filtratet inndampet til
torrhet under redusert trykk for erholdelse av tittelforbind-
elsen (1,15 g).

Eksempel 21

Boc-Gly-Phe-Leu-~-Gly-OH erholdt i eksempel 20 (200 mg)
og N-hydroksysuccinimid (58 mg) ble l¢st i N,N-dimetylformamid
(5 ml). Etter avkjepling til 4 °C ble N,N'-disykloheksylkarbo-
diimid (104 mg) tilsatt l¢sningen og opplgst. Til denne
1psning ble en N,N-dimetylformamidl¢sning (5 ml) i hwvilken
metansulfonatet av DX-8951 (224 mg) og trietylamin (0,059 ml)
var opplgst tilsatt, og blandingen fikk reagere under omr¢ring
ved romtemperatur i 16 timer under fraver av lys. Denne reak-
sjonsblanding ble inndampe til t¢rrhet'under redusert trykk,
og restmaterialet ble renset ved kiselgélkolonnekromatografi
(elueringsmiddel: diklormetan:metanql.¥-10:1—1¢sning tilsatt
0,5 % eddiksyre) for erholdelse av ﬁitfélforbindelsen
(200 mg). - - -

'H-NMR (DMSO-4,) &: 8,35 (4, 1H, J = 7,8 Hz), 8,08-8,18 (m,
2H), 7,75-7,85 (m, 2H), 7,32 (s, 1H), 7,10 (4, 2H, J =

6,8 Hz), 7,08-7,13 (m, 3H), 6,85-6,95 (br, 1H), 6,40-6,65 (br,
1H), 5,52-5,55 (m, 1H), 5,46 (4, 1H, J = 18,5 Hz), 5,37 (4,
1H, J = 18,5 Hz), 5,24 (s, 2H), 4,44-4;52 (m, 1H), 4,15-4,25
(m, 1H), 3,68-3,72 (m, 2H), 3,40-3,52 (m, 2H), 3,15-3,25 (br,
2H), 2,85-2,95 (m, 1H), 2,65-2,75 (m, 1H), 2,40 (s, 3H), 2,05-
2,25 (m, 1H), 1,80-1,91 (m, 2H), 1,50-1,65 (m, 1H), 1,45 (t,
2H,- J 7,3 Hz), 1,35 (s, 9H), 0,88 (t, 3H, J = 7,4), 0,86 (4,
3H, J 6,4 Hz), 0,82 (4, 3H, J = 6,4 Hz).

Eksempel 22
Syntese av_3'-N-(Gly-Phe-Leu-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) tri- .
fluoreddiksyresalt
3'-N-(Boc-Gly-Phe-Leu-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951)
(97 mg) erholdt i1 eksempel 21 ble l¢st i trifluoreddiksyre
(3 ml) og inkubert i én time. L¢semidlet ble avdampet og rest-

materialet behandlet med azeotrop destillasjon, to ganger med
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metanol (30 ml) og to ganger med etanol (30 ml), og deretter
vasket med eter for erholdelse av tittelforbindelsen (95 mg).
'H-NMR (DMSO-d,) &: 8,57 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 8,47 (4, 1lH, J
8,3 Hz), 8,32 (4, 1H, J = 7,8 Hz), 8,17 (t, 1H, J = 5,5 Hz),
7,81-7,91 (br, 3H), 7,79 (d, 1H, J = 10,7 Hz), 7,32 (s, 1lH),
7,21-7,23 (m, 5H), 7,12-7,17 (m, 1H), 6,45-6,55 (br, 1H), 5,57
(q, 1H, J = 4,4 Hz), 5,43 (d, 1H, J = 16,1 Hz), 5,34 (4, 1H, J
= 16,1 Hz), 5,23 (s, 2H), 4,67 (dt, 1H, J = 4,0 Hz, J =

9,0 Hz), 4,31 (44, 1H, J = 8,5 Hz, J = 15,0 Hz), 4,0-4,4 (br,
1H), 3,74-3,76 (m, 2H), 3,56 (dd, 1H, J = 6,0 Hz, J =

16,0 Hz), 3,41 (44, 1H, J = 6,0 Hz, J 16,0 Hz), 3,17-3,19
(br, 2H), 3,02 (dd, 1H, J = 4,0 Hz, J 14,0 Hz), 2,70 (44,
1H, J = 10,0 Hz, J = 14,0 Hz), 2,40 (s, 3H), 2,05-2,15 (m,
1H), 1,85 (dt, 2H, J = 7,0 Hz, J = 14,0 Hz), 1,50-1,55 (m,
iH), 1,45 (t, 2H, J = 6,0 Hz), 1,35 (s, 9H), 0,88 (t, 3H, J =
7,4), 0,85 (d, 3H, J = 6,4 Hz), 0,80 (4, 3H, J = 6,4 Hz).

Eksempel 23

Syntese aV'karboksxmetxldekstran-golzalkohql-Glz-PheeLeu-Gli-

Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol erholdt i eksempel 13 (690 mg) ble lgst i N,N-dimetyl-
formamid (50 ml). Til denne l¢sning ble en l¢sning av tri-
fluoreddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-Phe-~Leu-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-
8951) (95 mg) erholdt i eksempel 22 i N,N-dimetylformamid
(10 ml), trietylamin (0,03 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-
1,2-dihydroksykinolin (690 mg) tilsatt etter hverandre, og
blandingen fikk reagere ved romtemperatur over natten under
omrgring. Porsjoner pa 5 ml av denne reaksjonsblanding ble
hver tilsatt drapevis til 10 ml etanol. Blandingen ble tilsatt
3 M vandig natriumklorid (2,5 ml) og dietyleter (20 ml), og
utfelt materiale ble oppsamlet ved sentrifugering. Utfelt
materiale ble lgst i 0,5 M vandig natriumklorid, justert til
pPH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid og dialysert mot renset
vann ved bruk av en dialysemembran (Spektrapore 1, molekyl—
vektgrense 6 000-8 000). Dialysatet ble filtrert gjennom et
Mil;ipore-filter (0,22 ym), hvoretter filtratet ble fryse-
torket for erholdelse av tittelforbindelsen (600 mg). Inn-
holdet av medikamentforbindelsesrest i denne forbindelse var
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4,8 % (vekt/vekt), basert pd absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M
tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 24
Syntese av trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-

polyalkohol

Dekstran T500 (50 g, Pharmacia, molekylvekt: 500K)
ble 1lgpst i 0,1 M acetatbuffer (pH 5,5, 5 000 ml1), og en vandig
lpsning (5 000 ml) av natriumperjodat (165,0 g) ble tilsatt.
Etter omr¢ring ved 4 °C i 10 dager under fravar av lys ble
blandingen tilsatt etylenglykol (35,0 ml) og omr¢rt over
natten. Reaksjonsblandingen ble justert til pH 7,5 med 8 M
vandig natriumhydroksid. Natriumborhydrid (70 g) ble tilsatt
og opplegst, hvoretter blandingen ble omr¢rt over natten. Reak-
sjonsblandingen ble avkjg¢lt pa is, justert til pH 5,5 med
eddiksyre og omrgrt ved 4 °C i én time, og deretter justert
til pH 7,5 med 8 M vandig natriumhydroksid. Den resulterende
l1¢sning ble ultrafiltrert ved benyttelse av en Biomaks-50-
membran for fjerning av fraksjonen med lav molekylvekt. Poly-

merfraksjonen ble frysetorket for erholdelse av dekstranpoly-
alkohol (27,1 g). Molekylvekten av denne forbindelse var 140K
(gelfiltrering, pullulanstandard).

Denne dekstranpolyalkohol (5 g) ble tilsatt til en
vandig l¢sning erholdt ved & lg¢se natriumhydroksid (21 g) i
vann (150 ml), og opplgst ved romtemperatur. Til l¢sningen ble
monokloreddiksyre (30 g) tilsatt under isavkje¢ling og opplest,
hvoretter blandingen fikk reagere ved romtemperatur over
natten. Reaksjonsblandingen ble justert til pH 8, med eddik-
syre og deretter avsaltet ved ultrafiltrering gjennom en
Biomaks-50-membran. Den gjenvarende l¢gsning som ikke passerte
gjennom membranen ble frysetgrket for erholdelse av natrium-
saltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol (5,6 g). Molekyl-
vekten av denne forbindelse var 263K (gelfiltrering, pullulan-
standard), og karboksymetyleringsgraden var 0, 4.

Dette natriumsalt av karboksymetyldekstran-polyalko-
hol (2,0 g) ble 1l¢st 1 vann, pasatt en Bio-Rad AG 50W-X2 (200-
400 mesh, H'-form)-kolonne (diameter: 44 mm, lengde 210 mm) og
eluert med vann. Eluatet ble tilsatt trietylamin (4 ml) og
frysetorket for erholdelse av tittelforbindelsen (2,2 g).
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Eksempel 25
Syntese av_ trimetylammoniumsaltet av karboksymetvldekstran-

polyalkohol

Natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol
(1,0 g) erholdt i eksempel 24 ble l¢st i vann, pasatt en Bio-
Rad AB 50W-X2 (200-400 mesh, Me,N H'-form)-kolonne og eluert
med vann. Eluatet ble frysetprket for erholdelse av tittel-
forbindelsen (950 mg).

Eksempel 26
Syntese av_3'-N-(Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) hydro-

klorid

PA tilsvarende mdte som i eksempel 14 ble 3'-N-(Gly-
Gly-Phe-Gly)-NH-A-trifluoreddiksyresaltet erholdt fra 3'-N-
(Boc-Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (400 mg) lg¢st i
vann/MeOH (1:4), pasatt en Bio-Rad AG 1-X8 (200-400 mesh, Cl -
fofm)-kolonne (1,5 cm x 8,6 cm) .og eluert med lgsemidlet oven-

- for. Eluatet ble konsentrert og deretter frysetorket for

erholdelse av tittelforbindelsen (310 mg). _

IH-NMR (DMSO-d,) &: 8,53 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 8,46-8,48 (m,
1H), 8,37-8,39 (m, 1H), 7,95 (4, 1H, J = 8,0 Hz), 7,80 (s,
3H), 7,78 (4, 1H, J = 11,1 Hz), 7,34 (s, 1H), 7,14-7,24 (m,
5H), 6,50 (s, 1lH), 5,56-5,60 (m, 1H), 5,35-5,40 (m, 2H), 5,24
(s, 2H), 4,51-4,56 (m, 1H), 3,86 (dd, J = 4,8, 13,5 Hz, 1lH),
3,68-3,79 (m, 3H), 3,54 (s, 2H), 3,15-3,22 (m, 2H), 3,01 (4d,
J=5,6, 13,5 Hz, 1H), 2,78 (d4d, J = 9,6, 3,5 Hz, 1H), 2,41
(s, 3H), 2,12-2,23 (m, 2H), 1,81-1,89 (m, 2H), 0,88 (t, 3H, J
= 7,2 Hz).

Masse (FAB); m/e 753 (M+l).

Eksempel 27
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Phe-Gly-

NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Trimetylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol erholdt i eksempel 25 (0,1 g) ble l¢st i N,N-dimetyl-
formamid (6 ml). Til denne lgsning ble en l¢sning av hydro-
klaoridet av 3'-N-(Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (24 mg)
erholdt i eksempel 26 i en N,N-dimetylformamid (10 ml), tri-
etylamin (5 pl) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-dihydroksy-
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kinolin (0,1 g) tilsatt etter hwverandre, og blandingen fikk
reagere ved romtemperatur over nqtten under dmr¢ring.
Porsjoner p& 5 ml av denne reaksjonsblanding ble hver tilsatt
drébévis til 1Q~ml etanol. Blandingen ble tilsatt 3 M vandig
natriumkloria:(z,s ml) og dietyleter (20 ml), og utfelt
materidlé?b;e obpsamlet ved. sentrifugering (3 500 rpm,;

8 minutter).- Utfelt materiale ble l¢st i 0,5 M vandig natrium-
klorid og justert til pH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid
under_isavkjpling. Den resulterende vandige lgsning ble av-
saltet-véd'qitrafiltrering ved benyttélsé av en Biomaks-30-
membran. Denfgjehvarénde-l¢sping som ikke passerté gjennom
membfahen:ble'filtfért gjennom et Millipore-filter (0,22 pm)
og deretter fryseteérket for erholdelse av tittelforbindelsen
(90.mg).'Innhdldet av medikaﬁentforbindelsesrest i denne for-
bindelse var 11 % (vékt/vekt), basert pd absorpsjonen ved

362 nm i 0,1 M tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 28
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Phe-Gly-
NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Trimetylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol erholdt i eksempel 25 (0,1 g) ble l¢st i N,N-dimetyl-
formamid (6 ml). Til denne l¢sning ble en lgsning av 3'-N-
(Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951)-hydroklorid (36 mg)
erholdt i eksempel 26 i N,N-dimetylformamid (10 ml), trietyl-
amin (8 pl) og 1-etoksykarbonyl-2-etoksy-1, 2-dihydroksykinolin

(0,1 g) tilsatt etter.hverandre, og blandingen fikk reagere
ved romtemperatur over natten under omr¢ring. Porsjoner pa

5 ml -av denne reaksjonsblanding ble hver tilsatt drapevis til
10 ml etanol. Blandingen ble tilsatt 3 M vandig natriumklorid
(2,5 ml) og diepylgter (20 ml), og den dannede utfelling ble
oppsamlet ved sentrifugering (3‘500 rpm, 8 minutter). Utfelt
materiale ble lgst i 0,5 M vandig natriumklorid og justert til
pH 12 med 0,1 M vandig natriumhydroksid under isavkjeéling. Den
resulterende vandige lg¢sning ble avsaltet ved ultrafiltrering
ved benyttelse av en Biomaks-30-membran. Den gjenvarende
l¢psning som ikke passerte gjennom membranen ble filtrert
gjennom et Millipore-filter (0,22 um) og deretter frysetg¢grket
for efholdelsemavftittelfbrbindelseg (80 mg). Resultatet er-

. .
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holdt ved GPC-analyse etter & ha l¢st Qenne forbindelse i

0,1 M vandig natriumklorid (kolonne: TSK Gel PW-4000XL, Tosoh,
l¢gsemiddel: 0,1 M NaCl, gjennomstr¢mningshastighet:

0,8 ml/min), og det ultrafiolette absorpsjonsspektrum av for-
bindelsen (0,1 M tris-buffer, pH 9,0, 36 pg/ml) er vist i
figur 8 hhv. figur 9. Innholdet av medikamentforbindelsesrest
i forbindelsen var 15 % (vekt/vekt), basert p& absorpsjonen
ved 362 nm 1 0,1 M tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 29
Syntese av_karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Gly-Phe-
NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Dekstran T250 (20 g, EXTRASYNTHESE, gjennomsnittlig
molekylvekt: 250K) ble l¢st 1 0,1 M acetatbuffer (pH 5,5,
2 000 ml) og tilsatt en vandig l¢sning (2 000 ml) av natrium-
perjodat (66,0 g). Etter omrering ved 4 °C i 10 dager ved fra-
var av lys ble blandingen tilsatt eleenglykol (14,0 ml) og

omr¢rt over natten. Reaksjonsblandingeﬁ'ble justert til pH 7,5
med 8 M vandig natriumhydroksid under.iéavkj¢ling; Natriumbor-. -
hydrid (28 g) ble tilsatt og'opp1¢sﬁ,iHVofetter.biandingen blé
omrgrt over natten ved romtemperatur.'Reaksjdnsblaﬂdingen'ble
isavkjelt, justert til pH 5,5 med eddiksyre og omr¢rt ved 4 °C
i én time, og deretter justert til pH 7,5 med 8 M vandig.
natriumhydroksid under isavkje¢ling. Fraksjonen med lav
molekylvekt ble fjernet fra den resulterende vandige l¢sning
ved ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-30-membran
for erholdelse av tilbakeholdt le¢sning 1 som ikke passerte
gjennom membranen. Separat ble Dekstran T250 (50 g,
EXTRASYNTHESE, gjennomsnittlig molekylvekt: 250K) le¢st i 0,1 M
acetatbuffer (pH 5,5, 5 000 ml) og tilsatt en vandig l¢sning
(5 000 ml) av natriumperjodat (165 g). Etter omrgring ved 4 °C
i 10 dager ved fraver av lys ble blandingen tilsatt etylen-
glykol (35,0 ml) og omr¢rt over natten. Reaksjonsblandingen
ble justert til pH 7,5 med 8 M vandig natriumhydroksid under.
isavkjeling. Natriumborhydrid (70 g) ble tilsatt og opplest,
hvoretter blandingen ble omrgrt over natten ved romtemperatur.
Reaksjonsblandingen ble isavkj¢lt, juster til pH 5,5 med
eddiksyre og omreort ved 4 °C i én time, og deretter justert
til pH 7,5 med 8 M vandig natriumhydroksid under isavkjeling.
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Fraksjonen med lav molekylvekt ble fjernet fra den resulter-
ende vandige lpsning ved ultrafiltrering ved benyttelse av en
Biomaks-30-membran for erholdelse av tilbakeholdt le¢sning 2,
som ikke passerte gjennom membranen. Tilbakeholdt l¢sning 1 og
2 ble slatt sammen, behandlet ved ultrafiltrert ved benyttelse
av en Biomaks-30-membran for fjerning av fraksjonen med lawv
molekylvekt fra fraksjonen som hadde passert gjennom Biomaks-
50-membranen, og frysete¢rket for erholdelse av dekstranpoly-
alkohol (25,7 g). Molekylvekten av denne forbindelse var 47K
(gelfiltrering, pullulanstandard).

Denne dekstranpolyalkohol (5 g) ble tilsatt til en
vandig lg¢sning erholdt ved & l¢se natriumhydroksid (35 g) i
vann (150 ml) og opple¢st ved romtemperatur. Til denne l¢sning
ble monokloreddiksyre (50 g).-tilsatt under isavkje¢ling og opp-
1l¢pst, hvoretter blandingen fikk reagere ved romtehperatur i
18 timer. Reaksjonsblandingen ble justert til pH 8 med eddik-
syre og avsaltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en
Biomaks-50-membran. Den gjenverende l¢sning som ikke passerte
gjennom membranen ble frysetgrket for erholdelse av natrium-
saltet av karboksymetyldekstran—polYalkohol (7,2 g). Molekyl-
vekten av denne forbindelse var 127K (gelfiltrering, pullulan-
standard), og karboksymetyleringsgraden var 0,8. Dette
natriumsalt av karboksymetyldekstran-polyalkohol (2,2 g) ble
lgpst i vann, pasatt en Bio-Rad AG 50W-X2 (200-400 mesh, H'-
form)-kolonne (diameter: 44 mm, lengde: 210 mm) og eluert med
vann. Eluatet ble tilsatt trietylamin (4 ml) og deretter
frysetorket for erholdelse av trietylémmoniumsaltet av
karboksymetyldekstran-polyalkohol (2,69 g).

Dette trietylammoniumsalt av karboksymetyldekstran-
polyalkohol (2,67 g) ble l¢st i N,N-dietylformamid (200 ml).
Til denne lgsning ble en lg¢gsning erholdt ved & lgse trifluor-
eddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-Gly-Gly-Phe)-NH-A, erholdt ved &
fjerne Boc-gruppen ifglge en fremgangsmate tilsvarende den i
eksempel 16 fra 3'-N-(Gly-Gly-Gly-Phe)-NH-A (A-NH,=DX-8951)
(350 mg), fremstilt pd tilsvarende madte som i eksempel 2, og
trietylamin (0,116 ml) i N,N-dimetylformamid (10 ml), og en
lpsning erholdt ved & lgse l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-di-
hydroksykinolin (2,67 g) i N,N-dimetylformamid (10 ml) tilsatt
etter hverandre, og blandingen fikk reagere ved romtemperatur
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over natten under omrgring. Denne reaksjonsblanding ble til-
satt 3 M vandig natriumklorid (100 ml), og porsjoner pa 8 ml
av blandingen ble hver tilsatt drapevis til 30 ml etanol. Til
hver blanding ble 3 M vandig natriumklorid (1 ml) og dietyl-
eter (5 ml) tilsatt, og den dannede utfelling ble oppsamlet
ved sentrifugering (3 500 rpm, 8 minutter). Utfelt materiale
ble vasket med aceton og deretter l¢st i vann og tilsatt 3 M
vandig natriumklorid (10 ml), og sd justert til pH 9 med 0,1 M
vandig natriumhydroksid og videre behandlet ved 37 °C i én
time. Den behandlede l¢sning ble avsaltet ved ultrafiltrering
ved benyttelse av en Biomaks—lo-membran. Den gjenvarende
lpsning som ikke passerte gjennom membranen ble filtrert
gjennom et Millipore-filter (0,22 pm) og deretter frysete¢rket
for erholdelse av tittelforbindelsen (2,30 g). Resultatet er-
holdt ved GPC-analyse etter opplgsning av denne forbindelse i
0,1 M vandig natriumklorid (kolonne: TSK Gel PW-4000XL, Tosoh,
lgpsemiddel: 0,1 M NaCl, gjennomstrgmningshastighet: .

0,8 ml/min) og det ultrafiolette absorpsjonsspektrum av for-

‘bindelsen {0,1 M tris-buffer, pH 9,0, O,20Vmg/m1)-er_vist.i'
"figur 10 hhv. figur 11. Innholdet av medikamentforbindelses-

rest i forbindelsen var 5,8 % (vekt/vekt), basert a absofp-
sjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 30
Syntese av trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-

polyalkohol

Til en lgsning (2 000 ml) av Dekstran T10 (20 g,
Pharmacia, gjennomsnittlig molekylvekt: 10K) i 0,1 M acetat-
buffer (pH 5,5) ble tilsatt en vandig l¢sning (2 000 ml) av
natriumperjodat (66,0 g). Etter omroring ved 4 °C i 10 dager
under fraver av lys ble blandingen tilsatt etylenglykoi

(14,0 ml) og omrgrt over natten. Reaksjonsblandingen ble
justert til pH 7,5 med 8 M vandig natriumhydroksid under isav-
kjeling. Natriumborhydrid (28 g) ble tilsatt og opplest, og
blandingen ble omr¢rt over natten ved romtemperatur. Reak-
sjonsblandingen ble isavkjelt, justert til pH 5,5 med eddik-
syre og omrgrt ved 4 °C i én time, og deretter justert til pH
7,5 med 8 M vandig natriumhydroksid under isavkje¢ling. Den
resulterende vandige l¢sning ble behandlet ved ultrafiltrering

>
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ved benyttelse av en Biomaks-5-membran (Millipore) for a
fjerne fraksjonen med lav molekylvekt, og den gjenvarende
lgpsning som ikke hadde passert gjennom membranen ble passert
gjennom en Biomaks-30-membran. Det resulterende filtrat ble
frysetprket for erholdelse av dekstranpolyalkohol (8,0 g).
Molekylvekten av denne forbindelse var 13K (gelfiltrering,
pullulanstandard).

Denne dekstranpolyalkohol (3,7 g) ble tilsatt til en
vandig l¢sning erholdt ved & l¢se natriumhydroksid (25,9 g) i
vann (111 ml), og opplgst ved romtemperatur. Til denne lgsning
ble monokloreddiksyre (37 g) tilsatt under isavkjeling og opp-
lpst, hvoretter blandingen fikk reagere ved romtemperatur i
20 timer. Reaksjonsblandingen ble justert til pH 8 med eddik-
syre og avsaltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en
Biomaks-5-membran. Den gjenvarende l¢sning som ikke passerte
gjennom membranen ble frysetgrket for erholdelse av natrium-
saltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol (6,2 g). Molekyl-
vekten av denne forbindelse var 37K (gelfiltrering, pullulan-
standard) og karboksymetyleringsgraden var O,9.

' Dette natriumsalt av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol (6,0 g) ble lgst i vann, pasatt en Bio-Rad AG50W-X2
(200-400 mesh, H'-form)-kolonne og deretter eluert med vann.
Eluatet ble tilsatt trietylamin (9,3 ml) og deretter fryse-
torker for erholdelse av tittelforbindelsen (7,2 g).

Eksempel 31

Syntese av trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-
polyalkohol

Dekstranpolyalkoholen (3,9 g) erholdt i eksempel 30

ble tilsatt til en vandig l¢sning erholdt ved & l¢se natrium-
hydroksid (16,3 g) i vann (117 ml), og opple¢st ved rom-
temperatur. Til denne l¢sning ble monokloreddiksyre (23,4 g)
tilsatt under isavkjpling og opple¢st, hvoretter blandingen
fikk reagere ved romtemperatur i 18 timer. Denne reaksjons-
blanding ble justert til pH B med eddiksyre og avsaltet ved
ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-5-membran. Den
gjenverende l¢sning som ikke passerte gjennom membranen ble
fryset¢rket for erholdelse av natriumsaltet av karboksymetyl-
dekstran-polyalkohol (5,0 g). Molekylvekten av denne forbind-



10

15

20

25

30

35

45

else var 28K (gelfiltrering, pullulanstandard), og karboksy-
metylerlngsgraden var 0,5. Dette. natrlumsalt av karboksymetyl-
dekstranen- -polyalkohol (4,8 mg) ble overfeort til trietyl-
ammoniumsaltet pé tilsvarende mate som i eksempel 30, for
erholdelse av tittelforbindelsen (5,6 g).

Eksemgei'SZt;_ _
Syntese av trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-
lexglhghgl'

" En vandlg 1¢sn1ng (2 000 ml) av natrlumperjodat
(66,0 g) ble tllsatt ‘til en 1lgsning (2 000 ml) av Dekstran 4
(20- g, “Funakoshi, ‘gjennomsnittlig molekylvekt: 4K-6K) i 0,1 M
acetatbufferfcpﬂ 5,5): Etter omrgring ved 4 °C i 10 dager

under.fraVar.a& lys ble blandingen tilsatt etylenglykol

(14,0 ml) og omrgrt over natten. Reaksjonsblanding ble justert
til pH 7,5 med 8 M vandig natriumhydroksid under isavkje¢ling.
Natriumborhydrid (28 g) ble tilsatt og opple¢st, og blandingén
ble omrgrt over natten ved romtemperatur. Reaksjonsblandingen
ble isavkjgplt, justert til pH 5,5 med eddiksyre og omre¢rt ved
4 °C i én time, og deretter justert til pH 7,5 med 8 M vandig
natriumhydroksid under isavkj¢ling. Den resulterende vandige
lpsning ble behandlet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en
Biomaks-3-membran (Millipore) for a fjerne fréksjonen med lav
molekylvekt. Filtratet ble fryset¢rket for erholdelse av
dekstranpolyalkohol (6,0 g). Molekylvekten av denne forbind-
else var 9K (gelfiltrering, pullulanstandard). Denne dekstran-
polyalkohol (2,7 g) ble tilsatt til en vandig 1l¢sning erholdt
4 l¢se natriumhydroksid (18,9 g) i vann (81 ml), og opplest
ved romtemperatur. Til denne lwéning ble monokloredikksyre

(27 g) tilsatt under isavkje¢ling og opplest, hvoretter bland-
ingen fikk reagere ved romtemperatur i 20 timer. Reaksjons-
blanding ble Justert til pH 8 med eddiksyre og avsaltet ved
ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-5-membran. Den
resulterende l¢sning som ikke passerte gjennom membranen ble
fryset¢rket for erholdelse av natriumsaltet av karboksymetyl-
dekstran-polyalkohol (4,2 g). Molekylvekten av denne forbind-
else var 20K (gelfiltrering, pullulanstandard) og karboksy-
metyleringsgraden var 0,9.

- . - -
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Dette natriumsalt av karboksymetyldekstran-polyalko-
hol (4,0 g) ble overfgrt til trietylammoniumsaltet pa tilsvar-
ende mate som i eksempel 30 for erholdelse av tittelforbind-
elsen (4,8 g).

Eksempel 33
Syntese av_trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-

polyalkohol

Dekstranpolyalkoholen (2,7 g) erholdt i eksempel 32
ble tilsatt til en vandig l¢sning erholdt ved 3 lgpse natrium-
hydroksid (11,3 g) i vann (81 ml) ved romtemperatur. Til denne
lgpsning ble monokloreddiksyre (16,2 g) tilsatt under isavkjol-
ing og opple¢st, hvoretter blandingen fikk reagere ved rom-
temperatur i 18 timer. Reaksjonsblandingen ble justert til pH
8 med eddiksyre og avsaltet ved ultrafiltrering ved benyttelse
av en Biomaks-5-membran. Den gjenvarende l¢sning som ikke
passerte gjennom membranen ble frysét¢rket for erholdelse av
natriumsaltet av karboksymetyldekstranfpolyalkohol (2,7 g);
Molekylvekten av denne forbiridelse var"lGK (geifilt;eringh '
pullulanstandard), og karbqksymetylériﬁgégraden vér 0,5. Dette
natriumsalt av karboksymetyldekstranen-polyalkohol-(2,7‘9) ble
overfort til trietylammoniumsaltet pd tilsvarende mate som i
eksempel 30, for erholdelse av tittelforbindelsen (3,1 g).

Eksempel 34 . _
Syntese av karbokgymetvldekstran-polvaikohol—le-Gly-Phe—le—
NH-A' (A-NH,=DX-8951)

_ Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol erholdt i eksempel 30 (1,5 g) ble lg¢st i N,N-dimetyl-
formamid (90 ml). Til denne l¢sning ble en l¢sning av trietyl-

amin (0,07 ml) og trifluoreddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-Gly-
Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (210 mg) i N,N-dimetylformamid
(40 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-dihydroksykinolin
(1,5 g) tilsatt etter hverandre, hvoretter blandingen fikk
reagere ved romtemperatur over natten under omr¢ring.
Porsjoner pa 5 ml av reaksjonsblanding ble hver tilsatt drdpe-
vis til 10 ml etanol. Hver lgsning ble tilsatt 3 M wvandig
natriumklorid (2,5 ml) og dietyleter (20 ml), hvoretter det
dannede bunnfall ble oppsamlet ved sentrifugering (3 500 rpm,
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8 minutter). Utfelt materiale ble l¢st i 0,5 M vandig natrium-
klorid og justert til pH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid
under isavkje¢ling. Den resulterende vandige l¢sning ble av-
saltet ved ultrafiltrering ved benyttelse en Biomaks-3-
membran. Den gjenvarende lgsning som ikke passerte gjennom
membranen ble filtrert gjennom et Millipore-filter (0,22 jum)
og deretter frysetgrket for erholdelse av tittelforbindelsen
(1,3 g). Resultatet erholdt ved GPC-analyse etter a ha opple¢st
denne forbindelse i 0,1 M vandig natriumklorid (kolonne: TSK
Gel PW-4000XL, Tosho, lg¢semiddel: 0,1 M NaCl, gjennomstr¢m-
ningshastighet: 0,8 ml/min) og det ultrafiolette absorpsjons-
spektrum for forbindelsen (0,1 M tris-~-buffer, pH 9,0,

65 pg/ml) er vist i figur 12 hhv. figur 13. Innholdet av
medikamentforbindelsesrest i forbindelsen var 6,4 %
(vekt/vekt) basert pa absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-
buffer (pH 9,0).

Eksempel 35 : e o
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Phe-Gly-
NH-A' (A-NH,=DX-8951) o

Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran—poly—
alkoholen erholdt i eksempel 31 (1,2 g) ble l¢st i N,N-
dimetylformamid (90 ml). Til denne l¢sning ble en lg¢sning av
trietylamin (0,056 ml) og trifluoreddiksyresaltet av 3'-N-
(Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (168 mg) i N,N-
dimetylformamid (30 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1, 2-
dihydroksykinolin (1,2 g) tilsatt etter hverandre, og
blandingen fikk reagere ved romtemperatur over natten under

omrgring. Porsjoner pa 5 ml av denne reaksjonsblanding ble
hver tilsatt drdpevis til 10 ml etanol. Hver ble tilsatt 3 M
vandig natriumklorid (2,5 ml) og dietyleter (20 ml), og utfelt
materiale ble oppsamlet ved sentrifugering (3 500 rpm,

8 minutter). Utfelt materiale ble l¢st i 0,5 M vandig natrium-
klorid og justert til pH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid
under isavkje¢ling. Den resulterende vandige l¢sning ble av-
saltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-3-
membran. Den gjenvarende l¢sning som ikke passerte gjennom
membranen ble filtrert gjennom et Millipore-filter (0,22 um)
og deretter frysetorket for erholdelse av tittelforbindelsen
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(1,0 g). Innholdet av medikamentforbindelsesrest i denne for-
bindelse var 4,8 % (vekt/vekt) basert pa absorpsjonen ved
362 nm i 0,1 M tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 36
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Phe-Gly-

NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol erholdt i eksempel 32 (1,2 g) ble l¢st i N,N-dimetyl-
formamid (90 ml). Til denne l¢sning ble en l¢sning av trietyl-
amin (0,056 ml) og trifluoreddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-Gly-
Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (168 mg) i N,N-dimetylformamid
(30 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-dihydrokinolin
(1,2 g) tilsatt etter hverandre, og blandingen fikk reagere
ved romtemperatur over natten under omre¢ring. Porsjoner pa
5 ml av denne reaksjonsblanding ble hver tilsatt drépevis til
10 ml etanol. Hver ble tilsatt 3 M vandig natriumklorid
(2,5 ml) og dietyleter (20 ml), og utfelt materiale ble opp-

‘samlet vedfsentrifugerihg_(s 500 rpm, 8 minutter). Utfelt
‘materiale ble lg¢st i 0,5 M vandig natriumklorid og justert -til

pH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid under isavkj¢1ing; Den
resulterende vandige lgsning ble avsaltet ved ultrafiltréring
ved benyttelse av en Biomaks-3-membran. Den gjenvarende
lpsning som ikke passerte gjennom membranen ble filtrert
gjennom et Millipore-filter (0,22 um) og deretter frysetgrket
for erholdelse av tittelforbindelsen (1,0 g). Innholdet av
medikamentforbindelsesrest i denne forbindelse var 5,9 %
(vekt/vekt), basert pa absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-
buffer (pH 9,0).

Eksempel 37
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Phe-Gly-

NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol erholdt i eksempel 33 (1,5 g) ble 1l¢st i N,N-dimetyl-
formamid (90 ml). Til denne l¢sning ble en le¢sning av trietyl-
amin (0,07 ml) og trifluoreddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-Gly-
Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (210 mg) i N,N-dimetylformamid
(40 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-dihydrokinolin




10

15

20

25

3o

35

49

(1,5 g) tilsatt etter hverandre, og blandingen fikk reagere
ved romtemperatur over natten under omrgring. Porsjoner pa

5 ml av denne reaksjonsblanding ble hver tilsatt drapevis til
10 ml etanol. Hver ble tilsatt 3 M vandig natriumklorid

(2,5 ml) og dietyleter (20 ml), og utfelt materiale ble opp-
samlet ved sentrifugering (3 500 rpm, 8 minutter). Utfelt
materiale ble 1l¢gst i 0,5 M vandig natriumklorid og justert til
pPH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid under isavkje¢ling. Den
resulterende vandige l¢sning ble avsaltet ved ultrafiltrering
ved benyttelse av en Biomaks-3-membran. Den gjenvarende
lpsning som ikke passerte gjennom membranen ble filtrert
gjennom et Millipore-filter (0,22 um) og deretter frysetprket
for erholdelse av tittelforbindelsen (1,3 g). Innholdet av
medikamentforbindelsesrest i denne forbindelse var 4,6 %
(vekt/vekt), basert pd absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-
buffer (pH 9,0).

Eksempel 38
Syntese av Boc-Gly-Gly-Phe-Gly-NH-A (A-NH,=DW-8286)

Boc~-Gly-Gly-Phe-Gly (42 mg) og N-hydroksysuccinimid
(12 mg) ble lgst i N,N-dimetylformamid (2 ml) og avkjelt til
4 °C, og deretter tilsatt N,N'-disykloheksylkarbodiimid
(22 mg). Til denne lgsning ble en l¢sning av N,N-dimetyl-
formamid (6 ml) i hvilken hydrokloridet av forbindelsen

representert ved fe¢lgende formel:

[(1s,9s)-1-amino-5-klor-9-etyl-2, 3-dihydro-9-hydroksy-1H, 12H-
benzo[delpyrano-[3',4':6,7]1indolizin[1,2-blkinolin-
10,13(9H,15H]-dion: DW-8286] (50 mg) og trietylamin (0,01 ml)
var opplest ble tilsatt, og blandingen fikk reagere under om-
r¢ring og fraver av lys ved romtemperatur i 16 timer. Denne
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reaksjonsblanding ble inndampet til t¢rrhet under redusert
trykk, og restmaterialet ble renset ved kiselgelkolonne-
krométografi,Ceiueringsmiddelz diklormetan:metanol = 10:1-
1¢sﬁihg-tilsatt10,5 % eddiksyre) for erholdelse av tittelfor-
bindelsen (27 mg). :

'H-NMR (CDC1l;) &: 8,10-8,20 (br, 1H), 7,95-8,05 (br, 1H), 7,70-
7,80 (bi,lZH), 7,50-7,60 (br, -1H), 7,40-7,50 (br, 1H), 7,10-
7,25 (m, 5H), 7.05-7,15 (br, 1H), 5,85-5,95 (br, 1H), 5,50-
5,60 (br,  1H),” 5,40-5,50 (m, 1H), 5,25-5,35 (m, 1H), 5,05-5,15
(m, 1H), 4,90-5,00" (m, 1H), 4,70-4,80. (br, 1H), 4,10-4,25 (br,
2H), 3,60-3,90 (m, 4H), 3,10-3,40 (m, 3H), '2,95-3,05 (br, 1H),
2,154é;30 (br, 13),'1,75-1,96 (br, 2H), 1,39 (s, 9H), 0,80-
1,00 (m, -3H). - '

Eksempel 38
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Phe-Gly-
NH-A' (A-NH,=DW-8286)

Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol (175 mg) erholdt i eksempel 24 ble l¢st i N,N-dimetyl-
formamid (20 ml). Til denne l¢sning ble en l¢sning av tri-
fluoreddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-Gly-Phe-Gly)-NHA-(A-NH,=DW-
8286) (29 mg), erholdt fra 3'-N-(Boc-Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A
(27 mg) fremstilt i eksempel 38 ved & fjerne Boc-gruppen pa

tilsvarende mate som i eksempel 4, og trietylamin (9 ul) i
N,N-dimetylformamid (5 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-
dihydroksykinéliﬁ (175 mg) tilsatt etter hverandre, og bland-
ingen fikk reagere ved romtemperatur over natten under omr¢r-
ing. Porsjoner pa 5 ml av denne reaksjonsblanding ble hver
tilsati drapevis til 10 ml etanbl. Blandingen ble tiisatt 3 M
vandig natriumklorid (2,5 ml) og dietyleter (20 ml), og utfelt
materiale ble oppsamlet ved sentrifhgering (3 500 rpm,

8 miﬁutter)ﬁ Utféltlmateriale‘bie opplgst i 0,5 M vandig
natriumklorid og justert til pH 9 med 0,1 M vandig natrium-
hydroksid under isavkje¢ling. Den resulterende vandige lgsning
ble avsaltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-
30-membranen. Den gjenvarende l¢sning som ikke passerte
gjennom membranen ble filtrert gjennom et Millipore-filter
(0,22 um) og deretter frysetgprket for erholdelse av tittelfor-
bindelsen (135Wﬁg). Resq}tatet erho%dt ved GPC-analyse etter &

vu . ..
.. Cee Ly I : / R
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ha l¢st denne forbindelse i 0,1 M vandig natriumklorid
({kolonne: TSK Gel PW-4000XL, Tosoh, l¢semiddel: 0,1 M NaCl,
gjennomstrgmningshastighet: 0,8 ml/min) og det ultrafiolette
absorpsjonsspektrum av forbindelsen (0,1 M tris-buffer, pH
9,0, 99 ug/ml) er vist i figur 14 hhv. figur 15. Innholdet av
medikamentforbindelsesrest i forbindelsen var 6,1 %
(vekt/vekt), basert pa absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-
buffer (pH 9,0).

Eksempel 40
Syntese av 3'-N-(Boc-Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=-DW-8089)

Boc-Gly-Gly-Phe-Gly (163 mg) og N-hydroksysuccinimid
(45 mg) ble lgst i N,N-dimetylformamid (10 ml), avkjolt til
4 °C og sa tilsatt N,N'-disykloheksylkarbodiimid (79 mg). Til
denne l¢sning ble tilsatt en N,N-dimetylformamid (30 ml) i
hvilket tosylatet av forbindelsen representert ved f¢lgende

formel:

HN

[(1s,9s)-1-amino-9-etyl-2,3-dihydro-9-hydroksy~1H, 12H-benzo-
[de]lpyrano-[3',4':6,7]indolizin[1l, 2-b]kinolin-10,13(9H, 15H] -
dion: DW-8089] (170 mg) og trietylamin (0,054 ml) var opple¢st
tilsatt, og blandingen fikk reagere under omr¢ring ved rom-
temperatur over natten under fravar av lys. Denne reaksjons-
blanding ble inndampet til t¢rrhet under redusert trykk, og
restmaterialet ble renset ved kiselgelkolonnekromatografi
(elueringsmiddel: diklormetan:metanol = 94:6-l1¢sning tilsatt
0,5 % eddiksyre) for erholdelse av tittelforbindelsen

(100 mg).

1H-NMR (DMSO-4,) &6: 8,51 (4, 1H, J= 8,5 Hz), 8,41 (t, 1H, J =
5,6 Hz), 8,29 (s, 1H), 8,17 (4, 1H, J = 8,0 Hz), 8,03 (qQ, 1H,
J = 8,0 Hz), 7,90 (dd4, 1H, J = 4,8, 5,6 Hz), 7,79 (t, 1H, J =
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5,6 Hz), 7,53 (4, 1H, J = 7,2 Hz), 7,36 (s, 1H), 7,13-7,25 (m,
5H), 6,94-6,95 (m, 1H), 5,60-5,63 (m, 1H), 5,36-~5,47 (m, 2H),
5,21-5,30 (m, 2H), 4,42-4,47 (m, 1H), 3,63-3,96 (m, 3H), 3,51-
3,59 (m, 3H), 3,31-3,40 (m, 1H), 3,09-3,21 (m, 1H), 3,02 (44,
1H, J = 4,8, 13,5 Hz), 2,76-2,81 (m, 1H), 2,13-2,17 (m, 2H),
1,85-1,90 (m, 2H), 1,37 (s, 9H), 0,89 (t, 3H, J = 8,0 Hz).
Masse (FAB); m/e 822 (M+1).

Eksempel 41
Syntese av_karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Phe-Gly-

NH-A' (A-NH,=DW-8089)

Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol (1,6 g) erholdt i eksempel 24 ble lg¢st i N,N-dimetyl-
formamid (60 ml). Til denne lgsning ble en l¢sning erholdt ved
4 l¢se trifluoreddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A
(A-NH,=DW-8089), erholdt fra 3'-N-(Boc-Gly-Gly-Phe-Gly)-NH-A
(200 mg) fremstilt i eksempel 40 ved & fjerne Boc-gruppen pa

tilsvarende mate som i eksempel 4, qg-trietylamin (0,07 m1) i
N,N-dimetylformamid (20 ml) og 1—etoksykarbonyl-2~étoksy-1,2-
dihydroksykinolin (1,6 g} tilsatt etter hverandre, og bland-
ingen fikk reagere ved romtemperatur over natten under omr¢r-
ing. Porsjoner pd 5 ml av denne reaksjonsblanding ble hver
tilsatt drdpevis til 10 ml etanol. Hver ble tilsatt 3 M vandig
natriumklorid (2,5 ml) og dietyleter (25 ml), og dannet bunn-
fall ble oppsamlet ved sentrifugering (2 500 rpm, .8 minutter).
Utfelt materiale ble vasket med etanol og lgst i vann, tilsatt
3 M vandig natriumklorid (20 ml) og justert til pH 9 med 0,1 M
vandig natriumhydroksid. Denne l¢sning ble avsaltet ved ultra-
filtrering gjennom en Biomaks-lO-membranen. Den gjenvarende
lpsning som ikke passerte gjennom membranen ble filtrert
gjennom et Millipore-filter (0,22 pm) og deretter frysetgrket
for erholdelse av tittelforbindelsen (1,20 g). Resultatet er-
holdt ved GPC-analyse etter a ha l¢st forbindelsen i 0,1 M
vandig natriumklorid (kolonne: TSK Gel PW-4000XL, Tosoh, l¢se-
middel: 0,1 M NaCl, gjennomstrgmningshastighet: 0,8 ml/min) og
det ultrafiolette absorpsjonsspektrum for forbindelsen (0,1 M
tris-buffer, pH 9,0, 0,26 mg/ml) er vist i figur 16 hhv. figur
17. Innholdet av medikamentforbindelsesrest i forbindelsen var
5,0 % (vekt/vekt), basert pa absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M
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tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 42
Syntese av_trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-

polyalkohol

Dekstran T150 (20 g, Pharmacia, gjennomsnittlig
molekylvekt: 150K) ble le¢st i 0,1 M acetatbuffer (pH 5,5,
2 000 ml) og tilsatt en vandig le¢sning (2 000 ml) av natrium-
perjodat (66,0 g). Etter omr¢ring ved 4 °C i 10 dager under
fravar av lys ble blandingen tilsatt etylenglykol (14,0 ml) og
omr¢grt over natten. Reaksjonsblandingen ble justert til pH 7,5
med 8 M vandig natriumhydroksid under isavkjeling. Natriumbor-
hydrid (28 g) ble tilsatt og opplegst, hvoretter blandingen ble
omr¢rt ved romtemperatur over natten. Reaksjonsblandingen ble
avkjolt pa is, justert til pH 5,5 med eddiksyre og omr¢rt ved
4 °C i én time. pH av blandingen ble justert til 7,5 med 8 M
vandig natriumhydroksid under isavkje¢ling. Den resulterende
vandige l¢sning ble konsentrert til 500 ml ved ultrafiltrering

ved benyttelse av en Biomaks-5-membran (Millipore) for erhoid—"
‘else av lgsning 1. Separat ble fremgangsmaten beskrevet oiénf

for utfe¢rt ved benyttelse av dekstran T110 (20 g) for erhold-
else av lgsning 2. Lgsning 1 og le¢sning 2 ble slatt sammén, og
den sammenslitte l¢sning ble justert til pH 3,0 og inkubert
ved 40 °C i 4 timer, og deretter justert til pH 7 for erhold-
else av en lg¢gsning som inneholdt dekstranpolyalkoholen med
redusert molekylvekt. L¢sningen ble passert gjennom en
Biomaks-30-membran og avsaltet ved ultrafiltrering wved be-
nyttelse av en Biomaks-5-membran, og deretter fryset¢rket for
erholdelse av dekstranpolyalkohol (4,6 g). Molekylvekten av
denne forbindelse var 17K (gelfiltrering, pullulanstandard).
Denne dekstranpolyalkohol (2,5 g) ble tilsatt til en
vandig l¢sning erholdt ved & l¢se natriumhydroksid (17,5 g) i
vann (75 ml) og opplgst ved romtemperatur. Til denne lg¢sning
ble monokloreddiksyre (25 g) tilsatt under isavkje¢ling og opp-
1pst, hvoretter blandingen fikk reagere ved romtemperatur i
20 timer. Denne reaksjonsblanding ble justert til pH 9 med
eddiksyre og deretter avsaltet ved ultrafiltrering ved be-
nyttelse av en Biomaks-5-membran. Den gjenvazrende lgsning som
ikke passerte gjennom membranen ble fryset¢rket for erholdelse

>
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av natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol (4,0 g).
Molekylvekten av denne forbindelse var 45K (gelfiltrering,
pullulanstandard), og karboksymetyleringsgraden var O0,9.

Dette natriumsalt av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol (3,7 g) ble l¢st i vann, pasatt en Bio-Rad AG50W-X2
{(200-400 mesh, H'-form)-kolonne og eluert med vann. Eluatet ble
tilsatt trietylamin (5,8 ml) og deretter fryset¢orket for er-
holdelse av tittelforbindelsen (4,4 g).

Eksempel 43
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Gly-Phe-
NH-A' (A-NH,=DX-8951)

Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-
polyalkohol erholdt i eksempel 42 (4,4 g) ble 1l¢st i N,N-di-
metylformamid (300 ml). Til denne l¢sning ble en lg¢sning av

trietylamin (0,19 ml) og trifluoreddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-
Gly-Gly-Phe)~NH-A (A-NH,=DX-8951) (580 mg) i N,N-dimetyl-
formamid (45 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-dihydroksy-
kinolin (4,4 g) tilsatt etter hverandre, og blandingen fikk
reagere ved romtemperatur over natten under omr¢ring og fravar
av lys. Reaksjonsblandingen ble justert til pH 10 med 1 M
vandig natriumhydroksid, hvoretter porsjoner pd 5 ml av bland-
ingen ble hver tilsatt drdpevis til 25 ml etanol. Blandingen
ble tilsatt 3 M vandig natriumklorid (1 ml) og dietyleter

(5 ml), og det dannede bunnfall ble oppsamlet ved sentrifuger-
ing (3 500 rpm, 8 minutter). Utfelt materiale ble l¢st i vann
og dialysert mot renset vann ved benyttelse av en dialyse-
membran (Spectrapore 1, molekylvektgrense: 6 000-8 000), og
dialysatet ble filtrert gjennom et Millipore~filter (0,22 pm)
og deretter fryset¢rket for erholdelse av tittelforbindelsen
(3,4 g). Innholdet av medikamentforbindelsesrest i denne for-
bindelse var 4,6 % (vekt/vekt), basert pad absorpsjonen ved

362 nm i 0,1 M tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 44
Syntese av_a-metylkarboksydekstran-polyalkohol-Gly-Gly-Gly-

Phe-NH-A' (A-NH,=DX-8951)
Dekstranpolyalkocholen (2 g) erholdt i eksempel 42 ble

tilsatt til en vandig l¢sning erholdt ved a l¢se natrium-
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hydroksid (14 g) i vann (60 ml) og oppl¢st ved romtemperatur.
Til denne l¢sning ble a-brompropionsyre (19 ml) tilsatt under
isavkjepling og opple¢st, hvoretter blandingen fikk reagere ved
romtemperatur i 18 timer. Reaksjonsblandingen ble justert til
pH 8 med eddiksyre og avsaltet ved ultrafiltrering ved be-
nyttelse av en Biomaks-50-membran. Den gjenvarende l¢sning som
ikke passerte gjennom membranen ble fryset¢rket for erholdelse
av natriumsaltet av a-metylkarboksymetyldekstran-polyalkohol
(2,95 g). Molekylvekten av denne forbindelse var 45K (gel-
filtrering, pullulanstandard). a-metylkarboksymetylerings-
graden pr. sukkerrest ble bestemt som for karboksymetyl-
dekstran-polyalkohol som fplger. En vandig l¢sning av natrium-
saltet av a-metylkarboksymetyldekstran-polyalkohol ble pasatt
en Bio-Rad AG 50W-X2 (H'-form)-kolonne, og eluatet ble fryse-
torket og benyttet som analyseprgve. Denne pr¢gve ble opplegst i
en angitt overskuddsmengde av 0,1 N vandig natriumhydroksid-
lpsning og titrert med 0,1 N saltsyre med fenolftalein som
indikator. a-metylkarboksymetyleringsgraden ble erholdt ifglge
ligningen: a-metylkarboksymetyleringsgrad = 13,4(a-b)/[s-
7,2(a-b)] hvori "s" er mengden pr¢ve benyttet (mg), "a" er den
tilsatte overskuddsmengden av 0,1 N vandig natriumhydroksid-
lpsning (ml) og "b" er mengden 0,1 N saltsyre benyttet i
titreringen (ml). Resultatet var at a-metylkarboksymetyler-
ingsgraden ble funnet & vare 0,8.

Dette natriumsalt av a-metylkarboksymetyldekstran-
polyalkohol (2,2 g) ble l¢st i vann, pasatt en Bio-Rad AG 50W-
X2 (200-400 mesh, H'-form)-kolonne (diameter: 44 mm, lengde:
210 mm) og sa eluert med vann. Eluatet ble tilsatt trietylamin
(4 ml) og deretter frysetorket for erholdelse av trimetyl-
ammoniumsaltet av a-metylkarboksymetyldekstran-polyalkohol
(2,69 g).

Trietylammoniumsaltet av a-metylkarboksymetyl-
dekstran-polyalkohol (2,68 g) ble lgst i N,N-dimetylformamid
(60 ml). Til denne l¢sning ble en l¢sning erholdt ved a lose
trifluoreddiksyresaltet av 3'-N-(Boc-Gly-Gly-Gly-Phe)-NH-A (A-
NH,=DX-8951), erholdt pa tilsvarende mate som i eksempel 16 ved
4 fjerne Boc-gruppen fra 3'-N-(Boc-Gly-Gly-Gly-Phe)-NH-A
(350 mg), syntetisert pd tilsvarende mate som i eksempel 2, og
trietylamin (0,116 ml) i N,N-dimetylformamid (10 ml), og en
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l¢sning erholdt ved & lg¢se l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-di-
hydroksykinolin (2,68 g) i N,N-dimetylformamid (10 ml) ble
tilsatt etter hverandre, og blandingen fikk reagere ved rom-
temperatur over natten under omr¢ring. Denne reaksjonsblanding
ble tilsatt 3 M vandig natriumklorid (40 ml), og porsjoner pa
6 ml av blandingen ble hver tilsatt drdpevis til 30 ml etanol.
Hver lgsning ble tilsatt 3 M vandig natriumklorid (1 ml) og
dietyleter (5 ml), og den dannede utfelling ble oppsamlet ved
sentrifugering (3 500 rpm, 8 minutter). Utfelt materiale ble
vasket med aceton og lgst i vann, tilsatt 3 M vandig natrium-
klorid (10 ml), justert til pH 9 med 0,1 M vandig natrium-
hydroksid og inkubert ved 37 °C i én time. Lpsningen ble av-
saltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-10-
membran. Den gjenvarende l¢sning som ikke passerte gjennom
membranen ble filtrert gjennom et Millipore-filter (0,22 um)
og deretter fryset¢rket for erholdelse av tittelforbindelsen

(2,15 g). Resultatet erholdt ved GPCfanalyse etter a ha lgst

denne forbindelse i 0,1 M vandig natriuﬁklorid‘(kolonne: TSK
Gel PW-4000XL, Tosch, lgsemiddel: 0,1 M NaCl, gjennomstrgm-
ningshastighet: 0,8 ml/min) og det ﬁitfafiolette absorpsjons-
spektrum av forbindelsen (0,1 M tris-buffer, pH 9;6,

0,21 mg/ml) er vist i figur 18 hhv. figur 19. Innholdet av
medikamentforbindelsesrest i produktet var 5,9 % (vekt/vekt),
basert pd absorpsjonen ved 362 nm i 0,1 M tris-buffer (pH
9,0). '

Eksempel 45
Syntese av 3'-N-(Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH.=DX-8951)-trifluor-

eddiksyresalt

En blanding av p-toluensulfonsyresaltet av Phe-Gly-
OBzl (3,06 g), Boc-Gly-OH (1,10 g), N-hydroksysuccinimid
(941 mg), N-metylmorfolin (0,725 ml), og N,N-dimetylformamid
(40 ml) ble avkjelt til 4 °C og tilsatt N,N'-disykloheksyl-
karbodiimid (1,56 g). Blandingen fikk reagere over natten ved
romtemperatur under omr¢ring, og ble sd& inndampet til tg¢rrhet
under redusert trykk. Restmaterialet ble renset ved kiselgel-
kolonnekromatografi (elueringsmiddel: diklormetan:metanol =
98:2) for erholdelse av Boc-Gly-Phe-Gly-0Bzl (1,93 g).
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'H-NMR (DMSO-d,) &: 8,52 (d4d, 1H, J = 5,6, 6,4 Hz), 7,97 (d,
1H, J = 8,8 Hz), 7,30-7,39 (m, 5H), 7,15-7,26 (m, 5H), 6,83
(t, 1H, J = 5,6 Hz), 5,14 (s, 1H), 4,52-4,57 (m, 1H), 3,87-
3,96 (m, 2H), 3,57 (dd, 1H, J = 5,6, 16,7 Hz), 3,43 (d4d, 1H, J
= 5,6, 16,7 Hz), 3,01 (4d, 1H, J = 4,8, 14,3 Hz), 2,77 (44,
i1H, J = 5,6, 14,3 Hz), 1,37 (s, 9H).

Det resulterende Boc-Gly-Phe-Gly-0Bzl (1,78 g) ble
lg¢st i etylacetat (60 ml) og behandlet ved katalytisk reduk-
sjon i 24 timer i narvar av 5 %-Pd-C (1,8 g). Katalysatoren
ble fjernet ved filtrering og filtratet konsentrert under
redusert trykk for erholdelse av Boc-Gly-Phe-Gly-OH (1,41 g).
H-NMR (DMSO-d,) &6: 8,35 (t, 1H, J = 5,6 Hz), 7,94 (d, 1H, J =
8,8 Hz), 7,15-7,26 (m, 5H), 6,85 (dd4, 1H, J = 5,6, 6,4 Hz),
4,52-4,58 (m, 1H), 3,76 (4, 2H, J = 5,6 Hz), 3,56 (dd, 1H, J =
6,4, 16,7 Hz), 3,43 (d4, 1H, J = 5,6, 16,7 Hz), 3,03 (dd, 1H,
J=5,0, 13,5 Hz), 2,79 (44, 1H, J = 9,5, 13,5 Hz), 1,37 (s,
9H). o o -

Boc-Gly-Phe-Gly-OH (500 mg) -erholdt ovenfor og N-
hydroksysuccinimid (161 mg) ble lgst-i N,N-dimetylformamid
(10 ml1). Til denne lgsning ble tilsatt N,N-dimetylformamid
(50 ml) i hvilket metansulfonatet av DX-8951 (530 mg) og tri-
etylamin (0,146 ml) var oppl¢st. Blandingen ble avkjglt til
4 °C, tilsatt N,N'-disykloheksylkarbodiimid (268 mg) og
inkubert over natten under omrgpring ved romtemperatur under
fraver av lys. Denne reaksjonsblanding ble inndampet til torr-
het under redusert trykk, og restmaterialet ble renset ved
kiselgelkolonnekromatografi (elueringsmiddel: diklor-
metan:metanol = 96:4) for erholdelse av 3'-N-(Boc-Gly-Phe-
Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (100 mg).

'H-NMR (DMSO-d,) &: 8,39 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 8,34 (t, 1H, J =
5,6 Hz), 7,98 (4, 1H, J = 7,2 Hz), 7,78 (d, 1H, J = 10,3 Hz),
7,33 (s, 1H), 7,13-7,24 (m, 5H), 6,80 (dd, 1H, J = 5,6,

6,4 Hz), 5,55-5,61 (m, 1H), 5,44 (4, 1H, J = 16,0 Hz), 5,41
(4, 1H, J = 16,0 Hz), 5,25 (s, 2H), 4,43-4,46 (m, 1H), 3,69-
3,79 (m, 2H), 3,50 (dd, 1H, J = 5,6, 16,7 Hz), 3,41 (d4, 1H, J
= 5,6, 16,7 Hz), 3,16-3,19 (m, 2H), 2,98 (44, 1H, J = 4,8,
14,3 Hz), 2,79 (44, 1H, J = 9,5, 14,3 Hz), 2,41 (s, 3H), 2,19-
2,25 (m, 1H), 2,10-2,15 (m, 1H), 1,82-1,90 (m, 2H), 1,35 (s,
9H), 0,88 (t, 3H, J = 8,0 Hz).
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Masse (FAB); m/e 797 (M+1).

Det resulterende 3'-N-(Boc-Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-
NH,=DX-8951) (100 mg) ble lg¢st i trifluoreddiksyre (3 ml) og
inkubert i én time. Lgpsemidlet ble avdampet og restmaterialet
behandlet ved azeotrop destillasjon, to génger med metanol
(30 ml) og to ganger med etanol (30 ml), og deretter vasket
med eter for erholdelse av tittelforbindelsen (80 mg).

'H-NMR (DMSO-4,) &: 8,52-8,62 (m, 1H), 7,94 (s, 3H), 7,79 (t,
1H, J = 11,1 Hz), 7,34 (s, 1H), 7,15-7,27 (m, 5H), 6,52 (s,
1H), 5,57-5,61 (m, 1H), 5,36-5,46 (m, 2H), 5,24 (s, 2H), 4,66~
4,70 (m, 1H), 3,69-3,81 (m, 2H), 3,61-3,68 (m, 1H), 3,40-3,47
(m, 1H), 3,15-3,23 (m, 1H), 3,01 (44, 1H, J = 4,0, 13,5 Hz),
2,77 (a4, 1H, J = 9,5, 13,5 Hz), 2,12-2,23 (m, 2H), 1,81-1,91
(m, 2H), 0,89 (t, 3H, J = 7,2 Hz).

Masse (FAB); m/e 697 (M+l).

'Eksémgel 46

Syntese av 3'-N-(Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951)-trifluoreddik-
syresalt s o : '
’ Boc-Phe-Gly (771 mg) og N-hydroksysuccinimid (300 mg)
ble opplgst i N,N-dimetylformamid (10 ml). Til denne 1¢sﬁing
ble tilsatt N,N-dimetylformamid (50 ml) i hvilket metan-
sulfonatet av DX-8951 (1058 mg) og trietylamin (0,293 ml) var
oppleost. Blandingen ble avkjelt til 4 °C og deretter tilsatt
N, N'-disykloheksylkarbodiimid (494 mg) og inkubert under om-
rpring ved romtemperatur over natten under fravar av lys.
Reaksjonsblandingen ble inndampet til térrhet under redusert
trykk, og restmaterialet ble renset ved kiselgelkolonne-
kromatografi (elueringsmiddel: diklormetan:metanol = 98:2) for
erholdelse av 3'-N-(Boc-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (1,20 g).
'H-NMR (DMSO-d,) &6: 8,29 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 8,21 (t, 1H, J =
4,8 Hz), 7,76 (4, 1H, J = 10,3 Hz), 7,32 (s, 1lH), 7,13-7,25
(m, 5H), 6,92 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 6,49 (s, 1H), 5,56-5,61 (m,
iH), 5,44 (4, 1H, J = 15,9 Hz), 5,38 (4, 1H, J = 15,9 Hz),
5,25 (s, 2H), 4,08-4,12 (m, 1H), 3,78 (4, 1H, J = 4,8 Hz),
3,16-3,25 (m, 2H), 2,99 (44, 1H, J = 4,0, 13,5 Hz), 2,72 (44,
14, J = 10,3, 13,5 Hz), 2,40 (s, 3H), 2,09-2,35 (m, 2H), 1,80-
1,91 (m, 2H), 1,16 (s, 9H), 0,88 (t, 3H, J = 8,0 Hz).

Masse (FAB); m/e 741 (M+l).
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3'-N-(Boc-Phe-Gly)-NH-A (170 mg) erholdt ovenfor ble
lpst i trifluoreddiksyre (4 ml) og inkubert i én time. L¢se-
midlet ble avdampet og restmaterialet behandlet ved azeotrop
destillasjon, to ganger med metanol (10 ml) og to ganger med
etanol (10 ml), og deretter vasket med eter for erholdelse av
tittelforbindelse (100 mg).
'H-NMR (DMSO-d,) &6: 8,88 (t, 1H, J = 4,8 Hz), 8,68 (d, 1H, J =
8,7 Hz), 8,05-8,15 (m, 3H), 7,79 (4, 1H, J = 11,1 Hz), 7,26-
7,36 (m, 5H), 6,52 (4, 1H, J = 7,2 Hz), 5,57-5,62 (m, 1lH),
5,43 (4, 1H, J = 15,9 Hz), 5,38 (d, 1H, J = 15,9 Hz), 5,19-
5,28 (m, 1H), 4,10-4,18 (m, 1H), 3,93 (44, 1H, J = 4,8,
16,7 Hz), 3,82 (dd, 1H, J = 4,8, 16,7 Hz), 3,17-3,24 (m, 2H),
3,14 (44, 1H, J = 4,8, 13,5 Hz), 2,95 (dd4, 1H, J = 8,0,
13,5 Hz), 2,42 (s, 3H), 2,14-2,25 (m, 2H), 1,83-1,91 (m, 2H),
0,89 (t, 3H, J = 8,0 H).
Masse (FAB); m/e 640 (M+1).

Eksempel 47
Syntese av 3'-N-Gly-NH-A (A-NH,=DX-8951)-trifluoreddiksyresalt

Metansulfonatet av DX-8951 (530 mg) og trietylamin
(0,28 ml) ble l¢st i N,N-dimetylformamid (10 ml), avkjelt til
4 °C og tilsatt N-hydroksysuccinimidesteren av Boc-Gly
(327 mg). Blandingen ble inkubert under omr¢ring ved rom-

temperatur over natten i fravar av lys. Reaksjonsblandingen
ble inndampet til te¢rrhet under redusert trykk, hvoretter
restmaterialet ble renset ved kiselgelkolonnekromatografi
(elueringsmiddel: diklormetan:metanol = 98:2) for erholdelse
av 3'-N-(Boc-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (500 mg).
‘H-NMR (DMSO-d,) 6: 8,38 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 7,77 (d, 1H, J =
10,7 Hz), 7,31 (s, 1H), 6,89-6,91 (m, 1H), 6,49 (s, 1H), 5,55~
5,59 (m, 1H), 5,45 (4, 1H, J = 16,1 Hz), 5,38 (4, 1H, J =
16,1 Hz), 5,27 (4, 1H, J = 19,0 Hz), 5,18 (4, 1H, J =
19,0 Hz), 3,50-3,62 (m, 2H), 3,15-3,19 (m, 2H), 2,41 (s, 3H),
2,18-2,24 (m, 1H), 2,08-2,12 (m, 1H), 1,81-1,91 (m, 2H), 1,31
(s, 9H), 0,87 (t, 3H, J = 8,0 Hz).
Masse (FAB): m/e 593 (M+l).

3'-N-(Boc-Gly)-NH-A (100 mg) erholdt ovenfor ble lgst
i trifluoreddiksyre (2 ml) og inkubert i én time. Lg¢gsemidlet
ble inndampet og restmaterialet behandlet ved azeotrop
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destillasjon, to ganger med metanol (10 ml) og to ganger med
etanol (10 ml), og deretter vasket med eter for erholdelse av
tittelforbindelsen (70 mg).

'H-NMR (DMSO-4,) &: 8,88 (4, 1H, J = 8,8 Hz), 8,08 (s, 3H),
7,81 (4, 1H, J = 11,2 Hz), 7,34 (s, 1H), 6,52 (s, 1H), 5,63-
5,67 (m, 1H), 5,45 (4, 1H, J = 16,7 Hz), 5,40 (d, 1H, J =
16,7 Hz), 5,36 (4, 1H, J = 19,1 Hz), 5,25 (4, 1H, J =

19,1 Hz), 3,56 (s, 2H), 3,11-3,19 (m, 2H), 2,43 (s, 3H), 2,23-
2,28 (m, 1H), 2,11-2,19 (m, 1H), 1,81-1,91 (m, 2H), 0,88 (t,
3H, J = 8,0 Hz).

Masse (FAB); m/e 493 (M+1).

Eksempel 48
Syntese av trimetylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-

polyalkohol

Dekstran T500 (50 g, Pharmacia, molekylvekt: 500K)
ble l¢st i 0,1 M acetatbuffer (pH 5,5, 5 000 ml) og tilsatt en
vandig lgsning (5 000 ml) av natriumperjodat (165,00 g). Etter

omr¢ring ved 4 °C i 10 dager under fravar av lys ble bland-
ingeﬁ tilsatt etylenglykol (35,0'ml) og omr¢rt.obér natten.
Reaksjonsblandingen ble justert til pH 7 med 8 M wvandig
natriumhydroksid. Natriumborhydrid (70 g) ble tilsatt og opp-
l¢st, og blandingen ble omr¢grt over natten. Reaksjonsbland-
ingen ble avkjolt pa is, jﬁstert til pH 5,5 med eddiksyre og
omrgrt ved 4 °C i én time, og deretter justert til pH 7,5 med
8 M vandig natriumhydroksid. Den resulterende vandige l¢sning
ble avsaltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-
50-membran. Den gjenvarende l¢sning som ikke passerte gjennom
membranen ble fryset¢rket for erholdelée av dekstranpoly-
alkohol (20,2 g). Molekylvekten av denne forbindelse var 159K
(gelfiltrering, pullulanstandard).

Denne dekstranpolyalkohol (7,5 g) ble tilsatt til en
vandig l¢sning erholdt ved & lg¢se natriumhydroksid (31,5 g) i
vann (225 ml), og opplgst ved romtemperatur. Til l¢sningen ble
monokloreddiksyre (45 g) tilsatt under isavkjg¢ling og opple¢st,
og blandingen fikk reagere ved romtemperatur over natten.
Reaksjonsblanding ble justert til pH 8 med eddiksyre og der-
etter avsaltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en

Biomaks-50-membran. Den gjenvarende lg¢sning som ikke passerte
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gjennom membranen ble frysetgrket for erholdelse av natrium-
saltet.av karboksymetyldekstran-polyalkohol (8,5 g): Molekyl-
vekten av denne " forbindelse var. 274K (gelfiltrering, pullulan-
staﬁdéfd)h'og~karboksymetyleringsgraden var 0,4. Dette
natriumsaltéilav karboksymetyldekstran-polyalkohol (2,0 g) ble
lgpst i Véhn,:pésatt en Bio-Rad AG 50W-X2 (200-400 mesh, H*-
form)-kolonhe. (diameter: 44 mm, lengde: 210 mm), og eluert med
vann. Eluatet ble tilsatt trietylamin (4 ml) og deretter
frysetgrket for erholdelse av tittelforbindelsen (2,2 g).

Ekéempel 49 ) _
Syntesé av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-Phe-Gly-NH-A'
(A-NH,-DX-8951) _

Trietflammoniumsaltét av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol erholdt i eksempel 48 (200 mg) ble l¢st i N,N-dimetyl-
formamid (7 ml). Til denne lgsning ble en l¢sning av trifluor-
eddiksyresaltet av 3'-N-(Gly-Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951)
erholdt i eksempel 45 (41 mg) i N,N-dimetylformamid (5 ml),
trietylamin (0,014 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1l,2-di-
hydroksykinolin (100 mg) tilsatt etter hverandre, og bland-

ingen fikk reagere ved romtemperatur over natten under omr¢r-
ing. Porsjoner pd 5 ml av reaksjonsblandingen ble hver tilsatt
drdpevis til 10 ml etanol. Blandingen ble tilsatt 3 M vandig
natriumklorid (2,0 ml) og dietyleter (25 ml), og utfelt
materiale ble oppsamlet ved sentrifugering (3 500 rpm,

8 minutter). Utfelt materiale ble lgst i 0,5 M vandig natrium-
klorid og justert til .pH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid
under isavkjeling. Den resulterende vandige l¢sning ble av-
saltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-50-
membran. Den gjenvarende l¢sning som ikke passerte gjennom
membranen ble filtrert gjennom et Millipore-filter (0,22 pm)
og deretter frysetgrket for erholdelse av tittelforbindelsen
(190 mg). Innholdet av medikamentforbindelsesrest i denne for-
bindelse var 4,5 % (vekt/vekt), basert pa absorpsjonen ved

362 nm i 0,1 M tris-buffer (pH 9,0).

.- »
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Eksempel 50
Syntese av karboksymetyldekstran-polyalkohol-Phe-Gly-NH-A' (A-
NH,=DX-8951)

Natriumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol
erholdt i eksempel 24 (2,5 g) ble l¢st i vann, pdsatt en Bio-
Rad AG 50W-X2 (200-400 mesh, Et;N, H'-form)-kolonne og eluert
med vann. Eluatet ble fryset¢rket for erholdelse av trietyl-
ammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-polyalkohol (2,5 g).

Dette trietylammoniumsalt av karboksymetyldekstran-
polyalkohol (200 mg) ble l¢st i N,N-dimetylformamid (12 ml).
Til denne l¢sning ble en l¢sning av trifluoreddiksyresaltet av
3'-N-(Phe-Gly)-NH-A (A-NH,=DX-8951) (42 mg) erholdt i eksempel
46 og trietylamin (0,016) i N,N-dimetylformamid (5 ml) og 1-
etoksykarbonyl-2-etoksy-1, 2-dihydroksykinolin (200 mg) tilsatt
etter hverandre, og blandingen fikk reagere ved romtemperatur
over natten under omr¢ring og i fraver av lys. Reaksjonsbland-
ingen ble tilsatt vann (300 ml) og dltrafiltrert ved benyt-
telse av en ultrafiltreringsmembran 10K.(Filtrpn); Den gjen-
verende lgsning som ikke passerte gjennbm membranen ble '
justert til pH 10 med 0,1 N vandig ﬁatfiuMhydroksid og passert
gjennom en filtreringsmembran (0;16 pm, Filtfon).'filtfatét
ble avsaltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-
50-membran, og deretter filtrert gjennom et Millipore-filter
(0,22 ym) og frysetgrket for erholdelse av tittelforbindelsen
(180 mg). Innholdet av medikamentforbindelsesrest i forbind-
elsen var 6,1 % (vekt/vekt), basert pafabsorpsjonen ved 362 nm
i 0,1 M tris-buffer (pH 9,0).

Eksempel 51
Syntese av_karboksymetyldekstran-polyalkohol-Gly-NH-A' (A-

NH,=DW-8951

Trietylammoniumsaltet av karboksymetyldekstran-poly-
alkohol erholdt i eksempel 48 (370 mg) ble l¢st i N,N-dimetyl-
formamid (10 ml). Til denne l¢sning ble en le¢sning av tri-
fluoreddiksyresaltet av 3'-N-Gly-NH-A (A-NH,=DX-8951) erholdt i
eksempel 47 (57 mg) i N,N-dimetylformamid (3 ml), trietylamin

(0,027 ml) og l-etoksykarbonyl-2-etoksy-1,2-dihydroksykinolin
(185 mg) tilsatt etter hverandre, hvoretter blandingen fikk
reagere ved romtemperatur over natten under omr¢ring.
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Porsjoner pd 5 ml av denne reaksjonsblanding ble hver tilsatt
drdpevis til 10 ml etanol. Blandingen ble tilsatt 3 M vandig
natriumklorid (2,0 ml) og dietyleter (25 ml), og det dannede
bunnfall ble oppsamlet ved sentrifugering (3 500 rpm,

8 minutter). Utfelt materiale ble lg¢st i 0,5 M vandig natrium-
klorid og justert til pH 9 med 0,1 M vandig natriumhydroksid
under isavkje¢ling. Den resulterende vandige l¢sning ble av-
saltet ved ultrafiltrering ved benyttelse av en Biomaks-50-
membran. Den gjenvarende lgsning som ikke passerte gjennom
membranen ble filtrert gjennom et Millipore-filter (0,22 pm)
og deretter frysetorket for erholdelse av tittelforbindelsen
(290 mg). Innholdet av medikamentforbindelsesrest i denne for-
bindelse var 0,5 % (vekt/vekt), basert pa absorpsjonen ved

362 nm i 0,1 M tris~buffer (pH 9,0).

Eksempel 52

Antitumoraktivitet av medikamentkomplekset if¢lge foreliggende
oppfinnelse .
S Meth A-tumorbzrende mus (6 mus pr. gruppe) ble frem-

‘stilt pd tilsvarende mate som.i eksempel 11, og antitumor- -

aktiviteten av medikamentkomplekset if¢lge eksempel 15 bie
unders¢gkt ved en enkel tilf¢rsel pa tilsvarende mate som 1
eksempel 12. Resultatet var at medikamentkomplekset if@lge
eksempel 15 viste bemerkelsesverdig forhgyet antitumor-
aktivitet og et bredere effektivt doseomrade enn medikament-
forbindelsen ifglge eksempel 12 alene.

Analyseforbindelse Dose (mg/kg)" Inhiberingsgrad (%)
10 100
Forbindelse fra S 99
eksempel 15 2,5 95
1,25 83

1) Beregnet ut fra medikamentforbindelsen
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Eksempel 53
Antitumoraktivitet av medikamentkomplekset if¢lge foreliggende

oppfinnelse
SC-6-~tumorbarende nakne mus (5 mus pr. gruppe) ble

fremstilt ved subkutan transplantasjon av en bit av SC-6 human
magetumor i h¢yre lyske hos nakne mus (BALB/c-nu/nu, hannmus).
P4 dag 27 etter transplantasjonen ble medikamentkomplekset
ifplge eksempel 15, opplest i destillert injeksjonswvann, gitt
som en enkelt intravengs tilfersel, og antitumoraktiviteten
sammenlignet med aktiviteten av medikamentforbindelsen alene.
Resultatet var at medikamentkomplekset ifgplge eksempel 15
viste h¢gyere antitumoraktivitet enn medikamentforbindelsen
alene, mens ingen mus d¢de grunnet toksisitet.

Analyse- Dose (mg/kg) Inhibisjons- Antall do¢de

forbindelse grad (%) mus/antall
anvendte mus

Medikament- 60 98 2/5

forbindelse _

alene 15 61 0/5

Forbindelse g 100 0/5

fra eksempel

| 15 2V 71 0/5

1) Beregnet ut fra medikamentforbindelsen

Eksempel 54
Antitumoraktivitet av_medikamentkomplekset ifglge foreliggende

oppfinnelse
Human lungecancer QG-90-bazrende nakne mus (5 mus pr.

gruppe) ble fremstilt pd tilsvarende mdte som i eksempel 53.
P4 dag 16 etter transplantasjonen ble medikamentkomplekset
ifplge eksempel 15, lgst i destillert injeksjonsvann gitt som
en enkelt intravengs tilfgrsel, og antitumoraktiviteten
sammenlignet med aktiviteten av medikamentforbindelsen alene.
Resultatet var at medikamentkomplekset fra eksempel 15 viste
en bemerkelsesverdig forhgyet antitumoraktivitet og et bredere
effektivt doseomrade enn medikamentforbindelsen alene. -
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1) Beregnet ut fra medikamentforbindelsen

Eksempel 55

m

Analyse- Dose (mg/kg) Inhibisjons- Antall dede

forbindelse grad (%) mus/antall
anvendte mus

Medikament- 50 65 0/5

forbindelse

alene 12,5 51 0/5

Forbindelse 74 98 0/5

fra eksempel

15 1,75Y 97 0/5

Antitumoraktivitet av medikamentkomplekset ifgplge foreliggende

oppfinnelse

Meth A-tumorbzrende mus (6 mus pr. gruppe) ble frem-

stilt pd tilsvarende mdte som i eksempel 11, og antitumor-

aktiviteten av medikamentkomplekset if¢lge eksempel 41 ble
unders¢gkt ved enkeltinjeksjoner pa tilsvarende mate som i

eksempel 12, og antitumoraktiviteten ble sammenlignet med

aktiviteten av medikamentforbindelse alene. Resﬁltatet var at

medikamentkomplekset ifg@lge eksempel 41 viste en bemerk-

elsesverdig forhgyet antitumoraktivitet og et bredere effek-

tivt doseomrdde enn medikamentforbindelsen alene.

1) Beregnet ut fra medikamentforbindelsen

Analyseforbindelse Dose (mg/kg) Inhibisjonsgrad (%)

100 64
Medikamentforbind-

else alene 50 56
25 34
25 99
Forbindelse fra 12,5 95
‘ _ 3,125% 61
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Eksempel 56
Antitumoraktivitet av medlkamentkomglekset 1fQ1ge foreliggende

oppfinnelse
R Meth A-tumorbazrende mus (6 mus pr. gruppe) ble frem-
stilt péttiisvarende mate som i eksempel 11, og antitumor-

aktiviteten ble undersgkt if¢lge en fremgangsmate som til-
svarer den imekSQmpél 12 ved en enkel tilfgrsel av medikament-
kompleksene fra:eksemplene 29, 43 hhv. 44. Resultatet var at
alle medlkamentkomplekser viste hoy antltumoraktlvitet og et
bredere effektivt doseomréde.

Analyséfdrbihdélse Dose (mg/kg) Inhibisjonsgrad (%)
' 30 99
Forbindelse fra 20 99
eksempel 29 _ 10 89 u
5 79 ||
100 94
Forbindelse fra . 80 92
eksempel 46 40 82
20 75
100 96
Forbindelse fra 80 94
eksempel 47 ) 40 » 97
20 75

1) Beregnet ut fra medikamentforbindelsen

Eksempel 57
Farmakoklnetlkk for medikamentkomglekset ifelge forellggende

oppfinnelse
Meth A-tumorbazrende mus ble fremstilt pa tilsvarende

mate som i eksempel 11, medikamentkomplekset ifgplge eksempel
15 ble. gitt som en enkel tilfeprsel pd tilsvarende mate som i
eksempel 12 (10 mg/kg, beregnet som medikamentforbindelse), og

endringen i konsentrasjon av medikamentkomplekset i forskjel-

P
4
A

ot
4
’
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lige vev ble bestemt. Resultatet var at medikamentkomplekset
ifplge eksempel 15 viste seg a opprettholde blodnivaet i

blodet i ekstremt lang tid, he¢y fordeling i tumorvev, og hey
tumorselektivitet sammenlignet med lever og tynntarm. Resul-

tatene er vist i figur 20.

Industriell anvendbarhet

Reaksjonen mellom polysakkaridderivatet med
karboksylgrupper og medikamentforbindelsen bundet til
"gpaceren" eller tilsvarende kan utferes med hgy utbytte, og
dersom en medikamentforbindelse med en laktonring utsettes for
reaksjonen kan bireaksjoner reduseres, og fremgangsméten
ifplge foreliggende oppfinnelse er derfor ganske anvendbar som
en fremgangsmate for fremstilling av medikamentkomplekset.
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Patentkravw

1. Fremgangsmate for fremstilling av et medikament-
kompleks i hvilket et polysakkaridderivat med karboksylgrupper
og en medikamentforbindelsesrest er sammenbundet ved hjelp av
en "spacer" gsom omfatter en aminosyre, eller en "spacer" som
omfatter 2 til 8 aminosyrer sammenbundet med peptidbindinger,
eller et medikamentkompleks i hvilket et polysakkaridderivat
med karboksylgrupper og en medikamentforbindelsesrest er
sammenbundet uten bruk av "spacer",

karakterisert ved at et organisk aminsalt av
polysakkaridderivatet med karboksylgruppen omsettes med
medikamentforbindelsen eller "spaceren" bundet til medika-

mentforbindelsen i et ikke-vandig system.

2. Fremgangsmédte for fremstilling av et medikament-
kompleks i hvilket et polysakkaridderivat med karboksylgrupper
og en medikamentforbindelsesrest er sammenbundet ved hjelp av
en "spacer" som omfatter en aminosyre, eller en "spacer" som
omfatter 2 til 8 aminosyrer sammenbundet med peptidbindinger,
eller et medikamentkompleks i hvilket et polysakkaridderivat
med karboksylgrupper og en medikamentforbindelsesrest er
sammenbundet uten bruk av "spacer",

karakterisert ved at den omfatter felgende
trinn:

(1) overfering av et alkalimetallsalt av poly-
sakkaridderivatet med karboksylgrupper til et organisk amin-
salt av dette, og

(2) omsetning av det organiske aminsalt med medika-
mentforbindelsen eller "spaceren" bundet til medikamentfor-
bindelsen i et ikke-vandig system.

3. Fremgangsmdte ifelge krav 1 eller krav 2,
karakterisert v ed at polysakkaridderivatet
med karboksylgruppen er en karboksy- (C, ,) -alkyldekstran-poly-

alkohol.
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4. Fremgangsmate ifelge krav 3,
karakterisert ved at dekstranpolyalkoholen
som utgjer karboksy- (C,,) -alkyldekstranen-polyalkoholen er en
dekstranpolyalkohol erholdt ved & behandle et dekstran under
betihgelser som tillater i det vesentlige fullstendig poly-
alkoholisering.

5. Fremgangsmate ifelge krav 3 eller krav 4,
karakterisert ved at karboksy- (C,,) -alkyl-
dekstran-polyalkoholen er en karboksymetyldekstran-poly-
alkohol.

6. Fremgangsmate ifelge ethvert av kravene 1 til 5,
karakterisert ved at medikamentforbindelsen
er et antineoplastisk middel eller et antiinflammasjonsmiddel.

7. Fremgangsmate ifelge ethvert av kravene 1 til 5,
karakterisert ved at medikamentforbindelsen

er en medikament forbindelse som kan danne en laktonring.

8. Fremgangsmate ifelge ethvert av kravene 1 til 7,
karakterisert ved at en medikamentforbind-
else med en dannet laktonring, eller en "spacer" bundet til en
medikamentforbindelse med en dannet laktonring, benyttes for
omsetning av det organiske aminsalt med medikamentforbindelsen

eller "spaceren" bundet til medikamentforbindelsen.

9. Fremgangsmate ifelge krav 8,
karakterisert ved at medikamentforbindelsen
som kan danne en laktonring ifelge krav 7 er (1S,9S8)-1l-amino-
9-etyl-5-fluor-2, 3-dihydro-9-hydroksy-4-metyl-1H, 12H-

benzo [de]lpyrano[3',4':6,7]indolozino[1l,2-blkinolin-
10,13 (9H, 15H) -dion.
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