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Kovalentni konjugaty cilené na riizné nadory
nesouci receptory pro peptidové hormonové
analogy. Doxorubicin /DOX/ nebo jeho da-
unosaminem modifikované derivaty /DM-
DOX/ vazané kovalentné k analogtim peptido-
v§ch hormont jako je LH-RH, bombesin a sa-
matostatin. Slouceniny tohoto vynélezu jsou
pfedstaveny obecnym vzorcem g'*-0-R-P,
kde Q mda obecny vzorec I, kde Q14 znadi
@skupinu s postrannim fetézcem v poloze 14,

_RieHneho CLOL- [CHofnaCLO /e an=022T7, _
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R je NH2 nebo aromatickd nasycend nebo
tastedné nasycend 5ti nebo 6¢lenné hetero-
cyklick4 slouc¢enina majici alespon jeden kru-
hovy dusik a pfipadné¢ majici butadienovou
skupinu vazanou k pfilehlym atomtm uhliku
tohoto kruhu, éim# se vytvori bicyklicky sys-
tém, P je H nebo peptidovA skupina, vhodne
LHRH somatostatinové nebo bombesinové
analogy. Nicméné, kde R je NHz, pak Ra P
jsou jiné nez H. KdyZ R a P jsou H, pak R je
jiny neZ NHz. Byla objevena nova syntetick4
reakce b&éhem této prace k vytvofeni ¢aste¢né

nasycenych heterocyklickych skupin z
vicin4dlnich a disjunktivnich, to je alfa,
beta- nebo alfa, gama-hydroxypri-
marnich amint. Q1 je DOX, Q2 je 3 -de-
amino-3 -/pyrrolidin-1 -yl/doxorubicin
/AN 181/, Q3 je 3 -deamino-3 -/iscindo-
lin-1 -yl/doxorubucin /AN 184/,Q4je 3
-deamino-3 -/3 -pyrrolidin-1 -yl/ doxo-
rubicin /AN 185/, Qs je 3 -deamino-3 -
/3 -pyrrolidon-1 -yl/ doxorubicin /AN
191/, Q6 je 3 -deamino-3 -/2 -pyrrolin-1
-yl/doxorubicin /AN 201/, Q7 je 3 -de-
amino-3 -/3 -piperidon-1 -yl/doxorubi-
cin /AN 195/, Qs je 3 -deamino-3 -/1, 3
-tetrahydropyridin-1  -yl/doxorubicin
/AN 205/. %114 gl je AN152, Qs'gl je
AN 207, Q1'%gs je AN 162, Q6! *gs je AN

238, Q1'%sb je AN 160, Q¢'gh je AN
215.
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cilené cytotoxické anthracyklinové analogy

_ , Tento vyndlez byl &&ste&né vytvofen s podporou vlady.
Y vldda ms:uréitd préva k této pfihléSce vyndlezu. '

[’uf" ’ }

I Oblast techniky

;;! Tento vyndlez spoCivd v oblasti chemie cileni proti-

} B rakovinov§ch anthracyklinovych derivatd. Zejména se tfké doxo-
o rubicinu (DOX) nebo jeho daunosaminovych modifikovanych deriva-
£4 (DM-DOX) vdzanych kovalentné k analogtm peptidovych hormond
jako je LH-RH, bombesin a somatostatin. Tyto kovalentni konju-

gity jsou cileny k rdznym nddordm nesoucim receptory pro pep-

tidové hormonové analogy.

P  posavadni stav_techniky

LH-RH analogy, které maji cytotoxické skupiny Vv Sesté
poloze, jsou uvedeny Vv Schally, Janaky a Bajusz, EP 0 450 461 Bl,
publikovand 6, z4fi 1995.

GnRH (LH-RH) analogy Ppro niden{ gonadotropi jsou popsé-
ny v Nett a Glode, WO 90/09799, publikované 7. z4ri 1990.
Tato prihldska popisuje toxiny jako je riein, vizané k analoglm
LH-RH pro niéeni gonadotropd a tak 1é¢eni rakovin zdvislych na

pohlavnich hormonech. LH-RH doxorubicinovy derivét je také zmi-

nén bez specifikace chemie vazby.

Cytotoxické somatostatinové aﬂalégy jsou popsény Schallym
a kol. v US patentové prihlésce pfihlaSené 6. dubna 1990 a
znovu p¥ihldZené 15. cervence 1993 pod pofadovym &islem
08/076846.




Pfehled od A.V.Schallyho v Anti-Cancer Drugs 5, 115 az 130
(1994) uvad{ detaily o pfitomnosti receptord na buné&cnych mem-
brdndch Siroké Skdly nddori pro analogy LH-RH, bombesin nebo

somatostatin.

G.Weckbecker shrnuje nékolik referenci, které ukazujf

pfitﬁmncst‘redeptorﬁ*afreceptorov?ch—subtipﬁ—pro—sematestati~
nové analogy na nékolika normdlnich a nddorovych tkénich v jeho
pfehledu.v Farmac. Ther. 60, 245-264 (1993).

e——

Bombesinovité peptidy a pritomnost bembesin/GRP recep-
tord na rdznych normilnich a niddorovych tkdnich jsou diskuto-
vany v prehledu od N. Bunnetta v Gut Peptides: Biochemistry
a Physiology, 423-445 (1994) Ed.: J. Walsh a G. J. Dockray,
Raven Press, New York a od E. Spindella v Recent Progress in
Hormone Research, 48 (1993) (Academic Press).

Doxorubicin (DOX) je v soudasné dobé nejSifeji pouziva-
nym a velmi potentnim protirakovinovym prostfedkem. Avsak ur-

- &ité nidory na néj nereaguji vibec a jeho pouziti je také ome-
zeno multidrogovou rezistenci (MDR) a kardiotoxicitou stejné
jako neutropenii,'které jsou vysledky chronického léceni.

Aby se tyto nevyhody pfekonaly a pro dalsi vyuziti enormniho

tumoricidniho potencidlu obsaZfeného ve struktufe anthracykli-
novych antibiotik, byly dosud popsény tisice syntetiackych de-
rivitd zahrnujicich jejich cilené analogy vdzané k riznym nos-
‘nym makromolekuldm. ' '

as p— -

v&tiina historie DOX a jeho analogl je popséna v "Adria-
mycin® David W. Henry ACS Symposium Series, ¢islo 30, Cancer
Chemotherapy, American Chemical Society, str. 15 az 57, (1976)
a v knize boxorubicin, Federico Arcamone, Academic Press, (1981).




Vysoce aktivni alkylaéni, nesitové rezistentni 3’-deamino-
3'-(3'’-kyan-4''-morfolinyl)-DOX a jeho derividty, které maji
protinddorovy dcinek, jsou popsény v Mosher a j., US patent
&¢islo 4 464 529, 7. srpen 1984. Syntéza a biologické vyhodno-
ceni téchto "intenzivné potentnich morfolinylovych anthracykli-
nd" jsou popsdny také v J. Med. Chem. 1984, 27, 638-645.

Zerven 1991, Gao a J. popisuji formaldehydem zprostredkovanou

alkylaci DNA sekvence daunorubicinovym derivdtem.

Anthracyklinové analogy nesouci latentni alkylaéni sub-
stituenty jsou popsdny v J. Mech. Chem. 35, 3208-3214 (1992).

Pouziti alfa, omega-diodové slouéeniny‘pro alkylaci dau-
nosaminového dusiku DOX a tak tvorbu nového morfolinylového
DOX derivétu je popsdno v evropském patentu EP 434 960 prihléa-
Seného firmou Pharmacia Carlo Erba 12. prosince 1989.

N—Trifluoracetyladriamycinl4-0-hemig1utarat a ~hemiadipat
jsou uvedeny jako analogy N—trif1uoracety1adriamycinl4-0-va1e-

ratu (AD-32) se zv{Senou vodorozpustnosti v Israel a j.. US
patent 4 299 B22, 10. listopad 1981,

Horton a Priebe (J. Antibiotics, XXXVI, 1211-1215) popi-
suji nékolik 14-O-esterd riznych anthracyklinovych analogl s
74dnymi dramatickymi zménami v protirakovinové dc¢innosti ve

srovnini s 14-OH matefskymi analogy.

- v dosavadnim stavu techniky navrhovani.cilenych chemo-
terapeutickych prostfedkd jsou poZadovany nisledujici cile:

1. stabilni vazba mezi nosnou molekulou a chemoterapeutic-

kym prostfedkem dokud se nedoséhne cile.




2. zachované biologické vlastnosti nosné molekuly v kon-

jug4tu tak jako zachované vazebni vlastnosti.

3. zachovani farmaceutickd Géinnost chemoterapeutického
prostfedku v konjugdtu tak jako zachované cytotoxickd dcinnost.

4. Jako vysledek konjugace, produkce analogi intenzivnej-
3iho G&inku a/mebo nifHi periferni toxicity ve vztahu k nekon-

jugovanym skupindm.

Konjugace DOX pomoci Nalo, oxidace daunosaminové skupiny
DOX nédsledované redukéni alkylaci zahrnujici primdrani amin nos-
né molekuly je popsdna v Sela a j. US patent é. 4 263 279,
21. duben 1981. Cis-akonitovd vloZka byla pouZita k vazbé daunos-
aminového dusiku k makromolekuldrnim nosiéim s pH senzitivni '
vazbou, jak je popsdno v Biochem. Biophys. Res. Commun. 1981
102, 1048-1054. | | |

Tvorba esterovych vazeb a C-N vazeb mezi l4-bromdauno-
rubicinem a proteiny nebo poly-N-aminokyselinami je popséna.
od Zunino a j. (1981) Tumori 67, 521-524 a (1984) Eur. J. Cancer
Clin. Oncol. 20, 421-425.

Morfolino-DOX (vysoce aktivni daunosaminem modifikovany
analog DOX) byl konjugovédn k protildtce pomoci hydrolyzovatel-
né {lysosomotropni, pH senzitivni) hydrazonové vazby zahrnuji-
ci C-13 oxofunkci cytotoxického prostfedku, jak je popsédno v “
Bioconjugate Chemistry 1990 1(5), 325-330.

Citlivost~karboxamid6§édvazby ié&éinoQého szthtk en-
zymatické degradaci byla dspé&Sné vyuZita v konjugdtech DOX ob-
sahujicich "vymezovac{ rameno" peptidu, vyhodné Ala-Leu-Ala-Leu,
kde karboxy terminal Leu acyluje daunosaminovy dusik v DOX a
amino terminal Ala je vdzdn k nosiéi pfes vlozku dikarboxylové
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kyseliny, jak je popséno v Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1982 79,
626 - 629.

Daunosaminov§ dusik DOX byl acylovdn vlozkou glutarové
kyseliny a vdzén k LH-RH analogim se zdvaznou ztrdtou cytoto-
xického déinku jak je popsdno v Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1982

89, 972-976.

pal3i reference vztaZené k pouziti sloudenin podle pted-
loieného vyn&lezu pro léZeni rdzngch lidskych nddord jsou uve-

deny nize:

1. Schally et.al. (1996) in Tfearmeni with GnRH Analdgs: Controﬁersies and
Perspectives‘, eds. Filicori, M. & Flamigni, C. (Parthenon,Carnforth, U.K.), pp.
33-44, .

2. Nagy et.al.(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93, 7269-7273.

" 3.Yano et.al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 7090-7094.

4. Rekasi et.al. (1993) Endocrinology 132(5) 1991-2000.

5. Srkalovic et.al. (1990) Cancer Res. 50, 1841-1846.

6. Emons et.al. (1993) Cancer Res. 53, 5439-5446.

7. Emons et.al. (1993} Journal of Clin. Endocrin. and Metabol. 77(6) 1458-)
8. Schally, A. V. (1988) Onco!ogica! applications of somatostatin anafogs.
Cancer Res. 48, 6977-6985. ‘

9. Schally et.al. (1994) International Journal of Pancreatology 16, 277-280.
10. Srkalqvic. et.al. (1990) Joumnal of Clinical Endocrinology and Metabolism
70(3), 661-669. 4 Pinski et.al. (1994) Int. J. Cancer 57, 574-580.

11. Radulovic et al. (1992) Cancer Letters 62, 263-271.

12. Qin et.al. (1995) Int. J. Cancer 60, 694-700. ~

13. Radulovic et.al. (1992) P.S.E.B.M. 200, 394-401.

14. Radulovic et.al. (1994) Acta Oncologica 33(6) 693-701.

15. Pinski et.al. (1993) Cancer Letters 71, 189-196.

16. O'Byrne et.al. (1994) Eur. J. of Cancer 30A(11) 1682-1687.

17. Pinski et.al. (1994) Br. J. of Cancer 70, 886-892.

18. Pinski et. al. (1994) Cancer Res. 54, 5895-5901.
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19. Pinski et.al. (1996) Int. J. Cancer 65, 870-874.
20. Banks et.al. (1992) Anticancer Drugs. 3, 519-523.
21. Reubi and Kvols (1992) Cancer Res. 52, 6074-6078.)
- 22.Schally et.al. (1994) International Journal of Pan‘creatology 16, 277-280. -
23 Halmos et.al. (1995) Cancer Res. 55, 280-267. |
24._Halmos_et.al. (1994) Cancer Letters 85, 111-118.
25. Qin et.al, (1994) J. Cancer Res. Clin. Oncol. 120, 519-528
26. Qin et.al. (19940 Cancer Res. 54, 1035-1041.
27. Qin et.al. (1995) Int. J. Cancer 63, 257-262.
28. Reile et.al. (1994) The Prostate 25, 29-38.
29. Pinski et.al. (1994) Int. J. Cancer 57, 574-580.
30. Radulovic et.al. (1992) P.S.E.B.M. 200, 394-401.
31. Radulovic et.al. (1994) Acta Oncologica 33(6) 693-701.
32. Pinski et.al. (1993) Cancer Letters 71, 189-196.
33. Pinski et.al. (1994) Br. J. of Cancer 70, 886-892.
34. Pinski et. al. (1994) Cancer Res. 54, 5895-5901,)

Viechny uvedené citace jsou zde za&lenény odkazem.

Podstata vyndlezu

Sloudeniny tohoto vyndlezu jsou nové cilené cytotoxické
peptidové hormony obsahujic{ anthracyklinovy cytotoxicky pro-
stfedek jako je DOX nebo DM-DOX konjugovany s peptidovym hor-
monem, jako jsou-analogy LH-RH, .bombesin a. somatostatin. ..

Tyto cytotoxické peptidové hormonové konjugdty jsou urcéeny

pro lé&eni nddord nesoucich specifické receptory pro konjugét
jako je rakovina prsu, rakovina vajeéniki, endcmetr;élni ra-
kovina, rakovina prostaty, rakovina pankreatu, rakovina tlusté-
ho stieva, rakovina zaZivacfho dstroji a rakovina plic.




Uréité z téchto (nekonjugovangch) anthracyklinovych cyto-
toxickych prostiedki, které jsou zde vyuZity, jsou samy O sobé
nové a vysoce potentni, ale jejich droven toxicity je vsak
ptili§ vysokd pro to, aby byly vyuZity v nekonjugované formé.

Daunosaminem modifikované DOX analogy uvedené v tomto

vyndlezu byly vyvinuty béﬁém"vfzkumu—novfch—vyseee—aktivnich
nesf{fové rezistentnfch analogd DOX vhodnych pro tvorbu kova-

lentnfch konjugdtd s peptidovymi nosiZi.

Tvorba stabilnfich kovalentné védzanych konjugétﬁsplné
zachovanymi biologickgmi déinky jejich slofek bylo dosaZeno
| pomoci vlozky dikarboxylové kyseliny, jako je kyselina gluta-
rovd. Jednak karboxylovd skupina této vlozky tvoif esterovou
vazbu s 14-OH skupinou DOX nebo DM-DOX a druhd karboxylové
skupina vlofky tvoii karboxamidovou vazbu s dobfe zvolenou vol-

nou aminoskupinou peptidového nosige.

Sloudeniny tohoto vynélezu jsou predstaveny obecnym

vzorcem I

014-0—R-P ” (1),

kde Q md obecny vzorec ﬂ




| vézanou-k-pEihlehlému-atomu_uhliku k tomuto kruhu, ¢imZ_se

.

Q14 zna¢i Q skupinu s postrannim fetézcem v poloze 14,

R je H nebo -C(0)-(CH,) -C(0)- a n =0 az 7,

R’ je NH, nebo aromatickd, nasycend nebo &dstelné nasycend

5ti nebo 6ti &lennd heterocyklickd slouéeninalmajici'aiéespoﬁ

jeden kruhovy dusik a pfipadné majici butadienovou skupinu

vytvof{ bicylicky systém,

p je H nebo peptidovd skupina vhodné LHRH, somasﬁatinovi nebo
bombesinovy analog, ale‘nevylipéujici jiné fyziologicky aktiv-
ni peptidy. Zv1&sf Zddouci jsou ty LHRH analogy, které maji
afinitu k neoplastickym buné&énym receptorim, zejména ty ana-
logy, které maji D-Lys skupinu v poloze 6 stejné jako zkrdce-

né somastatinové a bombesinové analogy.

Nicméné kde N’ je NH,, pak R aP jsou jiné neZ H.
KdyZ R a P jsou H, pak R’ je jiny neZ NH,. '

Novd syntézni reakce byla objevena béhem této préce.
Bylo nejen zjisténo, Ze doxorubicin a jeho derivdty mohou
byt sloudeny pomoci dikarboxylové skupiny v poloze 14, &imz
se ziskaji nové farmakologicky iéinné konjugity, ale byl vy-
tvofen novy zplisob pro formaci &isteéné nasycenych heterocyk-
lickych skupin z vicindlnfch a disjunktivnich, to je alfa,beta-
nebo alfa,gama-hydroxyprimdrnich amini. |

zvldstni aplikace v tomto vyndlezu je tvorba 2'’'-pyrro-
linyl a 1’7, 3"-tetrahydropyridinylov?eh skupin na daunosami-
novem cukru. AVSak tato reakce ma 51rsi pouzitelnost.
5t1 a 6ti Glenné Z&stednd nasycené heterocykllcke skupiny mo-
hou byt vytvoteny, kdyZ vicindlni nebo disjunktivni amin se
nechaji reagovat s halogen substituovanym aldehydem majicim
2 nebo 3 skupiny mezi aldehydovfm uhlikem a uhlikovym atomem
majicim halogen skupinu. '




Tyto skupiny mohou byt vsechny methylenové nebo miZe byt za-
hrnuty heterocatom jako je kyslik.

Reakce se uskute&iiuje ve tfech stupnich. Velky pte-
bytek halogenaldehydu se nechd reagovat s kyselinou soli hy-
droxyaminu, vyhodné v poldrnim inertnim bezvodém organickém

rozpouétédle. Takto se vytvor{ 5ti clenny oxazolidinovy—kruh
(nebo 6ti &lenny 1,3~ tetrahydrooxazinovy kruh) kondenzaci al-
dehydové skupiny s hydroxylovymi a aminovymi skupinami.

Tento produkt se zpracuje s organickou bazi, vhodné
tercidrnfm aminem, ¢imz se eliminuji prvky hydrog/halogenové
kyseliny mezi halogenovou skupinou diffvéijsiho halogenaldehydu
a sekunddrnf{ aminoskupinou oxazolidinového nebo 1,3-tetrahydro-
oxazinového kruhu, &imi se vytvoii kondenzované kruhovd struk-.
tura piidavkem Sti nebo 6ti &leného kruhu. Béize se pak neutra-
lizuje slabou kyselinou, v{hodné organickou kyselinou jako je |

ledovd kyselina octovd.

Zpracovidni s vodnou kyselinou,vyhodné organickou kyse-
linou, otevira oxazolidinovou nebo 1,3-tetrahydrooxazinovou
t4st kondenzovaného kruhu. To je zfejmé odbornikim v oboru, Ze
v zdvislosti na vychozim aldehydu, findlni dus{ik obsahujici
kruh miZe obsahovat alespoh 1 daldi heteroatom jak bylo vyse

uvedeno.

Obecns reakce miZe byt zndzornéna nédsledovné:

-C-Z-C- | | .(III), _
BH hfﬁ' X' (velky prebytek) v rozpoustedle, bezvodém
aprotickém rozpoustédle
I —>
H O CH;
\ !

C-(CH,-Y)
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O NH CHp-X" bdze (tercidrni bfzvody_amln)
\ [/ / >
CH—(CH-Y)
-C-Z-C- (v
I l H.,O0 + kyselina
O N——CH, 2
\ / / ] s
CH-(CH2-Y)
-C-Z-C- ‘
L : L (VI)
HO N
I\
CH CH;
n
(CH-Y)
kde |
X' je halogen, vhodné& brom nebo jod, vihodné jod,
‘ Y je CH,, OCH,, CH,~CHy,
Z | je 0 nebo”éH;; ' '

Kdyz Z je 0, aldehydovy zbytek tvori 5ti &lenny kruh
jako prvni stupei reakce. Kdy% Z je CH,, aldehydovy zbytek
tvori 6ti &lenny 1, 3-tetrahydrooxazinovy kruh.
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zatimco takovéto kruhové formace jsou dobie zndmy, v kombinaci

s uzavienim kruhu provddéném halogenalkanovym postrannim téteéz-

cem v basickém prostfedi, jako je terciirn{ amin v bezvodém

prostiedi, je tato reakce novié a prekvapujici.

Struény popis vykresd

Obr. 1

Obr. 2

Obr. 3

Obr. 4

Obr. 5

Obr. 6

tohoto vyndlezu a odpovidajicim cytotoxickym LH-RH analogem na

je graf objemovjch zmén estrogenové ' nezdvislych
MXT mySich prsnich rakovin pro riizné ddvkové

' drovné sloudenin tohoto vyndlezu a DOX.

Je graf objemovych zmén estrogenove nezdvislych

MXT my$fch prsnich rakovin pro ridzné ddvkové drovné

uréitych sloudenin tohoto vyndlezu, sloudeniny do-
savadniho stavu techniky, DOX a kontroly.

 je graf cinku uréitych cytotoxickgch LHRH analogd

na prfezitf{ my3{ s estrogenové nezdvislymi MXT

mysimi prsnini rakovinami.

je graf nddorového objemu u sam&fch kodanskych
krys nesoucfch krys{ Duhning R-3327-H prostato-
rakovinové transplantdty, béhem lé&teni zndmym ago-

nistou a ur&itou slou¢eninou tohoto vynalezu.

je graf ukazujici Gcinek 1é&eni uréitou slouceni-
nou tohoto vyndlezu a odpovidajicim cytotoxickym
LH-RH analogem na nadorov§ objem u krys s Dunning
R-3327-H rakovinou prostaty. .

je graf ukazujfci G&inek 1éEeni uréitou sloudeninou

télesnou hmotnost kodafiskfch krys nesoucich
Dunning R-3327-H rakovinu prostaty.
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cbr. 7 je graf ukazujici inhibici ristu nddoru dosaZenou

1&&enim uréitou sloudeninou tohoto vyndlezu a DOX.

Pfiklady provedeni vyndlezu

Popis vyhodnfch provedeni

Skupina Q kdyZ je substituovdna v R’ ur&itymi vyhodnymi
skupinami, mi podskupinové oznadeni 0, aZ Qg z nichi Q, aZ
Qg jsou nové cytotoxické skupiny.

R’ mi vyhodné hodnoty vedouci k poZadovanym Q. skupindm
uvedenym v zdvorkdch nésledqvné: NH, (Ql). pyrrolidin-l-yl (Qz),
isoindolin-2-yl (Q3). 3-pyrrolin-l-yl (Q4), 3-pyrrolidon-1-yl
(QS), 2-pyrrolin-1-yl (Q¢), 3-piperidon-1-yl (Q7); nebo 1,3-
tetrahydropyridin-1-yl (QB)'

Tak jestliZe R-P je H a -R' je -NH,, Q, je DOX, jestlize
R-P je H a R’ je pyrrolidin-l-yl, Q, je 3'-deamino=-3'-(pyrro-
lidin-1’’~yl(doxorubicin) Q) jestliZe R-P je H a R’ je iso-
indolin-2-yl, Q, je 3'-deamino-3’-{isoindolin-2’‘-yl)doxorubi-
cin (Q3), jestlile R-P je H a -R’ je 3-pyrrolin-l-yl, Q4 je
3'-deam1no-3'-(3"-pyrrolln 1’’-yl)doxorubicin (Q4), jestlize
R-P je H a -R' je 3-pyrrolidon-l-yl, Q je 3'-deamino-3'-
(3’ ’-pyrrolidon-1’’-yl)doxorubicin (Qs), jestliZe R-P je H a
-R’ je 2-pyrrolin-l-yl, Q. je 3’-deamino-3'-(2'’-pyrrolin-1''-
..yljdoxorubicinj (QS), jestliZe R-P je H a R’ je 3-piperidon-
-1-yl, Q, je 3'-deamino-3'-(3''-piperidon-1’"'-yl)doxorubicin
(Q7), jestliZe R-P je H a -R' je 1, 3-tetrahydropyr1d1n 1-yl,
Qg Je 3’ -deamino-3'-(1'", 3"—tetrahydropyrzdln-l"—yl)doxoru—-
bicin (Q8
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Sloudeniny zadlefiujic{ daunosaminovy dusfk v 5ti &lenném
kruhu s alkylaén{ funkci jsou 10 az 50 x aktivnéjsi in vitro
nez jejich homologové protéjsky zadlenujfci daunosaminovy du-
sfk v 6ti Glenném kruhu. (Takovéto pary jsou Qg a Q stejné

jako Qp @ QB).

Ve vyhodnych provedenich tohoto vyndlezu v l4tce vzorce
Ql4—0-R—P, R a P jsou jiné neZ vodik. Kde P je jiny nez vodik,
to je kde je Py P, a Py, vhodné kde P1 je LH-RH antagonisto-
v{ nosi&, LH-RH antagonistovy nosi& nebo zkréceny LH-RH analo-
gov? nosic¢, P2 je zkrdceny somastatinovy analog a P3 je bombe-

sinovy antagonista.

Vhedné P, je Aaa-Bbb-Ccc-Ser-Tyr~D-Lys (Xxx}-Leu-Arg-Pro-
pdd, kde (Xxx) je vodik nebo diaminosubstituent jako je A, Bu
nebo A,Pr, pticemz kde: _ ' '
Aaa je Glp, pak Bbb je His, Ccc je Trp a Ddd je Gly-NH,,
Aaa je Ac-D-NaI(2), Ac-D-Phe nebo Ac-D-Phe{4Cl), pak Bbb je
D-Phe(4C1) nebo D-Phe, Ccc je D-Pal(3) a D-Trp a Ddd je D-Ala-NH,,

a kde Aaa-Bbb-Ccc je Ac, pak Ddd je -NH-CHZCH3,
P, je

f 1
Aaa—Cys~Bbb-D-Trp~Lys-Ccc—Cys-Ddd-NH2,
pEicemz
kde Aaa je D-Phe, pak Bbb je Tyr, Ccc je Val a Ddd je Thr nebo
. Trp a

'~ kde Aaa je D-Trp, pak Bbb je Phe a Ccc a Ddd jsou Thr, a -

P3 je Aaa—-Gln-Trp-Ala-—Val-Gly-His—Leu—Bbb-NH2

pfi%em? Aaa je nula, D-Tpi nebo D-Phe a Bbb je (CHZ-NH)Leu,
(CHZ-NH)Phe, (CHZ—NH)Trp. (CHZ-N)Tac nebo (CHz—N)DmTac.
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Vv novych sloudenindch tohoto vyndlezu zad¢lenujicich ana-
logy LH-RH je cytotoxickd skupina Q pEipojena k D-Lys postran-
nimu Fetdzeci na LH-RH analozich nebo (Xxx) pEipojend skupina
ptes vlozku dikarboxylové kyseliny, jak je formulovdno ve vzor-
ci VII: '

Aaa—Bbb-Ccc-ser-Tyr—D—Lys(Xxx)m(Ql4-O-R)n—Leu-Arg-Pro—Ddd (VII)

kdem je 1 nebo 0 a m Jje l nebo 2, za pfedpokladu, kdyZ
m je 1, to je (Xxx) je AzBu nebo AZPr, n je 1l nebo 2, kdyzZ
m je 0, to je (Xxx) je H, n je l. '

vV novych sloudenindch tohoto vyndlezu zaélefujicich
analogy somatostatinu, je cytotoxickd skupina Q pfipojena k ami-
novému termindlu somastatinovych analogd pfes vlozku dikarbo-
xylové kyseliny jak je formulovdno ve vzorci VIII:

ol4-0-R-Aaa-Cis-Bbb-D-Trp-Lys-Ccc-Cys-Ddd-NH, (VIID).

V novych sloudenindch tohoto vyndlezu zadlenujicich
analogy bombesinovych antagonistd, je cytotoxick4 skupina Q va-
z4na k aminovému termindlu bombesinovych antagonistid jak Jje

formulovano ve vzorci IX:

Ql4-—O-R-Aaa—Gln-Trp-—Ala-Val—Gly—His-—Leu-Bbb-NH2 (IX).

2v14%f vyhodnymi provedenimi tohoteo vyndlezu jsou ty
peptidové konjugdty, které obsahuji_Q1 a Q¢ jako cytotoxické
skupiny a glutarovou kyselinu (n=3) jako vloZku dikarboxylové
kyseliny tvofici 14-O-esterovou vazbu s Q, (doxorubicin) nebo
Qg (2-pyrrolinodoxorubicin) a_ karboxamidovou vazbu s peptido-
v§n nosiéem. Nejvyhodnéjsi provedeni tohoto vyndlezu jsou cyto-
toxické LH-RH analogy ndsleddjicich.vzorci:
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1. . Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys(Q;'*-O-glt)-Leu-Arg-Pro-Gly-NHz,
2. Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys(Qs'*-O-glt)-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

cytotoxické somastatinové analogy nésledujicidh vzorci:

[ |
3. Q;"-0-glt-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NHz,

- [ T I
4 Qg*-O-glt-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH;;

l |
5. Q1“—0-9|t-D—Trp-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-—NHz;

l l
6.  Qg'*-O-glt-D-Trp-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NHz,

| | |
. 7. Q,"-O-glt-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Trp-NH;; and

I |
8. Qs’“-0-glt-D-Phe—Cys-Tyr-D-Trp-Lys—VaI—Cys-Trp—NHz;

a' cytotoxické bombesinové antagonistové analogy nésledujicichA
vzorci: | | o
9.  Q,"-0-glt-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu (CH;-NH)Leu-NH,

10.  Qg"*-O-git-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu (CH,-NH)Leu-NH:

1. Q" -O-git-D-Tpi-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu (CHz-NH)Leu-NHz; and

12.  Qg"-O-git-D-Tpi-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu (CH;-NH)Leu-NH..
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V novém postupu tvorby &istednd nasyceného heterocyklic-
kého kruhu s dusfkem vicin&lnfho nebo disjunktivniho, to je
alfa, beta- nebo alfa, gama-hydroxyaminu, se prvni stupen reak-
ce provadi v bezvodém inertnim organickém poldrnim nehydroxy-
lovém (aprotickém) rozpoustédle, vhodnd dimethylformamidu za
pouziti podstatného pfebytku, v$hodné 30ti nisobného prebyt-

- ku halogenaldehydu, pfifem? 4-jodbutyraldehyd a 5-jodvaler-
aldehyd jsou zv145t vyhodné. Vyndlez neni omezen pouze na tyto
aldehydy, m@Ze byt pouZit brom misto jodu. Tato reakce stejné
jako nasledu31c1 stupne miZe byt provadena pri okolni teploté.

Basifika&n{ stupen se provdd{ s pfebytkem, vhodné 2 a3 4
ndsobnym pfebytkem organicka bdze. Pro tento el jsou vhodné
tercidrni aminy jako jsou trialkylaminy.

Takto vytvoreny bicyklicky kruh je otevien k uvolnén{
vicindlni nebo disjunktivni hydroxylové skupiny zpracovanim
s organickou kyselinou v pF{tomnosti vody.
Zfeddnéd vodnd fluoroctovi kyselina, vhodn& v inertnim organic~
kém rozpouitédle jako je acetonitril, miZe byt pouZita.
Produkt je vy&istén odstranénim tékavfcﬁ ldtek za sniZeného
tlaku, prebyteéné halogenové slouéeniny jsou extrahoviny hexa-
nem a zbytek vyéistén na HPLC.

Zkratky

Pro popis peptidl a jejich derivitd tohoto vyndlezu jsou
pouzity konvenéni{ zkratky pro amlnokysellny Jak je obecne ak-
'ceptovéno v chem11 peptidd a jak Je doporuceno IUPAC -IUB komlSI-
pro biochemickou nomenklaturu (European J. Blochem., 138 9-37,
(1984)
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Zkratky pro jednotlivé aminokyselinové zbytky jsou za-
loZeny na trividlnim ndzvu aminokyselin, napfiklad Glp je pyro-
glutamova kyselina, His je histidin, Trp je triptofan atd.
_Zkratky oznacuiji L 1somerni formu aminokyselin pokud neni vy-
jadreno Jinak, napfiklad Ser je L-serin a D-Lys je D- 1y31n.

Zkratky nebéZnych aminokyselin v tomto vyndlezu jsou
nisledujici:

D-Nal(2) je D-3-(2-naftyl)alanin a D- ~Pal(3) je D 3-(3-pyridyl)-
alanin, D- Phe(4C1) je D- 4-chlorfenyla1an1n.

Peptidové sekvence jsou psdny podle konvence, &im3
N-termindlni aminokyselina je nalevo a C-terminilni aminokyse-
lina je napravo, napf#fklad Glp-His~Trp.

Vzorec Leu(CHZ—NH)Leu-NH2 poplsuje redukovanou peptido—
vou vazbu mezi leucinem a leucinovym amldovym zbytkem v C-ter-
mindlu peptidové sekvence.

Jiné pouzité zkratky jsou:
A,Bu: je diaminobutyrovd kyselina,
A Pr: diaminopropionov4 kyselina,
BN: bombesin,

BOP reagent: benzotriazol~l-yloxitris(dimethylamino)fosfonium-
' hexafluorfosfat,

DIPEA: N,N-diisopropylethyldmin,

DM~-DOX: daunosaminem modifikovgqg_dbxprubicin,
mDMF; N,N-dimethylformamid;

DMTac: 5,5—dimethy1thiazolidin-44karboxyiové kyselina,
DOX: doxorubicin,

Fmoc: 9-fluorenylmethyloxykarbonyl,
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glt: —C(O)—CHZ-CH2~CH2-C(O)-.glutaryl,

G1t20: je glutaranhydrid,

HOBt: l-hydroxybenztriazol,

‘Ho-gltubH: glutarovid kyselina,

HOSu: N-hydroxysukcinimid,

HPLC: vysokovykonnd kapalinova chromatografie,
TFA: trifluoroctovi kyselina,

Tac:‘thiazolidin-4-karboxylové kyselina,
Tpi: 2,3.4,9-tetrahydro-lH-pyrido[3,4-Q/indol—3-karboxylové
kyselina. '

Beckmaniv analyticky HPLC systém vybaveny modelem 168
diodového mriZkového detektoru a System Gold chromatogra-
fického softwveru (Beckman) byl pouZit k monitorovidni chemic-
kych reakci a ke kontrole distoty sloudenin tohoto vyndlezu,
Pouzitd kolona byla Dynamax C-18 (250 x 4,6 mm), velikost pord
30 nm, velikost &&stic: 12 mikrometrd. Rozpoustédlovy systém
sestdval ze dvou komponent: (i) 0,1%n{ TFA ve vodé a (ii)
0,1%ni TFA v 70%nim vodném acetonitrilu a byl pouiit linedrn
gradient rostoueci 1 $.(ii) za 1 minutu pro monitorovdni chemic-
kych reakcx. Systém byl pouZit v isokratickém zpusobu pro kon-
trolu c1stoty.

Beckmandv model 342 sémipreparativniho HPLC systému byl:
pouZit pro izolaci a vy&iZténi sloudenin tohoto vynidlezu. Kolo-
na byla Aquapore Octyl (250 x 10 mm, velikost pdr& 30 nm, ve-
likost castlc 15 mlkrometrﬁ) Rozpoustédlovy systém byl stejny
'jak byl popsan pro analytxckou HPLC vyse.-




Analyza

Brukerdv ARX300 NMR spektrometr (300 MHz 1H frekvence,
75 MHz 13C frekvence) a elektrorozprasovaci hmotovy spektro-
meﬁr Finnigan-MAT TSQ 7000 byly pouZity pro identifikaci struk-
tury doxorubicinovych derivati.

Syntéza peptidovfch nosicéd

Peptidy tohoto vyndlezu jsou dasto poddvany ve formé
farmaceuticky akceptovatelnych netoxickych soli jako jsou adig-
ni soli s kyselinou. Ilustraci téchto adiénich soli s kyseli-
nou jsou hydrochlorid, hydrobromid, sulfat, fosfat, fumarat,
glykenat, tannat, maleat, acetat, trifluoraceta, citrat, ben-
zoat, sukcinat, alginat, palmoat, malat, askorbat, tartrat
a podobné. '

KdyZz aktivni sloZka md byt poddvdna v tabletové formd,
tableta miZe obsahovat farmaceuticky akceptovatelné redidlo,
které zahrnuje pojivo jako je tragakant, kukutiény Skrob nebo
Zelatina a desintegralni prostiedek jako je alginovd kyselina
a lubrikant jako je stearan hofednaty.

JestliZe se poZaduije podévéni v kapalné formé, osiazeni
a/nebo ochucen{ mize byt pouZito jako &ist farmaceuticky akcep-
tovatelného fedidla, intravendzni pod4vani mtiZe byt provedeno
v izotonickém solném roztoku, fosfdtovych pufrovych roztocich)
nebo podobné.

Férmaceutické'kompozice budou obvyklé obsahovat peptid
v konjunkci s konvenénim farmaceuticky akceptovatelnym nosidem.
Obvykle ddvkovéni bude od asi 1 do asi 100 mikrogramd peptidu
na kg télesné hmotnosti p¥ijemce, kdyZ se podivé intravendzné,
ordlni ddvky budou mnohem vy33i.
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Celkové léCeni subjektld témito peptidy se obecné prové-
di stejnym zplsobem jako klinické 1lédeni pouzivajici jiné ana-
logy LHRH, somatostatin a analogy doxorubicinu.

Tyto peptidy mohou byt poddvény savcim intravendzné,

" subkutdnné, intramuskuldrné, ordlné&, intranasilné nebo intra-
vagindlné, ¢imz se dosdhne biologickych hormondlnich G&inkd
pres vazbu ke specifickym receptorlim. V pfipadé LHRH analogl
tyto ﬁéinky mohou zahrnovat reverzibilni potlaceni gonaddlni
aktivity a v pripadé somastatinovych analogd inhibici gastre-;

intestindlni funkce.

G¢inné ddvky se budou ménit s formou podivini a s piislud-
nym druhem oSetfovaného savce. Pfiklad jedné typické davkovaci
formy je fyziologicky solny roztok obsahujici peptid, kteryito
roztok je poddvan k zajisténi davky v rozmezf asi 0,1 a% 2,5
'mg/kg télesné hmotnostl. ordln{ podavéni peptldu miZe byt pro-

vedeno bud v tuhé nebo kapalné formé. '

Syntéza peptidovych nosiéhd tohoto vyndlezu miZe byt pro-
vedena jakoukoli technikow; kterd je zndma odbornikdim v oboru
chemie peptidli. Souhrn téchto technologii miZe byt nalezen
v N.Bodanszky, Principles of Peptide Synthesis, Springer-Verlag,
Haidelberg, 1984. Technologie pro syntézu peptidd v pevné
fdzi miZe byt nalezena v udebnici J.M.Stewart a J.D.Young,

Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chem. Co., Rockford, IL,
1984 (2. vydéni) a v pfehledu G.Barany a j., Int. J. Peptide
and Protein Res. 30, 705-739 (1987).

~ Syntéza LH-RH ;nalogovych nosiéld pouzitych v tomto vynd-
lezu je detailné uvedena v pfikladech US.patentu 5 258 492,
Sandor Bajusz a Anmdrew V.Schally, 2.listopad 1993 a v &l&n-
cich Bajusz a j. Proc.Natl.Acad.Sci. USA 85, 1637-1641 {1988)
a 86, 6318-6322 (1989) a Janaky a j., Proc.Natl.Acad.Sci. UsA,
89, 1023-1027 a 972-976 (1992).




- 2] -

Syntéza nosi¢lt somastatinovych analogd pouzitych v tom-
to vyndlezu je detailné uvedena v pfikladech US patentu 4 650 787,
17. bfezen 1987, Andrew W.Schally a Ren Z. Cai. Popis syntézy
miZe byt také nalezen v &l&ncich od Cai a j., Proc. Natl.Acad.
Sci. USA 83, 1896-1900 (1986) a Proc.Natl.Acad.Sci. USA 84,
2502-2506 (1987). Syntéza nosidt bombesinovych antagonisti
pouzitych v tomto vyndlezu je detailné popsidna v &lancich od
Coy a j., J.Biol.Chem..263, 5056~5060 (1988) a 264, 14691-
14697 (1989) a od Cai a j. Peptides 13, 267-271 (1992) a Proc.
Natl.Acad.Sci. USA 91, 12664-12668 (1994),.




- 22 -

Pffklady provedeni vynalezu

Syntéza doxorubicinovych derivatd pouzitych v tomto
vynalezu a tvorba jejich konjugitd s riznymi peptidovyminosi-
¢i je detailné uvedena v ndsledujicich prikladech, které jsou
uréeny k ilustraci a ne k omezeni vynédlezu. '

Pfiklad 1

Priprava a izolace N-Fmoc-DOXl4-0—hemiglutaratu

DOXHC1 sdl, 50 mg (86 mikromol), byla rozpusténa v 1 ml
DMF a bylo pfiddno 30 mg (90 mikromol) Fmoc-OSu, nade? ndsle-
doval pfidavek 31 mikrol. (180 mikromol) DIPEA. Po michani po
dobu 3 hodin byla reakce dckoncéena jak bylo potvrzeno analy-
tickou HPLC, Rozpou&tédlo bylo odpafeno do sucha ve Speed Wac
vysokovakuové odparce a zbytek byl vykrystalizovin vytZenim -
s 0,1%nim TFA v H,0. Krystaly byly odfiltrovédny a promyty jed-
nou studenym etherem k odstrandni prebytku Fmoc-0OSu. Po. vysu-
Seni v exsikdtoru bylo zfskino 62 mg 98%niho Gistého N- Fmoc~
-DOX. Vytézek 94 %,

Tento meziprodukt reagoval pfes noc s 11,4 mg (100 mi-
kromol) Glt20 v 1 ml bezvodého DMF v p¥itomnosti 26,1 mikrol
(150 mikromol DIPEA). Rozpou§tédlo bylo odpafeno ve Speed Wac
a zbytkovy olej byl vytuZen t¥enfm s 0,1%nim vodnym TFA
(obj/obj). Surovy materi§l takto ziskany obsahuje 70 % N-Fmoc-
-DOX14-0O-hemiglutaratu, 20 % nezreagovaného N-Fmoc-DOX a 10 &
jinych neéistot, jak bylo potvrzeno analytickou HPLC Tento

‘surovy produkt mﬁze byt pou21t pro prlpravu peptldonch DOX
konjugatu bez da151ho ¢isténi. Kdyz byl tento surovy materidl
rozputén ve 20 ml 60%niho vodného acetonitrilu obsahujiciho
0,1 % TFA a aplikovén na semipreparativni HPLC, bylo ziskéno
45,7 mg 98%niho N-Fmoc- -DOX14-0-hemiglutaratu jako koneény
produkt {(vytéZek 64 %).
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Priklad 2

Pfiprava a izolace 3’~deamino-3'—(pyrrolidin-l"—yl)doxorubi—
cin~TFA soli (Q,) a jeho 14-0-hemigutarat (AN-193) - TFA soli

DOX HC1 sa1, 50'mg (86 mikromol), byla rozpusiténa v 1 ml
DMF a 171 mikrol (1,3 mmol), 15ti nasobny p¥ebytek, 1,4-dijod-
butanu byl pfidan, na¢eZ ndsledoval pfidavek 45 mikrol (260
mikromol) trojndsobného pIebytku DIPEA, Reakéni smés byla mi-
chdna pfes noe pPri teploté mistnosti., Po 16 hodindch byla re-
akce dokonéena jak potvrdila analyticki HPLC. Rozpoustédlo

bytku 1,4-dijodbutany. Bezvody extrakt byl pak aplikovdn na
HPLC a bylo zisk&no 41,6 mg, 98%niho ¢istého DOX derivitu.
{(Vitézek 68 2.)

41,6 mg (58 mikromol) 3'-deamino~3'-(pyrrolidin~l"—yl)-
doxorubicin TFA soli (Qz) takto ziskané bylo zragovéno s 1,2
ekvivalentu G1t20 Vv suchém DMF presné tak, jak je popsino
v pllikladu 1, Vytéiek byl 35%ni (16,9 mg) a Sistota byla 98%ni.

Pfiklad 3

Priprava a izolace 3'—deamino-3'-(isoindolin-2"—yl)dox0*
rubicin TFA solj (Q3)

DOX HC1 sd1, 50 mg (86 mikromol), byla rozpuéténa“v l1ml
DMF a bylo pfidéno 226 mg (1,3 mmol) 15ti ndsobného prebytku -
alfa, alfa"dichlor—ortho-xylenu, naceZ nisledoval pfidavek
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teridl byl aoliliovan na HPLC. Po
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yyaidtdni byle ziskédno 25 ng 98%niho onelnd

Prinrava a izolace 3'-deamino=~3'=(3''-pyrrolin-1''-vl)doxc-
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86 milkromol) bvla rozpuiténa
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5
v-1lml DHF o2 136,8 mikrelitrd (1,3 mmol) patndctindsobného
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plebytika cis-l,4~dichlor=Z-butenu (aldrich) bylc priddnc, na-
el nasledoval pridavei 45 mikrol (260 mikromol) trojndsobné-

ho p¥ebytku DIPEA. Po 15 hodindch byla rozpoustédla odstrané-

w

na ve Speed Hac a zbytek byl rozpusten ve 3 ml 0,1%nihc vodné
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Qo TFA a extrahovédn 3 ml hexanu K odstranéni prebytiku haloge=-
niny. Takto ziskany surovy materi&l byl aplikovén

bylo ziskdno 22,6 mg. 98%nino éistého

P"iprava a izolace l-cialor-4-brom-Z-butanonu (CQHGClBrO) a

. 3~Erompropionylchlorid, 100,8 mikrel (I mmol),
Aldrich) zreagoval s prebytkem diazomethanu v etharu. Po

{
1 hodiné byl etherichy roztok eluovén a xapxové testovan

na TLC. Tenkovrstvé chromatcgrafické alinikové listy novle-
Cené silikagelan 60 ¥254, Merck Art Ho.5554 byly » %itj
jaizo staciondrni fize a CHC1,::i120H $3:5 (obj./obi.) jako




rubicin TFA.solim(Qs)u‘ L - .
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Pro kapkovy test 2, r4-dinitrofenylhydrazinovy reagent (Vogel:

A textbook of Practical Organic Chemistry, str. 1061, 3. vy-
déni, Longmans, New York) byl nastfikdn na TLC list po eluci.
Diazomethylketonovy derivdt takto vytvoreny: ukazal Zlutou
skvrnu s Rf 0,3, Ethericky roztok byl pak zreagovdn s bez-
vodym HCl1 v etheru pfevedenim diazomethylketonu na pozadova-
ny konecny produkt l-chlor-4-brom-2-butanon. Tento produkt vy-
kazoval Zlutou skvrnu charakteristickou pro oxoslouceniny,

s Rf 0,8 ve stejném rozpoustédlovém systému a s reagentem
kapkového testu popsanym vyse. '

Po odpateni rozpoustédia byl surovy produkt aplikovin
na kolonu (15 cm dlouhou, 2,5 em v priméru) naplnénou 5 g si-
likagelu, Merck, druh 9385, 230-400 mesh, velikost pérd 6 nm.
Kapaln& mobilni fize byl ¢isty CHC13. Frakce obsahujici poza-
dovany koneény produkt (charakterizovany kapkovym testem de-
tailné uvedenym v¢ie) byly smichdny a odpafeny do sucha.

Bylo ziskdno 1,5 g &istého oleje. (V§téiek 80%ni).

1-Chlor-5-brom-2~pentanon byl pfipraven z 4-brombutyry1—
chloridu pfesné stejnym zplsobem jak je popsédn pro l-chlor-4-
brom-2-pentanon, s vyjimkou toho, e 4- -brombutyrylchlorid
byl pouZit misto 3-brompropionylchloridu. Bylo ziskdno 1,6 g
¢irého oleje. (Vytélek 80%ni.)

Priklad 6

PEiprava a izolace 3'-deamino-3'-(3"~pyrrolidon—l"~y1)doxo—

SR e

DOX HC1 sil, 50 mg (86 mikromol) byla rozpuiténa v 1 ml
DMF a bylo pfidédno 241 mg (1,3 mmol) 15ti ndsobného pfebytku
l-chlor-4-brom-2- -butanonu, nadeZ nisledoval pridavek 45 mi-
krol (260 mikromol) trojnsobného pfebytku DIPEA.
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Po 16 hodindch byla rozpouitédla odstranéna ve Speed Wac

a zbytek byl rozpustén ve 3 ml 0,1%nfho vodného TFA a extra-
hovdn 3 ml hexanu k odstranéni pfebytku halogenové sloudeniny.
Takto ziskany surovy materidl byl aplikovdn na HPLC. Po vy-
cisténi bylo ziskdno 20,6 mg 98%niho Eistého kone&ného pro-
duktu. (Vytézek 33 %.)

Priklad 7

Piiprava a izolace 3'-deamino-3'-(3’’-piperidon-1’’'-yl)do-
xorubicin TFA soli (Q7)

DOX HC1 sdl, 50 mg (86 mikromol) byla rozpus$téna v 1 ml
DMF a bylo priddno 260 mg (1,3 mmol) 15ti ndsobného piebytku
1-chlor-5-brom-2-pentanonu, nade# nisledoval pfidavek 45 mikrol
(260 mikromol) trojndsobného pfebytku DIPEA. Po 16 hodindch
byla rozpoustédla odstranéna ve Speed Wac a zbytek byl roz-
puStén ve 3 ml 0,1%niho vodného TFA a extrahovin 3 ml hexanonu,
¢imz se odstranil p¥ebytek halogenové slouCeniny. Takto ziska-
ny materidl byl aplikovén na HPLC. Po vy&istdni bylo ziskéno
18 mg 95%niho Cistého kone&ného produktu. (Vytézek 28 &.)

Priklad 8

Priprava a izolace 4-jodbutyraldehydu a S-jodvaleraldehydu

2»(3-Chlorpropy1)—1,3-dioxolan—(4-chlor-n-butyraldehyd—

" ethylenacetalw), '1,3'ml (10'mmol),” (Fluka), byl rozpustén ve

200 ml acetonu obsahujiciho 30 g (200 mmol), 20ti nisobny pre-
bytek) NaI. Roztok byl refluxovan po dobu 24 hodin, nacez
ndsledovalo odpafeni do sucha. 100 ml etheru bylo pouZito

k extrakei organického materidlu z anorganického tuhého zbytku.
Ethericky roztok byl pak promyt 10 ml H,0, 50 mi 5%niho vod-

ného roztoku Na28203 a 3 x 50 ml vody.




Tthar byl odstrandn za vahuwa a zkyvajici olej byl roz-
sudtsn ve 3 ml 50%ni vodné kyseliny octové. Po 1 hodind

t
bylo pFiddnc 108 ml =theru do tohoto roztcku a hyselina
C

vd steind jako sthylenglykol byly odstranédny promy=

CZ

tim 50 ml H.O 3x. Hlavni produkt byl eluovdn pri Rf:0,

+dm CHC1l.. HXapkovy tast pouzity pro aldshy-

dni skupinu hvl steiny jaky bvl popsédn pro ie-
a

i+

. Bther pakx byl odstranén a ¢erny clej

5
byl nanesen na sloupek (15 cm dlouhy, 2,5

9]

m v primaru),

\

naplnény 15 g silikagelu, lerck, t#{da 9383, 230-400 mesh,
velikost pord 6 nm. Kepalnou mobilnf fdzi byl cHel, .
“rakce obsahuijici poZadovany keoneiny produkt (charakteri-

any vy3a uvedénym kapkovym testem) byly smichdny z od-.
pafeny do sucha. Bylo ziskdno 1,6 g Zluténhoc - oleje.

yytdZen: 80 %.

5-Jod valurqldenjd byl ziskén prasng s-éjﬁfm zZpl-
zobem, pricemi se vychdzelo z Z=-{4-chlorbutyl)- 1,3-dioxa-
-laﬁ—(% chlor-n-valeraldehydetihiylenacetalu) (Fluka).

Bylo z;skano 1,65 g Zlutého oleje. Vytéick 80 %.

priklad 3

priprava a izolace 3'-deamino-3'-(2'’-pyrrolin=-1''-yl)doxo-

“rubicin TFA soli (Qﬁ)

DOX HCl sdl, 50 mg (86 mikromol) byla rozpusténa
: 2, .
v 1 ml DWF a bylo pfiddno 515 ng (2,¢ mmol) 30ndsobného

N -

plebythu 4-j0d butjlmldﬂhjdrh, na¢ez nésledoval pridavak 45

milkrolitrd (250 mikromol, trojndsobny prasbytek) DIPEA.

-

izdové kyseliny

D¢

ny
Po 1 hodind bylo pfidénc 100 mikrolitrd
octové de reakini smesi, hterd pak byla pfidéna no kapkdch

do 5 ml 0,1%nino 9%A.v 70%nim vodném acetonitrilu (rozpousd=~



Pfiklad 10

lo pfiddno 100 mikrolitr& ledové kyseliny octové do reakéni
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Tento roztok byl zredén 2 ml 0,1%niho vodného TFA roztoku, na-
¢ez ndsledovalo odstranéni acetonitrilu ve Speed Wac.

V¢sledny roztok byl extrahovdn hexanem k odstranéni pfebytku
halogenove sloucenlny. Takto ziskany materisl byl apllkovan

na HPLC. Po vycxstenl bylo ziskdno 52 mg 98%niho &istého ko-
neéného produktu. {(Vytéiek 85%ni.)

PEiprava a izolace 3'-déamino-3'~(l",3"-tetrahydropyridin-
1'’~yl)-doxorubicin TFA soli (Qa)

DOX HCl sil, 50 mg (86 mikromol) byla rozpusténa v 1 ml
DMF a 552 mg (2,6 mmol) 30ti ndsobny pF¥ebytek 5- ~jodvaler- '
aldehydu byl plliddn, na&e3 nisledoval pridavek 45 mlkrolltru_
(260 mikromol) trojnidsobného piebytku DIPEA. Po 1 hodiné by-

smési, kterd pak byla pfidina po kapkdch do 5 ml 0,1%nfiho
TFA v 70%nim vodném acetonitrilu (rozpoustédlo ii HPLC sys-
tému). Tento roztok byl zfeddn 2 ml 0,1%nfho vodného TFA roz-
toku, nace% nisledovalo odstranéni acetonitrilu v Speed Wac.

Vysledny roztok byl extrahovin hexanem k odstranéni
pfebytku halogenové sloudeniny. Takto ziskany materidl byl
aplikovdn na HPLC. Po vy&istén{ bylo ziskéno 46 mg 98%niho
¢istého koneéného prodﬁktu. (Vytézek 75%ni.)

Priklad. 11 S e e

Piiprava a izolace ¢itotoxického LH-RH antagonistového analogu
obsahujicfho DOX

([D-Ly55(-Dox“—o—git)]LH-RH‘, 0114

gL)
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/D-Lys®/LH-RH, 60 mg (37,5 mikromol), a 52 mg (643ni Eistota,
37,5 mikromol) N-Fmoc-DOX14-O-hemiglutaratu, (viz pgiklad 1)
bylo rozpu$téno v 1 ml DMF a bylo pridéno 22 mg (50 mikromol)

'BEOP reagentu (Aldrich), 13,5 mg (100 mikromol) HOBt steijné

jako 52 mikrolitrd (300 mikromol) DIPEA. Po michani po dobu

1 hodiny pfi teploté mistnosti byla reakce kompletni. Rozpou-
Stédla byla odpafena a zbytkovy olej byl vykrystalizovin 3 ml
ethylacetatu a pak 2 x promyt 3 ml acetatu. 90 mg surovy tuhy
materidl byl pak rozpu$tén ve 3 ml DMF a bylo prfidéno 300ml
piperidinu. Po 5 minutdch byla reakni smés umisténa do le-
dové 14zné a okyselena pridavkem smési 300 mikrolitrd TFA,
700 mikrolitrd pyridinu a 2 ml DMF. Po odpafeni rozpoustédel
byl zbyly olej ztuZen ethylacetatem.

Surovd tuhd lidtka takto ziskand byla rozpusténa v 1 ml
70%niho vodného acetonitrilu obsahujiciho 0,1 $ TFA (i) a
zFedéna 3 ml 0,1%niho vodného TFA (ii) a aplikovéna na'semi-“
preparativni HPLC. Bylo zlskano 40mg (14,8 mikromol 98%n1ho
¢istého koneéného produktu. (VytéZek 48%ni.)

- Priklad 12

Piiprava cytotoxického LH-RH antagonistového analogu obsahuji-
ciho 2-pyrrolino-DOX

(/D--LysG(2—pyrrolino—DOXl4

-0-glt)/LH-RH, Q6149L)

Qll4gL, 11,2 mg (5 mikromol), (viz p¥iklad 11) bylo roz-
pusténo ve 200 mikrol DMF a bylo prldano 30 mg (150 mikro-
mol, 30ndsobny prebytek) 4- 3odbutyraldehydu {priklad 8), na-
¢ez ndsledoval pridavek 3 mikrolitrd (17 mikromol) DIPEA.

Po 1 hodiné byla reakce dokondena (viz ptiklad 9) a do reakéni
smési bylo pfiddno 10 mikrolitrd ledové kyseliny octové, a
smés pak byla pfiddna po kapkdch do 1 ml 0,1%nfho TFA v 70%nim
vodném acetonitrilu.




- 30 -

Tento roztok byl pak zfedén 1 ml 0,1%ni vodné TFA a aceto-
nitril byl odstranén za vakua. Zbyvajici vodny roztok byl pak
extrahovdn 1 ml hexanu a aplikovdn na HPLC. Bylo ziskéno

7,6 mg 99%niho Cistého koneéného produktu. (VytéZek 66%ni.)

Priklad 13

Priprava a izolace cytotoxického somatostatinového analogu
obsahujiciho DOX

! 14

. I | '
14--0--glt-D-Phe—Cys-—Tyr—D-—Trp-Lys-Val-Cys—Thr-NH2, Ql gS)

(DOX

D-Phe—Cys~Tyr¥D—Trp—Lys(Fmoc)-Val-Cys—Thf-NHz,
(14,5 mikromol) (Proc.Natl.Acad.Sci.USA 1986, str.1986-1990)
a 20 mg (64%ni &istota, 14,5 mikromol) N-Fmoc-DOX14-O-hemi-
glutaratu (p¥fklad 1) bylo rozpudténo ve 200 mikrolitrech DMF

20 mg

a bylo pridano 8,8 mg (20 mikromol)} BOP reragentu (Aldrich),'
5,4 mg (40 mikromol) HOBt stejné jako 17 mikrolitrd (100 mi-
kromol) DIPEA. Po michdni po dobu 1 hodiny pfi teploté mist-
nosti byla reakce dokonéena. Po odstrandni rozpoustédel za
vakua byl zbytek vykrystalizovadn ethylacetatem.

Tento tuhy materidl byl pak rozpudtén v 1 ml DMF a pfi-
d&no 100 mikrol piperidinu. Po 7 minutdch byla reakéni smés
. uloZena do ledové lazné a okyselena pridavkem smési 100 mi-
krol TFA, 300 mikrol pyridinu a 2 ml DMF. Po odpareni roz-
poustédel byl zbytkovy olej ztuZen ethylacetatem. Surovd tuha
..latka takto ziskand .byla. rozpusténa v 1 ml 70%niho vodného
~ acetonitrilu obsahujiciho 0,1 % TFA (i) a z¥edéna 3 ml 0,1%niho
vodného TFA (ii) a aplikovdna na semipreparativni HPLC. Bylo
ziskdno 9,7 mg (5,1 mikromol) 95%niho &istého konedného produktu.
(Vgtézek 35%ni.)
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Priklad 14

Pfiprava cytotoxického somastatinového analogu obsahujiciho
2-pyrrolino-DOX

(2~pyrrolino-DOXl4-0-g1t-D-Phe—Cys-Tyr-D—Trp-Lys-Val«Cys—Thr-NHz,

14
Q6 gs)

D~Phe—Cy€s—Tyr—D-Trp—Lys—Val—C;rs-Thr-NH2 (6,4 mg,‘S;OO
mikromol) byl rozpuitén ve 100 mikrol DMF a byl pfidén 2-pyrro-
lino-Doxl4-0-hemiglutarat (4,1 mg, 5 mikromol), nadeZ nédsledo-
val pridavek BOP reagentu (4,4 mg, 10 mikromol), HOBt (100
mikromol) a DIPEA (50 mikromol). Po mich&nf po dobu 2 hodin
pri teploté mistnosti byla reakéni smés okyselena 20 mikrol
AcOH a zfedéna 500 mikrolitry 70%niho vodného acetonitrilu
obsahujiciho 0,1 % TFA a dile zfedéna 700 mikrolitry 0,1%ni-
'ho .vodného TFA a aplikovdna na HPLC. Bylo ziskdno 3,9 mg
99%niho &istého produktu. (VytéZek 40 %.)

_2-Pyrrolino-DOXl4-0—hemiglutarat byl pripraven reakci
Dox14—o—hemig1utaratu 8 4-jodbutyraldehydem jak je popséno
v prikladu 9. pox14

D0x14~0-hemiglutaratu odstépenim Fmoc chrdnici skupiny jak

-O-hemiglutarat byl pfipraven z N-Fmoc-

je popsdno v prikladu 11. (Vytézek 40 %.)

priklad 15

PEiprava a izolace cytotoxického bombesinového antagonisty
obsahﬁjiciho DOX

14

(DOX ?O—glt-Gln-Trp-Ala~Va1-Gly—His—Leu(CHZ-NH)LequH
14

Q" "gB)

2'
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Gln—Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu(CHZ-NH)Leu-NHZ, 20 mg
(15,8 mikremol) (Int.J.Peptide Protein Res., 38, 1991, str.
593-600) a 22 mg (64%ni &istota), 15,8 mikromol) N-Fmoc-DOX
O-hemiglutaratu (pfiklad 1) bylo rozpuiténo ve 200 mikrol DMF
a bylo pfidédno 8,8 mg (20 mikromol) BOP reagentu (Aldrich),
5,4 mg (40 mikromol) HOBt, stejné jako 17 mikrolitrd (100
mikromol) DIPEA, Po michdni po dobu 1 hodiny pf#i teploté
mistnosti byla reakce dokondena. Po odstranénf rozpoustédel
‘za vakua byl zbytek vykrystalizovidn v ethylacetatu.

Tento tuhy materidl byl pak rozpustén v 1 ml DMF a hylo
pfiddno 100 mikrolitrd piperidinu. Po 5 minutdch byla reak-
¢ni smés uloZena do ledové 1lizné a byla okyselena pfidavkem
smési 100 mikrolitrd TFA, 300 mikrolitrd pyridinu a 200 ml
DMF. Po odpafeni rozpou$Stédla byl zbytkovy olej ztuZfen ethyl-
acetatem. Surovd tuhd litka takto ziskand byla rozpusténa
v 1 ml 70%niho vodného acetonitrilu obsahujfciho 0,1 % TFA
(1) a zfedé&na 3 ml 0,1%niho vodného TFA (ii) a aplikovdna na
semipreparativni HPLC. Bylo ziské&no 13,5 mg (7,1 mikromol)
98%niho Cistého koneéného produktu, (Vytdiek 45 %.)

Priklad 16

Priprava a izolace cytotoxického bombesinového antagonistic-
kého analogu obsahujiciho 2-pyrrolino-DOX

(2-Pyrrolino-pox *-0-g1t-G1n-Trp-Ala-val-Gly-His-Leul CH,,-NH) -

Leu-NHZ, QG‘ gB) | |

Qll4gB, 9,5 mg (5 mikromol), p¥iklad 15, byl rozpudtén
ve 200 mikrol DMF a 30 mg (150 mikromol, 30 ndsobny pfebytek)
4-jodbutyraldehyd (pfiklad 8) byl p¥id&n, nade® nésledoval
pridavek 3 mikrol (17 mikromol) DIPEA.

14_
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Po 1 hodiné byla reakce dokonCena (pfiklad 9) a k reakéni
smési bylo priddno 10 mikrol ledové kyseliny octové a tato
smés pak byla pridédna do 1 ml 0,1%niho TFA v 70%nim vodném
acetonitrilu.

- Tento roztok byl pak zfedén 1 ml 0,1%niho vodného TFA
a-acetonitril byl odstranén ve vakuu. Zbyvajici vodny roztok
pak byl extrahovan 1 ml hexanu a aplikovdn na HPLC. Bylo
ziskdno 6 mg 98%niho &istého konedného produktu. (VytéZek
60 %.)

Urdeni cytotoxické aktivity in vitro

MXT estrogenové nezdvislé myS3{ prsni rakovinné bunééné
linie bylo ziskdno od Dr. Gunterbernhardta, University of
Regensburg, Némecko. VSechny ostatni bun&&né linie pouzité
pri urdovéni antiproliferaéni aktivity sloudenin tohoto vy-
nélezu byly ziskdny z American Type Culture Collection (ATCC).

Pro vyhodnoceni aktivity analogl byla pouZita zkouska
kolorimetrické cytotoxicity na mikrotitraénich plotndch,
zaloZena na kvantifikaci biomasy znaéenim bundk krystalovou .
violeti, coZ koreluje velmi dobfe s uréenim po&tu bunék.
(Reile a j., Anal.Biochem., 187, 262-267, 1990, Bernhardt G:
a j., J.Cancer Res.Clin.Oncol. (1992), 118, 35-43, Spruss Th.
a j., J.Cancer Res.Clin.Oncol. 117, 435-443, 1991, Gillies,
R.J., Anal.Biochem, 159, 109-113, 1986, Kueng, W. a j., Anal.
Biochem., 182, 16-19, 1989.)

Zkuéebni-protokol-

1 az 2 dny po naockovdni bunék v 96 prohlubfiovych plot-
nich se kultivacni medium vyméni za &erstvé medium obsahujici
slouceniny, které maji byt testovdny a &erstvé medium jen pro

kontrolu kultur.
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Po ruzné dobé inkubace se bufiky fixuji gluﬁaraldehydem a ulo-~
z2i se pod fetdlni bovinni sérum (FBS) pfi 4 °C az do konce
experimentu. Bunky jsou oznaceny krystalovou violeti a vidza-
né barvivo se extrahu;e 70%nim vodnym EtOH.

Opticka hustota se méfi EIA Reader (Bio-Tek Instruments)
nebo Blomek 1000 (Beckman) pfi 590 nm nebo 600 nm. Kazdy dda-
jovy bod predstavuje stfedni hodnotu z 8 kultivaénich pro-
hlubnf. T/C hodnoty jsou vypodteny jake T/C = (T-CO)/@-CO).
kde T je opticki hustota zpracovavanych kultur, C=optickéd
hustota kontrolnich (nezpracovanych kultur), CO = optickd
hodnota kultur na zadatku inkubace (£ = 0).

Priklad 17

Cytotoxickd aktivita daunosaminem modifikovanych derivitd DOX

Tabulka 17-1 demonstruje d&inky doxorubicinu a jeho
daunosaminem modifikovanych derivatd na MCF-7 lidskou prsni
rakovinnou bunécnou 11n11 in vitro.

Cytotoxické skupiny majici jejich daunosaminovy dusik
zaclenény do 5ti &lenného kruhu s reaktivni funké&ni skupinou
jsou 5 aZ 50 x aktivn&jEi nes jejich homologové protéjsky s
6Clennym kruhem, jako priklady jsou 3-pyrrolidono-DOX (QS) a
3-p1per1dono-DOX (Q7) stejné jako 2—pyrrolino-DOX (QG) a
1,3-tetrahydropyridino-Dox (Qg) -
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Tabulka 17-1

G¢inky doxorubicinu a jeho daunosaminem modifikovanych derivatu

na MCF-7 lidskou prsni rakovinnou buné&nou linii in vitro

.éiéuéenihA 'égggyééni h&)c goé;;t; ; (M)
{hod) : :
3x10™ | 107 | 3x10° | 10® | 3x10° | 107
Doxorubicin 70 ‘ | 98 |82 54
(DOX) 120 95 |86 |33
Pyrrolidino- 70 97 |25 -26
DOX (Q2) 120 | 94 117 |[-19
Piperidino- 70 114 | 70 |
DOX (AN-183) | 120 | |109 {67
Isoindolino- | 70 ' 118 (86 |11
DOX (Qa) 120 108 | 77 29
3-Pyrrolino- | 70 106 |72 |3 |
DOX (Qu) 120 o7 65 |-5
3-Pyrrolidono- | 70 87 30 | -28
DOX (Qs) 120 67 25 | -10
3-Piperidono- | 70 [96 80 |59
DOX (Q;) 120 , |97 70 |43
2-Pyrrolino- | 70 50 3 |18
DOX(Qo) 120. |26 2 |9 R
.3 Tetranydro [ 70 196 |88 |69 - [
pyridino-DOX | 120 99 |93 |&2 |
(Qs)
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Bunky byly inkubovdny v IMEM mediu obsahujicim 5 % HI-
DCC-FBS (tepelné inaktivované dextranem pokryté aktivni uhli

upravené fetdlnim bovinnim sérem) na 96 prohlubniovich plotndch.

Prislusny pocet bunék ve zpracovavanych a kontrolnich plot-
nich byl urden znackovaci metodou s krystalovou violeti a byl -
vyjddfen jako hodnoty T/C, kde T/C = (T-C /C C ) x 100 /7=

= absorbance zpracovdvanych kultur, C = absorbance kontrolnich
kultur, C0 = absorbance kultur na zadatku 1nkubace {t=0).
M&fend absorbance je proporciondlni k poctu bunék./

NiZ3i hodnoty T/C indikuji sniZeni pre3itf rakovin-
nych bunék vlivem zpracovani. To znamend, Ze 75 by indiko-
~ valo 75%n{ pfeZiti bunék ve srovnini & 100 $ pro kontrolu,nebo
25%ni inhibici.

Priklad 18

P1né zachovani cytotoxické aktiv1ty DOX v LH-RH ago~
nistovém peptidovém konjugdtu Q1 gL a superaktivniho 2-pyrro-
lino-DOX (QE) v LH-RH agonistovém peptidovém konjugatu Q644gL,

in vitro.

Tabulka 18-1 demonstruje-ﬁéinky doxorubicinu a jeho
daunosaminem modifikovaného derivitu, 2-pyrrolinodoxorubi-
cinu (QG) ve srovnani s jejich konjugétg s LH-RH agonistic-
kymi analogy /D-Lys /LH -RH (Ql gL a Q6 gL) na rist MCF-7
lidské prsni rakovinné bun&éné linie a MXT estrogenné nezi-
vislé niZ3{ prsni rakovinné bun&éné linie in vitro.
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Tabulka 18-1
Sloudenina |Inkub. T/C hodnota na MCPF-7 bun&&né linii
doba pri koncentraci (M)
(h) -
3x10™"[107° |3x10™ {10° |3x10° |10® |3x10°|107
Doxorubicin®* | 70 |98 82 54
120 | | o5 les |33
Q,"gl 70 - o | 111 |89 |63
120 - {78 |55 |28
Qs 70 50 3 |-18
120 26 2 |-
Qs"gL 70 74 28 |24 |
120 60 |16 |-14
Sloudenina |Inkub. T/C hodnota na MXT bunééné linii
doba pri koncentraci (M)
(h) |
. 3x10™[10™ |3x10™ [10° [3x10° [10° |3x10°|107
Doxorubicin |26 ' 85 90 59
|50 | 74 |60 |43
QgL 26 87. 191 |73
50 |71 |se  |so
Q |28 90 |78 Is6
69 |52 |6 |-13° |
QgL 128 et f78 Je4 | 4 4 ||
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MCF-7 bunky byly inkubovdny v IMEM mediu obsahujicim
53n{ HI-DCC-FBS na 96 prohlubfiovych plotnéch; MXT bunky byly
inkubovdny v RPMI 1640 mediu obsahujicim 0,6 g/1 L-glutaminu
a 10 $ FBS,

‘% uréeno jako v tabulce 17-1

Ptiklad 19

Tabulka 19-1 demonstruje, Ze cytotoxickd aktivita in
vitro somatostatinov§ch analogd obsahujicfch DOX tohoto vy-
ndlezu je plné zachovéna.

Tabulka 19-1

G¢inky cytotoxickych analogd somastatinu obsahujicich doxorubicini. x
na rdst MIIA PaCa-2 lidskgch pankreatickfch rakovinnych buné&-
nych 1inii in vitro '

Slouc¢enina ‘Inkuba&nf |T/C hodnota piiakoncentracf-GM}

doba

hodin 10° 107 10°
DOX"-0-glt- 28 93 95 32
S-98*(Qi“gs™) |76 103 1 3
Nosigovy analog 28 - - 96
S-98* (76 - | - 98
|pox“-ogit- . f28 . .. Je3... ...|82 . . 3. .. |. .
18121 (Q,"“gs™") {76 a7 |10 4
NosiSov§ analog |28 - - 76
S-121* 76 . - 9
Doxorubicin 28 95 64 |28

76 : 71 | 10 -7
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Buriky byly inkuboviny v RPMI 1640 mediu obsahujicim
10%ni fetdln{ bovinni sérum na 96 prohlubnovych plotnach.

U | ]
D-Trp-Cys-Phe-D-Trp-Lys—Thr-Cys~Tpr—NH

5! 2'

—~
X D-PheGCys-Tyr-D-Trp—Lys-Val-Cys-Thr-NH2.

Priklad

Uéinky cytbtoxickfch analogli bombesinovych antagonistl obsahu-

jicich doxorubicin na rést CFPAC-1 lidskych pankreatick¢§ch
rakovinnych bunék in vitro

Tabulka 20-1 demonstruje, Ze in vitro cytotoxickd akti-

vita bombesinovych antagonlstlckych analogli obsahujicich DOX
tohoto vyndlezu je plné zachovéna.
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Tabulka 20-1

Sloucenina Inkubace T/c hodnota pEi koncentraci
" doba (M) .
(h) 3x10®  [107 3x107 |10°®
DOX™-Oglt 66 g5 81 44
B-94 95 o5 |57 |28
(Q,"gB) 137 94 28 19 0
|B-94* 66 99 106 {104 100
95 97 99 99 96
137 98 98 100 |96
DOX'-O-glt-B-50 |66 102 78 39 5
95 97 55 24 -1
| 137 92 28, 19 2
B-50** ~ les {100 |93 99 93
95 8 {100 |102 |98
137 97 |98 {99 98
DOX 66 88 52 15 7
95 73 32 10 5
137 49 20 7 |4

Buniky byly inkubovdny v IMDM mediu obsahujicim 10 % fetdlniho
bovinniho séra na 24 prohlubnovych plotnach.

* GIn-Trp-AIa-VaI Gly-Hls-Leu-w(CHz-N) Leu NH; |
“p. Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-Hls Leu-\y(CHrN)-Tac-NHz

Uchované vazebni vlastnosti hormonovyeh derivitd.
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Priklad 21

Hormonalni aktivity a receptorové vazebni potence cyto-
toxikych LH-RH agonlstovych analogﬁ Ql 4gL(/D -Lys /LH RH ne-
soucich DOX) a Q6 gL(/D Lys /LH ~-RH nesouc1 2-pyrrollno -DOX)
ve srovndni s nosidovym peptidem, /D-Lys /LH-RH.

Tabulka 21-1

Sloudenina Hormondlni aktivita | IC50"hodnota | 1650™% hodnota
(LH-odezva ve vztahu | pro krysi hy- | pro prsni rako-
k LH-RH = 1) pofyzni recep-| vinné receptory
tory (nM) (nM)
Ql“gL ‘ 15 | 2,29 7,24
Qsl4g1. 10 5,59 6,70
/D-Lys® /Lu-RH 8 2,26 1,80

V tabulce 21-1

X LH odezvy k analogim byly urdeny v rozm&ln&ném krysim hypo-
fyznim bunééném superfiznim systému jak je popsdno v $.Vigh
a A. V. Schally, Peptides 5, 241-247 (1984).

xX Vazebni afinity analogh k krysim hypovyznim LH-RH recepto-
rim a lidskym prsnim rakovinn?ﬁ‘receptorﬁm byly urceny
ve srovndvacich vazebnich experimentech za pouZitf /1251/
| zpaéen?chN{wang[LHfRH“jakq_;adioligandy jak je popséno
- V- B. Szoké a j., Peptides, 15(2), 359-366 (1994): Vazebn1
afinity byly vyjadfeny hodnotami ICS50, koncentrace neznade-
ného analogu vyZadovaného k inhibici 50 $ specifické vazby
radioligandu.
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Priklad 22

Somatostatinova analogy inhibuji sekreci rtstového hor-
monu (GH) z promyté krysi hypbf?zy,»jak je‘tq popsédno Carlso~
nem a j}, Thytotropin uvolﬁujici hormonovd stimulace a somato-
statinovd inhibice sekrece ristového hormonu z promytych kry-
sich adenohypofyz, Endocrinology 94, 1709 (1974).

Tudiz tato metoda byla pouZita pro srovnini cytotoxickych so-
matostatinovych analogt tohoto vyndlezu s jejich matefskymi
nosicovymi molekulami pokud jde o jejich hormondlni aktibity.

Inhibice lidsky ridstovy hormon uvolnovaciho hormonu
(hGH-RH(1—29)NH2) vyvolala uvolnéni ré&stového hormonu zZ pro-

mytych krysich hypofyznich bunék somatostatinovymi analogy
5~98-1

| ]
DeTrp-Cys—Phe—D-Trp-Lys-Thr-Cys~ThrfNH2,

a s-121

I

D-Phe-Cys-Tyr~D—Trp—Lys-Val-Cys-Thf—NH

2'

ve srovnidni s jejich prislusnym cytotoxickym derivitem

Qll4g598'1(Doxl4~o-g1t-s-9a-1) a

14

{DOX

Qll4gs121 ~0-glt-5-121).

v krysim hypofyznim vym§vaném systému byly somastétinové
analogy poddvany po dobu 3 minut vV 1nM ddvce soudasné s 1lnM
hGH—RH(l—ZQ)NHZ..Infuze.sqmatostatinovichjana}ogﬁ'bylafﬁﬁ:ib;“
vdna po dobu dal$ich 6 minut. GH odezvy na 3 minutové poddvani
1 nM hGH-RH(l-ZQ)NH2 byly ur&eny bé&hem vymyvini somastatino-
vych analogd (0 minut) a 36, 60 a 90 minut po skondeni podavani.
Gdaje jsou prezentovdny v tabulce 22-1.
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Tabulka 2z2-1

. , - T . . .' . o e
Somato—- G uvolnéniT” wyyvolané 3 min podavanim
statinové 1 nif hGH-RH(1-22)FH2 v rbznych casovych
bodech po infuzi somatostatinovych
analogy e Soma z
' analogl
U min . 30 min . 50 min 9G min}
5"98_1 2;9 9§;7 117"\3 . -
14 .98 N
Ql Ggs~" _ G a0 89,7 -
s-121 7,8 62,2 57,3 77.:8
14 121 ) o B} e
Ql gs 3,3 5813 34'3 Gf pd

. x# Vyjadfeno jako procentd: GH uvelnéni vyvolaného 3 1inﬁ-‘.
tovou infuzi 1 M hGH- hH(l 2J)NH2 pred podavanlﬁ rorHto—' '

tatincvych analogu

e

riklad 23
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eceptorové vazebn

'FJ

vtotoxickymi nombealnov;ml

B

antagonisty

Radicjodace [T"P_]AJ (Slgma)_uiivajici Bio-Rad
fnzymobead Radio Iodination scupravu a izolace monojodova=

145

- t“ - R . - . o e
néhe [ Tyr‘]Bm byla provaedana jak je drive nopsdano

s BT TR
(1) - ?azba znace cho-{?yr ]BE a nahraZeni cytotoxickym




pomeci xonfluentnich Swiss 373 Dby
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! is
can Tg@e culture Colle ction) ve 24 oronlnb'ov‘ch olotnich
r modifikaci (2) metody Xris a j. (3). 3

az 5 dni po naolio=

o

vdni byly onfluentni bunky promyty dvakrdt Hanksovym vyva-

enym solnym roztokem (HBSS) a iniubovény po dobu 30 mi-
Y YI :
- W orl25. 45 " »
nut pri 37 °c 50 pit | ~.I-Tyr }uﬁ v nepfitonnosti nebo

ori to nosti nékeolika koncentraci neznadenjch kompetitord

)
|._..i

(gg gB nebo Bi) v caslkovém objemu 0,5 ml vazebnino pufru -
(DMEM s 50 wmii HEPES, 0,1%ni bovinni sdrovy albumin (BSA)

5 b Mgélz a 100 mikrog/ml bacitracinu, pi 7,4}
ﬂu59001f1c] 4 vazba byla urZena v pfitomnogtl 1 mikrol
neznaéeného ligandu. Po 3 promytich ledové studenym HBESS
obsahujicim 0,1 % BSA (pH 7,4) Dbyly budky oddéleny 0,05%nin

trypsin/C,33 mti EDTA roztokem a prevedeny do ahumaven.

Radicaktivita byla mdfena gama poéitalem (Hicro-
nmedics Systems Inc.., Hundqville, AL}. Vazebni uduje byly
vyhodnocany pomoci raalollggndovycn vazebnich analytic-
kych programi od McPhersona (4).

#i hodnoty uvedené v tabulce 23-1 byly vypolteny

podle vzorce Chenga 2 Prusoffa(5).

1. Halmos, & j., Cancer Le tth:; 85, 111-118 (18324)

2. cai a j., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 91:12664-12568, (1994)
3{'Kkls, a o u-BlOl Chem., 262:11215=-11220, (13987}

i. McPherson, G.A., J.Pharmaco Methods, 14:213-228 (1985)

5. Cheng a Prusoff, Biochem, Pharmacol. 22:3089-2108, (1973)
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Tabulka 23-1

Charakterlzace specifické vazby cytotoxického bombesinového
L gB(2-pyrr011no-DOX14-0 -glt-Gln-Trp-Ala-val-
Gly-His- -Leu-V/ -(CH —N)Leu NH2 k bombesinovym receptorﬁm na

antagonisty Q6

Swiss 3T3 bunééné 11n11 ve srovnini s bombe51nem

Sloudenina Ki(nm)
bombesin | 1,2
‘ 011498 1'07

Komparativni d¢innost a toxicita hormonovych konjugitd versus
cytotoxickd skupina samotn§.

Priklad 24

Lé¢eni pomoci 2-pyrrolino-DOX (QG), cytotoxického 'LH- RH ago-
lqu(/b -Lys ]LH -RH vdzaného k Q6 4o- -hemi-
glutaratu) a (DOX) estrogenové nezdvislych MXT mySich prsnich
rakovin (KS-49),

nistového analogu QG

Aby se porovnala nddorovd inhibitorova aktivita cyto-
‘toxického doxorubicinovéhe derivdtu Q6 a jeho cileného cyto-

toxického peptidového konjugétu Qsl4gL stejné jako dobfe zni-
mého antineoplastického prostifedku DOX a k uré¢eni optimdlniho
zplisobu poddvdni a netoxickych ddvek byly LH-RH receptorové
pozitiyn;_Mxﬁ_(3,2) ovex nadorové kousky. (1 mm3) implanto-.
”vényfsuﬁkuténné samidim-BéDzFl mySim. )

1 den po transplantaci byly my$i n&hodné rozdéleny do
skupin po 5 kusech a bylo zahéjeno 1é&eni. Slouceniny byly
rozpusStény v 0,1%ni trifluoroctové kyselin& (pH 2) a podavi-
ny intraperitonedlné.




- 46 -

Skupiny, lécebné postupy a dévky stejné jako primérné doby
preziti jsou uvedeny v tabulce 24-1. Vysledky jsou shrnuty
v tabulce 24-2 a v obr., 1.

Tabulka 24-2 dkazuje Géinek 1é&eni pomoci Q6 a LH-RH
analogu 0614gL na nidorové objemy a pfeZiti mysi s estroge-
nové nezdvislymi prsnimi rakovinami.

Jak je uvedeno v tabulce 24-2, 1,25 nmol 06 podavaného
vdenl, 2,7, 8 14 a 15, skupina (2) vyvolalo silnou toxi-
citu charakterizovanou prumernym pfezitim 17,4 dng, coz je
vyznamné krat$i nes preziti nelécené kontrolni skupiny.

V porovndni stejnd davka Q544gL (skupina 6) vykdzala primérné
preziti 30,8 dnd, coZ je vyznamné déle, ne:z preziti nelé-
¢ené kontrolni skupiny. Vys$s{ déinnost qu gL oproti Q6
miZe byt také demonstrovidna srovninim primérnych objemd
findlniho nadoru ve skupiné 2 (1065 mm3 v den 16) a ve sku-
piné 6 (863. mm3 v den 31).

~ Podobné zivéry mohou byt demonstrovany srovnanim Q6
Q644gL pri rozd{lném 1éCebném rozvrhu, kde 0,5 nmol 1&3iv
bylo podédvédno 5 dni v t¢dnu po dobu 3 po sobé& jdoucich tydni.

Doxorubicin v toxické ddvce (celkové mnoistvi 1560 nmol,

primérné pfe3iti 20 dnd) nemohl vymytit nddor, zatimco léde-
ni pomoci Q644gL vV netoxické davce (celkové mnoZstvi 7 nmel,
primérné preZiti vét3i ne3 31 dnd) vedlo k pre21ti dvou z 5

zvirat bez rozvinuti nadoru.
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Tabulka 24-1
| éislo | poddni | ddvka/ |d&vka/ |inj. dny tydny - (celk. {primérné
skup. inj. inj. /tyden | mezi |poddv. |mnoZs. |prefitf
(nmol) (}Jm)' injeke{ obdrz.| dny
- —— =
2 Qo 1,25 (092 |2 5 175
3 0,5 0,37 75 |96
4 025~ [019 |6 2 95 |146
5 62 |15 51 130
QgL [1,25 (29 |2 5 13 30,8
05 |16 | | 75 (268
8 025 * 058 |5 2 95 [184
9 02 |046 21 |136
10 35 8,12 7 >31
11 ) 928 |1 6 2 8
12 5 16 [0 {134
13 [DOX |520 [340 I3 1560 | 20,0

* od dne 9 do dne 12 byla dévka zvySena na 2,5 nmol. Od dne 9 do dne 12 byla div-
ka zvySena na 5,0 nmol. :




- 48 ~

*n3se3 eAOUEOUNg T3TZNod Bz T(EPD TWIUTOIIUOY S TUPUAOIS dA (50°0 Z9U Jsusw af:d) ogeu
(1070 zou Fgusw of d) ygIeny pureuzda oL F3rzezd (10‘0 zou Fguow of d) JsTep pwweuzia of 137703d soe
o| 1 1.
0z 8Z| 0951 095¥ € 9 1| owms| xoa| &
ol o ‘ . -
PEl 0! 0 oI (4 9 il os| 13D w
[4 4 » | . : .
1< 13 699 | y (4 9 1 SE|: By 01
0 ) I e - :
| 9'z¥ 8’1 1€ | s8Lee §' € T s| sh] 10| &
o| o . :
c'o¥9%!1 811 1esT 5 € z s| s | ¢
0 4 .. . . ’
v0¥80¢ 1€ €98 st 3 s | st 1B 9
0| o :
T0F LI ot | ss01 s €. s | sth | ¢
ol o . . I
9‘1¥0%r £ B + 273 el IR
I£] 81 ( Toumr) (Aupy .
rusp| s Zagszoum | (Aupd3)| <yefut |uepds ez|(Toum)| .
a4 Bt pEfur | Agget|  tzew | yodefut|-fur/ |’
d 2A0NTS0 | TupATy| e2Zned 3800d | eARp
dnys eu
TRAW g z - ( g)
nIopeu
Zeq FRAM ) | nIopRy
Uyors TuaIom ’
-aTzoXd | TaTZORd|. ot | wetae .
- 3e0d buzsumad |, usp mﬁm:ovi yuparpod qosndz "amis | -
Z-pZ eTnqelL

Wt




o

L3
LEN K J

- 49 -

Priklad 25

O&inky jednot11Veho léceni pomoci DOX, cytotoxickych LH-RH

analogd T-107 a Ql gL na estrogenove nezavislé MXT mysi prs-
ni rakoviny (KS-55),

Testované slouceniny:
0 144gL: doxorubicinl4»O—hemiglutarat vazany k /b-LysEZLH—RH,
l .

T-107¢ N-glutaryldoxbrubicin vazany k Zb-Lys§7LH~RH,
Proc.Natl.Acad.Sci., sv. 89, str. 972.976 (1992).a

DOX.

Zkousky byly provedeny ndsledovné:

aby se urcily maximdlné tolerované dévky a porovnal (¢inek,

MXT (3.2) ovex rakovinné kousky (1 mm ) byly 1mplantovany

subkutanne samicim B6D2F1 mysim. Jeden den po transplantac1
byly my51 ndhodné rozdéleny do skupin po 5 zvifatech a byly
léceny jednotlivou injekei i.p. '

Skupiny a divky jsou uvedeny v tabulce 25-1. Tabulka
také ukazuje pofty my3i, které mély néddory, kdyi byl objem
méfen a prumerne doby preziti pro skupiny. Zmény objemu ni-
dord jsou uvedeny v obr. 2. Sloudeniny byly rozpuitény v
0,1%nim TFA (pH 2,0). Objem nidort byl mé&fen ve dnech 10,
13, 17 a 20.

Jak je uvedeno v tabulce 25-1 a v obr. 2, T-107.

'f [b Lys_/LH RH vazany k N-glutarleOXu), je zcela neefektiv-
ni pPi 1nh1b1c1 rﬁstu tohoto nddoru v divce 850 nmol/20 g mySi.

V kontrastu Ql gL, (/p- Lys,]LH ~RH vdzany k 14-O-glutaryl-
DOXu) vykdzal silné potla&enf rdstu nadoru (obr.) p#i ne-
toxické divce 650 nmol/20 g mys.
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DOX samotny byl vysoce toxicky (primérnd doba preziti 13,6 dnd)
v jednotlivé ddvce 650 nmol/20g my3 a vyznamné méné dcinny

nez Qllqu (obr. 2).

o |

skupina | Divka PoSet nédorovich mylli/ x
/polet preiiviich mySfi |pfesit{

nmol/ {ug/ |pmolkg |den | den den | den dny

20g |20g 10 {13 [17. {20
Kontrola 515 |5/5 [5/5 [5/5  [21,210,3
QgL | 680 |1520 |34 V4 214 | 214 314 |286+693

5.3825" |

Q:“gL 710 |1587 |355 214 13/4 13/4 |34 2601663
S | 2,0£34*

QgL |760 |1698 |38 35 1415 |4/5 | (Sakr.) | (Sakr.)
DOX |650 (427 |325 33 1212 111 |11 13,6425

DOX [700 |460 |35 23 |23 |2, 15,2424
DOX |7s0 |493 |37,5 m | | 7,841,3

Qo N & o A

T-107 |750 . 1676 | 37,5 SI5 | 5/5 1515 |4/4 21,8405

|07 850" 111900 | 444 F5i5 |55 (55 |ad |296s07 |
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* - ~ 4 rd 3 - hd oW o . . - hd e v 4
Preziti je vyznamné kratsi {p je mengi neZ 0,01) nes preziti

kontrel
** presiti je vyznamné delsi (p je mensi neZ 0,01) nebo
X {p je mensi ne% 0,05) ve srovnan{ s kontrolou (1 mys, kte-

rd zemfela nihodné v den 2, byla ponechéna mimo tyto 2

skupiny.

Priklad 26

O&inek cytotoxickich LH~RH analogl na estrogénové nezdvislé
MXT mySi prsni rakoviny (KS-47).

Litky pouZité pro 1é&&eni:

V ZasnéjSim experimentu Q, v 20 nmol denni ddvce po dobu

17 dnd m&l jen stfedn{ inhibi&ni déinek na rfist nidoru a byl

toxicky v didvece 40 nmol (stfedni preziti bylo 14,6 dnd). Denni

davka 30 nmol byla zvolena Pro soudasny experiment, kter¢y srov-

ndval d&innost a toxicitu Q214gL (Qg vizany k /b—Lys?]LH-RH),
Q, (pyrrolidinodoxorubicin), /D-Lys"/LH-RH, a [D-Lysﬁ]LH-RH+Q2.

MXT (3.2) ovex néddorové kousky (1 mm3) byly transplan-
tovédny samicim BeD Fl mySim. Lé€eni zadalo 1 den po transplan-
taci a pokradovalo po 12 i.p. injekcemi 1 x za den. VSechny
skupiny obdriely ekvimoldrni mnoistvi sloucenin, jak je uvedeno
v tabulce 26-1. Nidory byly méfeny ve dnech 10,'14 a 18 a byl
vypoéten objem né&dord. Gdadje jsou uvedeny y_tqbp;pg 26-1 a v

T obr. 3.

LéZeni denni ddvkou 30 nmol daunosaminem modifikované-
ho doxorubicinového analogu Q, (pyrrolidino-DOX) vedlo k sil-
nému inhibiénimu G&inku na rast nidoru (objem nddoru 144 S
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v den 14 oproti 1391 mm> pro kontrolni skupinu) ale vykazoval
silnou toxicitu, kdyz zabil vSechna zvifete pred koncem expe-
rimentu (stfedni pfeziti 17,9 dne).

Podobné‘-Q2 kombinovani (smés) s [b-LysqibﬁaRH‘méla za
nasledek silny nidorové inhibi&ni G&inek (objem nddoru 80 mm3
v den 14), ale stfedni preziti (18,5 dni) bylo v¢znamn& krat-
Si nez prfeZiti nelédené kontrolni skupiny (23,1 dnt).

Jako vysledek léceni pomoci Q 14

gL (Q2 kovalentn& vi-
" zany k /D- Lys,]LH RH) 2 zvirata zemrela, 1l v den 16 a dalsi

v den 26. Z 8 preZiv$ich zvirat jen u jednoho se vyv1nu1y na-
dory pfi poslednim méfeni v den 18 a véeéhna'vypadala zdraveé,
ale pozdéji se u viech zadaly vyvijet nddory. Stfedni preziti
pro tuto skupinu bylo vyznamné delsi (28,3 dni) ne? preziti
kontrolni skupiny. Lédeni /D- Lysﬁ]LH ~-RH samotnym neovlivnilo

nadorovy rist.

Tento experiment demonstruje, e vyééi G¢innost a niz&i
periferalni toxicita Qzlqu oproti cytotoxxcke skupine Q2 je
pfisouditelnd kovalentni konjuganci cytotoxické skuplny k ci-

lenému nosiéi LH- ~RH analogu.

Tabulka 26-1

U&inek cytotoxickych LH-RH analogli na rist estrogenové ne-
zdvislych MXT mysSich prsnich rakovin a pfeziti my$i s néddory
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[D-Lys®}LH-RH |48.0 10 165 | 1348 {4003 (235
[D-Lys®JLH-RH [480+ [10 [121 [80 |27 |185
"l‘Qz 121.3

'%.|16%ent iévka poéet: stfedn{ objem éffedni pfeiiti
(Fanen) myBi ' |nddoru v mmﬁ ve po transplantaci
_ dnech ~_ {any)
10 {14 |18 |
T |kontrola 15 |253 | 1391 | 4794 | 23,1
2 QML 687 (10 |33 |16 |23 |283*
3 |1Q: 21.3 10 163 (144 (137 17,9

Viechny denni ddvky jsou 30nmol ekvimoldrni mnoistvi.
Vyznamné kratsi neZ kontrola (p je menSi neZ 0,05) |

>

vyznamne delg{ nez kontrola (p je mensi nez 0,01) s Duncanovym

testem

Priklad 27

G&inky 2-pyrrolino-DOX (QG} a cytotoxického LH-RH agonistového
analogu Q6 gL (/D-Lys /LH -RH vézaného k Q614
na ruist androgenné . :zavislych krysich Dunning R-3327-H prosta-

-0=-hemiglutaratu)

tovych karcinomi

.:lSéméi'kbdaﬁsﬁé‘kffsy'hesouci-hofmonov§ %é§i;1é_Dunning T

R-3327-H prostatové karcinomy byly léZeny Q614gL, novym cyto-
toxickym analogem luteinizac¢ni hormon uvolnovaciho hormonu
(LH-RH) sestAvajicim z agonisty /D-LysG/LH—RH vdzaného k 2-pyr-
rolinodoxorubicinu, ‘
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V prvnim experimentu byi 2-pyrrolinodoxorubicin pod&-
védn v koncentraci 50 nmol/kg jako jediné 1é&ivo (QG) a jako
nekonjugovana smés s /D-Lys jLH -RH nebo konjugovan k nosici
[b Lys_]LH ~-RH (Q6 )gL Po druhém podan1 50 nmol/kg skupiny
Q6 samotné nebo smichané s [b~Lys_/LH-RH vsechny krysy uhy-
nuly se zndmkami obecné toxicity, zatimco viechna zvifata 1é-
cend cytotoxickym LH-RH konjugdtem o 4gL prezila.

Po 5 tydnech 1lé&eni celkovou divkou 150 nmol/kg Qsd4gL
se nadory zmens$ily z pﬁvodnlho objemu 8, 35 ¥ 1,7 cm3 na za-
¢dtku experimentu, na 4,47 : 0,8 cm3, zatimco nédory v kon-
trolni skupiné pékraéovaly v ristu a mérily 17,84 t 2,2'cm3.
Léc¢eni pomoci Q644gL také vyznamné snizilo hmothost tumoru

a tihu tumoru.

V druhém experimentu urdeném pro srovndni Géinnosti a

toxicity 0, a Q 44gL terapeuticky rezim sestdval ze t¥i apli-
6 % <6 P
kaci 25 nmol/kg Q6 nebo 25 nmol/kg a 50 nmol/kg'Q614gL.

Kdyz bylo léCeni zahdjeno, objem niddord ve vSech skupindch

byl mezi 3,9 az 4,5 cm3. Po 5 tydnech terapie nddory u krys:
lécenych 50 nmol/kg QGl4 gL poklesly na 2,3 k4 0,51 cm3, zatim—
co 25 nmol/kg QB bylo stdle toxické a mohlo pouze produkovat
sniZeni kone¢ného objemu nidord na 6, 76 - 1 4 cm podobné jak

14

bylo ziskdno s 25 nmol/kg Q6 9L (6,74 ¥ 1 em ) ve srovnini

s 15,6 : 2,2 cm3 pro nelécend zvirata.

Histologické vyhodnoceni vzorkil ukdzalo vyznamné sni-
Zeni mitotickych bunék v Q614gL l1écenych skupin. LH-RH recep-
tory s vysokou vazebni kapacitou. byly zjiétény v. membrandch
nelééenych vzorkd Dunningova nédoru, ale po lé&eni pomoci

Q614gL, zddnd vazebni mista pro LH-RH nemohla byt nalezena.
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Inhibice ristu nidoru pomoci AN-201 a Q614gL byla také
spojena s vyznamnym poklesem vazebn{ kapacity EGF receptort.

Jak je demonstrovédno v obr. 4 az 6, cileny cytotoxicky
LH-RH analog Qﬁl4gL je G¢innym protinddorovym.prosttedkem vy-
voladvajicim regresi krysich Dunning R-3327-H prostatovych
karcinomi. Studie také ukdzaly, Ze cytotoxicky LH-RH analog
Q614gL je mnohem méné toxicky ne? antineoplasticka skupina Q6
kterd je zaclenena, a vyznamné aktivnéjSi pfi inhibici rﬁstu

nadoru.

Obrézkové legendy pro priklad 27

Obr. 4, experiment I

Objem naddord u samci. konanskych krys nesoucich krysi
Dunning R-3327-H prostatové karcinomni transplantdty béhem 1é-
Ceni sestdvajiciho ze 3 aplikaci 50 nmol/kg égonisty /D-LysG/LH-
RH a 50 nmol/kg cytotoxického LH RH analogu. Q6 4gL
Vertikdlni ¢4ary indikuji SEM. p je mensi nez O, 05, p mensi
nez 0,01 oproti kontrole pomoci Duncanova nového vicendsobného
rozsahového testu. Léleni oznadené Sipkami bylo aplikovéno ve
dnech 1, 8 a 29. + zvifata lécend pomoc{ Q6 jako jedinym 1éd&i-
vem nebo nekonjugovanou smési s /D-Lysﬁ/LH—RH uhynula v druhém
tydnu. U téchto dvou skupin je zndzornén objem n&dord zazname-

nany v den 8.

Obr. S,“ekperiment II

O¢inek lé&eni s 25 nmol/kg 2-pyrrolinodoxorubicinu (QG)’

25 nmol/kg a 50 nmol/kg cytotoxického LH-RH analogu Q614gL na

objem nddord u krys s Dunning R-3327-H rakovinou prostaty.
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Vertikdlni ¢iry oznacduji SEM xp mensi nez 0,05, xxp men3i neZ
0,01 oproti kontrole. Lé&eni oznadeni Sipkami byla aplikovéna
trikrdt, to je v dnech 1, 8 a 29.

. obr. 6, experiment II

G&inek 1é&enf s 25 nmol/kg 2-pyrrolinodoxorubicinu Q).
25 nmol/kg a 50 nmol/kg cytotoxického LH~RH analogu Qsl4gL
na télesnou hmotnost kodafskych krys nesoucich Dunnlng R-3327-H
rakov1nu prostaty. Vertikdlni &iry oznacuji SEM p mens$i nez
o, 05, p mensi nez 0,01 oproti kontrole. L&¢eni oznadend
éipkaml byla aplikovdna tfikrit, to je ve dnech 1, 8 a 29.

Priklad 28

Srovndvaci studie d&inku doxorublclnu (DOX) a cileneho cyto~
toxického. LH-RH agonistového analogu Qll4gL (/D~Lys /LH—RH
védzaného k D0x14-0 hemlglutaratu) na ridst Ov-1063 lidsky vajed-
nikovy karcinom u lysych mysi

Lidskd epitelidlni vajeénikovd rakovinni bundéng linie
OV-1063 pochdzela: z metastatického papildrniho cystadenokar-
cinomu vajeéniku 57leté Zeny (Horowitz a j. (1985) Oncology
42, 332-337. 10 milion& bun&k OV-1063 bylo injektovano sub-
kutdnné do 3 lysych mySi pro péstovini nadord. Kousky o veli-
kosti 1 mm3 téchto néddord byly transplantovény 60 zvifatdm
pPro in vivo studii. inhibice rdstu.

C11 tohoto experimentu byl demonstrovat, ze jako vysle~

‘dek prltomnosti receptorl pro LH-RH na OV—1063, cytotoxlcky

konjugdt LH-RH byl i¢innéj8i a ménsé toxicky neZ DOX, cytotoxic~
kd skupina v ném obsaZend. Tak UCinky cytotoxického LH-RH kon-

-jugdtu byly srovniny s uéinky DOX, smési DOX s nosnou moleku-

lou, nosi&em samotnym a nelédenou kontrolni skupinou.
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VSechny injekce byly poddvéni intraperitoneilné. VSechny

slouceniny byly rozpustény v 0,9%nim chloridu sodném ve vodé
(solny roztok).

My$i s primérnou velikosti nidoru asi 15 mm>

byly rozde-
leny do 6 skupin po 9 zvifatech a obdrZely nisledujic{i lédeni

7 dn1 po transplantaci nadoru-‘skuplna 1l solny roztok, skupina 2
Ql gL v ddvce 700 nmol/20g zvifete, skupina 3 Ql gL v ddvce
413 nmol/20 g zvifete, (maximdlné tolerovani davka MTD pro

DOX), skupina 4 DOX v 413 nmol/20 g zvifete (MTD), skupina 5
smés 700 nmol/20 g DOX a 700 nmol/20 g /D=-Lys /LH—RH, skupi-

na 6 nosicovy agonistovy analog /D -Lys /1H -RH v davce 700 nmol/

/20 g zvirete.

Analyza receptord OV-1063 vykdzala ptitomnost vysoké
afinity vazebnich mist pro LH-RH.

Vysledky

JaK je zndzorné&no v obr. 7 silni inhibice rdstu nadoru
byla dosazena lécenim pomoci Qll4gL'v 413 nmol/20 g davce
(skupina 3} Zvifata nevykazovala zndmky viZné toxicity. Ve
srovndni, léceni pomoci DOX poddvaného ve stejné davce
413 nmol/20 g (12 mg/kg, MTD, skupina 4) nevykdzalo v§znhamnou
inhibici rGstu nddoru u t¥i zvifat pfefivéich na konci expe~
rimentu. 3 zvifata uhynula v den 5 a 6 zvifat uhynulo v den 9
vlivem toxicity.

Pri vy8&i dédvce (700 nmol/20 g, skupina 2), Qll4gL vy-
‘kdzalo velmi silnou inhibici rdstu nddoru (obr. 7). Dvé z .9
zvifat zahynula vlivem toxicity a 1 zvite zahynulo ndhodné. =
6 pfezivSich zvifat se zotavovalo z hmotnostni ztrity asi 20 %
na konci experimentu. Ve skupiné 6 stejné vysoké davka (700 nmol/
/20 g) DOX byla smichd&na se 700 nmol /D-Lys /LH -RH. V den 5
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véechna zvirata zahynula v této skupind ndsledkem silné toxi-

city.
Zavéry

Vysledky jasné demonstrhji, Ze vlivem pritomnosti re-
ceptord pro LH-RH na bufkdch epiteliilni vajednikové rakoviny
OV-1063 cileny cytotoxicky LH-RH konjugét Qll4gL vykazuje niz-
8$i toxicitu ‘@ vySSi protinddorovy Géinek neZ doxorubin Ql,kte—
ry obsahuje cytotoxickou skupinu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina obecného vzorce T

Q14—0—R-P (1)

kde Q@ mid podrobnou chemickou .strukturu zndzornénou vzorcem II

()

kde
R’ je vybrdn ze skupiny zahrnujici NH,, aromaticky nebo
'-hydrogenovanf”Sti'nebo‘6&lenn9‘heterocykl majﬁcifales-
pofi jeden kruhovy dusik a takovy heterocykl majici bu-
tadienovou skupinu vdzanou k prilehlym atomim uhliku
tohoto kruhu k vytvoreni bicyklického systému a
P je H nebo peptid

za predpokladu, ze kde R’ je NH2, pak R a P jsou jiné
nez H a kde R a P jsou H, pak R’ je jin§ neZ NH2.
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2. Slouc¢enina podle ndroku 1, kde R’ je vybran.ze skupiny
zahrnujici NH,, pyrrolidin-l-yl, isoindolin-2-yl, 3-pyrrolin-
1-yl, 3-pyrrolidon-l-yl, 2-pyrrolin-1l-yl, 3-piperidon-1-yl,
1,3-tetrahydropyridin-i-yl, a

P je Pl’ lea P3, kde '

Py je vybrdn ze skupiny zahrnujici LH-RH analog vzorce
Aaa—Bbb—CCCwSer-Tyr-D-Lys(Xxx)-Leu-Arg-Pro-Ddd,

kde (Xxx) je wvodik, AzBu nebo Azpr,

pricdemz kde

Raa je Glp, pak Bbb je His, Ccc je Trp a DAd je glwaHz;

kde Aaa je Ac-D-NaI (2), pak Bbb je D-Phe (4C1), Cce je D-Pal

(3), D-Trp, a bdd je D-Ala- NHz, a

kde Aaa-Bbb-Ccc je Ac, pak Ddd je NH-CH2CH3,

pti¢emZ skupina Ql4~O-R- tvori karboxamido vazbu s volnou ami-
noskupinou D-Lys skupiny nebo s alespofi jednou z volnych ami-
- noskupin A,Bu nebo A,Pr kdyZz jsou piftomné v (Xxx),

P, je analog somatostatinu vzorce

| I

. Baa~Ci{s-Bbb-D-Trp-Lys-Ccc~Cys~Ddd-NH

27
pricemz kde
Aaa je D-Phe, pak Bbb je Tyr, Ccc je Val a Ddd je Thr nebo Trp,
kde Aaa je D-Trp, pak Bbb je Phe, Ccc a DAd jsou Thr,
pfiéemi skupina Q *O -R tvor1 karboxamidovou vazbu s termindlni
amlnoskuplnou Aaa skuplny,

3 je bombesinovy antagonistovy analog vzorce
Aaa-Gln-Trp-Ala-Val-Gly- His -Leu-Bbb- NHZ'
kde RAaa je 0, D-Tpi nebo D-Phe, Bbb je: (CH —HN)Leu, CH
nebo {CH »~NH)Trp nebo (CH 2~N)Tac,

2—NH(Phe)

v oaow w s 4 ~ - - . -
. pricemz skuplnq Q” "-0-R~ tvor;_karboxamldovou.vazbups termingl- -

ni aminoskupinou Aaa skupiny, kde je pfitomna nebo se skupinou
Gln, kde chybi.
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3. Sloucenina podle ndroku 2, kde n je rovno 3.

4, Sloucenina podle ndroku 3, kde R’ je NH,.

5. 'Siouéeniha podle néroku 3, kde R' je 2-pyrrolin-l-yl.
6. Sloucenina podle ndroku 4, kde P je P,.

7.  Sloucenina podle ndroku 5, kde P je P,.

8. Slougenina podle'néquu'4, kde P je P,.
9. Slouéenina podle ndroku 5, kde P je P,.
10. Sloudenina podle niroku 4, kde P je Pj.
11.- Slouéeninalpddle ndroku 5, kde P je P,.
12. Sloucenina podle ndroku 1, kde -R a.-P jsou oba ~H a

R' je jinf ne: NH,.
13. Sloucenina podle ndroku 12, kde -R’ je pyrrolidin—l-yl;
14. Slouéenina.podle ndroku 12, kde ~R’ je iscindolin-2-yl.
15, Sloucenina podle ndroku 12, kde -R' je 3-pyrrolin-l—ylf
16. Sloudenina podle ﬁéroku 12, kde -R' je 3-pyrrolidon-1-yil.
“17.“IW Slouéenina_ppdle.éérokq 12, kdev-Rf‘je_2prerlin~lfyl..
18. Slou¢enina podle nédroku 12, kde -R’ je 3-piperidon-l-yi,

19, Sloudenina podle ndroku 12, kde -R’ je 1,3-tetrahydro-
pyridin-l-yl. ‘
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38. Zplsob podle ndroku 30 vyznadeny tim, e stuped a)
se provadi v.aprotickém reakéné inertnim organickém rozpous-
tédle.

39. ' Zplisob podle naroku 30'vyznaéen9 tim, %e stuped a)
se provadi v poldrnim nehydroxylovém reakdné inertnim organic-

kém rozpoustédle,

40. Zplisob podle nédroku 30 vyznadeny tim, e jako roz-
poustédlo se pouZije dimethylformamid. '

41, Zpisob podle néroku 30 vyznadeny tim, Ze aldehyd
se vybere ze skupiny zahrnujici omega-brom- a omega-jodbutyr-
aldehyd a valeraldehyd.

i

Zastupuje: JUDr. Ing. Milan Horejs
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Obr. 1 ,

Objemové zmény estrogenové nezdvislych MXT mySich prsnich

rakovin u Ks-29

(¢fsla psand kurzivou ukazuji polet pfeziviich my$i v dobé

. méfeni)
%
8000
é’.
| 2
7000 —8— Kontrola

—a— Q, 6x1.25 nmol/20g
—a - Q; 15 x 0.5 nmol/20g
—— QgL 6 x 1.25 nmol/20g |
.-¢---Q, gL 15x 0.5 nmoli20g |{
—e-- QgL 2 x3.5nmol20g

6000

~-5000
mE . —©- Q,"gL 2 x5.0 nmoli20g

: DOX 520 nmol/20g |
v . B
S 4000 ®1
3 .

; .

&

g

8 3000

2000

Dny po transplént&di
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Obr. 2

Objemové zmény estrogenové nezdvislych MXT niadord u KS-55

(Vybrané skupiny)

6000
. | —@-~- Kontrola '
_ —m— AN-152 880 nmol o
x 6000 - ~A~- DOX 650 nmol 7
4 —x— T-107 850 nmol X
. 4000
m
£
o 3000 -
0
0
o
a
g 2000 -
0
R
0
o
1000
0 -
1 1 | ! J '

Dny pe transplantaci
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Obr. 3 3/7

G6Zinek cytotoxickych LH-RH analogi na preziti mySi s estroge-

nové nezdvislymi MXT rakovinami

16

14 -

12 -

Sich mysi

-

reziv

-

Pocet p

‘ 0 1 I 'fiﬂ
10 15 20 25 30
¢ bny po transplantaci
w kontrola B | [I.)-Lw'IUl-RH‘
¢ AN192 ©  ANAST

v [DAysiLH-BH + AN-181
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OBJEM NADORU
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Obr. 4

—@— KONTROLA _
| —— [D-Lys’JLH-RH 50 nmol/kg |
—A—- Q/gL 50 nmolikg
21000  —w— Qg 50 nmol/kg
4 Qg 50 nmol/kg + +
6 —4—
18000 - [D-Lys®JLH-RH 50 nmol/kg
15000 -
12000 -
9000 -
6000 - |
3000 - A 4\ H{
' |

‘r¢pNY LECENT



OBJEM NADORU (mm3)

Obr. 5
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18000

16000

14000 -

| —m— 25 nmol/kg Qg
| _a-- 25nmolikg QgL |

—@— KONTROLA |

——- 50 nmol/kg Qg "glL T

T¢DNY LECENT



HMOTNOST ZVIRAT (qg)
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Obr. 6
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440
420
400

380

360 — -

340 -

320 -

300

260 -~

+ KONTROLA
—m— 25 nmol/kg Q;

—a—- 25 nmollkg QgL
—w—- 50 nmollkg Q" gL

240

T¢DNY LECENT
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Inhibice rdstu OV 1063 lidskych vajelnikovych rakovinnych

.xenoimplantdtd u holych mys{ cytotoxickym analogem LH-RH

obsahujicim doxorubicin (Qll4gL) a.doxorubicinem (Ql)

Y

ti
5000 - —&— Kontrola ‘ _
14 ‘
—m— Q,"gL. 700nmoli20g (MTD). | -
| —A-- Q,gL. 413nmol/20 g.
4000 4 | —Y— Q,. 413nmol/20g (MTD}.

3000 -

2000

Objem nidoru (mm>)

1000

'Doba (dny)

*p< 0,05, P< 0,01

MTD ; Maxim&lni tolerovand ddvka
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