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Sﬁoséb wytwarzania nowych koniugatéw
kwasu 4-amino-N, ;, -metylo-pteroilo-glutaminowego z biatkiem

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania nowych koniugatéw kwasu 4-amino-N, o-metylo-ptero-
ilo-glutaminowego (oznaczanego w skrécie MTX) z biatkiem. Koniugaty te znajdujg zastosowanie jako lek prze-
ciwnowotworowy. ,

MTX jest silnym inhibitorem syntezy biatka i dziata niszczaco na komoérki. Jest on antymetabolitem kwasu
foliowego i jako lek znalazt zastosowanie w terapii wielu chor6b nowotworowych (Handb. Exp. Pharm. XXXV1lI
" Antineoplastic and Immunosuppressive Agents”, wydawca A.C. Sartorelli, D.G. Johns, Springer-Verlag Berlin,
Heidelberg, New York, 1975).

Biologiczne wtasciwosci koniugatéw - preparatéw cytotoksycznych z nosnikami, takimi jak przeciwgiata,
lektyny, hormony - oddziatujacymi z komérkami nowotworowymi zostaty zebrane w pracy przegladowej (J.
Nat. Cancer Inst. 61, 657, 1978). W wiekszosci przypadkéw efekty dziatania koniugatdw przedstawiaty wyzszg
warto$é w leczeniu niektorych nowotwordw niz forma leku nieskoniugowanego.

W literaturze fachowej opisano kilka koniugatéw MTX z przeciwciatami (C.R. Acad. Sci. 246, 1626, 1958;

"Ann. N.Y. Acad. Sci. 186, 270, 1971; Biochem. Soc. Trans. 1, 722, 1973; J. Med. Chem. 20, 950, 1977). Jako
czynnika sprzegajacego uzywano zwiazki karbodiimidowe lub sprzegano z nosnikami uprzednio dwuazowany
MTX. Réwniez dobre efekty terapeutyczne osiagano uzywajac innych nosnikéw dla MTX. Opisano koniugaty
MTX z polilizyna (Proc. Nat. Acad. Sci. USA 75, 3867, 1978), z konkanawaling A (Int. J. Cancer 26, 665, 1980),
z polimerami (J. Nat. Cancer Inst. 62, 1261, 1979), z albuming surowicy wotu (J. Nat. Cancer Inst. 62, 79, 1979)
itp. ‘ g
W doswiadczeniach in vitro stwierdzono, ze liposomy zawierajace MTX zwigkszaty znacznie powinowact-
wo leku do komérek biataczkowych (J. Nat. Cancer Inst. 64, 715, 1980). '

Nieoczekiwanie okazato sie, ze bardzo interesujace wtasnosci przeciwnowotworowe wykazuje otrzymany |
sposobem wedtug wynalazku nowy koniugat kwasu 4-amino-N; o -metylo-pteroilo-glutaminowego z fibrynogenem

zaréwno pochodzenia ludzkiego, jak i zwierzgcego. Fibrynogen jest rozpuszczainym biatkiem odpowiedzialnym
za krzepniecie krwi. W procesach krzepniecia przechodzi w nierozpuszczalng fibryne. Ponadto wykazuje bardzo
stabg immunogennos¢ (Fibrynogen s. 277, wyd. Marcel Dekker; N.Y. 1968).

Wedtug wynalazku sposéb wytwarzania nowych koniugatéw kwasu 4-amino-N; o-metylo-pteroilo-glutami-
novsego z biatkiem przy uzyciu jako czynnika sprzegajacego zwigzkéw karbodiimidowych polega na tym, ze
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kwas 4-amino-N, o-metylo-pteroilo-glutaminowy sprzega sie z fibrynogenem ludzkim lub zwierzecym poddanym
czesciowej hydrolizie za pomoca kwasu organicznego, zwtaszcza kwasu mréwkowego w temperaturze 60-100‘"0.
Podhydrolizowany fibrynogen dializuje si¢ nastepnie tak dtugo do wody, aby jego pH wzrosto powyzej 3.
Wedtug wynalazku, reakcje sprzegania prowadzi si¢ w srodowisku wodnym w obecnosci rozpuszczalnych w tym .
srodowisku karbodiimidéw, przy czym korzystne jest poddawanie mieszaniny reakcyjnej wielokrotnemu dziata-
niu ultradzwigkow,

W wyniku reakcji otrzymuje sie z26ttomleczng zawiesing o wagowym stopniu podstawienia MTX: fibryno-
‘gen w zakresie 1 570 ktora dializuje sie nastepnie do wody przez okoto 50 godzin i w tej postaci stosuje sie do
testow biologicznych.

Przeprowadzone badania na myszach CDF z biataczka P388 wykazaty, iz koniugat otrzymany sposobem
wedfug wynalazku, podany dootrzewnowo w dawkach 10 i 20 mg (w przeliczeniu na wolny MTX) na kilogram
wagi maszy przedtuza Sredni czas przezycia zwierzat odpowwdmo 35 30% w stosunku do grupy myszy, ktérym
podawano wolny MTX.

Nizej podany przykfad wyjasnia biizej sposéb wedtug wynalazku nie ograniczajac jednak jego zakresu.

Przyktad:A. Przygotowanie fibrynogenu do sprzegania. 160 mg fibrynogenu wotowego (firma Bio-
med, Polska) rozpuszcza si¢ w 4,5 ml 76% kwasu mréwkowego i ogrzewa przez 25 minut w temperaturze 100°C,
a nastepnie dializuje do wody dejonizowanej przez 48 godzin, tak aby pH prébki wynosito 4.

B. Sprzeganie z MTX. Bezposrednio przed rozpoczeciem reakcji sprzegania pH probki fibrynogenu przygo-
towywanego jak w punkcie A, doprowadza sie do 5.9 za pomocg 0.05 M NaOH. W otrzymanym roztworze rcgz-
puszcza sig 15 mg MTX (Werfft-Chemie, Austria). Roztwor umieszcza si¢ w tazni wodnej o temperaturze 20 C
i dodaje matymi porcjami 26 mg chlorowodorku 1-etylo-3-(3dwumetyloaminopropylo)karbodiimidu (firmy
Serva, RF N). Podczas reakcji koniugowania prébke przez 6 godzin poddaje si¢ wielokrotnemu jednominutowemu
dziataniu ultradzwigkow w sonifikatorze DZ-11. Otrzymang 26ttomleczng zawiesine dializuje sie przez 48 go-
dzin do wody dejonizowanej.

Uzyskany produkt stanowi 26ttomleczng zawiesing o wagowym stopniu podstawienia MTX: fibryno-
gen 1:8

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania nowych koniugatéw kwasu 4-amino-N o-metylo-pteroilo-glutaminowego z biat-
kiem przy uzyciu jako czynnika sprzegajacego zwiazkéw karbodiimidowych, znamienny tym, ze kwas
4-amino-N, ¢ metylo-ptermlo-glutamlnowy sprzega si¢ z fibrynogenem ludzkim lub zwirzecym, uprzednio hydro-
lizowanym.

2. Sposdb wedtug zastrz. 1,znamienny tym, Zestosuje sie fibrynogen poddany czesciowej hydroli-
zie za pomoca kwasu organicznego, korzystnie kwasu mréwkowego w temperaturze 60-100°C i nastepnie dializo-
wany do pH powyzej 3.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze reakcje sprzegania prowadzi sie w srodowisku
wodnym w obecnosci rozpuszczalnych w tym $rodowisku karbodiimidéw.

4. Sposéb wedtug zastrz. 1 lub3, znamienn y tym, Ze mieszanine reakcyjna poddaje sie dziataniu
ultradZzwiekéw.
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