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Vynédlez se tyka zplsobu vyroby novych
Cs-karboxhydrazidii 4-deacetylvinkaleuko-
blastinu, vykazujicich G¢innost proti zhoub-
nym nddorim.

Bylo zjisténo, Ze nékteré prirodni alka-
loidy, ziskdvané z rostlin druhu Vinca roses,
jsou G&inné pri 1éCb& experimentdlnich néa-

dorovych onemocnéni Zivolichil. Mezi tyto

slouteniny néleZeji leurosin {viz americky
patentovy spis ¢. 3 370 0537), vinkaleukoblas-
tin (vinblastin) — dé&le oznaCovany jako
VLB (viz americky patentovy spis ¢&islo
3097 137}, leuroformin (viz belgicky pa-
tentovy spis & 811 110), leurssidin (vinro-
sidin) a leurokristin (dale oznacdovany jako
vinkristin) (oba viz americky patentovy
spis ¢. 3 205 220}, deoxy-VLB , A" a ,B" [viz
Tetrahedron Letters, 783 (1958)], 4-deacet-
oxyvinblastin ([viz americky patentovy spis
¢, 3954773), 4-deacetoxy-3‘-hydroxyvin-
blastin (viz americky patentovy spis ¢€islo
3 944 554}, leurokolombin (viz americky pa-
tentovy spis €. 3890 325) a vinkadiolin (viz
americky patentovy spis ¢. 3887 565). Dva
z téchto alkaloidfi, a to VLB a vinkristin,
jsou v soucdasné dobé na trhu jako prostted-
ky k 1éfeni nadorovych onemocneni, zejmé-
na leukémii a piibuznych chorob ¢lovéka.
Tyto dva komerc¢ni alkaloidy se obvykle po-
déavaji intraven6zné.
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Chemické modifikace alkaloidli z rostlin
druhu Vinca rosea byly ponékud omezeny
uréitymi okolnostmi. V prvé Fadé je tieba
vzit v tivahu, Ze struktura molekuly t&chto
latek je neoby&ejné sloZitd, a Ze je tedy
neobyCejné obtiZné vyvinout chemické re-
akce, kterymi by byla modifikovdna jedna
konkrétni funkéni skupina v molekule bez
ovlivnéni jinych skupin. V druhé fad& pak
pfichazi v uvahu skutefnost, Ze z frakci
ziskanych z rostlin druhu Vinca rosea nebo
z alkaloidii z té&chto rostlin byly izolovany
nebo vyrobeny dimrerni alkaloidy postrada-
jici Zddané chemoterapeutické vlastnosti a
stanoveni jejich struktury vedlo k zavéru,
Ze tyto ,neaktivni' sloudeniny jsou uzce pii-
‘buzné s aktivnimi alkaloidy, od nichZ se
Casto 1i51 jen stereochemii na jediném mis-
t€& molekuly. Anti-neoplastickd ufinnost se
tedy zdéla omezend na velmi specifické za-
kladni struktury a v souhlase s tim se na-
déje na ziskani ucinnéjsich 1é¢iv modifika-
ci téchto struktur zdaly jen velmi malé.
Mezi aspésné modifikace fyziologicky uté€in-
nych alkaloidi naleZi pfiprava 6,7-dihydro-
-VLB (viz americky patentovy spis ¢&islo
3352 868) a ndhrada acetylové skupiny na
C4 (uhlik v poloze 4 cyklického systému
VLB — viz niZe uvedené ¢islovani) vy3si
alkanoylovou skupinou nebo nepFibuznymi
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acylovymi skupinami (viz americky paten-
tovy spis €. 3392 173). Né&které z téchto Cs-
-derivatd jsou schopné prodlouZit Zivot myS$i
inokulovanych Ileukémil P1534. Jeden z
téchto Cs4-derivdatd, v némZ je Cs-acetylova
skupina VLB nahrazena chloracetylovou
skupinou, je rovnéZ uZiteCnym meziproduk-
tem pro pfipravu strukturné modifikovanych
derivatli VLB, v nichZ C4-acetylovou skupi-
nu VLB nahrazuje N,N-dialkylglycylovd sku-
pina (viz americky patentovy spis &islo
3 387 001).

Byly rovnéZ piipraveny Csz-karboxamidové
a -karboxhydrazidové derivdaty VLB, vinkris-
tinu, vinkadiolinu apod. a bylo zjiSténo, Ze
jsou u€inné proti nddorovym onemocnénim
(viz belgicky patentovy spis &. 813 168}. Ty-
to sloufeniny jsou neobyCejné zajimavé, pro
toZe napriklad 3-karboxamidy VLB jsou
uclinn&jsi proti Ridgewayovu osteogennimu
sarkomu a Gardnerovu lymfosarkomu neZ

ve kterém
Q plfedstavuje zbytek vzorce

R

7
—NH—N :
AN

R1

4

samotny VLB, tedy neZ zdkladni alkaloid,
7z n&hoZ byly odvozeny. Uréité z t8chto ami-
doderivatd se co do uwlinnosti pFibliZuji
G€innosti vinkristinu proti stejnym nédo-
rtam. Jeden z téchto amidd, a to Cs-karbox-
amid 4-deacetyl-VLB nebo vindesin, je v
soucasné dobé v klinickych zkou¥kdch na
lidech, a bylo zjidténo, Ze je dfinny u riiz-
nych forem leukémie. Zda se, Ze u &lovéka
vindesin vykazuje niZ$i neurotoxicitu neZ
vinkristin a a je zPeteln& ufinny proti leu-
kémiim resistentnim na vinkristin.
Cs-karboxhydrazid 4-deacetyl-VLB je po-
psdan v belgickém patentovém spisu &islo
813 168 jako prostredek ufinny proti trans-
plantovanym nadorim u my$i. Bylo proké4-
zéno, Ze tato ldtka je ucinnd proti Ridge-
wayovu osteogennimu sarkomu, Gardnerovu
lymfosarkomu a leukémii P 1534 (J).
Predmétem vynalezu je zplisob vyroby
novych sloufenin obecného vzorce I,

(1

kde ‘

R znamen& alkylovou skupinu s 1 aZ 3
atomy uhliku, a

R! piedstavuje atom vodiku nebo

R a R! spoletné& tvoii alkylidenovou sku-
pinu s 1 az 3 atomy uhliku,

vyznadujicli se tim, Ze se Cs-derivat 4-de-
acetyl-vinkaleukoblastinu, obecného vzor-
ce 1A,
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ve kterém

Q‘ znamend zbytek —NHNHz ,
necha reagovat v roztoku s formaldehydem,
acetaldehydem, acetonem nebo propional-
dehydem, popripad& s néasledujici hydroge-
naci. :

Symbol R ve sloufeniné& obecného vzorce 1
m@Ze znamenat methylovoun, ethylovou, n-
-propylovou nebo isopropylovou skupinu.

Mezi alkylidenové skupiny s 1 aZ 3 ato-
my uhliku, tvofené symboly R a R! spoled-
né, ndleZeji methylidenova skupina (=CHz],
ethylidenovd skupina (=CH—CH3), n-pro-
pylidenova skupina (=CH—C2Hs) a isopro-
pylidenovéa skupina

Slouteniny obecného vzorce I jsou pojime-
novény jako derivdty Cs-karboxhydrazidu 4-
-deacetyl-VLB. Systematicky nézev t8chto
slout¢enin by mél zahrnovat vyraz ,,3-deme-
thoxykarbonyl®, tento vyraz je v8ak vypous-
tén, protoZe z pojmenovani , Cs-karboxhvyd-
razid“ jednoznatnd vyplyvd, ZYe Cs3-metho-
xykarbonylovad skupina VLB byla nahrazena
odpovidajici jinou skupinou. K oznaleni
sloufenin podle vynalezu by bylo moZno
pouZit i jiného ndzvoslovného systému. Tak
napriklad je moZno tyto slouCeniny pojme-
novat jako derivaty 23-demethoxy-23-hyd-
razidu 4-deacetyl-VLB, z kteréhoZto na-
zvu vyplyvd nédhrada Cgz3-methoxyskupiny
hydrazidovym seskupenim. Prednost se vSak

(1A)

nicménd dava pojmenovani téchto sloufenin
jako derivati Cs-karboxhydrazidu.

Hydrazin obsahuje 2 dusikové atomy, kte-
ré jsou v hydrazidu &islovany nésledovné:

C—NI!—N2—H .

[

O H H

Hydrazidovymi derivaty podle vyndlezu
jsou vesm&s N2-derivaty.

Sloufeniny shora uvedeného obecného
vzorce I je moZno pripravit nékolika alter-
nativnimi postupy. Vyhodny postup spolivé
v tom, Ze se nejprve pripravi Cs-karboxhyd-
razid 4-deacetyl-VLB, a to plsobenim hyd-
razinu na VLB, za pouZiti postupu popsa-
ného v belgickém patentovém spisu 813 168.
PFi této reakci se VLB a hydrazin zahFivaji
v uzaviené reakdéni nddob& za pouZiti bez-
vodého ethanolu jako rozpoutédla. Alter-
nativng je moZno 4-deacetyl-VLB podrobit
za stejnych podminek reakci s bezvodym
hydrazinem. Reakce hydrazinu se samoinym
VLB slouzi k hydrolyze acetoxyskupiny na
Cs a produktem reakce je tedy vZdy Cs-kar-
boxhydrazid 4-deacetyl-VLB bez ohledu na
to, zda se jako vychozi materidl pouZije VLB
nebo 4-deacetyl-VLB. Sloufeniny obecného
vzorce 1 se pFipravuji zplisobem podle vy-
nédlezu za pouZiti Cs-karboxhydrazidu 4-de-
acetyl-VLB jako vychoziho materidlu, pfi-
praveného libovolnym zplisobem.

Reakci Cs-karboxhydrazidu 4-deacetyl-
-VLB s formaldehydem, acetaldehydem,
propionaldehydem nebo acetonem se zis-
kd prisludny alkyllidenovy derivat obec-
ného vzorce I, v ndmZ R a R! spoletnsd
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tvori alkylidenovou skupinu s 1 a? 3 ato-
my uhliku. Tyto alkylidenové derivdty lze
pak hydrogenovat, jako piisobenim reduké-
niho c¢inidla hydridového typu, nap¥iklad
natriumborohydridu, za vzniku odpovidajici
slouceniny obecného vzorce I, ve kterém
R znamend alkylovou skupinu s 1 a# 3 ato-
my uhliku a R! pFedstavuje atom vodiku.

Piipravu sloufenin obecného vzorce I, ja-
koZ i1 potfebnych vychozich latek ilustruji
nasledujici pFiklady provedeni, jimiZ se viak
rozsah vyndlezu v Z4dném sméru neome-
zuje.

Pi¥iprava vychozi latky
Cs-karboxhydrazid 4-deacetyl-VLB

4-deacetyl-VLB se v bezvodém ethanolu
zahlivd s nadbytkem bezvodého hydrazinu
cca 18 hodin v uzaviené reakéni nddobhé na
teplotu zhruba 60°C. Reak&ni nadoba se
ochladi, otevie se, jeji obsah se vyjme a
tekaveé slozky se odpafl ve vakuu. Zbytek,
tvofeny Cs-karboxhydrazidem 4-deacetyl-
-VLB, se vyjme methylenchloridem, methy-
lenchloridovy roztok se promyje vodou, vy-
susi se a methylenchlorid se odpafi ve va-
kuu. Odparek se rozpusti ve smdsi stejnych
dild chloroformu a benzenu a chromatogra-
fuje se na silikagelu. Jako eluéni &inidlo se
pouZivd smés benzenu, chloroformu a tri-
ethylaminu. Pocadtedni chromatografické
frakce obsahuji nezreagovany 4-deacetyl-
-VLB. Dalsi frakce .obsahuji Cs-karboxhyd-
razid 4-deacetyl-18‘-demethoxykarbonyl-
-VLB, ktery popsali Neuss a spol. v Tetra-
hedron Letters, 1968, 783. Nasledujici frak-
ce, které podle chromatografie na tenké

vrstvé obsahuji Cs-karboxhydrazid 4-deace-

tyl-VLB, se spoji a rozpoustddla se odpafi
ve vakuu. Vysledny pevny produkt taje za
rozkladu zhruba p¥i 219 aZ 220 °C.

Priprava finalnich produkti
Pr¥iklad 1

Priprava Cs3-NZ2-ethylidenkarboxhydrazidu
4-deacetyl-VLB

1 mmol (768 mg) Cs-karboxhydrazidu 4-
-deacetyl-VLB se rozpusti v 50 ml dichlor-
methanu a k roztoku se pfidd 200 mg acet-
aldehydu. Reakéni nadoba se uzavie a ne-
chd se pfes noc stdt pfi teploté mistnosti.
Vysledny roztok se odpafi na GervenoZluty
amorfni praskovity zbytek, ktery se k od-
stranéni nadbytku acetaldehydu rozdé&li me-
zi dichlormethan a vodu. Dichlormethanovy
roztok se vysusi a odpali se k suchu. Zbyly
CervenoZluty praskovy zbytek je tvoiren Cs-
-NZ-ethylidenkarboxhydrazidem 4-deacetyl-
-VLB s ndsledujicimi fyzikdlnimi konstanta-
mi:

Hmotnostni spektrum:
m/e = 794 (M*).

IC: v = 1680 cm~! (—CON),
1710 cm~1 (CQO).

Prfiklad 2

Priprava Cs3-N2-ethylkarboxhydrazidu
4-deacetyl-VLB

C3-N2-ethylidenkarboxhydrazid 4-deacetyl-
-VLB z prikladu 1 se rozpusti ve 100 ml ab-
solutniho ethanolu a p¥Fidd se 500 mg 96%
natriumborohydridu. Reakéni sm&s se pies
noc michd pri teploté mistnosti, nadeZ se
k ni aZ do vzniku ¢&irého roztoku pfriddva
1N kyselina chlorovodikovad. Po pFiddni vo-
dy se vysledny roztok zalkalizuje koncen-
trovanym hydroxidem amonnym a dvakrat
se extrahuje dichlormethanem. Dichlorme-
thanové extrakty se vysu3i a odpafi se k
suchu. Ve vytéZku 49 mg se ziskd Cerveno-
Zluty amorini pradek, tvoreny Cs-NZ-ethyl-
karboxhydrazidem 4-deacetyl-VLB, s nésle-
dujicimi fyzikdInimi konstantami:

Hmotnostn{ spektrum:
m/e = 796 [(M*).

IC: = 3460 cm™1 [(N—H),
1656 cm~! (CON],
1715 cm~! (COO).

Priklad 3

Priprava C3-N2-methylidenkarboxhydrazidu
4-deacetyl-VLB

768 mg Cs-karboxhydrazidu 4-deacetyl-
-VLB se rozpustl ve 100 m! tetrahydrofura-
nu a k roztoku se p¥ida 20 ml 37% vodného
formaldehydu. Reak&ni nddoba se uzavie a
reakéni smés se pfes noc michd pFi teplo-
t8 mistnosti. Vysledny roztok se odpafi na
gelovity zbytek, ktery se rozpusti v abso-
lutnim ethanolu. K ethanolickému roztoku
se pfida dichlormethan a vysledny roztok
se extrahuje vodou. Dichlormethanovy roz-
tok se odd@&li a po vysuSeni se odpaii k su-
chu. Zbyly CervenoZluty amorfni praskovy
odparek je tvofen Cs-NZ-methylidenkarbox-
hydrazidem-4-deacetyl-VLB 5 nésledujici-
mi fyzikédlnimi charakteristikami:

Hmotnostni spektrum:
m/e = 780 (M*), 439, 355, 154.

IC: 3iroky pas pro karbonyly pfi v = 1650
az 1740 em~1,

NMR: dva nové signdly pfi § 4,63 a 4,89.
Priklad 4

Priprava C3-N2-isopropylidenkarboxhydra-
zidu 4-deacetyl-VLB
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400 mg Cs-karboxhydrazidu 4-deacetyl-VLB
se rozpusti ve 20 ml acetonu a reak&ni smés
se 3 dny michd za vyloucCeni pFistupu svét-
la pPi teploté mistnosti. Odpafenim vysled-
ného roztoku se ziska cca 400 mig  C3-N2-iso-
propylidenkarboxhydrazidu 4-deacetyl-VLB
s nésledujicimi fyzikalnimi charakteristika-
mi:

Hmotnostni spektrum: .
m/e 808 (M*), 822, 836, 777, 750, 751,
467, 355, 154, 124.

IC (chloroform:
y = 1730 cm~! (—COOCHs3),
1710 cm~! (—N=C—),
1685 cm~! (—COONH—].

Sloufeniny obecného vzorce I inhibuiji
riist transplantovanych nadord u mySsi ne-
bo/a prodluZuji dobu pFeZiti my3i inokulo-
vanych nddorem. K priikazu dcinnosti t&ch-
to latek se pouZiva postup umoZriujici apli-
kaci testované slouleniny, obvykle intrape-

10

ritonedlni aplikaci, v dané -ddvce po dobu
7 aZ 10 dnt. Tam, kde testovana sloudeni-
na inhibuje rast nadoru, se tfetiho nebo sed-
mého dne zm&Fi velikost nédoru. V pripa-
dech, kdy jde o prodlouZeni doby Zivota,
se zjisti doba pPeZiti oSetfenych zvirat v
porovndni s kontrolnimi zvifaty.

V nésledujici tabulce 1 jsou uvedeny vy-
sledky pokusi, p¥i nichZ byly my3i s trans-
plantovanymi nddory dsp&iné léfeny slou-
Geninami obecného vzorce 1. V prvaim sloup-
ci tabulky 1 je uveden nazev testované slou-
geniny, v druhém sloupci transplantovany
nador, v tfetim sloupci davka nebo rozmezi
davek a pocet dni, kdy byla davka podéana,
a ve &tvrtém sloupci inhibice rastu néadoru
v procentech nebo prodlouZeni doby pfeZiti
v procentech, napifklad u B16.

Jednotlivé pokusné nadory jsou oznaCova-
ny zkratkami s néasledujicim vyznamem:
ROS znamena RidgewayQv osteogenni sar-
kom, GLC znamend Gardnertv lymfosarkom

. a B16 maligni melanom.

vzorce I co do spektra protinddorové G&in-
nosti 1li8§i od VLB, vinkristinu a vindesinu,
jakoZ i wod C4-N,N-dialkylglycylesteri VLB,
a to stejné jako se tyto sloufeniny 1lisi co
do spektra své protinddorové Gdinnosti me-
zi sebou navzdjem [(né&které jsou ufinnéjsi
proti urditym nadorim nebo druhiim nédo-
ri a méné acinné proti jinym]). PFi klinic-
kém pouZiti sloudenin obecného vzorce I
bude vSak o3etfujici l1ékaF podavat tyto slou-
¢eniny zpocatku stejnym zptisobem, ve stej-
nych nosnych latkdch a proti stejnym ty-
plm nadort, jako se klinicky pouZivaji vin-
kristin a VLB. Odchylky v ddvkovani budou
pochopitelné zaloZeny na relativni dfinnosti
mezi vinkristinem nebo VLB a novou slou-
c¢eninou proti stejnému experimentalnimu
nadoru u mysi.

TABULKA 1
Testovand sloufenina Néador Davka mg/kg x dny Inhibice riistu nddoru v %
nebo prodlouZeni doby preZiti
v %
! 3 dny 7 dnl
C3-N2-ethylkarboxhydrazid GLS 0,5 x 10 toxickd ddvka toxicka davka
" 4-deacetyl-VLB 0,25 x 10 100+ toxickd ddvka
C3-NZ-isopropylidenkarbox- ROS 0,05 x 10 33
hydrazid 4-deacetyl-VLB 0,1 x 10 42
0,15 x 10 74
0,2 — 1,0 x 10 toxické& davka
C3-N2-ethylidenkarboxhydrazid GLS 0,4 x 9 toxicka dévka
4-deacetyl-VLB 0,2 x9 100
ROS 0,4 x 9 toxicka davka
0,2 x9 100
C3-N2-methylidenkarbox- GLS 05 x 10 toxicka davka toxicka davka
hydrazid 4-deacetyl-VLB 0,25 x 10 100 100
0,125x%x 10 91 91
C3N2-isopropylidenkarbox- ROS 0,15 x 10 74
hydrazid 4-deacetyl-VLB
Podle odekdavéani se slouceniny obecného Pri pouZiti novych hydrazidoderivati

obecného vzorce 1 jako antineoplastickych
prostbedk se bude pouZivat parenterdlniho
zplisobu podéani. K tomuto tfelu se pouZi-
vaji isotonické roztoky obsahujici 1 aZ 10
mg/m} sloudeniny obecného vzorce I. UEin-
né latky se podéavaji v ddvce od 0,01 do 1
mg/kg, s vyhodou od 0,1 do 1 mg/kg téles-
né hmotnosti savce, a to jednou nebo dva-
krat tydng, nebo kaZdé dva tydny, v zdvis-
losti jak na Géinnosti, tak na toxicit& ucin-
né latky. Alternativni zphsob, jak dospét
k terapeutické davce, je zaloZen na ploSe
povrchu t8la o3etfovaného savce, prifem#Z
se aplikuje ddavka v rozmezi od 0,1 do 10
mg/m? plochy povrchu téla savce kaZdych
7 nebo 14 dni.

Klinické zkousky slouCenin obecného vzor-
ce I se budou provadét podle postupu na-
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vrZzeného S. K. Carterem v &asti nazvané
,,otudy Design Principles for the Clinical
Evaluation of New Drugs as Developed by
the Chemotherapy Programme of the Na-
tional Cancer Institute”, nachézejici se na

12

strandch 242 aZ 289 knihy , The Design of
Clinical Trials in Cancer Therapy" (ed. Mau-
rice Staquet, Futura Publishing Co., New
York, 1973].

PREDMET VYNALEZU

1. Zptisob vyroby Cs-karboxhydraziddi 4-deacetyl-vinkaleukoblastinu obecného vzor-

cel

ve kterém
Q predstavuje zbytek vzorce

kde

R znamend alkylovou skupinu s 1 aZ 3
atomy uhliku, a

Rl pfedstavuje atom vodiku nebo

R a R! spole¢né& tvofi alkylidenovou sku-
pinu s 1 aZ 3 atomy uhliku,

vyznadujici se tim, Ze se C3z-derivat 4-de-
acetylvinkaleukoblastinu obecného vzorce
IA,
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ve kterém

Q' znamend zbytek —NHNHa,
nechd reagovat v roztoku s formaldehydem,
acetaldehydem, acetonem nebo propional-
dehydem, popfipadé& s nédsledujici hydroge-
naci.

2. Zpusob podle bodu 1 k vyrob& C3N2-
-ethylidenkarboxhydrazidu 4-deacetylvinka-
leukoblastinu, vyznatujici se tim, Ze se C3-
-karboxhydrazid 4-deacetylvinkaleukoblas-
tinu nechi reagovat s acetaldehydem.

3. Zplisob podle bodu 1 k vyrobg& Csz-N2-
-ethylkarboxhydrazidu 4-deacetylvinkaleu-
koblastinu, vyznatCujici se tim, Ze se Cs-kar-

(14)

boxhydrazid 4-deacetylvinkaleukoblastinu
nechd reagovat s acetaldehydem a vysledny
produkt se podrobi hydrogenaci.

4. Zpisob podle bodu 1 k vyrobd C3-N2-
-methylidenkarboxhydrazidu 4-deacetylvin-
kaleukoblastinu, vyznafujici se tim, Ze se
Cs-karboxhydrazid 4-deacetylvinkaleuko-
blastinu nechéd reagovat s formaldehydem.

5. Zpfisob podle bedu 1 k vyrob& Cs3-N2-
-isopropylidenkarboxhydrazidu 4-deacetyl-
vinkaleukoblastinu, vyznacujici se tim, Ze
se Cs-karboxhydrazid 4-deacetylvinkaleuko-
blastinu neché reagovat s acetonem.
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