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Vyndlez se tykd zplisobu vyroby novych
Cz-karboxhydrazidii 4-deacetylvinkaleuko-
blastinu, vykazujicich G&innost proti zhoub-
nym nadorfim.

Bylo zjidténo, Ze nékteré piirodni alka-
loidy ziskdvané z rostlin druhu Vinca rosea
jsou néinné pri 16¢bé experimentdinich na-
dorovych onemocn&ni Zivolichl. Mezi tyto
sloudeniny naleZejl leurosin (viz americky
patentovy spis ¢. 3370057), vinkaleuko-
blastin {vinblastin) — déle oznadovany ja-
ko VLB (viz americky patentovy spis Cislo
3097 137), leuroformin (viz belgicky paten-
tovy spis &. 811 110), leurosidin {vinrosidin)
a leurokristin (dale oznacCovany jako vin-
krystin), oba viz americky patentovy spis
&. 3205 220), deoxy-VLB ,,A* a ,,B* [viz Tet-
rahedron Letters, 783 (1958)], 4-deacetoxy-
vinblastin (viz americky patentovy spis ¢.
3954 773), 4-deacetoxy-3‘-hydroxyvinblastin
(viz americky patentovy spis €. 3 944 554],
leurokolombin (viz americky patentovy spis
€. 3890 325) a vinkadiolin {viz americky pa-
tentovy spis &. 3 887 565). Dva z t&chto al-
kaliod@, a to VLB a vinkristin, jsou v sou-
dasné dob& na trhu jako prostiedky k lé&e-
ni nddorovych onemocnéni, zejména leuké-
mii a pfibuznych chorob &iovEka. Tyto dva
komerdéni alkaloidy se obvykle podévajl in-
travenozng.
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Chemické modifikace alkaloiddi z rostlin
druhu Vinca rosea byly pongkud omezeny
urditymi okolnostmi. V prvé Fadé je tfeba
vzit v dvahu, %e struktura molekuly t&chto
latek je neobyCejné sloZitd, a Ze je tedy
neobyéejné obtiZné vyvinout chemické reak-
ce, kterymi by byla modifikovdna jedna
konkrétni funkéni skupina v molekule bez
ovlivnéni jinych skupin. V druhé radé pak
prichazi v dvahu skute€nost, Ze z frakci zis-
kanych z rostlin druhu Vinca rosea nebo
z alkaloidQl z téchto rostlin byly izolovéany
nebo vyrobeny dimerni alkaloidy postrada-
jici Zddané chemoterapeutické vlastnosti a
stanoveni jejich struktury vedlo k zavéru,
Ze tyto ,neaktivni‘ sloueniny jsou Gzce pii-
buzné s aktivnimi alkaloidy, od nichZ se
tasto 1i1 jen stereochemii na jediném mis-
t& molekuly. Antineoplastickd ufinnost se
tedy zddla byt omezena na velmi specifické
zékladni struktury a v souhlase s tim se na-
d&ie na ziskani udinnéj§ich 1é¢iv modifika-
cf téchto struktur zdaly jen velmi malé. Me-
zi tsp&8né modifikace fyziologicky acin-

nych alkaloidtt ndleZi priprava 6,7-dihydro-

-VLB (viz americky patentovy spis (islo
3352 868) a nahrada acetylové skupiny na
C4 (uhlik v poloze 4 cyklického systému
VLB — viz niZe uvedené c¢islovani) vy3si al-

kanoylovou skupinou nebo nepfibuznymi
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acylovymi skupinami (viz americky paten-
tovy spis €. 3392 173). Né&které z téchto Cs-
-derivati jsou schopné prodlouZit Zivot mysi
inokulovanych leukémii P 1534. Jeden z té&ch-
to Cs-derivdtd, v némZ je Cy-acetylova sku-
pina VLB nahrazena chloracetylovou skupi-
nou, je rovn8Z uZiteCnym meziproduktem
pro pfipravu strukturng modifikovanych de-
rivdtd VLB, v nich¥ Cs-acetylovou skupinu
VLB nahrazuje N,N-dialkylglycylovad skupi-
na (viz americky patentovy spis 3 387 001).

Byly rovnéZ pripraveny Cs-karboxamido-
vé a -karboxhydrazidové derivaty VLB, vin-
kristinu, vinkadiolinu apod. a bylo zji§téno,
Ze jsou ufinné proti nddorovym onemocné-
nim (viz belgicky patentovy spis ¢. 813 168).
Tyto slouceniny jsou neoby&ejné& zajimavé,
protoZe napiiklad 3-karboxamidy VLB jsou
ucinnéj8i proti Ridgewayovu osteogennimu
sarkomu a Gardnerovu lymfosarkomu ne¥
samotny VLB, tedy neZ zdkladni alkaloid, z

4

néhoZ byly odvozeny. Urdité z té8chto ami-
doderivatd se co do uf€inosti p#ibhliZuji adin-
nosti vinkristinu proti stejnym néadordm. Je-
den z téchto amid®, a to Cs-karboxamid 4-
-deacetyl-VLB nebo vindesin, je v soudasné
dob& v klinickych zkouZkdch na lidech a
bylo zjisténo, Ze je Gfinny u riznych forem
lekukémie. Zdd se, Ze u é&lovdka vindesin
vykazuje niZ3i neurotoxicitu neZ vinkristin
a je zfeteln& Gfinny proti leukémiim rezis-
tentnim na vinkristin.

Cs-karboxhydrazid 4-deacetyl-VLB je po-
psan v belgickém patentovém spisu &islo
813168 jako prostfedek G&inny proti trans-
plantovanym nadorim u my$i. Bylo proké-
z&no, Ze tato ldtka je wt&innd porti Ridge-
wayovu osteogennimu sarkomu, Gardnero-
vu lymfosarkomu a leukémii P 1534 (J).

Predmétem vyndlezu je zpéisob vyroby
novych slouCenin obecného vzorce I,

ve kterém
Q pFedstavuje zbytek vzorce

R
—NH-—N

AN
H

(n

kde
R znamend alkanoylovou skupinu s 2 a¥
4 atomy uhliku, dichloracetylovou skupinu

nebo benzoylovou skupinu,

vyznatujici se tim, Ze se Cs-derivat 4-de-
acetylvinkaleukoblastinu obecného vzorce
1A,



218585

ve kterém

Q' znamend skupinu —NHNHz,
nechd reagovat s anhydridem nebo chlori-
dem alkanové kyseliny s 2 aZz 4 atomy uhli-
ku, dichloroctové Kkyseliny nebo benzoové
kyseliny.

Symbol R ve sloufenin& obecného vzorce
I mtZe znamenat acetylovou, propinylo-
vou, n-butyrylovou, isobutyrylovou, dichlor-
acetylovou nebo benzoylovou skupinu.

Slouc¢eniny obecného vzorce I jsou pojme-
novéany jako derividty Cs-karboxhydrazidu
4-deacetyl-VLB. Systematicky nézev t&chto
sloudenin by mél zahrnovat vyraz ,,3-deme-
thoxykarbonyl“, tento vyraz je vSak vypous-
t&n, protoZe z pojmenovéani ,,Cs-karboxhyd-
razid“ jednoznang vyplyvd, Ze Cs-methoxy-
karbonylovd skupina VLB byla nahrazena
odpovidajici jinou skupinou. K oznadeni
sloudenin podle vynalezu by bylo moZno
pouZit i jiného ndzvoslovného systému. Tak
napfiklad je moZno tyto slouleniny pojme-
novat jako derivaty 23-demethoxy-23-hyd-
razidu 4-deacetyl-VLB, z kteréhoZto nazvu
vyplyvd nédhrada Cz-methoxyskupiny hyd-
razidovym seskupenim. PPednost se vSak
nicméné ddva pojmenovédni t&chto sloule-
nin jako derivatdi Cs-karboxyhydrazidu.

Hydrazin obsahuje 2 dusikové atomy, kte-
ré jsou v hydrazidu &islovdny nédsledovné:

S
I
O H H
Hydrazidovymi derivaty podle vyndlezu

jsou vesm&s N2-derivaty.
Slouteniny shora uvedeného obecného
vzorce 1 je moZno piipravit n&kolika alter-

(1A}

nativnimi postupy. V§hodny postup spociva
v tom, ¥e se nejprve pripravi Cs-karboxhyd-
razid 4-deacetyl-VLB, a to phscbenim hyd-
razidu na VLB, za pouZiti postupu popsane-
ho v belgickém patentovém spisu 813 168.
PFi této reakci se VLB a hydrazin zah¥ivaji
v uzaviené reakéni nadob& za pouZiti bez-
vodého ethanolu jako rozpoustédla. Alter-
nativnd je moZno 4-deacetyl-VLB podrobit
za stejnych podminek reakci s bezvodym
hydrazinem. Reakce hydrazinu se samot-
nym VLB slouZi k hydrolyze acetoxyskupiny
na C4 a produktem reakce je tedy vidy Cs-
-karboxhydrazid 4-deacetyl-VLB bez ohle-
du na to, zda se jako vychozi materidl po-
uZije VLB nebo 4-deacetyl-VLB. Sloueniny
obecného vzorce 1 se pPipravuji za pouZiti
Cs-karboxhydrazidu 4-deacetyl-VLB  jako
vychoziho materidlu, pripraveného libovol-
nym zphasobem.

Piipravu sloutenin obecného vzorce I, ja-
ko# i potFebnych vychozich latek ilustruji
nasledujici priklady provedeni, jimiZ se v3ak
rozsah vynalezu v Zadném sméru neome-
zuje.

Piiprava vychozich latek
(1) Cs-karboxhydrazid 4-deacetyl-VLB

4-deacetyl-VLB se v bezvodém ethanolu
zah¥ivd s nadbytkem bezvodého hydrazinu
cca 18 hodin v uzaviené reak¢ni nadobé na
teplotu zhruba 60°C. Reakéni nadecba se
ochladi, otevite se, jeji obsah se vyjme a
tékavé slo’ky se odpafi ve vakuu. Zbytek
tvoPeny Cs-karboxhydrazidem 4-deacetyl-
-VLB se vyjme methylenchloridem, methy-
lenchloridovy roztok se promyje vodou, Vy-
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susi se a methylenchlorid se odpafi ve va-
kuu. Odparek se rozpusti ve smési stejnych
dild chloroformu a benzenu a chromatogra-
fuje se na silikagelu. Jako eludni &inidlo
se pouZivd smés benzenu, chloroformu a tri-
ethylaminu. Pod&dtefni chromatografické
frakce obsahuji nezreagovany 4-deacetyl-
-VLB. Dal3i frakce obsahuji Cs-karboxhydra-
zid  4-deacetyl-18°-demethoxykarbonyl-VLB,
ktery popsali Neuss a spol. v Tetrahedron
Letters, 1968, 783. Nasledujici frakce, které
podle chromatografie na tenké vrstvd ob-
sahuji  Cs-karboxhydrazid 4-deacetyl-VLB,
se spoji a rozpoustédla se odpafi ve vakuu.
Vysledny pevny produkt taje za rozkladu
zhruba pi#i 219 aZ 220 °C.

(2) Cs-karboxazid 4-deacetyl-VLB

V 15 ml bezvodého methanolu se rozpusti
678 mg Cs-karboxhydrazidu 4-deacetyl-VLB,
prida se cca 50 ml 1 N vodné kyseliny chlo-
rovodikové, vysledny roztok se ochladi
zhruba na 0°C a piidd se k nd&mu cca 140
mg dusitanu sodného. Reakéni smés se za
udrZovéni teploty zhruba nma 0°C 10 minut
micha, pfi¢emZ se po pfidani dusitanu sod-
ného jeji barva zmé&ni na tmav& Gerveno-
hnédou. Vyslednd smés se zalkalizuje pfi-
davkem studeného 5% vodného roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného a vodny roz-
tok se trikrat extrahuje methylendichlori-
dem, pfi¢emZ Cs-karboxazid 4-deacetyl-VLB,
vznikly pifi shora popsané reakci, prejde
do methylendichloridu. Methylendichlori-
dovy roztok Cs-karboxazidu 4-deacetyl-VLB
se obvykle pouZivd bez daldiho ¢&i§téni.

Priprava findlnich produktii
Priklad 1

Priprava C3-N2-acetylkarboxhydrazidu
4-deacetyl-VLB

K roztoku 1500 mg Cs-karboxhydrazidu 4-
-deacetyl-VLB v 50 ml dichlormethanu se
pFfida 300 mg acetanhydridu a reaké¢ni smés
se necha 3 hodiny reagovat pfi teploté mist-
nosti. Vysledny dichlormethanovy roztok
se promyje ziedénym hydroxidem amonnym
a vodou, vysusi se a odpaii se k suchu. Zis-
kd se 750 mg cervenoZlutého amorfniho
praskového zbytku, tvofeného Cs-N2-acetyl-
karboxhydrazidem 4-deacetyl-VLB s né-
sledujicimi fyzikdInimi charakteristikami:

Hmotnostni spektrum:
m/e = 810 (M),

IC: » = 3410 cm~! (N—H),
1720 cm~1 (COO),
1670 cm~! (CON).

Néhradou acetanhydridu pfi shora popsa-
ném postupu anhydridem kyseliny dichlor-
octové se obdobnym zpfisobem pFipravi Cz-

8
-N2-dichloracetylkarboxhydrazid 4-deace-
tyl-VLB.

Priklad 2

Piiprava C3-N2-butyrylkarboxhydrazidu
4-deacetyl-VLB

K roztoku 768 mg Cs-karboxhydrazidu 4-
-deacetyl-VLB v 50 ml dichlormethanu se
pfida 120 mg anhydridu kyseliny maédselné.
Reakéni nadoba se uzavie a nechd se pres
noc stat pii teploté mistnosti. Reakéni smés
se extrahuje zFed&nym hydroxidem amon-
nym a extrakt se odloZi. Dichlormethanovy
roztok se vysuSi a odpafi se k suchu. Zbytek
se .chromatografuje na silikagelu za pouZi-
ti smési stejnych dild ethylacetdtu a metha-
nolu jako eluéniho ¢inidla. Frakce, obsahu-
jici podle chromatografie na tenké vrstvd
Zadany produkt, se spoji a odpa’i se k su-
chu. Ziskd se 128 mg ervenoZlutého amori-
niho prasku tvoreného C3-N2-butyrylkarbox-
hydrazidem 4-deacetyl-VLB s nésledujicimi
fyzikdlnimi charakteristikami:

Hmotnostni spektram:
m/e = 838 (M+), 497, 355, 154,

Priklad 3

Pfiprava Cs3-N2-benzoylkarboxhydrazidu
4-deacetyl-VLB

K roztoku 768 mg Cs-karboxhydrazidu 4-
-deacetyl-VLB v 50 ml dichlormethanu se
pfidd 240 mg anhydridu kyseliny benzoové.
Reak¢ni nadoba se uzavfe, nechd se pfes
noc stat pii teplot& mistnosti, pak se otevie
a dichlormethanovy roztok se k odstranéni
soli kyseliny benzoové promyje nejprve zie-
dénym hydroxidem amonnym a pak wvodou.
Dichlormethanovy roztok se vysu3i, od-
pari se k suchu a amorini prédskovy zbytek
se chromatografuje na silikagelu za pouZitf
smési stejnych dilt ethylacetdtu a metha-
nolu jako eluéniho &inidla. Frakce, obsahu-
jici podle chromatografie na tenké vrstvd
[silikagel, ethylacetat-methanol (1:1)] #%4-
dany produkt se spoji a odpafi se k suchu.
Ziska se 150 mg amorfniho praskového zbyt-
ku tvofeného Cs-N2-benzoylkarboxhydra-
zidem 4-deacetyl-VLB s nésledujicimi fy-
zikdInimi charakteristikami:

Hmotnostni spektrum:
m/e = 872 (M+), 813, 531, 355, 154.

NMR: odpovidd uvedené struktufe; nové
aromatické protony pfi 8 7,3 aZ 8,0.

Priklad 4

Piiprava C3-N2-(g-acetoxyethyl)karbox-
hydrazidu 4-deacetyl-VLB
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1624 mg C3-N2-(g-hydroxyethyl)karbox-
hydrazidu 4-deacetyl-VLB se rozpustl v
50 ml dichlormethanu a k roztoku se prida
220 mg acetanhydridu. Reakéni néddoba se
uzavie a necha se pFes noc stdt pri teploté
mistnosti. Reakéni sm#&s se promyje zred&-
nym hydroxidem amonnym a vodou. Di-
chlormethanovy roztok se vysu3i a odpali
se k suchu. Amorfni praskovy zbytek se
smési stejnych dild ethylacetdtu a methano-
lu jako elucniho ¢inidla. Frakce obsahujici
podle chromatografie na tenké vrstvé [si-
likagel, ethylacetat-methanol (1:1]] Za-
dany produkt se spoji a odpali se k suchu.
7iskd se 215 mg CervenoZlutého amoriniho
praskového zbytku, tvofeného C3-N2-(g-ace-
toxyethyl)karboxhydrazidem 4-deacetyl-VLB
s nésledujicimi fyzikdlnimi charakteristika-
mi: ‘

Hmotnostni spektrum:
m/e = 854 (M*), 795, 651, 513, 355, 154.

Sloudeniny obecného vzorce I inhibuji
rist transplantovanych nadori u mysi ne-
bo/a prodluZuji dobu pPeZiti my3i inokulo-

10

vanych nddorem. K prikazu d¢innosti. t&€ch-
to latek se pouZiva postup umoZiiujici apii-
kaci testované slouceniny, obvykle intrape-
ritonedlni aplikaci, v dané davce po dobu
7 aZ 10 dnfi. Tam, kde testovanda sloucenina
inhibuje rfst nadoru, se tfetiho nebo sed-
mého dne zméii velikost nddoru. V piipa-
dech, kdy jde o prodlouZeni doby Zivota, se
zjisti doba preZiti oSetfenych zvifat v po-
rovndni s kontrolnimi zviraty.

V néasledujici tabulce 1 jsou uvedeny vy-
sledky pokusii, p¥i nichZ byly mySi s trans-
plantovanymi néadory uspésné léfeny slou-
¢eninami wobecného vzorce I. V prvaim
sloupci tabulky 1 je uveden nazev testova-
né sloudeniny, v druhém sloupci transplan-
tovany nador, v tfetim sloupci ddvka nebo
rozmezi ddvek a podet dni, kdy byla ddvka
podéana, a ve Ctvrtém sloupci inhibice rastu
nadoru v procentech nebo prodlouZeni doby
pFeZiti v procentech, napfiklad u BI16.

Jednotlivé pokusné nddory jsou oznaco-
vany zkratkami s nésledujicim vyznamem:
ROS znamena Ridgewayliv osteogenni sar-
kom, GLC znamenda Gardnertv lymfosarkom
a B16 maligni melanom.

TABULKA 1
Testovand sloucéenina Nador Davka mg/kg x dny Inhibice ristu nadoru v %
nebo prodlouZeni doby preZiti
v %
3 dny 7 dni
C3-N2-( g-acetoxyethyl)karbox- . GLS 05 x 10 100 100
hydrazid 4-deacetyl-VLB 0,25 x 10 100 73
0,125% 10 74 26
C3-N2-acetylkarboxhydrazid i GLS 05 x 10 100 toxickd davka
4-deacetyl-VLB 0,25 x 10 100 100
0,125x 10 100 93
B16 1,2 x 3 69
09 x 3 84
06 x 3 109
03 x 3 100
0,15 x 3 71
Cg,_Nz--benzoy1karboxhydrazid GLS 05 x 10 toxickd ddvka toxicka davka
4-deacetyl-VLB 100 toxicka davka
) 76 45
C3-N2-butyrylkarboxhydrazid GLS 05 x 10 64 toxickd davka
4-deacetyl-VLB 0,25 x 10 100 100
0,125x 10 100 100

Podle ofekdvani se sloudeniny obecného
vzorce I co do spektra protinddorové ucin-
nosti li§i od VLB, vinkristinu a vindesinu,
jakoZ i od C4-N,N-dialkylglycylesterd VLB,
a to stejn&, jako se tyto slou€eniny liSi co
do spektra své protinddorové ufinnosti me-
zi sebou navzdjem (n&které jsou GEinné&jsi
proti urditym néddorim nebo druhf@m néado-
rfi a méné udinné proti jinym). Pri klinic-
kém pouZiti sloudenin obecného vzorce 1
bude v8ak oSetifujici 1ékal podavat tyto
slouteniny zpoc¢dtku stejnym zplisobem, ve
stejnych nosnych latkdch a proti stejnym
typim nddord, jeko se Kklinicky pouZivajt
vinkristin a VLB. Odchylky v davkovdani bu-
dou pochopiteln& zaloZeny na relativni Géin-

nosti mezi vinkristinem ¢i VLB a novou slou-
geninou proti stejnému experimentdlnimu
nadoru u mysi.

P#i pouZiti novych hydrazidoderivatii obec-
ného vzorce I jako antineoplastickych pro-
stfedkd se bude pouZivat parenterdlniho
zplisobu podédni. K tomuto tifelu se pouZivaji
isotonické roztoky obsahujici 1 aZ 10 mg/ml
slouleniny obecného vzorce L Uc¢inné 14t-
ky se podavaji v davce od 0,01 do 1 mg/Kkg,
s vyhodou od 0,1 do 1 mg/kg t&lesné hmot-
nosti savce, a to jednou nebo dvakréat tydneé,
nebo ka¥dé dva tydny, v zdvislosti jak na
ddinnosti, tak na toxicité d€inné latky. Al-
ternativni zpiisob, jak dosp&t k terapeutic-
ké dédvce, je zaloZen na ploSe povrchu téla
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oSetfovaného savce, pfifemZ se aplikuje
davka v rozmezi od 0,1 do 10 mg/m? plochy
povrchu té&la savce kaZdych 7 nebo 14 dnd.

Klinické zkou3ky sloudenin obecného
vzorce I se budou provadé&t podle postupu
navrZeného S. K, Carterem v <¢asti nazvané
,Study Design Principles for the Clinical

12

Evaluation of New Drugs as Developed by
the Chemotherapy Programme of the Na-
tional Cancer Institute“, nachéazejici se na
stranach 242 aZ 289 knihy ,, The Design of
Clinical Trials in Cancer Therapy® (ed.
Maurice Staquet, Futura Publishing Co,,
New York, 1973).

PREDMET VYNALEZU

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

cel

ve kterém
Q piedstavuje zbytek vzorce

R
—NH—N

N
H

()

kde

R znamend alkanoylovou skupinu s 2 aZ
4 atomy uhliku, dichloracetylovou skupinu
nebo benzoylovou skupinu,

vyznadujici se tim, ¥e se Csz-derivat 4-de-
acetyl-vinkaleukoblastinu obecného vzorce
1A,
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ve kterém

Q' znamené skupinu —NHNHz,
nechd reagovat s anhydridem nebo chlori-
dem alkanové kyseliny s 2 aZ 4 atomy uhli-
ku, dichloroctové kyseliny nebo henzooveé
kyseliny.

2. Zpisob podle bodu 1 k vyrob& Cs-N2-
-acetylkarboxhydrazidu 4-deacetylvinka-
leukoblastinu, vyznatujici se tim, Ze se
Cs-karboxhydrazid 4-deacetylvinkaleuko-
blastinu neché reagovat s acetanhydridem.

3. Zpisob podle bodu 1 k vyrob& Cs-N2-

14

é
£=-CHy CH,

— OH
CH, | ,
3 c-a
Tt
@)

-butyrylkarboxhydrazidu 4-deacetylvinka-
leukoblastinu, vyznalujici se tim, Ze se
Cs-karboxhydrazid 4-deacetylvinkaleuko-
blastinu nechd reagovat s anhydridem kyse-
liny méselné.

4. Zptsob podle bodu 1 k vyrob& Cs-N2-
-benzoylkarboxhydrazidu 4-deacetylvinka-
leukoblastinu, vyznadujici se tim, Ze se
Cs3-karboxhydrazid 4-deacetylvinkaleuko-
blastinu nechd reagovat s anhydridem Ky-
seliny benzoove.
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