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(57) Anotace:
Komplexni soli hematoporfyrinu a jejich deri-
vaty obecného vzorce I, v ném2 R! a R? nez4-
visle na sobé znamenajf -CH=CH2, -CH(OH)-
-CH3 nebo CH(OR®-CHs, kde R® znamen4
skupinu sestavajici z jedné aZ péti jednotek
odvozenych od monomeru vzorce II, nebo zna-
menaji stejnou skupinu CH(R)-CHas, kde R*
znamena karboxymethylaminovou, 1-karboxy-
pentylaminovou, 1-karboxy-2-methylpropylami-
novou, 1-karboxy-3-methyl-butylaminovou,
1-karboxy-2-methyl-butylaminovou, 1-karboxy-
-butylaminovou, 1-karboxy-pentilaminovou,
1-karboxy-2-hydroxyethylaminovou, 1-karboxy-
-2-hydroxy-propylaminovou, 1-karboxy-2-
-merkapto-ethylaminovou, 1-karboxy-3-
-methylthio-propylaminovou, 1,2-dikarboxy-
-ethylaminovou, 1-karboxy-2-karbamoyl-ethy-
laminovou, 1,3-dikarboxy-propylaminovou,
1-karboxy-3-karbamoyl-propylaminovou,
1-karboxy-2-fenyl-ethylaminovou, 1-karboxy-
-2-(4-hydroxyfenyl)-ethylaminovou, 1-karboxy-
“2-indolyl-ethylaminovou, 2-karboxy-pyrrolidi-
nylovou, 2-karboxy-4-hydroxy-pyrrolidinovou,
1-karboxy-5-amino-pentylaminovou,

1-karboxy-4-guanidyl-butylaminovou,
1-karboxy-4-hydroxy-5-amino-pentyl-
aminovou nebo 1-karboxy-2-(1H-imida-
zol)-ethylaminovou skupinu, A znamena
bazickou aminokyselinu, m znamenéi
¢fslo 2 aZ 6 a n znamena4 &fslo 1 aZ 5.
Komplexnf soli obecného vzorce I se pii-
pravujf tak, Ze se hematoporfyrinové de-
rivaty obecného vzorce IV nechajf zre-
agovat s bazickou aminokyselinou. Nové
komplexnf soll jsou pouZitelné jako tera-
peutické ¢inidlo pfi detekci a 1é¢eni na-
dort. '
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Komplexni soli hematoporfyrinu a jejich derivaty, zpusob jejich
pripravy a lédebné prostredky je obsahujici

Oblast techniky

Tento vyndlez se tyka komplexnich soli hematoporfyrinu
a jeho derivatld, jejich syntézy a terapeutického ¢inidla. Tyto
nové soli hematoporfyrinu a jeho derivati mohou byt pouzivany pro
detekci a léc¢eni nadorovych onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

Uz vice neZ desetileti slouzZi hematoporfyrinové derivaty
(HpD) a hematoporfyrin jako ¢inidla citlivd na svétlo (fotosenzi-
bilni ¢&inidla) pouZivand pro detekci a destrukci nadord u 1lidi
a zvirat. Tyto sloucdeniny se podavaji intravenosni injekci a pre-
mistuji se aktivnim transportem do ruaznych organia v téle.
Ve zdravych tkanich zustavaji relativné kratkou dobu, protozZe
jsou metabolizovany a vylucovany, zatimco v nadorovych tkanich
jsou zadrzZovany a zustavaji tam nékolik dnd v nezménéné hladine.
Tato vlastnost byla vyuzZita pri fotodynamickém zpliusobu diagnosy
a selektivni destrukce nddorovych tkani. ProtoZe vSechny hemato-
porfyrinové derivaty jsou nepatrné rozpustné ve vodé, priprava
jejich vodnych roztoku byla dosud velice obtizZna.

V Cancer Research 44, 1924 (1984) (viz stejny casopis 45,
635 (1985) jako dalsi odkaz) je popsan zplusob ziskdavani hemato-
porfyrinovych prostredkl, které se pouZivaji v injekcich. Podle
tohoto zpusobu - se hematoporfyrinové derivaty rozpusti v roztoku
hydroxidu sodného, tento roztok se michd jednu hodinu a pH rozto-
ku se upravi pridénim 0,1 N Kkyseliny chlorovodikové na hodnotu
asi 7,1. Tento zpusob je velice nevhodny, protoZe dokonce i nepa-
trné prekroceni pH pod hodnotu 7,0 zpusobuje vysrazZeni této slou-
ceniny. Konecé¢ny roztok se pripravi pfiddnim pfislusného mnozstvi
solného roztoku. Tento vysledny roztok se steriluje a skladuje se
v zatavenych ampulich. Tyto vodné roztoky jsou nestdalé vzhledem
k silné tendenci vsech hematoporfyrinovych derivati agregovat.
Podle citované prace zustavaji tyto roztoky stabilni po dobu asi
tri mésici za predpokladu, Ze Jjsou uchovavany v mrazniéce (pri
teploté -20 °C) a ve tmé.

Podstata vynalezu

Podle tohoto vyndlezu se ziskavaji nové ve vodé rozpustné
komplexni soli hematoporfyrinu a jeho derivatu, jejichZ roztoky
maji pH mezi 7,2 az 7,8 (podle koncentrace). To umoZnuje rychlou
pripravu roztoku dobre rozpustného ve vodé nebo v solném roztoku
a také to umoZnuje 1lepSi biologickou dostupnost terapeutického
¢inidla.

Neoc¢ekavané bylo zjisténo, Ze terapeuticka aktivita novych
komplexnich soli prevysuje terapeutickou aktivitu napriklad zna-
mych sodnych soli hematoporfyrinu a jeho derivatd (HpD Na,).

Navic nové soli inhibuji - bez ozafovani - vyvoj nadorovych
bunék, coZ bylo potvrzeno studii na bunéénych liniich.
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Podle tohoto vyndlezu soli hematoporfyrinu a jeho derivatu
maji obecny vzorec I

8 H3C F?1 ]
- /.
H3;C N I CH;s
T MmA(N
NH HN l ( ) (1),
HeG N
H.C —
HOOC —_
QHQ CHs
GHa
L COOH -n

v némz R! a Rz, které znamenaji stejnou nebo riznou skupinu, zna-
menaji skupiny: -CH=CH,, -CH(OH)—CH3, -CH(OR3)-CH3” kde R> zname-

na skupinu tvofici oligomer obsahujici etherovou a/nebo esterovou
vazbu, ktera obsahuje 1 aZz 5 stejnych nebo rGznych jednotek odvo-
zenych od monomeru vzorce II

OH

H3C CH'CH3
— y (II)
HiC NTOf cHs
IR HN \
H N GH-Chj
Hﬁg =" l OH ~
HOOC —
CHz CH;
CH2
COOH

nebo Rl a R2 znamenaji stejnou skupinu a to skupinu obecného
vzorce -CH(R4)-CH3, v némz R? znamena nasledujici skupiny: karbo-
xymethylaminovou, l-karboxyethylaminovou, l-karboxy-2-methyl-

-2-
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-propylaminovou, 1l-karboxy-3-methyl-butylaminovou, 1l-karboxy-2-

-methyl-butylaminovou, l-karboxy-butylaminovou, l-karboxy-pentyl-

aminovou, l-karboxy-2-hydroxyethylaminovou, 1l-karboxy-2-hydroxy-

-propylaminovou, 1l-karboxy-2-merkaptoethylaminovou, l-karboxy-3-

-methylthio-propylaminovou, 1,2-dikarboxyethyl-aminovou, l-karbo-

xy-2-karbamoyl-ethylaminovou, 1,3-dikarboxy-propylaminovou,

l-karboxy-3-karbamoylpropylaminovou, l-karboxy-2-fenyl-ethylamino-
vou, l-karboxy-2-(4-hydroxyfenyl)-ethylaminovou, 1l-karboxy-2-indo-
lyl-ethylaminovou, 2-karboxy-pyrrolidinylovou, 2-karboxy-4-hydro-

xypyrrolidinylovou, 1l-karboxy-5-amino-pentylaminovou, l-karboxy-

-4-guanidyl-butylaminovou, l-karboxy-4-hydroxy-5-aminopentylamino-
vou nebo l-~karboxy=-2-(lH-imidazol)=-ethylaminovou skupinu, A zna-

mend bazickou aminokyselinu, m znamena ¢islo 2 aZ 6 a n znamena

¢islo 1 az 5.

Podle tohoto vyndlezu se 2ziskavaji také smési soli obecného
vzorce I a agregace téchto soli. Vyhodnymi aminokyselinami symbo-
lu A jsou aminokyseliny s isoelektrickym bodem pfesahujicim hod-
notu 7 (zvlasté 1l-arginin, lysin, histidin nebo hydroxylysin).
Jakozto vyhodné soli se uvadéji soli obecného vzorce I, v némz

Rl a R2 znamenaji vzZzdy skupinu obecného vzorce -CH(R4)-CH3, kde
R* a ostatni symboly maji shora uvedeny vyznam. Priklady soli
obecného vzorce I zahrnuji také soli etheru obecného vzorce III

HOOCH;CH2C

HiC =

(III)

LrnA(n)

HOOCH,CH,C |=/N CHy

L HOOCH,CH,C’
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kde jednotlivé symboly maji shora uvedeny vyznam

a soli obecného vzorce V, kde jednotlivé symboly maji shora uve-
deny vyznam.

B 1

COOH
SHZ CH;
HOOC 2 ,CH3
1 — OH
o =J;Elj CH- CH;
—— /
NH HN. |
H,C L= N I CcH,

HsC CH-CHj

'mA(n) (V).

- n

Mezi vyhodné smési patri ty smési, které obsahuji soli aminokyse-
lin s hematoporfyrinem, protoporfyrinem, vinyldeuteroporfyrinem
a dihematoporfyrinetherem nebo mozZné jejich agregace.

Podle tohoto vyndlezu pri zpusobu syntézy komplexnich soli
hematoporfyrinu a jeho derivatu obecného vzorce I nebo smési soli

-g -
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obecného vzorce I, v nichZ symboly znamenaji jak shora uvedeno,
se hematoporfyrinovy derivat obecného vzorce IV

—_— V/
H;C - N ' CH; (IV)
NH HN I
H2C N , Ry
H.C = N
HOOC
Ha CH3

nebo smés alespori dvou derivati obecného vzorce IV, Vv nichz Rl
a R? znamenaji jak shora uvedeno, za predpokladu, Z2e jestliZe Rl
a R? znamenaji skupinu obecného vzorce ~CH(R4)-CH3, potom karbo-

xylové skupiny substituentu R* mohou byt volné nebo chranéné,
nechd reagovat s bdzickou aminokyselinou s volnymi nebo chranény-
mi karboxylovymi skupinami nebo s jejim monohydrochloridem,
s vyhodou v organickém rozpoustédle, ve smési organickych roz-
poustédel nebo v prostredi, které obsahuje organické rozpoustédlo
a vodou nebo smés organickych rozpoustédel a vody a pripadné sku-
piny, které chrani karboxylové funkce, se odstrani. Isoluje se
tak produkt, kterym je sl obecného vzorce I nebo smés soli obec-
ného vzorce I, popripadé obsahujici agregace soli obecného vzorce
I.

Podle zpusobu podle tohoto vynalezu se reakcemi aminovych
skupin aminokyselin s karboxylovymi skupinami hematoporfyrinovych
derivdti tvori iontové systémy podle této rovnice:

-~ COOH + H,N - R > - Cco0” + R-NH;' .

Jako bazické aminokyseliny se pouZivaji aminokyseliny s iso-
elektrickym bodem vétsim nezZz 7, zvlasté arginin, lysin, histidin
nebo hydroxylysin.

Pro chranéni karboxylovych skupin ve vychozich slouc¢eninach
se mohou pouZivat ruzné znamé chranici skupiny, jako jsou napri-
klad ty chrdnici skupiny, které jsou popsany v knize "Protective
Groups in Organic Synthesis", T. W. Green, John Wiley and Sons,
1981. Priklady téchto skupin jsou skupiny, které tvori alkyl-,
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benzyl- nebo silyl-estery, stejné jako Jjiné skupiny, které se
pouzivaji p¥i chranéni karboxylovych funkci.

Reakce miZe probihat v $irokém rozmezi teplot, s vyhodou
v rozmezi od teploty mistnosti do 100 °C, zvlasté v rozmezi od
50 do 70 °C. Reakéni doba Jje obvykle od nékolika minut do vice
neZ deseti hodin.

Mezi vyhodnd organicka rozpoustédla pat¥i amidy, napfiklad
formamid, dimethylformamid, diethylformamid, nitrily, napriklad
acetonitril, propionitril, isobutyronitril, estery, napriklad
ethylacetdt, ketony, napriklad aceton, sulfoxidy, napriklad
dimethylsulfoxid, alkoholy a ethyluhlic¢itan, nebo Jjejich smeési.
Reakce se obvykle provadi ve vodné-organickém prostredi.

Chranici skupiny, jestliZe jsou pfitomny, se odstranuji zna-
mymi postupy, napriklad hydrolyzou nebo hydrogenolyzou.

Sul nebo odpovidajici smés soli obecného vzorce I se muZe
izolovat z reakéni smési ruznymi zpusoby, napfiklad vysrazZenim,
krystalizaci nebo jinymi znamymi postupy. 2Zv1asté vyhodny zpusob
spo¢iva v tom, Ze se k reakéni smési pridad rozpoustédlo nebo smés
rozpoustédel o nizké polarité, které vsak tvori s rozpoustédlem,
pouzivanym v reakci, homogenni roztok v poméru od 1 : 1 do 1 : 5.
Mezi prislusnd rozpoustédla patrfi napriklad ethylether nebo ace-
ton. Vyslednd smés se necha stdt od nékolika hodin do vice nez
10 hodin. Pomalu se tak vysraZi produkt. SraZenina se odfiltruje,
promyje se a vysusi se ve vakuu nad susSicim ¢inidlem, s vyhodou
oxidem fosforeénym. Tyto produkty Jjsou stabilni a nevlhnou. Musi
byt chranény pred svétlem. Stupen isolace popripadé zahrnuje
déleni smési produktu.

Vychozl slouc¢eniny obecného vzorce IV jsou znamé slouceniny.
Mohou se pripravovat 2z heminu.

Podle tohoto vyndlezu se ziskava také terapeutické c¢inidlo
pro detekci a/nebo 1lécéeni nddorti, které se vyznacuje tim, zZe
obsahuje sul obecného vzorce I, v némZ symboly znamenaji jak sho-
ra uvedeno, nebo smés alespon dvou soli obecného vzorce
I a popripadé jejich agregace. Jako priklad smési lze uvést smés,
ktera obsahuje soli aminokyselin s hematoporfyrinem, protoporfy-
rinem, vinyldeuteroporfyrinem a dihematoporfyrinetherem a popri-
padé jejich agregace.

Podle tohoto vyndlezu muZe terapeutické <¢inidlo obsahovat
sl obecného vzorce I nebo smés soli obecného vzorce I v pevném
stavu, s vyhodou skladované ve sterilni uzavrené nadobeé.

Sterilni uzavrena nadoba obvykle obsahuje sUl nebo smés soli
v terapeuticky Uc¢inné davce. MnoiZstvi terapeuticky uc¢inné davky
je obecné 1,5 aZ 10 mg/kg télesné hmotnosti. Ze soli uchovavanych
v nadobé se mohou velmi rychle pripravovat sterilni vodné roztoky
pro primé parenteralni podavani.

Podle tohoto vyndlezu se terapeutické c¢inidlo muZe pripravo-
vat také ve formé prostfedkl pro okamZité pouZiti. V tomto pfipa-
dé se Uéinna latka, tj. sul nebo smés soli obecného vzorce I,
smichd s farmakologicky prijatelnym redidlem a/nebo nosicem.

-6=-
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Terapeutické ¢inidlo se obvykle podava injekcéné, zvlasté intrave-
nosné, ale miZe se podavat také intraperitonedlné nebo rektdlné.
Prikladem prostredkl miZe byt sterilni vodny roztok. Vodny roztok
maZe vedle soli obecného vzorce I popripadé obsahovat solny roz-
tok a - jestliZe je to nutné - propylenglykol. Jak bylo shora
uvedeno, tyto roztoky se bud mohou aplikovat bezprostredné po
pripravé, nebo se mohou skladovat ve sterilnich nadobach.

Podle tohoto vyndalezu se terapeutické c¢inidlo muZe aplikovat
bez ozarovani, je vsSak uc¢innéjsi jako fotosenzitivni ¢inidlo pfFfi
fotodynamickém zpusobu diagnosy a terapii nadoru.

, Nové slouc¢eniny obecného vzorce I byly testovany na bunéc-
nych 1liniich. Bylo pouZito deset raznych nddorovych bunéénych
linii, které byly inkubovadny 48 hodin s ruznymi novymi solemi
protoporfyrinu a s novou soli konvenéné aplikovanych HpD pro-
stfedki (hematoporfyrinové derivaty) ziskanych podle Lipsona
a spol. VSechny slouceniny byly pouzivany ve formé vodnych rozto-
ki o koncentraci 50 mcg/ml.

Byla provadéna stanoveni:

1) fluorescence bunék (F): po 48 hodinach inkubace se buriky
promyji, intensita fluorescence se méri fluorescenénim mikrosko-
pem a vyjadri se na stupnici v rozsahu od 0 do 4,

2) procento Zijicich bunék (P %) po 48 hodindch inkubace,

3) koeficient multiplikace bunék (M) v pritomnosti ruznych
prostredku, ktery se vyjadri takto:

poc¢et multiplikovanych bunék v kulture s testovanym
prostredkem pri koncentraci 50 mcg/ml po 48 hodinach

M =

pod¢et multiplikovanych bunék v kontrolni kulture

po 48 hodinach

Vysledky jsou uvedeny v tabulkdch 1, 2 a 3. Tyto vysledky
ukazuji, 2e slouceniny obecného vzorce I se 1lisi v afinité k ruz-
nym testovanym bunéénym liniim a vykazuji nestejné uéinky na
jejich preziti. JestliZe jsou dostupné rizné derivaty, je moZné
vybrat ten, ktery je nejaktivnéjsi na dany typ nddoru, coZ rozsi-
ruje rozsah efektivni terapie.

Symboly, které jsou pouZity v tabulkdch 1 aZ 3 znamenaji
nasledujici slouceniny:

PP(Asp),(Arg), znamend l-argidin-di(N-asparyl)-protoporfyrinat,
PP(Glu),(Arg), znamend l-argidin-di(N-glutamyl)-protoporfyrinat,
PP(Cys),(Arg), znamena l-argidin-di(N-cysteyl)-protoporfyrinat,
PP(Ala),(Arg), znamend l-argidin-di(N-alanyl)-protoporfyrinat,
PP(Ser),(Arg), znamend l-argidin-di(N-seryl)-protoporfyrinat,

PP(Lys),(Arg), znamena l-argidin-di(N-lysyl)-protoporfyrinat,
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PP(Phe),(Arg), znamena l-argidin-di(N-fenylananyl)-protoporfyri-
nat,
PP(Arg),(Arg), znamend l-argidin-di(N-arginyl)-protoporfyrinat,

PP(Trp),(Arg), znamena l-argidin-di(N-tryptofanyl)-protoporfyri-
nat,

PP(Met),(Arg), znamena l-argidin-di(N-methionyl)-protoporfyrinat.

V tabulkdch 1 aZ 3 jsou uvedeny nasledujici symboly bunécé-
nych linii, které se pouZivaji pri studiich protinddorovych ¢ini-
del: derivatl porfyrinu a HpD prostrfedku:

Linie lidskych nadoru:

Hep-2 buniky rakoviny hrtanu

Hela buriky rakoviny délozZniho krcéku
KB buniky rakoviny ordalni dutiny
HBT-39/w burky rakoviny prsu

T-47D buriky rakoviny prsu

P3HR1 buriky Burkittova lymfadenomu
GLC4 malé bunky karcinomu plic

Linie mysSich nadoru:

GRMT/F6 burnky rakoviny materské Zlazy mysSi kmene GR
MmSMT/C1l buniky rakoviny materské Zlazy mySi kmene C3H
MA-104 bunky rakoviny ledvin zarodku opice Rhesus

Pri srovndni se znamymi HpD prostredky vykazuji nové soli
$irSi rozsah schopnosti pronikat do riznych typd nddorovych bunék
a vykazuji i vysSsSi Gcéinnosti pri jejich destrukci. Napriklad pri
pouziti nové 1l-argininové soli HpD, [HpD(Arg),], procento Ziji-
cich bunék po 48 hodindch inkubace (P %) bylo u Hela linie 13 %,
u linie MA-104 6 % a u linie HBT-39/w O %, zatimco po aplikaci
znamého prostfedku, tj. sodné soli HpD (HpD Na,) byly prislusné
hodnoty mnohem vys$sSi - 28 %, 17 % a 10 %.

Nové slouceniny byly studovany také u zvirfat. Vybrali jsme
slouceninu PP(Lys),(Arg), (sloucCeninu podle prikladu 21), ktera
je jednou 2z nejuic¢innéjsich sloudenin pri studiich bunééné linie
MmSMT/Cl (rakovina prsni 2Zlazy mysi C3H) a také slouceninu
PP(Glu),(Arg), (sloucéeninu podle prikladu 19), kterd je jednou

Zz nejméné uc¢innych sloucenin proti tomuto typu nadoru.

Pri studiich na 2zviratech se mysSim C3H s transplantovanou
rakovinou materské Zlazy podavaji obé shora uvedené slouceniny
v davce 10 mg/kg télesné hmotnosti ve dvou variantach: mysim oza-
fenym He-Ne-laserem davkou 150 J/cm’? (na obrazku oznad¢eno pisme-
nem L vedle symbolu slouc¢eniny) a neozdarenym mysSim. Vysledky jsou
zaznamendvany na obrazku. Tyto vysledky ukazuji nadsledujici:

1) studie na zviratech potvrdily vysledky ziskané pri poku-
sech s bunéénymi liniemi,
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2) prostrfedek PP(Lys),(Arg), se prokazal byt nejucinnéjsim

prostredkem, ktery velice prodlouzil prezivani mysi,

3) derivaty protoporfyrinu s aminokyselinami vykazuji cyto-
toxicky uc¢inek na nadorové buniky, tento G¢inek je silnéjsi v pri-
padé bunék ozdrfenych laserem ve srovndni s burikami neozarfenymi.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklady komplexnich soli hematoporfyrinu a jeho derivatu

Priklad 1

HpD je smés hematoporfyrinovych derivata, jako je napriklad
hematoporfyrin, protoporfyrin, vinyldeuteroporfyrin a dihemato-
porfyrin-ether a jejich agregaci. K 1 g HpD o stredni molekulové
hmoté 600 (1,67 mmolu), rozpusténému ve 30 ml dimethylformamidu
(DMF) se prida 581,8 mg 1l=-argininu (3,34 mmolu) rozpusténé ve
dvou ml vody. Tato smés se zahriva 15 aZ 20 minut pfi 60 °C za
intensivniho michdni. Potom se pridda 100 ml acetonu a v michani
se pokracduje 3 aZ 5 minut. Roztok se necha stat 5 aZ 15 hodin.
Béhem této doby se vysraZi smés soli oznacena HpD (Arg),. SraZe-

nina se odfiltruje, promyje se etherem a vysuSi se ve vakuu.
Po vysusSeni ve vakuu je sraZenina stabilni na wvzduchu. Musi byt
chranéna pred svétlem kvuli svému obsahu porfyrinovych derivatu.
VytézZek reakce je asi 75 %.

Priklad 2

K 1 g HpD.rozpusténému ve 20 ml dimethylformamidu se prida
581,8 mg l-argininu rozpusténého ve 2 ml vody. Roztok se zahfiva
a micha jako v prikladu 1. Po ochlazeni se prida 100 ml ethyl-
etheru. Roztok se micha a necha se stat nékolik hodin. Vznikla
sraZzenina se odfiltruje, promyje etherem a vysu$i ve vakuu. Ziska
se tak smés soli HpD(Arg), (1264,8 g), coZ odpovida vytéziku 86 %.

Priklad 3

K 1 230 mg dilysylprotoporfyrinu PP(Lys), (1,4 mmolu) rozpus-

ténym ve 40 ml formamidu se prida 490 mg 1l-argininu (2,8 mmolu)
rozpusténych v 1,5 ml vody. Tato smés se zahfiva na vodni lazni
dvacet minut pri teploté 60 °C. Po ochlazeni se prida 100 ml
ethyletheru, roztok se promichd a nechda se stat nékolik hodin.
Vytvorend srazZenina se promyje etherem a vysusi se ve vakuu. Zis-
k& se tak produkt v mnozstvi 1 630 mg, coZz odpovida vytézZku 90 %
Analyticka data tohoto produktu jsou uvedena pro cislo XXI v
tabulce 4.

Priklad 4
K 1 199,6 mg (1,4 mmolu) diglutamylprotoporfyrinu rozpusté-

nym v 60 ml formamidu se prida 409,3 mg 1l1l-lysinu rozpusténych
v 1,5 ml vody. Tento roztok se zahriva 30 minut na 60 °C. Potom
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se prida 120 ml smési (1 : 3) acetonu s etherem. Ziskand smés se
michd deset minut, potom se necha stat nékolik hodin. Vytvorena
sraZenina se odfiltruje a po promyti ethyletherem se vysusi ve
vakuu nad oxidem fosforeénym. Ziskd se 1 575 mg produktu, coz
odpovida vytézZku 97,8 %.

Priklad 5

K 1 081,8 mg (1,4 mmolu) diserylprotoporfyrinu rozpusténym
v 50 ml formamidu se pridd 490 mg l-argininu (2,8 mmolu) rozpus-
ténych v 1,5 ml vody. Tento roztok se zah¥iva 30 minut na 60 °C,
potom se prlda 120 ml smési acetonu s etherem v poméru 1 : 3.
Smés se michd dals$ich 50 minut, potom se nechd stat nékolik hodin
ke Kkrystalizaci. Vytvorend sraZenina se odfiltruje ve vakuu
a vysusi se ve vakuu v pritomnosti oxidu fosforeéného. Bylo zis-
kano 1 500 mg produktu, coZ znamena vytézek 95,5 %.

VSechny soli, které jsou uvedeny v tabulce 4, byly priprave-
ny podle postupu popsaného v prikladu 5. Patri sem:

PP(Ser),(Arg), = l=arginin-di(N=-seryl)protoporfyrinat,
PP(Gly),(Arg), - l-arginin-di(N-glycyl)protoporfyrinat,
PP(Ala),(Arg), - l-arginin-di(N-alanyl)protoporfyrinat,
PP(Val),(Arg), - 1-arginin-di(N-valyl)protopoffyrinét,
PP(Leu),(Arg), - l-arginin-di(N-leucyl)protoporfyrinat,
PP(Lle),(Arg), - l-arginin-di(N-isoleucyl)protoporfyrinat,
PP(Phe),(Arg), = l-arginin-di(N-fenylalanyl)protoporfyrinat,

PP(Tyr),(Arg), - l-arginin-di(N-tyrosyl)protoporfyrinat,

PP(Pro),(Arg), l-arginin-di(N-prolyl)protoporfyrinat,

PP(ProOH),(Arg), - l-arginin-di(N-dihydroxyprolyl)protoporfyri-

nat,

N

PP(Trp)Z(Arg)Z - l-arginin-di(N-tryptofanyl)protoporfyrinat,
PP(Cys),(Arg), - l-arginin-di(N-cysteyl)protoporfyrinat,
PP(Met),(Arg), - l-arginin-di(N-methionyl)protoporfyrinat,
PP(Asp),(Arg), - l-arginin-di(N-aspartyl)protoporfyrinat,
PP(Glu),(Arg), - l-arginin-di(N-glutamyl)protoporfyrinat,
PP(Arg),(Arg), - l-arginin-di(N-arginyl)protoporfyrinat,
PP(Lys),(Arg), - l-arginin-di(N-lysyl)protoporfyrinat,

PP(LysOH),(Arg), - l-arginin-di(N-hydroxylysyl)protoporfyrinat,

-10-
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PP(His)Z(Arg)z - l-arginin-di(N-histidyl)protoporfyrinat,
PP(Asn)Z(Arg)2 ~ l-arginin-di(N-asparginyl)protoporfyrinat,

PP(Gln),(Arg), = l-arginin-di(N-glutaminyl)protoporfyrinat.

Tabulka 1
bunécnd linie
symbol
¢. sloueniny Hela MA-104 GLC4 p 38 R!
F Pt M P P M F PF M F P M

1 BpD(Arg), + 13 0,14 stopy 6 0,05 - ¢ 06 - 30 0,30
2 PP(Asp)y(Arg), ++ 38 0,50 ++ 17 0,52 + 55 0,55 + 15 0,15
3 PP(Glu)y(Arg), + 33 0,16 - 15 016 - 4 0,45 + 15 0,15
§ PP(Cys)y(Arg); + 55 0,43 #+ 11 0,06 - 30 030 + 0 0,40
5 PP(Ala)y(Arg); + 11 QM1 # 50 050 - 30 0,30 4+ 15 0,15
6§ PP(Ser),(Arg); + 55 0,50 - 0 0,16 + 0 0 + 2,5 0,02
T PP(Lys)y(Arg); ++ 16 0,16 - ¢ o010 + 30 03 + 50 0,5
§ PP(Phe)y(Arg); ++ 5 0,14 +# 35 0,35 + 0 0 + 8 0,08
9 PP(Arg);(Arg); +++ 11 0,28 + 31 0,42 4§ 0,03 + 10 0,10
10 PP(Trp),(Arg), ++ 62 0,62 + 25 0,25 - 5 0,50 + 50 0,50
11 PP(Met)y(Arg); += 5 0,05 + 2 033 + ¢ 0 + g 0,08

—ll-
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Tabulka 2
bunécnd linie
¢. symbol KB HBT-3%/w GR MT/F6
slouceniny

B P% M F P% M F P3 |
1 Epd(Arg), HHO9 0,08+ 0 0 H 20 0,40
2 PR(Asp)y(Arg),  H 1% 0,12 48 0,81 + 25 0,73
1 PR(Glu)y(Arg)y B 0,08 + 66 0,71+ 5 0,75
4 PP(Cys)y(Arg)y ¢ 2 012 o+ Y 0,53 #+ 50 0,75
5 PR(Ala)y(Arg);, 4 0 0 + 17 0,33+ 50 0,50
6 PP(Ser)y(Arg);  + 0 0 + 1 0,50 + 2 0,1
T PP(lys)y(Arg)y - 2 o1 47 0,48 =+ 25 0,75
8  PP(Phe),(Arg), + 12 0,12 4+ 11 0,11 +H+ 0 0
9 PP(Arg),(Arg), + 16 0,16 aaa 28 0,28 ++ 12 0,12
10 PP(Trp)y(Arg);  mb A 0,21 +H+ 18 0,11 ++ 6 0,62
11 PP(Met),(Arg), ++ 5 0,12 HH+ 8 0,08 ++ 25 0,22

-12-
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Tabulka 3
bunécnd linie
¢.  symbol HEp-2 Mm SMT/C1 T-47D
slouceniny
F P? L F Py | P P$ |
1 EpD(Arg), + 10,3 + 30,75 + 0 0,66
2 PP(Asp)y(Arg), HH+ 47 0,40 +H 70 0,92 +HH+ 65 0,92
3 PP(Glu),(Arg), HH+ 15 e,08 + 76 0,70 8 0,80
4  PP(Cys)y(Arg), HH+ 60 0,32 +H 40 0,73 + 26 0,84
5  PP(Ala),(Arg), + 21 0,21 + 86 0,84 ++ 85 0,82
§  PP(Ser)y(Arg), + 25 0,50 + 3 0,37 +H+ 40 0,60
7 PP(Lys),(Arg), + 10 0,42 + kX 0,80 #+ 57 0,92
8§  PP(Phe),(Arg), + 3 0,08 e+ 12 0,37 + 60 0,60
§  PP(Arg),(Arg), + 5 0,14 ++ 12 0,38 40 0,40
10 PP(Trp),(Arg), +H 15 0,15 +H+ 1 0,33 + 13 0,13
11 PP(Met)y(Arq), +++ 0 0 +H+ 8 0,08 + 10 0,10
Tabulka 4
¢ i N
priklad symbol molekulovy mol.
slouceniny vzorec hnota vyp.(%) nmal.(3)  vyp.(%) mal.(}) wvyp.(}) nal.(3)
V. PP(Ser)y(Arg); CoaHigN14019 1121,2 55,65 955,69 6,78 6,81 17,48 17,52
VI PP(GLy)y(Arg)y  CogHygl140;5 1061,2 56,53 56,42 6,78 6,71 18,45 18,22
VII PP(Ala)(Arg);  CgpHqgN1y0py 1089,2 55,09 55,14 6,97 7,02 17,99 18,03
VIII PP(Val),(Arg); CoelaaNi40p9 1 145,3 58,67 58,58 7,3 1,4 17,11 17,00
IX  PP(Leu)y(Arg)y  CogHyghy40;9 1173,3 59,32 59,24 6,3 6,27 16,71 16,64
X PP(Lle)y(Arg); Coglyclyy0py 11713,3 59,32 59,4 6,3 6,41 16,71 16,68
i1 PP(Phe),(Arg)y  CgaBaqN140yy 1241,4 61,86 61,91 6,78 §72 15,78 15,74
LI PP(Tyr)y(Arg)y  CgyalgqNi40yy 1273,4 60,31 60,39 6,44 6,46 15,39 15,45
9841 PP(Pro),(Arq);  CogBagN140q9 1141,3 58,88 58,93 7,00 1,07 17,17 17,2

-13-
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Tabulka 4 (pokracovani)

priklad  symbol molekulovy mol. : ; !
slouceniny vzorec hmota vyp.(%) nal.(%)  vyp.(3) nal.(3) wyp.(3) nal.(%)
XV PP(Pro0E),(Arg); CslggMy40p4 11753 57,18 57,09 6,80 672 1667 16,59
XV PP(Trp)y(Arq);  CoglggMig0yy 1319,4 61,84 61,72 6,52 6,46 16,98 ‘16,79
NI PP(Cys)y(Arg)y  CspBpgMy0pp8 1153,3 54,01 S4,11 6,59 6,60 1699 17,04
WII  PP(Net)y(Arg)y  CocBg,Ny,0p0S, 1209,4 55,5 55,61 6,9 7,00 1620 16,27
WIII  PP(Asp)y(Arg);  CogfiygMp,0p 1 177,2 55,05 55,11 646 6,52 16,65 16,74
XX PP(Glu)y(Arg);  CoeHgoNyg0; 1205,3 55,75 55,64 6,64 6,53 16,26 16,18
XX PP(Arg)y(Arg);  CogBoqlpg0yp 1339,4 51,36 51,82 6,72 6,64 20,90 20,97
i1 PP(Liz)y(Arq);  CoglgoNig0p 1203,4 57,84 57,89 7,48 7,53 18,61 18,58
KXII PP(Liz0B)q(Arg)y CogHgoNyg0y4 12354 56,34 56,23 7,28 1,19 18,13 18,04
MXIII  PP(His)y(Arg),  CoglgoMig0), 1221,3 56,99 56,89 6,71 6,67 20,63 20,5
IV PP(Asn)y(Arg);  CoyiygNic0yy 1175 55,14 55,19 6,64 6,68 19,06 18,98
XV PP(Gln)y(Arg),  CoglgulicOp, 1203,3 55,85 55,77 6,98 6,81 18,62 18171
I PP(Cys)y(Arg);  CopigeN140p8 1153,3 54,01 54,11 6,59 6,64 16,99 17,04
XVII PP(Met);(Arg);  CogguNi40q98, 1209,4 55,56 55,61 6,94 7,01 16,20 16,27
WIII  PP(Asp)y(Arg)y  Coulqely,Op 1177, 55,05 55,11 . 6,46 6,52 16,65 16,74
XIX  PP(Glu)y(Arg);  CogHogMy401¢ 1205,3 55,75 55,64 6,64 6,53 16,26 16,18
XX PP(Arg)y(Arg);  CogHggNog0p  1339,4 51,96 51,82 6,72 6,64 20,%0 20,97
XXI PP(Lys)y(Arg);  CoglggNig0;; 1203,4 57,84 57,89 7,48 7,53 18,61 18,58
XAII  PP(LysOH),(Arg), CoghogNicOy, 12354 56,34 56,23 7,28 1,19 18,13 18,04
X111 PP(His)y(Arg);  CogHgoNig0y, 1221,3 56,99 56,89 6,71 6,67 20,63 20,52
XXV PP(Asn)y(Arg);  Couligglyc0yy 1175, 55,14 55,19 6,64 6,68 19,06 18,98
XXV PP(Gln)y(Arg),  CoghgMyg0p, 1203,3 55,85 55,77 6,98 681 18,62 18,71
Priklad 26
Ke 1 037,12 mg (1,4 mmol) di(N-alanyl)protoporfyrinu, roz-

pusténého ve 40 ml dimethylformamidu, se prida 434,4 mg (2,8 mmol)
histidinu, rozpusténého ve 3 ml vody. Smés se zahriva po dobu 40
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aZz 50 minut na vodni 1lazni za intenzivniho michdni. Po ochlazeni
se pridd 100 ml smési acetonu a etheru (v poméru 1 : 3). Smés se
michd po dobu pribliZzné 10 minut a nechd se stat po dobu nékolika
hodin. Po zfiltrovani ve vakuu a vysusSeni ve vakuu oxidem fosfo-
reénym se ziskd histidinova stl v mnoZstvi 1 353 mg, coZ znamena
vytézek 92 %. Spektrum UV VIS max {nm) 208 (histidin), 400, 514,
550, 570, 632.

Prumyslova vvuZitelnost

Pfiprava komplexnich soli hematoporfyrinu a jeho derivata,
pouZitelnych jako terapeutické ¢inidlo pro detekci a léceni nado-=
ri.

PATENTOVE NAROKY

1. Komplexni soli hematoporfyrinu a jejich derivaty obecného

vzorce I,

- HyC R, 7
— Y,

HsC N7 cH
o HN [ fmAn @

qu N I Ro

HoC = N

HOOC S
QHQ CHy
GHa

- COOH “n

v némz R! a Rz, které 2znamenaji stejné nebo ruzné skupiny,
znamenaji skupinu -CH=CH,, -CH(OH)-CH,, -CH(OR3)-CH3, kde R3

znamend skupinu tvorici oligomer obsahujici etherovou a/nebo
esterovou vazbu, tato skupina obsahuje 1 az 5 stejnych nebo
ruznych jednotek odvozenych od monomeru vzorce II

-15-
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OH

FbC CF*CFh
— Y
HsC N |  cH;
o NH HN | - (II)
H,C N l CH-CH;3
Hq(.) — N OH
HOOC —
QHZ CH;
GH2
COOCH

nebo Rl a R2 znamenaji stejné skupinu, a to skupinu obecného
vzorce -CH(R4)-CH3, v némz R? znamena tyto skupiny: ‘

karboxymethylaminovou, l-karboxyethylaminovou, l-karboxy-2-
-methyl-propylaminovou, l-karboxy-3-methyl-butylaminovou,
l-karboxy-2-methyl-butylaminovou, l-karboxybutylaminovou,
l1-karboxy-pentylaminovou, l-karboxy-2-hydroxy-ethylaminovou,
l-karboxy-2-hydroxypropylaminovou, l-karboxy-2-merkapto-ethyl-
aminovou, l-karboxy-3-methyl-thiopropylaminovou, 1,2-di-
karboxy-ethylaminovou, l-karboxy-2-karbamoyl-ethylaminovou,
1,3-dikarboxypropylaminovou, l-karboxy-3-karbamoylpropyl-
aminovou, l-karboxy-2-fenyl-ethylaminovou, l-karboxy-2-(4-
-hydroxy-fenyl)-ethylaminovou, l-karboxy-2-indolylethyl-
aminovou, 2-karboxy-pyrrolidinylovou, 2-karboxy-4-hydroxy-
-pyrrolidinylovou, l-karboxy-5-aminopentylaminovou, l-karboxy-
-4-guanidyl-butylaminovou, l-karboxy-4-hydroxy-5-amino-pentyl-
aminovou nebo l-karboxy-2-(1H-imidazol)-ethylaminovou skupinu,
A znamend bazickou aminokyselinu, jako arginin, lysin, hydroxy-
lysin a histidin, m znamena 2 az 6 a n 1 az 5.

Komplexni soli hematoporfyrinu podle naroku 1, obecného vzorce

I, kde znamena rl a R? vzdy skupinu -CH(R4)-CH3, kde R? a
ostatni symboly maji v ndroku 1 uvedeny vyznam.

Komplexni soli hematoporfyrinu podle naroku 1 nebo 2, obecného
vzorce I, kde znamend m 2 a n 1 a ostatni symboly maji v naro-
ku 1 nebo 2 uvedeny vyznam.

Smés komplexnich soli hematoporfyrinu podle naroki 1 nebo 2,
vyznacujici s e t i m, Ze obsahuje alespon dvé
soli podle naroku 1 obecného vzorce I, kde jednotlivé symboly
maji v naroku 1 uvedeny vyznam.

~-16-
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5. Smés komplexnich soli hematoporfyrinu podle naroki 1 nebo 2,
vyznadéujici s e t i m, 2Ze obsahuje argininové
soli hematoporfyrinu, protoporfyrinu, vinyldeuteroporfyrinu
a dihematoporfyrin etheru.

6. Zpusob pripravy komplexnich soli hematoporfyrinu a jeho deri-
vatl obecného vzorce I nebo smési soli obecného vzorce I podle

naroku 1
- HC R, 7
— Y/
HsC N7 [  cH
W HN l mA(n) (D),
Ha N | R
Hzg = X
HOQC —
C|H2 CHj
GHe
L COOH “n

v némz R! a R2, které znamenaji stejné nebo rizné skupiny,
znamenaji skupinu -CH=CH,, =-CH(OH)-CH3 nebo -CH(OR3)-CH3, kde

R3 znamena skupinu tvorici oligomer obsahujici etherovou
a/nebo esterovou vazbu, tato skupina obsahuje 1 aZ 5 stejnych
nebo ruznych jednotek odvozenych od monomeru podle naroku 1
vzorce II

OH

H3C CH'CH3
— Y
HsC N |  cH;
— NH HN l (II)
HoC N l GH-CH;
HQ'C — N OH
HOOC —
CHz CH;
GHa
COOCH
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nebo Rl a R? znamenaji stejné skupiny, a to skupinu obecného
vzorce -CH(R4)-CH3, v némz R* znamena tyto skupiny:
karboxymethylaminovou, l-karboxyethylaminovou, 1l-karboxy-2-

-methyl-propylaminovou, l-karboxy-3-methyl-butylaminovou,
l-karboxy-2-methyl-butylaminovou, l1-karboxybutylaminovou,
l-karboxypentylaminovou, l-karboxy-2-hydroxy-ethylaminovou,

l-karboxy-2~-hydroxy-propylaminovou, l-karboxy-2-merkaptoethyl-
aminovou, l-karboxy-3-methylthio-propylaminovou, 1,2-dikarboxy-
-ethylaminovou, 1l-karboxy-2-karbamoyl-ethylaminovou, 1,3-di-
karboxypropylaminovou, l-karboxy-3-karbamoylpropylaminovou,
l-karboxy-2-fenyl-ethylaminovou, 1l-karboxy-2-(4-hydroxyfenyl)-
-ethylaminovou, 1l-karboxy-2-indolylethylaminovou, 2-karboxy-
-pyrrolidinylovou, 2-karboxy-4-hydroxypyrrolidinylovou,
l-karboxy-5~amino-pentylaminovou, l-karboxy-4-guanidylbutyl-
aminovou, l-karboxy-4-hydroxy~-5~amino-pentylaminovou nebo
l-karboxy-2-(1H-imidazol)-ethylaminovou skupinu, kde A znamena
bazickou aminokyselinu uvedenou v ndroku 1, m znamenda ¢islo od
2do 6a n znamend c¢islood 1do 5, vyznadc¢uijici
s e t i m Ze hematoporfyrinovy derivat obecného vzorce IV
nebo smés alespon dvou derivata obecného vzorce IV

ch R1

—\_. 4
HsC N | CH;

NH  HN l (v,
HaC Ne || Re
HaC — N
HOOC
Ha CHs

CHe
COOH

v némz Rl a R? znamenaji jak shora uvedeno s tim, Ze jestlize
Rl a R? znamenaji skupinu obecného vzorce —CH(R4)-CH3, potom

karboxylové skupiny substituentu R* mohou byt volné nebo chra-
néné, ~

se nechdva reagovat s bazickou aminokyselinou s volnymi nebo
s chranénymi karboxylovymi skupinami nebo s jejim monohydro-
chloridem, popripadé se odstrani chrédnici skupiny z karboxylo-
vé skupiny a produkt se izoluje.

Zpusob podle ndroku 6, vyznacujici s e tim,
Z2e se reakce provadi v organickém rozpoustédle ze souboru
zahrnujiciho amidy, nitrily, estery, ketony, sulfoxidy, alko-
holy, ethylkarbonaty a jejich smési nebo v prostredi obsahuji-~
cim uvedena rozpoustédla nebo jejich smési a vodu.
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8. Zpisob podle ndroku 6, vy znac¢cuijici s e tim,
Ze se jako aminokyselina pouZiva arginin, lysin, hydroxylysin
nebo histidin.

9. Zpusob podle naroku 6, vy znadc¢uijici s e tim,
Ze se nechavad reagovat smés obsahujici hematoporfyrin, proto-
porfyrin, vinyldeuteroporfyrin a dihematoporfyrin-ether s argi-
ninemn.

10.Zpisob podle ndroku 6, vy znacéuijici s e tim,
Ze se sl nebo smés soli izoluje pridanim k reakéni smési roz-
poustédla o nizké polarité, jako Jje ethylether nebo aceton,
nebo smési rozpoustédel tvoricich homogenni roztok s rozpous-
tédlem pouzitym pri reakci.

l1l.Farmaceuticky prostredek pro detekci a/nebo léc¢eni nadoru,
vyznacéujici S e tim 2ze obsahuje komplexni
sl hematoporfyrinu podle naroku 1 nebo smés alesporn dvou soli
- podle naroku 1 obecného vzorce I, kde jednotlivé symboly maji
v naroku 1 uvedeny vyznam.

12.Farmaceuticky prostredek podle naroku 11, vyznacuiji-
ci s e t i m, 2e obsahuje komplexni sil hematoporfyrinu
podle nadroku 1 nebo smés alespori dvou soli podle naroku 1
obecného vzorce I, kde jednotlivé symboly maji v nadroku 1 uve-
deny vyznam, v pevné forme.

13.Farmaceuticky prostredek podle naroku 11, vyznaduiji-
ci s e t im, 2Ze obsahuje komplexni sil hematoporfyrinu
podle naroku 1 nebo smés alespon dvou soli podle naroku 1
obecného vzorce I, kde jednotlivé symboly maji v naroku 1 uve-
deny vyznam, a farmaceuticky vhodné redidlo nebo nosic.

1 vykres
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