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Vynélez se tykd zplsobu vyroby novych
anthracyklinovych glykosidi obecného vzor-
ce IV - o
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R: znamend skupinu
—COCH3 nebo —COCH20H ,
a alespoii jeden z dvojvazebnych ligandd
{a), (b) a {c) je obsazen cheldtovym kovo-
vym kationtem zvolenym ze skupiny zahrnu-
jici Cd2*, Fe?*, Zn2*, Co?*, Ph2*, Ni2+, Cu?*,
Hg?t, Fe3* a A3+,
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Anthracyklinovymi glykosidickymi anti-
biotiky jsou slougeniny, ve kterych tetrahyd-
ronaftacenovy chromefor je vdzdn na cukr,
nejobvykleji na bazicky cukr. Jako reprezen-
tanty takovych antibiotik lze jmenovat mné-
sledujici IéﬁY(y

doxorubicin,
rutilantin, cinerubin A,
lavin, rhodomycin A,
-rthodomycin 1, y-rhodomycin 2, y-rhodo-
mycin 3, y-rhodomycin 4, isorhodomycin
A, retikulomycin A, doxorubininol, retiku-
lomycin B, isochinocyklin A, galirubin, my-
cetin, mycetin A, violacin, e«-citromycin, y-
-citromycin, 10-desoxyrhodomycin, g-iso-
rhodomycin, y-isorhodomycin, e-isorhodo-
mycin, minomycin, agayamycin, ayamycin,
nogalomycin.

Z téchto latek vzbudily Siroky zdjem do-
xorubicin (americky patentovy spis &islo
3590 028), deunorubicin (britsky patentovy
spis €. 1033 383), jejich derivaty a jiné ana-
logy jako onkolyticky piisobici latky, tj. 14t-
ky pouZitelné k 16¢hé leukémie a k jiné che-
moterapii rakoviny. Struktura doxorubicinu
je zfejmd ze vzorce 1 na pFiloZené tabulce
vzorclh), ve kterém znamend Ri skupinu
—COCHz0H a R vlastn{ dauncsaminylovou
Cast molekuly, zndzornénou jako vzorec II
na priloZené tabulce vzorcl. JestliZe misto

deunorubicin, pyrromycin,
cinerubin B, ak-

rhodomyein B, -
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toho Ri znamend skupinu —COCH3, vznikne
strukutra deunorubicinu. Byly pFipraveny
¢etné analogy t&chto sloucenin, hlavné ob-
m&nami hydroxymethylketonového zbytku
doxorubicinu, methylketonového zbytku
deunorubicinu a aminoskupiny daunosami-
nylového zbytku u obou sloufenin. Repre-
zentanty t8chto analogd popisuji napiiklad
americky patentovy spis ¢. 3 686 136, K. Ya-
mamoto a spol. v J. Med. Chem. 15,
872 (1973}, zdpadoon&mec. patentové spisy
&, 2327 211, 2557537, 1920 198, E. Bachman
a spol. v Agents and Actions 574, 383, P,
Chandra v Cancer Chemother. Rep. 6, 115
(1975), F. Arcamon a spol. tamtéZ na str.
123, a G. Zbinden a spol. v Cancer Chemo-
ther. Rep. 4, 707 (1975], na které se zde od-
kazuje. Rubidazon 1ze uvést jako jeden zv1as-
té zajimavy derivat, tj. sloufeninu vzorce I
z pFipojené tabulky vzorcfi, ve kterém R mé
stejny vyznam jako ve vzorci II ma pFipoje-
né tabulce wzorct a Ri znamend skupinu
—CCH3NNHCO—CsHs. Dal3imi jsou doxo-
rubicinol a daunorubicinol.

Jeden z problémt, ktery stdle provazi po-
uZiti téchto onkolytickych anthracyklino-
vych glykosidf, vyplyvd z jejich v3eobecn&
vysoké hematologické, gestrointestindlni a
kardidlni toxicity, kterd omezuje jejich Sir3i
pouZiti v ddvkdch odpovidajicich 1&inné
chemoterapii rakoviny. Jako 2zvl45t€ znepo-
kojujici se ukézala kardiotoxicita t&chto 14-
tek. Vyznadenéd kardiotoxicita, Casto smriel-
né, provézi pouZiti doxorubicinu v kumula-
tivnich ddvkéch prevySujicich 500 ‘mg/ma2.
Problém toxicity spojeny s doxorubicinem
nepochybné inspiroval fetné pokusy o mo-
difikaci této slouceniny pouZitelnym smé-
rem, avSak neddvno (v roce 1975} byla jed-
na skupina badateld nucena uéinit zav&r, Ze
»sloutenina, ve které je kombinovédna vy-
znatnd i Sirokospektrdlni protinddorové
Géinnost adriamycinu (doxorubicinu) s vel-
mi nizkou srdeCni toxicitou, nebyla zatim
nalezena“. (G. Zbinden a spol., Cancer. Che-
mother. Rep. 59, 707).

Pri zkouSeni kardiotoxicity doxorubicinu
bylo podle tohoto vynédlezu shleddno, Ze je
mohutnym inhibitorem adenosintrifosfatzy,
ovliviiujici transport sodiku a drasliku sr-
dedni membranou, a Ze je tudiZ inhibitorem
transportu drasliku. Rovn&Z bylo shledéno,
Ze tato inhibice je blokovédna vapnikem, coZ
naznaduje, Ze doxorubicin vytvaFi komplex
s vépnikem. Kumulativni kardiotoxicita do-
xorubicinu by byla vysvétlena, kdyby kom-
plex doxorubicinu s vapnikem vytvoreny v
krvi byl u adenosintrifosfatdzy netdéinny,
zatimco ‘maly podil volného glykosidu by
byl v podstatd ireversibiln& vdzdn na enzym.
Autor tohoto vynélezu ulinil z&vér, Ze zce-
la nasycené mionomerni derivaty anthracy-
klinovych derivdtli s kovy, napfiklad deri-
vaty obsahujici kationty kovu, jehoZ afinita
k vicevazebnym ligandlm glykosidu byla
v8t§1 neZ vapniku, by nebyly kardiotoxické.
Vyslednd modifikace by mohla byt soucas-
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n& nedostateénd k¥ tomu, aby ovlivnila me-
chanismus onkolytické G&innosti 14tky, kte-
ry miiZe zahrnovat vmezefeni do DNK na-
dorovych bundk. At je mechanismus Gfinku
jakykoli, a autor tohoto vynédlezu se nechce
vazat na jakoukoli konkrétni teorii o ulin-
ku, pfipravil nyni derivdty anthracyklino-
vych glykosidli s kovy, které, podrZujice si
protirakovinovy tufinek vychozich slou€enin,
zfejmé& pozbyvajl podstatn& jejich charakte-
ristické kardiotoxicity. Jak zde bude uve-
deno déle, nové sloufeniny p¥indSeji dalsi
vyznamné vyhody.

Né&ktefi pracovnici popsali komplexy ko-
vl s anthracyklinovymi glykosidy. Nap¥i-
klad D. W. Yesair se spol. v A. A. C. R.
Abstr., 285 (1974) se zmifiuji o tom, Ze ad-
riamycin (doxorubicin) a deunomycin (dau-
moorubicin) tvo¥i komplexy s Fe?", Co?*,
Cu?+* a s dalsimi kationty kovii. Tito pra-
covnici kombinovali Cu?* s adriamycinem
(,,A“) a daunomycinem (,D“), ptiemZ pro
poslednd zmin&ny uvad&ji moldrni poméry
Cu2t:D (1:1) a &ini zavér, Ze ,ionty médi
chréani pon&kud proti opoZdéné anthracykli-
nové toxicitd“, Dal§i badatelé, kteff se po-
kouSeli pozdéji potvrdit tuto préci, shleda-
li, Ze Yesairovou metodou se zisk&va poly-
merni komplex 1:2:Cu2*:D (50 % kation-
tu kovu z@istdvd mimo komplex), avSak in vi-
vo ,,dochézi ihned k dplné disociaci kom-
plexu“. [K. Mailer a spol., Biochem. Pharm.
25, 2085 (1976).] Tito badatelé dospéli k za-
véru, Ze G¢inky pozorované dfive in vivo
,iemohou byt zplsobeny p¥Fitomnosti che-
latové formy t&chto latek."

Vysledkem vyzkumu tohoto problému je
zplsob wyroby novych antracyklinovych gly-
kosid@i (obecného vzorce uvedeného v dvo-
du popisu tohoto vyndlezu). Jeho podstata
spofivd v tom, Ze se uvadi do reakce jeden
mol glykosidu, zvoleného ze skupiny zahr-
nujici doxorubicin a daunorubicin, s ale-
spoii jednim molem kovového kationtu zvo-
leného ze skupiny sestdvajici z Cd?*+, Fe?*,
Zn2+, Co?t, Pb2*, Ni2+, Cu?*, Hg?*, Fe3* a
A3+ naleZ se postupn& zvySuje pH vzniklé
soustavy na hodnotu 6,5 aZ 7,5 za vzniku
vznikly roztok se bezprostfedn& oddé&li od
piipadnych pevnych vedlejSich produktd s
obsahem kovu a zpracovdnim roztoku ihned
po odd&leni se zastavi dal3i reakce mezi
glykosidem a kovovym kationtem.

Vyhodné se jako kovového kationtu pouZi-
v4 kationtu zvoleného Ze skupiny zahrnujici
Fe?*, Fed+, Cult a Co?*.

Pfi zplisobu podle vyndlezu se s vyhodou
postupuje tak, Ze se dalSl reakce mezi gly-
kosidem a kovovym kationtem zastavi zmra-
zenim roztoku kapalnym dusikem.

Derivaty anthracyklinovych glykosidd s
kovem, pFipravené podle tohoto vynélezu,
jsou v podstat8 v monomerni formé& (tj. je-
den glykosid na jednu molekulu derivdtu)
a neZddouci polymeraci, kterd muZe napii-
klad zabrdnit vmezefeni do DNK néddoro-
vych bunék, se v podstaté zabrailuje novy-
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mi zpiisoby, které potlafuji aktivni pFitom-
nosti volného kovu. Soufasné smési podle
tohoto vynélezu vyhodn®& obsahuji vice ka-
tiontd na jednu molekulu anthracyklinoveé-
ho glykosidu.

Zpisob podle tohoto vyndlezu se tedy- ty-
kd zplsobu slufovani anthracyklinového
glykosidu v roztoku, priemZ glykosid mé
alespoil jeden dvojvazebny ligand, a dvoj-
mocného nebo trojmocného katiomtu kowvu,
jeho? afinita k ligandu je v&t3i neZ u Ca?*;
hodnota pH ziskaného systému se upravuje,
aby se podpoiila tvorba cheldtu kovu s dvoj-
vazebnymi ligandy; vysledny roztok se od-
déli od pevného vedlejSiho produktu obsa-
hujiciho kov; ziskany roztok se ihned zpra-
cuje, aby se zabramilo dalsi reakci mezi gly-
kosidem a kationty kovu. P# izolaci miZe
byt rovndZ odstranéno podstatné mnoZsztvi
vedlej$iho makromolekuldrniho polyglyko-
sudického vedlej§tho produktu. Nové slou-
¢eniny pfripravené uvedenym zplisobem se
jevi v podstaté jako prosté kardiotoxicity,
udrzujl si jesté onkolytickou ucinnost vy-
kazovanou vychozim glykosidem na béazi v
podstaté srovnatelné (mg ku mg). Zavede-
ni kovu do glykosidi méni spektra [vidi-
telné, ultrafialové, infratervené a nukledr-
né-magnetické resonantni spekitrum) wycho-
zich sloufenin, coZ dokazuje zmé&nu v mo-
lekuldrni struktufe antibiotik, zplisobenou
parcialni povahou kowvalentni vazby, kterd
je diisledkem interakce s kationty kovu. Kov
také zrejm& sniZuje katabolismus wvychozi
slouteniny na toxické derivéaty.

Derivdty kovli podle tohoto vyndlezu ma-
ji ve srovmnani s vychozimi onkolytickymi
slouteninami vyznamné sniZenou vieobec-
nou, gastrointestindlni a hematologickou to-
xicitu. Zavedenim kovu se méni elekironové
vlastnosti vychozi sloufeniny a tak se
zFejmé hluboce ovliviiuji jejich permeabilni
vlastnosti. Tak trojZelezity doxorubicin, kte-
ry je vyhodnou slouteninou podle vynéle-
zu, se jevi jako schopny pronikat hematoen-
cefalickou i intestindini bariérou, zatimco
u samatného doxorubicinu toho neni v ufin-
né mife schopen. Lze oCekdvat, Ze se tako-
vé vlastnosti profevi i v dalSich provedenich
tohato vyndlezu, takZe sloudenin podle vy-
nalezu miZe byt pouZito k 16Eb& neoplastic-
kych chorob mozku a v nékterych pfipadech
mohou byt podavany ordlné, napriklad v
potahované formé&. Dodatkem ke v3emu
predchozimu se zdd, Ze zavedenl kationtdl
kovu wyznacné sniZuje imunosupresivni
vlastnosti piislusné vychozi sloudeniny. Tak
napiiklad ve srovnavacich testech doxoru-
bicin sniZoval vyznamné hmotnost sleziny
a imunokompetentnich bun®k, zatimco troj-
Zelezity doxorubicin plipraveny podle vy-
nédlezu se ukdzal mnohem méné imunosup-
resivnim. Konetng, kdyZ se sloufeniny pri-
pravené podle tohoto vyndlezu aplikuji pa-
renteralug, zieteln€ se odstrani nekréza v
sousedstvi mista aplikace, kterd provézi pii-
sluSnou vychozi sloudeninu, nap¥iklad do-
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xorubicin. Zdanlivé vyssi specificita onkoly-
tickych kovovych derivatd podle tohoto vy-
ndlezu muZe byt, jak je uvedeno vySe, pri-
souzena zménénym permeabilnim vlastnos-
tem. At je vyhodnost mechanismu jakékoli,
meélo by byt zFejmé, Ze sloufeniny vyrdbéné
podle tohoto vyndlezu maji iroké spektrum
piiznivych wlastnosti, lteré nemaji p¥islus-
né vychozi slouceniny.

O vyhodnych provedenich vyndlezu miZe
byt snadno diskutovadno s odkazem na vzo-
rec 111 p¥ipojené tabulky vzorci, kde je znéd-
zornéna struktura nékterych anthracyklino-
vych glykosiddi, pokud jde o pochopeni tri--
metalickych anthracyklickych glykosidi po-
dle vyndlezu. V popisovaném piipadé, jest-
liZe znamend R atom vodiku a Ri skupinu
—COCH3 nebo —COCH2CH, vznikaji trime-
talicky daunorubicin a trimetalicky doxo-
rubicin. Jak bude odbornikim zPejmé, Ri
miZe predstavovat riizné derivaty a Rz m#-
7e napfiklad obsahovat acylovou nebo ji-
nou skupinu. V kaZdém pripad& bude ziej-
mé, Ye dvojvazebné ligandy vychozi slouce-
niny jsou ve vyhodném pfipadé vSechny ob-
sazeny kovem [, Me*). JestliZze se pFi vyro-
b#& slouteniny podle vyndlezu pouZije men-
giho mnoZstvi kovové reaktni sloZky, neZ je
v podstatd potfebné k nasyceni viech dvoj-
vazebnych ligandd vychoziho glykosidu, bu-
de vyhodné, Ze kation miZe byt rdzné di-
stribuovdn mezi ligandy jednotlivich gly-
kosid@t vytvdFejicich smés. V takovych pfi-
padech se o ligandech aglykonu pPedpoklé-
da, Ze maji pfevahu v kompetici pro kation
kovu. P¥i tvorbé sloufenin podle vynilezu
se v3ak nejvyhodng&ji dodavad alespo m molid
kationtu kovu ma 1 mol glykosidu, pfifemZ
n je polet dvojvazebnych ligandd v moleku-
le glykosidu. Nicmén& za niZe popsanych
opat¥eni mtZe byt pouZito stechiometrické-
ho nadbytku kationtu kovu. V pFipadé gly-
kosidi se tfemi dvojvazebnymi ligandy v
molekule vysledné smé&si obsahuji vyhodné
alespoii 2 mioly kovu na 1 mol glykosidu.
Nejvyhodngj$i pomér kovu ke glykosidu w
tomto pripad® je asi 3:1. Atkoli, jak bylo
dfive prohld$sno, nechci byt vézan teorii,
je moZné, e neobsazené dvojvazebné ligan-
dy vychozich glykosiddi plsobi jako mista
vazby pro inhibici Na-K-adenositrifosfatdzy,
takZe je Z&douci v&novat pozormost tomu,
aby bylo zaji$téno jejich obsazeni kovem.

V pfipadé ilustrovaném na vykresu maji
dvojvazebné ligandy anthracyklinonu (agly-
konu) dikarbonylovou povahu. Odlidny li-
gand se objevuje ve zbytku daunosaminu,
glykosylové hydroxylové skupiny. Samoziej-
m& jednotlivé anthracyklinové glykosidy,
vyhodngé upoifebené podle tohoto vynalezu,
mohou mit dall druhy komplexatvornych
ligandd. Rozmanité dalsi dvojvazebné ligan-
dy jsou popsédny J. Kleinbergem v Inorganic
Chemistry str. 218 aZ 220, D. C. Heath and
Comp. Boston (1960), o CemZ je zde pojed-
nano s odkazem na citaci.

Sloudeniny podle vyndlezu se tvofl v roz-
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toku, vyhodn& vodném, kombinaci vychozi-
ho glykosidu a kationtu kovu doddvaného
v nékteré vhodné formé, s vyhodou ve for-
mé soli. U%ivad se takovych kationtdi, jejichZ
afinita k ligandu je v&t8i neZ u Ca?*, jak je
stanoveno Hillovou metodou, napfiklad dvoj-
mocnych kationtlt, jako Mn2+, Cd2*+, Fe2*,
Zn?*, Co?*, Pb+*2 Ni2*, Cu?* a Hg?*, a troj-
mocnych kationti, napfiklad Fe3* a Al*.
Vyhodné kationty zahrnuji Fe?+, Fed+ c€ul+t
a Co?*, Fe3* jsou obzvla$t& vyhodné. Vy-
hodné reakéni sloZky soli kovi zahrnuji
chloridy, sirany a dusi€nany, ackoli lze po-
wZit rovnéZ hydroxida.

Obvykle, kdyZ se reagujici sloZka kovu
nejprve kombinuje ve vodném roztoku, méa
vysledny systém pomérn& Kyselou reakci.
ProtoZe rozpousténi reagujici slozky kovu
je uskladné&no p¥i kyselém pH, ddvdm pfed-
nost nastavit nejdf¥ive hodnotu pH na hod-
notu blizkou neutralité, aby doslo k depro-
tonaci dvojvazebnych ligandd a podpofila
se tvorba cheldtd kationtl. Je Zadouci, aby
reakéni systém byl upraven v rozsahu hod-
noty pH postacujici k podpofe tvorby che-
latl,, s vyhodou blizko neutrdlnimu prostre-
di, napriklad na hodnotu pH asi od 6,5 asi
do 7,5, zvl4sté vyhodné asi od 6,8 aZ do 7,2.
Uprava hodnoty pH by méla byt postupnd,
aby se sniZovalo srdZeni pevné sloufeniny
kovu, 0 jejiZ pFitomnosti se domnivam, Ze
vede ke tvorbé nedfinnych zbytkd obsahu-
jicich polyglykosid.

Reak{ni teplota se Fidi se zietelem k roz-
pustnosti (ispodni hranice) a teplot& degra-
dace jednotlivého pouZitého anthracyklinu
(horni hranice). Teplota se udrZuje obvykle

b&hem upravovédni hodnoty pH v rozmezi asi

od 15 aZ asi do 50°C.

Po upraveni hodnoty pH je Z4douci, aby
se ziskané vcelku monomerni derivdty ob-
sahujici kov rychle odd8&lily od pevnych ve-
dlejSich produktd obsahujicich kovy, nap¥i-
klad filtraci. Vi&tSina glykosidickych zbytk{
obsaZenych ve filtrdtu je v monomerni for-
m8. Jak bylo zjist&no technikou ultrafiltra-
ce, je ve vyhodnych provedenich podle vy-
nélezu vice neZ asi 95 % a optimalng vice
nez 99 % glykosidu obsaZeného ve filtratu
v monomerni formé. Vysledny roztok, ktery

stdle obsahuje malé mnoZstvi nekomplexo- .

vanych rozpustnych kationtd kovil, se potom
okamZité zpracuje, aby se zabranilo dald{
reakci kov-—glykosid, kterd by mohla vést
ke tvorb& metnidinnych materidltt obsahuji-
cich polyglykosidy, o kterych se predpo-
klada, Ze maji sloZeni d¥ive zndmych smési,
napiiklad takovych popsanych vySe Yesai-
rem. Volny kov by mohl byit absorbovan na-
priklad uhli¢itanem hofednatym nebo od-
stranén pomoci chromatografie. Zfiltrovany
roztok se zejména vyhodn& po piipadném
davkovadni jednoduSe a rychle ztuZi rych-
Iym zmrazenim. Rychlym zmrazenim zfilt-
rované reak&ni smidsi se tak G®inné bloku-
je dal3i reakce sloudemniny glykosidu s ko-
vem, ke které by jinak mohlo dochézet, Po-

tom se produkt s vyhodou lyofilizuje a ucho-
vavd pii nizké vlhkosti, nejvyhodn#ji niZsi
ne% asi 1 %.

Lyofilizovany materidl, ktery bude aob-
vykle obsahovat v&tSi podil manitu nebo
dalsi pfisady, by mél byt uZivdn parente-
ralné, zasadné bezprostfednd po provedené
rekonstituci, napiiklad sterilni vodou do
konetné koncentrace, naptiklad - ml/2,5 mg
anthracyklinového glykosidu obsahujiciho
vice kovu. Sloufeniny, jako napfiklad troj-
Zelezity doxorubicin, mohou byt poddvany
ordlné, pop¥ipadé v potahované formé.

Zatimco vyhodny zplsob vyroby anthra-
cyklinovéhe glykosidu obsahujiciho kov po-
adle tohoto vyndlezu je ten, ktery je uveden
vy8e, tj. uvddéni do reakce dFive pFiprave-
ného anthracyklinového glykosidu, mnap¥i-
klad doxorubicinu nebo dauncorubicinu, s
p¥isludnou reagujici sloZkou soli kovu, je
pochopitelné, Ze itvorbu cheldtu je moZné
uskutecnit rovnéZ jako jeden z konednych
stupn@t syntetického postupu anthracykli-
nového glykosidu, aniZ se ve skutenosti izo-
luje velny anthracyklinovy giykosid jako
takovy.,

Dal8imi moZnymi ldtkami vyuZitelnymi v
tomto vynalezu jsou anthracyklinové glyko-
sidy, jejichZ glykosidicky zbytek se lii od
obvykle vazanych zbytk@ k danému anthra-
cyklinonu (aglykonu), jak to probiha u
Streptomycetes pfi tvorb& glykosidu. Tako-
vé anthracyklinové glykosidy se vyrabsji
uvddénim p¥islusného anthracyklinonu, na-
pfiklad daunorubicinonu, do reakce s pii-
sludnym alkylaénim ¢&inidlem, jako to po-
psal Penco v Chim. Ind. (Milan) 50, 908,
(1968); C. A, 70, 1953; francouzsky paten-
tovy spis & 2183 710. Vhodnymi alkylaéni-
mi Ginidly jsou 2,3,4,6-tri-O-acetyl-¢-D-glu-
kopyranosylbromid; 3,4,6-tri-O-acetyl-2-des-
oxy-2-trifluoracetamido-«-D-glukopyrano-
sylbromid; di-(N-trifluoracetyl-¢-daunosa-
min).

Takovymi reakcemi lze pFevadét aglykony
zde jmenovanych anthracyklinovych glyko-
sidti v Sirokou paletu rtznych anthracykli-
novych glykosidi. Daunosaminové zbytky
daunorubicinu a doxorubicinu lze nahradit
napfiklad rhodosaminem nebo jinymi bazic-
kymi cukry.

Chelaty kovu zde popisované mohou pro-
kézat uZitetnost rovneZ pFi kontrole iontd
stopovych prvkd, zejména s piihlédnutim
k jejich schopnosti slouZit jako zdroje sto-
povych kovll pro takové tdely, jako je rist
rostlin. Cheldty kovu Fe®* by mohly mit
zvlastni vyznam p¥i vyuZiti k oSetfeni chlo-
1rosy Zeleza nebo deficitu u rostlin. MnoZst-
vi pouZitého Zelezitého cheldtu by mélo byt
stanoveno pomoci obsahu dostupného Zele-
za v urCité pGde&, ve které rostliny rostou.
MnoZstvi pouZitého Zelezitého chelatu by
mélo stadit k vyloudeni chlorotickych pod-
minek po dobu 1 aZ 2 tydnd. Sloudeniny by
kromé toho mohly rovngZ slouZit jako sta-
bilizatory riiznych systémil, napiiklad plas-
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tickych hmot odvozenych od vimylidenchlo-
ridu, kde stopy chloridu zvy3uji nestdloat
plastické hmoty. V takovych systémech by
mél byt cheldt kovu pouZit v koncentracich
postatujicich k prekondni Glinki maximaél-
niho mnoZstvi chloridu, ktery by mohl byt
uvolnén.

Udelem masledujicich pfikladfi je vynélez
objasnit, nikolli omezovat, protoZe na stejné
bé&zi a 3 pouZitim podstaty tohoto vynalezu
je m2Zné mnoho dalSich piikladd.

Biochemicka a farmakologicka studie
produktd podle tohoto vynélezu

NiZe, v tabulce I, jscu uvedeny disociagni
konstanty -doxorubicinu a daunorubicinu s
riiznymi kovy. Kovy jsou uvedeny v pofadi

TABULKA I

Disociacni konstanta derivatu
doxorubicinu a daunarubicinu
Kov s kovem

Fed+ 5x 1077 M
Hg?+ —
Cu2t 1 x 1076 M
AP+ _
Ni2+ -
Pbh2+ .
Co2+ 1,3 x 1075 M
Zn2+ —
Fe2+ 35 x 105 M
Cd2+ —
l"‘.’fln2+ -

10

své obecné afinity k tvorb& cheldtd. Pro né-
které z nich byla vymezena konstanta. Jak je
uvedeno, trojmocné Zelezo je kov s ne)vyﬁéi
afinitou k doxorubicinu a daunorubicinu a
vapnik je kov s nejniZ3i afinitou. Disociaéni
konstanta byla vypo€tena Hillovou metodou,
kterd vyuZivd barevné zméuy h&hem ttv»orby
derivadtl antibiotik s kovem. Uvadénd di-
sociatni konstanta se tyka v kaZdém pfipa-
d& nejsiln&jsi interakce lignad—kov, V dal-
§im se odkaz ma afinitu kovu k nékterému
danému glykosidickému ,ligandu® v pfipa-
dé glykosidu s vice ligandy tyk4 toho, kte-
r¢ p¥edstavuije, jak je stanoveno Hillovou
hodnotici metodou, neisilngjsi interakei li-
gand—kov, V tabulkach ,M* znamend mol

na litr.

Disociacni konstanta derivatu
doxorubicinu a daunorubicinu

Kov ' s kovem
Ca2+ 12,7 x 1075 M
M1g2+ —

Pokus z tabulky I ukazuje, Ze kovy s nej-
vySSi afinitou k doxorubicinu a daunorubi-
cinu jseu Fe3* a Cu?t a Ze Co?* a Calt
maji nejniZsi afinitu. Ostatni kovy musi mit
vzhledem ke své poloze v tabulce interme-
digarni afinitu.

V tabulce II je vysvétlen wliv doxorubici-
nu, Zelezitého doxorubicinu 2:1 a Zelezité-
ho doxorubicinu 3 :1 na Gfinnost adenosin-
trifostatdzy, enzymu zdvislého na sodiku a
drasliku, izolovaného z krali¢iho srdce.

TABULKA II

Procento G€innost adenosintrifosfatdzy, zdvislé na sodlku a drasliku v pm’tomnomtl

vzristajicich koncentraci anthracyklind

Koncentrace (%)

Latka oM 10-8BM 10711 M 10-9M 100-"M 10-5 M
doxorubicin 100 40 25 25 25
Fe3*-doxorubicin 1: 1 100 60 60 60 60
Fe2*-doxorubicin 100 100 160 100 100
Fe?*t-doxorubicin 100 100 100 100 100

Pokus z tabulky II ukazuje, Ze doxorubi-
cin je vyznatnym inhibitorem Na-K-ademno-
sintrifosfatazy, které je patrné v tzkém vzta-
hu ke kardiotoxicits. Zelezité chelaty doxo-
rubicinu v poméru 2:1 a 3:1 jsou proti
enzymu Zcela neufinné, zatimco Zelezity de-
rivat 1:1 doxorubicinu vykazuje parcidlni
inhibidni Gfinky. Z téchio skuteZnosti lze
na zakladé vysledkfl z tabulky I odwvodit, Ze
kovovy derivat doaorubicinu vytvofeny s ko-
vem v poméru 2:1 nebo vy3§im postrada
inhibitni a€inky proti Na-K-adenosintrifos-
fatdze, to znamend, Ze by nemél byt kardio-
toxicky. Podobnd préace ukézala, Ze rovnéZ

derivaty daunorubicinu s kovem neinhibuji
Na-K-adenosintrifosfatazu. Lze ofekavat, Ze
ostatni zde popiscvané chelaty se mohou
chovat obdobné. Bylo napfiklad prokdzano,
Ze ndsledujici analogy doxorubicinu inhibuji
Na-K-adenosintrifosfatédzu. U jejich pFislus-
nych derivatl kowd, pFipravenych diive uve-
nym zphsobem popsanym pro doxorubicin,
lze ofekédvat vyznatné =miZeni kardiotoxi-
city. Sloudeniny majl sirukturu I a II uvede-
nou v tabulce vzorcl, kde R mé stejny vy-
znam jako ve wvzorcl III a Rt m4 udany vy-
Znam.
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TABULKA III

Koncentrace 50% inhibice

Analoga R1 Na-K-adenosintrifosfatazy
Rubidazon —C=N—NHCO—CsHs5 10-11 M
AN
» CH3
NSC-219977 -—C=N—NH—CO0—CsH4Cl 10-1 M
AN
»CHS
NSC-221264 —C=N—NH-—C0—CsHsOH ‘ 10-10 M
AN
CH3
CHj3
/
NSC-227013 —C=N—NH—CO—CeHs—N 1010 M
AN
CH3 CHs
NSC-219976 —C=N—NH—CO—CsH4OCHj3 1079 M
AN
CHs3
0
ya
NSC-237638 —C—0—CHs3 109 M
NSC-236672 —C=N—NH—-CO—CsHs4 pH 1079 M
AN
CHs3
NSC-234740 —C=N—NH—CO—CHsH40— (CHz2}2—CHj3 10-8 M
AN
CHs3
NS(C-233854 —C=N—NH—CO—CgH4—Li 1077 M
N .
CH3
NSC-211391 —C=N—NH--~CO—(CHz)3—CHs3 10-5 M
AN
CHs3
NSC-221266 —C=N—NH-—-C0O—CgHs—Cl 10°6 M
AN
CHS [ PO -
NSC-237672 —C=N—NH—CO—CgHs—Cl o 10-5 M
AN
CHs3
NSC-216071 —C=N—NH-—-CO—CgHs 10-5 M
CH20H
NSC-221265 —C=N—NH—C0O—CgH4—NO2 1075 M
AN
CHs
Tabulka IV objastiuje srovndni mezi doxo- plisobeni na syntézu DNK v buiikdch mysSi

rubicinem a Fed*-doxorubicinem 2,5:1 pii s leukémii 1210,
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TABULKA IV

Procento inhibice syntézy DNK pii stoupajicich koncentracich anthracyklinu

Koncentrace (%)

Létka 0 uM 3 uM 5 uM 7,5 uM 10 uM
doxorubicin 0 68 75 90
Zelezity doxorubicin

(2:5:1) 0 70 80 90

Pokus z tabulky IV ukazuje, Ze Zelezité
derivaty wykazujl stejny inhibitni efekt na
syntézu DNK jako vychozi antibiotikum a
tudiZ, Fe protinddorova udinnost, kterd je
zaloZena na inhibici syntézy DNK, je u de-
rivatu s kovem zachovéna.

V tabulce V se srovndvd toxicita doxoru-
bicinu a Zelezitého doxorubicinu. Tento po-

kus byl provadén se vzorky Zelezitého do-
xorubicinu pPipraveného s réznymi pomeéry
Jeleza k antibiotiku, v&t§imi neZ 2 :1, a kaZ-
dy vzorek vedl k podobnym vysledkdm.

L&tky byly poddvdny pouze jednou intra-
peritonedlni injekci skuping 10 mysi a po 8
dnech byl hodnocen podet p¥eZivajicich zvi-
rat.

TABULKA V

Procento preZivajicich my3i po podani anthracyklind

Davky (%)

Latka 10 mg/kg 20 mg/kg 30 mg/kg 40 mg/kg 50 mg/kg 60 mg/kg
doxorubicin 100 60 0 0 0 0
Zelezity

doxorubicin 100 100 100 70 40 30

Tento pokus ukazuje, Ze Zelezity doxoru-
bicin je mnohem méné toxicky neZ doxoru-
bicin. Po grafickém zndzornéni dat z tabul-
ky IV se vypolte, Ze primérnd smritelnd
davka pouZitého Zelezitého doxorubicinu je
47 mg/kg.

Tabulka VI ukazuje terapeutickou ufin-
nost Zelezitého doxorubicinu u mys$i s leuké-
mii P-338. V tomto pokuse byl pouZit Zele-

zity doxorubicin vyrdb&ny s riznymi pomé-
ry kovu k antibiotiku, vetn& poméru 2:1
a veétsiho, a se viemi se dosdhlo podobnych
vysledk{i. Primérné preZivdni bylo hodno-
ceno ve skupind 10 my3i inokulovanych
100 000 lewkemickych bunék a lé¢enych prv-
ni den po inokulaci stoupajicimi davkami
doxorubicinu a Zelezitého doxorubicinu.

TABULKA VI

Dny pramérného preZivani leukemickych mySi

Davka (i.p.dny)

Latka 0 mg/kg 4 mg/kg 8 mg/kg 12 mg/kg 24 mg/kg 36 mg/kg
doxorubicin 11 50 42 6 4
Zelezity

doxorubicin 11 50 42 35 23

Pokus z tabulky VI dokazuje, Ze Zelezity
doxorubicin méd u leukemickych mySi tera-
peuticky udinek ekvivalentni doxorubicinuy,
1ze fjej viak u¥ivat v diisledku nizkeé toxicity
ve vys3ich davkach. ProtoZe v déisledku li-
mitujici toxicity nelze u lidi dosdhnout s do-
xorubicinem optimalni 1é¢ebné davky, Zele-
zity doxorubicin pledstavuje v diisledku své
nizké toxicity zfetelny terapeuticky pokrok.

V tabulce VII jsou objasnény elektrokar-

diografické zmény nésledujici bezprostied-
né po intravenozni injekci stoupajicich da-
vek doxorubicinu a Zelezitého doxorubicinu
3: 1 kralikm.

Tento pokus ukazuije, e po Zelezitém do-
xorubicinu nedochazi k vyznamnym zménam
elektrokardiogramu, zatimco po doxorubici-
nu dochdzi k intenzivnim zménédm, a to je
dokladem chybgjici kardiotoxicity Zelezité-
ho doxorubicinu. '
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TABULKA VII
Elektrokardiografické zmény
] Davka
Latka 5 mg/kg 10 mg/kg 15 mg/kg 20 mg/kg 30 mg/kg
doxorubicin zvySend T-vlna neg. T. Siroky neg. T 8iroky neg. T $iroky
T-neg. vina QRS QRS QRS
Arytmie bradykardicka
' arytmie
Zelezity Zadné Zadnéa bez bez
doxorubicin vyznamnych  vyznamnych
zmén zmén

Tabulka VIII ukazuje viditelné a infratervené spektralni charakteristiky doxorubicinu

a Zelezitého doxorubicinu (3:1).

TABULKA VIIII

Opticka absorpce procenta transmitance p¥i rGznych vinovych délkach (%)

Vinové
délka

cm~1 1730 1620 1590

1585

1570 600 480 280

dhoxo-

i rubicin

Zelezity
doxo-
rubicin

30 50 0

10 23 20

Z tabulky VIII lze pozorovat, Ze komple-
Xy we srovnani s volnymi sloueninami vy-
kazuji pFi rdznych vinovych délkdch rtizné
absorpce a Ze maji rovnéZ riiznd absorpéni
maxima.

30

0,180 0,200

37 0,080 0,100 0,360

Tabulka IX ukazuje srovndni hematologic-
ké toxicity doxorubicinu a Zelezitého doxo-
rubicinu (3:1).

TABULKA IX

Hematologickd toxicita anthracyklinovych derivatd

(podet leukocytt/mm3)

Den

Latka Davka (mg/kg) 0 7

doxorubicin 10 4,700 3,300
20 4,700 2,400

Zeleztly doxorubicin 10 4,700 5,100
15 4,700 4,400
20 4,700 4,400
30 4,700 3,600
40 4,700 3,800
50 4,700 2,800
60 4,700 1,800

Lze pozorovat, Ze po Zelezitém doxorubi-
cinu se aZ do koncentraci v&tSich ne 50
mg/kg nedosahuje hematologické toxicity
pozorované po aplikaci 20 mg/kg doxorubi-
cinu. v

Biochemickd a farmakologickd studia uve-
dena v tabulkdch I aZ IX zdv&rem ukazuji,
Ze doxorubicin daunorubicin tvoFi cheldtové
derivaty se vSemi kovy uvedenymi v tabulce
I, Ze tyto cheldtové derivdty kovl vytvoFené

trojmocnym Zelezem, médi a kobaltem jsou
obzv14sts stalé; a Ze tyto cheldtové derivaty
kovu vzniklé z kovu a antibiotika v pomé&ru
2:1 nebo vEtSim jsou netdinné proti Na-K-
zdvislému enzymu adenosintrifosfatdze, méng
toxické u mysi a kralikéi a terapeuticky ak-
tivni leukémie my3i. Ackoli v&tsina poku-
s, které byly demonstrovény, byla prove-
dena s Zelezitym doxorubicinem s rfiznymi
pom&ry kovu k antibiotiku (2:1 nebo w&t-
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§im), vysledky s chelatovymi derivaty kovu
obou antibiotik s rfznymi kovy v riznych
pom&rech jsou podobné.

Priklad 1

Zelezity doxorubicin {trojielezity
doxorubicin)

100 mikromoldl doxorubicinu a 300 mikro-
molf chloridu Zelezitého se smisi za stdlého
michéni ve vodném roztoku pii teploté mist-
nosti v baiice opatfené registrujicim pH-
-metrem. Po styku Zeleza s antibiotikem se
zadina tvofit komplex a hodnota pH se na-
stavi pomalu koncentrovanym hydroxidem
sodnym na 7,3. Roztok se upravi vodou na
koncentraci 1 mg doxorubicinu v 1 ml a pii
hodnotd pH 7,3 se pPFidd tris-hydroxyme-
thylaminometharovy pufr do koneéné kon-
centrace 12 mM. Roztok se poté rychle zfilt-
ruje 0,22mikronovym sterilnim filtrem. Po-
tom se roztok ihned prenese do malé bailky,
zmrazi tekutym dusikem a lyofilizuje. Lyo-
filizovany prasek se sterilng uzavird do am-
pulek obsahujicich 10 mg, které se rekonsti-
tuuji bezprostiednd pled pouZitim pomoci
10 m1 vody.

Podobné Ize uvadét do reakce s chloridem
Zelezitym jiné anthracyklinové glykosidy za
vzniku p¥isludnych Zelezitych chelati.

Piiklad 2
Zelezity doxorubicin (3,5:1)

PouZiva se zptsobu z prikladu 1, aviak za
pouZiti 350 mikromoli chloridu Zelezitého
a reak&ni teploty 42 °C.

Priklad 3
Zelezity doxorubicin (2,5: 1)

PouZivd se zplsobu z plikladu 1, av8ak
za pouZiti 250 mikromold chloridu Zelezité-
ho a nastaveni hodnoty pH na 6,9.
P¥iklad 4
Zelezity doxorubicin (2 :1)

Opakuje se zplsob z prikladu 3 za pouZiti
200 mikromold chloridu Zelezitého, CimZ se
7iskd derivat kovu v pom&ru 1: 2.
P¥iklad 5

Zelezity doxcrubicin (1:1)

PouZiva se zplisobu z piikladu 1, av3ak za
pouZiti 100 mikromoll hydroxidu Zelezitého.

Piiklad 6
Mgdnaty dogorubicin

PouZivd se zpisob z prikladu 1, avdak za
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pouZiti siranu mé&dnatého namisto chloridu
Zelezitého.

Priklad 7
Kehaltnaty doxorubicin

PouZiva se zplsobu z p¥ikladu 1, aviak za
pouZiti chloridu kobaltnatého namisto chlo-
ridu Zelezitého.

7 predchoziho budou odbornikim jasné
daldi moZnosti, kterymi lze ziskavat slouce-
niny podle tohoto vynélezu. Napfiklad v né-
kterém z pFedchozich zplsobld lze doxoru-
bicin nahradit monochlorhydriatem dauno-
rubicinu. Lze opdt pouZit jinych polarnich
rozpoudtddel neZ vody, napfiklad derivaty
kovii mohou vznikat kombinaci kationtu a
glykosidu v alkoholu za soufasného mi-
chéni a s vyloudenim vzduchu. Podobné mi-
7e byt pouZito tetnych reak&nich sloZek ob-
sahujicich kov jinych, neZ je chlorid Zele-
zity. Napfiklad:

TABULKA X

Zastupci soli obsahujicich kov pouZitelnych
podle vynélezu

FeSO04 HgCl2

CuSO04 ZnS0O4

NiClz CAd(NOs3)2
CoCl2 Pd:(OCOCH3)2
Al2(S04)3 Pb{NO3)2

KdyZ se sloutenin podle vynélezu pouZiva
k 16¢b& rakoviny, podavaji se v onkologicky
a¢innych mnoZstvich, obvykle w kombinaci
s fyziologicky neSkodnym nosifem. Napfi-
klad trojZelezity doxorubicin a trojZelezity
daunorubicin mohou byt poddvény pacien-
tim trpicim neoplastickymi chorobami v
ddvkach pohybujicich se asi od 40 aZ asi
do 250 mg/m? povrchu t&la v intervalech
mezi asi 1 aZ¥ 3 tydny. Obvykle jsou tyto slou-
geniny indikovdny k pouZiti u v3ech rako-
vin, u kterych se pouZivd wodpovidajicich
vychozich glykosidl, a u daldich druhd ra-
koviny, kde derivaty prokazaly tfinnost dik
svym novych vlastnostem permeability (na-
p¥iklad v mozku]}.

Tabulka vzorch
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PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob vyroby glykosidd obecného vzor-
ce IV

ve kterém
R1 znamenéd skupinu
—CQOCH3 nebo —COCH20H
a alespoil jeden z dvojvaznych ligandi (a),

(b) a (c) je obsazen cheldtovym kovovym
kationtem zvolenym ze skupiny zahrnujici
Cd2*, Fe?*, Zn2+ Co?*, Ph2*, Ni2+ Cu?t,
Hg?+, Fe3* a A13*, vyznadujici se tim, Ze se
uvadi do reakce jeden mol glykosidu, zvo-
leného ze skupiny zahrnujici dexorubicin a
daunorubicin, s alespoii jednim molem ko-
vového kationtu zvoleného ze skupiny zahr-
nujici Cd2?*, Fe?*, Zn2*, Co2+, Pb2+ Nij2+,
Cu?*, Hg?*, Fe3* a Al3*, nafeZ se postupnd
zvy3uje pH vzniklé soustavy na hodnotu 6,5
aZz 7,5 za vzniku monomernich glykosidf s
obsahem kovu, vznikl§ roztok se bezpro-
stfedn€ o0dd&li od pripadnych pevnych ve-
dlejSich produktdi s obsahem kovu a ihned
po oddéleni se zastavi dal3f reakce mezi gly-
kosidem a kovovym kationtem.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznaduijici se tim,
Ze 1se jako kovového kationtu pouZivd ka-
tiontu zvoleného ze skupiny zahrnujici Fe?+,
Fe3*, Cu2* a Co2t.

3. Zpisob podle bodu 1 nebo 2, vyznaduji-
ci se tim, Ze se dal3i reakce mezi glykosi-
dem a kovovym kationtem zastavi zmraze-
nim roztoku kapalnym dusikem.
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