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<Bredledeny Vynilez se tjké oblasti bioanorganické
chemie a zejména se tfké zplsobu viroby novjch létek,de-
rivéth dvojmoené platiny s polyeniontem desoxyribonukleo-
vé kyseliny,které vykazuji antineoplastickou ektivitu a
v lékafstvi se pouzivaji p¥i chemoterapii rakoviny vajeé-
niku,rekoviny plic a jater a rskoviny Zluéniku,

.V ptitomnosti se zvySuje Umrtnost obyvetelsiva ma
zhoubné nédory rozdilné lokalizace,zejména vsude mezi 1id-
mi v nledém & stfednim v&ku.V zévislosti na tomto se vé-
ruje velkd pqurpos?.hledéni'a zkouseni 1é&iv s antineo=-
rlastickou udinnosti.

~ Jsou znémy rizné sloudeniny,které maji antineoplasti-
ckou ektivitu , a zpisob jejich vyroby, napfiklad slou-
geniny cis-dichlordiaminplatnaté,l,2-diaminooyklohexan/4-
kexboxyftelato/platnaté,l,l-diaminomethyleyklohexan/sul~
fato/platnaté, 1,2-disminocyklohexan/isocitrat/platnaté
@ jiné. /Handbuch ,Synthese komplexer Verbindungen der le-
talle der Platingruppe,1964,"Nauka", /Moskva// .Z uvede-

nych sloudenin je zejména aktivni cis~dichlordiaminoplat-
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naté sloudenina./ Handbook of Cancer Combination Chemo-
therapie,s. 85, Bleomycin,Peplomyein;Cisplatin, Nippon
Keyak 1986 S. 26 - 63/,

- Zptusod vyroby uvedene latky spoéiva v tom,Ze se ka-
1,ium”°etra°h19x°1>laﬁinid, neché zreagovet & octenem amon-
nym p¥i zah¥ivéni na teplotu veru s nésledujici izolaci
koned&ného produktu;

o Vsechny uvedene slouéenlny vykazujl antlneoplastl-
ckou akt1v1tu yvyznaduji se ale vysokou toxicitou a vedlej-
s;mi uéinky parorgapismus,Véecbny}gye@engupxeparaty»potla-
duji kromé toho v tom &i onom stupni imunologickou reake
tivitu brganismu.

v prlhlasce vynalezu p0p1sovany zpusob je novy a af
dosud nebyl v literature p0psan.

o Vynalez si klade za zakladn1 ulohu vyv1nout zpusob
vizoby novjch sloudenin,které vykazuji vysokou antineo =
plastickou aktivitu ve spojeni s imunomodulujici ektivi-
tou a malou toxicitu.

N ﬁloha Je vyreSena tlm, Ze zpusob vyroby ncvych slou-
éenln, derivetﬁ dvogmocne platiny s polyanionten desoky-
ribonukleové kyseliny podle vyndlezu spodivé v tom,Ze
desoxyribonukleové kyselina s molekulovou hmotnosti které

. 6

neni nizs{ ne? 8.10°D se neché zreagovat s cis-dichlor-
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eminopletnatou sloueninou nebo s &éstetnd hydrolytove-
rou cis-dichlordiaminoplathatou sloudeninou ve quném ,
prost¥edi nebo v pgfraénim_rothku 8 hodnou pH 7,0 a% 7,5
a iontovou silou 0,01 a% 0,02 pfi teploté,kterd se nepo-
hybuje pod teplotou téni desoxyribonukleové kyseliny s
nasledujlei izolaci koneéneho produktu.

lekajl se slouéeniny,ktere predstavual Jjemné krysta-
1icky prések Zluté ‘barvy,bez zapachu,na vzduchu staly,kte-
re ~se mohou skladovat beze zmeny vlastnosti po dobu je -

dnoho roku. Teplota tani neni pro né: charakteristieka.
Narokovana slouéenlna poly{ihexakls ["ohloroamlno-

diakvaplatnato -desoxyrlbonukleat nésledujiciho vzore
jn

ce:
{[ PtCl/l\IHB/JG/HQO/ﬁ} n -DNs™B / sloudenina I/,

kde DNS™™ = 7 CygH,00,.N, P, /;m , n = 1900 + 90,

m = 6n,
ztréci pii‘Zghfiyéni‘béhemw;Q hodin p#i teploté 180 aZ -
QOOAOC véechpy molekuly vody.Létka se dé Spatné rozpoustéy
ve vodé,methanolu, ethanolu a neni hygrqskopigké.qeji roz-
pustnost ve vodé &inf pii 20 °C 0,002 %. Roztok 0,015 g
létky v 1000 ml roztoku citrdtové soli / 0,015 mol chlo-



R

‘ridu. sodného + 0,0015 mold citrétu sodného/ p¥i teplo-
té 20 °C vykazuje hodnotu pH 5,42 / pH stanoveno poten=

clometrlcky.

Rus spektrum 0 00184% roztoku slouéenlny /I/ ve vodé
vykazuje v oblasti 230 aZ 300 pmﬁgbgo;pcpl maximum u
268,8 + 0,2 nm / 1 g £ = 4,000, podkno na 1 mol mukleo-
tidp/.’IE spektrum vykazuje absorpéni pésy p¥i 340 cn™t
/Pt=Cl- skupina/, 10001300 en™> / 20, skupina/, 1320 cm”
/RYNH, skupire/, 1500 - 1700 em™ / 0=C, C=N,C=0 skupiny/,
3100 - 3700 ewl / C-H,N-H,0-H skupiny/ a reflexni spek~

1l

trum pevne slouceniny 1 vykazuje na extremnlch bodech koefi-
cientd spektrélni reflexe 3248 3 /% = 4,60 ; 333 3/7/
= 12,3 3 R4OO 6/%/ = 22,4 3 514 4/A/ = 60,1 Primérnd

visk021tavmolekglove hmoty nérokovené slouéeniny I se

rovna 6,2.106 D

Slouéening'pOIy{:bis [ hydroxochloroaminoakveplatnato/-
tetrakis [ chloroaminoskéaplatnato 7} -~ desoxyribonuklest
podle vynédlezu:nésledujiciho:vzorce 3
| ' “ - ons™®  /sloudenina II/:
- - c. m . ' . )
kde DNS™" = # C39H51035015%4 4 pri n = 2000 % 100 ,
= 4n'

ztrdei pri zah#{véni béhem 8 hodin p¥i teploté& 180 az 200 °C



v3echny molekuly vody. Rozpustnost slouceniny I1 ve vo=-
a8 pii 20 °C &ini 0,0075 %. Roztok obsshujiei 0,018 g
létky v 1000 ml roztoku citrdtové soli vykazuje p¥i

20 °C hodnotu PH 5, 38.

v spektrum 0 002% roztoku sloucemny II ve vodé
vykazuje v ob_last; ‘,230.32.300.119‘., abgo_rpcn; ma;clmun_: pri‘
265,7 4— 0,2 nm / 1g E = 4,000, poéita’no re 1 mol nukleo-
tidu/ IR spektrumvykazu;e absorpcnl pésy u 340 om -1
/Pt-Cl-skup:Lna /s 1000 - 1300 em /PO4 skupina/, 1340 cm
/PtNH, skupina, /, 1500 - 1700 cml ~ /C=C,C=N,C=0 gk:plny/,
3100 - 3700 em” /C-'H,N-H ,0-H skupiny/, 3295 em

/P1t0H skup iny/ .

Prﬁmerna viskozita molekulove hmoty slouéenlny I1

podle vynélezu se rovné 6,0 .106p.

B Sloucenma poly{hexa.kis [' chloroaminoakvaplatna-
to_7/ - }m-desoxyribonukleat podle vyndlezu nésleduji-

ho vzorece ¢

-1

{[ PtCl/NHB/JG/H2O/6}n - INS"® / sloudenina III/

N o m ‘ , .
-m - . = r
kde DKNS = ¢ 039H49032N15P4 /n n 2100 + 100 ,
=6n
se pri zahrlvénl ‘po dobu 12 hodin pEi teploté 180 az

200 °C ve své hmoté neméni.Létka se dé 3Spatné rozpoustét
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ve vodé, methanolu a ethanolu.Jeji rozpustnest ve vo-
d& &inf p¥i 20 °C 0,0005 % & v roztoku,kterj obsahuje
18 mmolu/l natrlumehloridu & l 8 mmolﬁ natrium01tratu
»0,005 %, Roztok sestdvajiei z 0,015 g létky v 1000 ml
roztoku ctrétové soli vykazuje p¥i 20 °C hodnotu pH
5,44,

oy spektrum 0. 002% roztoku slouceniny I1Iv roztoku
eitratove ‘soli vykazuje v oblasti 230 aZ 300 nm absorp-
éni meximum u 266,2 + 0,2mnm / 1 g£= 4,000, poé&iténo
na 1 mol nukleotidu/.

IR spektrum vykazuae absorpénl pasy p¥i 340 cm” -1
/BYCL skupine/, 1000 - 1300 ou™* / PO, skupina/, 1340 em™
/PANH, skupina/, 1500 - 1700 om™ / C=C, C=N,C=0 skupi-
ny/, 3000 = 3700 om~ /C-H, N-H, 0-H skuplny /e

Reflexnl spektrum pevne sloucenlny III se vyzna-

_ Sloucenlny poale vynalezu vykazuji antineoplasti-
ckou uUéinnost ve spojeni sllmunpmgdu;uq;el aktivitou.
Néquované slouéeninybyly zkouSeny na zviFatech a klie
nicky na lidech.Byla zkouSena jejicp_aptinepplastieké
gktiv;ta‘vﬁéi‘pieqékqvapé_Shvetz-e;ytromyelose.Anti -
neoplastické_aktivita'vsgph létek podle vyndlezu se

vyhodnocovala podle vysledkl pokust, které se provédé-



1y na biljch krysédch,které nepatfily k z4dné rase, a je-
jich% hmotnost byla 150 aZ 200 g / ve skupinéchlvﬁdy po
10 zvifatech /. Zvifatim se vpravilo do boku ?.108 -
2.10%0 bunék preotkovanéio kmene Shvetz-eryiromyelosy

a to subkutédnné.4. a% 6 den po inokulaci nédorovych bu-
nék, to znamené v obdodbi logaritmické féze ristu nddoru
se zataly zvifatim zavddét slouleniny podle vynédlezu.
Sloudeniny podle‘vypé}egp”sg_gavédélé‘intraperitoneélf
né, t¥ikrét, v éasovém odstupu 24 hodin ve formé vod -

nych roztokﬁ popfipade vodnych suspenel.

Narokovane létky byly zavédény v nasledu31c1ch dave

kéeh

sloudenina 1 - 17,1 mg/kg
sloudenina II - l7,ljg2 27,3 mg/kg
sloudenina III - 27,3 mg/kg

) _Antipeqplagtiqké”ﬁéinnost”s;ouéenip“pod;e'vynéle-
zu byla zkouSena ve’srovnéni s kontrolou / bez“pouéi#i
prepardtu / a ve srovnéni s CDDP a DNS prepardty.Zave-
dené dévky CDIP $inily 8,1 mg/kg a uﬁtgs 18,0 mg/kg.
Antlneoplastloka uclnnost se vyhodnocovala podle
nasleduglclch biologlckych eharakteristickyoh dat stup-
né inhibice rustu nédoru, schopnost p¥eziti zvirat 10ty

den po inokulaci bunék nddoru jakoz i délka Zivota zvi-
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rat.

Visledky zkousek jsou uvedeny v tabulce 1,

Tabulka 1

14tky stupen .inhibice schopnost délka Zivota

ristu nadoru,% preziti ve dnech

........................................ zvi¥at,% . . .

R A ;o W
CDDP 18 80 11,5 + 0,5
s 0 100 18,5 + 0,5
sloudenina I podle -
vynélezu 84 100 21,5 + 0,5
slouéenina II -podle. | ,
vyndlezu 94 100 11,5 + 0,5
slouéenina III podle .
vyndlezu 9 100 21,0 ¢ 1,0
kontrole 0 100 14,5 + 0,5

Jak je z tabulky 1 z¥ejmé nejsou latky podle vynélezu
méné 1idinné ne# preparét CDIP , gle'Podlevcharakterickjch dgt
jej v antineoplastické aktivité p¥evysuji.Jako zejména uéin=-
né se projevuje sloudenina III, kterd potladuje rist nddoru

iginnéji nez CDDP, a zvySuje schopnost p¥eziti zvi¥at o 20 %



a délku zivota o 10 dni, to znamend o dvojnésobek.

~ Rovnéz byla zkousena akutni toxicita nérokovanych
slouéenin,

_ Mkutni toxicita nérokovanych sloudenin se zkousela
yg's;ovnép; s CDDP na bilych grységh,nepatiiciqh k z4dné
rase, s hmotnosti 150 a% 200 g & na biljch nelinedrnich
mysich s hmotnosti 30 t 3 g,které byly vystaveny po dobu
20 ant karanténé.Nérokované sloudeniny I a II se zavé-
481y b¥ikrét intraperitonedlné ve formé vodnjoh suspen-
s & ve formé vodnjoh rostokd , a sloutenina III a CDIP
yewfqpmé_sugpensé_sﬁcit;étonu sqli”popiipadé;ye_fmrmé
roztokd s citrdtovou spli_/_p3v7,9“aé 7,5 & iontovou si-
lou 0,01 a% 0,02/ v Zesovém odstupu 2 hodin v objemech
vzdy po 0,5 ml pro my3i a po Dy 20ml pro krysy. Celkové
davky slougenin I,II, a III podle vynalezu élnlly 34,0
68,0 ; 84,0 ; 102,0 a 136,0 mg/kg, u CDIP - 8 o—Ti'z,‘o s
16,0 a 18,0 mg/kg-Podet uhynutjch zvirat V.kaﬁde”skupin?
byl registrovén kazdjch 24 a 48 hodin.V kazdé skupiné by-
lol2 zvifat / 6 samcil a 6 samié/, pokusy se dvakrét opa=-
kovaly. Vysledky pokusu jsou uvedeny v tabulce 2.

Vysledky zkouéek ukazugl ze latky podle vynalezu
jsou mgge”tq;igke”nez CDDP. Z qygdgnych ;atek nejméné to-

xickd je sloudenina IITI podle vynélezu,Toxicita sloudeniny
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III podle vynédlezu klesd zejména tehdy,kdyz se tato poe

uzivé v reztoku aniz by se reakini smés vystavila lyo -
filnimu suseni a ndsledujicimu odstranéni sodnych soli.

- Uhynuld zvifata byla pitwéna a histologicky se zkou-
maly ledviny a st¥eva, Zvifata,kterd dostela 1ldtky podde
vynélezu v muozstvich nachdzejicich se pod toxickou dév-
kou,byla po 14 dnech usmrcena., Jejich vnit¥ni orgény by

ly podrobeny autopsii.

e R T P T I R

charakteristickéd CDDP. . .. sloudening sloudenina sloudenina

data toxicity v roztoku I podle vy- II podle vy-III podle vy-
.......................... .....nélezu. .. .. .. .ndlezu. . . ...nélezu. .
o S 2 AR A v . v

rozto- sus - roz- sus- Troz- suspen-
ku pen- toku pen- toku si

....................................... si‘ - e e 4 2 a4 e e e .M C e e e e e e .
,,,,,,, 1234 —— : -
1D, mg/kg: 11,5 51,8 51,8 66,0 66,0 102,8 82,5
LDjho melkg 18,3 84,0 84,0 100,0 100,§2 136,0 120,0

‘Podle histologickych vyset¥eni byly p¥idiny uhynut{ zvi-
¥Yat ,které dostale toxické dévky prepardtu CDDP a ldtek podle vye
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nélezu, ruzné,P¥i zavédéni CDDP v toxickych dévkéch se
pozoruje vjrazné dystrofie vnitfnich orgéni, ekutni pseu-
donefréza, masivni nekrézy maljch kloubl a otoky stromy.

Ve streve se pozoru;e nlkterak vyrazna dysplazie epltelu.

Pri zaveden1 latek podle vynalezu v toxlckych dév -
kéoh se 33isti v ledvindh nepodstatné vratné suény: ni-
kterek viraznjotoky stromy,jednotlivé povrehové vjrony
v malych kloubech, dystrofické zmény kandlki. P¥1 tom lze
ale zaznamenat dysplasii a deskvamacl st¥evniho epitelu,

poskozeni jeho regeneraénl funkce a redukei podtu mitoz.

- Pri zavadenllatek podle vynélezu v mnozstv1ch pod
toxickymi dévkami jsou shora uvedené zmény v ledvinéch
a st¥evé vratné a béhem 14 dnh dochdzi k naprosté rege-

neraei;

| Byla zkousena 1munologlcka aktiv1ta létek podle

vynalezu.lmqnqlog}gka aktlyitgwse:zj;gfovala_pompc;vcha-
rakteristickjeh det,kterd charakterizuji vliv nérokove~
rych 1létek na funkei imunitnich systémi: celuldrni a hu-
morélni imunita,

- V1iv na celulérni immnitu se vyhodnocovel podle do-
by odloudeni allotransplantétu kliZe nositele nédoru.

~ V1iv na humordlni immnitu / antiteloge nese / se vy-

hednocoval podle mnoZstvi bunék tvo#icich ve sleziné anti-
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téliska a podle titru aglutininu a hemolysinu v krevnim
séru,

V1iv ndrokovanjch ldtek na celulérni imunitu byl
zkousen na saméich krysdch linie Wistar s hmotnosti 150
az 200 g. Zv1Latum byl transplantovén kozn1 kryt rozméxriu
@ x B)cm odebrany krysdm linie August, do h¥betni krajiny,
Potom byly témZe ZV1fatﬁm inckulovény do kyeld subkutan-
né 2. 10 bunék Shvetz-erytromyelosy. 4. a 6 den po pFe-
oékovanl’ngdoru se zavedla zviFatum intraperitonedlné
t¥ikrét v;éaspvém odstupu 24 hodin sloudenina I podle
vyné;ezuuy dévee 17,1 mg/kg_,hslouéenina1ll v dd¥ce 17,1
mg/kg a slouéenina III v dévee 27, »3 mg/kg. Slougeniny I
a II se zavadely ve formé vodneho roztoku a sloudenina

+0,0015 molu citratu sodného
III ve formé roztoku 0,015 molfi ehlorldﬁ“gaaneho LJdako
srovnan; se ppuz;valy preparaty DNS a CDIp, které se za=
vedeli v solném ;taoku podle stejného scheratu v dév -
kéch 12,0 a 8,1 mgfkg. Jako kontrola slou?ila intaktnf
zvi¥ata, Cas odlougeni koZniho krytu se fixoval podle

zmény Jeho teploty, barvy a elast101ty.
Vysledky poknsu jsou uvedeny v tabulce 3.

Ve SIOVDanl k intaktnim zv1ratum se zvétSila doba odlou-
éen; koZniko krytuuwneosetrenych nositeld nddoru o 5,5
dni. To svédéi o =ei sniZeni celuldrni imunity organis-

mu za podminek vyvinu nddoru.




S . Tabulke 3 -
Doba odlguéeniv/ ve dnech ( koégihonk;ytu¢ip intaktnich zvie

fat a u nositeld nddoru bez lé&eni a u lédenych létkami podle

intaktn{ zvi- nositelé . - 1é8eni nositeld nddoru -
rata . néddoru bez —

lédeni - CDDP DNS létkami podle vjmnélezu
e, R I ... ... IT. ... III
Qe PO g 4 5 6 T

9,53 1,0.15,0.4.1,0..13,§64.0,5. 12,5 3 0,5.6,041,0..6,540,5 6,5¢0,5

- Zavedeni prepardtu CDIP a DNS neovliviuje prakticky
celulérni imunutu nositele niddoru /CDDR/ nebo ji ovlivauje
jenbnepqd§tgtnéA/DRS/, Zavedeni né;pkqvanjgh létek zkracuje
dobu odmitnuti koiniho krytu o 3 dny ve srovadni s intektnimi
zvifaty a o 8,5 dnli ve srovndni s nelédenymi hositely né =
doru.

_ ‘Timystippluje‘zavédépi;né:quVagygh:slpuéenin znaénou
mérou celulérni immitu mositele nédoru a to tak, Ze se
jejd bledina zvysi nad hladinu zdravého zvirete, coZ se pfi

zavadéni{ CDDP a DNS nepoda¥ilo,
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3 Vliv"léﬁek pod}guvyyé}ezu na*humo:élpi imun@tu_byl
rovnés zkoumén ve srovnéni s CDDP a INS. Pro tento ugel
byly pouzity krysy, rositelé Shvetz-etrytromyelosy,linie
Wistar. 4 den po pFeodkovéni nédoru se podalo s jejich 1é-
tenim podle stejného schematu jako pi zkouméni celuldrni
immity. 8 den po pFeoékovéni nadoru se provedla imuniza-
ce zvifat, tim %e se jim zavedly Hammelovy erytrocyty v
dévee 2.10° bunék. Za 4 dny po immizeci se zviFata uemr-
tila dekepitaci za pousiti harkézy etherem a zjistoval se
obsah bunék #YQﬁiciﬁh,antétélis?9yvevsieziné pomoci Ernes
ho metody a aggkutinadni a'hemolysinovﬁ titr v periferni

krvi se zaisfoval o s0bé& znamyml zpusoby.

~ Obsah bunék tvoilelch antiteliska se zjis%oVal v
pfepoétu na 106»splenoeytu a na celkovou hmotnost slezi-

nye. Vysledky pokusu Jsou shrnuty v tabulce 4.

Létky podle vynalezu sniéugl humoralnl imunltu nositele
nédoru, Tyto létky zmenSuji rovads poset bunék tvokicich
antitéliska & sniZuji sgglutinadni a hemolysni titr,Sni-
zeni humoréini imunity vlivem létek podle vynélezu nasté-
vé ale jen v men3i mife neZ je tomu p¥i piisobeni{ CDDP. DNS

preparét prekticky neovlivnuje humordlni imundtu.



Tabalka 4 R R
i ............... skﬂpiny.zvii‘at .............
* charakteristické intaktni zvi¥ata nositelé . lééeni nositelé
¢ hodnoty humorélni nédoru ne- nédoru
P imunity lésend
T CDIP-
1: ........ 2 ................... 3 .v ............. 4 ............... 5
1. obsah bunék -tvo¥i-
cich antitéliska : . .
 po 20° spelnocytn 2530 + 550 283,7 + 22,5 20,37 + 2.03
2. obsah bunék tvo¥i- |
cich entitéliska :
poditédno na hmotu 4 o , _
sleziny - /1828 + 250/x 10°  /250,3 + 16,8/ /36,42 +
103 :
x-10 + 2,03/x 103
3. agglutinadni titr 1: 512 1 : 160 l: 64
4,...hemolyzni titr .. . .. 1 :.4064. . ... ...... 1.:.2235... .. .1 :.128
............ pokralovéni tebulky 4
.......................................... Skupinyuzvifat. P T
"""""""""" s 1é8end nositelé nédoru
DNS l4tkami podle vyndlezu

I 1T - III
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L 6 D 8 9
1. 292,5 + 30,7 . 68,4 + 9,38 73,21 i 14,2 69,2 + 12,7
2, /302,7 +. /18,96 /84,21 & S
+45,3/x 107 t3,72/x103 £ 3,31/20° /56,25 + 10,0/
‘ | | - x 1o
3. 1: 128 1: 128 L: 128 1 : 100
4. 1: 2560 1: 256 : 650 1: 512

“ Vliv 1étek podle vynélezu na antitelogenesi byl zkou-
gen i na dvou na Hammelovy erytrocyty opaéﬁé reagujlcich
linifch mysi: CBA a 057Btlzéouzila se zv1fata s hmotnosti

2Q 1'2 g, ktexa}byla vystaveng»ppmdgbu”nejmené 20 dnu kargnn
téné,Intaktnim zvifatim se zevedly jednou intraperitoneéle
né létky podle vyndlezu v dévkéch 13,6 mg/kg, DNS v dévce
6,0 mg/kg a CDDP v dévce 8,1 mg/kg. Za hodinu byla zvifata
imunizovéna_tip, Ze se jim ipt;gperitqneé}hé_gavedlq 103
bunék Hgmmelgvjchveryt;gqyﬁﬁfjfg 14. a BQ;‘den se zviiata
usnrtila a zjistil se obsah aglutifind v krevnim séru a to
pomoci znémyeh metod, Vysledky byly Vyjédfeny ve formé lg,
titrd antitellsek Vysledky jsou uvedeny v tabulee 5
Uvedené vysledky ukazujl »2e DNS zvysuge obsah antitélisek
viéi Hemmelovym erytrocytim v}k:eypémwgeru”a‘CpDPrarlatkyvaP

le vyndlezu tento obsah snizuji, pridem? antidepresivni Gdi-
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nek sloudenin podle vyndlezu je méné vyrazny nez u CDDP,

. T abulka 5 ... .. ..

zavddéné latky,

délka.doby " lg, titru antitélisek

dévka pozorovani e - —
/dny - linie mys{ linie mys{
................................ CBA .. ........... . .CgBLg
g oo 3 -
kontrola /bez . . , . ,
zavfdeni 1étek 7 8,95 + 0,15 7,25 + 0,20
14 9,42 + 0,23 7,72 + 0,20
30 99,207 4°0,20° " 6,24 + 0,60
CDDP / 8,1 mg/kg 7 5,30 + 0,15 3,80 + 0,24
14 5,80 + 0,19 4,04 + 0,12
.............. 030 .........5,10.4.0,30. 4,21 + 0,37
sloucenina I po=-
dle vynélezu , '
/13,6 mg/kg/ T T430 ¢ Og12 6,40 + 0,15
14 7,80 + 0,31 6,82 + 0,38
. 30 ......... 8,104_-0,40 .......... 6,251‘ 0,31
sloudenina II
podle vynédlezu . .
/13,6 mg/kg/ 7 7,20 # 0,30 6,60 + 0,32
14 7,60 + 0,32 6,81 + 0,30
e 30 6,40 3 0,42 6,48 1 0,15




pokradovéni tabulky §

sloudenina III podle .

vyndlezu. . . | .
/ 13,6 mg/kg/. T 8,10 + 0,23 6,41 + 0,21
14 8,40 + 0,42 6,68 + 0,29
........................ 30............8,50.+#0,30. ..6,32.+0,24
DNS /6,0 mg/kg/ 1 9,42 + 0,37 7,92 + 0,31
14 10,8 + 0,24 17,80 + 0,50
30 10,0 + 0,12 6,49 + 0,50

Provédély se také zkoumfni vlivu Zdtek podle vynélezu, ve
stovnéni s CDIP a DNS preparéty, na tvorbu bénk tvoficich anti-
téliska ve sleziné dvou linii my3i reagujfich opadnd na Hammelovy
‘erytroeyty. |

Mysim 1inil CBA a 057 g 8 hmgtnqsti_2q_ih2_g se zavedla je@nou
CDDP v dévee 8,1 mg/kg, DNS v dévee 6,0 mg/kg a létky podle vynée
lezu v dévee 13,6 mg/kg.

| Za 1 hodinu byla zv1rata imunizovana, tlm ze se jim

intraperitonealne zavedlo 108 bunek Hammelovych erytrocytu.
4, den se zj;é%qvg} poget bundk tvdficich antitéliska ve sle-
ziné zvifat pokusnych a kqntrq@nich’skupin / bez zavedeni
prepardtu/, Obsah bunék tvo¥icich antitéliska se podital
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na 106“3919390ytﬁ & na celou slezinu., Vysledky vyset¥o=-

véni jsou uvedeny v tabulce 6.

Zavédéné létky linie myé CBA linie myél C57B¢6
na‘lo6 na .celou ne eelou
,,,,,,,,,,,,,,, bunék ~ slezimu  bund slezinu
x 1000 ‘x 1000
......... Lot gy g
kontrola 160,0 '+ 7,0 '240,0+10,62 72,0+4,0 9,4 +6.1,3
/8,1 mg/kg/ 42,0 + 3,8  63,0% 2,2 13,3+1,24 2,2 + 0,96
DNS . . .. | . | . o
/6,0 mg/kg/ 240,8 + 3,2 500,80 +17,4 81,2+4,1 10,3 + 1,12
- .
slouéenina/podle
vynédlezu . e S S _
/13,6 mg/kg/ 51,0 + 2,8 76,5 +7,3 25,3+2,8 3,89+ 0,7
slouéenina II po=-
dle vyndlezu - _ _ . A .
/13,6 mg/kg/ 52,7 + 4,18 79,0546,42 30,27+3,7 3,94 + 0,8

sloudenina III po=-
dle vynélezu

/13,6 mg/kg/ 54,8 & 5 82 82,20 17, 24_32,723}02,.4,25.4.0;8
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'z udagu uvedenych v tabulce 6 Je zreame ze DNS Zvy-
éuje obsah bunek tvor1010h_antite}1ska’wye sleziné u mysi,
kterg xeggugl bu@ méné nebo vice na Hammelovy erytrocyty
1inii my8{,CDDP a ldtky podle vynélezu snizuji obssh bunék
tvoflclch antltéllska ve s1321ne u my$i jak CBA linie tak
ic 73Z6 linie,immnodepresivni udinek 1létek podle vynélezu .

je ale méné vyrazny nez imunodepresivn1 udinek CDDP,

| Tlm dokazugl Jak létky podle vynalezu tak i CDDP vyraze
nf imunodepresivni d¢inek na systém humordlni imunity jak
u intaktnich zvifat tak i u nositeld nédord. Snizujd tvorbu
bunék ,producentl antitélisek,éimz se snizuje pédet enti «
télisek v krevnim séru.Imuﬂodepresivni Uéinek létek podle

vynélezu Je méné vyrazny nez 1munodepresivpi uéinek CDDP,

| Zkoumaly se charakterxstlcka data funkénich aktivit
jater nebo ledvin krys. Intaktnlglzvlyatum se zavedly tri-
krét , ve stejnych dévkéch s Gasovym odstupem 1 hodiny vode
ré roztoky nérokovanych létek I a II a roztoky citrétovjch
soli CDDP jakoz i pérokované‘slouéeniny IIT p#i toxickych
mezidévkéch rovnych 1/?.LD50?A°°2 pro CDDP &inilo celkem
9,0 mg/kg, u nérokovanych sloucenin I ,II a III - 25,54 mg/kg
33,0 mg/kg a 50,1 mg/kg. Za 24 hodin a za T dni se usmrtila
zvifate a 2jistily se nékteré biochemické charakteristické
veliéipy'k;ve,které charakterizuj{ funkénd stav jater a
ledvin.Vysledky pokst ukézaly,e prvni dem po zavedeni CDIP
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a ldtek podle vyndlezu v Qévkéch.;pvngjigich se 1/2
LDy, dochdzi ke staticky p¥ipustnému zvyseni transami-
néz / aleninaminotransferdz a espertemiminotransferdz/,
hladiny bilirubinu jekoZ i ke zvjseni mnoZstvi modoviny
v krevnim séru . 7 den po zavedeni ldtek podle vynédle ;
zu se tato chgrak#eristické data normaelizovala.U p¥eZi-
vajicich zvifat, kterd dostale CDIP, byla tato charek -
teristické data vyss{ ne’ normdlni. 7jisténé visledky
ukazgji!hée‘;étky podle vyndlezu v toxickjch meziddv -
kéeh, rovmjeh 1/2 IDy, vykazuji vratnj nefrotoxickf a
hepatotoxicky uéinek.Normalizace charakteristickjch dat
fﬁnkénich aktivit jater a ledvin u zvifet,krerym byla

podéna CDIP,7 den nenastala.

Vysledky provedenych blochemlckych zkouéek byly po-

tvrzeny hlstologickym vysetfenlm tkane gater a ledvin,

N Komplex vlastnostidokazany jako vysledek provede-
nych zkousek :Fvysokalchakteristicka“data stupné inhi-
bice ristu nédqrg,msghognqst_;vifgt_pigéit a délka zZivo-
tazvifat pfi soudasném snizeni toxicity vytvéFi perspek-
tivy u léek podle vynélezu pro vyvoj efektivnich prepa-

réti prl 1lédeni zhoubnyeh nadorﬁ.

Da1s1 prednost narokovanych latek spoeivé v eixten-

ci vyraznyeh imunomodulujicich vlastnosti téchto ldtek
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v disledku stimulace celuldrni imunity & znalného sni-
zeni humordlni imunity, cof rovné: umoznuje zvysit
udinnost prl chemoterapil zhoubnyeh nédord.

| Byly provedeny kllnicke zkousky leéiva 8 antineo-
plastickym idinkem,které obsahuje jeko uéinnou litku
‘nérokovenou slouteminu III. Klinické zkousky se pro -
v4dely w 102 pacientek s rekovirou vejetnikh a u 32 pa-
cientﬁ s rakovirou jater ve 4. klinickém stédiu onemocné-

ni ve stari od 14 a8z do 68 let.

T rakov1ny vagecnlku ve 4. kllnickem stadiu byl

uvedenj proparét zavédén ve-formé roztoku / pH = 7,0
az 7,% ¥, s iontovou silou 0,02/ do b¥isni dutiny 3t
az 5ty den po nedplné operaci,Prepardt se zavéddél tri-
krét po 380 mg v objemu 250 ml v pribéhu 1 aZ 1,5 hodiny
/ u pacientd s hmothesti 75 kg/ s pferudeninm na 2 a% 4
dny v zdvislosti na stavu prévé osetfovaného pacienta.
Celkové dévka uvedeného preparétu &inilg 1150 a% 1500 mg
Uéinné létky za celop‘dpbgmléééni, coz je ekyivalentni
675 az 850 mg ¢istého prepardtu CDIP a pievysuje 4 aZ
6krét maximdlné pFipustnou dévku p#i 1lééeni CDDP, kterd
se rovnd 120 a% 150 mg.

Ve t¥ech prlpadech se zavadél preparat na bazi 1at-
ky podle vynalezu‘ve stejnychHQavkagh_waAggvstesnych

podminek 4 a% 6 tydni p¥ed operaci neoperovatelnych ra=-
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kovin vajesniku .Toto vyvolalo lysi hlavni huoty né-
doru a 34stesné vymizeni vzddlenjoh metastéz, col
umosnilo pozdéji provést chirurgicky zédsah. Poton se
pokragovalo v chemoterapii s uvedenjm preparétem.Pa-
cienty s rakovinou vajedniku,popsené skupiny,byly 1
a3 4krét léteny chemoterapeuticky v tasovém odstupu
2 az 4 mésict bez neodvratné hydratace a zvy3ené diu-
rézy.

U primérnfho a metastatického nédoru jater ve
4. Klinickém stédiu byl uvedeny preparét zavédén po
kapkéch ve formé roztoku v pribéhu 6 az 8 hodin do
jaterni erterie nebo do pupetni #ily. ¥ 10 pFipadech
byl uveeny preparét zavédén ve formé vodné suspense
selektivné za kontroly echolokace dvakrét nebo tri-
krét v dévkéch 380 a% 760 mg u pacienta s hmotnosti
75 a% 80 kg & v objemu 10 aZ 50 ml.Podle tdaji echo-
g:gfig~zﬁstéygq§v1é@ky;p9jdobu 4 a%z'8 tydnh povjejich
zavedeni v loZisku nédoru. | '

Za 4 a3 6 tydnk po provedeném léseni infuzd nebo
mistnim 1éseni uvedenjm prepsrdtem se zmensila veli-
kost jater, tato se stals mékifmi, nebolestivimi,
syndrom bolesti se prakticky zcela zkrétil,To dovo-
1ilo provést chirurgicky zédsah , a sice kryﬁestrukci.
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- Béhenm 1édeni pacientiy s rakovinou vejedniku a ra-
kovinou jater ve 4. klinickém stédiu, uvedenym preparé-
tem se pozorovalo zlepéeni celkového stavu,néledy a chu=-

ti k Jldlu.

Provedené klinicke zkouéky ukézaly,ée uélnnost po-
uéit1\uve§epehq preparatn u pgc;enﬁu s rakovinou'vajec-
niku ve 4. klinickém stédiu dosahuje 90 %, pricemz by-
la prokézéna Uplnd remise / vymizeni p¥iznaki nemoci/
ve 35 % pi¥ipadl, &édstednd remise a stabilizaée procesu
v 55 % p¥ipadli, u 10 % pacientd se prokézalo,ﬁé pouzi-
t{ uvedeného preperédtu nebylo efektivni, P¥i uplné kli-
nické remisi dosehuje délka zivota pacienth 2,5 roku p¥i
neustdlég kontrole.

P¥i 1lé¢eni rakoviny Jjater ve 4. klinickém stéddiu
za pouziti uvedeného p;epa:éju’éinila délka zivote 755
az 11 mésict od po¢dtku lédeni, U t¥ech pacienti pfe-
stoupila délka Zivota 18 mésiel p¥i trvelé kontrole.

~Zplsob vyroby novych slougenin , derivath dvo jmoc~
‘né platiny s polyaniontem desoxyribonukleovou kyseli -

nou se provadl nasledovne.
Desoxyribonukleova kysellna S molekulovun hmot -
pgst;',ktera nen1: ¥i¥ nlzs; nez‘8.10§p se pgcpa zre-

agovat s cis-dichloramlnoplatnatou slouéeninou nebo



s &asteéné hydrolysovanou cis-dichlordiaminoplat -
natou sloudeninou ve vodném prostfedi pop#ipadé v pu-
fraénim roztoku s hodnotou pH 7,0 a%Z 7,5 a s ionto-
vou s1lou0,01 8% 0,02 pri teploté ,které nemf nizsi
nez teplota téni kyseliny desoxyribonukleové s nésle=~
dujiei izolaci koneéného produktu.

Nérokovanéd sloudeninas I , P°¥y{:hexakisl‘°hlo-

roaminodiakvaplatnato 7] - desoxyribomuklest, s né-

:Qkoyanéslouégnina“/II;/,*polyﬁ{hexakis‘[fchlorqami-
noakvaplatngto;zzn:dkfdesoxyribopukleét', se ziské re-
ekei nativni desoxyribonukleové kyseliny s cis-dichlo-
rodiaminoplatnatou sloudeninou a ndrokovand sloudeni-
na II', poly {b;s [fhydroxychlqroapinpplatnato;7tetra-
kis [fbhlo:qaminodigkyaplatnatg7}L:¢“- desoxyribonukle-
&t,4t, se ziské reakef desoxyribonukleové kyselingh
dastedné hydrolysovanou cis-dichlorodiaminoplatnatou
sloudeninou,

‘Proces se provadi ve vodném prost¥edi s hodnotog
pH 7,0 az 7,5 as iontovbu silou 0,01 gé 0,02 pri te-
ploté,kterd neni nizsi nez teplota téni DNS aZ do cel-
kového probéhnuti reekce,Ukonéendi reskce se kontrolu-
je spektrofotometricky podle dosazenjch paremetri UV
spekter,

Z reekéni smési se vyloudi koneény produkt,tim Ze
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se chlorid amonny a pFebytek vody odstrani lyofilnim
suéenim.Koneénj produkt se mize vylouéit i ve formé roz-
toku.Chemické sloZeni nérokovenjch 1l4tek v roztoku a

v usudeném stavu je 1dentlcke.

- Pro lepél Vysvetlenl predlozeneho vynélezu Jsou
uvgdeny_nas1edugi¢1 p¥iklady realizace zpusobu vyroby

slouéenin podle vyndlezu.
Pfiklad 1

K roztoku 500 mg nativnl INS s molekulovou hmot-

nost; 8,5 . 106

D ve 375 ml»vodyzkterylse zah¥eje na ‘
teplotu téni DNS /78,0 °C/, se pifdé roztok 675 mg cis-
dichlorodiaminoplatnaté sloudeniny ve 375 ml vody,ktera
se zah¥eje na stejnou teplotu.Reakéni smés se neché
stét 15 minut za michéni a p¥i teploté 78 °c,potom se
pchlgdi na teplotu mistnosti a pferusi se lyofilni su-

seni.

Ziské se 1105 mg / 90 /o / poly{hexakls ['chloro-
amlnodlakvaplatnato_Z},1#%- desoxyribonukleat ve forme
jemné krystamickeho zluteho prasku,ktery je ve vodé
té&zko rozpustny, s nasledugic1mi parametry UV spektra

0,002% roztoku ve yoag_l
-1

max =. 26858 nm, Epgq g =

10080 l.mol-lcm a molekulovou hmotnostl 6,2.106D.
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~ Nalezeno,%: Pt 38,463 C1 7,38 5 C 15,61 3 N 9,36 3
H 3,09 5 B 4,6T. C3qflg10,,0p1CLe, Pt

| Vypocteno % : Pt 38,113 Cl 6,94 3 C 15 25 3 N 9, 58 5
H 2,97 s P 4,17 .

Prlklad 2

o Veden1 procesu je analogleke aako v prlkladu ls tlm
rozdflem, Ze se koneénj produkt nevyloudi z reakéni smé-
si, OV spektrum ziskané 1étky # roztoku je charakterizo-
véno 1 i= 268,8 nm & E268 g = 10000 1 . mol l. cm” -1,
Jeji molekulova hmotnost v roztoku c1n1 6,0 10”6D .Z1ska-
né létke mé identické ehemické slozen{ jako létka ziskané

v p¥ikladu 1.
Pfiklad 3

| Vedenl procesu je analogicke Jako v prlkladu 1, s tou
vyjimkou,Ze se jako nat1vn1 desoxyribonukleova kyselina
pouzije nativni DNS s molekulovou hmotnostl 10,6. 106D.
Ziskéd se produkt, jehoZ UV spektrum v roztoku je charak-

terizvéno nésledujicimi parametry 4 |
Epgg 7 = 10080 a molekulové hmotnost je rovnd 6,2.10°D.
7 = 10080 a molekulové hmotnost je rovna 6,2.107D.

Ziskand létka je svim chemickym sloZenim identickd s lat-

kau ziskanou v p¥ikladu 1.
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Pfiklad 4

- Roztok 405 mg cis-dichlorodlamlnoplatnata slouce-
nina ve 250 ml vody,ktery se plipravi p#i teploté mist-
nosti, se zahfivé a? na teplotu ténf nativai DNS /78,5 °c/
béhem jedné hodiny, tento rostok se pridd k roztoku 333 mg
nativaf DNS s molekulovou hmotnosti 11,2.10%0 ve 250 m1
vody,které se rovnés zahfeje na ¥8,5 °C, a smés se nechd
z8 michéni stdt p¥i téze teploté 15'minut. Smés se ochla=-

di na teplotu mistnostl a prerusi se 1yof11n1 susSeni,

o Ziska se 730 mg /93 %/ pOlﬂ’SblS [fhydroxoehloro -
amlnoakvaplatnato_7tetrakis L chloroamlnodlakvaplatnato_7}-—
—%k desoxyrlbonukleat ve 'formé jemmé krystallokeho Zlu -
tého prasku,ktery je ve vodé té&zko rozpustny, s parametry
UV spektra 0,0075% roztoku ve vodé ). = 265,7 nm, 265 7=

l, s molekulovou hmotnostl 6,0 106D

a intenzivnlm abgorpcnlm_pgsgmv IR spektrg{prl_3295 cm 1,

9980 1‘. mol -1 . cm

které odpovidd kolisédni valence OH skupinyve skupiné
PtOH .

- Nalezeno ,%. Pt 39 97 s C1 7 38 5 C 15,53; N 9,38 ;
H 2,98 ; P 4 07 . 39 91h44 21016P4 6; | |

‘ Vypocteno,% Pt 38,11 3 C1 6,94 3 C 15,25 3 N 9,58 ;
H 2,97 3 P 4,17 .
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P¥iklad 5

- Vedeni procesu se provdd{ enalogicky jako v pifkla-
du 4 s tou vyjimkou,Ze 'se kone&ny produkt nevyloudi z roz-
toku., UV spektrum ziskané 1ldtky v roztoku je charakteri -

3 isledujicimi parametry A .. = 265,8 E =
ovén négledujfofnt pezanctry Apax = 265,8 nm, Byeo g
10050 1 . mol. em™'. Holekulovi hmotnost ziskané létky
v roztoku &in{ 6,2.106D . Ziskané ldtke méd identické sim=
chemické slozen1 jako latka 2z p¥ikladu 4.

Piiklad 6

Vedenl procesu je- analogicke jako v prlkladu 4 s

tou vyjimkou,%Ze se jako natiynl DNS pouzije pativnl DNS

s molekulovou hmotnosti 9,6 .106

6

D. Ziské se produkt s mo-
lekulovou hmotnosti~5 9.10°D, jehoé uv spektrum je charak-
terlzovano nasledualciml parametry 2. ax = 26557, Eﬂ65 7 =

-1

9990 1« @01_1, cm ., Ziskand 1atka mg identleke chemické

slozeni jako 14tka ziskand v p¥ikladu 4.
Pfiklad T

K roztoku cltratove soli / 15 mmolu/l chloridu sod-
neho + 1,5 mmolu/l citratu sodneho ve vodé /, ktery obe-
sahuje 500 mg nativni INS s molekulovou hménosti 10,6.106D
ve 375 ml qutoku,kﬁexi byl zahfét na teplotu téni nativ-
ni DNS / 78,0 °C/, p¥id4 se 675 mg cis-dichlorodiamino =
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platnaté sloudeniny ve 375 ml analogického roztoku ci =
trétové soli,kterd se zehfeje ma stejnou teplotu.Reakénd
smés se nechd stdt 15 minut p¥i stejné teploté a za mie
chéni,potom se ochladi na teplotu mistnosti a prerus

se lyofilni susenf, Ziské se 1,8 g lyofilizétu, ktexy
predsavujesnés nérokované sloudeniny III , chloridu od-
ného e citrétu sodného. K 250 mg lyofilizétu se pridd

50 ml destilgvgnévvgdy & pellivé ae'p;omiché.Vylouéené
suspense se qutiedi}piihteploté‘migtnpsti<ryehlo§ti
otések 7000 o/min béhem 15 minut. Roztok se ze sraZeniny
zdekantuje,srazenina se promyje vodou, ethylalkoholem,
ethyletherem a ususdi na vzduchu. ziské se 90 mg /60 %
teorie / &istého poly'ghexakis[—chloroamlnoakvaplatnatJ(;w
fvb-ﬁ?SPXXr?bO?ukleatu,V?wf9rm¢hJempewer%tal%ckeh° tma-
vé Elutého présku,ktery je ve vodé qmezené-mozpustnj, )
parametry UV spektra O ,05% roztoku ve vodd,kteréd obsahu~
je 18 mmolt/1 chlorddu sodného a 1,8 mmolu/l citrétu sod-
né9 ] ey = 26652 nm, Bpgg 5 = 10000 1, mol” Yent, mo-
lekulové hmotnost ¢ind 6 2. 106D.

| Nalezenq ,%: Pt 39,81, C1 ; 7,40 5 C 15 6238 10 11,
H 2,88 3 P 4,33 . 39379 38N21016r43t6
Vypo&teno »%: Pt 39,58 3 C1 7,21 3 C 15,88 3 N 9,95 3
H 2,67 ; P 4,19,



o Veden1 procesu problha analogicky jako v prlkladu 7

8 tou vyJjimkou,%e se konecny produkt z reakénl smési nevye-
loudi. UV spektrum z1skane 1atky \4 roztoku Je charakterizo-
véno ngsleduqlc;mluparametxy.}Lmax = 266,JLnm,E 66,2 =
1Q1QQ€nm1‘lcm';, Jeho_mo;ekgloyg hmotnost je zimjm# rovmnd
5,9.10°D, Chemické slozeni ziskané létky je identické se

slozenim latky ziskané v p¥ikladu 7.
Piiklad 9

Veden1 “procesu probiha analogicky Jako v p¥ikladu
7 s tou vyalmkou,ze se jako natlvnl DNS pouzije nativni DHNS

s molekulovou hmotnosti 9 6e 106D.

Z:ska se produkt s molekulovou hmotnostl 6,0. 106D a

ov spektrem ,kterg ;g_chgraktexizovano A mai = 266,2 nm ,

Epgg o = 10020 1 . mol™ Y. em~l. Chemické slozeni ziskané
,2. = 1002 | . em”~. Chemické slozeni

létky je iidentické s chemickym sloZenim létky ziskené v

p¥iklaedu 7.
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PREDMNET vYNA1IEZU

Zpisod vyToby derivith dvojmocné platiny s po-

lyaniontem desoxyribonukleové kyseliny obecného vzorce

{[-Ptc1/NH3/_76/0H/X/H2O/y1 . -DNSTD | lde

-m _ “ i ) ' -n - _ ’
DNS™" = # C3gflss y030MsBy 4 0 5 1 = 2000 3 200 ,
‘P x=0,y=12, m=6n, r=6,
PPilx=2y=10,n=4nr=4,

prix=0, y=6, m=6n,r=26,

vyznadujiei se tim, Ze se reakce desoxyribonukleové ky -
seliny s molekulovou hmotnosti,kterd neni nizsi nez 8 mi-
liont daltony,s cis-dichloroplatnatou sloudeninou nebo s
éésteéné pydrolyzovanou_9is-@ighlo;odiam@ggplgtnatou
sloudeninau provéd{ ve vodném prost¥edi, pop¥ipadé v pu -
fraénim rqztokn s hodnotou pH 7,0 a% 7,5 a iontovou silou

0,01 a3 0,02 p¥i teploté ,kterd nenf niz{ ne# teplota té-

ni kyseliny desoxyribonukleové,s-nésteduifei—tzotecs—io—-

JUDr. Milos VSZ
Advokatni poradanalé.
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