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(87) Ve vodé rozpustné camotothecinové slouteniny, farmace-
utické prostfedky s jejich obsahem a zplisob inhibice ritstu
nédorovych bundk citlivfch na tyto létky u zvitat, kterd to
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uvadf vyroba téchto l4tek.
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Ve vod& rozpustns$ camptothecinové slgUtentny=wsitetns'

v inhibici rdstu Zivo&isnych nddorovych bunék

o)

Jblast vyndlezu

Vyndlez se vztahuje na ve vodd rozpustné camptothecinové
sloudeniny, farmaceutické prostfedky obsahujici rGst nddoro-
vych bunék inhibujici mnoZstvi takovéno analogu a zpdisob in-
hibice rdstu nddorovych bunsk citlivych na takové analogy u
zvitat, kterd to potfebuji.

Dosavadni stav techniky

Struktura helixu DNA vyvoldvd v eukaryotickych burkach

urcité topologické prablémy, které mus{ bunéény apardt vyfe-
§it, ma-1i uZft geneticky materidl jako templdt. QOddélent{

~ Jednotlivych fetdzcd DAN je zdkladem pro ndkters bunégné po-

chody, Jjako jsou replikace a transkripce OHNA.

" Vzhledem k tomu, Ze DNA je v eukaryotickych bufikdch or-
ganizovdna ve chromatinu chromosomilnimi bilkovinami, zakon-
¢eni jsou sevfena a Fetd3zce se nemohou rozvinout bez zdsahu
enzymi, ménicich topologii. Ji? dlouho bylo uzndvdno, Ze by
postup transkripce a replikace podél helixu DOHNA byl usnadnin
otolnym bodem, ktery by sni?il torsni{ napétfi, vznikajici p#i
téchto pochodech. Topoisomerdzy jsou enzymy, které jsou schap-

- né vyvolat zmény v topologii ONA eukaryotickych bundk. Jsou

rozhodujici{ pro dilezité bunddné funkce a bunidnou proliferaci.

V eukaryotickych bufikdch jsou dvé Yfidy topoisomeridz,
typ I a typ II. Topoisomerdza I je monomerni enzym, molekuldr-
ni hmotnosti pfibliZn& 100 000. Enzym se vid¥e na DNA a plsobi

 ptechodné jednotlivé pteruseni Fetdzce, rozvinuti dvojitého

helixu, nebo moZnost’jeho rozvinuti{, a ndsledn& znovuuzavieni
tohoto pferuseni pfed disociovdnim od Fetdzce DHNA.




Topoisomerdza II je tvofena dvima TBentickimi podjednot-
kami molekuldrni hmotnosti 170 009. Topoiscmerdza II pfechod-
né pferuduje oba fetdzce helixu, coZ umo2ni prdchod druhdhao
dvojiténo segmentu Fet&zce pfes toto pferusent.

Camptothecin je ve vods nerozpustny, cytotoxicky alka-
loid vytvidfeny stronmy Camptotheca accuminata, domidci v Cins
a Nothapodytes foedita, domdci v Indii. Camphothecin a n&ko-
lik jeho dzce pfibuznych kongenerd jsou jedinou zndmou tfi-
dou slougenin inhibujicich topoisomerdzu I.

Inhibice topoisomerdzy II je hlavnim cilem ddlezitych
komerdnich enkolytickych létek, napfiklad etoposid, doxoru-
binin a mitoxantron, st®jna jako dalSich onkolytickych &ini-
del, kterd jsou jesté ve vyvoji. Camptothecin (a jeho znamé
kongenery) nemaji z4dny dSinek na topoisomerdzu II a $4dné
zndmé inhibitory topoisomerdzy II nemaji signifikantni G&i-
nek na topoisomerdzu I. o |

Camptothecin a_Jjeho zndmé topoisomerdzu I inhibujict

- kopgonery se neosviédily jako atraktivni pro vyvoj klinic-

ky pouZitelnych farmak uZivanych jako cytolytickd &inidlsa
pro nedostatek klinicksé d&innosti,'népfijatelnou toxicitu
omezujici ddvky, napfedvidatelnou toxicitu, slabou rozpust-
nost ve vodé a/nebo nep#ijatelnou stabilitu pfi skladovini.
Proto existuje potfeba pro inhibidni &inidla topoisomerdzy
I, kterd jsou prosta nez?ddoucich vlastnosti camptothecinu a
jeho zndmych k topoisomerdze I vztazenych inhibiénich kongo-
nerd. Slouceniny tohoto vyndlezu spliiuji tyto poZadavky.

Miyasaka a dal3i, U.S. patent &. 4 qoa 463 uvetfejnény
5. srpna 1986 a pfidéleny Yakult Honsha K: K., popisuje
camptothecinové derivdty obecného vzorce




HO™ !

ve kterém

Je atom vodiku, atom halogenu nebo alkylovd skunina
s 1 aZ 4 atomy uhliku a

je atom chloru nebo kde NR2R3, ve kterd R2 a R3 jsou

stejné nebo rdzné a kaZdy znamend atom vodiku, substi-
tuovanou nebo nesubstituovanou skupinu vybranou ze sku-
piny tvofené cyklopentylem, cyklohexylem, N-methylpyridy-'
lem-(4), 2-pyrrolodylem, fenylem, tolylem, xylylem, py-
ridylem-2 a 2-methylpyridylem-(4) s vyjimkou, Ze kdy2

oba R2 a R3 jsou substituované nebo nesubstituované alky-
lové skupiny, mohou byt spolu spojeny s atomenm dusiku,
ke.kterému j§ou vdzdny, k vytvofeni heterocyklického
kruhu vybraného ze skupiny sestdvajic{ z pyrrolidinu,
piperidinu, 2-oxopyrrolidinu, morfolinu, thiomorfolinu

a 4—R4-piperidinovych kruht, ve kterych R4
ku, substituovanid nebo nesubstituovand alkylovd skupina
s 1 az 4 atomy uhliku nebo substltuoyana nebo nesubsti-

je atom vodi-

tuoviid fenylovd skupina a ve kterém sbskupenl -0-C0-X je
vdzdno atomem umisténym v jakékoli 9-, .10- a ll-poloze
v kruhu A, a jejich amonné soli nebo jejich soli alka-

lickych kovi.




Miyasaka a dalsi takg konstatuji, Ze takovs camptotheci-
nove derivdty jsou uZitedns protinddorovsé léky, majici silny
protinddorovy ddinek se sniZenou toxicitou.

Miyasaka a dals{, US patent &. 4 473 692 uvefejnény
25. z3ri 1934 a pfidi3leny Yakult Honsha X. K., popisuje
camptothecinovs derivdiy obscndho vzorce

ve kterdm

1 Je atom vodiku, p¥imd nehg vétvend alkylovi skupiné s 1

aZz 30 atomy uhliku, alkoxyskupina s 1 a? 3g atomy uhliku
nebo aryloxyskupina s 1 a3 17 atomy uhliku,

R

je atom vodiku, pFimd nebo vétvend alkylovd skupina s 1
aZz 30 atomy uhliku, cykloalkylovd skupina s 5 a3 3 atomy
uhliku, fenylalkylovs skupiné, naftylalkylovs skupina,
hydroxymethylovis skupina, Karboxymethylovd skupina nebo
aryloxymethylovd skupina s 1 a3 17 atpmy uhliku a

je XR", kde R je atom vodiku, pfim3 nebo v&tvend alky-
lovd skupina s 1 az 30 atomy uhliku nebo acylovd skupina
s 1 az 17 atomy uhliku a




je atom kysliku nebo siry, nebo ve ktersé R’ je nitro-
skupina, aminoskupina, alkylaminoskupina s 1 az 3 ato-
my uhliku, acylaminoskupina s 1 a3 17 atomy uhliku nebo
atom halogenu s vyjimkou, e kdy? oba Rl a R2 Jsou atomy
uhliku, R3 neni hydroxy-, methoxy- nebo acetoxy-skupina.

Miyasaka rovnéZ uvddi, %e svrchu uvedend camptothecinové

derivdty maji znaény protinddorovy G&inek s malou toxicitou.

Miyasaka a dalsi, US patent &. 4 545 389 uvetfejnény

8. fijna 1935 popisuje metodu-vyroby camptothecinavych de-

rivdatd obecného vzorce

ve kterém

Rl znamend atom vodiku, alkylovou skupinu, hydroxylovou
skupinu, alkoxyskupinu nebo acyloxyskupinu,

R2 znamend atom vodiku, alkylovou skupiﬁu, aralkylovou sku-~
pinu, hydroxymethylovou skupinu, karboxymethylovou sku-
pinu nebo acyloxymethylovou skupinu,

R’ znamend atom vodiku, alkylovou skupinu nebo acylavou

skupinu a




X znamend atom kysliku nebo siry.

Yakult Honska K. K., evropskd patentovs pfinldska
publika&ni &. 0,038 642, A2, publikovans 4. z4F{ 1983
popisuje camptathecinovsg derivdty obecnsdho vzorce

| A

"
ve ktersdm

! a R2 kazdy znamend atom vodiku, substituovanou nebo nesub-

. R
stituovanou skupinu, substituovancu nebo nesubstituova-
- nou aralkylovou skupinu nebo substituovanou nebo nesub-
stituovanou arylovou skupinu a Rl a RZ vzato donromady
s atomem dusiku, ke kterému jsou plfipojeny, mohou tvoiit

cyklickou skupinu.

Yakult Honsha K. K. uvddi, e takové sloudeniny jsou
uZi's¢né jako farmaceuticks meziprodukty pro protinddorovi

€¢inidla, &

Wani a dalsi, J. Med. Chem., 29, 2358 - 2363 (1986) po-
pisuji L-1210 my3{i leukemiové zxouSky protinddorové aktivity

riznych camptothecinavych analogd vdetns 9-nitro-~20(S)-campto-
thecinu, 9-amino-20(S)-camptothecinu, 9-nitro-10-methoxy-20(S)-




-camptothecinu, 9-nitro-1l0-hydroxy-20(S)-camptothecinu s
9-acaetamido-10-hydroxy-20(S)-camptothecinu.

Nitta a dal3i, Proc. 1l4th International Congr. Chemo-
therapy, Kyoto, 1985, Tokyo Univ. Tokyo Press, Anticancer .
Section 1, str. 28 az 30, popisuje, Ze sloudenina oznadend
CPT-11 md profilovou d&innost v preklinickych modelech tumo-
rd. CPT-11 je ve vod2 rozpustny camptothecinovy analog s
4-(piperidino)-piperidinovym postrannim fetdzcem spojenym
pfes karbamdtovou vazbu na C-10 10-hydroxy-7-ethylcamptothe-
cinu.

AZkoliv camptothecin je toxicky pro modovy mé&chyf a md
nepfedvidatelnou toxici4u na proliferujici tkdnd pfedem vy-
ludujici jako uzit{, 10-hydroxycamptothecin se zdd mit podle
&inské literatury schopnost zadrZovat aktivitu lidskych so-
lidnich tumord s mnohem vice sniZenou toxicitou. Viz Xu Bin
a Yang Jin Long "Advances in Chinese Medicinal Materials
Research", H. M. Chang a dal3i, Eds., World Scientific Publ.
Co., Singapore, 1985, str. 377, ktefi diskutujf{ vysledky f&-
ze I a fdze II klinickych zkouSek 10-hydroxycamptothecinu u
253 pacientd s nékolika typy lidskych solidnich nédord.

Department of Maxillo facial surgery, 9th People’s
Hospital, Shanghai, Clin. J. Stomatology, 13, 75 (1978), dis-
kutuje fdzi II klinickych zkou3ek camptothecinu a 10-hydroxy-
camptothecinu u n&kolika typd lidskych solidnich nédord.

Wani a dals{, J. Med. Chem., .23, 554 (1980) popisuje
syntesu rdznych syntetickych analogd camptothecinu a 10-

-hydroxycamptothecinu v&etn& analogu, kterym je diethylamino-

ethylther na C-10.

Wani a dal3i, J. Med. Chem. 30, 1774 (1937) popisuje
syntesu rdznych ll-substituovanych camptothecinovych analogd
vietné kyano-, nitro-, amino-, dimethylamino, formylovych
aminomethylovych a hydromethylovych. Wani a dal3i referuji,




Ze mezi témito analogy pouze ll-kyano, 1l-nitro a ll-aming-

camptothecinové analogy jsou G&inné ve zkouSce protinddoro-

vé aktivity. Zretelns ll-aminomethylovy analog a Jeho hydro-

chloridovd sal jsou popisovdny jako nedéinng.

Podstata vyndlezu

Vynidlez se tykd slouleniny obecngho vzorce I

20
0
OH
CH3

ve kterém

X je hydroxyskupina, atom vodiku, —CHZNHZ, nebo formylovd
skupina,

R znamend atom vodiku v ptipadé, Ze X znamens CHZNH2 nebo
formyl, nebo znameni R skupinu -CHO nebo CH R1 v pEipads,
Ze X znamend atom vodiku nebo hydroxyskuplnu,

Rl znamens -0-r2, -s-g2, CHyNH,, -N-R(R®) neba -n*-R2(R%)(r%)
za predpokladu, Ze v ptipads, ze Rl?;namené skupinu
-NT-R (R )(R ), je slouBenina spojena s farmaceuticky
pfijatelnym aniontem,

R*, R3 a R4, stejné nebo rdzné, se voli ze skupiny atom vo-

diku, alkyl o 1 a? 6 atomech uhliku, hydroxyalkyl o 2
az 6 atomech uhliku, dialkylaminoskupina o 1 a% 6 atomech




unliku v kazdé alkylové ¢dsti, dialkylaminoalkyl o 1

az 6 atomech uhliku v kazdé alkylové &4sti a o 2 aZ 6
atomech uhliku v alkylové skupiné, alkylaminoalkyl o 1
az 6 atomech unliku v jedné alkylové Cdsti a o 2 aZz 6
atomech unliku ve druhé alkylové &3dsti, aminoalkyl o 2
aZ 6 atomech uhliku nebo nesubstituovany nebo substituo-
vany uhlikovy kruh a 3 aZz 7 atomech v kruhu a v prfipads,
Ze Rl znamend skupinu -M—RZ(RB)(RA), mohou skupiny

2 R3 spoledné s atomem dusiku, na n&jz jsou vdzdny, tvofit

neterocyklicky kruh za pfgdpokladu, Zze se tento kruh vo-
1{ ze skupiny morfolinovi, M-methylpiperazinylovy nebo
a'-piperidinpiperidinylovy kruh, pfidemZz tyto kruhy mo--
hou obsahovat je5tg dalsi heteroatomy, Co

p2v]
1))

jakoZ i farmaceuticky pfijatelnych soli, hydrdtd nebo solvdtd
té&chto sloulenin.

Vyndlez se rovné&Zz vztahuje na slougeninu vzorce II

v CF3502-0 10

CH3

Sloucenina vzorce II je uziteind ve vyrobé& sloudenin
vzorce I.

Pojmem "karbocyklicky kruh" je miné&n plné& nasyceny nebo
plné nenasyceny kruhovy systém.
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Vyhodné slou€eniny vzorce I zahrnuji takové, ve kterych,
kdyz X je hydroxyskupina, R je dimethylaminomethylova, M-mor-
folinomethylovd, N-methylpiperazinylmethylovd, (4 -piperidin)-
-H-piperidinylmethylovd, (2'—hydroxyethyl)aminomethylové, tri-
methylamoniummethylovi, cyklohexylaminomethylovi, H-methyl-
anilinomethylovd, ethoxymethylavd, cykloprooylaminomethylovd,
H,H-dimethylaminoethoxymethylové, H,ll-dimethylaminoethylamino-
methylovd, kyanomethylovd, aminoethylovd nebo farmylovi skupi-
na. Vyhodné slouleniny vzorce I rovns? zahrnuji takové sloude-
niny, ve kterych R je vodik, X je kyanoskupina, formylovd ne-
bo aminomethylovd skupina. Madto vyhodnymi sloudeninami vzorce
I jsou takové, ve kterych X je vodik a R je' dimethylaminomethy-
lovd nebo N-morfolinomethylovd skupina. Zejména vyhodné jsou |
slouCeniny vzorce I, kd% R je dimethylaminomethylaovid skupina,
zejména jeji S-isomerovd forma.

Vyndlez se rovn&: vztahuje na farmaceuticks prostifedky
tvofené d&innym mnoZstvim, inhibujicim rast nadorovych bunsdk,
slou€eniny vzorce I a inertni farmaceuticky pfijatelny nosi&
nebo fedidlo. :

'

Vyndlez se rovné&Z vztahuje na zpdsob inhibice rastu ng-
dorovych bungk citlivych na sloudeninu vzorce I, kters pozlistd-
vd z aplikovdni zvifatam vietns lidi, ovlivnénych zminénymi
nddorovymi buﬁkami, d€inného, r4st nddorovych bunsk inhibuji-
ciho mnoZstvi takové slouceniny.

Je zndmo, Ze v disledku pfitomnosti asymetrického atomu
uhliku v kruhu E sloudenin vzorce'I, tj. uhlikovému atomu
€islo 20, budou existovat opticksé isomery. Vyhodnym isomerem
je S-isomer, av3ak R-isomer a racemicks gmés (racemdt) jsou
rovnéZ zahrnuty v rozsahu slou&enin vzorcé I.

Odbornfikdim jsou dobfe zndmé farmaceuticky pfijatelné
soli a jejich vyroba. Vyhodné farmaceuticky pfijatelné soli
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slouCenin vzorce I zahrnuji{ acetdt, methansulfondt a hydrochlo-
rid, takovy jako mono- a di-hydrochlorid, stejnZ jako soli
alkalickych kovl slougenin vzorce I, takové jako sodikaové,

ve kterych E-kruh laktonu byl podroben hydrolyze zdsadou.

Odbornikdm jsou dobfe zndmé farmaceuticky pfijatelng
aniony kvarternich sol{. Vyhodné farmaceuticky pfijatelns
soli sloulenin vzorce I, ve kterych Rl je -N+%é2(R3)(R4)
zahrnuji methansulfondt a chlorid.

Slouceniny vzorce I mohou-vytvdfet hydrdty nebo solvdty.
Odbornikdm je zndmo, Ze nabité sloudeniny tvofi hydratované
druhy, kdyZ jsou lyofilizovdny s vodou, nebo tvof{ solvato-
vané druhy, kdyZ jsou kéncentrovény v roztoku s vhodnym orga-
nickym rozpoustédlem.

Slougenina vzorce II se miZe vyrobit zpisobem vyloZenym
v pEfikladu 22.

Slouceniny vzorce I se mohou vyrobit z 10-hydroxycampto-
thecinem cestou Mannichovy reakce. Kondenzace 10-hydroxy-
camptothecinu s formaldehydem a primdrnim nebo sekundirnim
aminem (Mannichova reakce) poskytne v§echny4slouéeniny vzZor-
ce I vyjma sloudenin, ve kterych X je vodik, kyanoskupina ne-
bo formylovd skupina a rl je -N-RZ(RB) a R% a g3 jsou stejné
a jsou vodiky. Alternativng se l0-hydroxycamptothecin mtZe
formylovat (Duffova reakce), &im? vznikne 9-formyl-10-hydro-
xycamptothecin, ktery se mGZe podrobit kondenzaci s aminy,
ndsledovanou chemickou redukci s kyanoborohydridem sodnym nebo
katalytické redukci (Pd/C, HZ)’ ¢imZ vzniknou produkty analo-
gické té&m, jeZ jsou ziskdny Mannichovou rgakci, stejn& jako
slougeniny vzorce I, ve kterych R} je -N+4R2(R3)(R4) a R 3
R3 jsou stejné a jsou vodiky. Sloudeniny vzorce I, ve kterych

R Je '“+‘R2(R3)(R4) a Rz, RS a R% nejsou vodiky se ziskaj{
pisobenim odpovidajicich slouéenin vzorce I, ve kterych R1 je
-N-Rz(RB) s alkyla&nim ¢éinidlem. Mannichova reakce byla obje-
vena Magarianem a dal%imi, J. Pharm. Sci., 56, 987 (1967).

I
{ .
E2RP
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OBuffova reakce byla popsdna Duffem a dalsimi, J. Cheam. Soc.,
547, 1941.

1 2

Slouc¢eniny vzorce I, kde R je 0 - Rz nebo S - R® se

monou vyrobit z 9-dimethylamin0methy1-10-hydroxycamptothecin
nabo jeho soli zanfivdnim s vhodnym alkoholem neba thiolem v
inertnim rozoouitddle, takovam jako dimethylformamid. Kdyz se
uZzije volné baze, pfid4 se malé mno¥stvi silns kyseliny, tako-
vé jako kyselina chlorovodikovd. Takovs derivdty se také mo-
hou vytvolfit pfimo v Mannichove rzakci, kdyZ alkohol nebo thiol
Se zahrne v reakéni smdsi a pfidd se silng kKyselina, nebo ami-
novaé slozka je soli silnsg Kyseliny.

Slougeniny vzorce E, kde X je vodik, kyanoskupina, for-
mylovd nebo aminomethylovd skupina se mohou vyrobit ze sloule-
niny vzorce II paladiem katalyzovanou xarbonylaci. Paladium.
-katalyzovand karbonylace aryltriflsta Je popsédna Cacchim a
dalsimi, Tetrahedron Letters, 27, 3931, 5541 (1986), Petrakisenm
a dalsimi, J. Amer. Chem. Soc., 109, 23831 (1981) a Chatanim a

‘dalsSimi, J. Org. Chem., 51, 4714 (1984).

i
Vychozi materidl pro vyrobu sloudenin vzorce I, to je

10-hydroxycamptothecin je pfirozenym produktem nalézajicim se
ve stejné rostling jako camptothecin (viz Wani a dalsi, J. Org.
Chem., 34, 1364, 1969). 10-methoxycamptothecin byl také izo-
lovdn ze stejné rostliny jako camptothecin a mGZe se premé&nit
na 10-hydroxycamptothecin zahfivdnim pod zpétnym chladigem s
bromovodikem. Sdm camptothecin se maZe taksg ptemé&nit na 10-
-hydroxycymptothecin redukci pyri&inového kruhu ndsledovanou
oxidaci s octanem oloviZitym /(CH;C00),Pb/ (viz Yakult Honsha

K. K., japonskd patentovd pfihlaska ¢.9005188, vypln&nd 30.

terna 1982). Racemicky lD-hydroxycamptothécin se rovnéz mGzZe
vyrobit metodou Waniho a dalZich, J. Med. Chem., 23, 554 (1980).
Bylo referovdno o velkém podtu metod totdlni synthesy campto-
thecinu. Viz naptiklad Hutchinson, Tetrahedron, 37, 1047, 1931
a Suffness a Coldel, "The Alkaloids Chemistry and Pharmacology",
Brossi A. a dal3f, sv. 25, Academic Press, Orlando, Fla., 73,

P
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(1935) pro pfehled literatury. HejpraktiZt3j3{i cestou (ddle
oznaZovand jako Waniho cesta) pro vyrobu camptothecinu, ktery
Je racemicky na uhliku v 20. poloze, je popsdna Yanim a dal-
3imi, J. Med. Chem., 23, 554 (1980).

Uzitednost sloudenin vzorce I:

a) cytotoxicita

Acetdtovd sGl sloudeniny vzorce I, ve kters R je dimethyl-
aminometnyl (S-isomer) (v dalsim oznaZend jako "slouZenina &.
1S") vykazuje silnou antiproliferativni déinnost v fad& kulti-
vavanych bunédnych linifch (tabulka 1). V serii osmi kultivo-
vanych buné&nych linif{ z néddorovych bundk lidského kolon, byla
sloudenina &. 15 dosti konsistentni ve své cYtotoxické G&innos-
ti. Za krdtkou exposici (2 hodiny) farmaku, 50% inhibi&ni kon-
centrace se pohybovaly od 0,12 - 2,1 mikrogramd/ml. JestliZe
farmakou bylo ponechdno v kultivadnim mediu po plné sedmidenni
obdobi v prdabshu, kterého buiiky byly ponechdny proliferovat,
hodnoty IC50 byly v rozsahu od 3,9 do 75 ng/ml.

" Rovn&% byly vyhodnoceny na citlivost ke slou&enin® &. 1S

tfi hlodav3{ nddorové bun&iné-linie a dv& "normdlni" hlodav&l ~

bunédng linie.

Byly hodnoceny buné&&né linie K12/Tr potkaniho karcinomu
kolon a potkani ledviny a intestindlnich epithelif ve stejném
experimentu s pouZitim koncového bodu uZivaného v pokusech s
lidskymi kolonovymi nddorovymi bufikami, CACO-2 a WiDR. My3i
tumorové bunétné lin ie, L1210 leukemie a 316 melanom, nebyly
vice citlivé na slouleninu &. 1S nez nddorové bundi&néd linie

lidského tlustého stfeva. Ve skutednosti &16 melanomovd bunédénd

linie se zddla byt zna&n& méné citlivd ne¥ druhd testovani
linie. Zbytedné Blé a L1210 jsou ob& dosti citlivé na slou-
¢eninu €. 1S v in vivo terapeutickych zkouskdch u my3{ s té&-
mito nddory.
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»

Protokol uZity k nodnoceni Cytotoxicity slouZeniny &.
15 v buns&nych liniich uvedenych v tabulce 1 byl ohecns
ndsledujici:

dun&Zné linie se uzivaji a pfechovdvaji jako jedno-
vestavné kultury v minimdlnim esencidlnim mediu (Grand
Island 3iological Cs., Grand Island, H.Y.) dopln&nim 10%
fetalnlm telecim sérem v 5% CD zvlhZovanim inkubdtoru pfi
37 °c. RGzné koncentrace sloucenlny vzorce I za sterilnich
podminek se nechajf reagovat po 2 hodiny, nédsledované aspi-
raci media nebo se exponuji kontinudlna. Desky se inkubuji
po 7 dnd pfi 37 °C ' 082 inkubdtoru. Medium se aspiruje a
buiky se fixuji a napusti ethanolem a Gelsmovyn barviven.
Papulace pfezivajicich bunuk se uréi snimdnim ploten pomoct
obrazového analyzdtoru. Procento inhibice proliferace se ur-
€l relativnd k bufikdm inkubovanym v nepfitomnosti farmaka a
interpolac{ se urdf{ 59% inhibi&ni koncentrace (ICSD)‘

Tabulka 1

CyFotoxicita slougeniny &. 1S na nddorové buiky v kultufe

ICSO (/ug/ml)

oznadeni linie 2 hodf kontinudlni
exposice exposice

bunélné linie nddord lidskéhao

kolon

SU-620 0,12 0,0065
SKCO-1 0,23 0,0039
SW-943 0,26 { 0,016
DLD-1 0,44 " 0,015
LaVO 0,58 0,0097
HT-29 : 0,58 0,016
CACO-2 1,7 0,075
WIDR 2,1 0,025
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Tabulka 1 - pokradovani

IC50 (/ug/ml)

oznageni linie 2 hbdy kontinudlni
exposice gxposice

bundZneé linie nddord

hlodavcel

L1213 leukenmie 1,4 n.t.

K12/Tr karcinom kolon 3,9 0,084
816 melanom n.t.X 0,62

normdlni buné&éné linie-

hlodavcd

NRK52E (potkani ledviny epithe) 1,2 0,052
IEC-6 (intestindln{ epithe -~~~ -~

patkana) 3,9 0,017

n.t. = netestovédno

ﬁada'slouéenin vzorce I byla hodnocena pro cytotoxicitu
proti L1210 bunék leukemie rostoucich v suspensni kultufe
(tabulka 2). Buiky byly exponovdny kontinudln& po klonovéani
do media obsahujiciho 0,2 % Mobleho agaru. Po inkubaci pfi
37 % ¢ C02 inkubdtoru po tfi dny, kolonie byly napu3tény
specifickym formazanovym barvivem pro Zivotaschopné bunky
a 24 hodin pozdgji byly spocdteny politadem kolonifi (Biotran
II, Mew Brunswick Scientific Co., Edison, N.J.) upraveném

'k identifikaci kolonii o vice neZ 50 buﬁﬂéch. Koncentrace,

které sniZuj{ Jdcéinnost klonovdni o 50 % (ICSD)’ byly urdéeny
interpolaci. Sloudeniny vzorce I maji hodnaoty IC50 od 12 do
690 ni4, to je hodnoty ICSO’ které judikuji cytotoxicky ud&inek.
Pfibuzny pfirozeny produkt, l0-hydroxy-comptothexin ma IC50
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18 nid. Cytotoxicks sloueniny vzorce I jsou silnymi inhibito-
ry purifikovans topoisomerdzy I. Jak Je stanoveno v ndsledu-
Jicim oddilu vztaZendém k aktiviis in vivo, fada sloudenin
vzorce I ackoliv je obecnd méns cytotoxickd nez 10-hydroxy-
captothecin, m3 protinddorovy ddinek proti L1210 leukemii in
vivo, ktery je ekvivalentni nebo leps$i ne? Gdinek 130-hydroxy-
camptothecinu. Hapifiklad slougenina &. 15 byla asi tfikrat
ménd ddinnd nei 10-hydroxycaptothexin s ohlzdem na cytotoxic-
kou dCinnost proti L1219 leukemickych bungk in vitro, ale vyka-
zovala in vivo rdst nddorovych bun3k inhibiZn{ aktivitu, kte-
rd byla obecnd lep3i nes 10-hydroxycamptothecin a Fady trans-
plantovatelnych hlodaviich nédorovich modeld.

T a é ulka 2

Aktivita sloudenin vzorce I proti L1210 leukemii in vitro
a in vivo u my3i nesoucich i.p.~implantované nddory
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X Hejvy58i testovand divka (stupen aktivity je pravdipodobns
vEt3i pfi vy331 ddvkové hlading).

Pro in vitro studie buiky L1110 se nechajf rast v suspensni
kultufe a exponuji se farmaky kontinudln3 po kKlonovidni bunak
do n&kterdho agaru. Stanovi se Klonovaci ddinnost. Interpolaci
se stanovi 50% inhibi&ni koncentrace (ICSD).

VSechny svrchu uvedens slougeniny byly/ﬁéinnymi inhibito-
ry topoisomerdzy I a purifikovdny z rakovinnycn bundk lidské-
ho koton, 50% inhibidni aktivita enzymu byla pozorovdéna v

koncentracich % 3/uM.

b) Inhibice rastu nddorpvych bundk in vive

Slouéeniny vzorce I se z podtku ohodnoti na in vivo
protinddorcvou aktivitu u my51 nesoucich intraperitonedlns
(i.p.) implantovanou L1210 leukemii (sloudeniny &. 1S a
45 - 135 v tabulce prodlou?{ rozsah Zivota o >40 % pfi
Jejich maximdlng tolerovatelnych divkovych nladindch). Tfi

sloudeniny &. 15, 6S a 11§ Jsou zejména d3inng, prodluzujf

rozsan Zivota o >200 % a vyvoldvaji dlouhodobd, beznidoraovi
ptezit{. Rada sloucenin md aktivitu l2p31 nez pfirozeny pro-
dukt, lD-hydroxycamptothecin, kterému jsou sloudeniny vzorce
I strukturnd pfibuzné. Pro dvé ze slouenin &. 7S5 a 135, nej-
vyS$3{ testovand ddvka nebyla toxickd, tak tyto slouceniny mo-
hou mit v3t3{ aktivitu pri vy§sich ddvkovych hladindch. Pfesto
tyto slougeniny byly aktivni pEi testovanych dédvkovych hladi-

nach.

ZaloZeno na jejim vysokém stupni aktivity a potence

in vivo (tj. nizké maximdlnd tolerovans dévce) sloudenina

€. 1S byla ohodnocena v fads transplantovanych my$ich nidoro-
vych modelech. Sloudenina &. 1S mid vysoky stuped aktivity ve
své, maximdlni ddvce v fadé zvifecich nadorovych modelq,
vietné reukemii{ a solidnich nddord raznych histiotypda.
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Spektrum aktivity sloueniny &. 15 je shrnuto v tabulce 3.
Vysokd nladina aktivity byla pozorovdna u vat3iny tumorovych
modald, s tim, Ze pouze u jednoho z modeld i.p. karcinamu 26
holou byla pozorovdna témd3f dolnd refrakternost na farmakon.
Také dva zs subkutdnnich s.c.) modeld karcinomu 26 holou a
Madisonova plicnino karcinomu se prokdzaly jako pondkud re-
frakterni na farmakon, tj. v ti3chto modelech, skromnd aktivi-
ta to je +70% inhibice rUstu tumoru byla zfejmd, kdy? byly
léZeny my3i nesouci subkutdnni nddory, sloudeninou &. 1S.

U druhych s.c. nddorovych mode!&, byla prokdzdna vysokd ak-
tivita (v3t3{ ne? 90% inhibice). Zfeteln# sloudenina &. 1S
aplikovand i.p. vykazovala vysokou aktivitu nejen proti i.p.

nddorovym modeldm, ale u my3i inokulovanych nddory intrave-—- - = -

nosn& (i.v.) nebo subkutdnnd (4s.c.). Lé&ivy d&inek byl zfej-
my u uréitych nddorovych modeld v&etnd i.p. a i.v. implanto-
vanych P338 a L1210 leukemii a i.v. a s.c. implantovandno Le-
wisova karcinomu plic. Uroven a spektrum aktivity slguéeniny
&. 1S u zvitfecich nddorovych modeld je vhodn3 srovnatelnd s
nejvice d&innymi ze zndmych protinddorovych farnmak, takovych
jako cyklofosfamid, cisplatin a doxorubicin.
"

Vysledky t&chto studif{ na transplantovanych my3fch n4-
dorovych modelech jsou shrnuty podrobn3ji v tabulce 4, kterd
ukazuje prodlouZeni rozsahu 2ivota (ILS) nebo procentni inhi-
bici méfitelného (tj. subkutdnnino) ristu pevnych niddord pfi
optimdlnich ddvkdch a optimdlnich rozvrzich aplikace sloude-
niny 15. Také jsou v tabulce 4 ukdzdny vysledky ziskané ve
srovndvacich studiich na t3chto nddorovych modelech s pdvod-
nimi slougeninami pfirozeného produktu, camptothecinu a 10-
-hydroxycamptothecinu. Tyto vysledky byly dosaZeny pii i.p.
nebo i.v. aplikaci sloudeniny &. 1S pfi ihtermitentnim roz-
vchu , tj. kaZdy &tvrty nebo sedmy den. V n3kterych pfipadech
byly vysledky ziskdny s optimdlnim ddvkovym rozvrhem léd&eni,
ve kterém sloudenina &. 1S byla aplikovédna v rozd3leném d&v-
kovém rezimu (kazdé 3 hodiny krdt 4) v ka2dém dni lédent,
jak je podrobnéji popsdno ni?e. Camptothecin a 10-hydroxycam-
ptothecin se vZdy aplikuji jako suspenze i.p. v dasledku je-

¢
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jich nerozpustnosti ve vadnych vehikulech.

Z tabulky 4 je zfejmé, Ze vSechny tfi sloudeniny maji
Siroké spektrum aktivity u zvitecich nddorovych modeld.
LepsSi aktivita slouceniny &. 15 je zfejmd v ndkterych n4-
dorovych modelech v&etn3: i.g. L1210 leukemii, i.p. 316 nme-
lanomu, i.v. P333 leukemii, i.v. L1210 leukenii, s.c. Lewi-
sovE plicnim karcinomu, s.c. B14 melanolu/podlinie F13, s.c.
karcinom 51 kolon, a s.c. Madisonovs plicnim karcinomu.
10-nydroxycamptothecin je dosti d&inny u i.p. implantovanych
nidorovych modeld, ale md nedogtateénou aktivitu u nddorovych
modald, u kterych je nddor implantovdn v mists vzddleném od
nista aplikace farmaka,itoto farmaka md pfi nejlepsim maximil-
ni dcinnost u s.c. implantovanych solidnich nddorovych modeld.
To pravdépodobng neni zpdsaobeno slabou rozpustnosti 10-hydro-
Xycamgtothecinu, protoZe camptothecin je stejné nerozpustny,
ale je znadn& ddinny u uréitych s.c. tumorovych modeld. Je
moZné, %e aromaticksi hydroxylovd skupina 10-hydroxycampto-
thecinu je vnimavd na prvni prichod a bilidrni exkreci a tak
sloudenina nedosahuje pfiméfenou koncentraci v systémové cir-
kulaci. Pozoruhodng slouenina..&..15, kterd m3d taks 10-hydro-
xylovou skupinu a je v3ak vysace aktivni u s.c. a i.v. .nddo-
rovych modeld. To mdZe byt zpGsobeno ptitomnosti basicksho
postranniho Fetdzce v 9. poloze slouceniny &. 1S, ktery maze
inhibovat metabolismus 10-hydroxylové skupiny sterickou zibra-
nou, vdzdnim vodiku nebo vytvofenim interni soli. 10-hydroxy-
camptothecin je vysoce aktivni u i.p. karcinomu 26 kolon, kte-
ry Jje necitlivy na sloucéeninu &. ;S a minimdlngd citlivy na
camptothecin. Av3ak stejny tumor Je refrakterni na 10-hydro-
xycamptothecin, kdyZ je implantovdn s.c. md jest3 skromnou
‘citlivost na slougeninu &. 1S v tomto uspﬁfédéni.

Nadto k vysokému stupni a Sirokdému spektru aktivity
slougeniny &. 13, jak je demonstravidna v tabulce 4, sloule-
nina by m2la také zachovdvat pPlny protinddorovy déinek pfi

N T I
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ordlni aplikaci. To bylo demonstrovdno u my3i nesoucich s.c.
implantovany Lewisdv karcinom olic a je niZe podrobn&ji po-

pséno.

Jinou vlastnosti sloudeniny &. 1S je jeji retence akti-
vity v sublinifich P333 leukemie, ktars vykazuji resistenci
na mnohotné protinddarové ldtky jak je ni?e popsdno. Jako
hlavni{ problém v chemdtherapii rakoviny je objeveni resistent-
nich populaci nddorovych bun3k, které selhdvaji v odpovédi na
pldvodné d&inné reZimy pod4ni farmak, stejn& jako rezimy lé3e-
ni sekunddrnich linif, dostupndst farmak, na kterd resistent-
ni bufiky nejsou zkfiZen& resistentnf, by m3ly mit signifikant-
ni dopad na ovld4dani ragoviny.

Aktivita sloufeniny &. 1S v ka2dém z nddorovych modeld,
které byla testovdny je popsdna ve v&t3ich detailech v ngsle-
dujicich oddilech.

i.p. nddorové modely

+ Aktivita slougeniny 1S aplikované i.p. nebo s.c. v rlz-
nych programech lé&enf{ my3{ nesoucich i.p.-implantované tumo-
ry Jje ukdzina v tabulce 5. Gdaje ukazuji zdvislost protinido-
roveého d&inku na ddvce sloudeniny &. 15 u 3esti 1.p.-1mplan-
tovanych néddorovych modeld.

P388 leukemie: KdyZ je poddna i.p. ve dni 1 a § mySim
nesoucim i.p. P383 leukemii, slou&enina &. 1§ vyvoldvd 200%
ILS se 4/6 dlouhodob& preffvajicich zvifat (v kafe) a jeit
maximdlné tolerovatelnd ddvka je 15 mg/kg. Hi%3{ ddvky jsou
také vysoce d&inné se vzestupy v rozsahu Zivota 125 a 92 %.
Tento vysoky stuped aktivity byl potvrzen ¥ jiném pokusu ddle
popsaném (viz tabulka 8), ve kterdm maxim4lnd tolerovani davka
vyvoldvala 228% ILS s 2/6 dlouhodobd pfe¢ivajicich zvifat.

Tak sloudenina &. 1S méla lédebny uUdinek u my3{ nescucich
i.p. P388 leukemii.
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L1210 leukenmies: Kdyz byla poddna i.p. ve dnezh 1 3 5,
slou¢enina &. 1S, byla repraodukovatelns aktivni u my3{ ne-
soucich i.p. L 1210 leukemii. V representativnim pokuse
ukdzangm v tabulce 5, bylo 219 % ILS s 2/¢ vyléZenimi pfi
maximdlni tolsrovand ddvce 15 mg/kg. Rovn3Z se nalezla
dobrd aktivita pfi dvou ni23ich ddvkdch. Slougsnina &. 18§
byla v tomto uspofdddni hodnocena v osami Afidanycnh stadiich
ddvky a odpov3di. Procento ILS a dlouhodobs pfe?ivajici
ziskaneé pifi maximilna tolerovanych ddvkach v t3chto expe-
rimentech byly: 44 % (0/6), >300 % (5/6), 119 % (3/6), 156 %
(1/6), 138 % (0/6), 156 % (2/6), 353 % (2/6) a 133 % (1/6).
Tak v 83/9 pokusd sloudenina &. 1S vyvoldvala X 130% ILS a
v 6/9 pokust byli pfitogni dlouhodob& pfe?ivajici jedinci.

Bl6 melanom: V tomto nidorovém modelu, ve kterém slou-
Cenina &. 1S byla zfetelnd lep3i neX camptothecin a 19-hydro-
xycaptothecin (viz tabulka 4), farmakou vyvoldvalo 52% ILS
pfi své maximdln{ toleraované dévce 15 m3/%g podanéd i.p. ve
dnech 1, 5, 9 a 13. Tento vysledek se potvrdil v druhém po-
kuse, ve kterém nejvy3si testovans ddvka 9,6 mg/kg vyvolala
130% ILS.

816 melanom/podlinie F10: F10 podlinie 314 melanomu je
vysoce metastasujici podlinii tohoto nadoru, ktery byl vybrin
klonovdnim. SlouZenina &. 1§ vyvoldvd 105% ILS pfi své maxi-
mdlné tolerované ddvce 15 mg/kg podané i.p. ve dnech 1, 5, 9
a 13. Jak je indikovdno, aktivita zvysSuje rozsah Zivota 0 >40 £
a byla stajnsd zfejmd i u dvou niz?3ich ddvek.

M5376 sarcom: M5076 sarcom je metastasujici sarkom re-
tikuldrnich bunsk, ktery vznikd v ovariu ! C5731/6 my3i a bylo
nalezeno, Ze je transplantovatelnym nédorém. Tento nddor implan-
tovany i.p. byl citlivy na sloudeninu &. 1S, kdyZz ldtka byla
poddna s.c. stejné jako i.p. aplikaci. Stuped aiktivity byl
virtuelné identicky 98% ILS a 105% ILS, témito dvsma aplikad-
nimi cestami v délenédm ddvkovém schematu kazdé tfi hodiny krdt 4




ve dni 1, 5 a 9. Toto schema jak niZe popsdna, se jevi byt
optimdlni pro slouceninu €. 1S v Fad@ nddorovych modeld.
Slougenina €. 1S byla hodnocana ve tfech pfidavnych studiich
ddvky a d€inku u my31 nesoucich i.o. M5076 sarkaom. V téchto
studiich l4dtka byla poddna jako jedinnd ddvka ve dnech 1, 5
a 9 i.p. (75% ILS s 1/3 vylédenimi), jako jednotlivd ddvka
ve dnech 1, 5, 9 a 13 i.p. (71% ILS s 1/8 vylécenimi) a jJako
jedna ddvka ve dnech 1, 5 a 9 s.c. (57% ILS).Jako pfi i.v.

a s.c, nédorovich modelech (jak niZe popsdno), sloudenina &.
1S se zdd byt nejuisinndj3i u i.p. M5376 sarkomu, kdyZ je po-
ddna v déleném ddvkovém reiimd. Ptesto bez ohledu na schema
aplikace je sloulenina &. 1S reprodukovatelnd aktivni u to-
hoto nddorového modelu.. - ‘ '

Karcinom 26 kolon:

Karcinom 26 kolon je vysoce invasivni ametastasujici
nediferehciovany tumorovy model na kolon. Tento nddor, v
testovaném scnhematu se ukézalvjako refrakterni k maximalna
tolerované ddvce slougeniny &.-1S. - ’

i.v. nddorové modely

Aktivita slouéeniny &. 15 aplikované i.p. nebo i.v. my-
§im nesoucim systémové (i.v. inokulované) leukemie nebo Lewi-
sQv plicni karcinom je ukidzdna v tabulce 6. Z4dvislost odpové-
di na ddvce a zdvislost na schematu poddni sloudeniny &. 1S
je jasn& v téchto studifch demonstrovdna. V kazdém ze tFi n4-
dorovych modeld, sloudenina &. 1S vykazovala lé&ebny ddinek.
}

‘.

P333 leukemie:

P388 leukemie je obecn& mnohem mén3 citlivd na farmaka
Je-11i implantovdna i.v. neZ kdyZ je inokulovdna i.p. Av3ak
sloudenina &. 1S byla vysoce d&innd proti i.v. P338 leukemii,
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byla-1li ddna ve své maximdiln3 tolerovans ddvce ve dnech 1
a 5 1.p. (279% ILS s 2/6 vyléSenimi) nebo i.v. (250% ILS
se 2/6 vylédenimi). V tfetin poxuse tohoto nidoroviho mo-
delu slouCenina Z. 1S vyvoldvd 125% ILS se 1/6 vylédenimi

'v maximdlnd tolerované ddvce 15 mg/kg oodand i.p. ve dnech

1 a 5.

L1213 leukemie:

Sloucenina &. 1S se ukdzala byt reprodukovatelnd a vy-
soce axtivni proti i.v. implantovans L1210 leukenmie. Byly
uskutecnény extensivn{ studie zdvislosti na schematu poddni
u tohoto nddorového modelu s farmakou aplikovanym i.v. Jak-
Jje demonstrovdno v tabulce 6, aplikace v rozd3lensgm ddvko-
vém reZimu vedla k vy3simu stupni aktivity v 3ir3im ddvko-
vém rozsahu. LéGebny d&inek byl pozorovdn, kdyZ farmakou
bylo poddno i.v. ve dnech 2 a ¢ jako jedind ddvka neba jako
Gtyri ddvky v-tEihodinovych intervalech. HNadto k ddajam uka-
zujicim v tabulce 6, je zde deset studif vztahu ddvky a d&in-
<u pFi i.v. aplikaci sloudeniny &. 1S u my51 nesoucich i.v.

L1210 leukemii. Vysledky jsou ndsledujici: dny 2 a 6, 171%

ILS s 2/6 vylé&enimi, 4 pasobeni v tfihodinovych intervalech
ve dnech 2 a 6, > 300% ILS se 6/6 vylééenimi,’tfi léceni v
Sestihodinovych intervalech ve dnech 2 a 6 200% ILS s 2/7
vylédenimi, dvé lédeni ve 12hodinovych intervalech ve dnech

2 a 6, 229% ILS se 2/7 vylé€enimi, jediné lédeni ve dnech 2 a3
6, 143% ILS a 129% ILS, dvé lédeni ve dvandctihodinovych in-
tervalech ve dnech 2 a2 6, 193% ILS a 171% ILS, jedind ddvka
ve dni 2, 114% ILS, a 4 lédeni v tfinhodinovych intervalech

ve dni 2, 244% ILS se 1/6 vylédenimi. Sloudenina . 1S by se
mela jevit nejui&innzjsi, kdyz Je splikovépa ve schematu kazdé
3 hodiny. Je méng ddinng, kdyz Je poddvina denn&, nez kdyz je
poddana kazdy &tvrty den. Optimdlni schema z t3chto studii bylo
uZito pro uréité pevné ndadory, jak svrchu diskutovdno pro i.p.
M5076 sarkom a jak je popsdno ni¥e. U fady tumorovych systémd
stupef aktivity je zvy3en a ac¢inny ddvkovy rozsah je 3irsi,
kdyZ sloucenina &. 1S je podédna v dadlendm ddvkovacim, tj. kazds
3 hodiny &tyrfikrat denné, schematu.

id
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Lewislv karcinom plic:

Lewisldv karcinom plic je vysoce metastasujici, nedife-
rencovang plicni rakovina, kterd se 3iroce uZivd pro hodno-
ceni farmak. Tento nddorovy model je refrakternf{ na fadu
zavedenycn protinddorovych farmak , kdy? je u?it jako skri-
ningovy systém identifikuje jen velmi mdlo slouBenin jako
dZinné. Sloutenina &. 1S5 md 1é8ivé pisobeni u tohoto chemo-
refrktornfho nddorového modelu, ve kterém je nddor inokulovdn
i.v., coz vede k nddorovym jddrim v plicfch. Lédivé plsobeni
u tohoto nddoru je neobvyklym Zjistadnim.

Jak je zkejmé ze vSech tf{ i.v. inokulovanych nddorovych
modeld, sloudenina &. 15 je dosti d&innd proti systemovym tu-
mordm, kdyZ je aplikovdna i.p. stejnd jako i.v.

s.c. nddorové modely

Slou&enina &. 1S byla hodnocena u deseti pevnych nidoro-
vych modeld, ve kterych nddory byly implantovdny s.c. a far-
makou bylo aplikovdno i.p., i.v. nebo ordln& (p.o.). V té&ch-
to modelech je protinddorovd aktivita hodnocena stupn3m inhi-
bice rdstu nddoru v mistd® implantace nddoru. Nddory se obecnd -
me&r{ 2 aZ 3 tydny ndsledujici po implantaci nddoru, kdy? jsou
zfejmé velké tumory (N S00 mm3) u nelééenych kontrolnich zvi-
Fat. Pro vysoce metastasujic{ solidnf tumory se rovn&Z mGZe
pouzit Cas pleZzit{ jako m&F{tko aktivity. Pro mén& metastasu-
jici nddorové modely &as pfezit{ nelédenych zviFat je zna&nd
variabilnf a zvifata mohou pFe?fvat po dlouhd obdob{ s extrém-
né velkymi nddory, které &asto zviedovat{ a infikujf se. Slou-
8enina &. 1S byla vysoce G&innd v 8 z 10 §.Cc. solidnich tumo-
rovych modeld, inhibujfc vzrist nddord o vice ne: 90 % pfi své
maximdlni tolerované divce (tabulka 7). Gplné inhibice rdstu
nddoru u vysoce metastasujicfch nddord v3etnd Lewisova karci-
nomu plic, Bl6 melanolu, BlS melanomu podlinie F10 a M5076
sarkomu byla provdzena prodlouZenim rozsahu %Zivota. Dokonce
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i u méné respresibilnich nddorovych modeld, Madisonovd kar-
Cinomu plic a karcinomu 26 kodon, sloudenina &. 15 m3la na-
Jaky d€inek na rdst nddord s > 70% inhibici prokazatelnou
pri maximdlné tolerované divce.

Lewisdv karcinom plic: Tento vysoce metastasujici plic-
ni nddor byl nejcitliv&jsf na sloueninu €. 15 ze vSech tes-
tovanych nddoravych modeld. To Je neobvykly ndlez, jeliko?
Lewislv karcinom plic byl Siroce uZ?ivdn ve studii protinddo-
rovych farmak a je refrakterni na vdt3inu znamych protinddo-
rovych farmak. Kdy? je poddna i.p. ve dnech 1, 5, 9 a 13,
slougenina &. 15 dplnsg inhibuje rdst Lewisova plicniho kar-
cinomu u témsf viech mzﬁi l1éZenych 15 nebo 9 mg/kg. V maximdl-
né tolerované ddvce 4 g 8 my3f byly vylédeny. V dobd méfeni
nadoru, tumory u nelééenych kontrol mé&ly v prdméru objem " -
1635 mm3. V druhém pokuse sloudenina &. 15§ byla aplikovdna |
i.v. a p.o. ve dnech 1, 5 a 9. U obou aplikaénich cest byla 4
99% inhibice rdstu nddord (TGI) s vice ne? polovinou zvifat,
které nevykazovaly *4ddnou pi{tomnost nédoru v dob& m&fen{
(13. den). Mimoto maximdlnd tolerovans divka obéma cestami
aplikace byla v podstats stejnd, coZ vede k domnénce, %e slou-
Cenina &. 15 md vytednou biologickou dostupnost po or4dlnt apli-
kaci. V tomto pokuse, tumory popfipadé rostou v mistad implan--
tace, co? indikuje bud, 7e i.p. lé&eni je optimdlni u tohoto
nddorového modelu nebo, Ze deld{ légeni je potfebné po-léceb-
ny déinek.

Bl6 melanom: Tento metastasujic{ melanomovy model byl 3Siroce
pouZivdn k hodnoceni a vyhledavan1 protinddorovych farmak.

KdyZ je implantovin S.c., tento nddor je refrakternf na v&t-
§inu protinddorovych farmak, sloudenina é 1S byla hodnocena

u myS{ nesoucich Blé melanom ve studifch zav1slost1 na dédvce.
Kdyz je poddna v jednotlivé ddvce ve dnech 1, 5 a 9, maximdl-
ni tolerovand ddvka slduéenina €. 1S aplikovand i.v. nebo i.p.,
vyvoldvd 99% inhibici rdstu nddoru (TGI) s v&t3inou zvitat,

které nemaj{ ?4dné m&fitelné nidory v 16. nebo 1l4. dni, kdy
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vétSina kontrolnich my3i md nddory velikosti 864 a 758 mrn3 ve

dvou pokusech., KdyZ je poddna v optimdlnim d2lendm ddvkovénm
léCebném schematu, slougenina €. 1S vyvold dplnou inhibici
rstu tumoru v 3ir3im rozsahu ddvek. To je shodné s vysled-

ky ziskanymi u jinych nddorovych modeld. U s.c. 8l6 melanomo-
vého modelu, nddory plfipadné rostou u v3ech lélenych zvifat

a nejsou zde Z4dnd vylé€eni. V tomto metastasujicim nddoro-

vém modelu dochdzi k prodlouZeni rozsahu pfeziti{, které se
objevuje s dplnou inhibic{ rdstu nddoru. V d&leném ddvkovém
rezimu bylo 52 % ILS, zatimto pfi jednotlivych ddvkdch 24 mg/kg
%. V po-

3

ve dnech 1, 5 a 9 se prodluZoval rozsah Zivota o 39
slednim_schematu i.v. aplikace vedla k 53 % ILS.

Blé melanom/podlinie Fla; Tato podlinie Bl6 melanomu vybrand
pro zvySeni metastatické vlastnosti byla ve svych odpovédech.
na lédeni sloudeninou &. 15, podobnd plivodnimu Bl6 melanomu.
I.p. lé&enf{ ve dnech 1, 5, 9 a 13 vedlo k dplné inhibici rds-
tu nddord v maximdln& tolerovanych ddvkovych hladindch. V
téchto pokusech, tumory byly mé&feny 16. den a tumory kontrol-
hich my3{ byly velmi velké, pramdrné& 1927 a 1196 mm3. Tumory

-verviech léZenych skupindch ptipadn& rostly a nebyla zde %4d-

nd vylécenf. Av3ak léleni i.p. pfi 25 mg/kg vedlo k 70 %
vzestupu v rozsahu pfe2it{ (ILS), i.v. léseni ve stejné divce
poskytlo 38 % ILS.

ADJ Pcé-plasmacytom: Tento nddorovy model, ktery je nejvice
pfibuzny lidské rakoviné typu mnohotného myelomu, byl vysoce
citlivy na slougeninu &. 1S aplikovanou i.p. ve dnech 1, 5, 9
a 13. Tumory byly méfeny 19. den a m&ly v prdméru 828 mm3 u-
kontrolnich mys3{. Sloudenina ¢. 1S vyvoldvala > 90% inhibici
ristu nddoru ve &tyfech ddvkovych drovnfcp pti nebo pod maxi-
mdlné tolerovanou ddvkou. Byl zde 1 z 8 dlouhodobé pteZzivaji-
cich beznddorovych zvifat v kazdé z vrchnich tf{ ddvkovych
hladin. JelikoZ tento tumor nen{ vysoce metastasujici, nebyl

ur&ovdn medianovy &as pfezit{.
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M5076 sarkom: M5076 sarkom implantovany s.c. byl dosti citli-
vy na sloudeninu &. 15 s »90% inhibic{ TGI ve tfech ddvkovych
nladindch pfi nebo pod maximilns tolerovanou ddvkou. Nddory
byly mé&feny 17. den, xdyZ kontrolni nddory méfily primérné
1045 mm3. Farmakou bylo aplikovino i.p. ve dnech 1, 5, 9 a
13. Farmakou nebylo 1é&ivé u tohoto modelu, ale prodluZovalo
rozsah Zivota o 31 %.

Mammdrni adenokarcinom 16/C: Tento nddorovy model tumoru

prsd je transplantovatelnou podlinii spontdnniho tumoru
mammary, C3H my5i. Sloudenina &. 15 inhibovala rast nddoru

0 96 % pfi maximdlni tolerované ddvce 10 mg/kg, podané ve
dnech 1, 5, 9 a 13. Tumory byly m&feny 19, den, kdyZ? pramér-
nd velikost nddoru u ka;trolnich myS5{ byla 630 mm3. V druhém
pokuse ve stejném lédebném schematu, slouZenina &. 1S vyvol4-
vala 73% inhibici rdstu nddord (TGI) u mammarniho adenokarci-
nomu 16/C. JelikoZ nddor neni vysoce metastasujici, pfeZfvang
zvifat nebylo m&feno.

Adenokarcinom 38 hodin: Tento nemetastasujici nddorovy model
byl 3iroce pouZivdn v hodnocen{i farmak a Jje povaZovdn za jeden
z nejvice na farmaka refrakternich nddorovych modeld. Sloudeni-

na &. 1S byla aplikovdna i.p. Jako jednotlivd ddvka nebo v d&- =

leném ddvkovém reZimu ve dnech 3, 10, 17 a 24. Bylo zvoleno
mnohem del3i 1é&ebné pouzitf, pro pomaly rdst tohoto solidnihag
nddoru. Tumory byly méfeny 31. den a m3ly v pram3ru pouze

349 mm3 u nelécdenych kontrol. Jako v Jinych nddorovych maode-
lech sloudenina &. 15 byla mnohem d¢inndj3{ v dsleném davkovém
schematu vyvoldvajic{ > 90% inhibici ve dvou ddvkovych hladindch.
Stejné tak byla prokazatelns dobrd aktivita (89 % TGI) v jed-
notlivém ddvkovém rezimu. !

Adenokarcinom 51 kolon: To je jiny pomalu rostouci kKolonovy
nddorovy model, ktery byl vyzkou3en Jako refrakterni u v&t3i-

ny protinddorovych farmak. UZity protokol pro tento niddor byl
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podobny jako po adenokarcinmomu 38 kolon. Sloudenina &. 1S
byla d&innd proti adenokarcinamu 51 kolon vyvoldvajic 88%
TGI s jednotlivym ddvkovym reZimem a 92% TGI v ddleném dév-
kovém plsobeni. Jako u jinych nddorl, sloulenina &. 1§ byla
d€innd v Sir8im rozsahu ddvek, kdy? byla poddna v d&leném
ddvkovém reZimu. Adenokarcinom 51 kolon byl mafen 24. den,
kdyZz kontrolni nddory m3ly v pramdru 766 mm3.

Madisondv plicni karcinom: Madisonlv plicn{ karcinom jako
LewislGv plicn{ karcinom je rychle rostouct nediferencovany
nddorovy model s vysokou metas{atickou aktivitou. Na rozdil

od Lewisova plicniho nddoru, Madisondv plicni nddor nenf vy-
soce citlivy na slouéengnu &. 1S. V jednotlivém ddvkovém re-
2imu poddvaném i.v. ve Bnech 1, 5 a 9, zde nen{ prakticky
¢4dnd, tumorovy rist inhibujfci aktivita (28 % TGI) pfi ma-
ximdln{ tolerované dévce. Ve dvou pffdatnych pokusech se stej-
nym léfebnym schematem s farmakem podanym i.p., sloucenina &.

-1S vyvolala jenom 55% a 23% TGI. Av3ak v optimdlnim d&leném

ddvkovém reZimu, sloudenina &. 1S aplikovani i.v. vykazovala
G&inek proti Madisonovd plicnimu karcinomu s 85% TGI pFi ma-
ximdln{ tolerované ddvce. Farmakon bylo pondkud ménd ddinné

v tomto léZebném schematu p¥i poddn{ i.p. (74 % TGI pfi maxi-
mélni tolerovand ddvce). Madisonovy plicni nddory byly méfény
12. nebo 13. den ve dvou odddlenych pokusech, kdyZ nddory u
kontrolnich my3{ m&fily v pramsru 1571 a 942 mm3, coZ odrazi
velkou rychlost vzristu tohoto nddoru. Tak dokonce u refrak-
terniho nddoru, slouenina &. 1S, ve svém optimdlnim lé&ebném
rezimu, mdZe vést k signifikantn{ ;nhibici ristu tumoru.

Karconom 26 kolon: U tohoto vysoce invasivniho a metastasuji-
ciho nediferenciovaného nédoru kolon, slod&enina &. 15, vy-
voldvala pouze hrani&ni inhibici rastu tuméru (72 % TGI) pti
i1.p. aplikaci ve své maximdlni tolerované divce ve dnech 1, 5,

9 a 13. Tumory byly m&feny 19. den, kdy? kontrolni tumory méfily

pramé&rné 1052 mm3. Nen{ zndmo zda by sloudenina &. 1S vykazovals
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dobrou aktivitu u tohoto modelu, kdyby byla poddvina ve svém
optimdlnim d&lendm davkovén rezimuy.

Podlinie resistentni na vice farmak

Pfestoze nejdilezit2jSim problémem v therapii rakoviny
je necitlivost bé&Znych neoplasmat na v3echna dostupnd &inidla
nebo kombinaéni rezimy, Jinym velkym problémem Je vznik resis-
tentnich nddorovych bunsk z pfedtim odpovidajicich nddord.
Vét3ina pacientd s "chemosensitivnimi" tumory jako velkobu-
néény karcinom plic, ovariélni‘adenokarcinom, akutni nonlym-
focyticks leukemie, karcinom prsu a jisté_lymfomy mohou byt
uvedeny do remise kombinadnimi rezimy, které byly stanoveny
jako therapie prvé linié pro tato r4znd onemocnéni. AvZak ve
vét3iné pFipada je znaén& redukovdna u pacientd s rekurentnim
onemacneénim schopnost vyvolat vyznamné remise i pfes uplatna-
n{ zna&nd intensivnich kombinaénfch rezima. Charakterstiky se

'tyto rekurentn{ tumory prokdZi byt refrakterni na farmaka,

kterd nejsou pfibuznd strukturns a/nebo mechanisticky ldtkdm,
které byly plvodné uZity k vyvolsn{ remise. Tento fenomen re-
siptence na vice farmak Je v souéashé dob& intensivn& zkouman
v fad& larboratoff. Soudasnj evidence vede k domn&nce, %e ze-
silen{ a vyjiddfen{ genu resistence na vice farmak (mdr = mul-
tidrug resistence) a ptitomnost mdr genového produktu P170
membrédnového glykoproteinu, je spojena s resistenci na vice
farmak. P170 ddelnd slou?i Jako effluxni transportni pumpa s
neuvéritelnou rGznost{ substritovs specificity. Soudasné pra-
ce vedou k domn&nce, %e silng exprese mdr genu u Jistych dff-
ve nelécenych nddord takovych,;jeknafeochromocytom a ‘adeno-
karcinom by mchlo byt odpovédnsd pii nejmensim &4stednd za vro=
zeny na farmaka refraktern{ fenotyp téchtp nddoru.

Tak je dilezité identifikovat novd ginidla, kterd si po-
drZi vysoky stuped déinnosti proti nddordm, ktersé vykazuji fe-
notyp resistence na vice farmak. Takovd &inidla mohou byt slib-
nd pro dal3i pokroky v Béceni chemosensitivnichbédbrﬁ (to je
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prokdzdnim d¢innosti u pfedtim léfenych pacientd nebo vybi-
tim mdr subpopulace jako sloZky kombinadnich reZ2im( prvni
linie) stejnd tak jako pro v soutasné dob2 neodpovidajic{
nddory, které jsou necitlivé k dostupnym farmakdm pro vroze-
né vyjddifeni mdr genu. Camptothecin prokdzal byt neobvyklym

v tam, Ze je jednim z mdla pfirozenych produktd cytotoxickych
8inidel, kterd nevykazuj{ zkFiZenou resistenci u dobfe charak-
erizovanych nddorovych podlinif{, které vykazuji mdr-fenotyp,
to je P388 podlinie resistentn{ na doxorubicin, vinkristin,
amsakrin, ellipticin nebo mitoxantron. JelikoZ v3t3Sina z far-
mak, kterd maj{ zkf{Zenou resistenci u bun&énych linii resis-
tentnich na vice farmak je zdsaditd, bylo ofekdvdno, Ze pfi-
ddn{ zdsaditého postranniho Fet3zce k molekule camptothecinu

" jako u slouBeniny &. 15: by mé&lo vést ke sloudenin&, kterd by

byla transportovdna z bun&k pomoci P170 glykoproteinu a tak
se prokizat neddinnou u tumord Uyjadfujicich mdr gen. Slou-
Senina &. 1S byla hodnocena u my3{i nesoucich P388 a jako doxo-
rubicin a mitoxantron resistentn{ podlinie (tabulka 8). Pro

srovndn{ byl zahrnut doxorubicin a motomycin. P388/mitoxantron

si ponechdvaly citlivost na slougeninu &. 1S. Tyto bun&&né li- .
nie resistentni na vice farmak vykazovaly ofekdvanou resisten--
ci na doxorubicin. P388/doxorubicin byl rovn2% resistentn{ na

mitomycin c. Tak slouenina &. 15 si zachovdvd protinddorovy

i8inek u bunéénych lini{ resistentnich na vice farmak, coZ je
charakteristickd vlastnost camptothecinu.

Racemické formy slouceniny &. 1

Viechny pfedtim popsané biologickd studie byly uskuted-
nény s S isomerem sloudeniny ¢&. 1, to je, konfigurac{ na
C-20, kterd existuje v piirozeng se vyskytujicim camptothe-
cinu a 10-hydroxycamptothecinu. Racemickd forma sloucdeniny
¢. 1 byla pripravena celkovou synthesou a byla hodnocena na
protinddorovy d¢inek u my3i nesoucich i.p. P388 leukemii
(tabulka 9). Racemickd forma sloudeniny &. 15, v dal%im ozna-
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Covdna jako sloudenina &. IRS, je vysoce aktivnf u P338 leu-
kemie vyvoldvajic 165% ILS s 1/6 dlouhodobs pfeZivajicich v
ddvce 29 mg/kg aplikované i.p. ve dnech 1 a 5. Ag&koliv neni

tak aktivni jako slou&enina &. 1S (srovnej tabulky 5 a 8),
sloudenina &. 1RS md vytedns d€inky v tohoto nddorového modelu.

RGzné solné formy slouceniny &. 1§

Sloudenina &. 1S je ve vods rozpustnd dcinkem pPitomnos-
ti zdsaditého postranniho fetdzce v poloze 9, ktery tvof{ so-
li s kyselinami, takovymi jako-kyselina octovd, chlorovodiko-
vd methansulfonov4d. Experimenty popsané v tabulkdch 2 a3 9
byly uskute&ndny bud s acetatovynl nebo chlerovodikovymi sole-
mi sloucéeniny &. 1S. Rozpustna forma slougeniny &. 1S se rov-
néZ mdZe pfipravit z4saditou hydrolyzou E-kruhu laktonu slou-
¢eniny &. 1S s vYtvofenim ve voda rozpustnych soli alkalickych
kovl karboxyldtové formy sloudeniny. Pfi{mé srovnini acetdto-
vych, hydrochloridovych, dihydrochloridovych a sodnych solf _
slouCeniny &. 1S bylo uskuteénsno u my5{ nesoucfch i.v. L1210
leukemii (tabulka 10). Slougeniny byly aplikovdny jako roztoky
v p% dextrose i.v. ve dnech 1 a 5. Dihydrochloridovd sdal se -
vytvoli po pfidéni prebytku kyseliny chlorovodikové a pravdéa-

podebn& vede k protonaci chinolinového dustiku v kruhu B, "stejnsd

jako dusiku dimethylaminomethylové skupiny. KaZd4d solnd forma
byla aktivni u tohoto nidorového modelu se 100% ILS zFejmymi
pro acetdt, 175 % ILS pro hydrochlorid, 133 % ILS pro dihydro-
chlorid a 203 % ILS pro sodnou sal. Tfi soli kyselin byly ekvi-
potentnf, to je m&ly identickou maximdlni tolerovanou ddvkovou
droved 15 mg/kg. Av3ak sodikovd sdl byla asi 3, S-krdt ménsd
G€innd s maximdln& tolerovanou ddvkou 54 mg/kg.

)
4
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ul k a 3

iny €. 1S u zvifecich nddorovych

modeld
tumorovy maodel aktivita pfi maximdlné
tolerovang ddvce
ip tumorové madely
P388 leukemie +++
L1210 leukemie i +++
Bl6 melanom ++
Blé6 melanom/F10 podlini® ++
M5076 sarkom ++
karcinom 26 kolon -
iv_tumorové modely
P388 leukemie +++
- L1210 leukemie ++4
Lewisdv plicn{ karcinom +++
sc_tumorové modely
Lewisliv plicni karcinom +++
816 melanom ++
Blé melanom/Fl0 podlinie 4+
ADJ-PCé6 plasmacytom ++
15076 sarkom bt
MammarGv adenokarcinom 16/c , ++
adenokarcinom 38 kolon ++
adenokarcinom 51 kolon ++
Madisoniv plicni karcinom +
karcinom 26 kolon +
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Vysvétlivky k tabulce 3

Sloucenina &. 1S byla aplikovdna i.o. nebo i.v. v kazdy
Ctvrty nebo sednmy den po 2 az 4 béhy zalinajici 1 a? 3
dny po implantaci n&ddoru.

+++ = lécivy (> 200% vzestup v rozsahu Zivota ILS)

++ = >100% vzestup v rozsahu Z?ivota (ILS) nebo 7 90%
inhibice r4stu nddoru (TGI)

+ = >50% ILS nebo > 70% TGI

£50% ILS nebo < 70% TGI.

. —
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Tabulka:

u Fady zvitecich nddorovych modeld

tumorovy model

sloucenina

.15
prodlouzeni doby

4

Camptothecin

1S s captothecinem a 10-hydroxycamptothecinem

10-hydroxycamptothecin
ILS inhibice rastu tumoru (TGI)

preziti

ip tumorové modely
P383 leukemie 1éGivy 1écivy lécivy
L1210 leukemie lédivy 172% ILS 24% ILS
Bl6 melanom 152% 1ILS 36% ILS 25% ILS .
816 melanom/F10 podlinie 105% ILS 68% ILS 100% ILS
M5076 sarkom ©105% ILS B1% ILS 98% ILS
karcinom 26 kolon 25% ILS 50% ILS lécivy
iv _tumorové modely .
P383 leukemie lécivy 75% ILS 40% ILS
L1210 leukemie lécivy 136% ILS 100% ILS
Lewisdv plicni karcinom 1éc&ivy netestovdno netestovdno
sc tumoroveé modely
Lewisdv plieni karcinom 1é&ivy 92% 101 4% T0I
816 melanom 100% TGI 78% T01 netestovano
Bl6 melanom/F10 podlinie 100% TGI 920% JGI 58% TGI

100% TGI 100% TGI 76% TGI

ADJ-PC6 plasmacytom

.“‘




Tabulka 4 - pokradovani

e et s e pay e

tumorovy model sloucGenina &, 1§ Camtothecin 10-hydroxycamptothecin
prodlouZeni doby ILS inhibice rastu tumoru (TGI)
preziti{
M5076 sarkom 100% 71061 100% TGI 66% T0I
Mammardv adenokarcinom
l16/c 26% TGI 929% TGI 61% TGI
adenokarcinom 38 kolon 96% TGI 100% TGI netestovino -
adenokarcinom 51 kolon 92% TGI 75% TGI netestovino
MadisanGv plicn{ karcinom 85% TGI 63% TGI 33% TGI
karcinom 26 kolon 72% 66% TGI 37% TGI

TGI

..-.

.h‘
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Tabulka 5

Aktivita sloudeniny &. 1S u my3i nesoucicgyimplantované nddory
tumorovy madel schema lé&eni/ dédvka ILs dlouhodobé
zplsob poddnf (mg/kg/ (%) pfeziti
inj.)
P388 leukenmie A/ip 30 toxicky
’ 15 > 200 4/6
7,5 125
3,8 92
L1210 leukemie A/ip 25 toxicky
15 219 2/6
. 9 138
d 5,5 81
3,2 31
Blé melanaom B/ip 25 toxicky
' 15 152
9 100
5,4 52
3,2 43
: Blg nelanom/ -Btip - 25 toxicky
F10 podlinie | 15 ~ 105
9 68
5,4 63
3,2 37
M5076 sarkom C/ip 10 toxicky
5 toxicky
2,5 105
1,2 75 1/8
0,62 4 70 1/8
M5076 sarkaom C/sc 10 toxicky
5 toxicky
2,5 98
1,2 70 1/8

0,62 36

AT e A
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Tabulka 5 - pokradovidni

tumorovy model schema lééeni/ ddvka ILS dlouhodohg
zpisob poddni (mg/kgf (%) pteziti
inj.)
karcinom 26 kolon B8/ip 40 toxicky
230 toxicky
10 25
5 . 5
2,5 7
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Ta bulka

Aktivita slougeniny &. 1S u my$S{i nesoucich iv-implantované

nddory
tumorovy model schema léZeni/ ddvka ILS dlouhodobé
zpisob poddni (mg/kg/ (%) pfeziti
inj.)
P388 A/ip 25 279 2/6
15 132
9 100
5,4 58
3,2 42
P388 leukemie A/iv 25 toxicky
g 19 250 2/6
14 145
10 110
7,9 65
L1210 leukemie A/ip 25 toxicky
15 171 1/6
9 136
" 5,4 93
3,2 57
L1213 leukemie D/iv 41 toxicky
24 2300 4/7
14 157
8,6 129
5,2 71
L1210 leukemie E/iv 6 toxicky
3,6 >300 5/7
2,2 » 300 1/7
1,3 "243 2/17
0,78 186
Lewisdv plicni 8/ip-- 25 toxicky
karcinom 15 > 200 7/7
9 111 1/7
5,4 37
3,2 16
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Tabulka 7

Aktivita sloudeniny &. 15 u my31 nesoucich sc-implantovang
nddory

tumorovy model scnema léZeni/ ddvka TSI mySi bez hmata-
zpdsob poddni (mg/kg/ (%) telnych nddora

inj.)
Lewisdv plicng B/ip 25  toxicky
karcinom 15 100 8/8*
9 99 7/8%%
5,4 68 2/8
3,2 31
Lewisdv plicni F/iv ‘ 25 99 5/8
karcinom o 15 95 3/3
’ 9 93 1/8
5,4 87 4/3
Lewisdv plicni F/po 45  toxicky
karcinom . R 27 99 4/3
1¢ 90 1/8
9,7 89 2/38
" 5,8 51
8l6 melanom F/ip e 24 99 '7/8
| 14 57 3/3
8,6 63 3/3
1,2 20 178
3,1 63 2/8
816 melanom F/iv 25 toxicky
'15 99 7/8
9 96 6/8
5,4 179 3/8
3,2 S 2/3
Blé melanom C/ip 6 100 7/7
3,6 100 7/7
2,2 92 2/8
1,3 64 1/8

0,78 4s¢ 1/8




.h~
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Tabulka 7 - pokradovdni

tumorovy model schema lé¢eni/ ddvka TGI my3i bez hma-
zpdsob poddni (mg/kg/ (%) tatelnych
inj.) nddord
Blé melanom/ B/ip 25 100 7/8
F10 podlinie 15 37~
9 57
5,4 62
3,2 52
Bl16 melanom/ F/iv 25 97 6/8
F10 podlinie s 97 7/8
' 9 60 2/8
. 5,4 34 1/8
' 3,2 22 1/8
ADJ-PCé6 plasmacytom B/ip 25 toxicky
15 100 7/7%%X
9 100 8/8**X
5,4 92 - 4/8%XX
3,2 93 3/8
M5Q076 sarkom B/ip 25 toxicky
15 100 8/8
9 98 6/8
5,4 92 3/8
3,2 64 2/8
Mammarn{ B/ip 20 toxicky
adenokarcinom 16/C 10 96 5/8
5 61 2/8
2,5 59 1/8
adenokarcinom 33 G/ip 24 , 89 4/7
kolon 14 .78 5/8
8,6 55 3/7
5,2 0 1/7
3,1 0 2/7

WAL W ok L e e
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Tabulka 7 - pokracovdni

tumorovy model schema 1é4&eni{/ d4vka TGI mySi bez hmata-
zpisob poddni (mg/kg/ (%) telnych nddora
inj.)
adenokarcinom 33 H/ip 6 96 5/7
kolon 3,6 93 6/7
2,2 74 477
1,3 63 4/7
0,78 53 2/7
adenokarcinom 51 G/ip - 24 83 3/8
kolon 14 76 1/8
8,6 53 1/3
- 5,2 36 1/3
| 3,1 34
adenokarcinom 51 H/ip _ 3,8 92 4/3
kolon ' ‘ 2,2 89 4/8
~1,3 88 - 3/8
0,78 73 1/8
Madisonav pilicn{ F/iv 24 28 1/8
katcinom 12 0
6 21
3 0
1,5 0
Madisonav plicng C/iv 3 toxicky
karcinom 1,5 85 3/8
0,75 63 1/8
0,38 41
g,19 0
karcinom 26 8/ip 20 ttoxicky
kalan 10 772
5 39
2,5 38

RPN AN S AL w8
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Vysvétlivky k tabulce 7

X4/8 dlouhodobé pfe?it{ bez nadord
XX2/8 dlouhodobé pteziti bez nddord
XXX1/8 dlouhodobé pfe?it{ bez nddord

létebné schemata jsou: B = dny 1, 5, 9 a 13,

C = kazdé 3 hodiny x 4 ve dnech 1, 5 a 9,
F=dny1l, 5a 9, G =dny 3, 10, 17 a 24,
H = kaZdé 3 hodiny x 4 ve dnech 3, 10, 14 a 24.

Inhibice rdstu nddoru (TGI) je zaloZena .na stfednim:
objemu nddord skupin 7 nebo 8 my3f relativnd k nelédenym
kontroldm., Nddory byly.méfeny mezi 12. a 19. dnem, vyjma
24. den pro adenokarcinom 51 kolon a 31. den pro adenokar-
cinom 33 kolon).

Ve v3ech, vyjma dva pokusy, v3echny nelécené kontrolni ;
my8i (21 nebo 24 my3f/skupinu) m&ly m&Fitelné nddory. V

B16/F10, schematu F, 21/24 kontrolnich my3i m&lo m&fitelné
: niadory. V pokuse s adenokarcinomem 38 kolon, 19/21 kontrol-

nich my5{ mé&lo méfitelné nddopny.

Vzestup v rozsahu Zivota (ILS) je zaloZen na medianu
ptezivaci doby skupin 6 my3f{. Cisté zabiti tumorovych bungk
(NCK = net cell kill) je vypoZteno z medianu pte?ivaci doby
standardnimi metodami, jelikoZ pfeZivaciidoba je linedrn{
funkc{ logaritmu zat{Zen{ nddorovych bundk. JelikoZ mitoxan-
tronovd resistentni podlinie md delst zdvojovaci Cas neZ
ostatni dvé bunddné linie uziti v tomto pokuse, mensi ILS je

‘spojena s véts{ NCK neZ u P388 nebo dixirubicinov& resistent-

n{ buné&dné linie.
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Tabulka

8

Hedostatek zkif{Zenf resistence na wwoccmaw:c €. 15 na vice farmak,

P338 leukemie resistentnich podlinii{

sloudenina ddvka P388 P388/doxorubicin P388/Mitoxantron
Aum“xw.mwmw ILS HNCK  ILS NCK ILS  WCK
€%) (log) (%) (log) (%)  (log)
sloucdenina 15 25 toxicka wﬁoanxn. toxick4d -~
15 228 6,5 176 6,0 107 5.7
9 211 6,5 90 2,2 79 3,6
5,4 128 3,5 33 0 57 2,1
3,2 67 1,0 14 0 29 0
Doxorubicin 9 233 6,5 14 o 7 0
5,4 156 4,6 19 0 4 0
3,2 w2 5,3 24 0 0 0
1,9 167 5,1 24 0 0 0
1,2 117 3,0 19 0 0 0
Mitomycin C 7,5 178 5,5 52 0,5 104 5,5
4,5 156 4,6 62 1,0 136 6,5
2,7 128 3,5 52 0,5 54 1,8
1,6 106 2,6 48 0,3 29 0
1,0 83 1,7 29 0 14 0

.“~
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Tabulka 9

Aktivita racemickéd sm&si sloueniny &. 1S u my3i{
nesoucich i.p. P338 leukemii

sloucenina (dévka ILS dlouhodobé
img/kg, ip . )
dny 1,3 53 (%) pfezivani
IRS 29 . 365 1/6
14 135
7,2 80
3,6 -30

Zvifata byla implahtovéna i.p. s 106 bufikami. Vzestup
v rozsahu Zivota (ILS) je zaloZen na medianu pfeZivaci do-
by skupin 6 my3{ relativng k neléienym kontroldm. Dlouho-
dobé pfeziti bylo bez tumord ve 45. dni.
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Tabulka 10

Srovndvaci aktivita rGznych solnych forem slouceniny &. 15
u my3i nesoucich i.v. L1210 leukemii

sloudenina ddvka ILS (%)
(mg/kg, ip,
dny 1 a 5)
1S (acetdtovi 25 toxicky
sl) 15 100
9 83
5,4 67
3,2 50
15 (hydrochlori- 25 . toxicky
dové sul) 15 175
9 125
5,4 92
| 3,2 50
1S (dihydrochlori- 25 toxicky
dovd sal) 15 133
.- 9 83
5,4 50
3,2 50
1S (sodnd sal) 90 toxicky
54 - 208
32 133
19 100
12 67
6,5 33

}
Zvifata byla inokulovdna i.v. s 106 bufikami. Vzestup
v rozsahu Zzivota (ILS) je zaloZen na medianu pfe?fvaciho &asu

skupin 6 my3{ relativnd k nelééenym kontroldm.
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Farmaceutické pfipravky a zplisob lédeni

Farmaceutické pfipravky podle tohoto vyndlezu tvofi
dcinné vzrast nddorovych bunék inhibujic{ mnoZstvi sloule-
niny vzorce I a inertni farmaceuticky pfijatelny nosi nebo
fedidlo. Tyto pfipravky jsou pfipraveny v ddvkové jednotko-
vé form& vhodné pro parenterdlni nebo ordlni aplikaci.

Sloudenina vzorce I se aplikuje v b&Zné ddvkové formé
pfipravené kombinac{ terapeuticky déinného mnoZstvi, tjJ.
didinného rdstu tumord inhibujféiho mnoistvi, sloudeniny
vzorce I ("aktivni sloZka") se standardnimi farmaceutickymi
ﬁosiéi nebo fedidly podle b&Znych postupd. Tyto postupy mo- - -
hou zahrnovat miseni, g?anulovéni a stladeni nebo rfedéni
sloZek, jak je vhodné pro Z4dany pfipravek.

Uzit{ farmaceutického nosiée mohou byt napfiklad bud
pevné nebo kapalné. Pfikladnymi pevnymi nosidi jsou lakfosa,'
bil4d hlinka, mastek, sacharosa, Zelatina, agar, pektin, aka-
cie, stearan hofeé&naty, kyselina stearovd a podobn&. PFikladny-

mi,-kapalnymi nosié&i jsou sirup, podzemnicovy .0lej,-olivovy olej, -

voda a podobn&. Podobn& nosife nebo Ffedidla mohou obsahovat
zpozdovaci materidly dobfe v oboru znimé, takové jako glyce-
rylmonosteardt nebo glyceryldisteardt samotné nebo s voskem,
ethylcelulosou, hydroxypropylmethylcelulosou, methylmethakry-
ldtem a podabns.

MiZe se uz2i{t Sirokd fada farmaceutickych forem, pfiprav-
ky se mohou tabletovat, naplnit do tvrdych; Zelatinovych kapsli
v prdsdkové nebo peletové formd nebo mohou tvofit pastilky.

‘MnoZstvi pevného nosile se bude 3iroce m&nit, ale vyhodng bu-

de mezi 25 mikrogramy do asi 1,0 g. Kdyi‘je uzit kapalny no-
sié, pfipravek bude ve formé& sirupu, emulze, mékké Zelatinové
kapsle, sterilniho injekéniho roztoku nebo suspenze v ampulich
nebo lahviékdch nebo v nevodné kapalné suspenzi.
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K ziskdni stabilni ve vods rozpustné ddvkové faormy,
farmacauticky pfijatelnd sul slouceniny vzorce I se roz-
pusti ve vodném roztoku organické neba anorganické kyseliny,
takové jako 0,34 roztok kyseliny jantarové nehg vyhadng& ky-
seliny jantarové nebo vyhodné kyseliny citronové. Jestlize
neni dostupnd rozpustng solnd forma, sloudenina vzorce I se
rozpusti ve vhodnsn spolurozpoustddle nebo Jejich kombinacich.
PEiklady takovych vhadnych spolurozpoudtaddel zahrnuji, ale ne-
jsou omezeny na alkaohol, pPropylenglykol, polyethylenglykol 300,
polysolvdt 80, glycerin a podobng v koncentracich v rozsahu ad
0 aZz 60 % celkového objemu.

PE{pravky mohou tagé byt ve formé roztoku nebo salné
formy aktivnig sloZky ve vhodném vodném vehikulu jako je voda,
nebo isotonické solni nebo dextrosavé roztoky. Pro tx sloude-
niny vzorce I, které. nemaji zdsadity postranng fetézec v 9.
poloze jako jsou slouéehiny €. 25 a 10S (viz tabulka 2 pro:
struktury), stl alkalicksho kovu karboxyldtu vytvofensghao
alkalicku hydrolyzou E-kruhu laktonu by m&la nést k rozpust-
nym solim, jak pfikladns uvedeno pro sodnou stl slouceniny 185.

-

Bude tfeba ohodnotit, %e aktuelnf vyhodné- ddvkovan{ slou-
¢enin Vzorce I uzitf v prostfedcich podle vyndlezu se bude m&-
nit podle uZitého uréditsho komplexu, ur&itéhg vytvofenéno pii-
pravku, zpGsobu aplikace a urcitého mista, hostitele a nemoci,
jeZ md byt lécena. Optimdlni ddvkovdni Pro danou sadu podminek
miZe byt odbornfky urdeno s uzitim b&Znych divek uréujicich
testd s ohledem na svrchu uvedené pokusné ddaje. Pro parente-
ralni aplikaci, ddvka obecns uZivand je od asi 20 do asi
150 mg/m2 t&lesného povrchu, na den pro jeden a% pét dni, vy-
hodn& opakovanég kazdy &tvrty tyden pro Etyfi béhy léZeni. Pro

-

ordlni aplikaci, ddvka obecns uZzivand je od asi 20 do asi
lSDvmg/m2 télesného povrchu na den Pro jeden a? p&t dni, s
béhy lédent opakovanymi ve vhodnych intervalech.

Ndsledujfci p¥fklady ilustrujf a) protokol uZiti pro vy-
méfeni aktivity rdznych sloudenin vzorce I u transplantovanych
P

¢
* .
.ol
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mySich nddorovych modell, b) chemickou vyrobu slouéenin
vzorce I uzitych v pfipravcich a metoddch podle vyndlezu a
c) ordlni a parenterdlni farmaceutické pfipravky podle vy-
nidlezu.

Md se za to, Ze bez dal3iho vypracovdni odbornik s
pouzitim pfedchoziho popisu mize vyuzit vyndlez v jeho nej-
pln&j3im rozsahu. MN4sledujici pfiklady jsou proto konstruo-
vany pouze jakobilustrativni a zadnym zpQscbem neomezu]ji roz-
sah vyndleau.

Pfiklady provedeni vyndlezu

I. Protokoly, uzité pro transplantovandg my3i nddorové modely

Protokoly u2iti pro hodnocen{ protinddorové aktivity
sloudenin vzorce I'j$ou dobfe zndmé a vyuZivané odborniky
v hodnoceni ddinkd farmak v preklinickych nddorovych mode-
lech. Tyto studie obecn& sleduji protokoly./stanovené Hational -

,Capcer Institute, jak popsdno Geranem a dal3imi, Cancer Che-

motherapy Reports, &4st 3, sv. 3, 1 - 103, 1972.
A, i.p. nddorové modely

Tumory uZité v téchto studifch-P388 leukemie a jeji
dexorbicinové a mitoxanronové resistentni podlinie, L1210
leukemie, B16 melanom, Blé melanom/Fl0 podlinie, M5076 sar-
kom a karcinom 26 kolon se udrZujf seriovou transplantaci u
syngeneickych kmend my3{. Pro leukemie jsou tyto tumory pfe-
chovdvdny na DB8A/2 my3ich. M5076 sarkom, Pls melanom a jeho
F10 podlinie jsou pfechovdny na C5781/6 my3ich a sarcinom 26
kolon je udrZovdn na BALB/c my3ich. Leukemie a MS076 sarkom
se seriové transplantujf i.p. jako ascitovd bun&&nd suspenze,
zatimco Blé melanomové linie a karcinom 26 kolon se seriové
transplantuji jako s.c. solidn{ tumory.
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Pro terapeutické zkousky, se tumory asepticky odstrang
z my3ich ddrcl a pfipravi se jako suspenze k i.p. aplikaci
testovnim zvifatdm. Testovnimi zvitfaty pro karcinom 26 ko-
lon jsou samice BALB/c my3i (20 a3 25 g). Testovnimi zvifaty
pro ostatn{ nddorové modely jsou syngeneické samice F1 hybri-
du BéDZFl mySi (C57B1/6xDBA/2). Inokuladni hladiny jsou rtzné
podle typu nddoru: P338 leukemie se inokuluje prfi 106 bufkdch
na mys, L1210 leukemie pti 105 nebo 106 bunék na my3, M5076
sarkom prfi 5 x 106 na my5. Pro implantaci Bls melanomovych
linii a karcinomu kolon, s.c., tumory z my$ich ddrct se roz-
sekaji a homogenizuji na volng uloZensm teflonovém sklen&ném
homogenisdtoru k poskytnutf niddorove suspenze. Inokuladni i
hladiny jsou 0,5 mi 10% (hmotnost:objem) suspenze karcinomu
26 kolon, Bls melanomovgch linif{ a 9,5 ml 5% (hmotnost:objem)
saspenze karcinomu 26 kolon. Po inokulaci tumoru, my3i se ng-
hodnéc-rozd&lf na lédens skupiny tvofené ka?dd 6 a? 8 zvirfaty.
V kaZdém pokuse jsou tfi skupiny nelédenych kontrolnich myS1i.

~ Farmaka se rozpusti nebo suspenduji v pfimdFeném vodném vehi-

kulu a poddvaji Fadou cest a schemat: aplikace v Sirokém roz-
sahu ddvkovych hladin. Zvifata Jsou péstovdna v krabicovych
klecich a denn& monitorovdna na mortalitu po 30 (L1210), 45
(P383) nebo 60 (Bls, M5076, karcinom 26 kolion)dni. Konednym

bodem pro aktivitu je median pfezivaciho &asu a vzestup v roz-

sahu Zivota relativné k neléEenym kontroldm. Farmakou je pova-
Zovdno za G&inné v tachto tumorovych modelech, jestlize pro-
dluZuji rozsah ?ivota 0 % 40 %.

B. i.v. nddorové modely

Tumory uZivané v této studii P338 leukemie, L1210 leuke-
mie a Lewisdv plicni karcinom se pfechové&aji seridlni trans-
plantaci u syngeneickych kmena myS{ DBA/Z,pro leukemie a
C57B1/6 pro Lewistv plicni karcinom. Leukemie se seriové
transplantuje i.p. jako'ascitové bunéénd suspenze, zatimco
Lewisav plicni karcinom se serigvs transplantuje jako s.c.
solidni nddor.

R N R
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Pro terapeutické zkou3ky tumory se asepticky odeberou
u mySich ddrcd a pfipravi se jako suspenze k implantaci tes-
tovnim zvifatdm, které jsou pro kaZdy tumor syngeneické samdi
F1 hybridy 8602Fl my3i (C5781/6 x D3A/2). Hladina inokula se
méni s typem nddoru. P333 leukemie pfi 106 bunék na mys,
L1210 leukemie pPi 105 nebo 106 bundk na mysS a Lewisdv plicni
karcinom 0,25 ml 10 % (hmotnost:objem) suspenze. Suspenze Le-
wisova plicninho karcinomu se pfipravi jak svrchu popsdnc pro
Bl6 melanom. Po inokulaci tumoru se my3f ndhodn2 rozd&li na
léZené skupiny kaZdd o 6 aZ 8 myZich. V kazdém pokuse jsou tfi
skupiny nelégenych kontrolnich my3&f.

C. s.c. nddorové madely

Tumory uZiti v t&chto studifch se udr?ujf seriovou trans-
plantac{ u syngeneickychykmend my3f CS57BL/é pro-Lewisdv pllcni
karcinom, Bl6 melanom a jeho Fl0 podlinii, M5076 sarkom, a

~ adenokarcinom 38 kolon; BALB/c pro karcinom 26 kolon, ADJ-PC6

plasmacytom, Madisoniv plicnf karcinom a adenokarcinom 51 ko-

lon; C3H pro mammarn{ adenokarcinom 16/¢. S vyjimkou M5076 sar=-.:

konmu, ktery je pfechovdn jako i.p. ascitovd bun&&ns suspenze, "
vdechny ostatn{ tumory se seriovd transplantujf jakoc s.c. so-.
lidni tumory.

Pro terapeutické zkousky, tumory se asepticky odstrani z
mySich ddrcl a pfipravi se pro implantaci s.c. testovnim zvi-
fatim. Testovnimi zvifaty pro Lewisdv plicni karcinom, B16
malanom a jeho F10 podlinii, M5076 sarkom a adenokarcinom 38
kolon jsou syngeneické sami&{ Fl hybridy B6D2F my3i (C5781l/6
x DBA/2). ADJ-PCé plasmacytom a karcinom 26 kolon jsou hodno-
ceny u samic BALB/c my$i. Madisonav plicn{ karcinom a adeno-
karcinom 51 kolon jsou hodnoceny u synergéheickych samic Fl
hybridd CD2F; my3{ (BALB/c x DBA/2). Mammirni adenckarcinom
16/c je hodnocen na samicich C3H my&{. Inokulum se m&ni podle
druhu nddord. Adenokarcinom 38 kolon se implantuje trocharem
jako 2 mm fragmenty. M5076 sarkem a ADJ-PCé plasmacytom se
implantujf{ jako bun&&né suspenze pfi 5 x 106 a 2 x 106 bungk

S G AR T SN i

oW




- 54 -

na mys. Karcinom 26 kolon, adenckarcinom 51 kodon, Lewistv
plicni karcinom, Madisondv plicni karcinom a Bl16 melanonm a
jeho F10 podlinie se implantujf{ jako tumorovs suspenze plfi-
pravené jak popsdno svrchu v objemu 0,5 ml. Koncentrace sus-
penze byla 10 % (hmotnost: :0bjem) vyjma karcinomu 26 kolon,
Pro ktery koncentrace suspenze byla 5 %. Po inokulaci nddoru
se my3i ndhodnd rozdsli do léCenych skupin 7 nebo 8 mysi. Vv
kazdém pokuse jsou tfi skupiny nelédenych kontrolnich mySi

Farmaka se rozpusti nebo suspendUJl ve vhodnych vodnych
vehikulech a poddvaji se ruznyml aplikaénimi cestami a v rdaz-
nych lécebnych schematech v rozsahu ddvkovych hladin. Zvirata
jsou chovédna v krab1c0v1tych klecich a dennd monitorovéna na
mortalitu. V obdobf, kdyz nelscéend kontroln1 zvifata maji
velkéi m&Fitelné tumory (obvy&le;.SOO mm ) se u vSech zvifat
méri nddory v kolmych pramdrech s noniovym posuvnym m&fidlem
a8 objem nddoru se vypolte ze vzorce: délka x (éirka)2 X 0,5.

Doba ‘mé&feni nddord zavisi na rozliénych rychlostech vzriastu rz=;

nych nddora: nejrychleji rostouct nddory, takové jako Lewisovy -

a Madisonovy plicni{ karcinomy, Bl16 melanom a ‘Jeho F10 podlinie-

o v .

~serméf{ mezi 12. a 16. dnem. Pomaleji rdstoucfvnédory se m8Fi -~ --

v pozd&jiich &asovych bodech: 17. den pPro :M5076 sarkom, 16.
nebo 19. den pro ADJ-PC§ plasmacytom a karcinom 2§ kolon, 24,
den pro adenokarcinom 51 kolon a 31. den pro adenokarcinom
38kolon. Koncovymi body pro aktivitu jsou stfedni nddorovy
objem, procento inhibice nddorového rdstu relativnd k neléce-
nym kontroldm a podet zvifat bez hmatatelnych nidort ve dni
méfeni. Farmakou je pova¥ovdno za i¢inné u téchto nadorovych
modell, kdyZ vyvoldvd ¥ 70% inhibici nadorového rastu pfi nebo
pod maximdlné& tolerovanou didvkou.
F

Pro vysoce metastasujici nddory véetgé: Lewisovych a
Madisonovych plicnich nddord:, karcinomu 26 kalon a Bl§
melanomu a jeho F10 podlinii, mySi nesouc{ nddory jsou rov-

NEZ monitorovdny na dobu pfe?iti. Pro ménd metastasujici na-

dorové modely, my3i nesouci nddory gsou zabity po mé&feni nd-
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doru. V této sestav® vzestup v rozsahu Zivota v3t3{ nebo rav-
ny 30 procentdm je povaZovdn za prdkaz G&inmosti farmaka.

II. Synthesa sloudenin vzorce I

V ndsledujicich syntetisagnich pfikladech, teplota je
uvddéna ve stupnich Celsia (°C). Pokud neni vyznaéeno jinak,
jsou v3echny vychozi materidly ziskdny z komer&nich zdroju.

PEiklad 1

Vyroba (20S)1,2,6,7-tetrahydrocamptothecinu
32 g, 0,092 mol camptothecinu ziskaného od Tainjain SKaF
Ltd., Tainjain, &ina, byl smisen s Pto/pfipravené redukeci 8,0 g

amarfniho Pt02 v 800 ml HOAc po 1,5 hodiny pod 0,1 MPa (1 atmo-
-stéra( H,/ a 1,6 1 HOAc. Redukce se uskute&nila pfi 0,1 MPa - = "

(1 atma) H, po 8,5 hodiny pfi silném michdni smési. Na konci
této doby, teoretické mnoistvi{ H2 se absorbuje (o n3co vice ne%
4,%.1) a vychytdvanit H2 se znacné&: zpomali. Reak&n{ smds se zba-
vi plynu proudem Ar po pfibliZnd 10 minut a pak se filtruje pfes
vestvu celitu, kterd se promyje 200 ml HOAc. '

Vysledny roztok se bezprostfedns uZije v niasledujici re-
akci popsané v pfikladu 2.

PEiklad 2

Vyroba (20S) 10-hydroxycamptothecinu
§
K silné& michanému roztaoku 1,2,6,7-tetfahydrocamptothecinu
pfipraveném jak svrchu popsdnc v pfikladu 1, se pfidd 64 g,
0,144 mol Pb(OAc)4 v jedné porci. Reaké&ni smé&s:se'michi pod
Ar 30 minut a v3echen Pb(DAc)4 se rozpusti. Koncentraci se
z{skd gumovity zbytek, ktery se trituruje s 1 litrem ledova
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chladné vody, &im3 vznikne svdtle hnadj pevnd litka, kterj

se odfiltruje, pramyje se dal3imi 200 ml ledové chladnsg vog-
dy, tlakovd se su3{ s PryZovou pfehradou a vzduchem pfes noc.
Vysledny &d4stedns vlhky produkt obsahuje 44,3 % 10-hydroxy-
camptothecinu, 26,9 % 10-acetoxycamptotheciny a 23,1 %
Camptothecinu podle vysokotlaké'kapalinové chromatografické
(HPLC) analyse (Whatman Partisil 5 00S3 Rac II £0% CH3OH/H20).

Surovd smds se smisf s 1,7 litrem vodného HOAc a zahfi-
vd se pfes nac pod zp&tnym chladidem. Reak&ni smés se chladi
a koncentruje se pFibli%né na 5g - 100 ml. Pfids se 1 litr
ledové chladns vody a precipitdt se odfiltruje, promyje se
dalsSimi 200 ml ledovs cgladné vody, tlakové su3{ s pryZovaou
pfehradou a su3f{ se ve vysokém vakuu po dva dny, &im? vznik-
ne 21,16 g materidlu obsahujfciha 70,9 % 10~hydroxycamptothe-
cinu, 1,2 % 10-acetoxycamptaothecinu a 21,3 % camtothecinuy
podle HPLC analyzy. |

PEiklad 3

Vyroba acetdtové soli (205) 9.dimethylaminomethyl-lo-hydroxy-

camtothecinu

20 g 10-hydroxycamptotheciny (ktery byl zkousen pfi 62%-
IU-hydrochamptothecinu'a proto obsahoval 12,4 g, 34,1 mmol
10-hydroxycamptothecinu) pfipraveny jak popsdno v prikladu 2,
se smisi s 620 ml HOAc, 12,4 ml (pfiblizns 149 mmol) 37% vod-
ného CH20 a 12,4 ml (pfiblizns 109. mmol) 40% voadného dimethyl-
aminu a michd se priblizns 18 hodin a chromatografuje na tenks
vrstvé indikuje neco zbyvajiciho vychoziho materiiluy (tlc v
9 :1 CHZClz, CH30H na silikagelu). Tento 'systém je vhodny
Pro sledovdni vymizen{ lo-hydroxycamptottheoinu;iale ne pro
monitorovéni vytvidfeng produktu. 6 ml (p¥iblizns 72 mmol) dal-

$ihao 37% vodnéha CHZD a 6 ml (pfiblizns 53 mmol) 40% vodnsgho
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dimethylaminu se pFidd, michdni pokraduje dalsich 24 hodin.
Reakdni smés se koncentruje do sucha, trituruje se s 1 litrem
0,5% vodné HOAc, filtruje a pevnd ldtka se promyje daldimi

500 m1 0,5% vodné HOAc. SuSend pevnd ldtka mé&la hmotnost 6,3 g
a rekoveruje se 94 % camptothecinuc¢podle HPLC (Uhatman Parti-
sil 10 00S 3 50% CH30H/H20; retenéni 8as 9 minut). Smisené
vodné filtrdty se extrahuji 3 x 600 w1l Et0Ac a 600 ml petrol-
etheru a potom se lyofilizuj{.

Chromatografie surového zbytku se dosdhne injekci mate-
ridlu v 600 ml rozpoudtidla A '(rozpoustddlo A = 99% H,0,
1% HOAc) a eluci p#i 350 ml/min pfes 50 mm x 600 mm ocelo-
vy sloupec naplnény 680;9 Whatman Partisil 40 0DS 3 se 34
minutovym linedrnim gradientem ze 100% rozpou3td8dla A do 40%
rozpoudi@dia B (rozpoultddlo B * 99% CH3DH, 1% HOAc). Chroma-
tografie se monitoruje pfi 410 nm a shromd2di se 1 litr fil-
trac{ a ty, které se analyzujf pfi = 99% &istotd analytickou
HPLC (Whatman Partisil 10 0ODS 3 50% CHBOH/HZO, retendni Zas
9 minut) se shromdzd{i, koncentrujf, a znovu rozpusti v mini-
mdlnim mnoZstvi 0,5% vodné HOAc a lyofylizuji se, &imZ vznikne
10,58 g (62 %) jmenovaného produktu.

IR (KSr) 3400, 2960, 1740, 1650, 1590 cm~l.

Ly nuR (CDC15/CD400) 1,04 (t, 3, 3 = 7 Wz, C18),1,96
(a, 2, 3 = 7 Hz, €19), 2,00 (s, 3, CH5C0,), 2,50 (s, 6,
(CH3),NH), 4,20 (s, 2, ATCH,N), 5,28 (d, 1, 3 = 19 Hz, C17),
5,29 (s, 2, C5), 5,50 (d, 1, J = 19 Hz, Cl17), 7,42 (d, J = 9
Hz, C11), 7,67 (s, 1, V14), 8,05 (d, J = 9 Hz, C12), 8,51 (s,
c7).

Vypo&teno pro 023H23N305 1 HOAc 1 HZU (molekulovd hmotnost =

515,5): b

vypod&teno C 58,24, H 5,67, N 8,15 %
nalezeno C 58,55, H 5,22, N 8,54 %.

Pb analyza s <14,5 ppnm.
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Dal31i uvedend produktové materidly, které byly »90% Zist-
Si podle HPLC (viz svrchu), se xoncentruji do sucha a dile
rechromatografujf s podobnymi materidly izolovanymi z druhych
baha.

PEiklad 4

Vyroba acetdtové soli (20S) 9- morfollnomethyl 10-hydroxy-
camptothecinu

100 mg, 0,27 mmol 10- hydroxycamptuthec1nu pfipraveného
Jak Popsdno v pfikladu 2, 0,5 ml 37% vodnsho CHZU, 0,1 ml
morfolinu a 10 ml 2 : 1.HOAcC/EtOH se smisi a mich& se ples
noc. Hydroxycamptothecin reagoval (tlc, silikagel, 9 : 1
CH Cl /CH DH) a reakéni smds se koncentruje do sucha, rogs
pusti se a31 v 5 ml vody obsahujici ndkolik kapek HOAc a ne- -
rozpustny materidl se odfiltruje. Filtrit se lyofllleJe a

lyofiliz4t se chromatografuje (15 mm x 250 mm oxidu kfemiti-

tého stfedni tlakovou kapalinovou chromatografifi (MPLC) eluc{

S CHZClzobsahujIcIm 0 - 2% CH UH) ¢imZ vznikne zbytek, ktery

se rozpusti v zfedé&ném vodnem HOAc a lyofilizuje se a tim
vznikne 53 mg (38 %) vysledné sloudeniny. T e =

IR (K8r) 3400, 3100, 2960, 2920, 2840, 1740, 1650, 1590 cm-l.

lH NMR (CDCl /CD OD) 1,12 (t, 3, 3 = 7 Hz, ci18), 1,94 (q, 2,

J = 7 Hz, Cl9) 2 73 (m, 4, morfolino-CH N) 3,83 (m, 4, mor-
folino-CH D), 4,19 (s, 2, ArCH N) 5,26 (s, 2, C5), 5,25 (d,
1, J = 16 HZ, C17), 5,76 (d, l, J'- 16 Hz, C17), 7,27 (s, 1,
Cla), 7,40 (d, 1, J = 8 Hz, CH), 8,07 (dy 1, J = 8 Hz, Cl12),
8,36 (s, 1, C7).

. . b -
Analyza pro CH25H25N306 CH CDZH (molekulovd hmotnost = 525,6)

o\

vypocteno C 61,71, H 5,95, N 8,00
nalezeno C 61,30, H 5,44, N 8,35 %.
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PEiklad 5

Vyroba acetdtové soli (20S) 9-H-methylpiperazinylmethyl-10-
-hydroxycamptothecinu

100 mg, 0,27 mmol 10-hydroxycamptothecinu pfipravengho
jak popsdno v ptikladu 2, 10 ml 2 : 1 HOAc/EtOH, 0,5 ml:37%
vodného CHZO a 0,1 ml N-methylpiperazinu se smisi a michd se
20 hodin. l0-hydroxycamptothecin reaguje (tlc 9 : 1 CH2C12/
/CHBOH) a reakéni smé&s se koncentruje, rozpusti se v 53 ml + ;-
vody a promyje se 5 x 20 ml EtOAc a 20 ml petroletheru a vodnd
fdze se lyofilizuje. Zbytek se znovu rozpusti ve zfed3ném vod-
ném HOAc a chromatografuje se na MPLC (Whatman Partisil 40
00S 3, 9 mm x 250 mm sloupc1) eluci s 0 aZz 20% CH UH v HZO
obsahujic{ 0,02% HOAc. lédany lyofilis4at poskytne 67 mg (46 %)
vysledné slouceniny.

IR (KBr) 3400, 2960, 2910, 1740, 1650, 1590 cm™ .
H-HMR (CDC15/CD50D): 1,03 (t, 3, 3 = 7 Hz, C13), 1,89 (g,

2, J = 7 Hz), 2,02 (s,y 3, CH3COZH), 2,37 (s, 3, NCH3), 2,65

-m,,8, piperazin-Csz, 4,21 (s, 2, ArCHZ), 5,26 (s, 2, CS5),

5,30 (d, 1, J = 16 Hz, C17), 5,71 (d, 1, J = 16 Hz, Cl17),
7,45 (d, 1, J = 7 Hz, Cll), 8,05 (d, 1, J = 7 Hz, Cl2), 8,47
(s, 1, C7).

Analyza pro 026H28”405 1,5 HOAc 1/2'H20 (molekuldrni
hmotnost = 528,1)

vypolteno C 61,41, H 6,01, N 10,61 %
nalezeno C 61,62, H 5,74, N 10,93 %.

Pifklad 6 g

Vyroba acetdtové soli (20S) 9-(4 -piperidincpiperidinyl)-
methyl-10-hydroxycamptothecinu
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100 mg, 0,27 mmol 10-hydroxycamptothecinu pfipravenédhg
Jjak popsdno v pfikladu 2, 109 mg, 0,60 mmol 4-piperidino-
piperidinu, 0,5 ml 37% vodného CH,0 a 10 ml 2 : 1 HOAc/EtOH
se michaji 20 hodin. lO-hydroxyca%ptothecin reaguje (tlc,
silikagel, 9 = 1 CHZClZ/CHBOH) a reakini smé&s se koncentruje,
rozpusti{ se v 1% vodné kyselin3 octové, filtruje se a lyofili-
zuje se. MPLC (Whatman Partisil 40 00S 3 9 x 250 mm slgupec)
eluci se 100 ml vody a pak 0 a? 8 % CH3DH v 0,02% vodné HOAc
poskytne 44 mg (30 %) vysledné sloudeniny po lyofilizaci.

IR (XBp) 3400, 2940, 1745, 1660, 1590 cm™ L.

1H-NMR (coci-00): 0,99 (t, 3, J = 7 Hz, €18),.1,3 - 3,3 (m,

19, piperidin, 019), 4,11 (s, 2, CH,N), 5,21 (s, 2, C5), 5,25
(d, 1, J = 16 Hz, C17),%5,70 (d, 1, J = 16 Hz, Cl17), 7,85

(d, 1, 3 = 7 Hz, C11), 7,59 (s, 1, Cl4), 8,00 (d, 1, J = 7
Hz, €12), 8,35 (s, 1, C7).

Analyza pro Cy Hy N,05 1,5 H,0 (molekulirni hmotnost = 631,7)

vypoiteno C 58,94, H 6,22, N 8,81 %
nalezena C 59,02, H 6,44, N 8,53 %.

Ptiklad 7

Vyroba acetdtové soli (208)-9-(2'-hydrocyethylamimo)methyl-
-10-hydroxycamptothecinu

200 mg, 0,55 mmol ID-hydroxycamptothecinu‘vyrobeného
jak popsdno v piikladu 2, 16 mg, 0,55 mmol paraformaldehydu,
61 mg, 1,1 mmol ethanolaminu a 6 ml HOAc se 48 hodin michd,
po kterych v&t3ina 10-hydroxycaptothesinu reagovala. Reakén{
smés se koncentruje, znovu rozpusti ve 200 ml zfed&né HOAc

‘a promyje se 4 x 30 ml Et0Ac a 30 ml petroletheru a vysiedny

vodny roztok se lyofilizuje. Surovy lyofiliz4t se rozpusti v
50 ml vody. MPLC (Whatman Partisil 40 00S 3, 15 mm x 250 mm
sloupec) eluci se 100 ml vody a potom o a¥ 10 % CHBOH v 0,02%
HOAc ve vod& poskytne 88 mg (33 %) vysledné sloudeniny po lyo-
filizaci.
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IR (KBr) 3400, 2980, 2940, 1750, 1570 cm-l.

Lyohme (CDC15/C0400): 1,03 (t, 3, 3 = 7 Hz, C18), 1,89
3

(g, 2, = 7 Hz, Cl19), 2,00 (s, 3, HOAc), 3,03 (m, 2, CH,HHD,
3,75 (m, 2, CHZGH), 4,49 (s, ArCHZNH), 5,24 (s, 2, CS), 5,30
(d, 1, J = 16 Hz, C17), 5,70 (d, 1, J = 16 Hz, Gl17), 7,41
¢d,1, J = 8 Hz, Cl1), 7,6 (s, 1, Cl4), 3,00 (d, 1, J = 8 Hz,
cL2), 8,48 (s, 1, C7).

Analyza pro C,3H,5H50, HOAc 1 1/8 H,0 fmolekuldrni hmotnost
= 531,3)

vypodteno C 56,52, H 5,83, M 7,91 %
nalezeno C 56,37, H 5,40, W 8,27 %.

Pti{klad 8

Vyroba methansulfonitové soli (20S5)-9-trimethylammonium-
methyl-10-hydroxycamptothecin

65 mg, 0,14 mmol acetdtové soli 9-dimethylaminomethyl-

_-lp-hydroxycamptothecinu, ptipraveného jak popsdno v pfikla-

du 3, se rozpusti v asi 70 ml CH2012 a filtruje se. Filtr4t

se smisi s 1 ml methylmethansulfondtu, chlad{ se a &dstednad

se koncentruje pod proudem argonu (Ar). Po 4 hodindch se roz-
poudt&dlo koncentruje na polovién{ objem a chladi se. Preci-
pitdt se filtruje, rozpust{ se v 10 ml vody, promyje 3 x 10 ml
Et0Ac a potom 10 ml petroletherem a dlyofilizuje se, &imZz vznik-
ne 50 mg (60 %) vysledné sloudniny.

IR (KB8r) 3400, 2950, 2900, 1740, i660, 1600 cmvl.

Li-iMr (COC1,/C0500): 1,03 (d, 3, 3 = 7 Hz, C18), 2,01 (g,

2, 3 =17 Hz, C19), 2,78 (s, >3, CH;505), h.os (s, 9, N(CH3) 5D,

4,72 (s, 2, ArCHZH), 5,20 (s, 2, CS), 5,22 (d, 1 J = 16 Hz,
c17), 5,67 (d, 1, J = 16 Hz, Cl7), 7,62 (d, J = 7 Hz, Cll),
7,71 (s, Cl4), 8,16 (d, 1, J = 7 Hz, Cl2), 8,39 (s, 1, C7),
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Analyza pro C24H25N3O5 . 1,5 C“BHZO (mol.hmotnost = 615,7)
vydodteno C 49,74, H 5,72, H 6,82 %
nalezeno C 4936, H 5,15, N 7,53 %.

PEiklad 9
Vyroba (205)—9-f0rmyl-lﬂ-hydroxycaptothecinu

1300 mg, 0,27 mmol 10-nydroxycamptothecinu pfipravengho
Jjak popsdno v pfikladu 2, 0,80-.mg, 5,5 mmol hexamethyltetra-
aminu a 15 ml kyseliny trifluoroctové (TEA) se 20 hodin zahtfi-
vd pod zp&tnym chladidem pod argonem. Reakéni sm3s se koncen-
truje, smisi se s 15 ml=vady a michd se 1 hodinu, pfidd se
75 ml vody a pH se upravi na 3,4 ptiddninm NaHCD3. Vodnd fdze
se promyje 3 x 75 ml EtOAc, okyseli se na pH 1,5 3N HCl a po-
tom se extrahuje 5 x 75 ml EtOAc. Smisené organické extrakty
se promyji 5 x 75 ml: 1H HCl, 75 ml vody a 25 ml nasycengho )
vodného roztoku MNaCl a koncentruji se. Zbytek se pak pfedisti
rychlou cnromatografii (1 cm x 15 cm oxid kfemigity se surovym
maFeriélem preabsorbovanym na vloZce 1 em x 1 cm Nazsaab. Pro-
dukt se eluuje s 1% CHBDH v CHZCIZ’ €¢imz vznikne 50 mg (47 %)

vysledné sloudeniny. Analyticky €isty vzorek se ziski frakcig==— " -

novanou precipitaci z pribliZn3d 25% CHBOH v CH2C12 pomalym
chlazenim a koncentraci pod proudem dusiku.

IR (KBr) 3400, 3100, 2950, 1755, 1660, 1600 cm-l.

LohR (CC130/CD500): 1,04 (t, 3, 3 = 7 Hz, C18), 1,96 (d,

2, J = 7 Hz, C19), 5,32 (d, 1, J = 14 Hz, C17), 5,33 (s, 2,
€5), 5,68 (d, 1, J = 14 Hz, C17), 7,50 (d, 1, J = 9 Hz, €Cl1),
7,67 (s, 1, Cl4), 8,33 (d, 1, J = 9 Hz, C12), 9,34 (s, 1, C7).

}
Analyza pro C21H16H2061 H20 (mol.hmotnost'= 419,33)

o\

vypocteno C 61,46, H 4,42, N 6,83
nalezeno C 61,09, H 8,17, H 6,52 5.
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Ptiklad 10

Vyroba soli (205)-9-cyklopropylaminomethyl-10-hydroxy-
camtothecinu

Smés 254 mg, 0,7 mmol l0-hydroxycamptothecinu pfiprave-
ného jak popsdno v pfikladu 2, 1,0 ml, 37% vodnéno formalde-
hydu, 400 mg, 0,7 mmol cyklopropylaminu v 16 ml ledové kyse-
liny octové a 8 ml ethanolu se pfes noc michd pPfi teploté
mistnosti a koncentruje se ve vakuu do sucha. Zbytek se tri-
turuje s vodou, filtruje se a -su3i, ZimZ vznikne 260 mg
(75% vytd%ek) zmindné slouCendny jako jeji acetdtovd sil,
kterd se pfem&ni ve zmin&nou hydrochloridovou sl trituract
s 0,1 N HCl. A |

Analyza pro 024H23N305.H81.3H20

o\

vypo&teno c 55,01, H 5,57, N 8,02
nalezeno C 54,94, H 5,18, N 8,18

Ly NMR (0,0): 0,9 (m, 7), 2,1 (m, 2), 2,8 (m, 1), 4,6 (s, 2),
4,8 (s, 2), 5,2 (s, 2), 7,2 (s, 1), 7,5 (q, 2), 8,6 (s, 1).

o

Pfiklad 11
Vyroba (20S5)-9-ethoxymethyl-10-hydroxycamptothecinu

Sm&s 364 mg, 1,0 mmol l0-hydroxycamtothecinu pfipravené-
ho jak posdno v pfikladu 2, 90 mg, 1,1 mmol dimethylaminohyd-
rochloridu a8 1,5 ml 37% vodného fgrmaldehydu se zahfivd pod
zpdtnym chladidem ve 25 ml 95% ethanolu 5,5 hodiny. Reaké&ni
smds se koncentruje na maly objem a precipitovany produkt se
shromdzdi a susi. Predisténi silikagelov&u chromatografii
eluc{ s 3% MeQH v CH2C12 poskytne 85 mg (20% vytdzek) vysled-
né sloucdeniny.

FAB spektrum: m/e 423 (MHY).
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Yonwr (omsa): 0,85 (t, 3), 1,1 (t, 3), 1,9 (m, 2), 3,5

(s, 2), 4,3 (s, 2), 5,2 (s, 2), 5,4 (s, 2), 7,2 (s, 1),
7,7 (m, 2), 8,6 (s, 1).

Abalyza pro 023H22”206

vypocteno C 62,08, H 5,27, N 6,29 %
nlezeno C 61,80, H 5,22, 1 6,12 %.

Pfiklad 12

Vyroba (20S)-9-(H-methylanilinemethyl)-19-hydroxy-
camtothecinu

Smé&s 254 mg, 0,7 mhol 10-hydroxycamtothecinu vyrobengho
jak popsdno v pfikladu 2, 1,0 ml 37% vodnsho formaldehydu,
0,75 ml, 0,7 mmol NH-methylanilinu v 16 ml ledovs kyseliny
octové a 8 ml ethanolu se michd 40 hodin pti teploté mist-

nosti. Po koncentraci na olej, G4stedné pfedistdni se zisks

silikagelovou chromatografii eluci 1,2 a 3% MeOH v CHZClz.

Frakce produkce stédle jeSté obsahuji v methylanilin. Dal3iho

prgtisténi se dosdhne uZzitim silikagelového MPLC sloupce a
produkt se eluuje s 2% MeOH v CHZClz. Frakce produktu se smi-
si a koncentruji se ve vakuu, &imZ vznikne 77 mg (24 %) vy-
sledné slougeniny jako Zluté pevné latky.

DCI-spektrum: m/e 484 (MHT).

LIPIRYITE: (Cocly): 1,0 (t, 3), 1,9 (m, 2), 2,8 (s, 3), 5,0
(s, 2), 5,2 (s, 2), 5,5 (a, 2), 6,9 (m, 53, 7,5 (s, 1),
7,9 (a, 2), 8,4 (s, 1). :

Analyza pro CZBHZSNSOS‘I’Z H20
vypoclteno C 866,583, H 5,74, N 8,32 % ]
nalezeno C 66,97, H 5569, N 7,91 %.
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PEiklad 13

Vyroba hydrochloridové soli (205)-9-cy«klohexylaminomethyl-10-
-hydroxycamptothecinu

Smés 364 mg, 1,0 mmol 10-hydroxycamptothecinu ptiprave-
néno podle popisu v pfikladu 2; 1,5 ml, 37% vodndho formal-
denydu, 1,3 ml, 10 mmql cyklohexylaminu ve 25 ml ledové Ky=-
seliny ocfové a 12 ml ethanolu se pfes noc michj pfi teplots
mistnosti a koncentruje se ve vakuu do sucha. Zbytek se pte- .
€istf na MPLC sloupci v reversni f&zi eluci s 15% vodnym MeOH V
obsahujicim 0,02 % ledovs kyseiiny octové. Po koncentraci na
maly objem a lyofilizaci se z{sk§ vyslednd sloudenina jako
acetdtovd sGl (250 mg, 47 %). Acetdtovd stl se ptemén{ na vy-
slednou hydrochloridovou sgl ptiddnim 0,1N HC1 a ﬁghl se shro-
mdzdf filtract.. ‘

lH-NMR (0MS0): 0,9 (t, 3), 1,0 - 2,0 (m, 10), 3,1 (s, 1),
4,5 (s, 2), 5,2 (s, 2), 5,4 (s, 2), 7,2 (s, 1), 7,9 (q, 2),
8,9 (s, 1).

Analyza pro c27H29N305.H01; 1,5 H,0

‘vypodteno C 60,93, H 6,11, N 7,89 %

nalezeno C 60,83, # 5,938, N 7,75 %.

PEfklad 14 - g

Vyroba hydrochloridové soli (205)-9-N,N-dimethylaminoethyloxy- é

.

methyl-10-hydroxycamptothecinu f

Smé&s 100 mg, 0,2 mmol vodné baze 9- -dimethylaminomethyl-
-10-hydroxycamptothecinu pFfipravené jak popséno v pfikladu 21,
ve 4 ml 2- dlmethylamlnoethanolu obsahUJicfcho.trl kapky 3N HC1
se zahf{vd pod argonem pfi 30 ¢ pPo 24 hodin. Na polopevnou
reakén{ sm&s se plsabi 5 m vody 3 10 ml :isopropanolu, michd
se a filtruje, &imZ vznikne 60 mg (59 %) vysledné sloudeniny.

Yonmur comsod: 0,9 (t, 3), 1,35 (m, 2), 2,3 (s, 6), 3,3 (s,

2), 4,1 (s, 2), 5,2 (s, 2), 5,4 (s, 2), 7,3 (s, 1), 7,4 (d, 1),

e et A P S S T8 B Pt e s 4 e syl e © e e v b




8,0 (d, 1), 8,7 (s, 1).
Analyza pro Cz5 27N306.HCI.0,S HZO

vypoltenor C 58,77, H 5,72, M 8,25 %
nalezeno C 58,94, H 4,92, U 7,90 %.

Pfiklad 15

Vyroba hydrochloridové soli (205)-9-“,N—dimethylaminoethyl-
thiomethyl-10-hydroxycamptothecinu

Smés 100 mg, 0,2 mmol hydrochloridové soli 9-dimethyl-
-10-hydroxycamptothecinu pfipravendho v podstaté jako v
ptikladu 18, a 560 mg, 4 mmol 2-dimethylaminoethanthiol=-HC1
ve 13 ml DMF se zahfivd-na 85 °C pod argonem 5 hodin.Neroz-
pustnd pevnd ldtka (pfebytek thiolu) se odstrani filraci a
filtrdt se ve vakuu koncentruje na olejovity zbytek, ktery
se prefisti s uZzitim MPLC v reversni f4zi. Produkt se sluuje
§ uzitim 5% a 10% MeOH ve vodd, &im# vznikne 45 mg (41 %)
vysledné sloudeniny jako Zluté pevné ldtky.

Li-mr (020): 1,0 Ct, 3), 1,9 (m, 2), 2,3 (s, 6), 4,4 (s, 2),
5,3 (s, 2), 7,1 (d, 1), 7,2 (s, 1), 7,6 (d, 1), 8,2 (s, 1).

Analyza aro C25H28N3055.HCI.3 HZO -

vypoctenao C 49,34, H 5,79, 1 6,90 %
nalezeno C 48,98, H 5,82, N 6,54 %.

PEiklad 16

Vyroba dinhydrochloridové soli (2055-9-H,N-dimethylaminoethyl--
aminomethyl-10-hydroxycamptothecinu
!

Smés 364 mg, 1,0 mmol lO—hydroxycampththecinu pEipravend-
ho jak popsdno v pfikladu 2, 100 mg, 1,1 mmol H,N-dimethyl-
ethylendiaminu, 1,5 ml 37% vodného formaldehydu ve 25 ml
ledové kyseliny octové a 10 ml ethanolu se michi pEi teplotd

SR s ew
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mistnosti.é4 hodin. Rozpou3t3dlo se ve vakuu odstrani a na
pevny zbytek se plsobf 10 ml vody a 10 ml isopropanclu obsa-
hujiciho 3 ml 3M HCl. Kone&né& precipitovani pevnd ldtka se
snromdzdi, promyje se isopropanolem a su3f{ se, &imz vznikne
218 mg (40%-vyt3tek) vysledné sloudeniny.

lH-NMR (CD3DD): 1,0 (t, 3), 1,9 (m, 2), 2,9 (s, 6), 4,5

(s, 2), 5,1 (m, 4), 5,4 (q, 2), 7,3 (d, 1), 7,5 (s, 1),

7,8 (d, 1), 8,4 (s, 1).

Analyza pro CZSHZBN405’2HCI

vypocteno C 55,387, H 5,63, N.10,42 %
nalezeno C 55,91, H 5,72, N 9,86 %.

PEfklad 17

Vyroba acetdtové soli (20R,S)-9-dimethylaminomethyl-10-
~-hydroxycamptothecinu

Vyslednd slougenina se vyrobf{ jak popsdno v pfikladu 3
s vyjimkou, Ze vychozi materidl je racemicky l0-hydroxycamto-

thecin pfipraveny podle metody Wani a dalsi, J. Med. Chem.,

23, 554 (1980).

- PEiklad 138

Vyroba monohydrochloridové soli (205)-9-dimethylaminoethyl-
-10-hydroxycamptothecinu '

Acetdtovd sual 9-dimethylaminomethyl-10-hydroxycamtothe-
cinu pEipraveného jak popsédno v pfikladu 3, kterd byla analy-
zovdna na 2,5 ekvivalentd kyseliny octovéfg 0,75 ekvivalentd
vody (8,5 g, 14,5 mmol zaloZeno na molekuldrni hmotnosti 585)
se rozpusti ve 170 ml, 17 mmol 0,1N kyselin& chlorovodikové,
lyofilizuje se a pumpuje se pod vysokym vakuem po 3 dny, &imZ
vznikne 8,3 g vysledné sloudeniny.
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Ly hR (COC14/CD500): 0,5 (t, 3, 3 = 7,5), 1,98 (q, 2, J =

7,5 Hz), 2,95 (s, 6), 4,77 (s,2), 5,33 (s, 2), 5,36 (d, 1,
J = 16 Hz), 5,62 (d, 1, J = 16 Hz), 7,59 (d, 1, J = 9 Hz),
7,66 (s, 1), 8,20 (d, 1, J = 9 Hz), 8,86 (s, 1).

Analyza pro 023H23N305.1HCL.3H20

vypolteno C 53,96, H:5,91, H 8,21, Cl 46,92 %
naiezeno: € 53,68, H 5,61, N 8,16, Cl 6,84

o

PEiklad 19

Vyroba ‘dihydrochloridové soli (20S)-9-dimethylaminomethyl-10-
-hydroxycamtothecinu

0,389 g, 1,07 mmol podle HPLC analogy, acetdtové soli
8-dimethylaminomethyl-10-hydroxycamptothecinu p¥ipravené Jjak
popsdno v pifikladu 3 se rozpusti v 6 ml, 2,4 mmol O,4H HC1,
lyofilizuje se a pumpuje pod vysokym vakuem 40 hodin, ¢im2z
vznikne 0,269 g vysledné sloudeniny.

L NMR (COC14/C0500): 1,05 (t, 3, 7 = 7,5 Hz), 1,92 (g, 2,
J: 7,5 Hz), 3,01 (s, 6), 4,85 (s, 2), 5,31 (d, 1, J = 16 Hz),
5,36 (s, 2), 5,65 (d, 1, J = 16 Hz), 7,64 (d, 1, J = 9 Hz),
7,73 (s, 1), 8,23 (d, 1, J = 9 Hz), 9,07 (s, 1).

Analyza pro C23H23N302.2H01;3 H20

vypo&teno ¢ 50,37, H 5,70, N 7,66, C1 12,93 %
nalezeno c 50,76, H 5,64, N 7,57, Cl 12,61 %.

Ptiklad 20

Vyroba sodné soli (205)-9-dimethylaminome%hyl-lO—hydrodxy-
camptothecinu
: /
Na 100 mg, 0,2 mmol acetidtoveé soli 9-dimethylaminomethyl-
-10-hydroxycamptothecinu pfipravengho Jjak popsdno v pfikladu
3 se plGsobi 4,5 ml, 0,45 mmol 0,1M hydroxidao.sodného a roztok
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se nechd projit pfes H-20 pryskyficovy sloupec (2 x 22 cm).

Pryskyfice se promyje 250 ml vody a produkt se eluuje .1 :L1
smési vody a methanolu. Frakce obsahujici produkt se smisi,

koncentruji se na maly objem a lyofilizuji se, &imZ vznikne

93 mg (93 %) vysledné sloudeniny.

IR (nujol) 1600 cm'l, (karboxyldt).

LR (0,0): 0,65 (m, 3), 1,8 (m, 2), 2,8 (s, &), 3,0 (m,
2), 4,21 (s, 2), 4,5 (s, 2), 7,1 (g, 2), 7,2 (s, 1), 7,8
(s, 1).

Analyza pro CZ3H244306H3.1,5 HQO

vypolteno C:56,55, H 5,57, M 8,60 %
nalezeno C 56,21, H 5,65, N 8,44 %.

PEiklad 21

Vyroba volné baze (203)-9—dimethylaminomethyl-lofhydroxy4
camptothecinu

Smé&s 728 mg, 2,0 mmol 10-hydroxycamptothecinu pfiprave-
ného jak popsdno v pfikladu 2, v 50 ml. ledové kyseliny octo-

vé, 20 ml ethanolu, 3 ml 37% vodného formaldehydu a 3 ml 40”~—@%

vodného dimethylaminu se michd za teploty mistnosti 20 hodin.
Rozpouétedlo se odstrani za sniZzeného tlaku, zbytek se Zahf{-
vé na 50 °c pod vysakym vakuem 2 hodiny a trituruje 10 ml
isopropanolu, aby precipitovals 561 mg (64 %) vysledné slou-
Ceniny jako Zlutd pevnd latka. FAB hmotové spektrum: m/e

422 (MHY).

L ohir (COC15/C0508): 1,0 (t, 3), 1,9 (m, 2), 2,5 (s, 6),
4,3 (s, 2), 5,2 (s, 2), 5,4 (a, 2), 7,6 (5, 1), 7,7 (g, 2,

8,5 (s, 1).
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Pfiklad 22

Vyroba trifluormethylsulfondtu(triflat) (20S)-13~-hydroxy-
camptothecinu

Ke smési 1,44 g, 4,0 mmol 10-hydroxycamptothecinu pEi-
pravengho jak popsdno v pfikladu 2, ve 40 ml DMF se prida
1,2 g, 12 mmol triethylaminu a potom se pfidd 2,0 g, 6 mmol
N-fenyltrifluormethansulfonimidu. Reak&ni sm&s se zanfiva
pfi 50 0C 3 dny. Rozpou3t3dlo se ve vakuu odstrani a zbytek
se trituruje vodou, filtruje se a sul{. Teoreticky vytdzek
suroveno produktu se ziskd jako jeding skvrna chromatografii
na tenké vrstvé (TLC) vykazujici n&co plvodnich nelistot.
Maly vzorek sepfedisti fychlou chromatografii na silikagela-
vém sloupci eluci produktu 2% MeOH v C”ZClZ'

LIPREIYY: (C0C15): 1,0 (t, 3), 1,9 (m, 2), 5,3 (s, 2), 5,4

(a, 2), 7,7 (s, 1), 7,6 - 7,9 (m, 2), 8,2 (d, 2), 8,5 (s, 1). ‘ ‘

FA3 hmotové spektrum m/e 497 (MH'), 495 (M-H)™ .

Analizé pro CZlHISNZSFB

A

vypodteno  C:350,81, H 3,05, N 5,64
nalezeno C 51,38, H 3,424, N 4,99 %

PEiklad 23
Vyroba (20S)-9-dimethylaminomethylcamptothecinu

Acetdtovd sil trifluormethansulfondt (205)-9-dimethyl-
aminomethyl-10-hydroxycamptothecinu se pfipravi in situ jak .
ndsleduje. Ma smés 482 mg, 1 mmol acetdtové soli 9-dimethyl-
aminomethyl-10-hydroxycamtothecina pfipra&sné Jjak:popsdno v
pfikladu 3 ve 40 ml N,N-dimethylformamidu (OMF) pod argonem
se plsobi 268 mg, 2,5 mmol 2,6-lutidinu a 0,54 g, 1,5 mmol
N-fenyltrifluormethansulfonamidu. Reak&ni smds se pfes nagc
michd pfi teplotd mistnosti. Pak se ke svrchu vytvofénému

LT AN ISR SEHIA b o N kv e v ns e oL
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filtrdtu pfidd 3,4 ml, 3,0 mmol triethylaminu, 8 mg, 0,04
mmol paladiumacetdtu, 20 mg, 0,08 mmol trifenylfosfinu a
0,33 ml koncentrované kyseliny mravenci. Reakini smés se

8 hodin zahfivd pfi 60 Oc. Rozpoustédlo se ve vakuu odstra-
ni a zbytek se trituruje malym mnoZstvim vody a filtruje se.
SuSend, surovd nerozpustnd pevnd ldatka mé&la hmotnost 550 mg.
Ptefisti se rychlou chromatografi{ na silikagelovém sloupci
eluci malym mnoZstvim vychoziho trifldtu s trifenylfosfdtem
k ziskdni 25 mg (7%) 9-methylcamptothecinu, 88 mg (20-%) vy-
sledné sloudeniny jako volné baze (4% MeOH g CH2C12) a néjaky
trifluormethylsulfondt 10-hydrexycamptothecinu s 10% MeOH v
CHZC;Z. Malé mnoZstvi vysledné sloudeniny se pfeméni na ace-
tdtovou sil pusobenim zifed&né kyseliny octové.

LH-nr (cocly): 0,9 (t, 3), 1,8 (m, 2), 2,2 (s, 6), 3,7

(sy 2), 5,2 (s, 2), 5,4 (g, 2), 7,3 (d, 1), 7,5 (d, 1),

7,6 (2,1), 8,0 (d, 1), 3,3 (s, 1).

BD)l

Analyza pro 025H27H306.2,5H20

vypoc&teno c53,81, H 6,12, N 8,23 %
nlezeno C 58,60, H 5,88, N 7,83 %.

Priklad 24
Vyroba l10-kyanocamptothecinu

Roztok 444 mg, 1,4 mmol tributylcinkyanidu a 276 mg,
0,6 mmol tetrakistrifenylfosfinpaladia ve 20 ml 1,2-dichlor-
ethanu se zahfivd pod zpétnym chladidem pod argonem 2 hodiny
k vytvofeni paladiumcin-kyanidowvého kompl@xu. Pak se 266 mg,
0,6 mmol trifluormethylsulfondtu 10-hydroxycamptothecinu,
pfipraveného jak popsdno v pfikladu 22. Pfidd a zahfivd pod
zpétnym chladicéem a zahfivéni pod zp&tnym chladidem pokraduje
po 3,5 hodiny. Reakéni smé&s se koncentruje na tfetinu svého
pidvodniho objemu a trituruje se se stejnym objemem diethyl-
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etheru. Precipitovansd 2lutj pevnd ldtka se shromd?di a su3{
se. Vyslednd slouCenina se ziskd v 82% surovsm vytézku 183 mg.
Po pEegisténi rychlou chromatografii, vyslednd sloudenina
elucvala s 2% MeQH v CHZCl2 a ziskd se 115 mg.

lH-NMR (CDCl3): 0,9 (t, 3), 1,8 (m, 2), 2,2 (s, 6), 3,7

(s, 2), 5,2 (s, 2), 5,4 (g, 2), 7,3 (d, 1), 7,5 (d, 1),
736 (2, 1), 8,0 (d, 1), 3,3 (s, 1).

Hmotové spektrum m/e 406 (MHBD).
Analyza pro 025H27N306.2,5H20

vypacteno c 58,81, H 6,12, N 8,23 %
nalezeno C.58,60, H 5,83, N 7,88 %.

x
-~

Pfiklad 25
Vyroba (20S)-10-formylcamptothecinu

Plamenem vysu3end bafka se naplni 100 mg, 0,22 mmol
trifluormethylsulfondtu lO—hydroxycamptothecinu, pfipraveného
Jak popsdno v pfikladu 22, 10 ml Zerstvé destilovaného tetra-
hydrofuranu (THF) a 13 mg , 9 mmol tetrakistrifenylfosfinpa-
ladia. Oxid uhelnaty (CO) se bubld do reakéni smé&si 3 minuty
a pak se reak&éni smé&s uzavie CO balonem a ponofi se v olegové
ldzni pti 50 O¢. za michdni a pouziti rudni pumpy se po kapkdch
prfidd roztok 0,73 ml BrBSnH ve 3 ml bezvodého THF v prab3hu
EtyFhodinového obdobi. Po této dob& se ve vakuu odstrani roz-
poudtédlo a sztek se pfeCisti rychlou chromatografii (1 a¥
2% CHBOH, CHZClz), ndsledovanou kone&nou purfiltraci s uZitim
chromatotronu (Harrison Research, Palo Alto,Californie). vy-
slednd sloudenina eluovand s 2% MeOH v CH2C12 m&la 20 mg (24 %).

v

Hmotové spektrum m/e 377 (MHT).
Ly-hMR (CDCLq): 9P.9 (t, 3), 1,9 (m, 2); 5,3 (split s, 2),
5,4 (g, 2), 7,7 (d, 1), 7,8 - 8,3 (m, 3), 8,5 (s, 1), 9,9
(s, 1).
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Analyza pro CpyHyg Hy0s. 11/3 H,0

vypa&teno 61,84, H 4,69, N 6,86 %
nalezeno C 61,83, H 4,53, N 6,37 %.

Priklad 26
Vyroba acetdtové soli (20S)-10-aminomethylcamptothecinu

Na roztok 160 mg, 0,4 mmol l0-kyanocamptothecinu, pfipra-
veného jak popsdno v pfikladu 24, ve 45 ml ledové kyseliny
octové se plsobi aktivovanym Raneylovym niklem a hydrogenuje
se pfi 0,07 mPa (1785,8 g/cm) po:7 hodin. Katalyzétor se od-
strani filtraci pfes suﬁercel a filtrdt se ve vakuu koncen-
truje. Pevny zbytek se pfefisti chromatografii pfi strfedmim
tlaku na sloupci v reversnf{ fdzi eluci produktu 10 % MeOH ve
vodé. Po sudeni mrazenim se zfskd 25 mg (15 %) hygroskopicks
vysledné slou&eniny. o '

1

5,4 (s, 2), 7,5 (s, 1), 7,7 - 8,1 (m, 3), 8,6 (s, 1).
1" .

Analyza pro 023H23N306.6H20

vypocteno C 50,63, H 6,46, H 7,73 %
nalezeno C 50,11, H 6,57, N 7,64 %.

Priklad 27
Vyroba acetdtové soli (20S)-10-aminomethylcamptothecinu

Ma roztok 160 mg, 0,42 mmol l0-kyanocamptothecinu, ofir
praveného jak popsdna v pifikladu 24, ve 43 ml ledové kyseliny
octové se plsobi aktivovanym Raneyovym niklem a hydrogenuje
se pfi 0,07 MPa (1785,8 g/cm) po 7 hodin. Katalyzdtor se fil-
truje ptes supercel (95% 8102), koncentruje se ve vakuu a

H=-NMR (DZU): 1,0 (t, 3), 1,9 (m, 2), 4,3 (s, 2), 5,2 (s, 2),

LTV A - R s LS e
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purifikuje se na slousci v reverzni fdzi. Produkt eluoval v
13% MeldH HZD’ obsahujici 0,02:% kyseliny sirové. Po shromis-
déni frakci, koncentruje na maly objem a lyofilizaci se
ziskd 26 mg (14 %) vysledné sloudeniny.

i-tHR (D,0/M200,): 1,0 (%, 3), 2,0 (m, 2), 4,3 (s, 2),

5,2 (s, 2), 5,5 (s, 2), 7,5 (s, 1), 3,0 (m, 3), 8,6 (s, 1).

23123130,

vypocCteno 8 50,53, H 6,46, N 7,73 %
nalezeno C 50,11, H 6,57, N 7,64 %.

Analyza pro C

Pfiklad 23

Vyroba (208)-9-morfolinbmethylcamptothecinu

Na 1 mmol roztoku trifluormethylsulfondtu 10-hYdroxy-
-9-morfolinomethyleamptothecinu, pfipraveny jak popsédno v
pfikladu 23, ve 25 ml bezvodého DMF se pisobi 0,4 ml triethyl-
aminu, 8 mg, 0,08 mmol Pd (kyselina octové)z, 20 mg, 0,03 mmol
¢3P a 0,08 ml, 2 mmol 99% kyseliny mraventi. Reakce se zahfivad -
pod argonem na 60 °C 1 ¢ hodin; koncentruje se ve vakuu a
plisobi se na ni vodou. Jak Z&idang vyhodnd sloufenina, tak
hlavni vedlej3i produkt 9-methyleamptothecin vyprepicituje
(300 mg) a shromdzdf se filtraci, purifikac{ silikagelovou
rychlou chromatografif{. 9-methylcamptothecin se isoluje eluci
1% MeOH v CH Cl2 (45 mg, 13 %). Eluce s 2% MeOH v CHZClzvpo—

2
skytne 93 mg (20 %) vysledné sloudeniny.

LR (COCl5/Me09,): 1,0 (t, 3), 2,0 (m, 2), 2,5 (m, 4),
3,7 (m, &), 4,0 (s, 2), 5,3 (5,2), 546 (g, 2), 7,5 (d, 1),

7,6 (s, 1), 7,7 (d, 1), 8,2 (d, 1), 9,0 (s, 1).

Hmotové spektrum m/e 448 (MH).

Analyza pro C25H25N305.0,5 HZD

vypocteno C 65,78, H 5,74, N 9,20
nalezeno C 65,37, H 5,96, N 9,00 %.

o\
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Pfiklad 29
Vyroba (20S) l0-hydroxy-9-kyanomethylcamptothecinu

Smés 0,42 g, 0,3 mmol methansulfondtové soli 9-tri-
methylammaoniummethyl-10-hydroxycamptothecinu, ptfipravnd jak
popsdno v pFikladu 8 ve 35 ml 95% EtOH a 1,26 g, 25 mmol
kKyanidu sodného se zahfivd pod zp&inym chladidem pod argonem.
po 3 hodiny. Rozpou3tédlo se odstrani ve vakuu, pfidd se 20ml
vody a pH se upravi{ na pH 1,5 3H HCl. Precipitovand surovi
pevnd ldtka se shromdzdi a su3fi. Preistsni se uskutednf
rychlou silikagelovou chromatografif{ na sloupci. Produkt
byl eluovdn se 4% a 5% MePH v CH,C1 timz poskytl'llu mg

, 2012
(33 %) vysledné sloudenlny.
Lo nMR (CDC15/Me00,): 0,9 (t, 3, 1,8 (m, @), 4,2 (s, 2),.
5,2 (s, 2), 5,3 (g, 2), 7,5 (d, 1), 7,6 (s, 1), 7,9 (d, 1),
8,4 (s, 1).

Analyza pro CyoH 4N505.1 3/4 Hy0
vypoéteno C 60,75, H 4,63, N 9,66 %

-natezeno C 60,63, H 4,64, N 9,60 %.

PEiklad 30

Vyroba acetdtové soli (205)-1D-hydroxy-9-aminoethylcampto-
thecinu

Ma roztok 60 mg, 0,15 mmol 10-hydroxy-9-kyanomethylcampto-
thecinu, pfipraveného jak popsdno v pfikladu 29, ve 30 ml le-
dové kyseliny octovd.se plsobi priblizns ; g (vlhk4 hmotnost)

Raneyova niklu a hydrogenuje se pFi 0,07 MPa {785583g7/cm)—

6 hodin., Katalyzdtor se odstran{ filtraci a filtrdt se kon-
centruje ve vakuu na pevny zbytek. Koncentrovany filtrdt se
pak rozpusti ve vodé a &ist{ se chromatografii na sloupci v

A v g e
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reversni fdzi eluovdnim produktu 10% HeQH ve vodd (obsahu-
jici 0,02 % ledovs Kyseliny octové). Vhodnd frakce se shromdz-~
di, koncentruje se na maly objem a mrazovd su3{ pfes noc s vy-
nosem 23 mg (33 %) vysledné slouceniny.

Lohmg (0u80-d): 0,9 (t, 3), 1,9 (m, 2), 3,2 (s, 2), 5,0
(3,2), 5,1 (s, 2), 5,4 (s, 2), 7,2 (s, 1), 7,5 (q, 2),
8,4 (s, 1).

ITI. Pfiklady farmaceutickych pripravka
Pfiklad A
Parenterdlni pfipravek -

K pEiprav3 parenterdlninc farmaceutického pfipravku podle
vyndlezu vhodného pro aplikaci injekci se 100 mg ve voda
rozpustné soli slougeniny vzorce I smisf{ s 10 ml 0,9 %
sterilniho roztoku NaCl a smds se naplni deo vhodné divkovéd
Jednotkové formy vhodné pro injekén{ aplikaci.

Ptiklad 8

Ordlni pfipravek

K pfipravé ordlniho farmaceutického prfipravku podle vyndlezu, ,
130 mg slouZeniny vzorce I se smisi se 750 mg laktosy a smés :

se napln{ do ordln{i ddvkové formy, jako je tvrdd 2elatinovi
kapsle, kterd je vhodnd pro perorilni aplikaci.

Zas%upuje:

s

Or. ZDENKA K amzové

PR OTN, P E S A Ryt gt s
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PATEHNTOVE NAROKY e

1. Camptothecinovd slouZenina vzorce AZ3VTL

kde

X je hydroxyskupina, vodik, -CHZNH2 nebo formylovd skupina,
.

R je vodik, kdyZ X je CHZNH2 nebo formylovd skupina, nebo
1

R je -CHO nebo -CHZR , kdyZ X je vodik‘nebo-hydroxyskupin;,v

R je -0-R%, -S-EZ, -Ci,MH,, kyanoskupina, -1-R2(R?), nebo
n*-R2(rR3)(R%) za predpokladu, ze kdyz RY je -n*-RZ(R2)(RY),
sloudenina je spojena s farmaceuticky ptijatelnym anionem,

Rz, R3 a R4 jsou stejné nebo rdzné a jsou vybrdny z H, alkylu

s 1 az 6 atomy uhliku, hydroxyalkylu se 2 aZ 6 atomy
uhliku, dialkylamino s 1 aZ é atomy uhliku-alkylu se
2 aZz 6 atomy uhliku, aminoalkylu se 2 aZ é atomy uhliku
nebo 3 aZ 7&lenny nesubstituovany kafpocysklicky kruh, a

kdyz R} je -n-r2(R%), r? a R’

s atomem dusiku, ke kterému jsou vdzdny k vytvofeni hetero-
cyklického kruhu za pfedpokladu, Ze takovy kruh je vybréan z
morfolinového, H-methylpiperazinylového nebo 4 -p-piperidino-
piperidinového,

skupiny se mohou spolu spojit

e 4 g e e

&gy




- 78 -

nepo jeji farmaceuticky ptijatelnd stl, hydrdt nebo solvat.

2. SlouCenina podle ndroku 1, ve ktersm X je hydroxy-
skupina a R je dimethylaminomethylové, fl-morfolinomethylovd,
M-methylpiperazinylmethylovs, (4" -piperidin)-N-piperidinyl-
methylovs, (2'—hydroxyethyl)aminomethylové, trimethylamonium-
methylov4d, cyklohaxylaminomethylovd, N-methylanilinomethylov4,
ethoxymethylova, Cyklopropylaminomethylavd, N,MN-dimethylamino-
ethyloxymethyloVé, H,N—dimethylaminoethylthiomethylové, H, H-
-dimethylaminoethylaminomethylové, kyanomethylovd, aminoethy-
lovd nebo formylovid skupina, nebo kde R je vodik a X Jje formy-
lovd nebo aminomethylovi skupina, nebo kde X je vodik a R je
dimethylaminomethylovd nebo N-morfolinomethylovd skupina.

A~

3. Slougenina podle ndroku 1, kters je S-isomerem.
4. Slougenina podle ndroku 1, kterd je racemdtovou smési.

5. Sloucenina podle nédroku 3, ve které X je hydroxysku-
pina a R je dimethylaminomethylaovi skupina.

6. SlouCenina podle ndroku 5, kters Jje acetdtovou soli.

7. SlouCenina podle ndroku 5, kters je monohydrochlorid,
dihydrochlorid nebo sodng sal.

8. SlouCenina podle ndroku 3, ve které X je hydroxyskupina,
a R je trimethylammoniummethylovi skupina

9. Slougenina podle ndroku 3, ve kters X je hydroxyskupi-
na a R je N-methylpiperazinylmethylové.skgpina.

10. Slou&enina podle néroku 3, ve které X je hydroxyskupi-
na a R je N-methylanilinomethylovi skupina.




11.
pina 8 R
12.
pina a R
13.
pina a R
14,
pina a R
15.
pina a R
1¢6.
pina a R
17.
t 1m,
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Sloudenina podle ndroku 3, ve které C je hydroxysku-
je cyklgohexylaminomethylovd skupina.

Sloucenina podle ndroku 3, ve které X je hydroxysku-
je M,HM-dimethylaminocethyloxymethylovd skupina.

Slougenina podle ndroku 3, ve kterg X je hydroxysku-
je kyanomethylovd skupina.

Sloucenina podle ndroku 3, v které X je hydroxysxu-
je morfolinomethylovd -skupina.

Slouéenina podle ndroku 3, ve které X je hydroxysku-
je aminomethyldvd skupina.

Slougenina podle ndroku 3, ve které X je hydroxysku-
Jje cyklopropylaminomethylovd skupina.

Farmaceuticky prfipravek, vy zn a ¢ u ji{ici se

Ze jako svou d&innou sloZku obsahuje d&inny rdst nd-
‘do;pvych bunék inhibujici mnoZstvi aktivni sloZky a inertniho

farmaceuticky pfijatelného nosile nebo Fedidla, ptfidemZz zminé-

ny pEipravek je uZitetny k inhibici rdstu zvifecich nddorovych

bunék citlivych na aktivni sloZku a ve kterém aktivn{i sloZka

je sloudenina vzorce

10

-

s S AR Ry Nt 7
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kde

X je hydroxyskupina, vodik, -CHZNHZ, nebo formylovd sku-
pina,

R je vodik, kdyZ X je CHZNH2 nebo formylovd skupina, nebo
R Jje -CHO nebo -CH,RY, kdyZ X je vodik nebo hydroxysku-
pina,

2 2

je -U-R , -S R CHZJHZ, Kyanaskupina, -N-R (R ) nebo
-N+ R (? )( ) za pfedpokladu, Ze kdyz rl je

-R (R )(? ), sloudenina je spOJena s farmaceuticky
prlJatelnym anionem, R2 P3 a R Jsou stejné nebo rtzné
a jsou vybrdny z H, alkylu s 1 a¥ § atomy uhliku, hydro-
xyalkylu se 2 az 6 atomy uhliku, dialkylamino s 1 a? 4
atomy uhliku alkyIu se 2 aZ 6 atomy uhliku, alkylamino
s 1 az 6 atomy uhliku alkylu se 2 aZ 6 atomy uhliku,
aminoalkylu se 2 aZ 6 atomy uhliku nebo 3 a3 7¢lennédho
nesubstituovaného karbocyklického kruhu, a

kdyZ Rl je -N-RZ(RB), R2 a R3 skupiny se mohou spolu spojit .

s atomem dusiku, ke kterdmu jsou vdzdny k vytvofeni hetero-
cyklického kruhu za pfedpokladu, Ze takovy heterocyklicky

~ krlih je vybrédn z morfolinového, N- -methylpiperazinylového nebo

4 -plperldlnoplperldlnyloveho kruhu,

nebo jeji farmatherapeuticky pfijatelnd sal, hydrit nebo
solvdt.

18. Pfiprav@épodle ndroku 17, vy znad¢u Jici s e
tim, Ze X je hydroxyskupina a R Je dimethylaminomethylovi,
N-morfolinomethylovd, N-methylpirazinylmethylové, (4'-piperi-
din)-N-piperidinylmethylové, (2°- -hydroxyethyl)aminomethylov4,
trlmethylammonlummethylova, cyklohexylamlnometnylova, N-methyl-

"anilinomethylavid, ethoxymethylovi, cyklopropylamlnomethylova,

M, M= dlmetnylamlnoethoxymethylova, N,N-dimethylaminoethylthio-
methylovd, M,N- dlnethylamlnoethylamlnomethylova, kKyanomethylo-~
vd, aminoethylovd nebo formylovd skupina, nebo ve které X Je
vodik a R je dimethylaminomethylovd neba N- -morfolinomethylovi
skupina.




- 81 -

19. PFipravek podle ndroku 17, vy zna ¢ u jici
se tim, Ze je S-isamerem.

20. PEipravek podle ndroku 17, vy zna ¢ u jici
se tim, 2e je racemickou smds{.

21. Pfipravek podle ndroku 17, vy znaédu jici
s e ti m, %Ze X je hydroxyskupina a R je dimethylamino-
methylovd skupina.

22. PEipravek podle ndroku 21, vy znacdu jici
se tim, Ze je acetdtovou solf.

23. Pfipravek podlé ndroku 21, vy znaéujici
se tim, Ze je manohydrochloridovou, dihydrochloridovou
nebo sodnou solf{.

24. Pri{pravek podle ndroku 17, vy zna ¢ u j{ci
se tim , Ze hev ordlni dévkové forma.

; 25. ptipravek podle ndroku 17, vy zna &u jf{ci
s e t im, Ze je v parenterdlni{ dédvkové formés.

26. Zpasob inhibice ristu zvifecich nddorovych bunégk,
vyznadujici se tim Ze jsdu citlivé na slou-
geninu vzorce

CH
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X je hydroxyskupina, vodik, -CHzNH2 nebo formylovd sku-
pina,

R je vodik, kdyz X je CHZHH nebo formylovd skupina,
nebo R je -CHO nebo -CH,R™, kdy? X je vodik nebo hydro-
2
Xys<upina,

je ~3 R7 -S R2 VHZHMZ, kyanoskupina, -N-R“ (R ) nebo
H -R (? )(Q ) za pfedpokladu, Ze kdyz rl je

-R (R )(R ), sloudsnina je spojena s farmaceuticky
prlJatelnym anionem, .

2 3

Ry R” a R4 jsou stejné nebo rdzné a jsou vybrény z H, alkylu
s 1 aZ 6 atomy uhliku, hydroxyalkylu se 2 aZ § atomy
uhliku, dialkylamiﬁo s 1 aZ 6 atomy uhliku alkylu se

2 az 6 atomy uhliku, aminoalkylu se 2 a% 6 atomy uhliku
nebo 3 aZz 7&lenného nesubstituovangho karboxyklického
kruhu, a

kdyz Rl je -N-RZ(R3), R2 a R3 skupiny mohou byt spojeny spolu
s atomem dusiku, ke kterdmu jsou vdzdny K- vytvofeni hetero- .

cyklického kruhu za pfedpokladu, Ze takovy heterocyklicky kruh

- je'’'vybrin z morfolinového, N-methylpiperazinylového nebo 4 -

-piperidinopiperidinového kruhu,

nebo jeho farmaceuticky pfijatelnd sdl, hydrét nebo solvat,
ptfidem? takovy zplsob tvoii aplikace zvifatdm ovlivndnym zmi-
nénymi nddorovymi bufkami, d&innéha, rast tumorovych bun&k
inhibujiciho mnoZstvi takové sloudeniny.

27. ZpGsob podle ndroku 26, vy znadujici se
t 1 m, Ze X je hydroxyskupina a R je dimethylaminomethylovi,
fl-marfolinomethylovd, N-methylpiperazinylmethylavd, (4 -pipe-
ridinylmethylovd, (2'-hydroxyethyl)aminoﬁethylové, trimethyl-
ammoniummethylovd, cyklohexylaminomethylovd, M-methylanilino-
methylovd, ethoxymethylovd, cyklopropylaminomethylov4d, N,N-
-dimethylaminoethoxymethylovd, N,M-dimethylamincethylthio-
methylovd, M,N-dimethylaminoethylaminomethylaovd, kyanomethylovid,
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kde

X je hydroxyskupina, vodik, —CHZHH2 nebo formylovd sku-
pina, -

R je vodik, kdyZ X je TH,iH, nabao formylové skugina,
nesa R Je -CH3 nabo -CH,R7, kdyZ X je vedik nevo nydra-
Xys<udins,

1 : 7 ~ 52 A e e 2,50
R je —3 : 3 -7, =CHyllil,, kyanaskupina, -i-2 (R7) nebho
J -32 (? )(2 ) za pradpokladu, Ze kdy: RY ja

(n (R ), sloudsnina je spojena s farmacesuticky
pfijatelnyh anionen, .

Rz, RB a R4 jsou stzjnd nebo rdzné a jsou vybrdny z H, alkylu

s 1 az é atomy uhli&u, hydroxyalkylu se 2 aZ 6 atomy

uhliku, dlal«ylanlno s 1 aZ 6 atomy unliku al«ylu se

2 az 6 atomy uhliku, aminoalkyly se 2 a% 6 atomy uhliku

nebo 3 aZ 78lennéha nesubstituovaného karbogyklického

krunu, a ' . L
kdy2 rl je -H-Rz(R3), RZ a R3 skupiny mahou byt spojeny soolu
s atamem dusiku, ke ktsrsmu jsou vdzdny x vytvoteni hetera-
cyklického kruhu za pfedpaokladu, Ze takovy heterocyklicky'kruh
j&' ' vybrédn z morfolinového, N-methylpiperazinylovéha'nébo 4°-
-piperidinopiperidinového kruhu, C
nabe jeho farmaceuticky pfijatelnd sdl, hydrdt nebo saolvét,
pfidemZ takovy zpdsab tvori aplikace zvifatim ovlivndnym zai-
nénymi nddorovymi budkami, d&innsgho, rdst tumorovych bundk
inhibujicino mnoZstvi takové sloudeniny.

27. Sloudenina vzorce IT
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Zastupuje:

Or. ZOENKA KOREfZOVA
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