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Nova proforma 1é¢iv k terapii tumord a zanétlivych —— .

onemocnéni

Oblast technikv

Utinek 1é¢iv spodiva velmi &asto v tom, Ze pri urdi-
tych onemdcnénich potlacuji patologicky pfeexprimované enzy-
my, cytokiny nebo jiné faktory z hlediska jejich aktivit
podporujicich nemoc. . Potlacuglcl ucinek léciva se oviem ne-
omezuje na cilové farmakologlcke struktury (enzymy, cytoki-
ny, faktory) v nemocné tkani, nybrz potlacuji i aktivity,
vyskytujici se ve zdravych tkanich. Z toho pak vyplyvaji
u mnoha léciv pozorované nezadouci vedlejsi uc1nky Aby se
zmirnily nezédouci vedlejsi u¢inky léc¢iv, byly vyv1nuty
experimentdlni systémy, které umozZniuji selektivni uvolnovanl
léciva v nemocné tkani. Takové systémy jsou krétce popsiny

v dalgim textu.

Dosavadni stav techniky

Systém ADEPT (Antibody directed enzyme prodrug therapy,
Bagshawe 1987, Br.J. Cancer 56; 531-532) je systém o dvou
krocich, kdy se v prvnlm kroku 1ntravenozne injikuje
konjugat protllatky a enzymu (AEK). AEK se na zakladé jeho
tumorové selektivity udrque v tumoru, ale v pribéhu 2 - 7
dnd se vylu¢uje ze zdravych tkani. Ve druhém kroku intra-

- venozné injikbvané'bfoforma lédiva (nejedovaty ﬁfedstupeﬁ
1e01va) s€ v tumoru aktivuje v disledku enzymatlcke aktivity
AEK na jedovaté 1ééive. " Jako dusledek této pro tumor speci-’’

fické aktivace proformy 1léd¢iva se pozoruji zvysSené koncent-
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race lé&iva v tumoru (5 - 50-nasobek) a niz3i koncentrace
1é&iva ve zdravych tkdnich ve srovnani se standardni tera-

pii.

. Podobné jako systém ADEPT pracuje koncepce FMPA (Fusion
protein mediated prodrug activation), pfi které -se misto
xenogenni a v disledku toho imunogenni AEK pouZije k akti-
vaci pro tumor selektivni- proformy léciva- neimunogenni 11d-
sky fusion protein (Bosslet et al, Cancer Res.54; 2151-
2159).

P

Také v systému VDEPT (Vector dependent enzyme prodrug

therapy, Trinh et al Cancer Res.55; 4808- 4812), dvoufédzovém,
- genove terapeutickém procesu se proforma léciv selektivné

_pro tumor aktivuje po 1nJckc1 vektoru a expr651 struktu-

rového genu, ktery koduje enzym

- - e

"~'~wEndogenn1 aktlva01 proformy 1é&iva_ (Glucuronyl Spacer* -

Anthrazyclin, Jacquessy et al, WO 92/19639) v nekrotickych
tumorech a zanétlivych procesech ve spojeni se 511nym1 .anti-
tumora1n1m1 a protizanétlivymi farmakologickymi efekty popi-
suje Bosslet et al 1994, Cancer Res.S54, 2151-2159 a 1995,
Tumot targetlng 1. 45-50 po prvé jako PMT (Prodrug Mono-
therapie). PIi farmakologickém zpracovanl systémi PHT se
ukazuje, Ze jak chemismus samostatné .se ellm1nujlclh0 space-
ru, tak i hydrofllle a molarni cytotoxicita slozky lé¢iva

v proformé léciva ma IOZhOdUJlCl vyznam pro a¢innost in vi-

VO.

-

Dalsi zvysenl uc1nnostl PMT se pozoruje V. komblna01 S

latkami, které 1nduku31 nekrozy (EP 0696456 A2). Predeviim

" pouzivani konjugath protilatek;-se- -specifikou- pro recepto—

rovy komplex VEGF/VEGF kovalentné SpOJCnyCh s koagulac¢nimi

¢




proteiny, jako prikladné zkracenym faktorem Tissue, vykazuji
ve farmakologickych modelech in vive v kombinaci s vhodnymi

proformami 1é&iv obzvlasté dobrou uc¢innost.

Podstata vynilezu

Piekvapivé se nyni podarila syntetlzovat proformy
1écCiv, které in v1v0 po odpovidajici endogenni enzymatické
aktivaci jsou jesté ucinnéjsi nez proformy léciv uvedené v
. EP 0511917 A1l a EP 0595133 A2. Tato zvySena dcinnost je na
jedné ‘strané podminéna novym a vyhodnéjsim chemismem space-
ru, na druhé strané ale také vysokou molarni cytotoxicitou
pouzité slozky lédiva. Novy,\vyhodny‘chemismus spaceru se
vyznacduje tim, Ze obzvlasié u uc¢innych latek, které se na %
spacer vazi prfes hydroxylovovu skupinu, dochdzi k ‘uvolnéni '
uc¢inné latky po enzymatickém Stépeni glykosyloveho zbytku
cyklizaci a od3tépenim spaceru. Tak se dosahne zlepSené
stability proformy léc¢iva pfi soudasné dobré enzymatické
Stépitelnosti. Proformy -1é&iv podle vyndlezu jsou dale v
sfabilnéjéi za fyziologickych podminek ne? znamé proformy ?

1éciv, protoze neuvolfiuji déinnou latku tak rychle.

Vynalez se tyka proformy‘lééiva vzorce |
Glykosyl-Y[-C(=Y)-X-]p-V(Rn)-Z-C(=Y)-ﬁéinné latka
a/nebo fyziologicky pfijatelnych soli sloudenin vzorce I,
pficemZ glykosyl znamena enzymaticky od$tépitelny poly-
oligo~- nebo monosacharid,
V znamena 1) 5- az 14- clenny aromatlcky zbytek
2) ©  naftyl,
3) indenyl,
4)  anthryl, - = ..
3) phenanthryl,




6) 5- az 14-&lenny heterocyklicky zbytek s 1,
“ 2, 3 nebo 4 heteroatomy ze skupiny- - - --
_ kysliku, dusiku a siry,

7) alkyl (Cy - Cg),

8) alkenyl (Cy - Cg4),

9) cykloalkyl (C3 - Cg) nebo

10) fenyl,
R znamena 1) vodik,
2) alkyl (Cy - C4),
3) . fenyl,
4).  .methoxy,

5) karboxy,
6) methyloxykarbonyl,

- 7) -CN, -
8) -OH, BRI ._.f_.."L__ -
9 -NOp

"~~~-——ﬁw—~«~~———WA;10j:;;halogeny_jéko_fluor;“éhiﬁg*ﬁééﬁ_pégmg_n__
11) © sulfonyl , - ‘.
12) sulfonamid nebo |
' 13)  sulfon-(C{- C4)-alkylamid,
p znamena 0 nebo 1, ‘ |
n znamena 0, 1, 2 nebo 3,
‘X znamena 1) kyslik
. 2)  NH-,
3) methylenoxy,
4) methylenamino, _
5) methylen- (Cq- C,)-alkylamino

7) (Cy - C6)-cykolalky1amino

Y znamena kyslik nebo -NH-
.+ Z znamend -+ 1) = (Cyp = Cg)-alkylamino, gwwﬂ-éh*w=MHWW"
| 2)  -N(CHj)-, |

6) (Cl_c4)_alky1amino nebo: - e N



3) -C(CH3) 5-NH-,

4) -CH(CH3)-NH-,

5)  -C(CH3),-N(R?)-, kde R? znamens alkyl
(CL-C4) nebo

6) -NH-, jestliZe V znamena (Cl-C6) a

ucinna lédtka znamend sloudeninu-s biclogickym G&inkem, ktera
se vaze pfes kyslikovy zbytek, primarni nebo sekundarni

aminovy zbytek nebo iminovy zbytek.

Pokud n znamena celé &islo 2 nebo 3, potom maji zbytky
R nezavisle na sob& vyznam uvedeny pod R 1) az R 13). Pod
pojmem alkyl nebo alkényl se rozumi zbytky, jejichz uhlikovy
fetézec miZe byt pfimy, rozvétveny nebo cyklicky; dvojné
vazby se mohou vyskytovat opakované. Cyklické alkylové
zbytky jsou pfikladné 3- ag 6-ti ¢lenné monocyklické zbytky
jako cyklopropyl, cyklobutyl, cyklopentyl nebo cyklohexyl.
K pojmu "5- az 14-ti ¢lenny heterocyklicky s 1, 2, 3 nebo
4 heteroatomy ze skupiny kyslik, dusik a sira" patfi pri-
kladné zbytky, které se odvozuji od sloucenin pyrrol,
azepin, pyrrolin, pyridin, imidazol, pyrimidin, triazin,
furan, 1,2-diazepin, oxazol, pyrazin, isoxazol, isoxazolin,
thiazol, isothiazol, isothiazolidin, indol; chinolin, iso-
chinolin, benzimidazol, indazol, purin, pteridin, thiopyran
nebo thiofen.

Vhodné fyziologicky pfijatelné soli sloudenin vzorce I
jsou prfikladné alkalické a amonné soli a soli kova alkalic- -

kych zemin véetné soli organickych amonnych bazi.

Pod pojmem monosacharid se rozumi zbytky jako D-glu-

“kuronyl;"teiduronyl;”D-glukopyranosyl-, -D-galaktopyramo= -« -

syl-, N-acetyl-D-glukosaminyl, N-acetyl-D-galaktosaminyl,




terfenadin, terbutalin, fenoterol salbutamol muscarln !

cylové, S-fluorouracil, 5 fluorocytldln,ps fluorourldln

B A e

D-mannopyranosyl- nebo L-fukopyranosyl; Oligo- nebo poly-

sacharidy sestavaji ze 2 aZ 20 vyse jmenovanych monosacha-

rida, které jsou spolu vazany alfa- nebo beta-0-glykosidic-
kou vazbou. Vazba mezi monosacharidem a zbytkem Y je alfa-
nebo beta-glykosidicka. Vhodné enzymy, které zplisobuji
Stépeni glykosylového zbytku od zbytku Y jsou induronidéaza,
glukozidaza, galaktozidaza, N-acetyl-D-glukosaminidaza,

N-acetyl-D-galaktosaminidaza, mannosidaza, fukosidaza nebo

~ glukuronidaza, s vyhodou B-glukuronidaza.

Jako ﬁéinné latky jsou vhodné slouceniny jako
antracyklln s .vyhodou ‘doxorubicin, 4 -epi- dOXOIUblClD 4-
nebo 4 -desoxy-doxorubicin nebo sloudenina s vyhodou vybrana

ze skupiny etoposid, N-bis{2-chlorethyl)-4- hydroxyanilin,

_4-hydroxycyklofosfamid, _V1nd651n v1nblast1n vincristin,

A e

_oxyfenbutazon, kyselina sallcylova kysellna p- amlnosall—

-

methotrexat, diclofenac, kysellna flufenaminova, 4- methyl-
aminofenazon, theofylin, nifedipin, mltomy01n C, mytoxan--
tron, camptothecin, m- -AMSA, taxol, nocodazol, colchicin,
cyklofosfamld rachelmy01n cysplatin melphalan, belomycin,

dusikaty hoféiény plyn, fosforamid hofé¢icéného plynu

- quercetin, genistein, erbstatin, tyrphostin, derivat

rohitukinu ((- ) -cis-5,7-dihydroxy-2-(2- chlorfenyl) -8-
[4-(3-hydroxy-1- methyl) p1per1d1ny1] -4H-1- -benzopyran- -4-on;
EP 0 366 061), kyselina retinolova, kysellna maselna,
phorbolester, a1a01nomy01n progesteron, buserelin,
famokifén,"mlfepplston,'onapr;ston, N- (4-aminobutyl)-
5-chloro-2-naftalen-sulfonamid, pyridiﬁyloxazol-Z—on,,
quinolyloxazolon-2-on, isoquinolyloxazolon-2-on, Stauro-
sporin, verapamil,; forskolini« 149+ -dideoxyforskolin, quinin,

quinidin, reserpin, 18-0-(3,5- dimethoxy-4- hydroxybenzoyl)-

23
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reserpat, lonidamin, buthioninsulfoximin, diethyldithio-
karbamdt, cyklosporin A, azathioprin, chloraﬁbucil, amin
kyseliny N—(4-trif1uormethy1)-fenyl—Z-cyano-3-hydroxyf
krotonové, (VO 91 17748), 15-deoxyspergualin, FK 506,
ibuprofen, indometacin, aspirin, sulfasalazin, penicilin-
amin, chloroquin, dexamethazon, prednisolon, lidocain,
propafenon, procain, kyselina mefenaminova, paracetamol,
4-aminofenazon, muskosin, orciprenalin, isoprenalin,
amllorld p-nitrofenylguanidinbenzoat nebo nebo jejich
derivaty substituované jednou nebo nékolika skupinami

hydroxy-, amino- nebo imino-.

Vyhodné ‘jsou proformy 1édiva, kde uc¢inna latka je cy-
tostatikum, antimetabolit, kde Gdinnou latkou je S-fluoro-
uracil,‘S-fluorocytidin, S—flubrouridin, cytosinarabinosid ™
nebo methotrexat, kde uc¢inna latka je latka ovliviujici DNA',
kde uc¢inni litka je doxorubicin, daunomycin, idarubicin, !
epirubicin nebo mitoxantron, kde G¢inna latka inhibuje
topoisomerazu I a‘Ii; kde 0¢innd latka je camptothecin,
etoposid nebo m-AMSA, kde G¢inni latka je inhibitor tubuli-*
nu, kde G&inna latka je vineristin, vinblastin, vindesin, ¥
taxol, nocodazol nebo COlCthln kde u¢inna latka je :
alkylanz, kde céinna latka je cyklofosfamid, mytomycin C,
rachelmycin, 01sp1at1n, fosforamid hoféidného plynu,
melphalan, bleomycin, dusikaty hoféicény plyn nebo ijig-(2-
chlorethyl)-4-hydroxyanilin, kde G&inna latka je neocarzino-
statin, célicheamycin,'dynemicin nebo esperarmycin A, kde
ué¢inna litka je néktera ze sloudenin inaktivujici ribosomy, -
kde U¢innd latka je verrucarin A, kde uéinna létka je inhi-
bitor tyrosinqufokinézy, kde G¢innd latka je quercetin,
genistein, erbstatin, tyrpho$tin nebo derivat rohitukinu,
kde uéinna latka- je-diferenciaéni -induktor, kde aéinnd latka

je kyselina retinolovéd, kyselina miselna, phorbolovy ester

Ea

Sy
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nebo aclacindmycin‘ kde G¢inna latka je hormon, hormonovy
agonista nebo ‘hormonovy antagonista, kde~ﬁéinné latka je
progesteron, buserelin, tamoxifen, mlfeprlston nebo ona-
priston, kde u¢innd latka je latka, ktera méni pleiotropni
rezistenci proti cytostatikm,, kde G¢inna latka je inhibi-
tor calmodulinu, kde G&inna latka je C-inhibitor protein-
kindzy, kde u¢inna latka je inhibitor P- glykoprotelnu kde
1u¢inna latka je modulator mitochondrialné vazané hexokinazy,
kde G¢inna latka je inhibitor gama—glutamylcyste1nsynthe—
tazy nebo glutathion-S-transferdzy, kde uc¢inna latka je
inhibitor supcroxiddismutézy, kde néinna latka predstavuje
inhibitor proliferaéné asociovaného proteinu definovaného
MAk Ki67 v bun&éném jadfe délici se buiiky, kde G&innd latka
je substance vyvolavajici 1munosupr651vn1 efekt, kde uéinna
~latka je standardn1 1munosupr651vum kde. uc1nna latka je
makrolid, kde @éinna: latka. je: cyklosporln A, rapamycin,

_FK 506, kde ucinna latka Je azathloprln, methotrexat
-cyklofosfamld nebo chlorambu011 kde u01nna 1atka Je S
substance s protizanétlivym Géinkem, kde G¢inna latka Je‘
nésteroidni_substancg s protizénétlivim;ﬁéinkem.,kde ad¢inna
latka je "slow acting ahtirheumatic drug", kde u¢innd latka
predstavuje steroid, kde uéinna latka je substance s anti-
flogistickym, analgetickym nebo antipyretickym dcinkem, kde
uéinna latka je derlvat organlcké kyseliny, kde u¢inna latka
. pfedstavuje nekyselé analget1kum/ant1floglst1kum kde G¢inna
latka je oxyfenbutazon kde U¢inna latka je lokalni aneste-
tikum, kde u&inna latka je antlarytmlkum kde U¢inna latka
je antagonista Ca++, kde u¢inna latka je antihistaminikum,
'kde G¢inna ‘latka je sympatomlmetlkum nebo kde -u¢inna latka..
je substance s inhibiénim fidinkem na lidskou urckinazu;

deriviaty vys$e uvedenych ucinnych latek, ptidemz se ucinny

. latkavaze -ptes kyslikovy zbytek, zbytek NHe»nebohiminovva.._-‘

zbytek na zbytek Y sloudeniny vzorce 1.




Utinna latka je také s vyhodou sloudenina dusiku

uvedena v prikladech, quinin nebo dipyridamol.

Vyhodna je proforma 1ééiv, kde

glykosyl znamena enzymaticky odstépitelnou kyselinu

glukuronovou,

Vv Znamena fenyl, _

R znamena, vodik, CN, nitro, fluor, chlor, brom,

P je nula

n znamena celé ¢islo nulu, 1 nebo 2,

Y znamens kyslik N |

z znamena  -N(CHj)-, -C(CH3) 5-NH-, -CH(CH3) -NH-, "
-C(CH3)5-N(Cy-C4)alkyl) -, -CH(CH3)-N(Cq- -
C,)alkyl) '

a u¢innd latka je sloudenina s biologickym U¢inkem
vazand prfes kyslikovou skupinu, aminoskupinu nebo imino-

skupinu.
Zvlasté vyhodné jsou sloudeniny

kyselina 2-[N¥methyl-fo4-(N,N -bis-(2-chloroethyl)amino) -

fenyloxykarbonyl]amino]-4-nitrofeny1-ﬁ-D-gluéuronové,

kyselina 2-[N-methyl-N-[(4-(N;N -bis-(2-jodoethyl)amino)-
fenyloxykarbonyl]amino]-4—nitrofeny1-ﬂ-D-glucuronové,
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. nebo

Vynalez se tyka také zplsobu vyroby proformy lé&iv

ktery se vyznacuje tim, se se k reakci-pouZije

vzorce I,
slouc¢enina vzorce 1I

- Glykosyl-Y{-C(=Y)-X-13=V(R)-Z - - (1)
. P n
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pridemz zbytky glykosyl, Y, X, P. V, R, naZ maji vyznam

uvedeny pro vzorec I, ktera se necha reagovat s U¢innou lat-

- kou, kterd obsahuje aktivovany karboxylovy, aminovy nebo

iminovy zbytek, pricem? se reakce provadi v pfitomnosti roz-
poustédla ze skupiny acetonitril, dioxan, tetrahydrofuran,
dichlormethan, dimethylformamid, aceton a nasledné se hydro-

lyticky od$tépi chranici skupiny.’

Aktivace UC¢inné latky se provadi pfikladné podle
H.J. Marley, Chem.Soc.Chem.Communication (1987) strany
112-113 nebo podle H.Hagemann Angew.Chem.,93, (1981) strany

'813-814. Odstépeni chranicich skupin se provadi piikladné

alkallckym louhem, alkalickym uhliditanem, alkalickym kyanl—

dem, oxidem barnatym, piperidinem nebo morfolinem v prltom—

nosti methanolu, ethanolu nebo vody.

Vynidlez se tyka také 1lédiv, vyznaujicich se u¢innym
obsahem nejméné jedné sloudeniny vzorce I a/nebo fyziolo-
gicky pfijatelné soli slouc¢eniny vzorce I, pficemz zbytky
glykosyl, Y, X; p. V, R, n, Z a ucinna latka jsou definovany
jak je uvedeno vyse, spolu s farmaceticky vhodnou a fyziolo-
gicky pfijatelnou nosnou latkou, pfisadou a/nebo jinou
ucinnou a pomocnou latkou.

Na zakladé farmakologickych vlastnosti se sloudeniny
podle vynédlezu vynikajicim zptisobem hodi k profylaxi a tera-
pii viech takovych onemocnéni nebo poruch, na jejichz prabéh
maji vliv intraceluléarni enzymy, které mohou §tépit glykosy-
lovy zbytek, jsou pfeexprimované a/nebo se uvoliuji nebo .
jsou pfistupné po rozpadu buiiky. To jsou predev$im onemoc-
néni jako rakovina, onemocnéni autoimunity nebo zan&tliveé,
ﬁftfitfdy“é'drtropatfe,"podminénémimunologicky nebo latkovou

vyménou, akutni - a chronické, obzvlasté tumorova onemocnéni
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a reumaticka artritis..

Vyndlez se ddle tyka pouziti sloucenin vzorce I k vy-
robé 1édéiv k profylaxi a terapii rakovinnych onemocnéni,
onemocnéni autoimunity a chronickych zanétlivych onemocneéni

jako reumaticka artritis.

Vynalez se tyka zpusobu vyroby léciva, ktery se
vyznaduje tim, Ze se€ nchene Jjedna sloutenina vzorce I prlp—
ravi do vhodné apllkacn1 formy s farmaceuticky vhodnou a fy-
ziologicky pifijatelnou nosnou latkou a pripadné dalsimi
vhodnymi G¢innymi nebo pombcﬁymi latkami nebo pfisadami.

Vhodnymi formami pfipravkﬁ jsou pfikléddé injikova-

- telné roztoky,. pr1 _jejichz. vyrobe se. pou2131 obvykle pomoone
prostiedky, Jako nosné, latky, pojici, Sumive nebo mazné .
prostredky a_latky zprostiedkujici rozpoustenl Jako casto

“pouzivané- pomocne~1atkyvlze Jmenovat_uhllcltan horecnaty,‘v
oxid t1tan1c1ty, laktozu, mannit a dalsi cukry, talek
mléénou bilkovinu, Zelatinu, $krob, celulozu a jeji deriva-
1y, 21v001sne a rostlinné oleje jako rybi tuk, slune&nicovy
olej, olej z burskych ofigkd ‘a sezamovy olej, polyethylen-
glykol a rozpoustédla jako sterilni voda a jednosytné nebo
‘vicesytné alkoholy jako glycerin. Jako nosne latky se mohou

" pouzit také liposomy nebo lidské proteiny.

S vyhodou se farmaceutickeé preparaty vyrabéji a podé—
vaji v davkovac1ch jednotkach, pficemZ kazda jednotka obsa-
huje jako aktivii slozku’ sloucenlnu podle "vyndlezu-vzorce '
1. V pripadé injekeénich roztokt miZe tato davka ¢init pro

dosp&lého pacienta o hmotnosti asi 70 kg az asi 10 g, s vy-

<+ hodouvsakasi 3 az 5 g. Podle- okolnosti-se: viak-mohou

pouzivat také vyssi nebo nizdi denni davky. Podavani denni
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davky se mize provadét jak formou jedné davky v podobé
jednotlivych davkovacich jednotek tak i opakovanym podanim
nizdich davek v uréitych intervalech.

.

Proformy 1léc¢iva podle vynialezu se mohou pouzit také
pfi v3ech neonkologickych onemocnénich, pti nichz se vysky-
tuji makrofagy, granulocyty a trombocyty, obzvlasté v akti-
vovaném stavu. V aktivovaném stavu vyluduji vy3e zminéné
buriky pfednostné intraceluldrni enzymy, které umoznuji

mistné specifickou aktivaci proformy 1é&iv podle vynalezu.

Pfi onkologickych indikacich se aktivace proformy
1é¢iv podle vynalezu provédi intraceluldarnimi enzymy,
uvolnovanymi odumirajicimi tumorovymi burkami. K tomuto
jevu dochézi'pfgdevéim u vétsich tumord (primér vice jak 0:3
cm), ale také po podkozeni tumoru ostrovanim imunotoxiny, ,
-cytostatiky, ozafovanim, fusnimi proteiny nebo konjugaty

protilatka-enzym..

Protoze glykosylovy:podil proformy 1lééiva podle vyna-

lezu se voli tak, Ze ‘se odstépuje pouze za patofyziologic- :

kych podminek lokalné uvolfovanych enzymit, miZe se lipofilni

lécivo uvolnovat pouze v cilové tkani a tam rozvinout svij

cytotoxicky uUc¢inek.

Pozadovany ucinek proformy 1égiva podle vyndlezu
S cytotoxickou sloZkou lédiva je moZné zvygit tim, Ze se
proforma lééiva podle vynélézq kombinuje s jinou cytoto-
xickou‘komponentou lédiva. Pfi tom jsou vyhodné kombinace
proforem 1é¢&iv, u nichz se pouiivaji cytotoxické slozky
s rdznymi ‘mechanismy Géinku, odpovidajici poly-chemotera-
"pii."Obzvlasté vhodné se ukazuje pouziti déinnych l4tek,

které mohou velmi uéinné vyvolavat destrukce jednoduchych

R

i
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i dVOJltych fetézch v DNA jako calicheamycin. ~Obzvlasté
'vyhodné jsou ovsem kombinace proforem 1é¢iv’ podle vynalezu,-
u nichz ma Jedno 1é&ivo cytotoxicky potencial a druhé

blokuje rezistenci multi-léciva.

Dale se vynalez tyka farmaceutlckych pripravkl, obsa-
hujicich sloucCeninu vzorce I a konJugaty protilatka-enzym.
Jako konjugaty protilédtka-enzym se rozumi sloudeniny, které
se pomoci ¢asti protilatky vazi sp601flcky na tumorovou tkan
nebo na zanicenou tkan a které maji cnzymovou dast, kterd
mize steplt glykosylovy zbytek slouceniny vzorce 1. Priklady
takovych sloudenin popisuji EP 0 501 215, EP 0 390 530 nebo
EP 0 623 352. '

. priklady provedeni vyndlezu T s e e e

- ”P"_l'_ i_ k—i_lv‘r-é‘ _-d_ .—.,_.__1";___". - - " . w-.. .. .'. - i- e e o | - » L . o

Proforma 1é&iva - dusikaty derivat. (F 373; sloudenina 11)

NO,
| ' | cl
H,c’“\} N

se syntetizuje nasledovné :

Vychozi material k syntéze je 2-amino-4-nitrofenol

(sloucCenina 1). Sloucenina 1 se nejprve monomethyluje
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s pomoci methyljodidu (sloudenina 2) a aminofunkce se chrani
jako derivat BOC (slouéenina 3). Chranénd kyselina
glukuronova se zavede pomoci vazby oxidu st¥ibrného
slouCeniny 3 a bromidu (sloucenina 4) za vzniku sloudeniny
5. Po odsStépeni chra- nici skupiny BOC pomoci HCl se ziska
amin (sloudenina 6). Sloudenina 7 se necha zreagovat na
chloroformat (sloudenina 8) a se sloudeninou 6 kondenzuje na
slouceninu 9. Po 3té- peni esteru éasti glukuronové
kyseliny‘slouégniny 3 ve dvou krocich (MeONa/MeOH, pbtom

- vodny NaOH) se pies slouceninu 10 ziska proforma léciva

(sloucenina 11).

LS
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Sloudenina 2 :
2- (N-methylamino)-4-nitrofenol (2)

K roztoku 2-amino-4-nitrofenolu (1) (1,54 g, 10 mmol)
a methyljodidu (1 ml, 16 mmol) v methanolu (10 ml) se prida
triéthylamin (2 ml, 14,4 mmol).  Po jedné hodiné pFfi teploté
40 °C se pfida dal3i methyljodid (1 ml) a triethylamin (1
ml) a michd se dal$i 2 hodiny pfi teploté 40 °C. - Reakéni .
smés’ se potom odpafi ve vakuu do'sucﬁa, da se do vodného 2N
- roztoku octanu sodného a extrahuje se esterem kyseliny
octové. Organickd fize se vysu$i siranem sodnym
a chromatografuje se na silikagelu (eluent dichlormethan(
methanol 95/5). Vytézek 880 g (52 %). '

Vypocéteno : C: 50,02 H: 4,76 N: 16,73
Nalezeno : C: 50,00 H: 4,80 N: 16,66

Teplota tani : 148 °C (toluen)

14 NMR (250 MHz, DMSO):
5 7,44 (dd, J.1,0=9 Hz, J
7,13 (d,J=3 Hz, 1 H),
6,77 (d,J=9 Hz, 1 H),
2,76 (s, 3H).

meta=2,0 Hz, 1 H),

IR (KBr) :v(cm™') 3363 (OH), 1538, 1338 (NO,) . -
MS (DC1, NH3) : m/z (M+H)*: 169.
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4+

Sloucenina 3
2- (N-BOC,N-methylamino) -4-nitrofenol (3)

K roztoku 2-N-methylamino-4-nitrofenolu (i) (4,18 g,
24,9 mmol) v tetrahydrofuranu (50 ml) se pfida di-terc.-
butyldiuhlic¢itan (14 g, 64,15 mmol), uhlié¢itan draselny
(17 g, 123 mmol) a voda (50 ml) a michda se pfes noc pri
' teplote mistnosti. Réakéni smés se okyseli nasycenym vodnym
roztokem chloridu amonného, extrahuge se esterem kyseliny |
~octové, vysu51'se siranem sodnym a odpafl se ve vakuu.
Surovy produkt se micha 2 hodiny v methanolu (100 ml)
s uhlicitanem draselnym (17 g, 123 mmol), okyseli se
nasycenym vodnym roztokem chloridu amonného, extrahuge se
_esterem kysellny octovc. vysu51 se s1ranem sodnym a odpar1
se ve vakuu. Produkt se chrOmatogranJe na 5111kagelu )
(eluent dichlormethan/methanol 97, 5/2 5) Vytezek 6,2 g

C12H16N205 - -
Vypodteno : - C: 53,72 ~H: 6,01 N: 10,44
Nalezeno : - C: 53,64 H: 6,20 N: 10,36 -

Teplofa tani : 197 °C (toluen/petrolether)‘

1H.NMR (250 MHz, DMSO):

5 8,10-8,00 (2 H),
7,03 (d,]=8,5 Hz, 1 H),
3,04 (s, 3H),

1,40-1,30 (9H) .

IR (KBr) - v(cm‘1) 3129 (OH) . 1672 (CO), 1529, 1339 (NOp). -

R
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MS (DC1l, NH3) : m/z [M+H]*: 269,

. +,
[M+H-C Hg]™: 213,
[M+H-C4HgOCO]™: 169

Sloucenina § :

Methylester kyseliny 2-(N-BOC,N-methylamino)-4-nitrofenyl-
2,3,4-tri-0-acetyl-g-D-glukuronové (5) '

K roztoku methylesterbromidu kyseliny 2,3,4-tri-O-
acetyl-a-D-glukuronové (4) (126 mg, 0,317 mmol) v aceto-
nitrilu (5 ml) se pfida oxid stfibrny (0,23 g, 0,992 mmol)
a 2-(N-BOC, N-methylamino)-4-nitrofenolu (3). Reakéni smés
se michd 1 hodinu pfi teploté mistnosti, filtruje se pfes
celit a odpaii se ve vakuu. Produkt se chromatografﬁjc na .
silikdgelu (eluent dichlormethan/methanol 97,5/2,5). Vyté-
zek 165 mg (89 %). |

CosH3pNz014 ¢
' Vypo¢teno C: 51,37 H: 5,52 N: 4,79
Nalezeno C: 51,79 H: 5,72 N: 4,66

Teplota tani : 80 °C (toluen/petrolether)
[alp=-39° (c=1,02 v CHCl).

14 NMR (250 MHz, CDCl,):
5 8,14 (dd, T ho
" 8,15-8,05 (1 H),
7,30-7,20 (1 H),
5,45-5,30 (4 H),
4,25 (d, J=9 Hz, 1 H)
3,73 (s, 3 H),

=9 Hz, J =2,5 Hz, 1 H),

meta

?
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3,13 (s, 3 H),
2,15-2,05 (9 H),
1,65-1,40 (9 H).

IR (CDCl3) :v(cm™l) 1760 (CO, ester), 1699 (CO, karbamat),
| 1529, 1349 (NO,).

MS (DC1, NHj) : m/z [M+NH4I': 602.

Sloucéenina 6 :

Methylester kyseliny 2- (N -methylamino)-4- nltrofenyl 2,3, 4—
tri-O-acetyl-p-D-glukuronové (6) '

Roztoku methylesteru-kyseliny -2-(N-BOC; -N-methyl- .. .
amino)-4-nitrofenyl-2,3,4-tri-0- acetyl-p-D- glukuroﬁovél(S)
(3 g, 5,13 mmol) v 2, 12° M- kysellny -chlorovodikové v esteru - .-

ﬂ kysellny octové (60 ‘ml) se micha- 1 hodlnu pEi’ teplote
Roztok se da do.prebytecneho,.vodného,lnasycc-

mistnosti.
ného roztoku kyselého uhli¢tanu sodného a extrahuje se

esterem kyselidy‘octové. Organickéfféze se-vysusi siranem.
sodnym a odpa#i. Produkt se chromatografuje na silikagelu "
(eluent dichlormethan/methanol 97,5/2,5). VytéZek 2,14 g
(86 %), zluta pevna latka. | o B

CaoHa4Nz012 = -
Vypo&teno C: 49,59 H: 4,99 N: 5,78

Nalezemo ~C: 49,81  H: 5,12 N: 4,80
Teplota tani : 120 °C (toluen)

(a]p20=-58° (c=1,04 v CHCl,).




B 0 S

v NR (300 MHz, cDCly):
5 7,53 (dd, Joriho=8.5 Hz, Tpgi.=2,5 Hz, 1 H),

7,37 (d, J=2,5 Hz, 1 H),
6,91 (d, J=8,5 Hz, 1 H),
5,45-5,30 (1 H),
5,16 (d, J= 7 Hz, b, 1 H),
4,50 (d, J= 5 Hz, 1 H),
4,24 (d, J= 9 Hz, 1 H),
3,75 (s, 3 H),
2,90 (d, I=5 Hz, 1H)
2,10-2,05 (9 H).

IR (CDC13) :v(em™l) 3443 (NH), 1758 (CO), 1553, 1346 (Néé).
MS (DC1, NH3)':'m/z [M+H]*: 485.

Slouéenina 8 :

Chloroforméﬁ 4-[N,N-bis(2-chlorethy1)am;n0]fenylu (8)

Fosgen v toluenu (1,93 M) (8 ml, 15,4 mmol) se pfid&

k suspenzi hydrochloridu 4-[N,N-bis(2-chlorethyl)amino]-
fenolu (7) (1,85 mmol) v tetrahydrofuranu (30 ml) a micha se
30 minut pri teploté 0 °C.. Po pfidavku triethylaminu (1 ml,
7,17 mmol) se michd dal3%i hodinu Pfi teploté 0 °C. Nasledné
~ S€ suspenze filtruje a ve vakuu se odpatfi pii teploté mist-
nosti. Chromatografie typu'flash na silikagelu s dichlor-
methanem jako eluentem poskytne produkt jako bezbarvou kapa-
linu, ktera se p#imo pouZije pro dalsi reakci. Vytézek 70 %

'H NMR (250 MHz, CDCl,):
8 7,10 (d, J=9 Hz, 2 H)
6,66 (d, I=9 Hz, 2 H),
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3,73 (t, J= 6,5Hz, 4 H),
3,63 (t, J= 6,5 Hz, 4H) .

MS (DC1l, NH3) : m/z [M+H]+. 296,
_ [M+2+H]F: 298.

Sloucenina 9

Methylester kyseliny 2-[N-methyl-N-[4-(N,N -bis-(2-chlor-
ethyl) -amino) fenyloxykarbonyllamino]-4-nitrofenyl-2,3,4-
tri-0-acetyl-p-D-glukuronové (9)

K roztoku chloroformatu 4-[N,N-bis(2-chlorethyl)-
amino]fenylu (8) (0‘31 g, 1,04 mmol) v tetrahydrofuranu (15
ml), dllsopropylethylamln (0 25 ml 1,44 mmol) se prlda
methylester kysellny 2- (N methylamlno) 4-nitrofenyl-

_2,3,4-tri-0O-acetyl-p-D- glukuronovc (6) (0,50 g, 1,03 mmol)

a2 hodlny se_vari pod zpétnym . chladlcem Po ochlazen1 na i'

teplotu mistnosti se odpafi. Produkt se chromatografuje na
silikagelu (eluent dichlormethan/methanol 97;5/2,5). Vyté-
zek 487 mg (64 %).

C31H35N3044Cly:
Vypoéteno C: 50,00 H: 4,74 N: 5,64 Cl: 9,52
Nalezeno C: 49,60 H: 4,82 - N: 5,62 Cl: 9,78

Teplota téani : 101 °C (methanol)
1 20_ 470 (om1 10. . CHET ~.
falp“’=-47% -(e=1,10- v CHCly)*::
14 NMR (300 MHz, CDClj):

5  8,25-8,15 (2 H),
7,45-7,35 (1 H),
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7.25-7,05 (1 H),

6,95-6,85 (1 H),

6,70-6,55 (2 H),

5,45-5,25 (4 H),

4,28 (d, J= 9 Hz, 1 H),

3,80-3,55 (11 H),

3,38 (s)2 diastereomerni karbamat (40/60) 3 H,
3,27 (s),

2,20-2,00 (9 H).

" IR (CDC13) :v(eml) 1760 (CO, estery), 1722 (CO, karbamat),
: 1530, 1350 (NO,).

MS (DCLl, NH3) : m/z [M+HI*; 744; [M+2+H]Y:746,
[M+Na]*: 766, [M+2+Na]™:768.

Sloucenina 10 :

MethyleSter\kyseliny_2-[N-methyl-N~[4-(N,N -bis-(2-chlor-
_ethyl)—amino)fenyloxykarbonyl]aminq]-4-nitrofenyl-B-D-
glukuronové (10)

K suspenzi methylesteru kysellny 2-[N-methyl-N-[4-
(N,N -bis-(2-chlorethyl)- amlno)fenyloxykarbonyl]amlno] 4-
nitrofenyl-2,3,4-tri-0O-acetyl-g-D-glukuronové (9) (68 mg,
0.0915 mmol) v methanolu’ (5 ml) se pfi teploté -15 °C prida
natrlumethylat (2 mg, 0,037 mmol) a micha se 6 hodin pri
teploté -15 °C. Po neutralizaci iontoméniéem (Amberlite
[RC-50 8) a filtraci se roztok odpar1 a chromatografuje se
na silikagelu s esterem kysellny octové jako eluentem. Vyté-
Zzek 50 mg (89 %). '

Cy5HygN3044Cl,
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14 NMR (300 MHz, CDCls): |

.. .8 - 8,22 (sl, 1H), el
8,16 (d, J = 8,5 Hz, 1 H),
7,25 (d, 1 H),
7.15-6,90 (2 H),
6,80-6,45 (2 H),.
5,06 (1 H),
4,20-3,15 (17 H).

IR (CDCly) :v(cm™l) 3601 , 3448 (OH), 1714 (CO), 1528,
| 1349 (NO,). v

MS (ES) : m/z - , [M+Nal*: 640, [M+2¥Na]+}642..ﬂ-.

v o e STOUSGENINA ~11 -7 - o et e e e e T i e e i e <2

- e s s Kyselina 2-[N-methyl-N- [4-{N.:N--bis-{(2-chlorethyl)aming)-- ==

“fenyloxykarbonyl]amino]-4-nitrofenyl-p-D-glukuronova (11)

"K roitokﬁ slouéeniny 10.(50 mg, 0;0809 mmol)lv acetonu

(4 ml) se pii teploté -15 °C piida 0,3 ml vodného roztoku .
1 N hydroxidu sodného. Smés se mich4 2 hodiny pii teploté

. -15 °C, neutraliipje se'i‘N vodnou kyselinou chlbrdvodikovou
a odpafi se ve vakuu (T<40 °C). P?odukt se ‘chromatografuje

. na.si1ikége1u acetoﬁitfiieﬁ/vodé'(9/1). Vitéiek &ini 45 ﬁg-

(89 %) .
o o : : _ 1
o S2alagNa019C s e
1H NMR (250 MHz, CD40D):
8 8,30 (sl, 1 H),.
8,24 (dd, Jgqpo=9 Hz, Jpopa=2.5 Hz, 1 H),

7,52 (d, J= 9 Hz, 1 H),




-25-

6,99 (d, J= 9 Hz, 2 H),
6,69 (d, I= 9 Hz, 2 H),
5,23 (1 H),

3,89 (d, J= 9 Hz, 1 H),
3,80-3,33 (1 H).

IR (Kr) :v(em™!) 3418 (OH), 1705 (CO), 1516, 1349 (NO,).

MS (ES) : m/z [M-H]T: 603
- [M+2-H]Y: 605.

Priklad 2
A ]

Kyselina‘2-[N-methy1-N-[4;(N,N -bis-(2-jodethyl)amino) -
fenyloxykarbonyl)amino}-4-nitrofenyl-p-D-glukuronova (12) ..

(Sloucenina 12)
B —~
o ‘g
o \___\\
‘ ' 1

Syntéza se provadi analogicky jako v pfikladu 1.

Ptiklad 3 .,

(Sloucenina 13) : proforma lé&iva quinin (F 391)
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Syntéza se provadi analbgicky jakb v'pfikladu 1.
Priklad 4

(Slouéeniha f&) : proforma lé&iva dipyridamol (F 392)

' Syntéza se provadi analogicky jako v pfikladu 1.
L]

Priklad 35

Enzymatické ¥tépeni F 373




-

Proforma 1éc¢iva F 373 (slouCenina 11) se pfi inkubaci
s B-glukoronidazou enzymaticky $tépi na aromaticky derivat
dusiku 4-[N,N-bis(2- chlorethyl)amlno]fenyl (slouc¢enina 7),

kyselinu glukuronovou a spacer.

F 373 - kyselina glukuronova +

@\j -

Sloucenina 7 Spacer (slouéenina 15)

‘ Proforma F 373 je v roztoku v bezvodém DMSO stabilni.

" K vySetfeni $tépitelnosti se smicha 10 pl roztoku F 373 (5
mg/ml v DMSO) se 180;p1 0,02 M'fosfétovéhb_pufru opH 7,2

a 10 pl E.coli e-glukoronidazy (Sigma) (330 pg/ml) a inkubu-,
je se pfi teploté 37 °C. Podil 25 pl se zfedi 225 pl 0,1
M fosfatového ﬁufru opH 3,0 (85 %) a acetonitrilu (15 %)

a okamzité se analyzuje s pomoci nasledujiciho systému HPLC.

HPLC systém

Pouzity systém HPLC sestava z gradientdvéhgo derpadla
(Gynkotek; model 480), autosampleru (Abimed, model 231/401),
UV-detektoru (Beckman, model 166, detekéni vinova délka 212
nm) a vyhodnocovaci jednotky (Beckman, systém Gold). Déleni -
se provadi na RP-sloupci (Zorbax SB-C 18, 5 pm, 124x4,6 mm).
Mobilni faze se vytvofi ze dvou sloZek podle nasledujiciho

schematu :




A - Acetonitril

B - 0,02 M fosfatovy pufr pH 3,0

0 min. 15 % A,
15 min. 75 % A,
25 min. 75 % A,
27 min. 15 % A,
35 min. .15 % A,

Byly nalezeny nasledujici

Doba F 373 Sloucenina 7 Spacer Sloudenina 15

—LO-

85 % B
25 % B
25 % B
85 % B
85 % B

plochy pikd :

min. ~ RT=12,6 RT=10,7 RT=14,1 N
0 19,41 0 0 |
o 10 . 46 AT 3'32 e e .__,1:_,92.. v e e e | .. ) .-
g g g e o b
7 0 7,33 . 5,37
10 0 6,19 5,43
15 0 5,58 | 5,43
25 0 4,00 5,70
60 0 0,88 6,53

Priklad &6

Cytotoxicita F 373, 391, 392 na tumorovych burkadch v pfitom-

nosti a v nepfitomnosti B-glukuronidézy

Na mikrodesticce 96-Vell se vyseje 2 x 10% LoVo bunék
na Vell v 10 pl MEM + 10 % FKS. Po 24 hodinich se testované

latky pridaji do 100 pl media v poZadované koncentraci
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a pifipadné navic B-glukoronidazy (50 pg/ml konecéna koncen-
trace; Sigma G 7896). Kazda skupina sestava ze 4 well,
kontrola se inkubuje pouze v mediu. Po 65 hodinach se prida
50 p1 MTT (2,5 mg/ml v PBS) a po 3 hodindch se odstrani
pfebytek. Barvivo vytvofené 2ijicimi bufikami se rozpusti
pfidavkem 100 pl DMSO/well. Pro kazdy well se mé&fi extinkce
pomoci fotometru Multiscan 340 CC (fa Flow) pri 492 nm.
Hodnoty 4 Vell ve skuplne se zpriuméruji a z nich se vypodte

k#ivka d&innosti davky a ICs, s pomoci software GraFlt 3.0.

Substance . bez f-gluk. s B-gluk

(proforma 1lé&iva) IC5p v umol IC5q v pmol-

F 373  >500 6.3 "
F 391 > 400 113

"F 392 > 400 49.5

Toxické sloudenina v proformé lédiva F 373 jé
'sloucenlna 7 (pfiklad 1, str. 15) a sama pri testu vykézala
ICSO 5 umol. Toxi&ka sloucdenina v proformé léciva F 391 je
quinin.a samotny jeho test vykazal IC5y 103 pmol. Toxicka
sloudenina v proforme leciva F 393 je dipyridamol a jeji

samotny test vykazal IC5p 43 umol.
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PATENTOVE NAROKY

1. Slouenina vzorce I
GlykoSyl-Y[-C(:Y)-X-lp—V(Rn)-Z-C(=Y)-ﬁéinné latka (I)

a/nebo fyziologigky ptijatelnych soli sloudenin vzorce I,

pricemz

glykosyl znamend énzymaticky od§tépiteln9 poly-, oligo- nebo -

monosacharid,’
V znamena 1) ' 5- az 14-Clenny aromatlcky zbytek,
S gy naftyl - _ e TR

3) Aindenyl,
) i"anthryl Iimft“i::; -":. ' _‘.fW: ”“1

e vuuc Ui e Sy

). phenanthryl R

6) 5- az-14-clenn9'hetefooyklicky zbytek s 1,
2, 3 nebo 4 heteroatomy ze skuplny
kysliku, dusiku a siry,

7y alkyl (Cl - Cg),

8) alkenyl (C, - Cg) s

9) - Icykloalkyl (Cy - C6) ~ nebo

10)  fenyl,
R znamend 1) vodik,
2) alkyl (Cy - C4)
3) .. _fenyl, _
- 4) methoxy, .
'5) 'karﬁoxy, )
m”6) methyloxykarbbnyl. . RN r-~M¥w«

7) -CN,
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8)  -OH,
9) -NO,
10) halogeny jako fluor, chlor nebo brom
11) sulfonyl '
12) sulfonamid nebo
13) sulfon-(Cy- C4)-alkylamid,
P znamena 0 nebo 1,
n znamena 0, 1, 2 nebo 3,
X znamena 1) kyslik
2)  -NH-,
3) methylenoxy,

4)  methylenamino,

5)  methylen-(Cy- C4)-alkylamino
6) (Cl'- C4)-alkylamino nebo
7) (Cj - Cg)-cykolalkylamino

Y znamena kyslik nebo -NH-

Z znamena 1) (Cy - C4)-a1ky1amino,

'2)  -N(CHy)-,

3)  -C(CHj),-MH-,

4)  -CH(CH;)-NH-, |

5) '—C(CH3)2—N(R2)—, kde R? znamena alkyl
: " (C1-C¢) nebo .

6) -NH-, jestlize V znamend (C;-C4) a

u¢inna latka znameni sloudeninu s biologickym d&inkem, ktera
se vaze pres kyslikovy zbytek, primarni nebo sekundarni

‘aminovy zbytek nebo iminovy zbytek.

2. SloucCenina vzorce I podle naroku 1, kde glykosyl

znamena enzymaticky odstépitelnou kyselinu glukuronovou,
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v zZnamena fenyl,

R Znamena vodik, CN, nitro, fluor,'chlor,'brdm,

P je nula '

n Znamena celé ¢islo nulu, 1 nebo 2,

Y Znamena kyslik

Z Znamena -N(CH;) -, -C(CH3),-NH-, -CH(CH4) -NH-,
C4)alkyl).

3. Sloucenina vzorce I podle ndroku 1 nebo 2 . kterou je

kyselina 2-[N-methyl- N-[4- (N N -bis- (2- chloroethyl)am1no)-
fenyloxykarbonyl]amlno] 4-nitrofenyl-g-D-glucurcnova,

kyscllna 2-[N-methyl-N- [(4 (N,N -bis- (2 Jodoethyl)amlno)—
fenyloxykarbonyl]amlno] 4 nltrofenyl ﬁ D-glucuronova

nebo

ST L .
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HO_ o

HO
HO Q NO,

CH

. 4, Zptisob vyroby sloudenin vzorce I,

vyznacujici se tim, Ze slouCenina vzorce ;I
Glykosyl-Y[-C(=Y)-X-]p-V(Rn)-Z (I1)

pricemz zbytky glykosyl, Y, X, p, V,’R,"n a Z maji vyznam

uvedeny pro vzoréc I podle naroku 1,

reaguje s u¢innou latkou,- ktera-obsahuje- aktivovany

karboxylovy, aminovy nebo iminovy zbytek, piifemz se reakce

‘provadi v pfitomnosti rozpoustédla ze skupiny acetonitril,

dioxan, tetrahydro- furan, dichlormethan, dimethylformamid,

aceton a nasledné se hydrolyticky od$tépi chranici skupiny.

5. Lédiva, vyznadéujici s e uCinnym obsahem
nejméné jedné slouceniny vzorce 1 podle jednoho nebo
nékolika narokt 1 a% 3, a/nebo fyziologicky pfijatelné soli

sloudeniny vzorce I, pfiemz zbytky glykosyl, Y, X, p. V, R,
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fﬁ,‘Z a a¢innd latka jsou definovany jako ve vzorci I podle

naroku 1, spolu s farmaceticky vhodnou a fyziologicky e

pfijatelnou nosnou létkou, pfisadou a/nebo jinou téinnou
a pomocnou latkou.

6. Pouziti slouéenln vzorce I podle narocku 1 k vyrobé -
1é¢iv k profylaxi a terapii rakov1nnych onemocnéni ,
onemocnéni auto1mun1ty a chronickych zanetllvych onemocneéni
jako reumaticka artritis.

7. Zpiisob vyroby légiva, = .
vyznadujici s e‘ t‘i m- Ze sé nejméne jedna
-slou¢enina vzorce I podle. naroku 1 pfipravi do vhodné
~aplikaéni formy s farmaceutlcky vhodnou a fyz1010glcky
Pfijatelnou nosnou latkou a pripadné dalsimi vhodnym1

.- u01nnym1 nebe pomocnyml 1atkam1 nebo pr1sadam1*

8. ‘Farmaceutické prlpravky, obsahu3101 sloucenlnu vzorce
1 podle jednoho nebo nekollka narok 1 az 3 a konjugat

protilatka- -enzym, ktery mizZe enzymatlcky Stépit glykosylovy
zbytek slouc¢eniny vzorce I.
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