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(57) 1 Производные О6-ал кил гуанина формулы

OCHRR'

кольце(ах) группами, выбранными из
галогена, циано, нитро, азидо, СгСбалкокси, ари-
ла, SOnR"", где R"" представляет С-і-Свалкил И П
равно 0, 1, 2, COOR5, где R5 представляет Н или

NH-, N

где Y представляет водород, рибозил или дезок-
сирибозил, которые могут быть замещены гидро-
кси или С1-С4 алкоксигруппами,
R' представляет водород, Сі гоалкил или гидрокси
Сі 20ЭЛКИЛ,
R обозначает (і) циклическую группу, имеющую
пятичленное гетероциклическое кольцо, содер-
жащее по меньшей мере один гетероатом, вы-
бранный из О, N или S, необязательно конденси-
рованное с кольцом бензола, пиридина или наф-
талина, или шестичленное гетероциклическое
кольцо, содержащее по меньшей мере один атом
N, необязательно с атомом S, необязательно кон-
денсированное с одним или двумя бензольными
кольцами, где указанная циклическая группа мо-
жет быть необязательно замещена в гетероцикли-
ческом(их) кольце(ах) и/или карбоциклическом(их)

или N-оксиды, (м) нафтил, необяза-
тельно замещенный галогеном или СгСбалкокси,
или их фармацевтически приемлемые соли
2 Соединение по п 1, где R обозначает гетеро-
циклическое кольцо, конденсированное с бен-
зольным кольцом, и где О -алкилгуаниновая груп-
па присоединена к R либо в гетероциклическом,
либо в бензольном кольце
3 Соединение по п 1 или 2, где R обозначает пя-
тичленное гетероциклическое кольцо, содержа-
щее один атом серы
4 Соединение по любому из предшествующих
пунктов, где R выбран из тиофенового кольца,
фуранового кольца или их замещенных производ-
ных
5 Соединение по любому из предшествующих
пунктов, где R является циклической группой, за-
мещенной галогеном, циано, SOnR"", где R"" пред-
ставляет СгСбалкил и п = 0, 1 или 2, или -COOR ,
где R5 представляет С-і-Свалкил
6 Соединение по любому из предшествующих
пунктов, где R выбран из тиофенового кольца,
фуранового кольца и их замещенных производ-
ных, которые выбраны из их бром- и цианопроиз-
водных
7 Соединение по п 6, где -CHRR' является О6-
тенилом или его бромзамещенным производным
8 Соединение по п 1, выбранное из
О6-тенил гуанина,
О6-(3-тенилметил)гуанина,
О6-пиперонил гуанина,
О6-фурфурил гуанина,
О6 (З-фурилметил)гуанина,
О6 (2-бензо[Ь]тиенилметил)гуанина,
О6 (2-бензофуранилметил)гуанина,
О6-(5-тиазолилметил)гуанина,
О6-(5-метоксикарбонилфурфурил)гуанина,
О6-(5-бромфенил)гуанина,
О6-(5-цианофурфурил)гуанина,
О6-(2-бензо[Ь]тиенилметил)гуанозина,
О6-(4-пиколил)гуанина,
О6-(2-нафтилметил)гуанина
9 Соединение по любому из пп 1-8, используе-
мое для получения фармацевтической компози-
ции, обладающей способностью ослаблять актив-
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ность О -ал кил гуанин-ДНК алкилтрансферазы в
опухолевых клетках

10 Соединение по п 9, представляющее собой
О6-тенилгуанин или его замещенное производное
по п 1

11 Фармацевтическая композиция, обладающая
способностью ослаблять активность О6-алкилгуа-
нин-ДНК алкилтрансферазы у хозяина, содер-
жащая производное гуанина и фармацевтически
приемлемый носитель, отличающаяся тем, что в
качестве производного гуанина она содержит эф-
фективное количество соединения формулы I или
его фармацевтически приемлемую соль по любо-
му из предшествующих пунктов

12 Фармацевтическая композиция по п 11, отли-
чающаяся тем, что она дополнительно содержит
алкилирующий агент
13 Фармацевтическая композиция по п 12, отли-
чающаяся тем, что алкилирующий агент выбран
из 1,3-бис(2-хлорэтил)-1-нитрозомочевины (BCNU)
и темозоломида
14 Способ получения производных О6-алкилгуа-
нина формулы І по п 1, отличающийся тем, что
осуществляют следующие стадии взаимодейс-
твие гидрата натрия с раствором RR'OH, где R и
R' указаны в п 1, в органическом растворителе,
добавление хлорида 2-амино-г\1,г\1,г\1-триметил-1Н-
пурин-6-аминия или 2-амино-6-хлорпуринбензола,
обработку слабой кислотой и эфиром и экстрак-
цию целевого продукта

Настоящее изобретение относится к О -за-
мещенным производным гуанина, способу их по-
лучения и к их применению для лечения опухо-
левых клеток Изобретение, в частности, относится
к производным гуанина, имеющим гетарильные или
нафгилалкильные заместителя в О6 - положении,
при этом указанные соединения обладают способ-
ностью снижать активность О6-алкилгуанин-ДНК ал-
килтрансферазы (АТазы) в опухолевых клетках

Было предложено использовать О6-алкилп-
роизводные гуанина, обладающие способностью
снижать активность О6-алкилгуанин-ДНК алкилт-
рансферазы, для усиления эффективности хи-
мико-терапевтических алкилирующих агентов, ко-
торые используют для уничтожения опухолевых
клеток Появляется все больше доказательств то-
го, что токсическое и мутагенное воздействие ал-
килирующих агентов на клетки млекопитающих в
значительной степени является следствием алки-
лирования О6-положения гуанина в ДНК Восста-
новлению О6-алкилгуанина способствует АТаза-
белок-восстановитель, который воздействует на
О6-алкилированные остатки гуанина, осуществляя
стехиометрический перенос алкильной группы в
остатки цистеина, расположенные в активном сай-
те белка-восстановителя, в автоинактивационном
процессе Важная роль АТазы при защите клеток
от биологического воздействия алкилирующих
агентов наиболее наглядно была продемонстри-
рована путем переноса и экспрессии генов АТазы
или комплементарных ДНК в клетки с дефицитом
АТазы тем самым повышается устойчивость к
действию различных агентов, в основном тех, ко-
торые метилируют или хлорэтилируют ДНК Хотя
механизм уничтожения клеток под действием О6-
метилгуанина в клетках с дефицитом АТазы до
сих пор не прояснен, уничтожение клеток под дей-
ствием О6-хлорэтилгуанина происходит за счет
образования межцепочечных сшивок к остатку ци-
тозина противоположной цепочки посредством
циклического этангуанинового промежуточного
соединения, и именно этот процесс подавляется
за счет стимулируемого АТазой удаления хло-
рэтильной группы или образования комплекса

Использование О6-метилгуанина и О6-бутил-
гуанина для ослабления активности АТазы описа-

но (Dolan et al , Cancer Res ,1989, 46, p 4500, Do-
Ian et al , Cancer Chemother, Pharmacol, 1989, 25,
p 103 Предложено использовать производные
О6-бензил гуанина для ослабления активности
АТазы, с целью сделать клетки, экспрессирующие
АТазу, более восприимчивыми цитотоксическому
воздействию хлорэтилирующих агентов (Moschel
et al , J Med Chem ,1992, 35, p 4486) В Патенте
США 5091430 и международной патентной заявке
WO 91/13898 (Moschel et al) приводится способ
уменьшения содержания О -алкилгуанин-ДНК
трансферазы в опухолевых клетках реципиента,
который заключается в назначении реципиенту
эффективного количества композиции, содержа-
щей О6-бензилированные производные гуанина
следующей формулы

N 4

где Z обозначает атом водорода, или

или

Oj
НО Т 7

он он он он
a Ra обозначает бензильную группу или замещен-
ную бензильную группу Бензильная группа может
содержать в орто-, мета- или пара-положении та-
кие заместители как атом галогена, нитро, арил,
такой как фенил или замещенный фенил, алкил,
содержащий 1-4 атома углерода, алкокси, содер-
жащий 1-4 атома углерода, алкенил, содержащий
вплоть до 4 атомов углерода, алкинил, содержа-
щий вплоть до 4 атомов углерода, амино, моноал-
киламино, диалкиламино, трифторметил, гидрок-
си, гидроксиметил и SOnR

b , где п равно 0,1,2 или
3, a R обозначает атом водорода, алкил, содер-
жащий 1-4 атома углерода, или арил В статье Mi-
Young Chae et al , J Med Chem , 1994, 37, pp 342-
347 - опубликована после даты приоритета нас-
тоящей заявки на изобретение - описываются тес-
товые испытания аналогов О6-бензил-гуанина, со-
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держащих в положении 9 бензильного кольца все
более возрастающие по размеру заместители
Соединением № 6 там является О -(2-пиридилме-
тил)гуанин, который в указанной заявке обозна-
чают как О6-(2-пиколил) гуанин Однако в разделе
Результаты и Обсуждение результатов на стра-
ницах 342-343 статьи Спае et al не подчеркивает-
ся, что Соединение 6 может представлять инте-
рес, а включено в группу "остальные соединения",
которые "обладают промежуточной активностью"
(страница 343, строки 12-15 по тексту статьи) Ав-
торы подтвердили ранее сделанные ими наблю-
дения (J Med Chem , 1992, 35, р 4486), что лишь
аллильные или бензильные заместители в О6-по-
ложении гуанина эффективно дезактивируют АТа-
зу (страница 343, строки 21 -23 по тексту статьи)

О6-Бензилгуанин имеет ограниченное ис-
пользование в качестве дезактиватора АТазы Он
более устойчив, чем это необходимо, что при-
водит к тому, что он долгое время сохраняется в
животном, которому он введен Это соединение
потенциально токсично как само по себе, так и в
сочетании с хлорэтилирующими агентами, что так-
же нежелательно и может быть связано с вре-
менем выживания

Соединения по настоящему изобретению
обладают отличными от О6-бензилгуанина инакти-
вирующими свойствами по отношению к АТазе, а
в ряде случае их активность до 8 раз выше, чем
активность О6-бензилгуанина Исследованы такие
различные полупериоды существования и токси-
ческие свойства Таким образом, объектом нас-
тоящего изобретения являются новые соедине-
ния, полезные для ослабления активности АТазы,
с целью усиления воздействия химико-терапевти-
ческих средств, таких как хлорэтилирующие или
метилирующие антиопухолевые агенты

Другой целью настоящего изобретения яв-
ляются фармацевтические композиции, содержа-
щие соединения, которые полезны для ослабле-
ния активности АТазы Еще одной целью настоя-
щего изобретения является способ ослабления
активности АТазы в опухолевых клетках Наконец,
еще одной целью настоящего изобретения яв-
ляется способ лечения опухолевых клеток ре-
ципиента

Таким образом, настоящее изобретение от-
носится к О6-замещенным производным гуанина
формулы I

OCHRR'

NH

(I)

в которой
Y обозначает Н, рибозил, дезоксирибозил

или R"XCHR'", где X обозначает О или S , R" или
R'" обозначают алкил или его замещенное произ-
водное,

R' обозначает Н, алкил или гидроксиалкил,
R обозначает

(і) циклическую группу, содержащую, по
крайней мере, одно 5- или 6-членное гетероцикли-
ческое кольцо, необязательно конденсированное
с карбоциклическим или гетероциклическим коль-
цом, где каждое гетероциклическое кольцо вклю-
чает, по крайней мере, один гетероатом, выбран-
ный из О, N или S, или его замещенное производ-
ное, или

(м) нафгил или его замещенное производ-
ное, и его фармацевтически приемлемым солям

R может обозначать 5- или 6-членным ге-
тероциклическим кольцом или его бензопроизвод-
ным, при этом в последнем случае О6-алкилгуа-
ниновый радикал может быть присоединен к R как
в гетероциклическом, так и в бензольном кольце

В предпочтительных вариантах осуществле-
ния изобретения R обозначает 5-членное кольцо,
содержащее S или О, которое может быть конден-
сировано или не конденсировано со вторым коль-
цом

Предпочтительно, R является гетероцикли-
ческим кольцом, содержащим, по крайней мере,
один S атом, более предпочтительно, R является
5-членным гетероциклическим кольцом, содержа-
щим, по крайней мере, один S атом, и, наиболее
предпочтительно, R является тиофеновым коль-
цом или его замещенным производным

В качестве альтернативы R может являться
гетероциклическим кольцом, содержащим, по
крайней мере, один О атом, в частности, 5-член-
ное гетероциклическое кольцо, содержащее, по
крайней мере, один О атом, и, более предпочти-
тельно, R может являться фурановым кольцом
или его замещенным производным

В качестве еще одной альтернативы, R мо-
жет обозначать гетероциклическое кольцо, содер-
жащее, по крайней мере, один атом азота, в част-
ности, R может быть 6-членным гетероциклом, со-
держащим, по крайней мере, один атом азота и, в
частности, R может обозначать пиридиновое коль-
цо В определении Y термин "замещенное произ-
водное" включает замещение одной или большим
количеством следующих групп гидрокси, алкокси,
амино, алкиламино, амидо или уреидо

В определении R термин "замещенное про-
изводное" включает замещение гетероцикличес-
ких колец и/или карбоциклического(их) кольца(ец)
одной или несколькими следующими группами
алкилом, алкенилом, алкинилом, галогеном, га-
логеналкилом, нитро, циано, гидроксиалкилом,
SOn R"", где R"" обозначает алкил, а п равно 0, 1
или 2, или карбоксильной или сложно-эфирной
группой формулы -COOR5, где R5 обозначает Н
или алкил Галоген, галогеналкил, циано, группа
SOnR"" (как указано ранее) и -COOR5, где R5 обоз-
начает алкил, являются предпочтительными за-
местителями

Алкил, алкенил или алкинил, предпочти-
тельно, содержит от 1 до 20, более предпочти-
тельно, от 1 до 100, а более предпочтительно от 1
до 5 атомов углерода Галоген включает иод,
бром, хлор или фтор

Примеры соединений по настоящему изобре-
тению (вместе с Соединениями В 4214 и В 4218, ко-
торые не входят в объем притязаний по настоящей
заявке на изобретение) приведены в таблице 1
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Таблица 1

В 4203

В 4205

В 4206

В 4209

В 4210

В 4211

В 4212

В 4213

В 4214

В 4217

О6-фурфурил гуанин

О6-тенил гуанин

О6-(3-тиенилметил)гуанин

О6-(3-фурилметил)гуанин

О6-(2-пиколил)гуанин

О6-(3-пиколил)гуанин

О6-пи перон илгуанин

О6-(2-нафтилметил)гуанин

0І_-О6-(альфа-метилбензил)гуанин

01_-О6-(альфа-метилтенил )гуанин
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Продолжение табл 1

В 4218 О -2-метилбензил)гуанин

В 4219 DL-0 -[1-(3-тиенил)этил]гуанин

В 4220 О -(5-метилтенил)гуанин

В 4221 О -(5-метилфурфурил)гуанин .OG

В 4222 О -(3-метилтенил)гуанин

В 4226 О -(2-бензо[Ь]тиенилметил)гуанин

В 4229 I О -(5-метоксикарбонилфурфу-

рил) гуанин О

В 4234 О -(5-карбоксифурфурил)гуанин
.OG

В 4265 О -(1-нафтилметил)гуанин

CH2OG

В 4266 О -(2-бензофуранилметил)гуанин

В 4268 О -пиперонилгуанозин

О

О.

НО

он он
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Продолжение табл 1

В 4269 О6-(5-бромтен ил) гуанин

В 4271 О6-(5-азапиперонил)гуанин

В 4273 О6-(5-цианофурфурил)гуанин

В 4274 О6-(5-оксазолилметил)гуанин

о

В 4275 О6-(5-тиазолилметил)гуанин
N

В 4276 О -(2-бензо[Ь]тиенилметил)гуа-

нозин

В 4277 О6-(4-пиколил)гуанин

В 4278 О -(1-метил-4-нитропиррол-2-ил-

метил)гуанин

N
1

CH
3

В 4279 О6-тенилгуанозин

NH

H 0

)
HO OH
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Среди соединений, приведенных в таблице
1, соединения В 4214 и В 4218 не являются сое-
динениями по настоящему изобретений Соедине-
ние В 4210 (те соединение формулы І, в котором
R обозначает 2-пиридил, R' обозначает Н, a Y
обозначает Н) не является предпочтительным
соединением по настоящему изобретению

Наиболее предпочтительные соединения по
настоящему изобретению включают

В 4205 О6-тенилгуанин
В 4206 О6-(3-тиенилметил) гуанин
В 4212 О6-пиперонилгуанин
В 4226 О6-(2-бензо[Ь]тиенилметил)

гуанин
В 4266 О6-(2-бензофуранилметил)гуанин
В 4275 О6-(5-тиазолилметил)гуанин

и соединения, замещенные в гетероцикле группы
R атомами галогена, циано-группой или сложноэ-
фирной группой, втом числе

В 4229 О6-(5-метоксикарбо-
н илфурфурил) гуа н и н

В 4269 О6-(5-бромтенил) гуанин
В 4273 О6-(5-цианофурфурил)гуанин
Другие предпочтительные соединения вклю-

чают
В 4209 О6-(3-фурилметил)гуанин
В 4276 О6-(2-бензо[Ь]тиенилметил)

гуанозин
В 4277 О6-(4-пиколил)гуанин

Наиболее предпочтительными соединения-
ми по изобретению являются те соединения, ко-
торые инактивируют АТазу в условиях in vitro и/и-
ли в клетках млекопитающих и/или опухолевых
ксенотрансплактантах более эффективно, чем
О6 бензилгуанин (BeG), и которые стимулируют
клетки млекопитающих и/или опухолевые ксенот-
рансплантанты на уничтожение клеток или сти-
мулируют ингибирующее воздействие нитрозомо-
чевины и/или метилирующих агентов более эф-
фективно, чем BeG Предпочтительные соедине-
ния должны обладать по сравнению с BeG мень-
шей токсичностью по отношению к нормальным
тканям и/или к организму в целом при совместном
использовании с указанными агентами Предпоч-
тительные соединения сами по себе не должны
быть токсичными или проявлять токсичность,
большую чем минимальная токсичность в дозах,
необходимых для инактивации АТазы, кроме того,
не должны быть токсичными любые продукты гид-
ролиза предпочтительного соединения, которое
не является химически стойким Хотя изобретение
не ограничивается какими-либо теоретическими
выводами, может оказаться, что предпочтитель-
ные соединения должны быть менее стойкими,
чем BeG , так чтобы они могли претерпевать спон-
танное разрушение вскоре после того, как достиг-
нута максимальная степень инактивации АТазы в
этом случае любое воздействие процессов обме-
на на агент, приводящее к образованию токсичес-
ких производных, могло бы быть сведено к ми-
нимуму Предпочтительные соединения должны в
меньшей степени повышать чувствительность
костного мозга человека или других типов нор-
мальных клеток к токсическому воздействию алки-
лирующих агентов, с тем чтобы они не усиливали
бы известное токсическое воздействие или не

приводили бы к появлению новой токсичности
указанных агентов в нормальных тканях человека

Предпочтительные соединения по настоя-
щему изобретению включают соединения, имею-
щие относительно низкие значения І50, которые
приведены ниже в таблице 4 (в частности, ниже
1,0 мкМ, более предпочтительно, менее 0,04
мкмМ), и/или соединения, имеющие относительно
короткий полупериод существования в Буфере 1
(пример проведения анализа в условиях in vitro
и/или забуференном фосфатом солевом физио-
логическом растворе (пример условий физиологи-
ческой среды), которые приведены ниже в табли-
це 4 (в частности, менее 20 час в буфере 1 или
менее 16 час в забуференном фосфатом физио-
логическом растворе)

Относительно короткий полупериод сущест-
вования может служить свидетельством того, что
соединение по изобретению менее устойчиво, чем
О6-бензилгуанин вследствие реакционноспособ-
ности группы RR'CH- и имеет тенденцию к распа-
ду при гидролизе в физиологической среде

Влияние группы RR'CH - в соединениях
формулы I, позволяющее им действовать как ин-
гибиторы АТазы, определяется электронными,
стерическими и физико-химическими факторами
Стерические факторы могут быть связаны со
свойствами ближайшего окружения сайта цистеи-
нового рецептора АТазы Преимущественно, R'
обозначает атом водорода Было показано, что
второй атом углерода, присоединенный к О6 (как в
DL производных В 4214 или В 4217), значительно
ослабляет инактивирующую способность, вероят-
ность, вследствие большого размера замести-
теля

Циклическая группа R не содержит метиль-
ную группу в вицинальном положении (как в
В 4222), хотя влияние вицинального заместителя,
очевидно, значительно меньше в том случае, ког-
да R представляет собой гетероцикл, чем в слу-
чае нафгильных изомеров В 4213 и В 4265

Физико-химические факторы, такие как ста-
бильность, растворимость и способность к распре-
делению в системе вода - липид важны при вы-
боре соединений для использования в условиях m
vivo и влияют на состав, поглощение и перенос
соединений На выбор соединений может оказать
влияние их различная способность к распределе-
ний в различных тканях

В одном из вариантов осуществления нас-
тоящего изобретения заявляется фармацевтичес-
кая композиция, содержащая соединение форму-
лы I, где значения Y , R и R' указаны ранее, или
его фармацевтически приемлемую соль и фарма-
цевтически приемлемый наполнитель Компо-
зиция необязательно может также содержать ал-
килирующий агент, такой как хлорэтилирующий
или метилирующий агент

В другом варианте осуществления настоя-
щего изобретения заявляется способ ослабления
активности АТазы у реципиента, заключающийся в
назначении реципиенту эффективного количества
композиции, содержащей соединение формулы I,
где значения Y , R и R' указаны ранее, или его
фармацевтически приемлемую соль, в частности,
указанной выше композиции Указанный способ
иначе можно определить как способ ослабления
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стимулируемой АТазой активности по восстанов-
лению ДНК у реципиента

В изобретении далее заявляется способ ле-
чения опухолевых клеток у реципиента, заключаю-
щийся в назначении реципиенту эффективного ко-
личества композиции, содержащей соединение
формулы I, где значения Y , R и R' указаны ранее,
или его фармацевтически приемлемую соль, в
частности, указанной выше композиции, и назна-
чении реципиенту эффективного количества ком-
позиции, содержащей алкилирующий агент Спо-
соб может применяться для лечения опухолей, ко-
торые чувствительны к действию алкилирующих
агентов, в частности, меланобластомы и глиомы и
других, устойчивость которых к действию одних
лишь алкилирующих агентов может быть прео-
долена путем использования активатора по нас-
тоящему изобретению

В изобретении заявляется также способ по-
лучения соединений формулы I, включающий сле-
дующие стадии взаимодействие гидрида натрия с
раствором RR' СНОН (где значения R и R' указаны
ранее) в органическом растворителе, преимущест-
венно, при комнатной температуре или температу-
ре ниже комнатной, добавление хлорида 2-амино-
N,N, N-триметил-ІН-пурин-б-аминия или 2-амино-
6-хлорпуринрибозида, обработку реакционной
смеси слабой кислотой в эфире, и экстракцию це-
левого продукта

Изобретение более подробно поясняется со
ссылкой на прилагаемые фигуры, из которых

На фиг 1 графически представлена величи-
на остаточной активности очищенной рекомби-
нантной АТазы человека с последующим выдер-
живанием в инкубаторе с различными концентра-
циями разнообразных дезактиваторов Каждая
точка показывает среднее из трех значений Ли-
ния, соответствующая 50%-ной активности, ис-
пользуется для вычисления величины І50, т е кон-
центрации дезактиватора, и необходимой для сни-
жения на 50% активности АТазы

На фиг 2 приведены два графика зависи-
мости роста клеток от концентрации алкилирую-
щего агента (мкг/мл), которые показывают сенси-
билизирующее воздействие О6-бензил гуанина
(BeG) и О6-тенилгуанина (В 4205) при двух различ-
ных концентрациях (0,1 и 1,0 мкМ) на BCNU при
сенсибилизации клеток Raji Линия, соответствую-
щая 90% роста, используется для вычисления ве-
личин Dgo, т е дозы BCNU, при которой наблю-
дается 90% роста по сравнению с не подвергав-
шимися воздействию контрольными образцами,
т е соответствует росту ингибирования на 10%

На фиг 3 приведены четыре графика за-
висимости роста клеток, выраженного в процен-

тах, от концентрации алкилирующего агента
(мкМ), которые показывают влияние четырех раз-
личных концентраций (0,1, 0,5, 1,0 и 5,0 мкМ) BeG
и В 4205 на темозоломид при сенсибилизации
клеток Raji

Фиг 4 представляет собой график, получен-
ный экстраполяцией значений, приведенных на
рис 3, для величин D50 (мкМ) (те дозы темозо-
ломида, при которой наблюдается 50%-ный рост,
по сравнению с не подвергавшимися воздействию
контрольными образцами) в зависимости от кон-
центрации инактиватора (мкМ)

На фиг 5 приведены два графика зависи-
мости роста клеток, выраженного в процентах, от
концентрации инактиватора, которые показывают
увеличение ингибирующего воздействия О6-фур-
фурилгуанина (В 4203) и В 4205 на клетки V79 ки-
тайского хомячка (RKJO) и их сублинии (+120)

На фиг 6 приведены два графика зависи-
мости роста клеток, выраженного в процентах, от
концентрации инактиватора, которые показывают
увеличение ингибирующего воздействия В 4203 и
В 4205 на субклоны Xeroderma piqmentosum

На фиг 7 приведены четыре графика за-
висимости роста клеток, выраженного в процен-
тах, от концентрации инактиватора (мкМ), которые
показывают воздействие продуктов распада инак-
тиваторов В 4203, В 4205, и В 4212 (О6-пиперонил-
гуанин) и В 4226 (О6-[2-бензо(Ь)тиенилметил)гуа-
нин) на рост клеток Raji

Фиг 8 представляет собой диаграмму за-
висимости активности АТазы (фм/мг) от времени
(в часах), которая показывает ослабление актив-
ности АТазы в ксенотрансплантантах А375 у голых
мышей для не подвергавшихся воздействию конт-
рольных образцов, обработанных кукурузным мас-
лом, и экстрактов, обработанных BeG (30 мг/кг) и
В 4205 (30 мг/кг)

На фиг 9-13 приведены графики результа-
тов исследования ксенотрансплантантов На каж-
дом рисунке верхний график показывает зависи-
мость объема опухоли, выраженного в процентах,
от времени (в днях) для ксенотрансплантантов
А375 у голых мышей, подвергавшихся воздейст-
вию одного BCNU, BeG в сочетании с BCNU и
В 4205 в сочетании с BCNU Нижний график на
каждом рисунке показывает количество выживших
мышей в каждой подвергшейся воздействию груп-
пе в зависимости от времени (в днях) после обра-
боток, приведенных на верхнем графике

Фигуры имеют следующие отличия

Фиг.

9

10

11

12

13

Мыши

ASU

ASU

OLAC

ASU

ASU

Концентрация BCNU (мг/кг)

Прибл 15

25

10

16

16

Концентрация дезактиватора
(мг/кг)

60

60

30

60

60
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На фиг 14 приведены три графика зависи-
мости процента выживания от концентрации те-
мозоломида (мкМ), которые показывают выжива-
ние клеток костного мозга с последующей обра-
боткой инактиватором (10 мкМ) или ДМСО (конт-
рольные образцы) в сочетании с возрастающими
дозами темозоломида

Способы осуществления изобретения
Производные О6-гетарилалкилгуанина, об-

ладающие инактивирующими способностями по
отношению к АТазе, могут быть получены путем
адаптации стандартных методик, которые предс-
тавлены ниже

Хлорид 2-aMHHO-N,N,N- триметил-1Н-пурин-
6-аминия получают в соответствии с методикой,
приведенной в статье Kibuns et al , J Chem
Soc (С), 1971, 3942 Подробные условия проведе-
ния реакции этой четвертичной соли с бензилок-
сидом натрия (с образованием О6-бен зил гуанина),
не указанные в статье McCoss, Chen and Tolman,
Tetrahedron Lett, 1985, 26, 1815, приведены в Ев-
ропейской патентной заявке 184473 (Me Coss,
Tolman, Wagner and Hannah), однако они не при-
емлемы для относительно чувствительных анало-
гов, поэтому заявителями была разработана при-
веденная ниже стандартная методика

Стандартная методика получения О6-гетари-
лалкилгуанинов (Формула I, Y = Н)

Гидрид натрия (60% в масле, 0,8 г, 20 ммол)
добавляют к раствору RR'CHOH (56 ммоль, прибл
5 мл) в ДМСО (5 мл) и смесь перемешивают при
комнатной температуре в течение 1 час Для твер-
дых спиртов или спиртов с большим молекуляр-
ным весом вместо 5 мл можно использовать до 10
мл ДМСО Добавляют хлорид 2-aMHHO-N,N,N-TpH-
метил-1Н-пурин-6 аминия (2,29 г, 10 ммоль) и пе-
ремешивание продолжают еще в течение 1 час
Изменение в УФ поглощении заканчивается
( Я,тах 312^284 нм) и практически прозрачный рас-
твор обрабатывают уксусной кислотой (1,7 мл)
После охлаждения и разбавления эфиром (300
мл) смесь оставляют стоять (2 час) и твердое ве-
щество (А) отфильтровывают Растирают с водой
и получают целевое соединение Вторую фракцию
можно получить после упаривания фильтрата
эфир-ДМСО и растирания остатка последователь-
но с эфиром и водой Иначе продукт можно экст-
рагировать из твердого вещества (А) теплым аце-
тонитрилом Перекристаллизованные соединения
дают одно пятно по данным тонкослойной хро-
матографии (ТСХ) (бензол метанол, 4 1) и подт-
верждаются элементным анализом и данными
ЯМР спектроскопии Часто они содержат в своем
составе кристаллизационный растворитель Тем-
пературы плавления и аналитические данные
представлены в таблице 2, данные УФ и Н ЯМР
спектроскопии приведены в таблице 3 Спектры 1Н
ЯМР получены на спектрометрах Bruker WP80 и
MSL 300

Эту стандартную методику (вариации указа-
ны в виде символов в таблице 2) используют для
получения соединений, приведенных в таблицах
2а и За В соединениях В 4217 и В 4219 R' обозна-
чает метил, в остальных соединениях R' обозна-
чает Н О6-Бензилгуанин и Соединения В 4214,
В 4218 и В 4231, приведенные ниже в таблице 4,

также получены по этой стандартной методике
для проведения сравнительных испытаний

Вариации, указанные символами в таблице
2, означают следующее

a) Для получения этого соединения исполь-
зуют 5 ммоль гидрида натрия на 1 ммол четвер-
тичной соли Если используют стандартное ко-
личество (2 ммол), то при разработке реакционной
смеси может быть регенерировано 40% четвер-
тичной соли

b) Это соединение получают гидролизом ме-
тилового эфира В 4229 (145 мг, 0,5 ммоль) в 2-ме-
токсиэтаноле (2,5 мл) и воде (2,5 мл) обработкой
2М раствором едкого натра (2,5 мл) в течение 4
час при комнатной температуре Нейтрализуют ук-
сусной кислотой (0,32 мл, 5,5 ммоль), осторожно
упаривают, растирают с водой (3 мл) и отфильтро-
вывают, получая твердое вещество, из которого
после экстракции метанолом получают кислоту
В 4234

c) Необходимые цифры основаны на мо-
ногидрате смеси 4 частей натриевой соли кислоты
и 3 частей кислоты, что требует для Na 4,3% Най-
дено Na, 4,44%

d) Вместо стандартного количества 5,6
ммоль используют 3 ммоль спирта RCH2OH на 1
моль четвертичной соли

e) Для спиртов, которые слишком чувстви-
тельны к действию гидрида натрия в ДМСО при
комнатной температуре, DCH2ONa получают в
ДМФА (2,5 мл при минус 10°С, 3 ммоль RCH2OH, 2
ммоль гидрида натрия) Через 15-20 минут добав-
ляют 1 ммоль четвертичной соли и перемешива-
ние продолжают в течение 2-3 час при комнатной
температуре

f) Продукты экстрагируют ацетонитрилом
Получение рибозидов (Формула I, Y = ри-

бозил)
Раствор алкоксида, полученного по при-

веденной выше Стандартной методике из гидрида
натрия (60% в масле, 120 мг, 3 ммоль) и RR'
СНОН (4,6 ммоль) в сухом ДМСО (2 мл), в течение
1 час обрабатывают 2-амино-6-хлорпуринрибози-
дом (302 мг, ммоль) и перемешивают в течение 5
минут при комнатной температуре, а затем 15 ми-
нут при температуре 60-65°С О завершении реак-
ции свидетельствует изменение УФ спектра ( Я,тах

311^284 нм) Охлаждение и тщательное расти-
рание с эфиром (100 + 15 мл) с последующей
фильтрацией позволяет получить твердое ве-
щество, которое обрабатывают водой (10 мл) До-
водят рН с 11 до 8, недолго пропуская углекислый
газ Неорганические вещества отделяют фильтро-
ванием и высушенный остаток экстрагируют ме-
танолом при комнатной температуре (четырьмя
порциями по 10 мл, содержащими каплю пириди-
на) После испарения практически всего количест-
ва метанола и добавления небольшого количест-
ва эфира получают продукт, чистый по данным
ТСХ (бензол метанол, 4 1) Его перекристалли-
зовывают из метанола, содержащего следовые
количества пиридина, растворяя и упаривая при
температуре ниже 40°С, иногда в конце добав-
ляют немного эфира

Указанную методику используют для по-
лучения соединений, представленных в таблицах
2Ь и ЗЬ Следовые количества примесей трудно
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удалить, однако данные ЯМР спектроскопии по-
казывают, что чистота нуклеозидов составляет

приблизительно 90% Выходы составляют поряд-
ка 30-40%

Таблица 2а

Тесто-

вый
номер

В 4203

В 4205

В 4206

В 4209

В 4210

В 4211

В 4212

В 4213

В 4217

В 4219

В 4220

В 4221

В 4222

В 4226

В 4229

В 4234

В 4265

В 4266

О8-замещен-

ный
RR-CH-

фурфурил

тенил

3-тиен ил-
метил

3-фурил-
метил
2-пиколил

3-пиколил

пиперонил

2-нафгил-
метил

альфа-ме-
тилтенил (f)

1-(3-тиен-
ил)этил (f)
5-метилте-
нил (f)

5-м етил-
фурфурил
ff)V і/

3-метилте-
нил
2-бензо-[Ь]
тиенилме-
тил

5-метокси-
карбонил-
фурфурил
(a f)

5-карбокси-
фурфурил
(Ь)

1-нафгил-
метил
2-бензофу-
ранилме-
тил

Выход

% (из
расчета
на соль-

ват)

85

72

74

61

71

53

74

74

27

57

29

38

29

66

43

67

75

58

Раствори-

тель для
перекрис-

талли-
зации

метанол

этанол

метанол

этанол

метанол

метанол

этанол

этанол

ацетон ит-
рил

ацетон ит-
рил

ацетон ит-
рил

ацетон ит-
рил

метанол

метанол

метанол

метанол

метанол

метанол

Т.пл (с

разло-
жением)

(°С)

неопре-
деленно

от 185

неопре-
деленно
постепен-
но от 185

205

191

220-221

226-228

195-197

224-226

150 выше

150 выше

140 выше

промежу-
точн

промежу-
точн

198-208

120-130 (с
газовы-
деле-
нием)

210-260

210 выше

196-198

Формула

C10H9N5O2I/2H2O

CioH9N5OS1/3EtOH

Ci0H9N5OSMeOH

C10H9N5O2

C11H10N6OI/2H2O

C11H10N6OI/2H2O

C13H11N5O33/4H2O

C16H13N5O

C11H11N5OS

C11H11N5OS

C11H11N5OS

C11H11N5O2I/2H2O

C11H11N5OS

C14H11N5OS МеОН

Ci2HiiN5O41,5H2O

C11H9N5O4 2H2O(c)

C I 6 H I 3 N 5 O 1 / 2 M E O H

C14H11N5O2MEOH

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

Анализ

С

50 14
50 01

48 40
48 78

47 61
47 3

52 07
51 93
52 85
52 60
52 53
52 60
52 22
52 25
65 91
65 97

50 39
50 57

50 59

52 18
51 98

53 93
54 69

45 88
45 57

42 69
43 2

64 37
64 48
57 31
57 50

Н

4 00
419

4 61
4 22

4 88
4 69

416
3 92
4 73
4 41
4 78
4 41
4 48
4 22
4 58
4 50

4 40
4 24

4 33

4 81
4 76

4 49
4 59

4 21
4 46

3 52
3 4

4 85
4 92
4 76
4 83

N

29 24
29 17

26 45
26 63

25 67
25 07

30 25
30 29
32 79
33 47
32 50
33 47
23 64
23 44
23 99
24 05

26 96
26 80

27 10

27 47
27 56

21 47
21 26

21 86
22 14

22 68
22 9

22 81
22 79
22 53
22 35

10
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Продолжение табл 2а
Тесто-

вый

номер

В 4269

В 4271

В 4273

В 4274

В 4275

В 4277

В 4278

О8-за-
мещенный

RR'CH-

5-бромте-
нил (d, e, f)
5-азапипе-
ронил (d)

5-циа-
нофурфу-
рил (d, f)

5-окса-
зол ил ме-
тил (d, f)

5-тиазо-
л ил метил
(d,f)

4-пиколил
(d)

1-метил-4-
нитро-
пиррол-2
-ил метил
(d,e)

Выход
(из рас-
чета на.

сольват)

14

63

15

32

40

72

22

Раство-
ритель для

перекрис-
талли-
зации

этанол

этанол

метанол

метанол

метанол

метанол

метанол

Т. пл. (с
разло-

жением)
(°С)

170-180

230-240

91-100
(с газовы-
делением)

180-215

190-220

230 выше

140-210

Формула

Ci 0 H 8 BrN 5 OS

Ci2HioN6031/4EtOH

C11H8N6O2H2O

C9H8N6O2I/4H2O

C9H8N6OSI/2H2O

СцНюМбО

C11H11N7O3I/2H2O

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

Анализ

С

36 81
36 82
50 27
50 40

48 25
48 19

45 58
45 66

42 14
42 02

54 82
54 55

44 17
44 29

Н

2 52
2 47
3 86
3 89

3 70
3 67

3 70
3 62

3 73
3 53

419
416

417
4 06

N

20 81
21 47
27 94
28 22

29 82
30 65

35 50
35 52

32 43
32 67

34 48
34 71

32 49
32 87

Таблица 2Ь
Тесто-

вый но-
мер

О8-замещен-
ный RR'CH

Рибозиды

В 4268

В 4276

В 4279

пиперонил

2-бензо
[Ь]тиенил-
метил
тиенил

Выход

%
(из рас-

че-

та на
соль-
ват)

Раство-
ритель для
перекрис-

таллизации

метанол

метанол-
эфир

метанол-
эфир

Т.пл. (с раз-
ложением)

(°С)

от 150
(с газовы-
делением)

140-155

от 120 (с
газовыде-
лением)

Формула

C18H19N5O72H2O

C19H19N5O5SH2O

Ci 5H 1 7N 5O 5S1/2H2O

найдено
необх

найдено
необх

найдено
необх

Анализ

С

47 08
47 69

50 75
50 98

46 67
46 39

Н

4 58
511

4 47
4 73

5 00
4 67

N

1512
15 45

16 83
15 65

18 48
18 03

Таблица За
Тестовый

номер

В 4203

В 4205

О8-замещенный
RR-CH-

фурфурил

тенил

А-тах(МЄТаНОЛ) (НМ)

243, 285

243, 284

5 н (м.д. относительно ТМС:
ДМСО-с18:ЛГц)

5,43 (синглет), 6,32 (синглет), 6,49 (дублет дуб-
летов, J 3,1, 1,5), 6,66 (дублет, J 3,1), 7,71 (дуб-
лет, J 1,5), 7,81 (синглет), 12,42 (уширенный

синглет)
5,57 (синглет), 6,30 (синглет), 7,04 (дублет дубле-
тов, J 5,1, 3,5), 7,31 (дублет дублетов, J 3 , 5 , 1,2),
7,56 (дублет дублетов, J 5,1, 1,2), 7,84 (синглет),
12,47 (уширенный синглет)

11
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Продолжение табл За
Тестовый

номер

В 4206

В 4209

В 4210

В 4211

В 4212

В 4213

В 4217

В 4219

В 4220

В 4221

В 4222

В 4226

В 4229

В 4234

В 4265

Оь -замещенный
RR-CH

3-тиенил
метил

3-фурил-
метил

2-пиколил

3-пиколил

пиперонил

2-нафгилметил

альфа-метилте-
нил

1-(3-тиенил)этил

5-метилтенил

5-метилфурфу-
рил

3-метилтенил

2-бензо [Ь]тие-
нилметил

5-метоксикарбо-
нилфурфурил

5-карбоксифур-
фурил

1-нафгилметил

^тах(МЄТаНОЛ) (НМ)

242, 284

245, 284

247,262 269
(плечо),

285

245, 262(плечо),
270 (плечо),

285

242, 287

244, 282

243, 284

242, 283

246, 284

240, 283

244, 283

240, 267, 282
(RCH2OH 241,

262, 289 шир, 300
шир)

251, 280 (плечо)
(RCH2OH 259)

250, 280
(RCH2OH 256)

244, 283, 293
(плечо)

5 н (м.д. относительно ТМС:
flMCO-ds:J(rM)

5,47 (синглет), 6,27 (синглет), 7,26 (дублет дубле-
тов, J 4,8, 1,2 ), 7,54 (дублет дублетов, j 4,8, 2,9),
7,62 (уширенный синглет), 7,80 (синглет), 12,40
(уширенный синглет)

5,34(синглет), 6,26(синглет), 6,65 (дублет, J 1,4),
7,66 (триплет, J 1,4), 7,82 (синглет), 7,83 (уширен-
ный синглет), 12,42 (уширенный синглет)

5,58 (синглет), 6,27 (синглет), 7,50 (мультиплет),
7,84 (синглет), 8,58 (дублет дублетов, J 4,8, 1,2),
12,47 (уширенный синглет)

5,58 (синглет), 6,36 (синглет), 7,49 (дублет дубле-
тов, J 7,9, 4,8), 7,87 (синглет), 8,01
(дублет триплетов, J 7,9, 1,8), 8,62 (дублет дубле-
тов, J4.8, 1 8), 8,80 (уширенный синглет, 12,48 (у-
ширенный синглет)

5,38 (синглет), 6,02 (синглет), 6,24 (синглет), 6,95
(мультиплет), 7,79 (синглет), 12,37 (уширенный
синглет)

5,67 (синглет), 6,28 (синглет), 7,46-8,04 (мультип-
лет), 12,47 (уширенный синглет)

1,74 (дублет,J6.6) 6,24 (синглет), 6,74 (квартет, J
6,6), 7,01 (мультиплет), 7,24 (мультиплет), 7,49
(мультиплет), 7,81 (синглет), 12,40 (уширенный
синглет)

1,67 (дублет, J 6,5), 6,20 (синглет), 6,54 (квартет, J
6,5), 7,24 (мультиплет),7,50 (мультиплет), 7,82
(синглет), 12,37 (уширенный синглет)

2,42 (дублет, J 3,4), 5,57 (синглет), 6,25 (синглет),
6,70 (дублет, J 3,4), 7,08 (дублет), 7,81 (синглет),
12,41 (уширенный синглет)

2,28 (синглет), 5,37 (синглет), 6,11 (мультиплет),
6,27 (синглет), 6,53 (дублет, J 3,0), 7,81 (синглет),
12,44 (уширенный синглет)

2,28 (синглет), 5,60 (синглет), 6,25 (синглет), 6,91
(дублет, J 5,0), 7,45 (дублет, J 5,0), 7,80 (синглет),
12,44 (уширенный синглет)

5,78 (синглет), 6,38 (синглет), 7,38 (мультиплет),
7,60 (синглет), 7,83 (синглет), 7,85 (мультиплет),
12,47 (уширенный синглет)

3,82 (синглет), 5,50 (синглет), 6,39 (синглет), 6,87
(дублет, J 3,4), 7,32 (дублет, J 3,4), 7,83 (синглет),
12,45 (уширенный синглет)

5,43 (синглет), 6,35 (синглет), 6,68 (дублет, J
3,3), 6,87 (дублет, J 3,3), 7,85 (синглет), 12,53
(уширенный синглет)
5,96 (синглет), 6,36 (синглет), 7,58 (мультиплет),
7,72 (дублет, J 6,8), 7,79 (синглет), 7,89 (муль-
типлет), 8,11 (мультиплет), 12,44 (уширенный
синглет)

12
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Продолжение табл За
Тестовый

номер

В 4266

В 4269

В 4271

В 4273

В 4274

В 4275

В 4277

В 4278

Оь -замещенный
RR-CH

2-бензофуран ил-
метил

5-бромтенил

5-азапиперонил

5-цианофурфурил

5-оксазол ил метил

5-тиазолилметил

4-пиколил
(d)

1-метил-4-нитро-
пиррол-2-ил метил

^тах(МЄТаНОЛ) (НМ)

246, 278, 284
(RCH2OH 246,

275 шир, 283 шир)

247, 284
(RCH2OH 246)

241, 290
(RCH2OH 234,

294)

248, 286
(RCH2OH 248)

243, 286

244, 286

244, 265 (плечо),
286

244, 285, 320
(плечо) (RCH2OH

280, 320)

5 н (м.д. относительно ТМС:
flMCO-ds:J(rM)

5,62 (синглет), 6,40 (синглет), 7,13 (синг-
лет), 7,27 (дублет триплетов, J 7,3, 1,1),
7,34 (дублет триплетов, J 7,3, 1,3), 7,65
(мультиплет), 7,68 (мультиплет), 7,85 (си-
нглет), 12,48 (уширенный синглет)

5,62 (синглет), 6,36 (синглет), 7,17 (АВ
квартет, J 3,7), 7,85 (синглет), 12,47
(уширенный синглет)

5,40 (синглет), 6,18 (синглет), 6,39 (синг-
лет), 7,48 (дублет, J 1,8), 7,83 (синглет),
12,46 (уширенный синглет)

5,53 (синглет), 6,42 (синглет), 6,99 (дуб-
лет, J 3,5), 7,67 (дублет, J 3,5), 7,87 (синг-
лет), 12,52 (уширенный синглет)
5,56 (синглет), 6,38 (синглет), 7,44 (синг-
лет), 7,85 (синглет), 8,45 (синглет), 12,48
(уширенный синглет)

5,76 (синглет), 6,42 (синглет), 7,85 (синг-
лет), 8,14 (синглет), 9,13 (синглет), 12,49
(уширенный синглет)
5,58 (синглет), 6,34 (синглет), 7,47 (дуб-
лет, J 5,7), 7,88 (синглет), 8,60 (дублет, J
5,7), 12,51 (уширенный синглет)
3,78 (синглет), 5,46 (синглет), 6,40 (синг-
лет), 6,98 (синглет), 7,84 (синглет), 8,08
(синглет), 12,49 (уширенный синглет)

Таблица ЗЬ
Тестовый

номер
Рибозиды

В 4268

В 4276

В 4279

О6-замещенный
RR-CH

пиперонил

2-бензо [Ь] тиенил-
метил

тенил

А-тах(МЄТаНОЛ) (НМ)

246, 287 (RCH2OH
240, 288)

241, 252, 269, 287
(RCH2OH

241, 262, 289 шир,
300 шир)

246, 285

5 н (м.д. относительно ТМС:
ДМСО-о^ЛГц)

3,53 и 3,62 (два дублета дублетов, J 11,9,
3,75), 3,89 (квартет, J 3,5), 4,10 (дублет
дублетов J 4,9, 3,5), 4,45 (триплет, J 5,5),
5,1 (уширенный синглет), 5,38 (синглет),
5,78 (дублет, J 6,0), 6,02 (синглет), 6,51
(синглет), 6,93 (дублет, J 7,7), 7,00 (дублет
дублетов, J 7,7, 1,5), 7,10 (дублети 1,5),
8,10 (синглет)

3,57 и 3,67 (два мультиплета), 3,91 (квар-
тет, J 3,6), 4,12 (квартет, J 5,2), 5,16 (муль-
типлет), 5,45 (дублет, J 6,2), 5,83 (синглет
+ мультиплет), 6,61 (синглет), 7,40 муль-
типлет), 7,63 (синглет), 7,88 (мультиплет),
7,97 (мультиплет), 8,16 (синглет)

3,57 и 3,64 (два мультиплета), 3,92 (квар-
тет, J 3,5), 4,13 (мультиплет), 4,49 (квар-
тет^ 5,2), 5,16 (мультиплет), 5,45 (муль-
типлет), 5,70 (синглет), 5,81 (дублет, J
6,0), 6,57 (синглет), 7,07 (дублет дублетов,
J 5,1, 3,5), 7,34 (дублет, J 0,9), 7,60 (дуб-
лет, J 1,3), 8,14 (синглет), 12,40 (уширен-
ный синглет)
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Исходные спирты RR'CHOH обычно по-
лучают восстановлением соответствующих альде-
гидов, большинство которых производится про-
мышленно, с помощью боргидрида натрия Другой
подход используют для получения предшествен-
ников сложного эфира В 4229 и нитрила В 4273
Сахарозу превращают [1] через промежуточно об-
разующийся 5-хлормети л фурфурал ь в 5-гидрок-
симетилфурфураль Окислением [2] этого альде-
гида получают карбоновую кислоту, которую эте-
рифицируют по методу Bocehi et al [3], получая
метиловый эфир 5-(гидроксиметил)фурановой
кислоты [4], необходимый для синтеза В 4229 Ок-
сим [5] альдегида дегидратируют по методу Carotti
et al [6], сырой продукт перед проведением экст-
ракции дихлорметаном предварительно обра-
батывают метанольным раствором концентри-
рованного водного раствора аммиака После пе-
регонки получают 5-цианофурфуриловый спирт
[7], необходимый для синтеза В 4273

При синтезе В 4266 по реакции Вильсме-
йера [8] из бензофурана получают 2-альдегид, ко-
торый восстанавливают в требуемый спирт [9], а
при синтезе В 4226 вначале получают литиевое
производное, которое обрабатывают диметилфор-
мамидом и получают 2-альдегид, а из него - спирт
[10]

При синтезе В 4274 диметиловый эфир вин-
ной кислоты окисляют [11] в метиловый эфир гли-
оксиловой кислоты, который взаимодействует [12]
с тозилметилизоцианидом с образованием ме-
тилового эфира оксазол-5-карбоновой кислоты
[13] Его восстанавливают алюмогидридом лития
по методу Fallab [14] и получают спирт [15]

При синтезе В 4275 из броммалонового аль-
дегида [16] и тиомочевины получают 2-аминотиа-
зол-5-карбоксальдегид [17] Его дезаминируют
амилнитритом [17] с последующим восстановле-
нием боргидридом натрия и получают 5-гидрокси-
метилтиазол [14]

При синтезе В 4271 5-азапиперониловый
спирт (т пл 82-84°С, найдено С, 54,60, Н, 4,58, N,
9,09, вычислено для C7H7NO3 С, 54,90, Н, 4,61, N,
9,15%) получают из соответствующего альдегида
[18]

При синтезе В 4278 1-метилпиррол-2-кар-
боксальдегид нитруют [19] и восстанавливают до
спирта [20] с помощью боргидрида натрия

В качестве конкретного примера приводится
методика получения О6-тенилгуанина (В 4205)

Получение О6-тенилгуанина
Раствор тенилового спирта (3,18 мл, 33,6

ммоль) в ДМСО (3 мл) обрабатывают гидридом
натрия (60% в масле, 0,48 г, 12 ммоль), проводя
вначале осторожное перемешивание Через 1 час
добавляют хлорид 2-амино-І\І, N, N-триметил-ІН-
пурин-6-аминия (1,37 г, 6 ммоль) и перемешива-
ние продолжают еще в течение 1 час Добавляют
уксусную кислоту (1,0 мл), недолго охлаждают и
разбавляют смесь эфиром (180 мл) Через 1-2 час
выделяют твердое вещество (2,09 г) После упари-
вания эфира и отгонки ДМСО и избытка тенило-
вого спирта (т пл 48-57°С/0,2 мм рт ст) получают
остаток, из которого растиранием с эфиром по-
лучают вторую порцию твердого вещества (0,36 г)
Полученные порции твердого продукта объе-
диняют, растирают с водой (6 мл) и получают про-

дукт (1,335 г, 90%), который показывает одно
большое пятно по данным ТСХ (бензол метанол,
4 1) и лишь следовые количества примеси После
растворения в горячем этаноле (30 мл), осветле-
ния путем фильтрации через целит и упаривания
(до 10 мл) с помощью ротационного испарителя
получают В 4205 (1,125 г, 71%, содержит 1/3 ЕЮН
на моль в виде сольвата)

Соединения формулы І, в которых Y обозна-
чает R"XCHR"' (секо-нуклеозиды), могут быть по-
лучены аналогично реакции О -бензилгуанина со
сложными эфирами альфа-хлоркарбоновых кис-
лот (MacCoss et al , Tetrahedron Lett, Европейская
патентная заявка 184473) или алкилбромидами (в
частности, Kjellberg, Liljenberg and Johansson, Tet-
rahedron Lett, 1986, 27, 877, Moschel, McDougall,
Dolan, Stme and Pegg, I Med Chem, 1992, 35,
4486)

Типичные компоненты "сахара", соответст-
вующие R"XCHR'", которые приводят к секо-нук-
леозидам, получают по методикам, описанным, в
частности, в статье McCormick and McElhmney, J
Chem Soc , Perkin Trans, 1, 1985, 93, Lucey, Me
Cormick and McElhmney, J Chem Soc, Perkin
Trans, 1, 1990, 795

Соединения формулы І, в которых Y обозна-
чает рибозил или дезоксирибозил (нуклеозиды),
могут быть получены по методикам, аналогичным
синтезу рибозида и 2-дезоксирибозида О6-бензил-
гуанина (Moschel et al ,1992, Gao, Fathi.Gaffney et
al , J Org Chem , 1992, 57, 6954, Moschel, Hudgms
and Dipple, J Am Chem Soc , 1981, 103, 5489 (см
выше получение рибозидов)

Промышленное использование
Количество применяемого соединения по

настоящему изобретению варьируют в зависимос-
ти от эффективного количества, требуемого для
лечения опухолевых клеток Подходящей дозой
является доза, приводящая к созданию в опухо-
левой клетке, лечение которой приводят, такой
концентрации соединения по настоящему изобре-
тению, которая приведет перед проведением те-
рапии с использованием алкилирующего агента к
ослаблению активности АТазы, в частности, приб-
лизительно 1-2000 мг/кг, предпочтительно 1-800
мг/кг, наиболее предпочтительно 1-120 мг/кг

Фармацевтическая композиция по настоя-
щему изобретению может быть приготовлена в
обычных формах вместе с обычными наполни-
телями, как указано в Международной заявке WO
91/13898, описание которой приводится здесь для
справок Композиция может содержать инакти-
ватор по настоящему изобретению вместе с алки-
лирующим агентом, или же композиция может сос-
тоять из двух частей, одна из которых содержит
инактиватор, а другая содержит алкилирующий
агент Способ назначения реципиенту соединений
по настоящему изобретению также может быть
обычным, как, например, описано в заявке WO
91/13898 При назначении пациенту инактиватора
по настоящему изобретению фармацевтическая
композиция может содержать соответствующий
инактиватор в подходящем носителе, таком как
40%-ный полиэтиленгликоль 400 в физиологичес-
ком солевом растворе, или в физиологическом со-
левом растворе, или в 3%-ном этаноле (в физио-
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логическом растворе) - для внутривенных инъек-
ций или в виде порошка в форме соответствую-
щих капсул - для орального назначения

Алкилирующие агенты можно назначать в
соответствии с известными методиками и в виде
обычных дозировочных форм, как описано, напри-
мер, в заявке WO 91/13898, или предпочтительно
в виде единичной дозы сразу же или в течение 24
час, однако, преимущественно, в течение прибли-
зительно 2 час после назначения инактивирую-
щего АТазу агента в дозах, меньших, чем дозы,
которые применяют при обычных режимах ле-
чения Уменьшение дозы может оказаться необхо-
димым, поскольку, как ожидается, инактиваторы
обычно увеличивают токсичность алкилирующих
агентов Примерами хлорэтилирующих агентов яв-
ляются 1,3-бис(2-хлорэтил)-1-нитрозомочевина
(BCNU), 1 -(2-хлорэтил)-3-циклогексил-1 -нитрозо-
мочевина (CCNU), фотемустин, митозоломид и
кломезон и агенты, приведенные в публикациях
McCormick, McElhinney, McMury and Maxwell, J
Chem Soc , Perkm Trans, 1, 1991, 877, Bibby, Dou-
ble, McCormick, McElhinney, Radacic, Pratesi and
Dumont, Anti-Cancer Drug Des,1993, 8, 115 При-
меры метилирующих агентов включают темозо-
ломид (Патент Великобритании 2104522) и декар-
базин, прокарбазин и стрептозоцин

Методы
Очистка рекомбинантной АТазы
Клонирование комплементарной ДНК и

сверхэкспрессия АТазы человека уже описано ра-
нее [23] Очистку рекомбинантных белков про-
водят либо аффинной хроматографией на колонке
ДНК-целлюлоза, как описано Wilkinson et al , [25 ,
26], или ион-обменной хроматографией на DEAE-
целлюлозе В последнем случае белок АТазу пе-
ред тем как разместить в колонке DEAE-целлю-
лоза частично очищают осаждением сульфатом
аммония (30-60%) и диализом по отношению к
раствору, содержащему 10 мМ Tns-HCI с рН 7,5, 1
мМ дитиотреитола, 2 мМ ЭДТК, 10% глицерина
Затем АТазу элюируют в градиенте 0-0,1 М NaCI
Очищенная АТаза человека сохраняет свою ак-
тивность, если хранить ее в концентрированном
виде при температуре минус 20°С в буфере 1 [50
мМ Tns-HCI (рН 8,3)/3 мМ дитиотреитол/1 мМ
ЭДТК] и может быть разморожена и вновь заморо-
жена несколько раз без существенной потери сво-
ей активности

Выдерживание в инкубаторе с инактивато-
ром и анализ с АТазой

Испытуемые соединения растворяют в ДМ-
СО с конечной концентрацией 10 мМ разбавляют
непосредственно перед использованием в буфере
1, содержащем 1 мг/мл бычьего сывороточного
альбумина (IBSA) Рекомбинантную АТазу разбав-
ляют в IBSA и оттитровывают, чтобы реакция про-
водилась в условиях, лимитируемых АТазой, а не
субстратом При проведении каждого анализа
фиксированные количества АТазы (60-75 фмол)
выдерживают в инкубаторе с различными ко-
личествами О6-бензилгуанина или испытуемым
соединением с общим объемом 200 мкл IBSA, со-
держащего 10 мкг ДНК вилочковой железы телен-
ка, в течение 1 час при температуре 37°С Добав-
ляют [3Н]-метилированную ДНК в качестве субст-
рата (100 мкл, содержит 6,7 мкг ДНК и 100 фмол

О -метилгуанина) выдерживают в инкубаторе 1
час при температуре 37°С, пока реакция не завер-
шится После кислотного гидролиза ДНК, как опи-
сано ранее [21], [3Н]-метилированный белок вы-
деляют и определяют его количество методом
сцинтилляции в жидкости Обычно проводят по
два анализа образцов, а эксперименты повторяют
несколько раз Iso является концентрацией инакти-
ватора, требуемой для снижения активности АТа-
зы на 50%

Клеточная культура и получение экстрактов
Клетки млекопитающих выращивают в стан-

дартных условиях Например, клетки Raji (линия
лимфобластоидных клеток человека из лимфомы
Беркитта) выращивают в суспензии культуры в
среде RPMI, в которую добавлено 10% сыворотки
лошади Клетки А375М являются клетками ме-
ланомы человека, от которых получают вышео-
писанные ксенотрансплактанты и затем вводят их
подкожно голым мышам, клетки WiDr представ-
ляют собой клеточную линию раковых клеток тол-
стой кишки человека, клетки Hamster+120 предс-
тавляют собой отобранную с помощью митозо-
ломида сублинию клеточной линии V79 фиброп-
ласта легких китайского хомячка, которую обозна-
чают RJKO, клетки Yoshita представляют собой
клеточную линию, карциносаркомы крыс, a YRbus
представляет ее сублинию, устойчивую к дейст-
вию бусульфана, клетки ХР представляют собой
трансформированную под действием SV40 кле-
точную линию фибропластов, полученную из кожи
пациента, больного Xeroderma pigmentosum, клет-
ки pHMGhAT2b являются клоном указанных кле-
ток, которые заражают вектором экспрессии кле-
ток млекопитающих, содержащим комплементар-
ную ДНК АТазы человека, а клетки рНМ G1a пред-
ставляют собой клон, который заражают лишь век-
тором экспрессии (т е не содержит ДНК АТазы че-
ловека) Таблетки клеток вновь суспендируют в
холодном (4°С) буфере 1, содержащем 2 мкг/мл
лейпептина, подвергают воздействию ультразвука
в течение 10 секунд с интервалами 12 микро-
секунд между импульсами После охлаждения ль-
дом клетки подвергают воздействию ультразвука
еще в течение 10 секунд с импульсами 18 микро-
секунд Сразу же после обработки ультразвуком
добавляют 0,01 объемов раствора 6,7 мг/мл фе-
нилметансульфонилфгорида в этаноле и обра-
ботанную ультразвуком смесь центрифугируют с
ускорением 15000 g в течение 10 минут при тем-
пературе 4°С, чтобы отделить клеточные остатки
в виде таблетки Жидкость над осадком сохра-
няют для определения активности АТазы (см да-
лее)

Устойчивость инактиваторов при 37°С
Инактиваторы (10 мМ в ДМСО) разбавляют

до концентрации 0,1 мМ в предварительно нагре-
том дегазированном буфере 1 (1 мМ ЭДТК, 50 мМ
Tns, рН 8,3) или забуференном фосфатом со-
левом растворе (рН 7-7,2) Забуференный фосфа-
том солевой физиологический раствор представ-
ляет собой раствор, содержащий 0,8% хлорида
натрия, 0,02% хлорида калия, 0,15% дигидрофос-
фата натрия, 0,02% дигидрофосфата калия с рН
7,2 Образцы немедленно переносят в спектро-
фотометр CARY 13 (блок кювет находится при
температуре 37°С) и сканируют на подходящей
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длине волны (в соответствии со спектральными
свойствами соединения) в течение до 80 час с ин-
тервалами 3-10 минут Результаты выражают в
виде изменения процента поглощения в зависи-
мости от времени, а значения Т1/2 (полупериод
существования) получают из них экстраполяцией

Ингибирование активности АТазы в клетках
млекопитающих

Клетки разбавляют до концентрации 106 /мл
в среде для выращивания культуры, содержащей
либо соответствующие концентрации инактивато-
ра либо эквивалентный объем носителя (ДМСО)
После выдерживания в инкубаторе в течение 2
час при температуре 37°С клетки отбирают цент-
рифугированием, дважды промывают забуферен-
ным фосфатом солевым раствором и полученную
таблетку из клеток (1-2 х 107на таблетку) хранят
при температуре минус 20°С

Активность АТазы определяют, как указано
ранее, в двух сериях клеточных экстрактов, под-
вергнутых воздействию ультразвука, и выражают
в виде процента остаточной активности по отно-
шению к активности, имеющейся в необработан-
ных контрольных образцах (например, 350-450
фм/мг в клетках Raji) Значения Iso (т е концентра-
цию инактиватора, требуемую для снижения ак-
тивности АТазы на 50%) получают из них экстра-
поляцией

Сенсибилизация клеток Raji и А375М к дей-
ствию BCNU и темозоломида

Чувствительность клеток Raji к цитотокси-
ческому воздействию BCNU и темозоломида после
предварительной обработки в течение 2 час инак-
тиватором изучают с помощью анализа ХТТ [22]
Если коротко, то клетки помещают в количестве
1000 на ячейку на планшеты с 96 ячейками и пе-
ред добавлением среды, содержащей либо инак-
тиватор в соответствующей концентрации либо эк-
вивалентный объем носителя, выдерживают в ин-
кубаторе в течение 30 минут при температуре
37°С Через 2 час в инкубаторе при 37°С добав-
ляют среду, содержащую либо возрастающие до-
зы BCNU, темозоломида или эквивалентное ко-
личество носителя и дают клеткам расти в те-
чение 6 дней По окончании указанного срока до-
бавляют раствор ХТТ и выдерживают клетки в ин-
кубаторе еще в течение 4 час при температуре
37°С Полученный в качестве продукта реакции
формазан красно-оранжевого цвета количествен-
но определяют, измеряя поглощение на длине
волны 450 нм с помощью аппарата для прочтения
микротитрационных планшетов

Чувствительность клеток А375М к цитоток-
сическому воздействию BCNU изучают с помощью
анализа МТТ [24], который имеет следующие от-
личия от вышеописанного анализа ХТТ Клеткам
А375М (1000 на ячейку) дают расти в течение 24
час, затем обрабатывают инактиватором, а еще
через 2 час - с помощью BCNU Через 6 дней до-
бавляют раствор МТТ (4 мг/мл) и выдерживают
клетки в инкубаторе в течение 3 час при темпе-
ратуре 37°С Среду удаляют и полученные ро-
зовые кристаллы формазана растворяют в ДМСО
(120 мкл) и жизнеспособные клетки определяют,
измеряя поглощение на длине волны 450 нм с по-
мощью аппарата для прочтения микротитрацион-
ных планшетов

Из полученных данных вычисляют процент
роста клеток по отношению к контрольным ячей-
кам для интервала доз BCNU или темозоломида
как в присутствии, так и в отсутствии инактивато-
ра Чувствительность клеток Raji к BCNU
(Dgo C/Dgo I) определяют как частное ОТ деления
величины Dgo (т е дозы, при которой наблюдается
90% роста по отношению к не подвергавшимся
воздействию контрольным образцам, или инги-
бирование роста на 10%, вычисленной из резуль-
татов по использованию одного BCNU (Dgo С), и
величины Dgo для BCNU плюс инактиватор (Dgo I)
Значение, равное единице (1) указывает, таким
образом, на отсутствии сенсибилизации под влия-
нием инактиватора Чувствительность клеток Raji
ктемозоломиду и чувствительность клеток А375М
к BCNU определяют из соответствующих значений
D50 (те дозы, при которой наблюдается 50%-ное
ингибирование роста)

Чувствительность клеток млекопитающих к
действию инактиваторов или продуктов их гидро-
лиза

Для исследования влияния самих инакти-
ваторов на КЛЕТКИ Xeroderma pigmentosum и клет-
ки V79 китайского хомячка на них в течение 2 час
при температуре 37°С воздействуют возрастаю-
щими концентрациями (вплоть до 600 мкМ) выб-
ранного инактиватора В некоторых случаях инак-
тиваторы предварительно подвергают гидролизу в
течение 20 час при температуре 37°С, а затем до-
бавляют к клеткам Raji, чтобы изучить возможную
степень ингибирования роста клеток продуктами
распада Через 6 дней степень роста клеток опре-
деляют, как это описано ранее

Сенсибилизация клеток костного мозга к
действию темозоломида (анализ GM-CFC)

Для анализа гранулоцит/макрофаг ко-
лониеобразующих клеток (анализа GM-CFC) по-
лучают первичные образцы костного мозга че-
ловека от пациентов, которым проводят кардио-
торакальные операции После удаления из образ-
цов эритроцитов клетки помещают в количестве 1-
2 х 105 /мл в среду Пскова 300 mOSM, содержа-
щую 10 мкМ инактиватора или эквивалентный об-
ъем ДМСО, 20% сыворотки плода коровы, 10%
кондиционной среды 5637 как источника факторов
роста и 0,3% очищенного агара, в чашки Петри,
содержащие соответствующие дозы темозоломи-
да и выдерживают в инкубаторе при температуре
37°С в атмосфере, содержащей 5% диоксида уг-
лерода и 95% воздуха Через 9 дней определяют
колонии, включающие более 50 клеток Колонии
являются клетками-предшественниками грануло-
цит/макрофаговой линии дифференцировки
(RuGM -CFC) Выживаемость определяют в виде
процента от количества колоний при нулевой кон-
центрации темозоломида

Изучение ксенотрансплантантов
Животные
Мужские особи крыс BAL В-С с врожденным

отсутствием вилочковой железы (nu/nu ) с весом
25-35 г получают из выращиваемой в условиях по-
мещения колонии из Патерсон о веко го института
по исследованию рака (Christie Hoshital NHS Trust,
Wilmslow Road, Manchester M20 9BX, England)
(мыши ASU) Животных до проведения экспе-
римента помещают в стерильных условиях Для
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одного из экспериментов мышеи получают от
Harlan Olac, Harlan UK Ltd, Shaw's Farm,
Blackthorn, Bicester, Oxon, 0X6 OPT, England (мы-
ши OLAC) Вес этих мышей составляет 17-23 г,
впоследствии оказалось, что эти мыши более чув-
ствительны к токсическим эффектам при комби-
нированной (инактиватор и BCNU) обработке По
этой причине используют меньшие дозы

Клетки
Клетки А375М (меланомы человека) вы-

ращивают в модифицированной Иглом среде
Дульбекко, содержащей 10% сыворотки плода ко-
ровы Клетки получают для in vivo инокуляции, вы-
держивая в инкубаторе с 0,01% трипсина

Опухоли
Клетки (106) в 100 мкл забуференного фос-

фатом физиологического солевого раствора вво-
дят подкожно в правый бок nu/nu мышам в возрас-
те 8-10 недель Дают этим клеткам в течение 3-4
недель развиться в опухоль для пересадки экспе-
риментальным животным Блоки из опухолей с
размером 2 мм х 2мм х 2мм имплантируют под-
кожно в правый бок Указанные животные через 7-
10 дней готовы для проведения экспериментов с
инакти вато ром

Лечение опухоли

Мышам nu/nu внутрибрюшинно вводят либо
30 или 60 мг/кг О6-бензилгуанина или В 4205 и
соответствующее количество носителя для конт-
роля за 60-90 минут до введения 10-25 мг/кг BCNU
(внутрибрюшинно) О6-Бензилгуанин и В 4205 го-
товят в виде раствора с концентрацией 5 мг/кг в
кукурузном масле, a BCNU - в забуференном фос-
фатом солевом растворе + 3% этанола (2 мг/мл)

Измерения опухолей
Измерения ксеноимплантантов проводят че-

рез каждые 1-2 дня работниками с помощью циф-
рового циркуля Объем опухоли вычисляют по
формуле (высота х ширина х длина) л/6 Экспе-
риментальных животных также взвешивают каж-
дые 1-2 дня Измерения продолжают до тех пор,
пока опухоли у контрольных животных достигают
максимального допустимого объема (те 1 см х 1
см х 1 см)

Результаты
В таблицах 4, 5 и 6 представлены физичес-

кие, биохимические свойства и полученные в ус-
ловиях in vivo данные для каждого инактиватора
Приведенные тестовые испытания поясняются в
разделе Методы

Таблица 4

Инактиватор

О6-бензил гуанин

Оь-алл ил гуанин

В 4203 Оь-фурфурилгуанин
1/2Н2О

В 4205 Оьтиенилгуанин
1/ЗЕЮН

В 4206 Оь-3-тиенилме-
тил)гуанин МеОН

В 4209 Оь-(3-фурилме-
тил)гуанин

В4210О6-(2-пиколил)-

гуанин 1/2 Н2О

В 4211 О6-(3-пиколил)-
гуанин 1/2Н2О

В 4212 О6-пиперонилгуа-
нин 3/4Н2О
В 4213 О6-(2-нафтилме-

тил)гуанин

B4214DL-O6-(aльфa-

метилбензил) гуанин

B4217DL-O6-(aльфa-

метилтенил) гуанин

Молек.
вес

241

191

240

262

279

231

251

251

299

291

255

261

І50

(мкМ)

0,04

22

0,08

0,018

0,03

0,15

35

0,43

0,02

0,15

>60

>500

Т 1/2(час)
в Буфере

1

>64

>64

0,3

1,2

>80

1,3

Raj і І
(мкМ)

0,10

0,04

0,02

0,06

0,15

>1,0

0,05

0,03

Т1/2 (час)
в забуф.

фосфатом
физиол.

П-ПР

>16

0,17

0,6

>16

>16

>16

>16

0,72

>16

Сенсибилизация Raj і
(D9Oc/D9Ol)

0,1 мкМ

Г)
1,9+0,7

2,6

8,4

1,6

1,5

2,7

1,2

0,5 мкМ

2,0+0,4

1,4

2,1

1,0 мкМ

3,8+1,8

5,7

8,0

6,0

2,8

10,7

2,9
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Продолжение табл 4
Инактиватор

В4218О6-(2-метилбен-

зил)гуанин

B 4 2 1 9 D L - O 6 - [ 1 - ( 3 - T H -

енил)этил]гуанин

В 4220 Оь-(5-метилте-
н ил) гуанин

В 4221 Оь-(5-метилфурфу-
рил)гуанин I/2H2O
В 4222 О6-(3-метилте-
н ил) гуанин

В 4226 Оь-(2-бензо[Ь]тие-
нилметил) гуанин

В 4229 Оь-(5-метокси-
карбон илфурфурил) гуа н и н

В 4231 О6-(5-мето кс и-

бензил)гуанин І/2Н2О

В 4234 Оь-(5-карбоксифур-
фурил) гуанин
В 4265 Оь-(1-нафтилме-
тил)гуанин 1/2МеОН
В 4266 О6-(2-бензофура-

нилметил)гуанин МеОН

В 4268 Оь-пиперонилгуа-
нозин 2Н2О

В 4269 О6-(5-бромте-

н ил) гуанин

В 4271 Оь-(5-азапиперо-
нил) гуанин 1/4ЕЮН
В 4273 Оь-(5-цианофурфу-
рил)гуанин НгО

В 4274 Оь-(5-оксазолилме-
тил)гуанин І/4Н2О

В 4275 Оь-(5-тиазолилме-
тил)гуанин І/2Н2О

В 4276 Оь-(2-бензо[Ь]тие-
нилметил)гуанозин НгО
В 4277 О -(4-п и кол и л) гуа-
нин

В 4278 Оь-(1-метил-4-нит-
ропиррол-2-илметил)гуа-
нин

В 4279 Оь-тенилгуанозин
1/2Н2О

Молек.
вес

255

261

261

254

260

329

316

280

306

307

313

453

326

298

256

274

257

464
242

298

388

І50
(мкМ)

58

85

9

10

0,65

0,03

0,09

60

60

95

0,035

0,75

0,0045

0,23

0,006

0,34

0,033

0,35
0,13

0,55

0,9

Т1/2(час)
в Буфе-

ре 1

9,7

60

Raj і І
(мкМ)

>1,0

>1,0

>1,0

0,47

0,06

0,25

>1,0

0,006

Т1/2 (час) в
забуф.

фосфатом
физиол. р-

ре

0,12

>16

>16

>16

6,7

>16

>16

>16

8

>16

Сенсибилизация Raj і

0,1 мкМ

1,0

1,0

1,0

1,4

1,6

1,2

1,0

1,0

(D90C/D90l)

0,5
мкМ

1,0

1,0

1,0

1,9

1,6

2,1

1,0

1,0

1,0 мкМ

1,0

1,0

1,0

2,1

10,0

2,5

1,0

1,0

(*) Среднее значение из 8 независимых экспериментов
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Инактивация АТазы в клетках млекопитающих
Таблица 5

Инактиватор

О6-бензил гуанин
В 4203
В 4205

Клеточная линия

хомяк +120

0,20
0,12
0,03

крыса Goshida

0,14
0,06
0,02

человек ХР

0,07
0,06
0,03

человек Raji

0,10
0,04
0,02

человек WiDr

>0,09
0,08
0,02

Таблица 6
Инактиватор

О6-бензил гуанин

О6-алл ил гуанин

В 4203

В 4205

В 4206

В 4209

В 4210

В 4212

В 4213

В 4220

В 4221

В 4222

В 4226

В 4229

В 4234

В 4266

0,5 мкМ

3,1

1,3

2,0

2,8

3,3

2,3

3,8

6,3

Сенсибилизация А375М (D50C/D50l)

1,0 мкМ

2,3

2,3

2,5

1,5

2,0

1,3

1,0

1,4

1,8

0,8

50 мкМ

4,2

1,9

2,5

3,5

4,6

2,5

4,5

6,3

На фиг 1 приведены результаты анализа по
инактивации АТазы в условиях in vitro с использо-
ванием четырех соединений Соединение В 4206
несколько более эффективно, чем BeG, однако
В 4212 и В 4205 в условиях проведения анализа
показывают значительно более лучшие результа-
ты В 4203 не столь эффективно как BeG

На фиг 2 показано, что концентрация 0,1 мкМ
инактиватора В 4205 более эффективна, чем BeG
при сенсибилизации клеток Raji к возрастанию инги-
бирующего действия BCNU, при концентрации 1,0
мкМ В 4205 и BeG одинаково эффективны

Фиг 3 показывает, что при концентрации
инактиватора, равной 0,1 мкМ, В 4205 более эф-
фективно, чем BeG, сенсибилизирует клетки Raji к
возрастающему ингибирующему воздействию те-
мозоломида, однако с увеличением дозы инакти-
ватора сенсибилизация с помощью BeG становит-
ся более эффективной, а сенсибилизация с по-
мощью В 4205 остается на прежнем уровне От-
сутствие подобной ответной реакции при действии
В 4205 и явная зависимая от дозы BeG ответная
реакция хорошо видны из рис 4

Фиг 5 показывает, что несмотря на некото-
рый рост ингибирования клеток V79 под дейст-
вием В 4203 при дозах более 100 мкМ (те по
крайней мере в 100 раз больших, чем доза Iso для
этого соединения), таких эффектов для В 4205 не
наблюдается даже при максимальных иссле-
дованных концентрациях

Фиг 6 показывает, что клетки ХР чувстви-
тельны к росту ингибирующего действия В 4203,
однако эти клетки более чувствительны, чем клет-
ки V79, к действию В 4205 Однако дозы, требуе-
мые для повышения ингибирования, по крайней
мере в 100 раз превышают дозы, необходимые
для инактивации АТазы Можно сделать вывод,
что потенциальное ингибирующее действие ука-
занных инактиваторов не будет вносить ощутимый
вклад в сенсибилизацию клеток к возрастающему
ингибирующему воздействию алкилирующих аген-
тов

На фиг 7 показано, что заметный рост инги-
бирующего воздействия не наблюдается в клетках
Raji, когда указанным соединениям позволяют
пройти гидролиз (см Методы), прежде чем их до-
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бавляют к клеткам без дальнейшего добавления
алкилирующих агентов Можно поэтому ожидать,
что в указанных экспериментальных условиях про-
дукты разложения не будут вносить вклад в увели-
чение ингибирования, которое наблюдается при
использовании этих средств в сочетании с алки-
лирующими агентами

Фиг 8-13 более подробно показывают ре-
зультаты изучения ксенотрансплантантов Ослаб-
ление и восстановление активности АТазы вслед
за действием О6-бензилгуанина или В 4205 изме-
ряют в экстрактах ксенотрансплантантов опухоли
А375 (рис 8), полученных из тканей животных,
умерщвленных через 2 или 24 часа после назна-
чения инактиватора Рис 9-13 указывают на сен-
сибилизацию ксенотрансплантантов А375 в голых
мышах как к О6-бензилгуанином, так и В 4205 в со-
четании с BCNU, как это описано в разделе Ме-
тоды На каждом рисунке верхний график показы-
вает увеличение объема опухоли, выраженное в
процентах, в процессе проведения эксперимента
Нижний график показывает количество животных
в каждой испытуемой группе, которые выживают
после воздействия Графики показывают, что
В 4205 сравним с О6-бензилгуанином (BeG) в
уменьшении объема опухоли и является зна-
чительно менее токсичным в сочетании с BCNU
чем BeG в сочетании с BCNU У пациентов-людей
кожную злокачественную меланому лечат с по-
мощью BCNU, в частности в США (С М Balch,
A Houghto&L PETERS (1989) "Culaneous Melanoma",
in Cancer Principles and Practice of Oncology, VT

DeVita, S Helman&SA Rosenberg (eds), pp 1499-
1542, Lipicott Philadelphia), так что ксенотрансп-
лантанты меланомы человека, выращенные в го-
лых мышах, являются животной модельной систе-
мой, которая является клинически высоко надеж-
ной

Фиг 14 показывает результаты испытаний
по сенсибилизации клеток костного мозга челове-
ка к действию темозоломида, как описано выше в
разделе Методы Клетки костного мозга получают
от трех пациентов, обозначенных как С, D и Е,
соответственно Кривые выживания показывают
отношение к цитотоксическому воздействию ком-
бинированного воздействия инактиваторл'емозо-
ломид Желательно, чтобы этот эффект снижался
Результаты для пациентов С и Е показывают, что
В 4205 оказывает меньшее сенсибилизирующее
воздействие, чем О6-бензилгуанин (O6BeG), для
пациентов D отличий не наблюдается, однако этот
результат можно рассматривать как допустимое
отклонение при проведении научных эксперимен-
тов с человеческим материалом

В таблице 7 показано токсическое действие
самого инактиватора на клетки костного мозга, по-
лученные от пяти пациентов А-Е, в том числе тех
же пациентов С-Е, данные для которых приведе-
ны на рис 14 Результаты для В 4205 сравнимы с
результатами для О6-бензилгуанина Отметим,
что клетки пациента В почти вдвое более чувстви-
тельны к действию как BeG, так и В 4205, по срав-
нению с другими образцами

Токсичность (10 мкМ) инактиватора в клетках костного мозга
Таблица 7

Пациент

А

В

С

D

Е

Дата эксперимента

05/02/93

25/03/93

17/05/93

05/05/93

05/05/93

Число колоний как % от контрольных образцов

О8-бензилгуанин

95

46

88

88

89

В.4205

91

46

97

118

89

Краткие итоги
1) Все соединения испытывают на их спо-

собность инактивировать рекомбинантную АТазу
человека в стандартных условиях при проведении
in vitro анализов В указанных условиях два из сое-
динений (В 4214 и В 4217) не инактивируют АТазу
вплоть до наиболее высоких используемых кон-
центраций, однако это соединения, в которых R'
обозначает метил Остальные соединения инакти-
вируют АТазу, при этом значения Iso составляют
от 0,0045 до 95 мкмол Восемь соединений
(В 4205, В 4206, В 4212, В 4226, В 4266, В 4269,
В 4273, В 4275) имеют значения Iso, меньшие чем
для BeG (таблица 4)

2) Инактиваторы претерпевают гидролиз в
водных растворах с различными скоростями (по-

лупериоды существования от 0,17 до >80 час), од-
нако это не связано с их эффективностью как
инактиваторов АТазы (таблица 4)

3) Соединения, которые эффективны при
инактивации АТазы в условиях in vitro (I50 < 1,0
мкМ), инактивируют также АТазу в клетках челове-
ка, при этом величины І5о в общем случае лишь
незначительно выше (в среднем в 1,5 раза), чем
значения, найденные при использовании рекомби-
нантного белка в in vitro анализе (таблица 4)

4) В 4205 с равной эффективностью инакти-
вирует АТазу в клетках человека, крысы и китайс-
кого хомячка (значения Iso составляют 0,02-0,03)
Для В 4203 указанный интервал составляет 0,04-
0,12 В клеточных линиях использование В 4205 и
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В 4203 почти в семь раз эффективнее, чем BeG
(таблица 5)

5) В 4203 и В 4205 токсичны по отношению к
изученным клеткам ХР, а В 4203 токсичен по отно-
шению к клеткам V79, однако при концентрациях,
которые по крайней мере в 100 раз превосходят
концентрации, при которых наблюдается сенси-
билизация к действию BCNU (фиг 5 и 6)

6) Соединения, эффективные при инакти-
вации АТазы в условиях in vitro (lso<1,0 мкМ) и в
клетках Raji (I50 <1,0 мкМ), сенсибилизируют клет-
ки Raji и А375М к возрастающему ингибирующему
воздействию BCNU в процессе проведения соот-
ветствующих тестовых испытаний (таблица 4)

7) При концентрациях инактиватора, равных
0,1 мкМ, В 4205 более эффективен, чем BeG , при
сенсибилизации клеток Raji по отношению к воз-
растающему ингибирующему воздействию темо-
золомида (фиг 13)

8) Анализ в условиях in vitro может исполь-
зоваться для предсказания, какие из соединений
наиболее вероятно могут оказаться эффективны-
ми для сенсибилизации клеток млекопитающих к
возрастающему ингибирующему воздействию
BCNU и аналогичных цитотоксических агентов

9) В 4205 аналогичен BeG или несколько бо-
лее эффективен, чем BeG, при сенсибилизации
ксенотрансплантантов меланомы человека, вы-
ращенных в голых мышах, к возрастающим инги-
бирующим воздействиям BCNU (фиг 9-13)

10) В 4205 столь же эффективен, как и BeG,
при инактивации АТазы в ксенотрансплактантах
меланомы человека, выращенных в голых мышах
(фиг 8)

11) Анализ в условиях in vitro и/или анализ
на ослабление АТазы в ксе нотран с пл актантах мо-
жет использоваться для предсказания того, какие
соединения с наибольшей вероятностью будут
эффективными сенсибилизаторами ксенотрансп-
лантантов меланомы к возрастающему воздейст-
вию BCNU и аналогичных цитотоксических аген-
тов

12) В отличие от BCNU, который вызывает
смертность до 70% подвергнутых воздействию жи-
вотных, В 4205 оказывает очень слабый эффект
на чувствительность голых мышей, имеющих ксе-
н отран с пл актанты меланомы человека, к острым
токсическим эффектам BCNU в условиях проведе-
ния испытаний (фиг 9-13)

13) BeG сенсибилизирует GM-CFC в трех
образцах костного мозга человека, подвергнутых
испытанию на токсическое воздействие темозо-
ломида, однако в двух из этих образцов сенси-
билизация под действием В 4205 оказывается
слабой или вообще не наблюдается Указанный
анализ может поэтому использоваться для предс-
казания возможных миелосупрессивных эффектов
инактиваторов АТазы при использовании в кли-
нических условиях в сочетании с BCNU и родст-
венными соединениями (фиг 14)
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