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Pochodne kolchicyny, sposéb ich wytwarzania i zastosowanie.

Przedmiotem wynalazku sg potrojnie modyfikowane w pozycji C-4, C-7 i C-10 pochodne
kolchicyny oraz sposoéb ich wytwarzania.

Chemiczna modyfikacja zwiazkow pochodzenia naturalnego, wykazujacych aktywnosc
biologicznag, jest obecnie jedng z najbardziej efektywnych metod poszukiwania nowych lekow.
Kolchicyna - pseudoalkaloid izolowany glownie z Colchicum autumnale 1 Gloriosa superba jest
dobrze znanym czynnikiem antymitotycznym oraz przeciwzapalnym. W testach in vivo
wykazuje dobre wlasciwosci cytostatyczne. Mechanizm dzialania cytostatycznego kolchicyny
polega na wiazaniu si¢ jej z tubuling w kolchicynowym miejscu wigzacym tubuliny, czego
skutkiem jest zablokowanie mitozy (podzialu komorki). Powstawanie trwalego kompleksu
kolchicyna - tubulina hamuje polimeryzacj¢ mikrotubul, co prowadzi do zablokowania
tworzenia wrzeciona kariokinetycznego i zahamowania mitozy. Zastosowanie kliniczne
kolchicyny w leczeniu nowotworow jest obecnie ograniczone ze wzgledu na jej stosunkowo
wysoka toksycznos¢ 1 niska biodostepnosc.

W zgloszeniu patentowym W0O2011021397 ujawniono podwojnie modyfikowane
pochodne kolchicyny podstawione atomami halogenu w pozycji C-4 oraz posiadajace
zmodyfikowana grup¢ w pozycji C-7. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa niektorych
ujawnionych zwigzkow zostala sprawdzona wobec ludzkich nowotworowych linii
komoérkowych A549 (ludzki gruczolak pluc) oraz HT-29 (ludzki nowotwor jelita grubego).

Zwiazki modyfikowane w pozycji C-4 1 C-7 ogélnic charakteryzowaly si¢ dobrg



25

30

35

40

45

cytotoksycznoscig. W publikacji nie podano zadnych danych o dzialaniu badanych substancji na
komérki zdrowe, zatem nie mozna okresli¢c wspdlczynnikow selektywnosci badanych
zwigzkow, ktore pozwalajg przewidzie¢ czy dana substancja bgdzie w pierwszej kolejnosci
dziatala na komorki nowotworowe czy na zdrowe komorki organizmu. Badania dotyczace
pochodnych podstawionych atomem halogenu w pozycji C-4 prowadzil réwniez Yasobu i
wspolpracownicy [Yasobu ef al., ACS Medicinal Chemistry Letters, 2(5), 2011, 348-352]. Z
danych ujawnionych w publikacji wynika, ze zwigzki podstawione atomem halogenu w pozycji
C-4 charakteryzowaly si¢ wyzszg cytotoksycznoscia od niemodyfikowanej kolchicyny w
stosunku do linii komérkowej A549 (ludzki gruczolak pluc) oraz poréwnywalnag
cytotoksycznoscig jak niemodyfikowana kolchicyna w stosunku do linii komoérkowych HT-29
(ludzki nowotwor jelita grubego) oraz HCT116 (ludzki rak okr¢znicy). Informacje zawarte w tej
publikacji ograniczaja si¢ do testow in vifro w stosunku do komorek nowotworowych, zatem
nieznane jest dzialanie tych zwigzkoéw na zdrowe komorki ludzkie, czyli nieznane sg
wspolczynniki selektywnosci tych zwigzkow.

W zgloszeniu patentowym CA2808277, co prawda ujawniono m.in. podwojnie
modyfikowane pochodne kolchicyny podstawione grupa metylosulfidowa w pozycji C-10 oraz
roznorodnymi podstawnikami w pozycji C-7, jednak nie ma tam zadnych doniesien (w
przeciwienstwie do innych zwiazkéw ujawnionych w tym zgloszeniu) dotyczacych badan
cytotoksycznosci dla tego typu pochodnych.

Kerekes 1 wspolpracownicy opisali badania nad pochodnymi kolchicyny
modyfikowanymi w pozycji C-7 1 C-10 [P. Kerckes et al. J Med Chem, 1985, 28, 1204-1208].
Badania cytotoksycznosci otrzymanych zwigzkow prowadzono in vivo na myszach z mysig
nowotworowg linig komoérkowa P388 (mysia bialaczka). Dla przebadanych pochodnych
okreslono toksycznos$¢ na poziomie zwigzku wyjsciowego. Pochodne z grupa karbaminianowg
w pozycji C-7 oraz grupg metylosulfidowa w pozycji C-10 charakteryzowaly si¢ dobrym
oddzialywaniem z tubuling, ale slabg aktywnoscia w stosunku do linii komorkowej P388.
Informacje zawarte w tej publikacji dotyczg wylacznie badan in vivo wobec myszy z
wszczepionymi mysimi komorkami nowotworowych. Organizm myszy istotnie roézni si¢ od
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organizmu czlowieka zatem nie mozna wynikdéw uzyskanych dla komérek mysich bezposrednio
odnosi¢ do komérek ludzkich, zatem nie mozna wnioskowac¢ o cytotoksycznosci badanych
pochodnych w stosunku do ludzkich nowotworowych linii komérkowych oraz zdrowych
komorek organizmu.

Powszechnie wiadomo, z¢ aktywnos¢ przeciwnowotworowa okreslonych farmakoforow
jest specyficzna w stosunku do danej linii komoérkowej. Dodatkowo zZadna z otrzymanych do tej
pory pochodnych kolchicyny nie znalazla zastosowania farmaceutycznego, a poszukiwania
zwigzku, ktéry bedzie charakteryzowal si¢ wysoka aktywnoscia przeciwnowotworowa oraz

dobra selektywnoscia w stosunku do komoérek nowotworowych wcigz trwaja.

Celem wynalazku bylo wytworzenie nowych pochodnych kolchicyny modyfikowanych
w pozycji C-4, C-7 1 C-10 mogacych znalez¢ zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej w
szczegolnosci wobec nowotworow podobnych do ludzkich nowotworowych linii komdrkowych

A549, MCF-7, LoVo, LoVo/DX.

Przedmiotem wynalazku sag  N-karbaminianowe  pochodne  N-deacetylo-4-

(bromo/chloro/jodo)-10-demetoksy-10-alkilotiokolchicyny o wzorze ogdlnym 1

(1

gdzie:
- X oznacza Cl, Brlub I,
-Y oznacza grupe alkilowg prosta lub rozgal¢ziong zawierajaca od 1 do 4 atomow wegla;
- R oznacza:

o grupe alkilowa prosta lub rozgaleziong zawierajacg od 1 do 10 atomow wegla,



o grupe alkilowa prosta zawierajacg od 1 do 5 atomoéw wegla podstawiong w
dowolnej pozycji lancucha od 1 do 3 atomami halogenu, ktore moga znajdowac sig
75 zardwno przy tym samym jak i przy roznych atomach wegla,
o grupe alkilowa prostg zawierajacag od 1 do 5 atoméw wegla podstawiona w pozycji
terminalnej grupg hydroksylowa,
e grupe alkilowg prosta zawierajacg od 2 do 10 atomow wegla zawierajacag w
dowolnej pozycji tancucha wigzania eterowe,
80 o grupe alkilowa prosta zawierajacg od 2 do 10 atomow wegla zawierajacg grupg
hydroksylowa przy terminalnym atomie we¢gla oraz w dowolnej pozycji lancucha

wigzania eterowe.

W drugim aspekcie przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania nowych
85  N-karbaminianéw N-deacetylo-4-(bromo/chloro/jodo)-10-demetoksy-10-alkilotiokolchicyny o
wzorze ogolnym 1, w ktéorym X, R 1Y maja wyzej podane znacznie w reakcji pomiedzy

zwigzkiem o wzorze ogolnym 2,

2

w ktorym X 1Y maja wyzej podane znacznie w reakeji z alkoholem o wzorze ogolnym 3,

90 R-OH (3)

w ktorym R ma wyzej podane znacznie w obecnosci trifosgenu, jako aktywatora oraz aminy
alifatycznej.
Reakcje prowadzi si¢ w rozpuszczalniku apolarnym chloroalifatycznym, aromatycznym

lub w tetrahydrofuranie, korzystnie w chloroformie, chlorku metylenu, toluenie, benzenie,
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tetrahydrofuranie. Korzystne jest prowadzenie reakcji w warunkach bezwodnych. Jako aming
alifatyczng stosuje si¢ korzystnie tributyloaming, tripropyloaming, triizobutyloaming,
triizopropyloaming, diizopropyloaming, N, N-dizopropyloetyloaming, trietyloamine,
najkorzystniej trictyloaming. Aminy kompleksuja powstajacy w wyniku rozpadu trifosgenu
produkt uboczny — chlorowodor. Wigzanie chlorowodoru przez aming zapobiega zachodzeniu
niepozadanych reakcji 1 zapobiega rozpadowi zwigzku o wzorze 2. Z uwagi na wlasciwosci
trifosgenu 1 mozliwo$¢ zachodzenia reakcji ubocznych, etap aktywacji polegajacy na dodaniu
trifosgenu do mieszaniny zwigzku o wzorze 2 1 aminy alifatycznej rozpuszczonych w
rozpuszczalniku apolarnym powinien by¢ prowadzony w obnizonegj temperaturze <5°C.
Aktywacja zwigzku o wzorze 2 w obnizonej temperaturze trwa na ogdl od 10 do 30 minut. Po
tym czasie zaprzestaje si¢ chlodzenia, mieszaning reakcyjna doprowadza si¢ do temperatury
pokojowej 1 dodaje si¢ do niej odpowiedni alkohol o wzorze ogdlnym 3, a nastepne micsza w
temperaturze pokojowej do czasu zakonczenia reakcji, korzystnie stopien przereagowania
kontroluje si¢ za pomocag chromatografii TLC. Nastepnie w przypadkach, gdy wytracil si¢ osad
chlorowodorku aminy alifatycznej oddziela si¢ go od roztworu.

Jezeli reakcja byla prowadzona w innym rozpuszczalniku niz rozpuszczalnik
chloroalifatyczny, rozpuszczalnik odparowuje si¢ pod zmniejszonym cisnieniem, pozostalosé
rozpuszcza w rozpuszczalniku chloroalifatycznym, korzystnie w chlorku metylenu lub
chloroformie po czym produkt ekstrahuje roztworem HCly,q (0,5 M), a nast¢pnie woda.
Warstw¢ organiczng odparowuje si¢ pod zmnigjszonym ci$nieniem, a pozostalo$¢ oczyszcza sig
przy uzyciu chromatografii kolumnowej, korzystnie przy uzyciu chromatografu CombiFlash®
stosujac kolumng wypelniong Si0; oraz mieszaning rozpuszczalnikow organicznych, korzystnie

heksan:octan etylu przy wzrastajgcym gradiencie stgzen octanu etylu od 0 do 100%.

W trzecim aspekcie przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania nowych N-
karbaminianéw N-deacetylo-4-(bromo/chloro/jodo)-10-demetoksy-10-alkilotio-kolchicyny o
wzorze ogdlnym 1, w ktorym X, R 1 Y majg wyzej podane znacznie w reakcji pomigdzy

zwigzkiem o wzorze ogolnym 2.
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w ktorym X 1Y maja wyzej podane znaczenia a odpowiednim chloromréwczanem o wzorze
125  ogblnym 4,

0]

P
Cl o~

o grupe alkilowa prosta lub rozgaleziong zawierajaca od 1 do 10 atomow wegla,

“4)

gdzie R oznacza:

o grupg alkilowa prosta zawierajacg od 1 do 5 atomoéw wegla podstawiong w dowolnej

130 pozycji tancucha od 1 do 3 atomami halogenu, ktore moga znajdowac si¢ zaréwno przy

tym samym jak 1 przy réznych atomach wegla,
o grupe alkilowa prosta zawierajaca od 2 do 10 atoméw wegla zawierajacg w dowolnej
pozycji tancucha wigzania eterowe,
w obecnosci aminy alifatyczne;j.

135 Reakcje prowadzi si¢ w rozpuszczalniku aprotycznym chloroalifatycznym, acetonitrylu
lub tetrahydrofuranie, korzystnie chloroformie, chlorku metylenu, acetonitrylu lub
tetrahydrofuranie. Korzystne jest prowadzenie reakcji w warunkach bezwodnych. Jako aminy
stosuje si¢ aminy alifatyczne, korzystnie tributyloaming, tripropyloaming, triizobutyloaming,
triizopropyloaming, diizopropyloaming, N, N-dizopropyloetyloaming, trietyloamine,

140  najkorzystnigj trictyloaming.

Zwigzek posredni o wzorze ogdlnym 2 mozna otrzymac ze zwigzku o wzorze ogdlnym 5
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®)
w ktorym X 1 Y maja wyzej podane znaczenie, w wyniku jego deacetylacji pod wplywem

roztworu kwasu nicorganicznego

Reakcje deacetylacji zwiazku o wzorze 5 prowadzi si¢ w roztworze kwasu
nieorganicznego korzystnie roztworze kwasu siarkowego (VI) o stezeniu 2 M — 5 M, kwasu
solnego o stezeniu 2 M — 5 M, najkorzystniej kwasu solnego o stezeniu 2 M — 3 M. Reakcje
mozna prowadzi¢ w temperaturze pokojowej lub w podwyzszonej temperaturze <100 °C. Z
uwagi na skrécenie czasu reakcji korzystne jest prowadzenie jej w podwyzZszonej temperaturze
70 — 90 °C. Stopien przerecagowania substratu kontroluje si¢ za pomoca chromatografii TLC.

Zwigzek posredni o wzorze ogélnym 5 mozna otrzymac¢ w reakcji pomigdzy zwigzkiem o

wzorze ogbdlnym 6

(6)

w reakgji z alkilotiolanem o wzorze ogdlnym 7

NaSY (7)

w ktoérym Y ma wyzej podane znaczenie.
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Reakcje prowadzi si¢ w mieszaninie wody 1 alkoholu (1/1, v/v), korzystnie metanolu,
etanolu. Reakcje prowadzi si¢ w temperaturze pokojowe;.
Zwigzek posredni o wzorze ogélnym 5 mozna réwniez otrzymac w reakcji pomigdzy

zwigzkiem o wzorze ogbdlnym 8§

(®)
a
- N-chlorosukcynoimidem (NCS) w celu podstawienia atomu chloru,
lub
- N-bromosukcynoimidem (NBS) w celu podstawienia atomu bromu,
lub

- N-jodosukcynoimidem (NIS) w celu podstawienia atomu jodu.

Reakcj¢ prowadzi si¢ w rozpuszczalniku protycznym tj. prostym kwasie karboksylowym,
korzystnie kwasie mrowkowym lub kwasie octowym lub w rozpuszczalniku polamym
aprotycznym tj. prostym nitrylu, korzystnie acetonitrylu. Rekcje mozna prowadzi¢ zaré6wno w

temperaturze pokojowej, jak 1 w podwyzszongj temperaturze (< 100 °C).

W czwartym aspekcie przedmiotem wynalazku jest zastosowanie pochodnych kolchicyny
wedlug wynalazku do wytwarzania srodkoéw stosowanych w terapii przeciwnowotworowe.

Badania przeprowadzone in vifro wobec ludzkich linii komérek nowotworowych
potwierdzily dzialanie cytotoksyczne, przewyzszajace aktywno$¢ zwigzku wyjsciowego —
kolchicyny. W badaniach wykorzystano nastepujace linie komdrkowe:

- A549 - ludzki gruczolak pluc,

- MCF-7 - ludzki gruczolak piersi,
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- LoVo - ludzki gruczolak jelita grubego wrazliwy na doksorubicyng,

- LoVo/DX - ludzki gruczolak jelita grubego oporny na doksorubicyng.

W badaniach wykorzystano réwniez normalne mysie fibroblasty BALB/3T3, w celu

okreslenia wspolczynnika selektywnosci badanych zwigzkow, ktory pozwala przewidzie¢ czy

dana substancja bg¢dzie w pierwszej kolejnosci dzialala na komoérki nowotworowe czy na

zdrowe komorki organizmu.

W tabeli 1 podano dane dotyczace stosowanych w badaniach linii komorkowych.

Tabela 1.

Symbol linii komoérkowe;

Nazwa linii komoérkowej

Zrédlo pochodzenia linii
komoérkowej

A549 ludzki gruczolak pluc ECACC 86012804
MCEF-7 ludzki gruczolak piersi ECACC 86012803
ludzki gruczolak jelita
LoVo grubego wrazliwy na | ATCC CCL-229
doksorubicyne
ludzki gruczolak jelita .
LoVo/DX grubeggo opornJy na Prof. E. Borowski,

doksorubicyne

Politechnika Gdanska

BALB/3T3 clone A31

normalne mysie fibroblasty

ATCC CCL-163

W trakcie badan cytotoksycznosci stosowano media hodowlane i odczynniki podane w

tabeli 2




Tabela 2.

Nazwa

Producent

Medium hodowlane dla linii
A-549

OptiMEM-+RPMI1640 (1:1) (PChO, IITD PAN, Wroclaw)

5% FBS HyClone (GE Healthcare, USA),

2 mM L-Glutamina (Sigma Aldrich, Niemcy)

0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (odpowiednio:
Sigma Aldrich, Niemcy i1 Polfa Tarchomin, Polska)

Medium hodowlane dla linii
MCF-7

Eagle medium (PChO, IITD PAN, Wroclaw)

10% FBS (Sigma-Aldrich, Niemcy)

2 mM L-Glutamina (Sigma-Aldrich, Niemcy)

8 pg/mL insulina (Sigma-Aldrich, Niemcy)

1 % aminokwasy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (odpowiednio:
Sigma Aldrich, Niemcy i1 Polfa Tarchomin, Polska)

Medium hodowlane dla linii
LoVo

OptiMEM+RPMI1640 (1:1) (PChO, 1ITD)

5% FBS HyClone (GE Healthcare, USA),

2 mM L-Glutamina (Sigma Aldrich, Niemcy)

1 mM pirogronian sodu (Sigma Aldrich, Niemcy)

0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (odpowiednio:
Sigma Aldrich, Niemcy i1 Polfa Tarchomin, Polska)

Medium hodowlane dla linii
LoVoDX

Medium dla linii LoVo/DX jak dla LoVo oraz doksorubicyna
(Accord Healthcare Ltd, UK) o stezeniu 10 ug/100 ml medium.

Medium hodowlane dla linii
BALB3T3

Dulbecco medium (Gibeco, UK)

10 % FBS HyClone (GE Healthcare, USA)

2 mM L-Glutamina (Sigma Aldrich, Niemcy)

0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (odpowiednio:
Sigma Aldrich, Niemcy i1 Polfa Tarchomin, Polska)

Medium hodowlane do
rozcienczen zwiazkow

OptiMEM+RPMI1640 (1:1) (PChO, IITD PAN, Wroclaw)

5% FBS HyClone (GE Healthcare, USA),

2mM L-Glutamina (Sigma Aldrich, Niemcy)

0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (odpowiednio:
Sigma Aldrich, Niemcy i1 Polfa Tarchomin, Polska)

10mM TRIS

. Woda dejonizowana ogdlnolaboratoryjna nicjalowa
. TRIZMA BASE (Sigma-Aldrich, Niemcy)

1% kwas octowy

. Woda dejonizowana ogdlnolaboratoryjna nicjalowa
. Kwas octowy 80% CZDA (POCH SA, Gliwice)

0,1 % roztwor sulforodaminy
B (SRB)

. Sulforhodamine B sodium salt (Sigma-Aldrich, Niemcy)
. 1% kwas octowy

50% kwas trojchlorooctowy
(TCA)

N =N =N~ —

. Woda dejonizowana ogdlnolaboratoryjna nicjalowa
. Kwas trichlorooctowy CZDA (POCH SA, Gliwice)

Cisplatyna

Koncentrat do sporzadzania roztworu do infuzji; 1 mg/ml (10 mg/10

ml); 1 fiol. 10 ml (Teva Pharmaceuticals Sp. z 0.0., Warszawa,
Polska)

10




Koncentrat do sporzgdzania roztworu do infuzji; 2 mg/ml; 1 fiol. 10

Dok i
oksorubicyna ml (Accord Healthcare Ltd, UK)
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Badania cytotoksycznosci zostaly przeprowadzone zgodnie z ponizej opisang procedura.

Roztwory wyjsciowe (stock solutions) testowanych zwigzkow o stezeniu 10 mg/ml
przygotowywano do kazdego eksperymentu ex fempore, rozpuszczajac 1 mg preparatu w 100 ul
DMSO. Rozpuszczalnikiem dla dalszych rozcienczen byto medium hodowlane. Zwiazki
przetestowano w przedziatach stgzen od 100 do 0,001 pg/ml.

Oznaczenie dzialania cytotoksycznego badanych zwigzkow oraz zwigzkow
referencyjnych - powszechnie stosowanych chemioterapeutykow tj. doksorubicyny i cisplatyny
wykonywano w 96-godzinnych hodowlach in vifro. Dla oznaczenia aktywnosci
antyproliferacyjnej zwigzkéw wobec wybranych linii komoérkowych zastosowano test
kolorymetryczny SRB wg P. Skehan et al., Journal of the National Cancer Institute, 1990,
82:1107-1112, mierzacy zahamowanie proliferacji docelowych komoérek na podstawie pomiaru
ilosci biatka komorkowego. W kazdym doswiadczeniu probki zawierajace okreslone stezenia
preparatu nanoszono na plytki 96-dotkowe w trzech powtorzeniach. Doswiadczenia powtarzano
minimum trzy razy.

a) Komérki (pochodzace z hodowli i vitro) nanoszono do dotkow plytki w liczbie 1x10* w
przypadku linii LoVo, LoVo/DX, MCF-7 oraz BALB3T3 lub 0,5 x 10* dla linii A549
komoérek w 100 pl medium hodowlanego danej linii komorkowej, a nastgpnie
inkubowano w 37°C, w wilgotnej atmosferze (60-90%) nasyconej 5% CO,.

b) po 24 godzinach do dolkow dodawano rozcienczenia badanych zwigzkéw w badanych
stezeniach w objetosci 100 pl medium hodowlanego do rozcienczen, a do dotkow
przeznaczonych na kontrol¢ wzrostu komoérek nietraktowanych oraz dotkow
przeznaczonych na kontrolg¢ medium bez komoérek dodano 100 pl samego medium
hodowlanego, stosowanego w przypadku zwigzkdéw do ich rozcienczen.

¢) Plytki inkubowano przez kolejne 72 godziny w inkubatorze (37°C, w wilgotnej
atmosferze (60-90%) nasyconej 5% CO,).

d) Po zakonczeniu inkubacji komorek ze zwigzkami wykonywano test SRB.

11
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¢) W kazdym doswiadczeniu probki zawierajace okreslone stezenia preparatu nanoszono w
trzech powtdrzeniach, po 4 stezenia dla danego zwiazku. Kontrolg wzrostu komoérek
nietraktowanych prowadzono w 9 dotkach, a w kolejnych 3 dotkach stosowano tylko
medium hodowlane bez komoérek (kontrola tla). Doswiadczenia powtarzano 3-5 razy.
Odczyt SRB:

Po uplywie czasu inkubacji testu do kazdego dotka dodano po 50 ul zimnego 50% kwasu
trojchlorooctowego (TCA) 1 inkubowano przez 60 minut w temperaturze pokojowej, po czym
plytki 4-krotnie przeplukano woda, a nastepnie osuszono na rgcznikach papierowych. Nastepnie
do kazdego dotka dodano po 50 ul 0,1 % roztworu sulforodaminy B (SRB) w 1% kwasie
octowym w celu wybarwienia straconego w dolku biatka komérkowego. Po 30-minutowe]
inkubacji z SRB w temperaturze pokojowej plytki 4-krotnie plukano 1% kwasem octowym i
ponownie osuszano na r¢cznikach papierowych. W kolejnym etapie do kazdego dotka dodano
po 150 ul 10 mM buforu TRIS powodujacego rozpuszczenie zwigzanego z bialkiem komorek
barwnika. Ggstos¢ optyczng poszczegolnych probek odczytywano przy dlugosci fali 540 nm
przy uzyciu uniwersalnego czytnika plytkowego Synergy H4 firmy BioTek Instruments USA,

Winooski VT, USA.

Na podstawie pomiaru absorbancji poszczegolnych doltkéw wyliczano % zahamowania

proliferacji dla kazdego ze zwigzkow w danym stezeniu wedlug wzoru:
% zahamowania proliferacji = VYR x 100 |-100
k- Am

gdzie,
Ay, — srednia wartos¢ absorbancji medium kontrolnego
Ay — srednia wartos¢ absorbancji kontroli komorek, tj. komorek nictraktowanych
A, — srednia warto$¢ absorbancji komorek potraktowanych badanymi zwigzkami w danym
stezeniu.
Przy obliczaniu $redniej wartosci absorbancji dla danego zestawu dolkow, tzn. komorki

nietraktowane, komoérki traktowane danym zwigzkiem o danym st¢zeniu, kontrola samego
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medium, odrzucano wartosci odstajace na podstawie wspdlczynnika zmiennosci CV 10%.
Z danych % zahamowania proliferacji wyznaczano parametr ICs, wedlug metody opisanej w D.
Nevozhay ef al., Plos One 2014, 9:10. Nastepnie, z kolejnych 3-5 powtorzen testu, wyliczano

srednig wartos$¢ ICsy 1 odchylenie standardowe.

Dla wszystkich badanych pochodnych wyznaczono wskaznik ICsg, ktory oznacza stgzenie
zwiazku potrzebne do zahamowania wzrostu komoérek o 50%. Dla poréwnania analogiczne
badania przeprowadzono z uzyciem znanych srodkow cytotoksycznych a mianowicie cisplatyny
1 doksorubicyny. Wyniki badan aktywnosci cytotoksycznej przedstawione w formie stgzenia
wyrazonego w uM dla wybranych zwigzkow przedstawione sa w tabeli 3. Wszystkie otrzymane
pochodne wykazuja bardzo wysoka aktywnoscig cytotoksyczng, wyzszg lub porownywalng do
powszechnie stosowanych lekow przeciwnowotworowych tj. doksorubicyny i cisplatyny.
Dodatkowo wigkszos¢ otrzymanych pochodnych charakteryzuje si¢  korzystnymi
wspolczynnikami selektywnosci (87). ST > 1,0 wskazuje, ze zwigzek wykazuje wyzsza
skutecznos$¢ oddzialywania na komdérki nowotworowe niz toksyczno$¢ w stosunku do komorek

zdrowych.
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Tabela 3

Zwiazek A549 MCF-7 LoVo LoVo/DX BALB/3T3
1Cs ST 1Cs ST 1Cs ST 1Cs ST RI 1Cs
[nM] [nM] [nM] [nM] [nM]
Kolchicyna | 0,125 | 1,1 | 0,054 | 2,6 | 0,108 | 1,3 1,69 | 0,1 | 15,7 0,139
11 0,081 | 1.7 | 0,040 | 3,5 [ 0,081 | 1,7 [0,847 | 0,2 | 10,5 0,141
12 0,009 | 10,4 | 0,019 | 5,0 | 0,007 | 13,4 | 0,056 | 1,7 | 8.0 0,094
13 0,020 | 6,1 | 0,040 | 3,0 | 0,020 | 6,1 | 0,081 | 1.5 | 4.1 0,121
14 0,059 | 2,0 [0,098 | 1,2 {0,020 | 59 |0,079 | 1.5 | 4.0 0,118
15 0,074 | 14 0,057 | 1.8 {0,074 | 1.4 | 1,010 | 0,1 | 13,7 0,104
16 0,030 | 46 0,055 |25 (0018 | 7.7 |0,074 | 1.9 | 4.1 0,138
17 0,089 | 19 [ 0,132 | 1,3 | 0,054 | 3.2 | 0,08 | 19 1.7 0,173
18 0,093 | 2,1 [0,125 | 1,1 | 0,281 | 0,5 |4,240 [ <0,1| 15,1 0,135
19 0,099 | 1,1 [ 0,136 | 0.8 | 0,048 | 2.2 | 4,510 [ <0,1| 94,0 0,106
20 0,089 | 1.4 0,114 | 1,1 | 0,051 | 24 |0239| 05 | 4.7 0,122
21 0,109 | 1,1 [0,125| 1,0 {0,064 | 1,9 [ 0413 | 03 | 65 0,124
22 0,101 | 1,1 | 0,108 | 1,1 | 0,065 | 1,7 | 0,680 | 0.2 | 10,5 0,113
Dokso- 0,258 | 0,6 [ 0,386 | 0.4 | 0,092 | 1.8 | 4,75 | <0,1 | 51,6 0,166
rubicyna
Cisplatyna | 6,367 | 0,6 | 10,70 | 0.4 | 437 | 0,9 | 5,70 | 0,7 1.3 3,90

275
Wartos¢ ICsy — stezenie zwigzku, ktére odpowiada 50% hamowaniu wzrostu komorek
nowotworowych;
Indeks RI (Resistance Index): RI=1Csy LoVo/DX / ICsy LoVo;
Indeks SI (Selectivity Index) = ICsp dla normalnej linii komoérkowej (BALB/3T3) / ICs, dla
280  poszczegolnych linii komorek nowotworowych.

Wynalazek ilustruja przyklady
Przyklad 1

Otrzymywanie 4-chloro-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyny o wzorze 9

14
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Metoda 1

Do roztworu 4-chlorokolchicyny (500 mg, 1,15 mmol) w mieszaninie metanol / woda (1/1, v/v,
5 ml) dodano metanotiolan sodu (roztwér wodny 21%, 0,77 ml, 2,30 mmol) i mieszano w
temperaturze pokojowej przez 72 h. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano wode
destylowang (150 ml). Calos¢ ekstrahowano czterokrotnie CH,Cl,. Polaczone warstwy
organiczne wysuszono nad MgSQO,, przesaczono i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.
Pozostalos¢ oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash® stosujgc kolumng
wypelniong Si0; oraz mieszaning octan etylu:metanol przy wzrastajacym gradiencie stezen
metanolu od 0 do 50%.

Otrzymano 4-chloro-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyng z wydajnoscig 73%.

Metoda 2

Do roztworu 10-demetoksy-10-metylotiokolchicyny (500 mg, 1,20 mmol) w acetonitrylu
dodano NCS (169 mg, 1,27 mmol) i mieszano w temperaturze pokojowej w atmosferze azotu
przez 72 h. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano wodny nasycony roztwdr Na,S;0;
(100 ml). Calos¢ ekstrahowano czterokrotnie CH,Cl,. Polaczone warstwy organiczne
wysuszono nad MgSQ,, przesaczono 1 odparowano pod zmnigjszonym cisnieniem. Pozostalos$¢
oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash® stosujgc kolumne wypelniong Si0, oraz
mieszaning octan etylu:metanol przy wzrastajacym gradiencie stezen metanolu od 0 do 50%.
Otrzymano 4-chloro-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyng z wydajnoscig 70%.

ESI-MS (m/z): [M+H]" 450, [M+Na]" 472, [2M+H]" 889, [2M+Na] 921.

BC NMR (101 MHz, CDCls) & 182.4, 170,1, 159,1, 151,3, 150.2, 149.7, 146.,6, 1373, 134,81,

131,7, 129.9, 128,1, 126,4, 1221, 61,6, 61,5, 61,1, 52,2, 34,5, 25,9, 22,8, 15,1.
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'H NMR (403 MHz, CDCL) § 7,98 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 7,44 (s, 1H), 7,29 — 7,24 (m, 1H), 7,08
(d, J = 10,8 Hz, 1H), 4,58 (dt, J = 13,1, 6,7 Hz, 1H), 3,98 (s, 3H), 3,96 (s, 3H), 3.61
(d, J=6,1 Hz, 3H), 3,24 (dd, J = 13,5, 4,8 Hz, 1H), 2,44 (s, 3H), 2,27 (ddd, J = 18,0,

12,1, 6,0 Hz, 1H), 2,20 — 2,09 (m, 1H), 2,00 (d, J= 1,2 Hz, 3H), 1,92 — 1,80 (m, 1H).

Przyklad 2

Otrzymywanie N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyny o wzorze 10

(10)
4-chloro-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyne (500 mg, 1,11 mmol) rozpuszczono w
niewielkiej ilosci metanolu (3 ml) 1 dodano 2 M roztwor kwasu solnego (5 ml), a nastgpnie
ogrzewano w temperaturze 90°C przez 96 h. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano
wodny nasycony roztwoér NaHCO; w celu zobojetnienia. Calo$¢ ekstrahowano czterokrotnie
CH,Cl,. Polaczone warstwy organiczne wysuszono nad MgSQ,, przesaczono 1 odparowano pod
zmnigjszonym ci$nieniem. Pozostalos¢ oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash®
stosujac kolumng wypelnionag Si0, oraz mieszaning heksan:octan etylu przy wzrastajacym
gradiencie stgzen octanu etylu od 50 do 100%.
Otrzymano N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyng z wydajnoscia 58%.
ESI-MS (m/z): [M+H]" 408, [M+Na]" 430, [2M+H] 815, [2M+Na]" 837.
BC NMR (101 MHz, CDClL3) & 182.4, 158,7, 153,1, 150,1, 149.2, 146,2, 1370, 134,0, 132,6,
129.8, 1292, 125,5, 121,8, 61,3, 61,1, 53,5, 38,3, 26,5, 15,1.
'HNMR (403 MHz, CDCL) § 7.59 (s, 1H), 7.13 (dd, J = 10,1, 4,8 Hz, 1H), 7,03 (dd, J = 10,2,
5,1 Hz, 1H), 3,97 (s, 3H), 3,96 (s, 3H), 3,67 — 3,60 (m, 4H), 3,22 — 3,16 (m, 1H),
2,44 (s, 3H), 2,29 (ddd, J = 17.8, 12,0, 5,9 Hz, 1H), 2,22 — 2,12 (m, 1H), 1,69 — 1,51

(m, 1H).
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Przyklad 3
Otrzymywanie 2-hydroksyetylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-

metylotiokolchicyny o wzorze 11.

OH

SCH; (11)

Do roztworu N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyny (100 mg, 0,25 mmol)
w tetrahydrofuranie (5 ml) ochlodzonego do temperatury 0°C dodano trietyloaming (1 ml) oraz
trifosgen (77 mg, 0,26 mmol) i mieszano poczatkowo przez 20 minut w temperaturze 0°C, a
nastepnie zaprzestano chlodzenia i przez kolejne 20 minut mieszano doprowadzajac do
temperatury pokojowej. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano glikol etylenowy (0,5
ml) 1 dalej mieszano w temperaturze pokojowej do czasu zakonczenia reakcji, kontrolowanej za
pomoca chromatografii TLC. Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ci$nieniem, pozostalos¢ rozpuszczono w chlorku metylenu 1 ekstrahowano roztworem HClg,q
(0,5 M), a nastgpnic woda. Warstwe organiczng odparowano do sucha pod zmniejszonym
cisnieniem. Pozostalos$¢ oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash® stosujac
kolumne wypelniong Si0O, oraz mieszaning heksan:octan etylu przy wzrastajacym gradiencie
stezen octanu etylu od 0 do 100%.
Otrzymano 2-hydroksyetylo-N-karbaminian-N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylotio-
kolchicyny z wydajnoscia 45%.
ESI-MS (m/z): [M+H]" 496, [M+Na] 518, [M+K] 534, [2M+Na]" 1013.
BC NMR (101 MHz, CDCl3) § 182,5, 159,2, 155,9, 1507, 150.2, 149.7, 146.6, 137,0, 134.8,

131,8,129,8, 128.5, 126,3, 122,2, 66,9, 61,5, 61,4, 61,1, 61,1, 53,8, 35,0, 25,9, 15,1.
'HNMR (403 MHz, CDCL3) § 7.43 (s, 1H), 7,27 — 7,23 (m, 1H), 7,09 (d, J = 10,5 Hz, 1H), 6,56

(d, J=17,3Hz, 1H), 4,34 (dt, J = 13.4, 6,8 Hz, 1H), 4,09 (dddd, J = 15,6, 11,7, 8.6,
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4,5 Hz, 2H), 3,99 (s, 3H), 3,98 (s, 3H), 3,69 (t, J = 4,2 Hz, 2H), 3,60 (s, 3H), 3,26
(dd, J= 13,5, 4,8 Hz, 1H), 2,45 (s, 3H), 2,35 — 1,80 (m, 4H).

Przyklad 4

Otrzymywanie 2,2,2-trifluoroetylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-

metylotiokolchicyny o wzorze 12

(12)

Postepowano jak w przykladzie 3 przy czym zamiast glikolu etylenowego do mieszaniny

reakcyjnej dodano 2,2 2-trifluoroctanol (0,5 ml). Po zakonczeniu reakcji odsgczono wytracony

chlorowodorek trietyloaminy, przesgcz odparowano pod zmniejszonym cisnieniem i

postgpowano dalej jak w przykladzie 3.

Otrzymano 2,2,2-trifluoroetylo-N-karbaminian-N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylo-

tiokolchicyny z wydajnoscig 51%.

ESI-MS (m/z): [M+H]" 534, [M+Na] 556, [M+K] 572, [2M+Na]" 1089.

BC NMR (101 MHz, CDClL3) § 182.4, 159.5, 153.,6, 150,3, 149.7, 146.7, 136,5, 134.8, 131.7,
129.8, 128.6, 126,1, 124,2, 1223, 1214, 61,5, 61,3, 61,1, 61,1, 60,7, 54,1, 35,1, 25,9,
15,2.

'HNMR (403 MHz, CDClL3) & 7.44 (s, 1H), 7,27 — 7.23 (m, 1H), 7,09 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 6,55
(s, 1H), 4,53 — 4,32 (m, 2H), 4,07 (dq, J = 12,0, 8.1 Hz, 1H), 3,99 (s, 3H), 3,98 (s,
3H), 3,59 (s, 3H), 3,29 (dd, /= 13,7, 5,0 Hz, 1H), 2,45 (s, 3H), 2,39 — 1,73 (m, 3H).

Przyklad 5

Otrzymywanie izopropylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyny o wzorze 13
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(13)

Postgpowano jak w przykladzie 4 przy czym zamiast 2,2,2-trifluoroetanolu do mieszaniny

reakcyjnej dodano izopropanol (0,5 ml).

Otrzymano izopropylo-N-karbaminian-N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyng z wydajnoscig 30%.

ESI-MS (m/z): [M+H]" 494, [M+Na] 516, [2M+H]" 987.

BC NMR (101 MHz, CDClL3) § 182.4, 159,2, 155,0, 150.,2, 149.9, 1498, 146,7, 136,5, 134,53,
131,7,129,9, 128,5, 125,8, 122.1, 68,7, 61,5, 61,1, 53,4, 35,5, 30,9, 25,9, 22,1, 22,1,
15,2.

'HNMR (403 MHz, CDCl:) § 7,30 (s, 1H), 7.21 (d, J= 10,4 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 10,5 Hz, 1H),
5,20 (d, J=173Hz, 1H), 4,77 (td, J = 12,3, 6,1 Hz, 1H), 4,33 (dt, J = 13.4, 6,8 Hz,
1H), 3,98 (s, 3H), 3,97 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3,29 — 3,21 (m, 1H), 2,44 (d, /= 2,8 Hz,
3H), 2,30 — 1,65 (m, 3H), 1,18 (dd, J = 8.6, 6,3 Hz, 6H).

Przyklad 6

Otrzymywanie butylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyny o wzorze 14

SCH; (14)
Postepowano jak w przykladzie 4 przy czym zamiast 2,2,2-trifluoroetanolu do mieszaniny

reakcyjnej dodano butanol (0,5 ml).
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Otrzymano butylo-N-karbaminian-V-deacetylo-4-chloro-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyny

z wydajnoscig 38%.

ESI-MS (m/z): [M+H]" 508, [M+Na]" 530, [2M+H]" 1115, [2M+Na] 1037.

“C NMR (101 MHz, CDCly) & 182,3, 159,2, 155,6, 150,1, 150,0, 1497, 146,7, 136,5, 134.49,
131,7,129,9, 128,6, 125,8, 122,1, 65,1, 61,5, 61,4, 61,1, 53,5, 35,4, 30,9, 30,8, 25,9,
19,0, 15,1, 13.6.

'HNMR (403 MHz, CDCL3) § 7,33 (s, 1H), 7,22 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 7,04 (d, /= 10,5 Hz, 1H),
5,46 (d, J=17,3 Hz, 1H), 4,34 (dt, J = 13,2, 6,7 Hz, 1H), 3,99 (s, 3H), 3,97 (s, 3H), 3,62
(d, J=6,5Hz, 3H), 3,31 — 3,22 (m, 1H), 2,44 (d, J=2,7 Hz, 3H), 2,32 — 2,12 (m, 3H),
1,82 - 1,69 (m, 2H), 1,59 - 1,48 (m, 2H), 1,31 (tt, J = 15,0, 7,7 Hz, 2H), 0,89 (t, J = 7.4

Hz, 3H).

Przyklad 7
Otrzymywanie 2-hydroksyetylo-N-karbaminianu-V-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-

metylotiokolchicyny o wzorze 15

OH

(15)

Do roztworu N-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyny (100 mg, 0,22
mmol) w tetrahydrofuranie (5 ml) ochlodzonego do temperatury 0°C dodano trietyloaming (1
ml) oraz trifosgen (69 mg, 0,23 mmol) i mieszano poczatkowo przez 20 minut w temperaturze
0°C, a nastgpnie zaprzestano chlodzenia i przez kolejne 20 minut mieszano doprowadzajac do
temperatury pokojowej. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano glikol etylenowy (0,5
ml) 1 dalej mieszano w temperaturze pokojowej do czasu zakonczenia reakcji, kontrolowanej za
pomoca chromatografii TLC. Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym

cisnieniem, pozostalos¢ rozpuszczono w chlorku metylenu i ekstrahowano roztowrem HCl,q,
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(0,5 M), anast¢pnie woda. Warstwe organiczng odparowano do sucha pod zmniejszonym

cisnieniem. Pozostalo$¢ oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash® stosujac

kolumng wypelniong Si0O, oraz mieszaning heksan:octan etylu przy wzrastajgcym gradiencie

stezen octanu etylu od 0 do 100%.

Otrzymano 2-hydroksyetylo-N-karbaminian-N-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyny z wydajnosciag 50%.

ESI-MS (m/z): [M+H]" 540, [M+Na]" 563, [2M+H]" 1101.

“C NMR (101 MHz, CDCl3) § 182.4, 159,2, 156,0, 151,2, 1506, 1503, 146,5, 137,0, 134,7,
133,5,130,0, 1285, 126,2, 113,5, 66,9, 61,4, 61,4, 61,1, 61,0, 53,7, 34,9, 29,0, 15,1.

'H NMR (403 MHz, CDCl:) § 7.43 (s, 1H), 7.23 (d, J=10.3 Hz, 1H), 7,07 (d, J = 10.5 Hz, 1H),
6,55 (d, J=69Hz, 1H), 4,35 - 4,27 (m, 1H), 4,10 — 4,01 (m, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,95 (s,
3H), 3,68 — 3,63 (m, 2H), 3,59 (s, 3H), 3,29 — 3,22 (m, 1H), 2,43 (s, 3H), 2,34 — 2,15

(m, 3H), 1,83 (dd, J= 10,4, 6,1 Hz, 1H).

Przyklad 8
Otrzymywanie 2,2, 2-trifluoroetylo-N-karbaminianu-V-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-

metylotiokolchicyny o wzorze 16

(16)

Postepowano jak w przykladzie 7 przy czym zamiast glikolu etylenowego do mieszaniny
reakcyjnej dodano 2,2, 2-trifluoroctanol (0,5 ml). Po zakonczeniu prowadzenia reakcji
odsaczono wytrgcony chlorowodorek trietyloaminy, przesgcz odparowano i postgpowano dalej
jak w przykladzie 7.

Otrzymano 2,2, 2-trifluoroetylo-N-karbaminian-V-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-
metylotiokolchicyny z wydajnoscig 30%.
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ESI-MS (m/z): [M+H]" 578, [M+Na]" 600, [2M+H]" 1155, [2M+Na]" 1177.

3C NMR (101 MHz, CDCLy) § 182.3, 159,6, 153.5, 151,3, 150,4, 149.4, 1467, 1365, 134.8,
133,3, 1299, 128.4, 126,0, 124.2, 121,4, 113,6, 61,5, 61,2, 61,1, 61,0, 60,8, 54,0, 35,1,
28.9.15.2.

'H NMR (403 MHz, CDCls) 87,37 (s, 1H), 7.22 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 7,06 (d, J = 10,6 Hz, 1H),
6,18 (d, J= 7.4 Hz, 1H), 4,48 (dq, J = 12,6, 8,5 Hz, 1H), 4,37 — 4,29 (m, 1H), 4,17 —
4,07 (m, 1H), 3,98 (s, 3H), 3,96 (s, 3H), 3,59 (s, 3H), 3,29 (dd, J = 13,2, 4,3 Hz, 1H),

244 (s, 3H), 2,36 — 2,23 (m, 2H), 1,82 (dt, J= 11,0, 4,7 Hz, 1H).

Przyklad 9
Otrzymywanie izopropylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyny o wzorze 17

(17)

Postepowano jak w przykladzie 8 przy czym zamiast 2,2,2-trifluoroetanolu do mieszaniny

reakcyjnej dodano izopropanol (0,5 ml).

Otrzymano izopropylo-N-karbaminian-N-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-metyloti-

okolchicyny z wydajnoscig 32%.

ESI-MS (m/z); [M+Na] 560, [2M+Na]" 1097.

BC NMR (101 MHz, CDCl3) § 182.4, 159,2, 155,0, 151,1, 150.4, 1499, 146.6, 136,6, 134,5,
133.4,130,1, 128.5, 1258, 113,5, 68,7, 61.5, 61,4, 61,0, 53,3, 35,4, 29,0, 22.1, 22.1,
15,1.

'H NMR (403 MHz, CDCLy) & 7,29 (s, 1H), 7,19 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 10,4 Hz, 1H),

5,15 (d, J= 6,7 Hz, 1H), 4,77 (dp, J = 12,5, 6,2 Hz, 1H), 4,35 — 4,26 (m, 1H), 3,97 (s,
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3H), 3,95 (s, 3H), 3,60 (s, 3H), 3,29 — 3,23 (m, 1H), 2,43 (s, 3H), 2,25 (dd, /=17.3, 3,9
Hz, 2H), 1,64 (dd, J=11,5, 5,6 Hz, 1H), 1,17 (dd, J = 8.9, 6,3 Hz, 6H).
470
Przyktad 10
Otrzymywanie 2-(2-hydroksoctoksy)etylo-N-karbaminianu-V-deacetylo-4-bromo-10-

demetoksy-10-metylotiokolchicyny o wzorze 18

(18)
475  Postepowano jak w przykladzie 7 przy czym zamiast glikolu etylenowego do mieszaniny
reakcyjnej dodano glikol dietylenowy (0,5 ml).
Otrzymano 2-(2-hydroksoetoksy)etylo-N-karbaminian-V-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-
metylotiokolchicyny z wydajnosciag 38%.
ESI-MS (m/z); [M+H] 584, [M+Na] 606, [2M+Na] 1189.
480 “C NMR (101 MHz, CDCL) & 182.4, 1593, 155.4, 151,2, 150,4, 150,2, 146.6, 136,8, 134,7,
133.4,130,0, 128.3, 126,1, 113,5, 72,4, 69.1, 64,2, 61,5, 61.4, 61,0, 53,7, 34,9, 28.9,
15,2.
'H NMR (403 MHz, CDCl:) § 7,36 (s, 1H), 7.22 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 7,06 (d, J = 10,6 Hz, 1H),
5,97 (d, J=7.2Hz, 1H), 4,35 — 4,20 (m, 2H), 4,13 — 4,06 (m, 1H), 3,98 (s, 3H), 3,96 (s,
485 3H), 3,79 — 3,70 (m, 2H), 3,64 (t, J = 4,6 Hz, 2H), 3,60 (s, 3H), 3,57 (dd, J=5.3, 4.4
Hz, 2H), 3,27 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 2,44 (s, 3H), 2,27 (dd, J = 6,6, 3,5 Hz, 2H), 1,80 —

1,71 (m, 2H).

490  Przyklad 11

23



495

500

505

510

Otrzymywanie 2-hydroksyetylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-jodo-10-demetoksy-10-metylo-

tiokolchicyny o wzorze 19

(19)

Do roztworu N-deacetylo-4-jodo-10-demetoksy-10-metylotiokolchicyny (100 mg, 0,20 mmol)

w tetrahydrofuranie (5 ml) ochlodzonego do temperatury 0°C dodano trietyloaming (1 ml) oraz

trifosgen (62 mg, 0,21 mmol) i mieszano poczatkowo przez 20 minut w temperaturze 0°C, a

nastgpnie zaprzestano chlodzenia i przez kolejne 20 minut mieszano doprowadzajac do

temperatury pokojowej. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano glikol etylenowy (0,5

ml) 1 dalej mieszano w temperaturze pokojowej do czasu zakonczenia reakcji kontrolowanej za

pomoca chromatografii TLC. Nastgpnie odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym

cisnieniem, pozostalo$¢ rozpuszczono w chlorku metylenu i ekstrahowano roztowrem HCl,q

(0,5 M), anast¢pnie woda. Warstwe organiczng odparowano do sucha pod zmniejszonym

cisnieniem. Pozostalo$¢ oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash® stosujac

kolumng wypelniong Si0O, oraz mieszaning heksan:octan etylu przy wzrastajagcym gradiencie

stezen octanu etylu od 0 do 100%.

Otrzymano 2-hydroksyetylo-N-karbaminian-V-deacetylo-4-jodo-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyny z wydajnoscig 36%.

ESI-MS (m/z): [M+H]" 588, [M+Na] 610, [2M+H]" 1175, [2M+Na]" 1197.

“C NMR (101 MHz, CDCls) & 182.4, 159,2, 155,9, 153..5, 151.4, 150.4, 145.5, 137,3, 136.8,
134,6,129,5, 128.5, 126,2, 92,2, 66,9, 61,4, 61,3, 61,2, 60,8, 53,7, 34,9, 34,5, 15,2.

'H NMR (403 MHz, CDCl:) § 7,36 (s, 1H), 7.16 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 10,5 Hz, 1H),
6,32(d, J=17,1Hz, 1H), 427 — 4,19 (m, 1H), 4,00 (dd, J = 7,7, 3,8 Hz, 2H), 3,90 (s,
3H), 3.88 (s, 3H), 3,63 — 3,58 (m, 2H), 3,53 (s, 3H), 3,12 (dd, J = 13,7, 4,8 Hz, 1H),
2,42 —2.32 (m, 4H), 2,28 — 2,18 (m, 1H), 2,11 (s, 1H), 1,77 — 1,66 (m, 1H).
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520

525

530

535

Przyktad 12
Otrzymywanie 2,2, 2-trifluoroetylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-jodo-10-demetoksy-10-

metylotiokolchicyny o wzorze 20

SCH; 20)
Postepowano jak w przykladzie 11 przy czym zamiast glikolu etylenowego do mieszaniny
reakcyjnej dodano 2,2, 2-trifluoroctanol (0,5 ml). Po zakonczeniu prowadzenia reakcji
odsaczono wytrgcony chlorowodorek trietyloaminy, przesgcz odparowano i postgpowano dalej
jak w przykladzie 11.
Otrzymano 2,2, 2-trifluoroetylo-N-karbaminian-N-deacetylo-4-jodo-10-demetoksy-10-metylo-
tiokolchicyny z wydajnoscig 27%.
ESI-MS (m/z): [M+H] 626, [M+Na]" 648.
BC NMR (101 MHz, CDCl3) § 182,3, 159,5, 153,6, 153.6, 151.4, 149.4, 145.,6, 136,9, 136,6,
134,6, 129.5, 128.4, 126,0, 1242, 121.4,92.2. 61,4, 61,2, 61,2, 60,8, 53,9, 35,0, 34.4,
15,2.
'H NMR (403 MHz, CDCls) § 7,36 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 7.21 (t, J=7,2 Hz, 1H), 7,06 (d, J =
10,4 Hz, 1H), 6,27 — 6,06 (m, 1H), 4,49 (ddd, J = 16,9, 12,6, 8,5 Hz, 1H), 4,31 (dt, /=
11,8, 6,8 Hz, 1H), 4,19 — 4,09 (m, 1H), 3,97 (s, 3H), 3,96 (s, 3H), 3,59 (s, 3H), 3,21 (dd,

J=13.8, 48 Hz, 1H), 2,51 — 2,27 (m, 5H), 1,85 — 1,62 (m, 1H).

Przyklad 13

Otrzymywanie izopropylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-jodo-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyny o wzorze 21
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555

SCH; Q1)

Postegpowano jak w przykladzie 12 przy czym zamiast 2,2, 2-trifluoroetanolu do mieszaniny

reakcyjnej dodano izopropanol (0,5 ml).

Otrzymano izopropylo-N-karbaminian-V-deacetylo-4-jodo-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyny z wydajnoscig 33%.

ESI-MS (m/z): [M+H] 586, [M+Na]" 608.

BC NMR (101 MHz, CDCl3) § 182.4, 159,2, 155,0, 153.4, 1514, 1499, 1456, 136,9, 136,7,
1343, 129,6, 128.4, 1258, 92,1, 68,7, 61,4, 61,3, 60,8, 53,3, 35,3, 34,5, 22,1, 22,1,
15,2.

'HNMR (403 MHz, CDCl3) § 7.29 (s, 1H), 7,18 (d, J= 10,3 Hz, 1H), 7,04 — 7,00 (m, 1H), 5,15
(d,J=17,5Hz, 1H), 4,77 (dt, J = 12,5, 6,2 Hz, 1H), 4,34 — 4,23 (m, 1H), 3,96 (s, 3H),
3,94 (s, 3H), 3,60 (s, 3H), 3,20 — 3,13 (m, 1H), 2,43 (s, 3H), 2,40 — 1,56 (m, 3H), 1,18
(dd, J=9.1, 6,3 Hz, 6H).

Przyklad 14

Otrzymywanie 2-etoksyetylo-N-karbaminianu-N-deacetylo-4-jodo-10-demetoksy-10-metylotio-

kolchicyny o wzorze 22

(22)
Postegpowano jak w przykladzie, 11 przy czym zamiast glikolu etylenowego do mieszaniny

reakcyjnej dodano 2-etoksyetanol (0,5 ml).
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Otrzymano 2-etoksyetylo-N-karbaminian-V-deacetylo-4-bromo-10-demetoksy-10-metylotio-
kolchicyny z wydajnoscig 29%.
ESI-MS (m/z): [M+H] 616, [M+Na]  638.
560 "“C NMR (101 MHz, CDCl) & 182,3, 159,3, 155,2, 153,5, 151.4, 1496, 145.,6, 136.8, 136,7,
134,4,129.6, 128.,5, 125,7,92.1, 68,5, 66,6, 64,5, 61,4, 60.8, 53.4, 35,2, 34,4, 30,9,
15,2, 15,0.
'H NMR (403 MHz, CDCl:) § 7,30 (s, 1H), 7.18 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 10,7 Hz, 1H),
5,39 - 5,33 (m, 1H), 4,32 — 4,24 (m, 1H), 4,14 (tdd, J=11,7, 8,1, 3,6 Hz, 2H), 3,96 (s,
565 3H), 3,95 (s, 3H), 3,60 (d, /J=2.8 Hz, 3H), 3,59 — 3,48 (m, 4H), 3,18 (dd,.J= 13,8, 4.7

Hz, 2H), 2,47 — 2,42 (m, 3H), 2,33 — 2,19 (m, 2H), 1,37 — 1,11 (m, 3H).
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