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Nowe pochodne kolchicyny i ich zastosowanie.

DZIEDZINA WYNALAZKU

Przedmiotem wynalazku sa pochodne kolchicyny oraz ich zastosowanie do

wytwarzania preparatow o dzialaniu przeciwnowotworowym.
TLO WYNALAZKU

Z roku na rok liczba zachorowan na nowotwory ztosliwe systematycznie wzrasta,
a brak pelnej skutecznosci obecnie stosowanych chemioterapeutykoéw oraz szereg efektow
ubocznych, ktére wywolujg, prowadzi do $mierci wielu pacjentow. W zwigzku z tym wielu
laboratoriach badawczych trwaja nieustanne prace nad poszukiwaniem nowych zwiazkow,
ktére beda miaty dobre wiasciwosci antynowotworowe 1 jednocze$nie wysoki indeks
terapeutyczny. Jednym z najbardziej racjonalnych i efektywnych sposobéw poszukiwania
nowych $rodkéw leczniczych jest chemiczna modyfikacja réznorodnych zwiazkow
pochodzenia naturalnego posiadajacych udowodniong aktywnos¢ biologiczng.

Kolchicyna jest alkaloidem izolowanym glownie z nasion zimowita jesiennego
(Colchicum autumnale) i gloriozy wspanialej (Gloriosa superba). Charakteryzuje si¢ ona
wysoka cytotoksyczno$cia in vitro i in vivo oraz wykazuje dziatanie przeciwzapalne,
przeciwmitotyczne, przeciwzwloknieniowe i immunomodulujace. Aktywnos¢ biologiczna
kolchicyny jest wynikiem zdolno$ci wigzania si¢ z tubuling, ktora przyczynia si¢ do
zatrzymania polimeryzacji mikrotubul oraz tworzenia wrzeciona kariokinetycznego. Z tego
powodu cykl komoérkowy zostaje zahamowany, co w konsekwencji prowadzi do $mierci
komorki, i chociaz kolchicyna wykazuje silne dzialanie antyproliferacyjne jej zastosowanie
w terapii jest ograniczone ze wzgledu na jej toksycznosc¢ i lekoopornos¢.

W publikacji naukowej [V. Blasco et. al., Eur. J. Med. Chem. 2018, 150, 817-828]
ujawniono pochodne kolchicyny z ugrupowaniem mocznikowym przy weglu C-7.

Wszystkie wprowadzone podstawniki (za wyjatkiem cykloheksylowego) mialy charakter
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aromatyczny 1 byly niepodstawione lub podstawione réznego rodzaju grupami, zaréwno
elektronoakceptorowymi jak 1 elektronodonorowymi. Testy hamowania proliferacji
komoérkowej przeprowadzono in vitro na trzech liniach komorek nowotworowych:
okreznicy HT-29, piersi MCF-7, szyjki macicy HeLa i na jednej nienowotworowej -
komorkach embrionalnych nerki HEK-293. Wiekszos¢ przedstawionych analogow
wykazywata wysoka aktywnos¢, a czes¢ z nich miata takze dobre wspdtezynniki
selektywnosci. Informacje zawarte w publikacji ograniczaja si¢ jednak tylko do badan
in vitro, zatem nieznane jest dziatanie tych zwiazkow ,,w zywym organizmie” (in vivo).
Niewiadoma jest rowniez zdolno$¢ otrzymanych pochodnych do przelamywania
lekoopornosci komorek nowotworowych.

Z kolei w publikacji [H. Nishiyama et. al., Med. Chem. Commun. 2014, 5, 452-458]
autorzy ujawnili podwojnie modyfikowane analogi kolchicyny majace w pozycji C-4 atom
chloru, a w pozycji C-7 rozne podstawniki, m.in. szkielet mocznikowy czy tiomocznikowy.
Czes¢ z zaprojektowanych zwigzkow wykazata lepsza aktywno$¢ niz niemodyfikowana
chemicznie kolchicyna wobec komdrek nowotworow pluc A549 oraz jelita grubego HT-29
i HCT116. Najbardziej cytotoksyczne zwiazki zostaly nastepnie zbadane pod katem ich
aktywnosci in vivo na myszach z przeszczepionym ludzkim rakiem okreznicy HCT116.
Wyniki pokazaty, ze odpowiednio zaprojektowane pochodne mocznikowe i tiomocznikowe
posiadaja dobre wlasciwosci przeciwnowotworowe 1 nie wykazuja oznak toksycznosci u
myszy, jednakze uzyskanych rezultatow nie mozna bezposrednio odnies¢ do komorek
cztowieka, gdyz organizm myszy istotnie rozni si¢ od ludzkiego.

W publikacji [M. Cifuentes et. al., Bioor. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 2761-2764]
przedstawione zostaly 7-tioacetamidowe analogi kolchicyny i izokolchicyny. Aktywnos¢
biologiczna in vitro tych pochodnych zostata okreslona w testach hamowania polimeryzacji
tubuliny oraz wzrostu komérek ludzkiego raka prostaty PC3. Zwiazki wykazaty
poréwnywalne, gorsze lub lepsze aktywnosci od zwigzku wyjsciowego. Nie zbadano jednak
toksycznosci wzgledem komérek zdrowych, nieznane sa zatem wspdtczynniki
selektywnosci opisanych substancji.

Do chwili obecnej pochodne kolchicyny nie znalazly szerokiego zastosowania
w chemioterapii. Niemniej jednak, zdolnos¢ kolchicyny do hamowania namnazania si¢
komorek nowotworowych sprawia, ze wciaz poszukuje si¢ jej pochodnych wykazujacych

poréwnywalng lub lepszg od niej aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.

OPIS WYNALAZKU



Istota wynalazku sa nowe pochodne kolchicyny otrzymane w wyniku jej chemicznej
modyfikacji, ktore wykazuja aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec komorek

nowotworowych i moga znalez¢ zastosowanie w terapii réznych rodzajow nowotwordw.
Zgodnie z tym, jednym z aspektéw tego wynalazku sa nowe zwigzki o wzorze (I):

Y

7||I|||||NH

)

70 w ktérym:
o X oznacza grup¢ metyloaminowa -NHCH3;

e Y oznacza grupe:
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R! i R? kazdy jednocze$nie lub niezaleznie oznacza:

atom wodoru,

grupe alkilowa prosta lub rozgateziong zawierajaca od 1 do 10 atoméw wegla,
grupe alkilowa prosta lub rozgaleziong zawierajaca od 2 do 10 atomow wegla
posiadajaca w dowolnej pozycji tancucha wigzanie nienasycone,

grupe alkilowa prosta lub rozgaleziong zawierajaca od 1 do 10 atomow wegla
podstawiong w dowolnej pozycji tancucha jednym lub wiecej atomami halogenu
(chlor, brom. jod, fluor), ktére moga sie znajdowac zar6wno przy tym samym jak
i przy réznych atomach wegla,

grupe alkilowa prosta lub rozgaleziong zawierajaca od 1 do 10 atomow wegla
podstawiong w dowolne] pozycji tancucha jedna lub wigcej grupami
hydroksylowymi w postaci wolnej lub zabezpieczonych grupami ochronnymi,
grupe alkilowa zawierajacg od 1 do 10 atomow wegla podstawiong w dowolnej
pozycji tancucha, jedna lub wigksza iloscia, identycznych lub roznych grup,
wybranych sposrod: alkoksylowej, aminowej, cyjanowej, estrowej, karboksylowej,
sulfidowej,

grupe karbocykliczng lub heterocykliczng, przy czym pierScieh moze by¢
ewentualnie podstawiony, jedng lub wigkszg iloscia, identycznych lub réznych grup,
wybranych sposrdd: grupy alkilowej, alkiloaminowej, alkoksylowej, aminowej,
cyjanowej, dialkiloaminowej, estrowej, halogenowej (chlor, brom, jod, fluor),
hydroksylowej, karboksylowej, sulfidowej, trifluorometylowej,

grupe alkilowa podstawiona w dowolnej pozycji tancucha grupa karbocykliczng lub
heterocykliczng, przy czym pierscien moze by¢ ewentualnie podstawiony, jedna lub
wieksza iloscig, identycznych lub roznych grup, wybranych sposrod: grupy
alkilowej, alkiloaminowej, alkoksylowej, aminowej, cyjanowej, dialkiloaminowej,
estrowej, halogenowej (chlor, brom, jod, fluor), hydroksylowej, karboksylowej,

sulfidowej, trifluorometylowej,

Jeszcze innym aspektem wynalazku jest zastosowanie pochodnych kolchicyny do

wytwarzania preparatow o dziataniu przeciwnowotworowym. Nowe pochodne kolchicyny

owzorze ogdlnym (I) sa uzyte do wytwarzania preparatéw leczniczych przydatnych

w chemioterapii ludzkiego raka ptuc, gruczolaka piersi, gruczolaka jelita grubego, w tym

wrazliwego na doksorubicyne jak i opornego na doksorubicyneg.
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SZCZEGOLOWY OPIS WYNALAZKU

Poszczegblne aspekty niniejszego wynalazku stang si¢ jasne po zapoznaniu
z zamieszczonym ponizej szczegdtowym opisem wykonan wynalazku wraz z przyktadami

stanowiacymi jego ilustracje.

Definicje

Stosowane w niniejszym opisie i zastrzezeniach patentowych terminy, jesli
wystepuja, maja nast¢pujace znaczenia.

,,Grupa alkilowa” odnosi si¢ do prostotancuchowego Ilub rozgatezionego
weglowodoru zawierajacego do 10 atomow wegla, jak np. etyl (-CH2CH3), 2-propyl
(izopropyl, -CH(CH3)2), 2-metylo-3-pentyl (-CH(CH2CH3)CH(CH3)2) itp.

,,Grupa alkoksylowa” odnosi si¢ do rodnika o wzorze -OR,, w ktorym R, oznacza
grupe alkilowa jak zdefiniowano powyzej, jak np. metoksy (-OCH3), etoksy (-OCH>CH3),
2-propoksy (izopropoksy, -OCH(CHz3)2) itp.

,,Grupa karbocykliczna” oznacza nasycony, nienasycony lub aromatyczny monocykl
lub policykl, ktory jest albo podstawiony albo niepodstawiony, jak np. cyklobutyl, fenyl, 1-
cyklopent-1-enyl itp.

,,Grupa heterocykliczna” oznacza grupe karbocykliczng okreslona powyzej, gdzie
jeden lub wiece] atomow wegla zostalo zastapionych przez atom tlenu, azotu lub siarki,
w ktorym atomy te moga by¢ ewentualnie utlenione oraz atom azotu moze by¢ ewentualnie
czwartorzedowy. Przyktady takich heterocykli obejmuja np. piperydynyl, piperazynyl, pirol,
2-oksopiperazynyl, tiofen, morfolina itp.

,,Grupa alkiloaminowa” odnosi si¢ do rodnika o wzorze —-NHR,, w ktérym
Ra oznacza rodnik alkilowy jak zdefiniowano powyzej, jak np. metyloamino, propyloamino
itp.

,,Grupa dialkiloaminowa” odnosi si¢ do rodnika o wzorze -NRuRa, w ktorym kazdy
z symboli Ra oznacza odpowiednio rodnik alkilowy jak zdefiniowano powyzej, jak
np. dimetyloamino, etylopropyloamino itp.

,Ewentualny” lub  ewentualnie” oznacza, ze opisane dalej zdarzenie lub
okolicznosci moga lecz nie musza wystapi¢, a opis obejmuje przypadki, w ktorych

to zdarzenie lub okoliczno$¢ wystepuje badz nie.
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Termin ,terapia” lub ,leczenie” stosuje sie do stosowania leku zawierajacego nowe
zwiazki wedlug wynalazku o wzorze (I), do leczenia choroby lub stanu chorobowego
1 obejmuje zapobieganie chorobie lub stanowi hamowanie choroby lub stanu, eliminowanie
choroby lub stanu 1/lub tagodzenie jednego lub wigkszej liczby objawéw choroby lub stanu.

Farmaceutycznie akceptowalne substancje pomocnicze sa znane i1 przedstawione
przykladowo w Remington: The Science and Practice of Pharmacy 1995, edycja E. W.
Martin, Mack Publishing Company, wydanie 19, Easton, Pa.

W dokumencie przedstawiono przyktady ilustrujace wynalazek oraz opisano rozne
sposoby ich otrzymywania. Przyktady te nie powinny by¢ interpretowane jako ograniczajace
zakres zastrzeganego wynalazku. Zwiazki wedlug wynalazku mozna wytwarza¢ przez
zastosowanie znanych reakcji i procedur chemicznych. Metody ilustruja nature tych
sposobdw 1 w zamierzeniu nie ograniczaja zakresu mozliwych do wykorzystania metod.

Specjalisci w dziedzinie syntezy organiczne] zauwaza, ze materialy wyjsciowe,
warunki czy kolejnos¢ przeksztalcen moga by¢ rozne, a reakcje nalezy prowadzié
w rozpuszczalniku odpowiednim dla uzywanych reagentow czy dla planowanych
transformacji. Dostepnych jest wiele odnosnikow ogolnych podajacych powszechnie znane
schematy syntez chemicznych i warunki przydatne do syntetyzowania ujawnionych
zwiazkow, przyktadowo: Smith i March, March’s Advanced Organic Chemistry: Reactions,
Mechanisms and Structure, wydanie piate, Wiley-Interscience, 2001 lub Vogel, A Textbook
of Practical Organic Chemistry, Including Qualitative Organic Analysis, wydanie czwarte,
New York: 5 Longman, 1978. Jest zrozumiate, a w niektorych przypadkach moze by¢
konieczne zastosowanie ochrony reaktywnych grup funkcyjnych niezbedne dla uzyskania
odpowiedniego przeksztatcenia. Potrzeba takich grup ochronnych oraz warunki ich
dotaczenia 1 usunigcia beda oczywiste dla specjalistow w te] dziedzinie. Zestawienia
opisujace wiele alternatyw zawarte sa przyktadowo w: J. F. W. McOmie, Protective Groups
in Organic Chemistry, Plenum Press, London i New York 1973 czy T. W. Greene i P. G. M.
Wauts, Protective Groups in Organic Synthesis, wydanie trzecie, Wiley, New York 1999.

Materialy wyjsciowe oraz rozpuszczalniki uzyskano ze zrodel komercyjnych
(TriMen Chemicals, Sigma Aldrich) lub wytworzono dobrze znanymi sposobami
literaturowymi.

Analizy TLC przeprowadzono przy uzyciu ptytek aluminiowych (grubos¢ 0,2 mm,
F-254). Kolumny chromatograficzne wykonywano stosujac zel krzemionkowy o wysokiej
czystosci (rozmiar porow 60 A, rozmiar czastek 40-63 um, 230-400 mesh).

Widma 'H i '3C NMR zostaly wykonane w rozpuszczalnikach deutrowanych

(CDCl3, CD2Cl2, CD3CN, itp.) na spektrometrze Bruker Avance DRX 500.
6
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Analizy ESI-MS wykonano przy uzyciu modulu separacyjnego Waters Alliance
2695 z detektorem UV PDA 2996 i detektorem mas Waters Micromass ZQ 2000
wyposazonym w kolumne Kinetex Biphenyl 50x2,1 mm, 2,6 um, przy przeptywie

0,3 ml/min gradientu 3-100% (przez 6 min) acetonitrylu w wodzie.

W przyktadach opisano szczegdtowo nowe pochodne kolchicyny wedtug wynalazku

poprzez sposédb ich wytwarzania.

Przyktad 1.

N-deacetylo-10-demetoksy-10-metyloaminokolchicyne (1,0 equiv.) rozpuszczono w THF,
dodano trietyloamine (5,0 equiv.) 1 schtodzono kolbe w lazni l6d/woda. Nastepnie
wkroplono 20% roztwor fosgenu w toluenie (1,6 equiv.) i mieszano dodatkowo przez
1 godzinge. Po tym czasie przez mieszaning przepuszczono gazowy amoniak (nadmiar)
i kontynuowano reakcje w temperaturze pokojowej. Postep monitorowano za pomoca TLC
lub LC-MS. Mieszaning rozcienczono AcOEt, przemyto 5% NaHCOs, solankg i suszono
nad Na>SOs. Produkt oczyszczono na zelu krzemionkowym stosujac uktad AcOEt/MeOH
uzyskujac czysty zwigzek z wydajnoscia 15%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C21H25N3Os (m/z): [M+H]* 400, [M+Na]* 422, [2M+H]* 799, [2M+Na]* 821,
[M-H] 398, [M+HCOO| 444.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.75 (s, 1H), 7.51 — 7.46 (m, 2H), 7.323 — 7.31 (m, 1H), 6.62
(d,J =11.3 Hz, 1H), 6.53 (s, 1H), 4.84 (s, 2H), 4.64 — 4.51 (m, 1H), 3.94 (s, 3H), 3.90 (s,
3H), 3.60 (s, 3H), 3.10 (d, J = 5.4 Hz, 3H), 2.50 — 2.39 (m, 1H), 2.35 — 2.30 (m, 2H), 1.82 —
1.77 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 175.2, 158.4, 155.4, 153.0, 151.1, 141.5, 139.7, 134.8, 130.7,
126.8, 123.1, 108.7, 107.2, 61.5, 61.4, 56.2, 53.1, 37.7, 30.2, 29.5.
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Przyktad 2.

NH

«ntlINH

N-deacetylo-10-demetoksy-10-metyloaminokolchicyne (1,0 equiv.) rozpuszczono w DCM,
dodano trietyloaming (2,0 equiv.) i N-metylokarbaminian N-sukcynimidylowy (1,0 equiv.).
Postep reakcji monitorowano za pomoca TLC lub LC-MS. Mieszaning poreakcyjng
rozcienczono AcOEt, przemyto 5% NaHCOs3, solankg 1 suszono nad NaSOs. Produkt
oczyszczono na zelu krzemionkowym stosujgc uktad AcOEt/MeOH uzyskujac czysty
zwiazek z wydajnoscia 99%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C2H27N3Os (m/z): [M+H]* 414, [M+Na]* 436, [2M+H]* 827, [2M+Na]* 849,
[M-H] 412, [M+HCOO] 458.

'H NMR (500 MHz, CDCl53) § 8.46 (d, ] = 4.7 Hz, 1H), 8.03 (s, 1H), 7.69 (d, ] = 11.9 Hz,
1H), 7.45 (d, ] = 4.4 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 6.52 (s, 1H), 4.57 — 4.51 (m, 1H),
3.89—-3.82 (m, 6H), 3.65 (s, 3H), 3.10 (d, ] =4.4 Hz, 3H), 2.61 (s, 3H), 2.43 - 2.39 (m, 1H),
2.38 —2.29 (m, 1H), 2.16 — 1.98 (m, 2H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 164.2, 159.1, 155.7, 155.2, 153.9, 150.5, 144.1, 141.1, 135.9,
135.5, 125.0, 121.8, 115.1, 1074, 61.5, 61.3, 56.1, 53.4, 38.5, 30.2, 30.2, 26.6.

Przyktad 3.

N-deacetylo-10-demetoksy-10-metyloaminokolchicyne (1,0 equiv.) rozpuszczono w DCM,
dodano trietyloaming (2,0 equiv), chlorek dietylokarbamoilowy (1,0 equiv.) i ogrzewano w
temperaturze wrzenia pod chtodnica zwrotna. Postep reakcji monitorowano za pomocg TLC
lub LC-MS. Nastgpnie mieszaning reakcyjng rozcienczono AcOEt, przemyto 5% NaHCOs,

solankg 1 suszono nad Na;SOs. Zwigzek oczyszczono na kolumnie chromatograficznej
8
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wypelnionej zelem krzemionkowym w ukladzie AcOEt/MeOH uzyskujac produkt z
wydajnoscia 94%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C25H33N3Os (m/z): [M+H]* 456, [M+Na]* 478, [2M+H]* 911, [2M+Na]* 933,
[M+HCOO] 500.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.24 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.67 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 6.82 (d,
J =11.7 Hz, 1H), 6.53 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 4.69 — 4.61 (m, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.87 (s, 3H),
3.72 (s, 3H), 3.52 — 3.42 (m, 2H), 3.28 (dq, J = 14.3, 7.1 Hz, 2H), 3.06 (d, J = 3.3 Hz, 3H),
249 —2.41 (m, 1H), 2.36 — 2.28 (m, 2H), 2.21 — 2.16 (m, 1H), 1.09 (t, ] = 7.0 Hz, 6H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 165.6, 156.7, 155.2, 155.1, 153.8, 150.7, 143.3, 141.2, 135.5,
135.2,125.4,122.8, 113.9, 1074, 61.6, 61.3, 56.2, 54.1, 41.3, 38.5, 30.4, 30.1, 14.0.

Przyktad 4.

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 3, stosujac takie same ilosci
reagentOw, sposob  wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast chlorku
dietylokarbamoilowego do mieszaniny reakcyjnej dodano chlorek morfolino-4-

karbonylowy (2,0 equiv.). Czysty produkt uzyskano z wydajnoscia 88%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C25H31N3Os (m/z): [M+H]* 470, [M+Na]* 492, [2M+H]* 939, [2M+Na]* 961,
[M-H] 468, [M+HCOO] 514.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.56 (s, 1H), 7.43 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 7.20 (q, J = 4.9 Hz,
1H), 6.99 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 6.54 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 6.48 (s, 1H), 4.70 — 4.58 (m, 1H),
3.89 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.60 — 3.55 (m, 4H), 3.47 — 3.39 (m, 4H), 3.05 (d, J
=5.4 Hz, 3H), 2.41 — 2.35 (m, 1H), 2.33 — 2.15 (m, 2H), 1.95 — 1.83 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 174.7,157.2, 155.2, 152.8, 152.6, 151.0, 141.5, 139.3, 134.8,
1304, 126.9, 123.2, 108.2, 107.2, 66.6, 61.4, 61.4, 56.1, 53.9,44.2, 37.4, 30.4, 29.5.
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Przyktad 5.

N-deacetylo-10-demetoksy-10-metyloaminokolchicyne (1,0 equiv.) rozpuszczono w THF i
wkroplono rozcienczony THF izocyjanian fenylu (1,5 equiv.). Postep reakcji monitorowano
za pomocg TLC lub LC-MS. Nastepnie mieszaning reakcyjng rozcienczono AcOEt,
przemyto 5% NaHCOs3, solankg 1 suszono nad NaxSO4. Zwiazek oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej wypelnionej zelem krzemionkowym w ukladzie DCM/MeOH
uzyskujac produkt z wydajnoscia 99%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C27HN30s5 (m/z): [M+H]* 476, [M+Na]* 498, [2M+H]* 951, [M-H] 474,
[M+HCOO] 520.

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 8.30 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.55 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 7.40 —
7.28 (m, 2H), 7.20 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.04 (t, ] = 7.9 Hz, 2H), 6.81 (t, ] = 7.3 Hz, 1H), 6.66
(d,J =11.5Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 4.76 — 4.58 (m, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.66 (s,
3H),3.09(d,J =5.4 Hz, 3H), 2.44 — 2.36 (m, 1H), 2.35 — 2.23 (m, 2H), 1.70 — 1.64 (m, 1H).
3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 174.8, 155.5, 155.3, 153.2, 153.0, 151.1, 141.5, 140.1, 139.4,
134.7, 131.0, 128.7, 126.7, 123.2, 122.1, 119.3, 109.2, 107.2, 61.6, 61.5, 56.2, 52.7, 38.22,
30.2, 29.6.

Przyktad 6.

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 5, stosujgc takie same ilosci

reagentow, sposob wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast izocyjanianiu fenylu
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do mieszaniny reakcyjnej dodano izocyjanian 4-trifluorometylofenylu (1,5 equiv.). Czysty

produkt uzyskano z wydajnoscia 88%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla CasH2sF3N30s (m/z): [M+H]* 544, [2M+H]* 1086, [M-H] 542, [M+HCOO
588.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 9.01 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.72 (d, J = 11.8 Hz,
1H), 7.66 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.26 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.86 (d, ] =
12.0 Hz, 1H), 6.55 (s, 1H), 4.79 — 4.59 (m, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.07
(d,J =4.3 Hz, 3H), 2.44 — 2.36 (m, 2H), 2.26 — 2.12 (m, 1H), 2.06 — 2.01 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 165.7, 155.3, 155.0, 154.4, 154.0, 150.7, 143.9, 143.0, 141.4,
135.7, 135.1, 125.7, 125.7, 125.5, 125.2, 123.3, 122.1, 118.2, 114.6, 107.5, 61.5, 61.4, 56.2,
53.1, 38.6, 30.1, 30.0.

Przyktad 7.

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 1, stosujgc takie same ilosci
reagentow, sposob wyodrebniania i oczyszczania, przy czym zamiast roztworu fosgenu w
toluenie do mieszaniny reakcyjnej dodano tiofosgen rozcienczony THF (1,6 equiv.). Czysty

produkt uzyskano z wydajnoscia 91%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C21H2sN304S (n/z): [M+H]* 416, [M+Na]* 438, [2M+H]* 831, [M-H] 414,
[M+HCOO] 460.

H NMR (500 MHz, CD30D) & 7.49 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 7.22 (s, 1H), 6.77 (d,J = 11.4 Hz,
1H), 6.72 (s, 1H), 4.96 — 4.92 (m, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.08 (s, 3H),
2.58 — 2.54 (m, 1H), 2.33 — 2.29 (m, 2H), 1.96 — 1.92 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, CD30D) § 185.0, 176.0, 157.1, 154.4 152.8, 152.1, 142.6, 141.2, 136.3,
131.5, 128.0, 123.5, 110.1, 108.6, 62.4, 61.7, 58.6, 566, 38.9, 30.8, 29.6.

Przyktad 8.

11



320

330

N-deacetylo-10-demetoksy-10-metyloaminokolchicyne (1,0 equiv.) rozpuszczono w DCM,
schtodzono w tazni 16d/woda i wkroplono tiofosgen rozcienczony DCM (1,5 equiv.). Po 1,5
godziny do mieszaniny dodano chlorowodorek metyloaminy (2,0 equiv.), usuni¢to taznie
chtodzaca 1 kontynuowano reakcje w temperaturze pokojowej kontrolujac jej postep za
pomoca TLC lub LC-MS. Nastepnie mieszaning rozcienczono AcOEt, przemyto 5%
NaHCOs;, solanka 1 suszono nad NaxSOs4. Zwiazek oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej wypelnionej zelem krzemionkowym w uktadzie AcOEt/MeOH

uzyskujac produkt z wydajnoscia 70%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujace:

ESI-MS dla C22H27N304S (m/z): [M+H]* 430, [M+Na]* 452, [2M+H]* 859, [2M+Na]* 881,
[M-H] 428, [M+HCOO 474.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8.84 (s, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.57 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 7.32 (d,
J =4.7 Hz, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.68 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 6.52 (s, 1H), 5.11 (s, 1H), 3.94 (s,
3H), 3.88 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.11 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.96 (s, 3H), 2.45 — 2.29 (m, 3H),
1.89 (s, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 174.2, 155.4, 153.0, 151.3 141.7, 140.3, 134.7, 131.5, 126.7,
123.0, 109.5, 107.2, 62.3, 61.5, 57.1, 56.2, 37.8, 31.3, 30.2, 29.6.

Przyktad 9.

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 5, stosujac takie same ilosci
reagentow, sposob wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast izocyjanianiu fenylu
do mieszaniny reakcyjnej dodano izotiocyjanian butylu (1,5 equiv.). Czysty produkt

uzyskano z wydajnoscia 53%.
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Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C25H33N304S (m/z): [M+H]* 472, [M+Na]* 494, [2M+H]* 943, [2M+Na]* 965,
[M-H] 470, [IM+HCOO] 516.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.63 (s, 1H), 7.77 — 7.59 (m, 2H), 7.48 — 7.41 (m, 1H), 6.75
—6.72 (m, 1H), 6.53 (s, 1H), 5.16 (s, 1H), 3.94 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.54 (s,
1H), 3.30 (s, 1H), 3.13 (d, J = 5.1 Hz, 3H), 2.49 — 2.24 (m, 3H), 2.04 — 1.90 (m, 1H), 1.51 -
1.36 (m, 2H), 1.24 — 1.19 (m, 2H), 0.78 (t, ] = 7.3 Hz, 3H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 155.4, 153.6, 153.2, 151.2, 141.7, 140.8, 134.8, 132.2, 126.5,
123.1, 110.3, 107.3, 62.4, 61.4, 57.0, 56.2, 44.3, 37.9, 31.3, 30.2, 29.7, 20.08, 13.8.

Przyktad 10.

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 8, stosujgc takie same ilosci
reagentdw, sposdéb wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast chlorowodorku
metyloaminy do mieszaniny reakcyjnej dodano dietyloaming (2,0 equiv.). Czysty produkt
uzyskano z wydajnoscia 69%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujace:

ESI-MS dla C25sH33N304S (m/z): [M+H]* 472, [M+Na]* 494, [2M+H]* 943, [2M+Na]* 965,
[M-H] 470, [M+HCOO] 516.

'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.50 — 7.42 (m, 3H), 7.14 — 7.12 (m, 1H), 6.58 — 6.46 (m,
2H), 5.40 — 5.36 (m, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.80 — 3.73 (m, 5H), 3.67 — 3.60 (m,
2H), 3.05 (d,J =5.2 Hz, 3H), 2.44 — 2.38 (m, 1H), 2.33 —2.25 (m, 2H), 2.16 —2.12 (m, 1H),
1.18 (t,J = 6.9 Hz, 6H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 179.7, 174.6, 155.1, 152.8, 152.2, 151.3, 141.6, 139.1, 134.7,
130.7, 127.0, 123.9, 108.1, 107.2, 62.3, 61.4, 58.9, 56.1, 45.7, 37.6, 30.5, 29.6, 13.0.

Przyktad 11.
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Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 5, stosujac takie same ilosci
reagentow, sposob wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast izocyjanianiu fenylu
do mieszaniny reakcyjnej dodano izotiocyjanian 4-trifluorometylofenylu (1,5 equiv.).

Czysty produkt uzyskano z wydajnoscia 99%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C2sH2gF3N304S (m/z): [M+H]* 560, [2M+H]* 1119, [2M+Na]* 821, [M-H] 558.
'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 9.54 (s, 1H), 9.39 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.62 (d, J
=11.3 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.36 — 7.30 (m, 1H), 7.14 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 6.72
(d,J =11.5 Hz, 1H), 6.56 (s, 1H), 5.15 — 5.08 (m, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 3.74 (s,
3H), 3.08 (d, ] = 5.4 Hz, 3H), 2.56 — 2.35 (m, 3H), 2.10 — 1.97 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 181.4, 173.9, 155.5, 153.2, 152.2, 151.3, 141.8, 141.7, 140.9,
134.5, 131.6, 126.6, 125.7, 125.2, 125.2, 123.9, 123.0, 122.7, 110.0, 107.3, 62.2, 61.4, 57.2,
56.2,37.5, 30.0, 29.5.

Przyktad 12.

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 8, stosujac takie same ilosci
reagentdw, sposdéb wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast chlorowodorku
metyloaminy do mieszaniny reakcyjnej dodano 3.4;5,6-di-O-isopropylidene-1-amino-1-

deoksy-D-glucitol (2,0 equiv.). Czysty produkt uzyskano z wydajnoscia 76%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C33H4sN309S (m/z): [M+H]™ 660, [M+Na]* 682, [M-H] 658, [M+HCOO] 704.
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'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 9.12 (s, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.53 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 7.35 -
7.31 (m, 2H), 6.63 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 6.53 (s, 1H), 5.13 — 5.10 (m, 1H), 4.10 — 3.90 (m,
6H), 3.91 — 3.82 (m, 6H), 3.79 (s, 1H), 3.68 (s, 3H), 3.41 — 3.36 (m, 1H), 3.07 (¢, J = 6.6 Hz,
3H), 2.50 — 2.31 (m, 3H), 1.99 (s, 1H), 1.33 (s, 3H), 1.29 — 1.26 (m, 9H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 183.2, 174.7, 155.4, 152.9, 152.5, 151.3, 141.6, 140.0, 134.7,
131.1, 126.8, 123.4, 109.7, 109.6, 109.2, 107.1, 81.2, 77.2, 69.4, 67.6, 62.2, 61.5, 57.1, 56.1,
48.8,37.9,30.2,29.5, 27.1, 26.9, 26.6, 25.4.

Przyktad 13.

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 8, stosujac takie same ilosci
reagentdw, sposdéb wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast chlorowodorku
metyloaminy do mieszaniny reakcyjnej dodano trifluoroetanolan sodu (nadmiar). Czysty

produkt uzyskano z wydajnoscia 61%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C23H2sF3N20sS (m/z): [M+H]* 500, [M+Na]* 521, [2M+H]* 997, [M-H] 497.
'H NMR (500 MHz, CDCl5) § 10.15 (d, ] = 7.4 Hz, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.55 (d, ] = 11.2 Hz,
1H), 7.41 — 7.34 (m, 1H), 6.66 (d, ] = 11.5 Hz, 1H), 6.57 (s, 1H), 5.05 — 4.84 (m, 2H), 4.23
—4.16 (m, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.10 (d, J = 5.4 Hz, 3H), 2.57 - 2.51
(m, 1H), 2.47 — 2.40 (m, 2H), 2.34 — 2.29 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCl5) § 188.5, 174.7, 155.8, 153.0, 151.2, 150.1, 141.6, 140.0, 134.5,
130.7, 126.7, 124.0, 123.3, 109.0, 107.3, 65.0, 61.7, 61.4, 59.0, 56.1, 37.5, 30.1, 29.5.

Przyktad 14.

15



410

420

430

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 8, stosujac takie same ilosci
reagentdw, sposdéb wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast chlorowodorku
metyloaminy do mieszaniny reakcyjnej dodano fluoroetanolan sodu. Czysty produkt

uzyskano z wydajnoscia 18%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C23H26N20OsS (m/z): [M+H]* 443, [2M+H]* 885, [M-H] 441, [M+HCOO] 487.
'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.48 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 730 — 7.26 (m, 1H), 6.94 (s, 1H),
6.63 — 6.46 (m, 2H), 5.07 (dd, J = 12.4, 6.4 Hz, 1H), 4.75 (q, ] =9.6 Hz, 1H), 4.64 (td, ] =
9.5,5.4 Hz, 1H), 4.32 (td, ] = 9.6, 5.4 Hz, 1H), 3.98 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H), 3.89
(s,3H),3.70 (s, 3H), 3.08 (d, ] =5.4 Hz, 3H), 2.60 — 2.54 (m, 1H), 2.51 —2.43 (m, 1H), 2.37
—2.29 (m, 1H), 2.24 — 2.11 (m, 1H).

3C NMR (126 MHz, CDCls3) § 188.3, 175.2, 155.3, 153.0, 151.3, 147.8, 141.9, 139.5, 133.6,
1294, 126.8, 122.6, 107.8, 107.1, 62.1, 61.4, 59.9, 56.1, 47.5, 35.8, 29.8, 29.5.

Przyktad 15.

Zwiazek otrzymano wedlug procedury opisanej w przyktadzie 8, stosujac takie same ilosci
reagentdw, sposdéb wyodrebniania 1 oczyszczania, przy czym zamiast chlorowodorku
metyloaminy do mieszaniny reakcyjnej dodano fenolan 4-trifluorobenzylowy sodu. Czysty

produkt uzyskano z wydajnoscia 19%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C29H20F3N205S (m/z): [M+H]* 575, [2M+H]* 1149, [M-H] 573.
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450

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 9.92 (s, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.59 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 7.39 (d,
J = 8.1 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 8.2 Hz, 3H), 6.60 — 6.56 (m, 2H), 5.43 (d, J = 12.2 Hz, 1H),
5.17 (d,J = 12.2 Hz, 1H), 5.05 — 5.00 (m, 1H), 3.98 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 2.96
(d,J = 5.4 Hz, 3H), 2.58 — 2.50 (m, 1H), 2.47 — 2.39 (m, 2H), 2.32 — 2.28 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 190.1, 174.9, 155.4, 153.1, 151.1, 150.8, 141.7, 140.0, 139.9,
134.5, 130.8, 128.7, 126.8, 125.3, 125.0, 125.0, 123.4, 108.5, 107.3, 71.1, 61.9, 61.4, 58.6,
56.1, 37.6, 30.2, 29.3.

Przyktad 16.

N-deacetylo-10-demetoksy-10-metyloaminokolchicyne (1,0 equiv.) rozpuszczono w
PhCH3, dodano odczynnik Lawessona (1,1 equiv.) i ogrzewano mieszaning pod chtodnica
zwrotng w ukladzie wypelnionym argonem. Postep reakcji monitorowano za pomoca LC-
MS. Nastepnie mieszaning rozcienczono AcOEt, przemyto H20, 5% NaHCOs3, solanka
i suszono nad Na>SO4. Zwigzek oczyszczono na kolumnie chromatograficzne) wypelnione;

zelem krzemionkowym w uktadzie AcOEt/MeOH uzyskujac produkt z wydajnoscia 12%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C22Ho6N204S (m/z): [M+H]* 415, [M+Na]* 437, [2M+H]* 829, [M-H] 413.
'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10.95 (s, 1H), 7.57 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 7.47 (s, 1H), 7.336
—7.30 (m, 1H), 6.66 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 6.55 (s, 1H), 5.15 — 5.10 (m, 1H), 3.95 (s, 3H),
3.91 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.12 (d, J = 5.4 Hz, 3H), 2.53 6 — 2.47 (m, 4H), 2.46 — 2.30 (m,
3H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 202.0, 155.3, 153.1, 151.3, 150.6, 141.7, 140.5, 134.5, 131.7,
126.6, 122.3, 109.5, 107.3, 62.4, 61.4, 59.0, 56.2, 36.9, 33.2, 30.06 29.6.

Przyktad 17.
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480

N-deacetylo-10-demetoksy-10-metyloaminokolchicyne (1,0 equiv.) rozpuszczono w
CH3CN , dodano 5-nitro-1-(2-chlorotiobenzamide)-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-on (1,5
equiv.) i mieszano reagenty w temperaturze pokojowej — postep reakcji monitorowano za
pomoca LC-MS. Nastepnie mieszanine rozcienczono AcOEt, przemyto H20, 5% NaHCOs3,
solankg i suszono nad Na>SO4. Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej
na zelu krzemionkowym stosujac uktad DCM/MeOH uzyskujac czysty zwiazek
z wydajnoscia 55%.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sa nastepujace:

ESI-MS dla C27H27CIN204S (m/z): [M+H]* 511/513, [M+Na]* 533, [M-H] 509/511.

'H NMR (500 MHz, CDCl5) § 10.52 (d, ] = 5.6 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.48 (d, ] = 11.2 Hz,
1H), 7.39 (dd,J =7.7, 1.5 Hz, 1H), 7.22 — 7.16 (m, 1H), 7.06 (dd, ] = 7.9, 0.7 Hz, 1H), 6.93
(td,J =7.8, 1.5 Hz, 1H), 6.84 (td, J = 7.6, 0.8 Hz, 1H), 6.58 (s, 1H), 6.46 (d, ] = 11.4 Hz,
1H), 5.54 — 5.46 (m, 1H), 3.98 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.04 (d, ] = 5.4 Hz, 3H),
2.57 - 2.51 (m, 2H), 2.42 — 2.34 (m, 2H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 197.3, 174.0, 155.3, 153.1, 151.1, 149.9, 141.7, 141.5, 139.8,
134.5, 131.0, 130.5, 129.3, 128.6, 128.0, 127.0, 126.6, 123.5, 108.7, 107.6, 62.1, 61.5, 58.9,
56.1, 37.6, 30.1, 29.4.

Oceng aktywnosci cytotoksycznej zwigzkow opisanych wzorem 1 przeprowadzono

w badaniach in vitro wykorzystujac ludzkie linie komorek nowotworowych:

o A549 — ludzki rak ptuc,

. MCF-7 - ludzki gruczolak piersi,

o LoVo — ludzki gruczolak jelita grubego wrazliwy na doksorubicyne,

o LoVo/DX — ludzki gruczolak jelita grubego oporny na doksorubicyne,

Testy potwierdzily dziatanie cytotoksyczne prezentowanych pochodnych kolchicyny.
Badania wykonano takze dla komorek prawidtowych, mysich fibroblastéw

BALB/3T3, w celu wyznaczenia wspotczynnika selektywnosci, ktory pozwala przewidzie¢
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czy dany zwigzek w pierwsze] kolejnosci bedzie dziatal na komodrki nowotworowe czy

na komorki normalne organizmu.

Jako zwiagzki referencyjne wykorzystano doksorubicyne i1 cisplatyng — substancje

powszechnie stosowane w chemioterapii nowotworow.

W tabeli 1. zestawiono informacje dotyczace linii komorkowych wykorzystanych

w testach cytotoksycznosci.

490
Tabela 1.
Symbol linii Nazwa linii Zrédlo pochodzenia
komorkowej komorkowej linii komorkowej
A549 ludzki rak pluc ECACC
MCF-7 ludzki gruczolak piersi ATCC
ludzki gruczolak jelita
LoVo grubego wrazliwy na ATCC
doksorubicyng
ludzki gruczolak jelita
LoVo/DX grubego oporny na ATCC
doksorubicyng
BALB/3T3 normalne mysic ATCC
fibroblasty

ECACC — European Collection of Authenticated Cell Cultures
ATCC — American Type Culture Collection

Tabela 2. opisuje wykorzystane w badaniach cytotoksycznosci media hodowlane,

roztwory, rozpuszczalniki, materiaty odniesienia.

Tabela 2.

Nazwa Producent

o OptiMEM+RPMI1640 (1:1) (PChO, IITD)
« 5% FBS HyClone (GE Healthcare, USA)
o 2 mM L-Glutamina (Sigma Aldrich, Niemcy)

Medium hodowlane

dla linii A-549
e 0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (Sigma Aldrich,

Niemcy i Polfa Tarchomin, Polska)
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Medium hodowlane

dla linii MCF-7

« Eagle medium (PChO, IITD)

e 10% FBS (Sigma-Aldrich, Niemcy)

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

« 8 pg/mkL insulina (Sigma-Aldrich, Niemcy)

e 1% aminokwasy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

e 0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (Sigma Aldrich,

Niemcy i Polfa Tarchomin, Polska)

Medium hodowlane

dla linii LoVo

o OptiMEM+RPMI1640 (1:1) (PChO, IITD)

« 5% FBS HyClone, (GE Healthcare, USA)

e 2 mM L-Glutamina (Sigma Aldrich)

o 1 mM pirogronian sodu (Sigma Aldrich)

e 0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (Sigma Aldrich i

Polfa Tarchomin)

Medium hodowlane

dla linii LoVoDX

Medium dla linii LoVo/DX jak dla LoVo oraz doksorubicyna
(Accord) o stezeniu 10 pg/100 ml medium

Medium hodowlane

dla linii BALB/3T3

e Dulbecco medium (Gibco)

« 10% FBS HyClone (GE Healthcare)

e 2 mM L-Glutamina (Sigma Aldrich)

e 0,1 mg/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (Sigma Aldrich i

Polfa Tarchomin)

Medium testowe do

« OptiMEM+RPMI1640 (1:1) (PChO, IITD)
« 5% FBS HyClone (GE Healthcare)
« 2mM L-Glutamina (Sigma Aldrich)

rozcienczen
o 0,Img/ml streptomycyna, 100 U/ml penicylina (Sigma Aldrich i
Polfa Tarchomin)
1. Woda dejonizowana ogoélnolaboratoryjna nicjalowa
10mM TRIS

2. TRIZMA BASE (Sigma-Aldrich)

1% kwas octowy

1. Woda dejonizowana ogoélnolaboratoryjna nicjalowa

2. Kwas octowy 80% CZDA (POCH SA)

0,1% roztwoér

sulforodaminy B

1. Sulforhodamine B sodium salt (Sigma-Aldrich)

2. 1% kwas octowy

(SRB)
50% kwas o o
. 1. Woda dejonizowana ogoélnolaboratoryjna nicjalowa

tréjchlorooctowy
2. Kwas trichlorooctowy CZDA (POCH SA)

(TCA)

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

fiol. 10 ml (Teva Pharmaceuticals Sp. z 0.0., Warszawa, Polska)
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Koncentrat do sporzadzania roztworu do infuzji; 2 mg/ml; 1 fiol. 10 ml

Doksorubicyna
(Accord Healthcare Ltd, UK)

Badania cytotoksycznosci przeprowadzono zgodnie z ponizsza procedura.

Roztwory wyjsciowe testowanych zwigzkdéw o stezeniu 10 mg/ml przygotowywano
do kazdego doswiadczenia ex tempore, rozpuszczajac 1 mg preparatu w odpowiednie]
objetosci DMSO. Rozpuszczalnikiem dla dalszych rozcienczen byto medium hodowlane.
Zwiazki przetestowano w przedziatach stezen od 100 do 0,00001 upg/ml. Nawazki
preparatow do sporzadzenia roztworow wyjsciowych przygotowywano na wadze
analitycznej firmy Mettler Toledo XP26 o doktadnosci 0,001mg.

Oznaczenie dziatania cytotoksycznego badanych zwiazkéw wykonywano w 96-
godzinnych hodowlach in vitro. Dla oznaczenia aktywnos$ci antyproliferacyjnej zwigzkow
wobec wybranych linii komdrkowych zastosowano test kolorymetryczny SRB wedlug
P. Skehan et al., J. Natl. Cancer Inst., 1990, 82, 1107-1112, mierzacy zahamowanie
proliferacji docelowych komodrek na podstawie pomiaru ilosci biatka komorkowego.
W kazdym doswiadczeniu probki zawierajace okresSlone stezenia preparatu nanoszono
na plytki 384-dotkowe w trzech powtorzeniach. Doswiadczenia powtarzano minimum trzy

razy.

e Komorki (pochodzace z hodowli in vitro,) nanoszono do dotkéw plytki w liczbie
1x10° lub 1,5x10% lub 3x10° komérek w 50 pl medium hodowlanego, a nastepnie
inkubowano w 37°C, w wilgotnej atmosferze nasyconej 5% COx.

e 24 godziny pdzniej do dotkéw dodawano kolejne 100 ul medium (kontrola wzrostu
komorek) lub medium zawierajacego badane zwigzki w badanych stezeniach.

e Plytki inkubowano przez kolejne 72 godziny w inkubatorze.

e Pouptywie 72 godzin inkubacji komorek ze zwiazkami wykonywano test SRB.

e W kazdym doswiadczeniu probki zawierajace okreslone stezenia preparatu
nanoszono w trzech powtorzeniach. Doswiadczenia powtarzano 3-5 razy.

Odczyt SRB:

Po uptywie czasu inkubacji do kazdego dotka dodano po 50 pl zimnego 50% kwasu
trojchlorooctowego (TCA). Po 60 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej ptytki 4-
krotnie przeplukano woda, a nastepnie osuszono na recznikach papierowych. Nastepnie
do kazdego dotka dodano po 50 ul 0,1 % roztworu sulforodaminy B (SRB) w 1% kwasie
octowym, w celu wybarwienia stragconego w dotku biatka komérkowego. Po 30-minutowe;j

inkubacji z SRB w temperaturze pokojowe] plytki 4-krotnie ptukano 1% kwasem octowym,
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550

560

i ponownie osuszano na recznikach papierowych. W kolejnym etapie do kazdego dotka
dodano po 150 ul 10 mM buforu TRIS powodujacego rozpuszczenie zwigzanego z biatkiem
komorek barwnika. Gestos¢ optyczng poszczegolnych prébek odczytywano przy dhugosci
fali 540 nm przy uzyciu czytnika ptytkowego (uniwersalnego) Synergy H4 (BioTek
Instruments USA).

Na podstawie pomiaru absorbancji poszczegdlnych dotkéw  wyliczano

% zahamowania proliferacji dla kazdego ze zwigzkéw w danym stezeniu wedlug wzoru:

A
% zahamowaniaproliferacji = ((H) X 100) — 100
k™ dm

gdzie:
Am — $rednia warto$¢ absorbancji medium kontrolnego,
Ay — $rednia warto$¢ absorbancji komorek nietraktowanych (kontrola komérek),
A¢ — srednia wartos¢ absorbancji komoérek potraktowanych badanymi zwigzkami

w danym stezeniu.

Przy obliczaniu $redniej wartosci absorbancji dla danego zestawu dotkéw, odrzucano
wartosci odstajagce na podstawie wspotczynnika zmiennosci CV 10%. Z danych %
zahamowania proliferacji wyznaczano parametr ICso wedlug metody opisanej
w D. Nevozhay et al., PLoS One 2014, 9, e106186. Nastepnie, z kolejnych 3-5 powtorzen
testu, wyliczano srednig wartos¢ ICsp 1 odchylenie standardowe.

Dla wszystkich badanych pochodnych wyznaczono wskaznik 1Cso, ktéry oznacza
stezenie zwigzku niezbedne do zahamowania wzrostu komorek o 50%. Wskaznik ten
wyznaczono takze dla zwiazkow referencyjnych (cisplatyny 1 doksorubicyny). Wyniki
badan aktywnosci cytotoksycznej dla wybranych zwiazkéw przedstawiono w tabeli 3.
Otrzymane pochodne wykazuja wysoka aktywno$cig cytotoksyczng, wyzsza od
powszechnie stosowanych lekow przeciwnowotworowych - doksorubicyny i cisplatyny.
Dodatkowo, wiele z otrzymanych pochodnych charakteryzuje si¢ dobrymi wspotczynnikami
selektywnosci (SI). SI > 1,0 wskazuje, ze zwigzek wykazuje wyzsza skutecznos¢
oddziatywania na komorki nowotworowe niz toksycznos¢ w stosunku do komorek
zdrowych. Kilka analogéw przetamuje takze lekoopornos¢; indeks RI < 10 pokazuje, ze

komorki sa wrazliwe na testowany zwiazek.

Tabela 3.

22



Linia komoérkowa
BALB/
Zwigzek A549 MCEF-7 LoVo LoVo/DX IT3
1Cso [nM] SI 1Cso [nM] SI 1Cso [nM] SI 1Cso [nM] SI RI ICso [nM]
1 38,3 3,8 16,2 9,1 10,3 143 6254,0 <0,1 609,2 1470
2 79,2 0,3 11,9 1,8 16,5 1,3 72787 <0,1 441,3 21,3
3 108,0 0,8 23,1 3,8 12,0 7,4 1210,3 0,1 100,7 88,5
4 1874 0,6 1242 0,9 52,6 2,0 9892,7 <0,1 188,2 106,3
5 12,3 1,6 11,1 1,8 10,3 1,9 1070,3 <0,1 1043 19,8
6 82,1 09 126,0 0,6 194 3,7 1045,7 0,1 53,8 72,8
7 11,8 1,3 16,1 0,9 10,8 1,4 14477 <0,1 134,7 15,0
8 2,0 42 15,9 0,5 9,6 0,9 1029,2 <0,1 106,9 8,2
9 13,0 0,5 16,5 04 9,4 0,7 695,4 <0,1 74,0 6,3
10 78,2 1,2 10,3 8.9 15,5 5,9 855,0 0,1 55,3 91,0
11 86,4 0,8 122,5 0,6 53,8 1,2 2740,2 <0,1 50,9 66,9
12 69,5 6,4 14,8 30,0 31,7 14,0 5261,1 0,1 165,8 444.5
13 10,8 1,0 15,6 0,7 8.8 1,2 36,7 0,3 4,2 10,4
14 10,9 1,0 11,3 1,0 10,1 1,1 479,9 <0,1 474 11,1
15 87,5 09 1223 0,7 59,9 1,3 440,8 0,2 7.4 79,2
16 12,1 09 16,0 0,7 9,5 1,2 90,2 0,1 9,5 11,1
17 6,5 10,1 10,4 6,3 7,7 8,5 75,1 09 9.8 65,6
Kolchi-
75,7 1,3 13,3 73 9,7 10,2 24417 <0,1 2522 97,0
cyna
Doksoru-
193,2 1,1 2359 09 155,8 1,3 11415,1 <0,1 73,3 203,0
bicyna
Cispla-
5741,0 1,0 7139,8 0,8 7076,3 0,8 8336,59 0,7 1,2 5665,1
tyna

Wartos¢ ICso — stezenie zwigzku niezbedne do zahamowania wzrostu komoérek o 50%.
Indeks ST (Selectivity Index) = (ICso dla normalnej linii komoérkowej (BALB/3T3)) / (ICso
dla poszczegolnych linii komoérek nowotworowych).

Indeks RI (Resistance Index) = (ICso LoVo/DX) / (ICso LoVo).

23




