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(57) Sammendrag

Forbindelser med colchicinstruktur, deres anvendelse, fremstilling av
legemidler og blandinger som inneholder dem

Ingen

Foreliggende oppfinnelse vedrerer kolchicin- og tio-
colchicinderivater som kan dannes fra disse molekyler
ved funksjonalisering av C-7 til keton eller funksjona
lisering av aminogruppen. Disse forbindelser har en
betydelig antiblastisk aktivitet bade pd normale kreft
celler og pd kjemoresistente fenotyper. Forbindelsene
ifelge oppfinnelsen kan administreres bdde ved injek-
sjon og oralt.
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Teknisk bakgrunn

Foreliggende oppfinnelse vedrorer nye colchicinderivater
som har antiproliferativ, antineoplastisk og antiinflamma-
torisk aktivitet, fremgangsmater ved fremstilling derav og

farmaseytiske formuleringer som inneholder dem.

Colchicin er et velkjent pseudoalkaloid som har vart i
omfattende bruk over meget lang tid innen terapien for
behandling av gikt, som er en patologisk tilstand som
dette middel Virkef meget raskt og spesifikt pa, selv om
det kun ber brukes over kort tid grunnet dets toksisitet.
Et colchicinderivat, nemlig tiocolchicosid, er omfattende
brukt for behandling av kontrakturer og ved betennelses-
tilstander i skjelettmuskler. I tillegg er colchicin et
meget sterkt antiblastisk middel som virker blokkerende pa
dannelsen av mitotiske spindeler under celledelingen.
Dette siste aspekt er blitt undersekt grundig for & finne
en eventuell antineoplastisk aktivitet, og en hel del
colchicinderivater er blitt fremstilt med denne hensikt.
Colchicin som sadant og et antall av dets derivater kan
ikke brukes klinisk grunnet deres heoye toksisitet og deres
derfor uakseptabelt heye rigiko/fordel-forhold. Kun ett
colchicinderivat, nemlig demecolcin, brukes i noen grad
innen onkologien for behandling av enkelte former for
leukemi.

Det finnes derfor et problem med tilgjengeligheten av
antineoplastiske legemidler som har et tilfredsstillende
risiko/fordel-forhold, dvs. som har en hey terapeutisk
aktivitet forbundet med svake eller manglende
bivirkninger.

Et annet problem innen det antineoplastiske omrade er
resistensen mot legemidlet som kan opptre i bestemte feno-
typer.

Man har nd overraskende funnet at enkelte colchicinderiva-
ter har en hey cytotoksisk aktivitet bade p& normale
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kreftceller og pad den tilsvarende resistente fenotype
(MDR) .

Forbindelsene ifelge oppfinnelsen er sterke apoptosein-
duserende midler og viser seg & vaere betydelig bedre enn
forbindelsene i teknikkens stand. Grunnet sine lipofile
egenskaper er forbindelsene spesielt godt biotilgjengelige
etter oral administrasjon. Videre kan forbindelsene ifelge
foreliggende oppfinnelse administreres ogsd ved parente-
rale eller topiske ruter.

Beskrivelse av_oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse vedrerer forbindelser med formel
(1)

%ﬁ)

OMe (1)

hvor R betyr en metoksy- eller metyltiogruppe, og R, betyr
en rettkjedet eller forgrenet alkylgruppe med 1-6 karbon-
atomer, med det forbehold som er angitt i krav 1's karak-
teriserende del.

Eksempler pa alkylgrupper er metyl, etyl, propyl, isopro-
pyl, n-butyl, iso-butyl, t-butyl, pentyl, neopentyl og
heksyl.

Forbindelsene med formel I fremstilles utgdende fra de
naturlige forbindelser colchicin eller tiocolchicin, eller
fra C3-derivatene derav som er tilgjengelige i handelen
eller som kan fremstilles ved fremgangsmater som er kjent
innen litteraturen. Slik det beskrives i litteraturen, kan
C3-derivatene fremstilles ved & omsette 3-O-dimetylderiva-
tet med et alkyl- eller acylhalogenid. Hydrolysen av for-
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bindelsene med vandige opplesninger av sterke mineralsyrer
gjer det mulig, ved variasjon av temperaturen og reak-
sjonsva{igheten, a selektivt danne de tilsvarende N-deace-
tylderivéter. Spesielt kan deacetyleringen av tiocolchicin
eller av C3-derivatene derav utferes ved & underkaste for-
bindelsene en sur hydrolyse. I tilfellet av tiocolchicin
tillater en hydrolyse med halogensyrer eller mer foretruk-
ket med svovelsyre (20% H,80, - 120 h) dannelsen av N-de-
acetyltiocolchicin og 3-demetyl-N-deacetyltiocolchicin i
tilnermet kvantitativt utbytte.

N-Deacetylderivatene omsettes med 4-formyl-l-metylpyri-
dinium-p-toluensulfonat og 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undek-7-
en (DBU) for a fremstille forbindelsene med formel I.

'Alternativt ferer en omsetning av N-deacetylderivatene med

2,3-ditertbutyl-1,2-benzokinon til dannelsen av forbindel-
sene med formel II:

R.O N (11)

OMe 0

R
hvor R og R, har de ovennevnte betydninger.

En ytterligere gjenstand for foreliggende oppfinnelse er
forbindelsene med formel II.

Forbindelsene som er gjenstand for oppfinnelsen, har en
bemerkelsesverdig antineoplastisk aktivitet bade in vitro
og in vivo.
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Tabellen viser den antimitotiske aktivitet av forbindel-
sene ifelge oppfinnelsen pa dyrkede brystsvulsteksplan-
tater, enten normale (MCF-7) eller slike som er resistente
mot bédé adriamycin og vinblastin (MCF7-ADR), sammenlignet
med colchicin og taxol.

TABELL:
Forbindelse ICs (nM)
MCF7-ADR MCF-7 MCF7-ADR/MCF7

Colchicin 12.000 1,8 6.600
Forbindelse Ia 15 6,2 2,4
Forbindelse Ib 40 23 1,7
Forbindelse IIa 52 17 3,0
Taxol 2.400 2,3 1.043

Tabellen viser at forbindelsene if@lge oppfinnelsen har
betydelige fordeler i sammenheng med de resistente celle-
linjene, som til dags dato anses & vare hovedmidlet for
cytotoksiske legemidler.

Videre har forbindelsene ifelge foreliggende oppfinnelse
antiinflammatorisk og antiartrittisk ativitet (degenerativ
rheumatoid artritt og lignende patologiske tilstander), og
de kan innlemmes i farmaseytiske formuleringer som er nyt-
tige for administrasjon av legemidler for den indikerte
patologiske tilstand. Formuleringer for intravenes, oral,
transdermal eller epikutan administrasjon kan bekvemt

fremstilles.

Av eksipiensene som er nyttige for fremstilling av formu-
leringene, viste seg naturlige og syntetiske fosfolipider
a vare spesgielt nyttige ved fremstilling av liposomiale
former for parenteral og/eller topisk rute. De samme for-
muleringer viste seg & vare nyttige ved topisk behandling
av kutane epiteliomer og i kutane hyperproliferative til-
stander, sdésom psoriasis. 1 det bestemte antineoplastiske
felt viste seg foruten fosfolipidene, som tillater en
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administrasjon av legemidlet i liposomial form, enkelte
surfaktanter, sdsom polyetoksylerte ricinusoljer eller
polysorbater, som virket synergistisk med den aktive
ingrediens, & vare gpesielt nyttige. Fortrinnsvis forste-
ves den aktive hovedingrediens for 34 opplese forbindelsen
i vann. En overraskende aktiv og fordelaktig form er kom-
plekset av disse forbindelsene med cyklodekstriner.

Innen onkologien brukes produktene i doser fra 1-100 mg/m?

De folgende eksempler skal ytterligere illustrere oppfin-
nelsen. '

Eksempel 1

Fremstilling av tiocolchicon fra N-deacetyltiocolchicin
(Ia: R = SMe; R, = Me)

100 ml CH,Cl, og 30 ml DMF blandes under en nitrogenatmo-
sfere, og deretter tilsettes 4 g deacetyltiocolchicin (MV
373; 10,7 mmol) og 24,2 g 4-formyl-l-metylpyridinium-p-
toluensulfonat (MV 279; 15 mmol) dertil. Det hele oppvar-
mes under tilbakelep i 3 timer, eller i hvert fall inntil
aminet forsvinner. Opplesningen avkjeles til 0°C, og deret-
ter tilsettes drépevis 1,94 g DBU (MV 152; 12,8 mmol) der-
til for & gi en merkered opplesning. Etter 15 minutter
tilsettes 150 ml av en vandig oksalsyreopplesning dertil.
Blandingen far reagere over natten og blir deretter gjen-
tatte ganger ekstrahert med CH,Cl, og til slutt terket over
natriumsulfat, og opplesningsmidlet inndampes til terrhet.
Residuet krystalliseres fra etylacetat for & gi 78% ut-
bytte. Tiocolchicon har de fwlgende kjemisk/fysikalske og
spektroskopiske egenskaper:

Smp. 212°C.
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6
MS (E.I.): 372 m/z (35%) - 344 (55%) - 329 (6%) - 311
(13%) - 301 (4%) - 287 (8%) - 267 (4%) - 243 (4%) - 215
(4%) - %ﬂ (64%) - 49 (100%).
'H-NMR ( 300 MHz, CDCl,):
ppm molt int type J(Hz) J(Hz) J(Hz)
2,45 s 3H SME
2,68 ddd 1H H-5eqg 13,4 4,8 .
2,81 ddd 1H H-6ax 16,6 13,4 ;
2,95 ddd 1H H-6eq 16,6 5,5 .
3,11 ddd=td 1H H-5ax 13,1 13,5 ,
3,57 s 3H OMe
3,88 s 3H OMe
3,90 s 3H OMe
6,56 s 1H H-4
6,96 s 1H H-8
7,07 AB 1H H-11 10,2
7,27 AB 1H H-12 10,2

BC-NMR (300 MHz, CDCL,):
15,8 ppm (SMe) - 30,0 (C-5) - 48,0 (C-6) - 56,7 (OMe-3) -

61,8 (OMe-2) - 61,8 (OMe-1) - 107,8 (C-4) - 125,3 (C-12b)
- 127,0 (C-11) - 130,7 (C-8) - 134,4 (C-4a) - 136,1 -
(C-12a) - 136,5 (C-12) - 142,3 (C-2) - 150,4 (C-1) - 152,86

(C-7a) - 154,6 (C-3) - 160,7 (C-10) - 182,99 (C-9) - 206,2
(Cc-7).

Eksempel 2
Fremstilling av colchicon fra N-deacetylcolchicin .

(Ib: R = OMe; R, = Me)

3,58 g N-deacetylcolchicin behandles ifelge fremgangsmiten
som ble beskrevet i Eksempel 1. 2,6 g colchicon erholdes,
som har de felgende kjemisk/fysikalske opg spektroskopiske
egenskaper:
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MS (E.I:): 356 m/z (100%) - 328 (95%) - 313 (25%) - 300
(22%) - 285 (18%) - 271 (26%) - 253 (13%) - 238 (8%) - 227
(13%) - 199 (16%) - 171 (11%).

'H-NMR ( 300 MHz, CDCl,):

ppm molt int type J(Hz) J(Hz) J(Hz)
2,67 ddd 1H H-5p 13,7 5,0 2,2
2,82 ddd 1H H-6p 16,6 13,6 5,0
2,95 ddd 1H H-60. 16,6 5,4 2,2
3,11 ddd 1H H-50 13,7 13,6 5,4
3,55 s 3H OMe-1

3,86 s 3H OMe-2

3,87 s 3H OMe-3

4,00 s 3H OMe-10

6,54 s 1H H-4

6,85 d 1H H-11 10,7

7,12 s 1H H-8

7,24 d 14 H-12 10,7

BC-NMR (300 MHz, CDCl,):

29,27 ppm (C-5) - 43,33 (C-6) - 55,96 (OMe-10) - 56,44
(OMe-3) - 61,07 (OMe-2) - 61,12 (OMe-1) - 106,96 (C-4) -
112,40 (C-11) - 124,50 (C-12b) - 132,00 (C-4a) - 132,80
(c-8) - 135,30 (C-12) - 136,15 (C-12a) - 141,80 (C-2) =.
150,16 (C-1) - 151,83 (C-7a) - 153,70 (C-3) - 164,10
(C-10) - 179,40 (C-9) - 205,60 (C-7).

Eksempel 3

Fremstilling av kondensasjonsproduktet av
tiocolchicin og 3,5-ditertbutyl-1,2-benzokinon

(ITa: R = SMe; R, = Me)
500 mg deacetyltiocolchicin (MV 373; 1,34 mmol) og 590 mg

3,5-di-tertbutyl-1,2-benzokinon (MV 220; 2,69 mmol) opple-
ses i 50 ml metancl under normal atmosfare.
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Omsetningen etterfglges av TLC (CH,Cl,:aceton 30:1), og

etter ca. 18 timer inndampes opplesningsmidlet under
vakuum.

Det varme raprodukt oppleses i 1 volumdel etylacetat, det
tilsettes 1-1,5 volumdeler heksan dertil, og blandingen
avkjoles pa is. Reaksjonsproduktet isoleres ved
filtrering, og utbyttet er 70%. Denne forbindelse har de
felgende kjemisk/fysikalske og spektroskopiske egenskaper:

Smp. 238°C med spaltning.

MS (E.I.): 573 m/z (33%) - 558 (1%) - 545 (100%) - 530
(9%) - 514 (7%) - 314 (4%) - 301 (4%) - 265 (7%) - 249
(7%) .

'H-NMR (300 MHz, CDCL,):

ppm molt int type J(Hz) J (Hz)
1,30 s SH tBu

1,40 s 9H tBu

2,45 s 3H SMe

3,05 dd 1H H-5 14,0 ,
3,30 dd 1H H-5 14,0 ’
3,55 S 3H OMe

3,83 s 3H OMe

3,87 S 3H OMe

3,86 t 1H H-6 4,0

6,65 S 1H H-4

7,08 da 1H H-11 11,0

7,20 d 1H H-5! 2,0

7,26 d 1H H-3! 2,0

7,28 d 1H H-12 11,0

7,33 s 1H H-8.

BC-NMR (300 MHz, CDC1,):

15,71 ppm (SMe) - 30,33 (C{CH,),) - 31,95 (C(CH,),) - 34,96
(C{CH.,),) - 35,25 (C(CH,),) - 36,60 (C-5) - 56,41 (OMe-3) -
61,81 (OMe-1) - 61,64 (OMe-2) - 76,47 (C-6) - 109,80 (C-4)

- 123,56 (C-5') - 124,61 (C-3') - 125,75 (C-12b) - 126,80
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(C-11) - 132,28 (C-4') - 133,58 (C-6') - 135,13 (C-8) -
135,47 (C-4a) - 136,10 (C-12) - 137,01 (C-12a) - 142,35
(C-2) - 143,21 (C-7a) - 144,88 (C-2') - 147,19 (C-1') -
152,06 (C-1) - 153,78 (C-3) - 159,85 (C-10) - 164,68 (C-7)
- 182,26 (C-9).

Eksempel 4
Fremstilling av tabletter som inneholder forbindelse (Ia)

Forbindelse Ia....... ittt ittt innenns 25 mg
Laktose . o ittt e e i e e 47 mg
Mikrokrystallinsk cellulose........ccii it neeannn 20 mg
Fornettet natriumkarboksymetylcellulose.............. 5 mg
Kolloid silika . ...ttt it it ieenn 1 mg
0= T <0 1 mg
Magnesiumstearat . ... ...ttt ittt ieeeeereeineeneeens 1 mg
Eksempel 5

Fremstilling av en liposomkrem

som inneholder forbindelse (IIa)
Forbindelse IIa......... ittt teennnnennnneannan 0,20 g
FOSFatidylKoLlim . cu ettt ittt ittt e eiaeeneannn 20,00 g
RKoOlesterol @i it it ittt ittt tesaseeesaeneneeesanes 0,50 g
Butylhydroksytoluen......... ... . it iinninn.. 0,01 g
95% etanol . .. . i e e e e e e 8,00 g
Dinatriumedetat ... ... ...ttt ettt eeenerneeanns 0,15 g
Imidazolidinylurea . ... ..o iiiiiiiiteteeenoennnnas 0,30 g
Natriumdehydroacetat ..... ... ... .. 0,20 g
Hydroksyetylcellulose ("Natrasol 250 HHX-Aqualon"). 2,00 g

Destillert wvann
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Eksempel 6
Fremstilling av en injiserbar opplosning

som inneholder forbindelse (Ia)

Forbindelse Ta .........oi et iainiieae .. 15 mg
PEG-660 l2-hydroksystearat................ ... .... 2.500 mg
Propylenglykol .. ... .. ... . e 1.000 mg

Alkohol gs ad . ..ottt i i e e e e 5 ml
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1. Forbindelse med formel I

(1)

R

hvor R betyr en metoksy- eller metyltiogruppe, og R, betyr

5 en rettkjedet eller forgrenet alkylgruppe med 1-6 karbon-
atomer, forutsatt at nar R betyr metoksy, betyr R, noe
annet enn metvyl.

\8]

Forbindelse ifelge krav 1, karakterisert
v e d at R betyr metoksy.

10 3. Forbindelse ifolge krav 1, karakterisert
v e d at R betyr metyltio.
4. Forbindelse ifelge krav 2, karakterisert

v e d at R, betyr metyl.

5. Forbindelse ifelge krav 3, karakterise rt
15 v e d at R, betyr metyl.
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12
6. Forbindelse med formel II
0
Rlo N (ID)
OMe
OMe o)
R

hvor R og R, har betydningene gom ble angitt i krav 1.

7. Forbindelse ifelge krav 6, karakterisert
v e d at R betyr metoksy.

8. Forbindelse ifelge krav 6, karakterisert
v e d at R betyr metyltio.

9. Forbindelse ifelge krav 8, karakterisert

v e d at R, betyr metyl.

10. Fremgangsmate ved fremstilling av en forbindelse
ifelge et av kravene 1-5, omfattende a omsette N-deacetyl-
colchicin eller N-deacetylticcolchicin med 4-formyl-1-
metylpyridinium-p-toluensulfonat og 1,8-diazabicyklo-
{5,4,0]undek-7-en.

11. Fremgangsmite ved fremstilling av en forbindelse
ifelge et av kravene 6-9, omfattende & omsette N-deacetyl-
colchicin eller N-deacetyltiocolchicin med 3,5-ditertbu-

tyl-1,2-benzokinon.

12. Anvendelse av en forbindelse ifwlge et av kravene 1-9
ved fremstilling av et legemiddel med antineoplastisk

eller antiproliferativ aktivitet.
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13. Anvendelse av en forbindelse ifelge et av kravene 1-9
ved fremstilling av et legemiddel med antiinflammatorisk
og antiartrittisk aktivitet.

14. Farmaseytisk blanding som inneholder en virksom

mengde av en forbindelse ifelge et av kravene 1-9.

15. Blanding ifelge krav 14, som er egnet for parenteral
administrasjon.

16. Blanding ifelge krav 14, som er egnet for enteral

administrasjon.

17. Blanding ifolge krav 14, som er egnet for topisk
administrasjon.

18. Blanding ifelge krav 15 eller 17 i form av en liposo-

mial formulering.

19. Blanding ifelge et av kravene 14-18 som inneholder en
surfaktant, sasom polyetoksylert ricinusolje eller et

polysorbat.

20. Blanding ifelge et av kravene 14-18 som inneholder
den aktive ingrediens i form av et kompleks med cyklodeks-
trin.
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