PL 242212 B1

(19)

ILJJETZENDTOWY (10) PL 242212 B1
’ RZECZYPOSPOLITE)J
POLSKIEJ

(12) Opis patentowy
(21) Numer zgloszenia: 432858 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2020.02.07 CO7D 493/20 (2006.01)
(43) Data publikacji o zgloszeniu: 2021.08.09 BUP 19/2021 A61K 31/351  (2006.01)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2023.01.30 WUP 05/2023 A61P 35/00  (2006.01)
(73) Uprawniony z patentu:
FILECLO SPOLKA Z OGRANICZONA
ODPOWIEDZIALNOSCIA, tédz, PL
(72) Twoérca(-y) wynalazku:
ADAM HUCZYNSKI, Poznan, PL
MICHAL ANTOSZCZAK, Biedrusko, PL
(74) Pelnomocnik:
Sylwia Blazej-Sosnowska, Warszawa, PL
(54) Tytutk

Zwiazki stanowigce C20-modyfikowane pochodne salinomycyny, sposéb ich otrzymywania,
kompozycja je zawierajaca, zastosowanie tych zwigzkéw oraz sposoéb otrzymywania
produktu posredniego



2 PL 242212 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa pojedynczo modyfikowane pochodne salinomycyny modyfikowane
w pozycji C-20, sposob ich otrzymywania, kompozycja je zawierajaca, jak rowniez ich zastosowanie
jako leku, zwtaszcza jako srodka przeciwnowotworowego. Przedmiotem wynalazku jest takze sposob
otrzymywania produktu posredniego w sposobie otrzymywania modyfikowanych w pozycji C-20 po-
chodnych salinomycyny.

Jednym z najbardziej eksploatowanych sposobdw poszukiwania nowych lekdw onkologicznych
jest chemiczna modyfikacja zwiazkéw pochodzenia naturalnego o udowodnionej, wysokiej aktywnosci
biologicznej. Salinomycyna jest powszechnie stosowanym w weterynarii naturalnym polieterowym an-
tybiotykiem jonoforowym izolowanym ze Streptomyces albus o wzorze (1):

OH

{1

Salinomycyna znana jest z wysokiej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, ale takze przeciwno-
wotworowej. W testach in vitro oraz in vivo salinomycyna wykazuje skuteczno$¢ w walce z réznorodnymi
komdrkami nowotworowymi, w tym komaérkami lekoopornymi oraz macierzystymi komorkami nowotwo-
rowymi. Mechanizm biologicznego dziatania salinomycyny zwiazany jest ze zdolnoscig tego zwiazku do
selektywnego kompleksowania kationow metali, gléwnie kationdw sodu oraz potasu, a nastepnie do
przenoszenia ich poprzez btony biologiczne. Prowadzi to do zaburzenia rownowagi kationowej w ko-
maorce, zmian wewnatrzkomoérkowego pH, a finalnie skutkuje $miercig komorki. Wysoka aktywnosé
przeciwnowotworowa salinomycyny zwiazana jest réwniez z oddziatywaniem tego zwigzku na rézno-
rodne cele molekularne oraz szlaki sygnalizacyjne, w tym AMPK, MAPK, VEGF czy tez Wnt/B-katenina.
Salinomycyna zostata z powodzeniem zastosowana na niewielkiej grupie pacjentéw z zaawansowanym
nowotworem gtowy, szyi, piersi oraz jajnikéw. Terapia z uzyciem salinomycyny skutkowata zahamowa-
niem postepu choroby nowotworowej z jednoczesnym brakiem ostrych skutkéw ubocznych jej stosowa-
nia, co udowadnia wysoki potencjat terapeutyczny tego zwiazku.

W zgtoszeniu patentowym EP3191493 oraz publikacji naukowej [Mai et al., Nature Chemistry,
9, 2017, 1025-1033] ujawniono aminowe pochodne salinomycyny otrzymane w pozycji C-20.
W testach in vitro niektore zwigzki charakteryzowaty sie wyzszg aktywnoscig przeciwnowotworowg
oraz selektywnoscig dziatania wobec macierzystych komorek nowotworowych CD24, a takze zdol-
noscig do hamowania tworzenia mammosfer w poréwnaniu do wyjsciowej salinomycyny. Uzycie
aminowych pochodnych salinomycyny w pozycji C-20 skutkowato rowniez zmniejszeniem objetosci
oraz masy guzow u myszy ze wszczepionym ludzkim nowotworem piersi MCF-7. Wysoka aktyw-
nos¢ przeciwnowotworowa tych pochodnych zwigzana jest z ich zdolnoscig do wywotywania fer-
roptozy — programowanej $mierci komérki zaleznej od zawartosci kationéw zelaza. Wyniki badan
zamieszczone w zgtoszeniu patentowym EP3191493 oraz publikacji naukowej [Mai et al., Nature
Chemistry, 9, 2017, 1025-1033] odnosza sie wytacznie do badan in vivo przeprowadzonych na
myszach. Organizm myszy istotnie rézni sie od organizmu cztowieka, a wiec niemozliwe jest proste
przetozenie rezultatéw tych badah na rzeczywisty potencjat terapeutyczny otrzymanych pochod-
nych salinomycyny.

Z kolei w publikacji naukowej [Li et al., European Journal of Medicinal Chemistry, 148, 2018, 279-
290] autorzy ujawnili N-amidowe oraz N-karbaminianowe (uretanowe) pochodne C20-epi-salinomycyny
o odwroconej konfiguracji absolutnej (konfiguracji absolutnej S zamiast R) na asymetrycznym atomie
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wegla w pozycji C-20. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa in vitro tych zwigzkéw sprawdzona zostata wo-
bec serii nowotworowych linii komorkowych: 4T1 (mysi nowotwor sutka), A549 (ludzki gruczolakorak
ptuc), HL-60 (ludzka biataczka promielocytowa), HelLa (ludzki nowotwor szyjki macicy), MCF-7 (ludzki
nowotwor piersi), SMMC-7721 (ludzki nowotwor watroby) oraz SW480 (ludzki gruczolakorak okreznicy).
Z danych ujawnionych w publikacji naukowej [Li et al., European Journal of Medicinal Chemistry, 148,
2018, 279-290] wynika, ze wiekszos¢ otrzymanych pochodnych C20-epi-salinomycyny charakteryzuje
sie wyzszg aktywnoscig przeciwnowotworowa w poréwnaniu ze zwiazkiem wyjsciowym. Badania prze-
prowadzone na prawidtowej linii komorkowej BEAS-2B (ludzkie komorki nabtonkowe oskrzeli) ujawnity
ponadto, ze najaktywniejsze przeciwnowotworowo pochodne C20-epi-salinomycyny cechuja sie row-
niez wysoka selektywnoscia dziatania, ktéra w niektorych przypadkach jest kilkakrotnie wyzsza od tej
wykazywanej przez niemodyfikowang chemicznie salinomycyne. Informacje zawarte w publikacji nau-
kowej [Li et al., European Journal of Medicinal Chemistry, 148, 2018, 279-290] ograniczaja sie jedynie
do badan in vitro, zatem nieznane jest dziatanie tych zwiazkéw ,w zywym organizmie” (badania in vivo).
Niewiadoma jest rowniez zdolnos¢ otrzymanych pochodnych C20-epi-salinomycyny do przetamywania
lekoopornosci komérek nowotworowych.

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa zwigzkow biologicznie czynnych, w tym salinomycyny oraz jej
pochodnych, scisle zalezy od rodzaju uzytych w badaniach linii komérkowych. Niemniej, Zadna ze zsyn-
tezowanych dotychczas pochodnych salinomycyny nie znalazta praktycznego zastosowania medycz-
nego, co zwigzane byto miedzy innymi z niska bioaktywnoscia, niska selektywnoscia dziatania, brakiem
szczegotowych badan dotyczacych mechanizmow biologicznego dziatania czy tez wiasciwosci farma-
kokinetycznych oraz farmakodynamicznych. Z tego powodu prowadzone sa wciaz intensywne prace
zmierzajace do otrzymania pochodnych salinomycyny o wysokim indeksie terapeutycznym, ktére zna-
laztyby zastosowanie w terapii onkologicznej.

Otrzymywanie nowych pochodnych salinomycyny zwigzane jest z szeregiem probleméw synte-
tycznych, ktére nalezy rozwigzac. Salinomycyna oraz produkty posrednie do otrzymania jej pochodnych
moga by¢ niestabilne w medium reakcyjnym, zwiaszcza w obecnosci srodkéw kwasowych i/lub zasa-
dowych. Salinomycyna jak i jej pochodne sg wrazliwe na wysokie temperatury, przez co moga ulegac
nieodwracalnemu rozpadowi. Obecnos¢ wielu grup funkcyjnych stanowi dodatkowe wyzwanie dla se-
lektywnej modyfikacji czasteczki salinomycyny, w tym dla wszelkich chemo- oraz regioselektywnych
modyfikacji jednej z trzech grup hydroksylowych obecnych w obrebie jej struktury. Problem stanowi
takze niezwykle wysoka cena handlowo dostepnej salinomycyny, co znaczaco utrudnia opracowywanie
nowych i wydajnych metod chemicznej modyfikacji tego zwigzku.

Wobec powyZzszego wynalazek wychodzi naprzeciw problemom ze stanu techniki w zakresie
otrzymywania pochodnych salinomycyny modyfikowanych w pozycji C-20 z zachowaniem konfigu-
racji absolutnej R na asymetrycznym atomie wegla C-20 (jak w wyjsciowej salinomycynie). Celem
wynalazku bylo zatem otrzymanie nowych pochodnych salinomycyny modyfikowanych w pozycji
C-20 z wykorzystaniem sposobu wedtug wynalazku. Sposob ten obejmuje otrzymywanie produktu
posredniego w szczegdlnych przemianach obejmujacych dobrane reakcje, reagenty oraz srodki,
jak i warunki reakcji, ktére umozliwiajg otrzymanie wspomnianych pochodnych z zachowaniem kon-
figuracji absolutnej R na asymetrycznym atomie wegla w pozycji C-20 w relatywnie tatwym i wydaj-
nym procesie.

Ponadto, celem wynalazku byto wytworzenie nowych pochodnych naturalnego jonoforu — salino-
mycyny, zarowno w formie kwasowej, jak i jej soli, modyfikowanych w pozycji C-20, ktére mogtyby zna-
lez¢ zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej. Celem wynalazku jest rowniez zapewnienie takich
pochodnych salinomycyny modyfikowanych przy atomie wegla C-20, ktére wykazujg aktywnos¢ wzgle-
dem komdrek nowotworowych z wyjatkowo korzystng selektywnoscia.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze pochodne salinomycyny wedtug wynalazku wykazuja wyjat-
kowa aktywnos¢ i selektywnosé wobec schorzen nowotworowych, w szczegdlinosci wobec nowotwo-
row wybranych z grupy, takich jak: czerniak, nowotwor okreznicy, nowotwor piersi czy biataczka bife-
notypowa.

Istota wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa zwiazki stanowigce C20-N-acylowe pochodne salinomycyny o wzo-
rze ogolnym (2):



, gdzie:
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(2)

— X oznacza odpowiednio R, O-R lub NH-R;
R oznacza:

oraz ich sole.

grupe alkilowa prosta lub rozgateziong zawierajacg od 1 do 10 atomdéw wegla,

grupe alkilowa prosta lub rozgateziong zawierajacg od 1 do 10 atomoéw wegla podsta-
wiong w dowolnej pozycji taricucha weglowego od 1 do 5 atomoéw halogenu, ktére
moga znajdowac sie zaréwno przy tym samym atomie wegla, jak rowniez przy roz-
nych atomach wegla,

grupe alkilowg prostg zawierajacg od 2 do 10 atomdw wegla zawierajacg w dowolne;
pozycji tancucha weglowego wigzania eterowe,

grupe alkilowa prostg zawierajacg od 3 do 10 atomdw wegla zawierajacg w dowolne;
pozycji tahcucha weglowego wigzania wielokrotne, zaréwno podwajne, jak i potrojne,
monocykliczna, dicykliczng lub tricykliczng grupe alkilowag zawierajacg od 5 do 10 ato-
mow wegla,

aromatyczna grupe arylowa, przy czym preferowane sg te zawierajgce szescioczto-
nowy pierscien aromatyczny,

aromatyczna grupe arylowg podstawiong przez 1 do 3 podstawnikow wybranych nie-
zaleznie sposrdd grup alkilowych, alkoksylowych, hydroksylowych, nitrowych oraz ni-
trylowych, a takze atoméw halogendw,

aromatyczng grupe heteroarylowa, w ktérej 1 lub wiecej atomdéw wegla zostato zasta-
pionych przez 1 lub wiecej heteroatomdw z grupy zawierajgcej atomy tlenu, azotu lub
siarki,

grupe alkilowo-arylowa, w ktérej zdefiniowana powyzej aromatyczna grupa arylowa
potaczona jest z czasteczka salinomycyny przy pomocy tahcucha weglowego zawie-
rajacego od 1 do 5 atomdw wegla;

Korzystnie zwigzkami tymi sa pochodne o wzorach:
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Korzystniejsze zwiazki wedtug wynalazku majg wzory:
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Korzystny jest zwiazek o wzorze:

(25)

Przedmiotem wynalazku jest rowniez kompozycja farmaceutyczna zawierajgca powyzszy zwia-
zek oraz co najmniej jedng farmaceutycznie akceptowalng substancje pomocnicza.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania produktu posredniego do otrzymy-
wania zwigzkow okreslonych powyzej. Produkt posredni stanowi C20-aminosalinomycyne o wzorze (3):

(3)

lub jej s6l. Sposdb otrzymywania tego produktu posredniego obejmuje etapy:
a) chemoselektywnego utlenienia grupy C20-hydroksylowej salinomycyny o wzorze (1):

OH

(1)
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b) po ktérym nastepuje stereoselektywne aminowanie redukcyjne otrzymanej C20-oksosalinomy-
cyny o wzorze (8):

(8)

, gdzie jako srodek aminujacy stosuje sie alkoholowy roztwdér amoniaku, co prowadzi do utworzenia in
situ iminowej pochodnej, ktéra redukowana jest nastepnie borowodorkiem sodu lub pochodng borowo-
dorku sodu, zwtaszcza cyjanoborowodorkiem sodu, w obecnosci soli ceru.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania zwiazkéw okreslonych powyzej
w reakcji pomiedzy C20-aminosalinomycyng o wzorze (3):

: (3)

a:
chlorkiem kwasowym o wzorze ogdlinym (4):

o]
Cl)LR (4)

albo
kwasem karboksylowym o wzorze ogolnym (5):

0
A (5)

HO™ 'R
albo
chloromréwczanem o wzorze ogéinym (6):

0

aoR  ®
albo
izocyjanianem o wzorze ogolnym (7):

O=C=N

R D
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, gdzie R oznacza:

grupe alkilowa prosta lub rozgateziong zawierajacg od 1 do 10 atomdéw wegla,

grupe alkilowa prosta lub rozgateziong zawierajacg od 1 do 10 atomoéw wegla podsta-
wiong w dowolnej pozycji taricucha weglowego od 1 do 5 atomoéw halogenu, ktére
moga znajdowac sie zaréwno przy tym samym atomie wegla, jak rowniez przy roz-
nych atomach wegla,

grupe alkilowa prostg zawierajacg od 2 do 10 atomdw wegla zawierajacg w dowolne;j
pozycji tancucha weglowego wigzania eterowe,

grupe alkilowg prostg zawierajacg od 3 do 10 atomdw wegla zawierajacg w dowolne;
pozycji tahcucha weglowego wigzania wielokrotne, zaréwno podwajne, jak i potrojne,
monocykliczna, dicykliczng lub tricykliczng grupe alkilowa zawierajgcg od 5 do 10 ato-
mow wegla,

aromatyczna grupe arylowa, przy czym preferowane sg te zawierajgce szescioczto-
nowy pierscier aromatyczny,

aromatyczna grupe arylowa podstawiong przez 1 do 3 podstawnikéw wybranych nie-
zaleznie sposrdd grup alkilowych, alkoksylowych, hydroksylowych, nitrowych oraz ni-
trylowych, a takze atoméw halogendw,

aromatyczng grupe heteroarylowa, w ktérej 1 lub wiecej atoméw wegla zostato zasta-
pionych przez 1 lub wiecej heteroatomdw z grupy zawierajgcej atomy tlenu, azotu lub
siarki,

grupe alkilowo-arylowa, w ktorej zdefiniowana powyzej aromatyczna grupa arylowa
potaczona jest z czasteczka salinomycyny przy pomocy tahcucha weglowego zawie-
rajacego od 1 do 5 atomdw wegla;

opcjonalnie obejmujacy etap przeksztatcania otrzymanego zwigzku w formie kwasowej w jego sol.
Korzystnie sposdb otrzymywania tych zwigzkéw obejmuje:
a) w pierwszym etapie otrzymywanie produktu posredniego o wzorze (3):

OH
3

(1)

, po ktorym nastepuje stereoselektywne aminowanie redukcyjne otrzymanej C20-oksosalinomycyny

o wzorze (8):
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OH
(8)

, gdzie:

(2)

— X oznacza odpowiednio R, O-R lub NH-R;
- R oznacza:

grupe alkilowa prosta lub rozgateziong zawierajacg od 1 do 10 atomdéw wegla,

grupe alkilowa prosta lub rozgateziong zawierajgcg od 1 do 10 atomoéw wegla podsta-
wiong w dowolnej pozycji taricucha weglowego od 1 do 5 atomoéw halogenu, ktére
moga znajdowac sie zaréwno przy tym samym atomie wegla, jak réwniez przy réz-
nych atomach wegla,

grupe alkilowa prostg zawierajaca od 2 do 10 atomdw wegla zawierajacg w dowolne;
pozycji tahcucha weglowego wigzania eterowe,

grupe alkilowa prostg zawierajacg od 3 do 10 atomdw wegla zawierajaca w dowolne;j
pozycji tahcucha weglowego wigzania wielokrotne, zaréwno podwajne, jak i potrdjne,
monocykliczng, dicykliczng lub tricykliczng grupe alkilowa zawierajgcg od 5 do 10 ato-
mow wegla,

aromatyczna grupe arylowa, przy czym preferowane sg te zawierajgce szescioczto-
nowy pierscien aromatyczny,

aromatyczna grupe arylowa podstawiong przez 1 do 3 podstawnikéw wybranych nie-
zaleznie sposrdd grup alkilowych, alkoksylowych, hydroksylowych, nitrowych oraz ni-
trylowych, a takze atomdéw halogendw,

aromatyczng grupe heteroarylowa, w ktorej 1 lub wiecej atoméw wegla zostato zasta-
pionych przez 1 lub wiecej heteroatomdw z grupy zawierajgcej atomy tlenu, azotu lub
siarki,

grupe alkilowo-arylowa, w ktorej zdefiniowana powyzej aromatyczna grupa arylowa
potaczona jest z czasteczka salinomycyny przy pomocy tahcucha weglowego zawie-
rajacego od 1 do 5 atomdw wegla,

w wyniku reakcji pomiedzy C20-aminosalinomycyng o wzorze (3):
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3)

a:
chlorkiem kwasowym o wzorze ogélnym (4):

0
Cl)LR (4)

albo
kwasem karboksylowym o wzorze ogdinym (5):

O
A (5)

HO™ 'R
albo
chloromréwczanem o wzorze ogéinym (6):

0

aPoR  ®
albo
izocyjanianem o wzorze ogolinym (7):

0=C=N

R ()

, gdzie R oznacza jak wskazano powyzej;
opcjonalnie obejmuje etap przeksztatcania otrzymanego zwiazku w formie kwasowej w jego sol.
Przedmiotem wynalazku jest réwniez zwiazek okreslony powyzej do zastosowania jako lek. Ko-
rzystnie zwiazek ten jest do zastosowania jako srodek przeciwnowotworowy. Korzystniej zwiazek okre-
Slony powyzej jest do zastosowania w schorzeniach wybranych z grupy: biataczka w tym nieogranicza-
jaco ostra biataczka szpikowa, przewlekta biataczka szpikowa, ostra biataczka limfoblastyczna, szpiczak
mnogi; niedrobnokomadrkowy rak ptuc, w tym nieograniczajgco rak komaorek nabtonkowych ptuc, gru-
czolakorak ptuc, rak ptaskonabtonkowy ludzkiego ptuca; rak jelita grubego (okreznicy), w tym nieogra-
niczajaco gruczolakorak jelita grubego, rak nabtonka okreznicy; nowotwoér osrodkowego uktadu nerwo-
wego, w tym nieograniczajaco rak mozgu, taki jak glejak; czerniak, w tym nieograniczajaco czerniak
ztodliwy, czerniak nabtonka, czerniak nienabtonkowy; nowotwdr jajnika, w tym nieograniczajaco nabton-
kowy rak jajnika, torbielakogruczolakorak jajnika; nowotwdr nerki, w tym nieograniczajaco rak nerkowo-
komodrkowy; nowotwdr prostaty, w tym nieograniczajaco gruczolakorak prostaty; nowotwor piersi, w tym
nieograniczajaco gruczolakorak piersi, zapalny rak piersi, gruczolakorak z przerzutami; rak zotadka; rak
trzustki; miesak i rak trzonu macicy, jak i jego lekooporny wariant; rak szyjki macicy; rak pecherza.
Korzystniej zwigzek ten jest do zastosowania w schorzeniach wybranych z grupy: czerniak, nowotwor
okreznicy, nowotwor piersi oraz biataczka bifenotypowa.

Szczegobtowy opis wynalazku

Korzystne wykonania wynalazku sg ujawnione w ponizszym szczegdtowym opisie oraz w zata-
czonych zastrzezeniach. Zdefiniowano tu bardziej szczegdtowo rézne przyktady wykonania wynalazku.
Kazdy z tak zdefiniowanych aspektéw moze by¢ taczony z dowolnym innym aspektem lub aspektami,
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chyba ze wyraznie wskazano inaczej. W szczegoélnosci, dowolna z cech wskazanych jako preferowane
lub korzystne moze by¢ potaczona z dowolna inng cecha lub cechami wskazanymi jako korzystne lub
preferowane.

Odniesienie w catym opisie do ,przyktadu wykonania” lub ,aspektu” wynalazku oznacza, ze okre-
$lona cecha, struktura lub charakterystyka opisana w potaczeniu z tym wykonaniem jest zawarta w co
najmniej jednym wykonaniu niniejszego wynalazku. Tak wiec wystgpienia zwrotéw ,przyktad wykona-
nia” lub ,aspekt” w réznych miejscach tego opisu niekoniecznie odnosza sie do tego samego wykonania,
ale moga. Ponadto, szczegdlne cechy, struktury lub charakterystyki moga byc¢ taczone w jakikolwiek
odpowiedni sposdb, co jest oczywiste dla znawcy w dziedzinie tego ujawnienia, w jednym lub wiekszej
liczbie przyktadéw wykonania. Ponadto, chociaz niektére opisane tu aspekty wynalazku obejmuja nie-
ktére, ale nie inne cechy niz zawarte w innych przyktadach wykonania, kombinacje cech z roznych
przyktadéw wykonania maja by¢ objete zakresem wynalazku i tworza rézne przyktady wykonania, co
jest zrozumiate przez znawcoéw w dziedzinie. Dowolne z zastrzeganych przyktadéw wykonania moga
by¢ uzywane w dowolnej kombinaciji.

Przedmiotem wynalazku, w najbardziej ogolnym aspekcie, sa zwiazki stanowigce C20-N-acylowe
(N-amidowe, N-karbaminianowe (uretanowe) oraz mocznikowe) pochodne salinomycyny o wzorze ogol-
nym (2):

(2)

, gdzie:
— X oznacza odpowiednio R, O-R lub NH-R;
- Roznacza:

e grupe alkilowg prostg lub rozgateziong zawierajaca od 1 do 10 atomdw wegla,

e grupe alkilowa prosta lub rozgateziong zawierajaca od 1 do 10 atomdw wegla podsta-
wiong w dowolnej pozycji taricucha weglowego od 1 do 5 atomoéw halogenu, ktére
moga znajdowac sie zaréwno przy tym samym atomie wegla, jak rowniez przy roz-
nych atomach wegla,

e grupe alkilowg prostg zawierajaca od 2 do 10 atomow wegla zawierajgcg w dowolne;
pozycji tahcucha weglowego wigzania eterowe,

e grupe alkilowg prostg zawierajaca od 3 do 10 atomow wegla zawierajgcg w dowolne;
pozycji tahcucha weglowego wigzania wielokrotne, zaréwno podwajne, jak i potrdjne,

e monocykliczna, dicykliczng lub tricykliczng grupe alkilowa zawierajacg od 5 do 10 ato-
mow wegla,

e aromatyczna grupe arylowa, przy czym preferowane sg te zawierajgce szescioczto-
nowy pierscier aromatyczny,

e aromatyczng grupe arylowg podstawiong przez 1 do 3 podstawnikéw wybranych nie-
zaleznie sposrdd grup alkilowych, alkoksylowych, hydroksylowych, nitrowych oraz ni-
trylowych, a takze atoméw halogendw,

e aromatyczna grupe heteroarylowa, w ktorej 1 lub wiecej atomdéw wegla zostato zasta-
pionych przez 1 lub wiecej heteroatoméw z grupy zawierajgcej atomy tlenu, azotu lub
siarki,

e grupe alkilowo-arylowa, w ktérej zdefiniowana powyzej aromatyczna grupa arylowa
potaczona jest z czasteczka salinomycyny przy pomocy tahcucha weglowego zawie-
rajacego od 1 do 5 atomdw wegla;

oraz ich sole.
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Zwiazki wedtug wynalazku maja konfiguracje absolutng R na asymetrycznym atomie wegla C-20.
Konfiguracja absolutna nowych pochodnych na asymetrycznym atomie wegla C-20 jest tozsama z kon-
figuracja absolutng na asymetrycznym atomie wegla C-20 wyjsciowe] salinomycyny. Otrzymywanie no-
wych pochodnych salinomycyny wedtug wynalazku zapewnia zatem retencje konfiguracji na asyme-
trycznym atomie wegla C-20 salinomycyny.

Ugrupowaniem X w zwigzkach wediug wynalazku moze by¢ R, O-R lub NH-R. Korzystnie, jesli
X oznacza R. Wéwczas pochodne salinomycyny nazwaé mozna pochodnymi N-amidowymi. Korzystnie
rowniez, gdy R oznacza O-R. Wéwczas pochodne salinomycyny nazwaé¢ mozna pochodnymi N-karba-
minianowymi (uretanowymi). Réwniez korzystnie R moze oznacza¢ NH-R. Wéwczas pochodne salino-
mycyny nazwac¢ mozna pochodnymi mocznikowymi. Dla wszystkich tutaj wymienionych typéw nowych
pochodnych salinomycyny podstawnik R jest jak zdefiniowano nieograniczajaco szczegotowo ponizej.
Znawca bedzie wiedziat, iz inne podstawniki R podobne do wymienionych ponizej, nawet do wymienio-
nych jako konkretne grupy, znajduja sie rowniez w zakresie wynalazku.

W korzystnym przyktadzie wykonania wynalazku podstawnikiem R we wzorze ogdélnym (2) defi-
niujgcym zwigzki wedtug wynalazku jest grupa alkilowa prosta lub rozgateziona zawierajgca od 1 do 10
atomow wegla. Korzystnie podstawnikiem R jest grupa alkilowa prosta. Korzystnie réwniez, gdy R sta-
nowi grupe alkilowag rozgateziong. Korzystnie grupa alkilowa zawiera 1 do 10 atomoéw wegla, bardziej
korzystnie 1-5 atomow wegla, réwniez korzystnie 1-3 atoméw wegla. Korzystnie R stanowi reszte me-
tylowa, etylowa, n-butylowa, izopropylowa, neopentylowa.

W innym korzystnym przyktadzie wykonania podstawnikiem R we wzorze ogélnym (2) definiuja-
cym zwigzki wedtug wynalazku jest grupa alkilowa prosta lub rozgateziona zawierajaca od 1 do 10 ato-
méw wegla podstawiona w dowolnej pozyciji taricucha weglowego od 1 do 5 atomami halogenu, ktére
moga znajdowac sie zaréwno przy tym samym atomie wegla, jak réwniez przy réznych atomach wegla.
Halogen oznacza atom fluoru (F), chloru (Cl), bromu (Br) lub jodu (I), zwtaszcza atom chloru. Korzystnie
podstawnikiem R jest grupa alkilowa prosta. Korzystnie rowniez, gdy R stanowi grupe alkilowa rozgate-
ziong. Korzystnie grupa alkilowa zawiera 1 do 10 atomdéw wegla, bardziej korzystnie 1-5 atomow wegla,
réwniez korzystnie 1-3 atoméw wegla. Korzystnie R jest monohalogenoalkilem. Korzystnie rowniez R
jest dihalogenoalkilem lub trihalogenoalkilem. Korzystnie R stanowi reszta chlorometylowa, 3-chloro-
propylowa, 2,2,2-trichloroetylowa.

W kolejnym korzystnym przyktadzie wykonania podstawnikiem R we wzorze ogélnym (2) definiu-
jacym zwigzki wedtug wynalazku jest grupa alkilowa prosta zawierajaca od 2 do 10 atomow wegla,
zawierajacg w dowolnej pozycji tancucha weglowego wigzania eterowe (ugrupowanie eterowe, —O-).
Korzystnie podstawnikiem R jest grupa alkilowa prosta. Korzystnie réwniez, gdy R stanowi grupe alki-
lowg rozgateziong. Korzystnie grupa alkilowa zawiera 2 do 10 atoméw wegla, bardziej korzystnie 2—5
atomow wegla, rowniez korzystnie 2—-3 atomow wegla. Grupa alkilowa moze zawieraé od 1 do 3 ugru-
powan eterowych, korzystnie 2, a jeszcze korzystniej jedna grupe —O—-. Korzystnie R stanowi reszta
eteru dimetylowego.

W korzystnych wariantach wynalazku mozliwe sa réwniez grupy R stanowiace grupe alkilowa jak
zdefiniowano powyzej, zawierajace zarowno podstawnik/i halogenowe, jak i ugrupowanie eterowe. Ha-
logen oznacza atom fluoru (F), chloru (Cl), bromu (Br) lub jodu (l), zwtaszcza atom chloru. Korzystnie R
stanowi alkil podstawiony jednym atomem halogenu i zawierajgcy jedno ugrupowanie eterowe.

W kolejnym korzystnym przyktadzie wykonania podstawnikiem R we wzorze ogélnym (2) definiu-
jacym zwigzki wedtug wynalazku jest grupa alkilowa prosta zawierajgcg od 3 do 10 atomoéw wegla za-
wierajaca w dowolnej pozycji tahcucha weglowego wigzania wielokrotne, zaréwno podwdjne, jak i po-
tréjne. Korzystnie grupa alkilowa zawiera 3 do 10 atomow wegla, bardziej korzystnie 3—-5 atomoéw wegla,
rowniez korzystnie 3 atomy wegla. Korzystnie grupe R stanowi reszta propargilowa (prop-2-ynowa).

W kolejnym korzystnym przyktadzie wykonania podstawnikiem R we wzorze ogélnym (2) definiu-
jacym zwiazki wedtug wynalazku jest monocykliczna, dicykliczna lub tricykliczna grupa alkilowa zawie-
rajgca od 5 do 10 atomdéw wegla. Korzystnie cykliczna grupa alkilowa moze by¢ podstawiona haloge-
nem. Halogen oznacza atom fluoru (F), chloru (Cl), bromu (Br) lub jodu (l), zwtaszcza atom chloru.
Korzystnie R jest adamantylem. R moze by¢ réwniez podstawnikiem cyklopentylowym lub cykloheksy-
lowym.

W kolejnym korzystnym przyktadzie wykonania podstawnikiem R we wzorze ogélnym (2) definiu-
jacym zwiazki wedtug wynalazku jest aromatyczna grupa arylowa. Korzystnie R stanowi szescioczto-
nowy pierscien aromatyczny. Korzystnie R jest podstawnikiem fenylowym.



PL 242212 B1 16

W kolejnym korzystnym przyktadzie wykonania podstawnikiem R we wzorze ogdlnym (2) definiu-
jacym zwigzki wedtug wynalazku jest aromatyczna grupa arylowa podstawiona przez 1 do 3 podstaw-
nikdw wybranych niezaleznie sposrdd grup alkilowych, alkoksylowych, hydroksylowych, nitrowych lub
nitrylowych, a takze atoméw halogenéw. Halogen oznacza atom fluoru (F), chloru (Cl), bromu (Br) lub
jodu (I), zwtaszcza atom chloru. Korzystnie grupa arylowa zawiera dwa spos$réd wymienionych wyzej
podstawnikéw. Moga nimi by¢ dwa halogeny. Moga nimi by¢ réwniez dwie grupy nitrowe. Korzystnie
réwniez, gdy grupa arylowa zawiera alkil podstawiony jednym halogenem lub dwoma, jak i trzema ha-
logenami. Powyzsze grupy moga by¢ w pozycji orto, meta lub para grupy arylowej. Korzystnie podstaw-
nikiem R jest podstawnik para-chlorometylofenylowy,

W kolejnym korzystnym przyktadzie wykonania podstawnikiem R we wzorze ogélnym (2) definiu-
jacym zwigzki wedtug wynalazku jest aromatyczna grupa heteroarylowa, w ktérej 1 lub wiecej atoméw
wegla zostato zastgpionych przez 1 lub wiecej heteroatoméw z grupy zawierajacej atomy tlenu, azotu
lub siarki. Korzystnie heteroatomem jest atom tlenu. Korzystnie heteroatomem jest atom siarki. Korzyst-
nie heteroatomem jest atom azotu. Korzystnie podstawnikiem R jest reszta 1-furylowa.

W kolejnym korzystnym przyktadzie wykonania podstawnikiem R we wzorze ogélnym (2) definiu-
jacym zwiazki wedtug wynalazku jest grupa alkilowo-arylowa, w ktérej zdefiniowana powyzej aroma-
tyczna grupa arylowa potaczona jest z czasteczka salinomycyny przy pomocy fancucha weglowego
zawierajgcego od 1 do 5 atomdw wegla. Korzystnie taricuch weglowy jest prosty lub rozgateziony.

Zwiazki wedtug wynalazku korzystnie moga wystepowac réwniez w postaci soli. Wzér ogdlny soli
pochodnych salinomycyny wedtug wynalazku przedstawia wzor ogolny (2a):

(2a)

Korzystnymi solami zwigzkéw wedtug wynalazku sa: s6l sodowa, potasowa, litowa. Woéwczas Y
we wzorze ogélnym (2a) jest odpowiednio: Na, K, Li. Korzystnie Y oznacza Na. W zakresie wynalazku
sg rowniez sole z metalami dwuwartosciowymi, takimi jak np. magnez.

W zakresie wiedzy znawcy w dziedzinie bedzie wybdr i dostosowanie warunkéw do otrzymania
pochodnej kwasowej lub jej Zzadanej soli. Ekstrakcja salinomycyny oraz jej pochodnych z wodnym roz-
tworem kwasu siarkowego(VI) lub kwasu solnego powoduje otrzymanie formy kwasowej (Y=H). Z dru-
giej strony, ekstrakcja salinomycyny oraz jej pochodnych z wodnym roztworem odpowiedniej soli nieor-
ganicznej skutkuje otrzymaniem zwigzkoéw w postaci soli (Y=Na, K, Li). Korzystnie dla otrzymania so-
dowej, potasowej lub litowej soli zwigzku wedtug wynalazku stosuje sie ekstrakcje z weglanem sodu,
potasu lub litu.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez kompozycja zawierajaca zwigzek wedtug wynalazku oraz
co najmniej jedna farmaceutycznie akceptowalng substancje pomocnicza. Farmaceutycznie akcepto-
walne substancje pomocnicze sg znane w dziedzinie i przedstawione przyktadowo w Remington: The
Science and Practice of Pharmacy 1995, edycja E. W. Martin, Mack Publishing Company, wydanie 19,
Easton, Pa. Korzystnie kompozycja zawiera jeden zwigzek wediug wynalazku oraz co najmniej jedna
farmaceutycznie akceptowalna substancje pomocnicza.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposéb otrzymywania nowych zwiazkéw wediug wyna-
lazku, C20-modyfikowanych pochodnych salinomycyny, w reakcji pomiedzy C20-aminosalinomycyna
(3) a zwiazkami o wzorach ogolnych (4), (5), (6) lub (7) zgodnie z zastrzezeniami. Dla przedstawienia
szczegotéw, sposdb ten wyjasniony bedzie dla dwdch korzystnych aspektow:

— gdzie reagentami sa zwigzki o wzorach ogolnych (4), (5) lub (6),

— gdzie reagentem jest zwigzek o wzorze ogolinym (7).
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Tak wiec korzystnym przyktadem wykonania wynalazku jest sposéb otrzymywania zwiazkow we-
diug wynalazku, takich jak: C20-N-amidowe oraz C20-N-karbaminianowe (uretanowe) pochodne sali-
nomycyny o wzorze ogoélnym (2), w ktérym X oznacza odpowiednio R lub O-R, zas R ma wyzej podane
znaczenie, w reakcji pomiedzy C20-aminosalinomycyna o wzorze (3):

3)

oraz
chlorkiem kwasowym o wzorze ogélnym (4):

o]
Cl)LR (4)

albo
kwasem karboksylowym o wzorze ogdinym (5):
X
HO” "R (5)

albo
chloromréwczanem o wzorze ogélnym (6):

0

C|)k0,n (6)

, W ktérych R ma wyzej podane znaczenie.

Sposob ten opcjonalnie obejmuje etap przeksztatcania otrzymanego zwiazku w formie kwasowe;j
w jego sol. W zakresie wiedzy znawcy bedzie wybdr warunkéw reakcji dla konwersji pochodnej salino-
mycyny w formie kwasowej w jej sol.

Kluczowe dla powodzenia reakcji otrzymywania C20-N-amidowych oraz C20-N-karbaminiano-
wych (uretanowych) pochodnych salinomycyny o wzorze ogolnym (2), w ktorych X oznacza odpowied-
nio R lub O-R, za$ R ma wyzej podane znaczenie, jest odpowiednia kolejno$¢ dodawania poszczegdl-
nych reagentéw. Ze wzgledu na duzg wrazliwos¢ salinomycyny na dziatanie chlorkéw kwasowych
0 wzorze ogdéinym (4), chloromréowczanéw o wzorze ogdlnym (6) oraz tworzacy sie w wyniku reakcji
chlorowodér, zaréwno chlorek kwasowy o wzorze ogolnym (4), jak i chloro mréowczan o wzorze ogoinym
(6) miesza sie poczatkowo z 4-dimetyloaminopirydyna (DMAP) oraz odpowiednig aming alifatyczna, po
czym do catosci dodaje sie na samym koricu C20-aminosalinomycyne o wzorze (3) zgodnie z procedurg
opisang szczegdtowo ponize;.

W przypadku zastosowania chlorkéw kwasowych o wzorze ogoélnym (4) lub chloromréwczanow
0 wzorze ogolnym (6) reakcje prowadzi sie w rozpuszczalniku apolarnym chloroalifatycznym, aroma-
tycznym lub w tetrahydrofuranie, korzystnie w chloroformie, chlorku metylenu, toluenie, benzenie, tetra-
hydrofuranie, najkorzystniej w chloroformie lub chlorku metylenu, lub w rozpuszczalniku polarnym apro-
tycznym — prostym nitrylu, korzystnie w acetonitrylu, lub w prostym trzeciorzedowym amidzie, korzystnie
w N,N-dimetyloformamidzie, w obecnosci 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP) petnigcej role aktywatora
reakcji oraz aminy alifatycznej. Korzystne jest takze prowadzenie reakcji w warunkach bezwodnych.
Jako amine alifatyczng stosuje sie trietyloamine, tripropyloamine, tributyloamine, diizopropyloamine, tri-
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izopropyloamine, triizobutyloamine, N,N-diizopropyloetyloamine, najkorzystniej trietyloamine. Aminy ali-
fatyczne kompleksuja tworzacy sie w wyniku reakcji produkt uboczny, czyli chlorowodér. Wiazanie chlo-
rowodoru przez amine alifatyczng uniemozliwia zaj$cie niepozadanych reakcji ubocznych oraz zapo-
biega nieodwracalnemu rozpadowi zwigzku o wzorze (3).

W poczatkowym etapie trwania reakcji, do roztworu 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP) w rozpusz-
czalniku apolarnym chloroalifatycznym, aromatycznym lub w tetrahydrofuranie, korzystnie w chlorofor-
mie, chlorku metylenu, toluenie, benzenie, tetrahydrofuranie, najkorzystniej w chloroformie lub chlorku
metylenu, lub w rozpuszczalniku polarnym aprotycznym — prostym nitrylu, korzystnie w acetonitrylu, lub
w prostym trzeciorzedowym amidzie, korzystnie w N,N-dimetyloformamidzie, w temperaturze 0°C do-
daje sie amine alifatyczna, korzystnie trietyloamine, a nastepnie chlorek kwasowy o wzorze ogéinym (4)
lub chloromréwczan o wzorze ogdlnym (6). Catos¢ miesza sie w obnizonej temperaturze (<5°C) przez
30 minut, po czym dodaje sie C20-aminosalinomycyne o wzorze (3) uprzednio rozpuszczong w mini-
malnej ilosci apolarnego rozpuszczalnika chloroalifatycznego, aromatycznego lub w tetrahydrofuranie,
korzystnie w chloroformie, chlorku metylenu, toluenie, benzenie, tetrahydrofuranie, najkorzystniej
w chloroformie lub chlorku metylenu, lub w minimalnej ilo$ci rozpuszczalnika polarnego aprotycznego —
prostym nitrylu, korzystnie w acetonitrylu, lub w prostym trzeciorzedowym amidzie, korzystnie w N,N-
-dimetyloformamidzie. Z uwagi na ryzyko zajscia reakcji ubocznych oraz mozliwo$¢ nieodwracalnego
rozpadu zwigzku o wzorze (3) reakcja powinna by¢ prowadzona w obnizonej temperaturze (<5°C) przez
kolejne 30 minut. Po tym czasie zaprzestaje sie chtodzenia uktadu reakcyjnego, mieszanine reakcyjng
pozostawia sie do ogrzania do temperatury pokojowej i mieszanie kontynuuje sie do momentu zakon-
czenia reakcji, korzystnie stopien przereagowania reagentow kontroluje sie za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej TLC.

Mieszanine reakcyjna przemywa sie z kolei przy pomocy wodnego roztworu weglanu sodu
(0,1 M). Warstwe organiczng odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$¢ oczyszcza
przy uzyciu chromatografii kolumnowej, korzystnie przy pomocy chromatografu CombiFlash® z detek-
torem ELS, stosujac kolumne wypetniong krzemionka oraz mieszanine rozpuszczalnikéw organicznych,
korzystnie mieszaniny octan etylu:n-heksan ze wzrastajacym gradientem stezenia octanu etylu od 0%
do 100%. Potaczone frakcje zawierajace C20-N-amidowy lub C20-N-karbaminianowy (uretanowy) pro-
dukt reakcji odparowuje sie do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, pozostato$é rozpuszcza sie w apo-
larnym rozpuszczalniku chloroalifatycznym, korzystnie w chlorku metylenu lub chloroformie, po czym
ekstrahuje z wodnym roztworem odpowiedniej soli (0,1 M), badz z wodnym roztworem kwasu siarko-
wego(VI) lub solnego (pH = 1,0) i na koncu z woda. Potaczone warstwy organiczne odparowuje sie do
sucha pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie kilkakrotnie odparowuje z n-pentanem.

W przypadku zastosowania kwasow karboksylowych o wzorze ogdinym (5) dla powodzenia re-
akcji konieczne jest ich odpowiednie wstepne zaktywowanie przy pomocy odpowiednich czynnikéw
sprzegajacych/aktywatorow wedtug procedury opisanej szczegdtowo ponizej. Reakcje prowadzi sie
w rozpuszczalniku apolarnym chloroalifatycznym, aromatycznym lub w tetrahydrofuranie, korzystnie
w chloroformie, chlorku metylenu, toluenie, benzenie, tetrahydrofuranie, najkorzystniej w chloroformie
lub chlorku metylenu, lub w rozpuszczalniku polarnym aprotycznym — prostym nitrylu, korzystnie w ace-
tonitrylu, lub w prostym trzeciorzedowym amidzie, korzystnie w N,N-dimetyloformamidzie. Korzystne
jest takze prowadzenie reakcji w warunkach bezwodnych oraz w obecnosci czynnika sprzegajacego.
Jako czynnik sprzegajacy stosuje sie N,N-dicykloheksylokarbodiimid (DCC), N,N-diizopropylokarbodi-
imid (DIC), 1,1’-karbonylodiimidazol (CDI), chlorowodorek 1-etylo-3-(3'-dimetyloaminopropylo)karbodi-
imidu (EDC), heksafluorofosforan 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylomocznika (HATU),
przy czym w przypadku uzycia N,N-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) korzystne jest stosowanie do-
datkowo kwasu p-toluenosulfonowego, N-hydroksysukcynoimidu, 3-hydroksy-4-keto-1,2,3-benzotria-
zyny, N-hydroksybenzotriazolu (HOBt), 4-dimetylaminopirydyny (DMAP) lub 4-pirolidynopirydyny.

W poczatkowym etapie trwania reakcji, do roztworu kwasu karboksylowego o wzorze ogdlnym
(5) w rozpuszczalniku apolarnym chloroalifatycznym, aromatycznym lub w tetrahydrofuranie, korzystnie
w chloroformie, chlorku metylenu, toluenie, benzenie, tetrahydrofuranie, najkorzystniej w chloroformie
lub chlorku metylenu, lub w rozpuszczalniku polarnym aprotycznym — prostym nitrylu, korzystnie w ace-
tonitrylu, lub prostym trzeciorzedowym amidzie, korzystnie w N,N-dimetyloformamidzie, w temperaturze
pokojowej dodaje sie czynnik sprzegajacy. Catos¢ miesza sie w temperaturze pokojowej przez 30 minut,
po czym dodaje sie C20-aminosalinomycyne o wzorze (3) uprzednio rozpuszczong w minimailnej ilosci
apolarnego rozpuszczalnika chloroalifatycznego, aromatycznego lub w tetrahydrofuranie, korzystnie
w chloroformie, chlorku metylenu, toluenie, benzenie, tetrahydrofuranie, najkorzystniej w chloroformie
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lub chlorku metylenu, lub w minimalnej ilosci rozpuszczalnika polarnego aprotycznego — prostym nitrylu,
korzystnie w acetonitrylu, lub w prostym trzeciorzedowym amidzie, korzystnie w N,N-dimetyloformami-
dzie. Mieszanie kontynuuje sie w temperaturze pokojowej do momentu zakornczenia reakcji, korzystnie
stopien przereagowania reagentow kontroluje sie za pomoca chromatografii cienkowarstwowej TLC.

Mieszanine reakcyjna odparowuje sie nastepnie pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatosé
oczyszcza przy uzyciu chromatografii kolumnowej, korzystnie przy pomocy chromatografu CombiFlash®
z detektorem ELS, stosujac kolumne wypetniong krzemionkag oraz mieszanine rozpuszczalnikéw orga-
nicznych, korzystnie mieszaniny octan etylu:n-heksan ze wzrastajgcym gradientem stezenia octanu
etylu od 0% do 100%. Potaczone frakcje zawierajace C20-N-amidowy produkt reakcji odparowuje sie
do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, pozostato$é rozpuszcza sie w apolarnym rozpuszczalniku
chloroalifatycznym, korzystnie w chlorku metylenu lub chloroformie, po czym ekstrahuje z wodnym roz-
tworem odpowiedniej soli (0,1 M), badz z wodnym roztworem kwasu siarkowego(VI) lub solnego (pH =
1,0) i na koncu z woda. Potaczone warstwy organiczne odparowuje sie do sucha pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastepnie kilkakrotnie odparowuje z n-pentanem.

W innym wspomnianym korzystnym przyktadzie wykonania przedmiotem wynalazku jest sposéb
otrzymywania nowych C20-mocznikowych pochodnych salinomycyny o wzorze ogdlnym (2), w ktérym
X oznacza NH-R, zas R ma wyzej podane znaczenie, w reakcji pomiedzy C20-aminosalinomycyna
o wzorze (3):

3)

oraz
izocyjanianem o wzorze ogolnym (7):

O=C=N

kY

R D

, W ktérym R ma wyzej podane znaczenie.

Sposob ten opcjonalnie obejmuje etap przeksztatcania otrzymanego zwigzku w formie kwasowe;j
w jego sol. W zakresie wiedzy znawcy bedzie wybdr warunkéw reakcji dla konwersji pochodnej salino-
mycyny w formie kwasowej w jej sol.

Reakcje z izocyjanianem o wzorze ogolnym (7) prowadzi sie w rozpuszczalniku apolarnym chlo-
roalifatycznym, aromatycznym lub w tetrahydrofuranie, korzystnie w chloroformie, chlorku metylenu, to-
luenie, benzenie, tetrahydrofuranie, najkorzystniej w chloroformie lub chlorku metylenu, lub w rozpusz-
czalniku polarnym aprotycznym — prostym nitrylu, korzystnie w acetonitrylu, lub w prostym trzeciorze-
dowym amidzie, korzystnie w N,N-dimetyloformamidzie, w temperaturze pokojowej. Korzystne jest réw-
niez prowadzenie reakcji w warunkach bezwodnych.

Po zakonczeniu reakcji, korzystnie stopier przereagowania reagentéw kontroluje sie za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej TLC, mieszanine reakcyjna przemywa sie przy pomocy wodnego roz-
tworu wodoroweglanu sodu (0,1 M). Warstwe organiczng odparowuje sie pod zmniejszonym cisnieniem,
a pozostatosé oczyszcza przy uzyciu chromatografii kolumnowej, korzystnie przy pomocy chromato-
grafu CombiFlash® z detektorem ELS, stosujgc kolumne wypetniong krzemionka oraz mieszanine roz-
puszczalnikdw organicznych, korzystnie mieszaniny octan etylu:n-heksan ze wzrastajacym gradientem
stezenia octanu etylu od 0% do 100%. Potaczone frakcje zawierajace C20-mocznikowy produkt reakcji
odparowuje sie do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, pozostato$¢ rozpuszcza sie w apolarnym roz-
puszczalniku chloroalifatycznym, korzystnie w chlorku metylenu lub chloroformie, po czym ekstrahuje
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z wodnym roztworem odpowiedniej soli (0,1 M), badz z wodnym roztworem kwasu siarkowego(VI) lub
solnego (pH = 1,0) i na koncu z wodg. Potaczone warstwy organiczne odparowuje sie do sucha pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie kilkakrotnie odparowuje z n-pentanem.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposdb otrzymywania produktu posredniego dla sposobu
otrzymywania pochodnych salinomycyny modyfikowanych przy weglu C-20. Tréjetapowa procedura
syntezy zwigzku posredniego o wzorze (3) rozpoczyna sie od chemoselektywnego utlenienia grupy
C20-hydroksylowej salinomycyny o wzorze (1) zachodzacego w apolarnym rozpuszczalniku chloroali-
fatycznym, korzystnie w chlorku metylenu lub chloroformie, w temperaturze pokojowej przy uzyciu ak-
tywowanego tlenku manganu(lV) [wedtug: EP3191493 lub Mai et al., Nature Chemistry, 9, 2017, 1025-
1033], po ktorym nastepuje dwuetapowe aminowanie redukcyjne otrzymanej C20-oksosalinomycyny
[wedtug ogdlinej procedury opisanej w: EP3191493 lub Mai et al., Nature Chemistry, 9, 2017, 1025-
1033] o wzorze (8):

OH
(8

\...

Ogolnie przedstawiona w stanie techniki konwersja zwigzku o wzorze (8) w zwiazek o wzorze (3)
zostata na potrzeby wynalazku dopracowana i zmodyfikowana. Zmodyfikowana procedura otrzymywa-
nia zwiazku o wzorze (8) obejmuje uzycie alkoholowego roztworu amoniaku o odpowiednim stezeniu,
a takze wydiuzenie czasu aktywacji (tworzenia iminy) do 5 godzin. W zmodyfikowanej procedurze nie
ma réwniez koniecznosci uzycia kwasu octowego na etapie tworzenia iminy oraz obrdobki mieszaniny
poreakcyjnej przy pomocy ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz, co znaczgco upraszcza i przyspiesza cata
procedure syntetyczna.

W pierwszym etapie aminowania redukcyjnego amoniak (7,0 N w metanolu) reaguje z C20-okso-
salinomycyna o wzorze (8) rozpuszczong w rozpuszczalniku alkoholowym, korzystnie w metanolu lub
etanolu, w temperaturze pokojowej z wytworzeniem in situ iminy. Zgodnie z procedurg Luche’a, w dru-
gim etapie aminowania redukcyjnego produkt posredni reakcji (imine) redukuje sie poprzez powolne
dodawanie borowodorku sodu lub pochodnej borowodorku sodu, zwtaszcza cyjanoborowodorku sodu,
w obecnosci soli ceru, korzystnie chlorku ceru(lll), otrzymujac C20-aminosalinomycyne o wzorze (3).

Przedmiotem wynalazku jest réwniez zastosowanie nowych pochodnych salinomycyny wedtug
wynalazku do zastosowania jako leku. W korzystnym przyktadzie wykonania zwiazki wedtug wynalazku
sg przeznaczone do zastosowania jako srodki przeciwnowotworowe.

Zwiazek wedtug wynalazku nadaje sie do zastosowania w schorzeniach wybranych nieograni-
czajaco z grupy: biataczka, w tym nieograniczajaco ostra biataczka szpikowa, przewlekta biataczka szpi-
kowa, ostra biataczka limfoblastyczna, biataczka bifenotypowa, szpiczak mnogi; niedrobnokomarkowy
rak ptuc, w tym nieograniczajaco rak komérek nabtonkowych ptuc, gruczolakorak ptuc, rak ptaskona-
btonkowy ludzkiego ptuca; rak jelita grubego (okreznicy), w tym nieograniczajaco gruczolakorak jelita
grubego, rak nabtonka okreznicy; nowotwor osrodkowego uktadu nerwowego, w tym nieograniczajaco
rak mézgu, taki jak glejak; czerniak, w tym nieograniczajaco czerniak ztosliwy, czerniak nabtonka, czer-
niak nienabtonkowy; nowotwdr jajnika, w tym nieograniczajaco nabtonkowy rak jajnika, torbielakogru-
czolakorak jajnika; nowotwor nerki, w tym nieograniczajaco rak nerkowokomarkowy; nowotwaor prostaty,
w tym nieograniczajgco gruczolakorak prostaty; nowotwor piersi, w tym nieograniczajaco gruczolakorak
piersi, zapalny rak piersi, gruczolakorak z przerzutami; rak zotadka; rak trzustki; miesak i rak trzonu
macicy, jak i jego lekooporny wariant; rak szyjki macicy; rak pecherza.

W niniejszym opisie termin nowotwdor i rak stosowane sga zamiennie.
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Wstepne badania wskazujg, iz aktywnos¢ przeciwnowotworowa zwiazki wedtug wynalazku wy-
kazujg wzgledem linii komérkowych wymienionych ponizej:
HL-60(TB), K-562, MOLT-4, RPMI-8226, SR, A549/ATCC, EKVX, HOP-62, HOP-92, NCI-H226, NCI-
H23, NCI-H460, NCI-H522, COLO 205, HCC-2998, HCT-116, HCT-15, HT29, KM12, SW-620, SF-268,
SF-295, SF-539, SNB-19, SNB-75, U251, LOXIMVI, MALME-3M, M14, MDA-MB-435, SK-MEL-2, SK-
MEL-28, SK-KIEL-5, UACC-257, UACC-62, IGROV1, OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-5, OVCAR-8,
NCI/ADR-RES, SK-OV-3, 786-0, A498, ACHN, CAKI-1, RXF 393, SN12C, TK-10, UO-31, PC-3, DU-
145, MCF7, MDA-MB-231/ATCC, HS 578T, BT-549, T-47D, MDA-MB-468, KATOIII, NCI-N87, SNU-16,
SNU-5, AGS, SNU-1, Capan-2, ATCC HTB-80, Panc 10.05, CFPAC-1, HPAF-II, SW 1990, BxPC-3,
AsPC-1, MES-SA, MES-SA/DX5, KLE, HEC-1-A, AN3 CA, Ca-Ski, DoTc2 4510, SiHa, C-33-A, 5637,
KU-19-19, MBT-2, HCV29T, Hu1703He. Dla niektérych z tych linii komérkowych konkretne schorzenia
im odpowiadajace wymieniono juz w powyzszej liscie.

Dziatanie przeciwnowotworowe rozumie sie jako:

— przeciwdziatanie wystepowania nowotworu,

— hamowanie rozrostu komoérek nowotworowych (hamowanie proliferaciji),

— indukowanie $mierci komoérek nowotworowych (dziatanie proapoptyczne),

— zapobieganie lub hamowanie przerzutowania komaérek nowotworowych,

— hamowanie zjawiska wielolekowej opornosci,

— hamowanie procesu angiogenezy,

— eliminowanie lub minimalizowanie skutkdw choroby nowotworowej.

Badania in vitro przeprowadzone wobec szeregu nowotworowych linii komérkowych potwier-
dzity wysokie dziatanie cytotoksyczne otrzymanych po raz pierwszy zwiazkéw, ktére znacznie prze-
wyzszato bioaktywnos¢ niemodyfikowanej chemicznie salinomycyny. Uzyskane pochodne salino-
mycyny cechujg sie nie tylko wysoka aktywnoscig przeciwnowotworowa, ale takze wysoka selek-
tywnoscia dziatania wobec komdérek nowotworowych. Ponadto, poréwnanie aktywnosci przeciwno-
wotworowej oraz toksycznosci nowo zsyntezowanych zwigzkéw z tg wykazywana przez znane lite-
raturowo pochodne salinomycyny, w tym przez zblizone strukturalnie C20-Ar-amidowe oraz
C20-N-karbaminianowe (uretanowe) pochodne C20-epi-salinomycyny z odwrocong konfiguracja
absolutng (konfiguracja absolutna S zamiast R) na asymetrycznym atomie wegla w pozycji C-20
[Li et al., European Journal of Medicinal Chemistry, 148, 2018, 279-290], jednoznacznie udowadnia
przewage zwiazkéw bedacych przedmiotem niniejszego wynalazku w kontekscie ich mozliwego
zastosowania terapeutycznego.

W badaniach in vitro wykorzystano nastepujace nowotworowe linie komdrkowe:

- B16-FO (mysi czerniak),

— Hs294T (ludzki czerniak),

— LoVo (lekowrazliwy ludzki nowotwor okreznicy),

— LoVo/DX (lekooporny ludzki nowotwor okreznicy),
— MCF-7 (ludzki nowotwor piersi),

— MV-4-11 (ludzka biataczka bifenotypowa).

W badaniach wykorzystano takze normalne mysie fibroblasty BALB/3T3 celem wyznaczenia
wartosci wspotczynnikdw selektywnosci zwiazkéw uzytych w testach. Wartosci te pozwalaja przewi-
dzie¢ kierunek dziatania pochodnych salinomycyny odpowiadajac na pytanie — czy zwigzki te beda
w pierwszej kolejnosci niszczy¢ komorki nowotworowe, czy tez atakowaé prawidtowe komorki orga-
nizmu.

W tabeli 1 zestawiono dane dotyczgce wszystkich stosowanych w badaniach in vitro linii komor-
kowych (zaréwno nowotworowych, jak i prawidtowych).
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Tabela 1
Symbol linii Nazwa linii Zrédto pochodzenia Liczba komorek na
komérkowej komorkowej linii komorkowe;j dolek w tescie
B16-F0 mysi czemiak ATCC 0,25x10*
[1s294T ludzki czerniak ATCC 0,20x10*
LoVo lekowrazliwy ludzki 1 (. 1,00x10*
nowotwor okreznicy
-
lekooporny ludzki Prof. E. Borowski, .
LoVo/DX nowotwor okreznicy Politechnika Gdanska 1,00x10
MCF-7 ludzki nowotwor piersi | ECACC 0,75x10*
MV-4-11 ludzka biataczka ATCC 1,00x10*
bifenotypowa
BALB/3T3 normalne mysie ATCC 1,00x10*
fibroblasty

W trakcie badan cytotoksycznosci w testach in vitro stosowano media hodowlane oraz odczynniki

zestawione w tabeli 2.
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Tabela 2
Nazwa Producent
- OptiMEM (PChO, IITD PAN, Polska),
« RPMI 1640 + HEPES (PChO, IITD PAN, Poiska),
medium » 5% FBS (Sigma-Aldrich, Niemcy),

hodowlane dla
linii B16-FO

« 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, Niemcy),

« 0,5 mM pirogronian sodu (Sigma-Aldrich, Niemcy),

« 4,5 g/L. glukoza (Sigma-Aldrich, Niemcy),

« 0,1 mg/mL streptomycyna, 100 U/mL penicylina (Sigma-Aldrich,
Niemcy oraz Polfa Tarchomin, Polska)

« RPMI 1640 W/GLUTAMAX-I (Gibco, Wielka Bry1ania),
o OptiMEM W/GLUTAMAX (Invitrogen, USA),

medium
hodowlane dla » 10% FBS (Sigma—Aldrich,'Niet_ncy),
linii Hs294T o 5,5 g/L glukoza (Sigma-Aldrich, Niemcy),
o 0,1 mg/mL streptomycyna, 100 U/mL penicylina (Sigma-Aldrich,
Niemcy oraz Polfa Tarchomin, Polska)
« OptiMEM + RPMI1640 (1:1) (PChO, ITD PAN, Polska),
medium « 5% FBS HyClone (GE Healthcare, USA),
bodowlane dla » 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, Niemcy),
linii LoVo + 1 mM pirogronian sodu (Sigma-Aldrich, Nicmcy),
+ 0,1 mg/mL streptomycyna, 100 U/mL penicylina (Sigma-Aldrich,
Niemcy oraz Polfa Tarchomin, Polska)
medium_ « medium dla linii LoVo/DX podobnie jak dla linii LoVo; dodatkowo
hodowlane dla doksorubicyna (Accord, Wielka Brytania) o stezeniu 10 pg/100 mL
linii LoVo/DX medium
« plyn Eagle’a (PChO, IITD PAN, Polska),
« 10% FBS (Sigma-Aldrich, Niemcy),
medium « 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, Niemcy),
hodowlane dla + 1% aminokwasy (Sigma-Aldrich, Niemcy),
linii MCF-7

o 8 pg/mL insulina (Sigma-Aldrich, Niemcy),
« 0,1 mg/mL streptomycyna, 100 U/mL penicylina (Sigma-Aldrich,
Niemcy oraz Polfa Tarchomin, Polska)
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» RPMI 1640 W/GLUTAMAX-I (Gibco, Wielka Brytania),

medium « 10% FBS (Sigma-Aldrich, Niemcy),

hodowlane dla » | mM pirogronian sodu (Sigma-Aldrich, Niemcy),

linii MV-4-11 + 0,1 mg/mL streptomycyna, 100 U/ml. penicylina (Sigma-Aldrich,
Niemcy oraz Polfa Tarchomin, Polska)

_ + ptyn Dulbecco (Gibco, Wielka Brytania),

medium . 10% FBS HyClone (GE Healthcare, USA),

hodowlane dia + 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, Niemcy),

linii BALB/3T3 |, 0,1 mg/mL streptomycyna, 100 U/mL penicylina (Sigma-Aldrich,
Niemcy oraz Polfa Tarchomin, Polska)

+ RPMI11640+ HEPES (PChO, IITD PAN, Polska),

medium testowe |* 10% FBS HyClone (GE Healthcare, USA),

do rozcieficzen » 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, Niemcy),

» 0,1 mg/mL streptomycyna, 100 U/ml penicylina (Sigma-Aldrich,
Niemcy oraz Polfa Tarchomin, Polska)

« woda dejonizowana, ogdlnolaboratoryjna, niejatlowa,

» TRIZMA BASE (Sigma-Aldrich, Niemcy)

10 mM TRIS

+ woda dejonizowana, ogolnolaboratoryjna, niejalowa,

Q
1% kwas octowy » kwas octowy 80% czda (POCH S.A., Polska)

+ woda dejonizowana, ogdlnolaboratoryjna, niejalowa,
» kwas trichlorooctowy czda (POCH S.A., Polska) (w postaci stalej,
ktory nawaza si¢ i rozpuszcza w wodzie do uzyskama sigzenia 50 %)

50% kwas
trichlorooctowy

0,1% roztwor
sulforodaminy B
(SRB)

» sol sodowa sulforodaminy B (Sigma-Aldrich, Niemcy),
» 1% kwas octowy

« biekit tiazolilowy — bromek tetrazolowy, ~98% (Sigma-Aldrich,
MTT Niemcy),
« PBS (PChO, IITD PAN, Polska)

» woda MilliQ UF Plus,
- dodecylosiarczan sodu (Sigma-Aldrich, Niemcy),
o N,N-dimetyloformamid czda (POCH S.A., Polska)

bufor lizujacy do
MTT

- koncentrat do sporzadzania roztworu do infuzji, | mg/mL (10 mg/10

cisplatyna mL), 1 fiolka 10 mL (Teva Pharmaceuticals, Polska)

Badania in vitro cytotoksyczno$ci zostaty przeprowadzone zgodnie z opisang ponizej procedura.
Roztwory wyjsciowe badanych zwiazkdéw o stezeniu 10 mg/mL przygotowano do kazdego doswiadcze-
nia ex tempore, poprzez rozpuszczenie 1 mg preparatu w 100 uL dimetylosulfotienku (DMSO). Roz-
puszczalnikiem dla dalszych rozcierczenh byto medium hodowlane. Zwiazki przetestowano w przedzia-
tach stezen od 100 do 0,00001 pg/mL (dla linii komérkowej B16-F0O oraz Hs294T) oraz od 100 do
0,1 pg/mL (dla linii komorkowej LoVo, LoVo/DX, MCF-7, MV-4-11 oraz BALB/3T3).
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Oznaczenie dziatania cytotoksycznego badanych zwigzkéw oraz zwigzku referencyjnego — ci-
splatyny (powszechnie stosowanego leku przeciwnowotworowego) wykonano w 96-godzinnych hodow-
lach in vitro. Dla komoérek MV-4-11 (ludzka biataczka bifenotypowa) wykonano test redukcji soli tetrazo-
lowej MTT [wedtug: Wietrzyk et al., Anticancer drugs, 2007, 18, 447—457] jako ocene aktywnosci meta-
bolicznej komdérek nowotworowych. Z kolei dla oznaczenia aktywnosci przeciwproliferacyjnej wszystkich
badanych zwigzkéw wobec linii komoérkowej B16-FO (mysi czerniak), Hs294T (ludzki czerniak), LoVo
(lekowrazliwy ludzki nowotwor okreznicy), LoVo/DX (lekooporny ludzki nowotwor okreznicy), MCF-7
(ludzki nowotwor piersi) oraz BALB/3T3 (normalne mysie fibroblasty) zastosowano test kolorymetryczny
SRB [wediug: Skehan et al., Journal of the National Cancer Institute, 1990, 82, 1107-1112] mierzacy
zahamowanie proliferacji docelowych komérek na podstawie pomiaru ilosci biatka komorkowego.
W kazdym doswiadczeniu prébki zawierajace okreslone stezenia badanego zwigzku nanoszono na
96-dotkowe ptytki w 3 powtdrzeniach. Doswiadczenia powtarzano minimum 3 razy. Testy in vitro cyto-
toksycznosci wykonano wedtug nastepujacej procedury:

(@) Komorki (pochodzace z hodowli in vitro) naniesiono do dotkow ptytki w liczbie 0,20x10* (linia

Hs294T), 0,25x10* (linia B16-F0), 0,75x10* (linia MCF-7) lub 1,00x10* (linia LoVo, LoVo/DX,
MV-4-11 oraz BALB/3T3) komorek w 100 uL medium hodowlanego, a nastepnie inkubowano
w 37°C w wilgotnej atmosferze (wilgotnos¢ 85-95%) nasyconej 5% dwutlenkiem wegla
(COz),

(b) po uptywie 24 godzin do dotkéw dodano kolejne 100 uL medium (kontrola wzrostu komorek)

lub medium zawierajacego badane zwigzki w okreslonych stezeniach,

(c) plytki inkubowano przez kolejne 72 godziny w inkubatorze (37°C, wilgotna atmosfera (wilgot-

no$¢ 85-95%) nasycona 5% CQOz),

(d) po uptywie 72 godzin inkubacji komoérek z badanymi zwigzkami wykonano test MTT lub SRB,

(e) w kazdym doswiadczeniu prébki zawierajgce okreslone stezenia badanego zwiazku nano-

szono w 3 powtdrzeniach, zas doswiadczenia powtarzano od 3 do 5 razy.

Odczyt MTT: Do kazdego dotka ptytki 96-dotkowej dodano 20 uL roztworu MTT. Po 4 godzinach
inkubacji w temperaturze 37°C do kazdego dotka dodano 80 ulL buforu lizujagcego. Po kolejnych
24 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C odczytano gestos¢ optyczng poszczegdinych prébek przy
diugosci fali 570 nm przy uzyciu czytnika ptytkowego (uniwersalnego) Synergy H4 (BioTek Instruments,
USA).

Odczyt SRB: Do kazdego dotka ptytki 96-dotkowej dodano 50 L zimnego 50% kwasu trichloro-
octowego. Po 60 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej ptytki 4-krotnie przeptukano woda,
a nastepnie osuszono na recznikach papierowych. Nastepnie, do kazdego dotka dodano 50 ulL 0,1%
roztworu sulforodaminy B (SRB) w 1% kwasie octowym w celu wybarwienia strgconego w dotku biatka
komorkowego. Po 30-minutowej inkubaciji z SRB w temperaturze pokojowej ptytki 4-krotnie ptukano 1%
kwasem octowym i ponownie osuszono na recznikach papierowych. W kolejnym etapie do kazdego
dotka dodano 150 uL 10 mM buforu TRIS powodujgacego rozpuszczenie zwigzanego z biatkiem komorek
barwnika. Gestos¢ optycznag poszczegdinych probek odczytano przy dtugosci fali 540 nm przy uzyciu
czytnika ptytkowego (uniwersalnego) Synergy H4 (BioTek Instruments, USA).

Na podstawie pomiaru absorbancji poszczegdlnych dotkéw wyliczono procent zahamowania pro-
liferacji dla kazdego badanego zwigzku przy danym stezeniu wedtug wzoru:

At_Am

procent zahamowania proliferacji = ((

, gdzie:

Am — $rednia wartos¢ absorbanciji medium kontrolnego,

Ax — $rednia warto$¢ absorbancji kontroli komorek, tj. komodrek nietraktowanych,

At — $rednia wartos¢ absorbanciji komoérek potraktowanych badanymi zwigzkami przy danym ste-
zeniu.

Przy obliczaniu $redniej wartosci absorbancji dla danego zestawu dotkdw (komoérki nietrakto-
wane, komorki traktowane danym zwigzkiem przy danym stezeniu, kontrola samego medium) odrzu-
cono wartosci ,odstajace” na podstawie wspotczynnika zmiennosci CV 10%. Z danych procentowego
zahamowania proliferacji wyznaczono wartosci wspétczynnika 1Cso, czyli stezenie badanego zwiazku
potrzebne do zahamowania wzrostu komorek o 50% [wedtug: Nevozhay, PLoS One, 2014, 9, e106186].
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Nastepnie, na podstawie kolejnych 3 do 5 powtdrzen testu wyliczono srednie warto$ci wspotczynnikow
ICso wraz z wartosciami odchylen standardowych.

W celach poréwnawczych analogiczne badania przeprowadzono z uzyciem powszechnie sto-
sowanego leku przeciwnowotworowego — cisplatyny. Wyniki badan in vitro aktywnos$ci cytotoksyczne;
badanych zwigzkow przedstawiono w postaci wartosci wspotczynnikow ICso wyrazonych w stezeniach
mikromolowych (M), ktére zestawiono sumarycznie w tabeli 3. Wszystkie nowo otrzymane pochodne
salinomycyny wykazujg bardzo wysoka aktywnos¢ przeciwnowotworowa, ktéra w wiekszosci przy-
padkoéw znacznie przewyzsza te wykazywang przez niemodyfikowana chemicznie salinomycyne
o wzorze (1), C20-aminosalinomycyne o wzorze (3), jak rowniez referencyjny lek onkologiczny — ci-
splatyne.

Ponadto, w przeciwienstwie do salinomycyny, wiekszos$¢ z nowo zsyntezowanych pochodnych
tego jonoforu zidentyfikowana zostata jako $rodki przeciwnowotworowe zdolne do skutecznego przeta-
mywania lekoopornosci badanych komaérek nowotworowych z wartosciami wspotczynnikow lekoopor-
nosci Rl < 1,0. Wszystkie nowo otrzymane pochodne salinomycyny charakteryzujg sie wysoka selek-
tywnoscia dziatania wobec komoérek nowotworowych, co przejawia sie przez wartosci wspotczynnikéw
selektywnosci SI > 3,0, zas niektore z nich zidentyfikowane zostaty jako zwiazki wybitnie selektywne
(S1 > 100,0). Wskazuje to jednoznacznie na duzo wyzszg skutecznos¢ oddziatywania nowo zsyntezo-
wanych pochodnych salinomycyny na komérki nowotworowe w poréwnaniu z ich toksycznoscia wobec
prawidtowych komoérek organizmu.
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_ 1C5q dla prawidiowej linii komérkowej BALB/3T3
" ICg, dla poszczegéinych nowotworowych linii kamérkowych

S}

wartos¢ wspotczynnika lekoopornosci Rl obliczono wedtug wzoru:

_ICsq dla lekoopornej nowotworowej linii komérkowej LoVo/DX

RI=

1C5q dla lekowrazliwej nowotworowej linii komérkowej LoVo

Z tabeli 3 jednoznacznie wynika, ze zwigzki wedtug wynalazku wykazujg aktywnos$¢ przeciwno-
wotworowg wobec komorek nowotworowych wywodzacych sie z réznych tkanek oraz narzadéw. Po-
nadto, uzyskane pochodne wykazuja kilkakrotnie silniejsze dziatanie przeciwproliferacyjne w poréwna-
niu do zwigzku macierzystego, np. pochodne o wzorach (10), (15), (17), lub nawet kilkudziesieciokrotne
silniejsze dziatanie przeciwproliferacyjne, np. zwiazki o wzorach (21), (22), (25). Wyniki badan aktyw-
nosci wykonane wobec komorek lekowrazliwego oraz lekoopornego ludzkiego nowotworu okreznicy
wskazuja, ze zwiazki wedtug wynalazku posiadaja zdolno$¢ do przetamywania lekoopornosci komérek
nowotworowych. Ponadto, zwiazki wedtug wynalazku charakteryzuja sie doskonata selektywnoscia
dziatania, co udowadnia ich wysoki potencjat terapeutyczny. Znawca bedzie wiedziat, jak dobraé kon-
kretna pochodna do leczenia odpowiedniego typu nowotworu. Dla przyktadu nalezy wskazag, iz np.
pochodna o wzorze (21) wykazuje preferencyjne dziatanie wobec komérek czerniaka, podczas gdy
zwigzek o wzorze (25) wobec komorek biataczki bifenotypowe;.

Zwiazki wedtug wynalazku oraz sposoby ich otrzymywania ilustruja ponizsze przyktady. Przy-
ktady te nie maja mie¢ charakteru ograniczajacego zakres ochrony, a jedynie przedstawiaja wybrane,
reprezentatywne przykfady realizacji wynalazku. W zakresie wiedzy znawcy bedzie dobér reagentow
i dostosowanie warunkéw reakcji do otrzymania innych pochodnych znajdujacych sie w zakresie
ochrony zdefiniowanej w zastrzezeniach patentowych.

Przyktad 1

Otrzymywanie N-acetamidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (9):

(9)

~

Do roztworu 4-dimetyloaminopirydyny (10 mg, 1,2 ekwiwalenta) w bezwodnym chlorku metylenu
(7 mL) ochtodzonego do temperatury 0°C dodano trietyloamine (8 mg, 1,2 ekwiwalenta) oraz chlorek
acetylu (7 mg, 1,2 ekwiwalenta) i mieszano przez 30 minut w obnizonej temperaturze (<5°C). Po tym
czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano C20-aminosalinomycyne (50 mg, 1,0 ekwiwalent) uprzednio
rozpuszczong w minimalne;j ilosci bezwodnego chlorku metylenu i mieszano w obnizonej temperaturze
(<5°C) przez kolejne 30 minut. Nastepnie, cato$¢ pozostawiono do ogrzania do temperatury pokojowej
i mieszanie kontynuowano do czasu zakonczenia reakcji, ktéry kontrolowano przy pomocy chromato-
grafii cienkowarstwowej TLC.

Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng przemyto przy pomocy wodnego roztworu weglanu
sodu (0,1 M). Warstwe organiczng odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢
oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash® z detektorem ELS, stosujac kolumne wypetniona
krzemionka oraz mieszanine rozpuszczalnikdw octan etylu:n-heksan ze wzrastajacym gradientem ste-
zenia octanu etylu od 0% do 100%. Potaczone frakcje zawierajace N-acetamid C20-dehydroksy-C20-
-aminosalinomycyny o wzorze (9) odparowano do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem, pozostatos¢
rozpuszczono w chlorku metylenu, po czym ekstrahowano z wodnym roztworem kwasu siarkowego(VI)
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(pH = 1,0) i na koncu z woda. Potaczone warstwy organiczne ponownie odparowano do sucha pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie kilkakrotnie odparowano z n-pentanem. Otrzymano N-acetamid
C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (9) w postaci biatego, amorficznego ciata statego
z wydajnosciag 72%.

Wydajnos¢: 38 mg, 72%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,54 w octanie etylu 100%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & 215,4, 177,7, 170,2, 129,3, 122,9, 105,4, 99,4, 88,4, 77,3, 77,2,
75,5,74,9, 73,8, 71,7, 71,0, 68,4, 56,1, 49,7, 48,9, 48,6, 41,0, 38,5, 36,8, 36,3, 32,6, 30,5, 29,0, 28,0,
26,2, 26,0, 23,1, 22,6, 22,0, 20,0, 17,9, 16,4, 15,8, 14,7, 13,2, 12,9, 12,0, 11,2, 6,9, 6,3 ppm.

"H NMR (403 MHz, CDClz) 6 ~ 13,00 (s, very br, 1H), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,03 (dd, J =
10,7, 2,6 Hz, 1H), 5,78 (dd, J = 10,6, 2,0 Hz, 1H), 4,41 (dt, J = 8,0, 2,3 Hz, 1H), 4,08 (dd, J = 10,1,
1,4 Hz, 1H), 3,92 (dd, J = 10,8, 5,4 Hz, 1H), 3,84 (dd, J = 8,9, 5,3 Hz, 1H), 3,80 (d, J = 10,3 Hz,
1H), 3,75 (dd, J = 14,0, 7,0 Hz, 1H), 3,57 (dd, J = 9,9, 1,8 Hz, 1H), 2,83 (td, J = 10,8, 3,8 Hz, 1H),
2,67 (dg, J=9,8, 7,1 Hz, 1H), 2,52 (dd, J = 11,1 Hz, 1H), 2,10-0,50 (m, 56H), 1.91 (s, J = 7,4 Hz,
3H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla Cs4H73NNaO11* 814,5; znalezione 814,

Przyktad 2

Otrzymywanie N-izobutyroamidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (10):

(10)

P

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chlorek izobutyrylu (9 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-izobutyroamid
C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (10) w postaci biatego, amorficznego ciata statego
z wydajnoscia 29%.

Wydajnos¢: 16 mg, 29%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,55 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) & 215,8, 177,7, 177,4, 130,2, 123,3, 106,0, 100,0, 89,0, 77,8,
76,1, 75,2, 73,8, 72,1, 71,2, 69,0, 56,3, 49,9, 49,2, 48,8, 41,5, 39,0, 37,2, 36,6, 35,7, 33,2, 30,9,
30,9, 29,2, 28,5, 26,6, 26,1, 23,1, 22,5, 20,4, 20,0, 19,6, 18,0, 16,7, 15,9, 15,0, 13,4, 13,2, 12,1,
11,3, 7,1, 6,5 ppm.

'"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) § ~13,00 (s, very br, 1H), 6,78 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,07 (dd, J =
10,7, 2,6 Hz, 1H), 5,76 (dd, J = 10,6, 2,1 Hz, 1H), 4,39 (dt, J= 7,9, 2,3 Hz, 1H), 4,07 (dd, J= 10,1,
1,4 Hz, 1H), 3,95-3,81 (m, 3H), 3,76 (dd, J= 13,9, 6,9 Hz, 1H), 3,58 (dd, J = 10,0, 2,0 Hz, 1H), 2,89
(td, J = 10,7, 4,0 Hz, 1H), 2,73 (dq, J = 10,0, 7,1 Hz, 1H), 2,61 (dd, J = 10,9, 1,9 Hz, 1H), 2,30 (dt,
J=13,6, 6,8 Hz, 1H), 2,21-0,55 (m, 62H) ppm.

ES1-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla CssH77NNaO11* 842,5; znalezione 842.
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Przyktad 3
Otrzymywanie N-chloroacetamidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (11):

(1)

S

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chlorek chloroacetylu (9 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-chloroacetamid
C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (11) w postaci biatego, amorficznego ciata statego
z wydajnoscia 30%.

Wydajnos¢: 17 mg, 30%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,71 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) & 215,6, 177,8, 167,0, 129,0, 124,6, 105,9, 99,9, 88,9, 77,7,
76,4,751,73,5,72,2,71,3,69,0, 56,1, 49,71, 49,69, 48,8, 43,2, 41,2, 38,9, 37,3, 36,5, 33,1, 31,4,
30,9, 29,3, 28,6, 26,6, 25,4, 23,0, 22,2, 20,4, 17,9, 16,7, 15,8, 14,9, 13,3, 13,2, 12,1, 11,4, 7,2,
6,5 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) 5 ~ 13,00 (s, very br, 1H), 7,23 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,14 (dd, J = 10,6,
2,5 Hz, 1H), 5,79 (dd, J = 10,6, 2,4 Hz, 1H), 4,50 (dt, J = 8,6, 2,4 Hz, 1H), 4,07 (dd, J = 10,1, 1,3 Hz,
1H), 4,00 (s, J= 13,8 Hz, 2H), 3,92 (dd, J = 10,8, 5,3 Hz, 1H), 3,79 (ddd, J= 14,0, 8,4, 3,0 Hz, 3H), 3,58
(dd, J=9,9, 1,9 Hz, 1H), 2,89 (td, J = 10,7, 4,1 Hz, 1H), 2,73 (ddd, J = 14,3, 10,0, 7,1 Hz, 1H), 2,60 (dd,
J=10,8, 1,7 Hz, 1H), 2,19-0,55 (m, 56H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]" Obliczone dla Cs4H72CINNaO11* 848,5; znalezione 848.

Przyktad 4

Otrzymywanie N-4-chlorobutyroaramidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (12):

(12)

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chlorek 4-chlorobutyrylu (12 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-4-chloro-
buiyroamid C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (12) w postaci biatego, amorficznego
ciata statego z wydajnoscig 29%.

Wydajnos¢: 17 mg, 29%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLG.

Rt 0,59 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA),
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3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) & 215,3, 177,6, 172,3, 130,0, 23,8, 106,1, 99,9, 88,9, 77,7, 76,3,
75,21,74,0,72,1,72,2, 69,0, 56,2, 49,7, 49,4, 48,6, 45,3, 41,3, 38,9, 37 4, 36,5, 33,6, 33,1, 31,1, 31,0,
29,4, 28,7, 28,5, 26,6, 25,9, 23,0, 22,4, 20,4, 17,9, 16,7, 15,9, 15,1, 13,34, 13,26, 12,2, 11,4, 7,2, 6,5
ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) & ~ 13,00 (s, very br, 1 H), 6,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,09 (dd, J =
10,6, 2,5 Hz, 1H), 5,81 (dd, J = 10,7, 2,5 Hz, 1H), 4,43 (dt, J = 8,0, 2,4 Hz, 1H), 4,08 (dd, J= 10,0, 1,4
Hz, 1H), 3,93 (dd, J= 10,9, 5,5 Hz, 1H), 3,88-3,80 (m, 2H), 3,62-3,57 (m, 2H), 2,90 (td, J= 10,5, 4,1 Hz
1H), 2,73 (ddd, J=14,1,9,9, 7,1 Hz, 1H), 2,59 (dd, J = 11,1, 2,0 Hz, 1H), 2,35 (tdd, J = 14,8, 13,0, 7,3
Hz, 2H), 2,19-0,53 (m, 60H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla C4sH76CINNaO11* 876,5; znalezione 876.

Przyktad 5

Otrzymywanie N-metoksyacetamidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (13):

(13)

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chlorek metoksyacetylu (9 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-metoksy-
acetamid C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (13) w postaci biatego, amorficznego
ciata statego z wydajnoscia 44%.

Wydajnos¢: 24 mg, 44%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,63 w octanie etylu 100%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & 215,5, 177,6, 169,8, 129,1, 123,2, 105,2, 99,5, 88,8, 77,2, 75,5,
74,8,72,8,72,3,71,7,71,0, 68,4, 58,9, 56,1, 49,8, 48,9, 48,2, 41,2, 38,7, 36,42, 36,38, 32,7, 30,6, 30,3,
29,2, 28,0, 26,2, 25,8, 22,7, 22,0, 19,9, 17,9, 16,5, 15,7, 14,3, 13,3, 12,9, 11,8, 11,0, 6,8, 6,4 ppm.

"H NMR (403 MHz, CDCIl3) § ~ 13,00 (s, very br, 1H), 7,23 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 6,14 (dd, J = 10,8,
2,9 Hz, 1H), 5,79 (dd, J = 10,7, 1,7 Hz, 1H), 4,62 (ddd, J = 8,9, 2,7, 1,9 Hz, 1H), 4,15 (dd, J= 10,1, 1,4
Hz, 1H), 4,02-3,94 (m, 2H), 3,93-3,78 (m, 4H), 3,63 (dd, J= 10,0, 1,9 Hz, 1H), 3,36 (s, J = 9,3 Hz, 3H),
2,89 (td, J = 10,9, 3,9 Hz, 1H), 2,74 (ddd, J = 14,2, 10,0, 7,0 Hz, 1H), 2,61 (dd, J = 10,9, 2,2 Hz, 1H),
2,22-0,60 (m, 56H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla CssH7sNNaO12* 844,5; znalezione 844.

Przyktad 6

Otrzymywanie N-1-adamantokarboksyamidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (14):

(14)



32 PL 242212 B1

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chlorek 1-adamantokarbonylu (17 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-1-
-adamantokarboksyamid C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (14) w postaci biatego,
amorficznego ciata statego z wydajnoscia 12%.

Wydajnos¢: 7 mg, 12%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,52 w octan etylu/n-heksan 33%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) 6 212,3, 179,2, 177,5, 132,7, 131,9, 109,2, 96,8, 86,0, 77,2, 74,9,
73,6,72,5,71,7,71,0, 67,3, 53,4, 49,6, 49,2, 48,7, 40,9, 39,5, 39,19, 39,18, 36,7, 36,4, 35,6, 33,1, 32,6,
30,9, 30,1, 29,7, 28,5, 28,3, 26,4, 23,9, 23,5, 22,2, 20,2, 18,3, 17,8, 16,2, 14,6, 14,2, 13,3, 13,2, 12,2,
11,2, 7,3, 6,5 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) & ~ 13,00 (s, very br, 1H), 6,40 (d, J = 9,4 Hz, 1H), 5,86-5,71 (m, 2H),
4,75 (dt, J=9,3, 1,5 Hz, 1H), 4,22 (dd, J=9,8, 3,8 Hz, 1H), 3,92 (dd, J= 10,9, 4,8 Hz, 1H), 3,79 (q, J =
6,9 Hz, 1H), 3,64 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 3,60 (dd, J = 10,0, 2,3 Hz, 1H), 3,48-3,40 (m, 1H), 2,93 (td, J =
11,1, 3,6 Hz, 1H), 2,85 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 2,70-2,57 (m, 2H), 2,23 (ddd, J = 13,3, 8,5, 6,9 Hz, 1H), 2,14-
0,54 (m, 69H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla CssHssNNaO11* 934,6; znalezione 934.

Przyktad 7

Otrzymywanie N-benzamidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (15):

(15)

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chlorek benzoilu (12 mg, 1,2 ekwiwalenta).

Otrzymano N-benzamid C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (15) w postaci ja-
snozoéttego, amorficznego ciata statego z wydajnoscig 91%.

Wydajnos¢: 52 mg, 91%. Wyizolowano jako jasnozotte, amorficzne ciato state; czystos¢ >95%
wedtug NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,68 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA), ak-
tywny pod UV.

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) & 215,7, 177,6, 168,6, 136,0, 131,5, 129,8, 128,7, 127,5, 1234,
105,9, 99,9, 89,3, 76,3, 75,0, 73,4, 72,3, 71,1, 69,2, 56,3, 49,72, 49,66, 48,9, 41,6, 39,0, 37,2, 36,5,
33,2, 30,9, 30,7, 29,5, 28,6, 26,7, 26,1, 23,1, 22,6, 20,5, 18,0, 16,6, 15,9, 14,8, 13,4, 13,3, 12,0, 11,4,
7,2,6,5 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) 5 ~ 13,00 (s, very br, 1H), 7,75-7,67 (m, 2H), 7,50-7,44 (m, 1H), 7,43-
7,36 (m, 2H), 7,19 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,14 (dd, J = 10,7, 2,9 Hz, 1H), 5,88 (dd, J = 10,7, 1,8 Hz, 1H),
4,68 (ddd, J = 8,4, 2,7, 1,9 Hz, 1H), 4,10 (dd, J = 10,1, 1,4 Hz, 1H), 3,97-3,87 (m, 2H), 3,85-3,79 (m,
3H), 3,59 (dd, J=10,0, 2,1 Hz, 1H), 3,28 (dd, J = 13,6, 6,7 Hz, 1H), 2,88 (td, J= 10,6, 4,0 Hz, 1H), 2,76
(dq, J=10,0, 7,1 Hz, 1H), 2,62 (dd, J = 10,8, 2,0 Hz, 1H), 2,24-0,58 (m, 56H) ppm.

ES1-MS (miz): [M+Na]* Obliczone dla C4sH7sNNaO11* 876,5; znalezione 876.

Przyktad 8

Otrzymywanie N-(4-chlorometylo)benzamidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzo-
rze (16):
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; (18)

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chlorek 4-(chlorometylo)benzoilu (16 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano
N-(4-chlorometylo)benzamid C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (16) w postaci bia-
tego, amorficznego ciata statego z wydajnoscia 28%.

Wydajnos¢: 17 mg, 28%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,49 w octan etylu/n-heksan 33%, Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA), ak-
tywny pod UV.

3C NMR (101 MHz, CD:Cl2) 5 214,8, 177,3, 167,9, 141,0, 135,8, 129,6, 128,9, 128,0, 1234,
105,9, 99,7, 89,2, 76,8, 74,7, 73,5, 72,4, 71,2, 69,3, 56,2, 49,6, 49,2, 48,5, 45,9, 41,5, 38,8, 37,2, 36,2,
33,0, 30,87, 30,85, 30,0, 29,4, 28,8, 26,6, 26,1, 22,9, 22,4, 20,7, 17,8, 16,7, 15,8, 14,8, 13,4, 13,3, 12,0,
11,7, 7,5, 6,6 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) 8 ~ 13,00 (s, very br, 1H), 7,77-7,70 (m, 2H), 7,46-7,40 (m, 2H), 7,20
(d, J=8,4 Hz, 1H), 6,15 (dd, J = 10,7, 2,8 Hz, 1H), 5,88 (dd, J = 10,6, 1,8 Hz, 1H), 4,69 (ddd, J = 8,3,
2,5,2,1 Hz, 1H), 4,60 (s, J = 9,2 Hz, 2H), 4,10 (dd, J = 10,0, 1,3 Hz, 1H), 3,94 (ddd, J= 10,9, 6,1, 1,7
Hz, 1H), 3,87 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 3,77 (dd, J = 10,1, 3,1 Hz, 1H), 3,60 (dd, J= 9,9, 2,1 Hz, 1H), 3,38
(dd, J = 13,6, 6,8 Hz, 1H), 2,87 (td, J = 10,3, 4,2 Hz, 1H), 2,78 (ddd, J = 14,3, 9,8, 7,1 Hz, 1H), 2,62-
2,56 (m, 1H), 2,24-0,54 (m, 56H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla CsoH7sCINNa11* 924,5; znalezione 924.

Przyktad 9
Otrzymywanie N-2-furamidu C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (17):
OH
: 17
P (17)

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chlorek 2-furoilu (11 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-2-furamid
C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (17) w postaci biatego, amorficznego ciata statego
z wydajnoscia 53%.

Wydajnos¢: 30 mg, 53%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,66 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA), ak-
tywny pod UV.
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3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) § 219,6, 184,7, 158,8, 147,6, 145,5, 128,6, 123,7, 114,8, 111,9,
107,0, 100,0, 89,3, 77,4,77,0,76,6, 73,7, 71,5, 70,5, 69,1, 56,7, 51,1, 49,6, 48,2, 41,2, 39,3, 37,5, 36,2,
33,0, 32,7, 32,5, 28,7, 28,4, 27,3, 26,4, 23,5, 20,6, 20,4, 18,0, 16,3, 15,8, 14,5, 13,5, 12,7, 12,6, 11,4,
7,2,7,0 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) 6 ~ 13,00 (s, very br, 1H), 7,52 (dd, J= 1,7, 0,8 Hz, 1H), 7,37 (d, J =
=9,8 Hz, 1H), 7,27 (dd, J = 3,5, 0,8 Hz, 1H), 6,42 (dd, J = 3,5, 1,7 Hz, 1H), 6,18 (dd, J = 10,8, 3,1 Hz,
1H), 5,75 (dd, J= 10,8, 1,8 Hz, 1 H), 4,95 (ddd, J = 9,8, 3,0, 1,8 Hz, 1H), 4,14 (q, J = 6,9 Hz, 1H), 4,08
(dd, J=10,4, 1,5 Hz, 1H), 3,94 (dd, J = 10,8, 5,2 Hz, 1H), 3,71 (d, J = 10,1 Hz, 1H), 3,66 (dd, J = 10,3,
1,7 Hz, 1H), 3,44 (dd, J = 12,3, 2,6 Hz, 1H), 2,74 (dddd, J = 17,4, 13,6, 10,6, 4,4 Hz, 3H), 2,32-2,20 (m,
1H), 2,19-0,54 (m, 55H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla C47H73NNaO1.* 866,5; znalezione 866.

Przyktad 10

Otrzymywanie N-karbaminianu metylowego C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (18):

(18)

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chloromréowczan metylu (8 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-karbaminian
metylowy C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (18) w postaci biatego, amorficznego
ciata statego z wydajnoscig 16%.

Wydajnos¢: 9 mg, 16%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,35 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) 6 214,9, 177,2, 157,4, 130,1, 122,6, 105,8, 99,7, 89,6, 77,4, 76,4,
75,1,74,4,721,71,2, 69,2, 56,5, 52,0, 50,7, 49,7, 48,4, 41,5, 38,9, 37,2, 36,5, 33,1, 31,0, 30,7, 29,4,
28,5, 26,7, 26,4, 23,1, 22,6, 20,3, 17,9, 16,8, 15,9, 14,4, 13,4, 13,3, 11,9, 11,3, 7,1, 6,5 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) 6 ~ 13,00 (s, very br, 1H), 6,39 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,04 (dd, J = 10,8,
2,7 Hz, 1H), 5,83 (dd, J = 10,7, 1,6 Hz, 1H), 4,12-4,04 (m, 2H), 3,99-3,85 (m, 3H), 3,81 (dd, J = 13,7,
6,8 Hz, 1H), 3,66-3,53 (m, 4H), 2,91 (td, J = 10,5, 4,2 Hz, 1H), 2,75 (ddd, J = 14,2, 9,9, 7,1 Hz, 1H),
2,58 (dd, J=10,6, 1,4 Hz, 1H), 2,25-2,12 (m, 2H), 2,04-0,57 (m, 54H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla Cs4H73NNaO12* 830,5; znalezione 830.

Przyktad 11

Otrzymywanie N-karbaminianu etylowego C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (19):

(19)

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chloromréwczan etylu (9 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-karbaminian
etylowy C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (19) w postaci biatego, amorficznego ciata
statego z wydajnoscig 22%.
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Wydajnos¢: 12 mg, 22%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,70 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & 215,3, 177,3, 156,7, 129,9, 122,0, 105,4, 99,4, 89,1, 77,2, 76,8,
75,7, 74,9, 73,8, 71,7, 71,0, 68,6, 60,5, 56,2, 50,4, 49,8, 48,5, 41,1, 38,6, 36,8, 36,3, 32,7, 30,6, 30,1,
29,3, 28,0, 26,3, 22,7, 22,3, 19,9, 17,9, 16,6, 15,7, 14,4, 14,1, 13,2, 12,9, 11,8, 11,0, 6,8, 6,3 ppm.

"H NMR (403 MHz, CDClz) 6 ~ 13,00 (s, very br, 1H), 6,56 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 6,06 (dd, J = 10,8,
2,7 Hz, 1H), 5,91 (dd, J = 10,7, 1,5 Hz, 1H), 4,18-4,09 (m, 2H), 4,05 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 4,01-3,94 (m,
2H), 3,93-3,85 (m, 2H), 3,63 (dd, J = 9,9, 1,8 Hz, 1H), 2,90 (td, J = 10,9, 3,8 Hz, 1H), 2,75 (ddd, J =
14,2, 9,9, 7,0 Hz, 1H), 2,59 (dd, J = 10,8, 1,8 Hz, 1H), 2,27-2,12 (m, 2H), 2,10-0,50 (m, 57H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]" Obliczone dla CssH7sNNaO12* 844,5; znalezione 844.

Przykiad 12

Otrzymywanie N-karbaminianu neopentylowego C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny
o wzorze (20):

(20

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chloromréwczan neopentylu (13 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-karba-
minian neopentylowy C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (20) w postaci biatego, amor-
ficznego ciata statego z wydajnoscia 24%.

Wydajnos¢: 14 mg, 24%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,69 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) 6 212,9, 177,8, 158,3, 134,1, 130,8, 109,3, 96,5, 86,7, 77,1, 75,0,
74,9,74,2,73,7,71,8,70,9, 67,3, 53,6, 51,3, 49,4, 49,0, 39,5, 36,74, 36,71, 36,3, 32,9, 31,6, 31,1, 30,7,
29,8, 28,3, 26,5, 26,4, 26,0, 23,3, 22,7, 20,2, 18,2, 17,2, 16,2, 14,8, 13,4, 13,2, 12,4, 11,1, 7,3, 6,5 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) & ~ 13,00 (s, very br, 1H), 6,90 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 5,87 (dd, J = 9,7,
2,0 Hz, 1H), 5,74 (dd, J = 9,7, 2,9 Hz, 1H), 4,30 (ddd, J= 7,9, 2,7, 2,2 Hz, 1H), 4,18 (dd, J = 10,0, 3,5
Hz, 1H), 3,96-3,87 (m, 3H), 3,69 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 3,61-3,51 (m, 3H), 2,93 (td, J= 10,9, 3,7 Hz, 1H),
2,86 (d, J=4,8 Hz, 1H), 2,72-2,60 (m, 2H), 2,37 (s, 1H), 2,33-2,10 (m, 4H), 2,05-0,53 (m, 59H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla CssHs1NNaO12* 887,1; znalezione 887.

Przyktad 13

Otrzymywanie N-karbaminianu 2,2,2-trichloroetylowego C20-dehydroksy-C20-aminosalinomy-
cyny o wzorze (21):

2N

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chloromrowczan 2,2 2-trichloroetylu (18 mg, ekwiwalenta). Otrzymano
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N-karbaminian 2,2,2-trichloroetylowy C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (21) w postaci
biatego, amorficznego ciata statego z wydajnoscig 41%.

Wydajnos¢: 32 mg, 41%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,50 w octan etylu/n-heksan 33%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) 5 216,6, 178,0, 155,2, 129,6, 123,2, 105,5, 100,2, 89,8, 77,7, 76,2,
75,4,751,74,4,72,2, 71,4, 69,1, 56,6, 51,8, 50,2, 49,2, 49,1, 41,7, 39,2, 37,4, 36,9, 33,3, 31,4, 30,4,
29,8, 28,5, 26,8, 26,6, 23,3, 22,9, 20,3, 18,2, 17,0, 16,0, 14,9, 13,5, 13,4, 12,4, 11,3, 7,1, 6,9 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) 6 ~ 13,00 (s, very br, 1H), 7,01 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 6,09 (dd, J = 10,8,
2,7 Hz, 1H), 5,88 (dd, J = 10,7, 1,5 Hz, 1H),4,70 (q, J = 12,3 Hz, 2H), 4,11 (ddd, J = 6,9, 2,6, 1,8 Hz,
1H), 4,07 (dd, J= 10,2, 0,9 Hz, 1H), 3,99 (dt, J = 8,7, 6,8 Hz, 3H), 3,94-3,86 (m, 3H), 3,57 (dd, J = 10,0,
2,0 Hz, 1H), 2,89 (td, J = 10,8, 4,1 Hz, 1H), 2,75 (dq, J = 9,7, 7,1 Hz, 1H), 2,63 (dd, J = 10,8, 2,0 Hz,
1H), 2,29-2,19 (m, 2H), 2,12-0,51 (m, 52H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla CssH72CIsNNaO+2* 948,4; znalezione 948.

Przyktad 14

Otrzymywanie N-karbaminianu propargilowego C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzo-
rze (22):

(22)

Postepowanie jak w przyktadzie 1, przy czym zamiast chlorku acetylu (1,2 ekwiwalenta) do mie-
szaniny reakcyjnej dodano chloromréwczan propargilu (10 mg, 1,2 ekwiwalenta). Otrzymano N-karba-
minian propargilowy C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (22) w postaci biatego, amor-
ficznego ciata statego z wydajnoscia 26%.

Wydajnos¢: 14 mg, 26%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,59 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) § 215,1, 177,3, 155,8, 129,7, 122,8, 105,7, 99,7, 89,7, 78,8, 77,3,
76,4,75,1,74,4,743, 72,1, 71,3, 69,2, 56,5, 52,6, 50,9, 49,7, 48,5, 41,5, 38,9, 37,3, 36,5, 33,1, 31,1,
30,6, 29,5, 28,5, 26,7, 26,4, 23,1, 22,7, 20,3, 18,0, 16,8, 15,9, 14,6, 13,4, 13,3, 12,1, 11,3, 7,1, 6,5 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) § ~ 13,00 (s, very br, 1H), 6,68 (d, J = 6,9 Hz, 1 H), 6,05 (dd, J =
10,8, 2,7 Hz, 1H), 5,83 (dd, J= 10,7, 1,5 Hz, 1H), 4,64 (dd, J= 15,6, 2,5 Hz, 1H), 4,54 (dd, J= 15,6, 2,5
Hz, 1H), 4,08 (ddd, J=6,5, 3,3, 1,7 Hz, 2H), 4,00-3,83 (m, 4H), 3,58 (dd, J= 10,0, 1,7 Hz, 1H), 2,91 (td,
J=10,5,4,2 Hz, 1H), 2,75 (ddd, J = 14,1, 9,8, 7,1 Hz, 1H), 2,58 (dd, J= 10,8, 1,5 Hz, 1H), 2,44 (t, J =
2,4 Hz, 1H), 2,19 (tt, J = 20,6, 10,3 Hz, 2H), 2,03-0,55 (m, 54H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+Na]* Obliczone dla CssH7asNNaO12* 854,5; znalezione 854.

Przyktad 15

Otrzymywanie mocznika propylowego C20-dehy droksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (23):

(23)
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Do roztworu C20-aminosalinomycyny (50 mg, 1,0 ekwiwalent) w bezwodnym chlorku metylenu
(7 mL) w temperaturze pokojowej dodano izocyjanian propylu (18 mg, 3,0 ekwiwalenty). Cato$¢ mie-
szano w temperaturze pokojowej do czasu zakonczenia reakcji, ktéry kontrolowano przy pomocy chro-
matografii cienkowarstwowej TLC.

Po zakorczeniu reakcji mieszanine reakcyjna przemyto przy pomocy wodnego roztworu wodoro-
weglanu sodu (0,1 M). Warstwe organiczna odparowano do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem,
a pozostato$¢ oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash® z detektorem ELS, stosujac ko-
lumne wypetniona krzemionka oraz mieszanine rozpuszczalnikdw octan etylu:n-heksan ze wzrastaja-
cym, gradientem stezenia octanu etylu od 0% do 100%. Potaczone frakcje zawierajace mocznik propy-
lowy C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (23) odparowano do sucha pod zmniejszonym
ci$nieniem, pozostatosé rozpuszczono w chlorku metylenu, po czym ekstrahowano z wodnym roztwo-
rem weglanu sodu (0,1 M). Potaczone warstwy organiczne ponownie odparowano do sucha pod zmniej-
szonym ci$nieniem, a nastepnie kilkakrotnie odparowano z n-pentanem. Otrzymano mocznik propylowy
C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (23) w postaci biatego, amorficznego ciata statego
z wydajnoscia 66%.

Wydajnos¢: 38 mg, 66%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,64 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) 5 219,7, 185,0, 158,3, 130,3, 122,9, 107,2, 99,4, 88,9, 76,4, 76,3,
76,0, 74,4, 71,7, 71,4, 68,5, 56,7, 51,1, 50,3, 47,2, 42,5, 41,1, 39,2, 37,5, 36,4, 33,1, 33,0, 32.8, 30.3,
28.6, 28.3, 27.3, 24,13, 24,07, 20,5, 20,2, 17,8, 16,3, 16,1, 14,9, 13,4, 12,9, 12,5, 11,9, 11,1, 7,0,
6,8 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) & 6,06 (dd, J = 10,9, 3,0 Hz, 1H), 5,78 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 5,68 (dd, J
=10,8, 1,9 Hz, 1H), 5,60 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 5,55 (s, 1H), 4,88 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 4,61 (ddd, J=9,9,
2,9, 2,0 Hz, 1H), 4,31 (q, J = 6,9 Hz, 1H), 4,07 (ddd, J = 10,5, 4,7, 1,5 Hz, 1H), 3,81 (dd, J= 11,0, 4,7
Hz, 1H), 3,64 (dd, J= 10,1, 2,1 Hz, 1H), 3,60 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 3,47 (dd, J= 12,4, 3,0 Hz, 1H), 3,05-
2,97 (m, 2H), 2,82 (td, J= 1,1, 3,4 Hz, 1H), 2,76-2,66 (m, 2H), 2,25-0,50 (m, 59H) ppm

ESI-MS (m/z): [M+H]" Obliczone dla C4sH7sN2NaO11* 857,6; znalezione 857.

Przyktad 16

Otrzymywanie mocznika butylowego C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (24):

(249)

Postepowanie jak w przyktadzie 15, przy czym zamiast izocyjanianu propylu (3,0 ekwiwalenty)
do mieszaniny reakcyjnej dodano izocyjanian butylu (21 mg, 3,0 ekwiwalenty). Otrzymano mocznika
butylowy C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (24) w postaci biatego, amorficznego ciata
statego z wydajnoscig 91%.

Wydajnos¢: 53 mg, 91%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,70 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA):

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) 5 219,5, 184,9, 158,1, 129,9, 122,8, 106,9, 99,1, 88,7, 76,2, 75,8,
74,2, 71,5, 71,2, 68,2, 56,4, 50,8, 50,0, 47,0, 40,9, 40,4, 40,2, 38,9, 37,2, 36,2, 32,9, 32,8, 32,5, 28,3,
28,1, 28,0, 27,0, 23,9, 20,5, 20,4, 20,2, 20,0, 17,6, 16,1, 15,9, 14,7, 14,0, 13,2, 12,7, 12,3, 10,9, 6,8,
6,6 ppm.

'"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) § 6,07 (dd, J = 10,9, 3,0 Hz, 1H), 5,79 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 5,68 (dd, J
=10,8, 1,9 Hz, 1H), 5,62 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 5,52 (s, J = 10,6 Hz, 1H), 4,85 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 4,81-
4,73 (m, 1H), 4,60 (ddd, J = 9,9, 2,9, 2,0 Hz, 1H), 4,30 (q, J = 6,8 Hz, 1H), 4,08 (ddd, J = 10,5, 4,7,
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1,5 Hz, 1H), 3,82 (dd, J = 11,0, 4,7 Hz, 1H), 3,64 (dd, J = 10,2, 2,1 Hz, 1H), 3,60 (d, J = 10,1 Hz, 1H),
3,47 (dd, J = 12,4, 2,9 Hz, 1H), 3,14-3,01 (m, 4H), 2,83 (td, J = 11,1, 3,4 Hz, 1H), 2,71 (tt, J=6,9, 5,5
Hz, 2H), 2,25-0,50 (m, 58H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+H]" Obliczone dla Cs7HsoN2NaO11* 872,1; znalezione 872.

Przyktad 17

Otrzymywanie mocznika 3-chloropropylowego C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzo-
rze (25):

(25)

Postepowanie jak w przyktadzie 15, przy czym zamiast izocyjanianu propylu (3,0 ekwiwalenty)
do mieszaniny reakcyjnej dodano izocyjanian 3-chloropropylu (25 mg, 3,0 ekwiwalenty). Otrzymano
mocznik 3-chloropropylowy C20-dehydroksy-C20-aminosalinomycyny o wzorze (25) w postaci biatego,
amorficznego ciata statego z wydajnoscig 23%.

Wydajnos¢: 14 mg, 23%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,51 w octan etylu/n-heksan 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CD2Cl2) 6 218,7, 184,2, 157,4, 129,0, 122,1, 106,2, 98,4, 88,0, 75,4, 75,3,
75,1,73,5,70,7,70,6, 67,5, 55,7, 50,1, 49,2, 46,2, 42,5, 40,1, 38,2, 36,9, 36,6, 35,4, 33,2, 32,11, 32,07,
31,8, 27,6, 27,5, 27,3, 26,3, 23,1, 19,5, 19,3, 16,9, 15,4, 15,1, 13,9, 12,5, 12,0, 11,6, 10,2, 6,0, 5,9 ppm.

"H NMR (403 MHz, CD2Cl2) & 6,06 (dd, J = 10,9, 3,0 Hz, 1H), 5,92 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 5,72 (d, J
= 9,9 Hz, 1H), 5,66 (dd, J = 10,8, 1,8 Hz, 1H), 5,58 (s, 1H), 4,79 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 4,60 (ddd, J = 9,9,
2,8,2,0Hz, 1H), 4,30 (dd, J= 13,6, 6,8 Hz, 1H), 4,07 (ddd, J= 10,7, 4,5, 1,2 Hz, 1H), 3,81 (dd, J = 11,0,
4,7 Hz, 1H), 3,62 (dd, J = 10,2, 2,0 Hz, 1H), 3,60-3,49 (m, 2H), 3,46 (dd, J = 12,3, 2,9 Hz, 1H), 3,18
(dtdd, J = 20,0, 13,4, 6,5, 5,7 Hz, 2H), 2,82 (td, J = 11,1, 3,3 Hz, 1H), 2,76-2,64 (m, 2H), 2,25-0,50 (m,
57H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+H]" Obliczone dla C46H77CIN2NaO11* 891,5; znalezione 891.

Przyktad 18

Otrzymywanie C20-aminosalinomycyny o wzorze (3):

: (3)

Do roztworu salinomycyny (100 mg, 1,0 ekwiwalent) o wzorze (1) w chlorku metylenu (15 mL)
w temperaturze pokojowej dodano w jednej porcji nadmiar aktywowanego tlenku manganu(lV) (231 mg,
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20,0 ekwiwalentéw). Cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej do czasu zakonczenia reakcji, ktory
kontrolowano przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej TLC.

Po zakorczeniu reakcji mieszanine reakcyjna przesaczono przez warstwe celitu. Przesacz odpa-
rowano nastepnie do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostato$¢ oczyszczono przy uzyciu
chromatografu CombiFlash® z detektorem ELS, stosujac kolumne wypetniong krzemionkg oraz miesza-
nine rozpuszczalnikow octan etylu:n-heksan ze wzrastajgcym gradientem stezenia octanu etylu od 0%
do 50%. Potaczone frakcje zawierajace C20-oksosalinomycyne o wzorze (8) odparowano do sucha pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie kilkakrotnie odparowano z n-pentanem. Otrzymano C20-okso-
salinomycyne o wzorze (8) w postaci biatego, amorficznego ciata statego (96 mg, 96% wydajnosci).

W kolejnym kroku, do roztworu C20-oksosalinomycyny (90 mg, 1,0 ekwiwalent) o wzorze (8)
w metanolu (7 mL) w temperaturze pokojowej dodano roztwor amoniaku (7,0 N w metanolu, 0,7 mL).
Catos¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 5 godzin, po czym dodano CeCls x 7H20 (49 mg,
1,0 ekwiwalent), a nastepnie po 30 minutach powoli (przez cata noc) roztwor cyjanoborowodorku sodu
— NaBH3CN (17 mg, 2,0 ekwiwalenty) w metanolu (5 mL). Postep reakcji kontrolowano przy pomocy
chromatografii cienkowarstwowej TLC.

Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnie-
niem, a pozostatos¢ oczyszczono przy uzyciu chromatografu CombiFlash® z detektorem ELS, stosujac
kolumne wypetniong krzemionka oraz mieszanine rozpuszczalnikéw aceton:chloroform ze wzrastaja-
cym gradientem stezenia acetonu od 0% do 60%. Potaczone frakcje zawierajace C20-aminosalinomy-
cyne o wzorze (3) odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie kilkakrotnie odpa-
rowano z n-pentanem.

Otrzymano C20-aminosalinomycyne o wzorze (3) w postaci biatego, amorficznego ciata statego
z wydajnoscia 42%.

Wydajnos¢: 38 mg, 42%. Wyizolowano jako biate, amorficzne ciato state; czystos¢ >95% wedtug
NMR oraz pojedyncza plamka na TLC.

Rf. 0,48 w aceton/chlorek metylenu 50%. Plamki zielone w kwasie fosfomolibdenowym (PMA).

3C NMR (101 MHz, CDCl3) 5 216,0, 182,4, 132,3, 128,7, 107,0, 99,7, 86,9, 77,5, 76,3, 75,8, 72,6,
71,8, 71,2, 67,9, 55,3, 51,5, 50,7, 48,2, 38,7, 37,5, 37,4, 36,5, 32,4, 31,3, 30,3, 29,5, 28,2, 26,9, 25,0,
24,1,22,2, 20,6, 17,5, 16,5, 15,7, 15,1, 13,13, 13,09, 12,6, 11,2, 7,2, 6,6 ppm.

'"H NMR (403 MHz, CDCl3) & 6,61-6,49 (m, 1H), 6,43 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 5,98 (d, J = 46,8 Hz,
2H), 4,47 (d, J=9,0 Hz, 1H), 4,29 (d, J = 62,7 Hz, 1H), 4,10 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 3,90 (dd, J = 10,2, 3,1
Hz, 1H), 3,75 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 3,68-3,54 (m, 2H), 3,39 (d, J = 28,4 Hz, 1H), 2,85-2,74 (m, 1H), 2,68-
2,52 (m, 2H), 2,47-2,10 (m, 2H), 2,10-0,50 (m, 54H) ppm.

ESI-MS (m/z): [M+H]" Obliczone dla C42H72NO10* 750,5; Znalezione 750.

Zastrzezenia patentowe

1. Zwiazki stanowigce C20-N-acylowe pochodne salinomycyny o wzorze ogdlnym (2):

(2)

, gdzie:
— Xoznacza odpowiednio R, O-R lub NH-R;
- Roznacza:
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grupe alkilowg prostg lub rozgateziong zawierajgcag od 1 do 10 atomdw wegla,
grupe alkilowa prostg lub rozgateziong zawierajacg od 1 do 10 atomdéw wegla pod-
stawiong w dowolnej pozycji tarcucha weglowego od 1 do 5 atomdw halogenu, ktére
moga znajdowacé sie zaréwno przy tym samym atomie wegla, jak rowniez przy réz-
nych atomach wegla,

e grupe alkilowa prostg zawierajaca od 2 do 10 atomdw wegla zawierajaca w dowolne;
pozycji tancucha weglowego wigzania eterowe,

e grupe alkilowa prostg zawierajaca od 3 do 10 atomdw wegla zawierajacg w dowolne;
pozycji farcucha weglowego wigzania wielokrotne, zaréwno podwadjne, jak i potréjne,

e monocykliczng, dicykliczng lub tricykliczng grupe alkilowa zawierajacg od 5 do 10
atomow wegla,

e aromatyczna grupe arylowa, przy czym preferowane sg te zawierajace szescioczio-
nowy pierscien aromatyczny,

e aromatyczna grupe arylowg podstawiong przez 1 do 3 podstawnikéw wybranych nie-
zaleznie sposréd grup alkilowych, alkoksylowych, hydroksylowych, nitrowych oraz ni-
trylowych, a takze atoméw halogendw,

e aromatyczna grupe heteroarylowa, w ktérej 1 lub wiecej atoméw wegla zostato za-
stapionych przez 1 lub wiecej heteroatomdw z grupy zawierajacej atomy tlenu, azotu
lub siarki,

e grupe alkilowo-arylowa, w ktorej zdefiniowana powyzej aromatyczna grupa arylowa
potaczona jest z czasteczka salinomycyny przy pomocy tancucha weglowego zawie-
rajacego od 1 do 5 atomdw wegla;

oraz ich sole.
2. Zwigzki wedtug zastrzezenia 1, znamienne tym, ze majg wzory:

9 (10)
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(an

(18)
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(25)

(24)
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3. Zwiazki wedtug zastrzezenia 1 albo 2, znamienne tym, ze majg wzory:

(25)

43
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4. Zwigzek wedtug ktéregokolwiek z zastrzezen 1-3, znamienny tym, ze ma wzor:

OH

: (25)

6. Kompozycja farmaceutyczna zawierajaca zwiagzek okreslony zastrzezeniem 1 oraz co naj-
mniej jedng farmaceutycznie akceptowalng substancje pomocnicza.

7. Sposob otrzymywania produktu posredniego do otrzymywania zwigzkéw okreslonych zastrze-
zeniem 1, stanowigcego C20-aminosalinomycyne o wzorze (3):

: (3)

lub jego soli,
obejmujacy etapy:
c) chemoselektywnego utlenienia grupy C20-hydroksylowej salinomycyny o wzorze (1):
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{1

d) po ktorym nastepuje stereoselektywne aminowanie redukcyjne otrzymanej C20-oksosali-
nomycyny o wzorze (8):

OH

OH
(8)

\...

, gdzie jako srodek aminujacy stosuje sie alkoholowy roztwér amoniaku, co prowadzi do
utworzenia in situ iminowej pochodnej, ktéra redukowana jest nastepnie borowodorkiem
sodu lub pochodna borowodorku sodu, zwtaszcza cyjanoborowodorkiem sodu, w obecnosci
soli ceru.

. Sposob otrzymywania zwiazkow okreslonych zastrzezeniem 1, znamienny tym, ze polega na
reakcji pomiedzy C20-aminosalinomycyng o wzorze (3):

: 3
P 3)
a:
chlorkiem kwasowym o wzorze ogolnym (4):
0
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albo
kwasem karboksylowym o wzorze ogolnym (5):
X
HO” "R (5)
albo
chloromréowczanem o wzorze ogélnym (6):
o]
oo @
albo
izocyjanianem o wzorze ogolnym (7):
0=C=N
R (7

, gdzie R oznacza:

grupe alkilowg prostg lub rozgateziong zawierajgcag od 1 do 10 atomdw wegla,
grupe alkilowa prostg lub rozgateziong zawierajacg od 1 do 10 atomoéw wegla pod-
stawiong w dowolnej pozycji tarcucha weglowego od 1 do 5 atomdw halogenu, ktére
moga znajdowacé sie zaréwno przy tym samym atomie wegla, jak rowniez przy réz-
nych atomach wegla,

grupe alkilowg prosta zawierajaca od 2 do 10 atomdw wegla zawierajgcg w dowolne;
pozycji tancucha weglowego wigzania eterowe,

grupe alkilowg prosta zawierajgca od 3 do 10 atomdw wegla zawierajgcg w dowolnej
pozycji faricucha weglowego wigzania wielokrotne, zaréwno podwajne, jak i potréjne,
monocykliczna, dicykliczng lub tricykliczng grupe alkilowg zawierajacg od 5 do 10
atomow wegla,

aromatyczng grupe arylowa, przy czym preferowane sa te zawierajace szescioczio-
nowy pierscien aromatyczny,

aromatyczng grupe arylowg podstawiong przez 1 do 3 podstawnikéw wybranych nie-
zaleznie sposréd grup alkilowych, alkoksylowych, hydroksylowych, nitrowych oraz ni-
trylowych, a takze atoméw halogendw,

aromatyczna grupe heteroarylowa, w ktérej 1 lub wiecej atoméw wegla zostato za-
stapionych przez 1 lub wiecej heteroatomdw z grupy zawierajacej atomy tlenu, azotu
lub siarki,

grupe alkilowo-arylowa, w ktérej zdefiniowana powyzej aromatyczna grupa arylowa
potaczona jest z czasteczka salinomycyny przy pomocy tancucha weglowego zawie-
rajacego od 1 do 5 atomdw wegla;

opcjonalnie obejmujacy etap przeksztatcania otrzymanego zwigzku w formie kwasowej w jego

. Sposob wediug zastrzezenia 8, znamienny tym, ze:
a) w pierwszym etapie otrzymuje sie produkt posredni o wzorze (3):

: (3)
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w reakcji chemoselektywnego utlenienia grupy C20-hydroksylowej salinomycyny o wzorze (1):

{1

, po ktorym nastepuje stereoselektywne aminowanie redukcyjne otrzymanej C20-oksosalino-
mycyny o wzorze (8):

OH

OH
(8)

\...

2)

, gdzie:
— Xoznacza odpowiednio R, O-R lub NH-R;
- Roznacza:

e grupe alkilowg prosta lub rozgateziong zawierajgcg od 1 do 10 atomoéw wegla,

e grupe alkilowg prosta lub rozgateziong zawierajaca od 1 do 10 atomdéw wegla pod-
stawiong w dowolnej pozycji taricucha weglowego od 1 do 5 atomdw halogenu, ktére
moga znajdowacé sie zaréwno przy tym samym atomie wegla, jak rowniez przy réz-
nych atomach wegla,

e grupe alkilowg prostg zawierajaca od 2 do 10 atomdw wegla zawierajacg w dowolne;
pozycji tancucha weglowego wigzania eterowe,

e grupe alkilowg prostg zawierajaca od 3 do 10 atomdéw wegla zawierajgca w dowolne;
pozycji taricucha weglowego wigzania wielokrotne, zaréwno podwajne, jak i potréjne,
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monocykliczna, dicykliczng lub tricykliczng grupe alkilowg zawierajacg od 5 do 10
atomow wegla,

aromatyczng grupe arylowa, przy czym preferowane sg te zawierajace szescioczio-
nowy pierscien aromatyczny,

aromatyczng grupe arylowa podstawiong przez 1 do 3 podstawnikéw wybranych nie-
zaleznie sposréd grup alkilowych, alkoksylowych, hydroksylowych, nitrowych oraz ni-
trylowych, a takze atoméw halogendw,

aromatyczna grupe heteroarylowa, w ktérej 1 lub wiecej atoméw wegla zostato za-
stapionych przez 1 lub wiecej heteroatomdw z grupy zawierajacej atomy tlenu, azotu
lub siarki,

grupe alkilowo-arylowa, w ktérej zdefiniowana powyzej aromatyczna grupa arylowa
potaczona jest z czasteczka salinomycyny przy pomocy tancucha weglowego zawie-
rajacego od 1 do 5 atomdw wegla,

w wyniku reakcji pomiedzy C20-aminosalinomycyng o wzorze (3):

a:

3)

chlorkiem kwasowym o wzorze ogolnym (4):

albo

o

Cl)LR (4)

kwasem karboksylowym o wzorze ogolnym (5):

albo

0

A (5)

HO™ 'R

chloromréwczanem o wzorze ogélnym (6):

albo

0

-/U\O'R (6)

Cl

izocyjanianem o wzorze ogolnym (7):

0=C=N
R (N

, gdzie R oznacza jak wskazano powyzej;
opcjonalnie obejmujacy etap przeksztatcania otrzymanego zwigzku w formie kwasowej w jego

sol.

Zwigzek okreslony ktorymkolwiek z zastrzezen 1-5 do zastosowania jako lek.
Zwigzek okreslony ktérymkolwiek z zastrzezeh 1-5, znamienny tym, ze jest do zastosowania
wedtug zastrzezenia 10 jako $rodek przeciwnowotworowy.



12.

13.
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Zwigzek okreslony ktérymkolwiek z zastrzezen 1-5 do zastosowania wedtug zastrzezenia 10
albo 11, znamienny tym, ze jest do zastosowania w schorzeniach wybranych z grupy: bia-
taczka, w tym nieograniczajaco ostra biataczka szpikowa, przewlekta biataczka szpikowa,
ostra biataczka limfoblastyczna, szpiczak mnogi; niedrobnokomérkowy rak ptuc, w tym nieo-
graniczajaco rak komérek nabtonkowych ptuc, gruczolakorak ptuc, rak ptaskonabtonkowy
ludzkiego ptuca; rak jelita grubego (okreznicy), w tym nieograniczajaco gruczolakorak jelita
grubego, rak nabtonka okreznicy; nowotwdr osrodkowego uktadu nerwowego, w tym nieogra-
niczajaco rak mézgu, taki jak glejak; czerniak, w tym nieograniczajaco czerniak ztosliwy, czer-
niak nabtonka, czerniak nienabtonkowy; nowotwér jajnika, w tym nieograniczajaco nabton-
kowy rak jajnika, torbielakogruczolakorak jajnika; nowotwor nerki, w tym nieograniczajaco rak
nerkowokomaoérkowy; nowotwér prostaty, w tym nieograniczajaco gruczolakorak prostaty; no-
wotwdr piersi, w tym nieograniczajaco gruczolakorak piersi, zapalny rak piersi, gruczolakorak
z przerzutami; rak zotadka; rak trzustki; miesak i rak trzonu macicy, jak i jego lekooporny wa-
riant; rak szyjki macicy; rak pecherza.

Zwigzek okreslony ktérymkolwiek z zastrzezen 1-5 do zastosowania wedtug ktéregokolwiek
z zastrzezen 10-12, znamienny tym, ze jest do zastosowania w schorzeniach wybranych
z grupy: czerniak, nowotwor okreznicy, nowotwor piersi oraz biataczka bifenotypowa.
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