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Sposób wytwarzania półsyntetycznej winkrystyny

Przedmiotem wynalazku jest Sposób wytwarza¬
nia półsyntetycznej winkrystyny.

Winblastyna i winkrystyną sĄ cytostatycznymi
alkaloidami Vinca roseą L. (Ćatharanitus rosens G.
Don.). Są znane od około 10 lat i w badaniach
klinicznych wykazały najsilniejsze' działanie che-
moterapeutyczne przeciwko rakowi. Przede wszy¬
stkim wyniki uzyskane z winkrystyną godne są
uwagi, ponieważ związek ten wykazuje działanie
zbawienne w leukemii wieku dziecięcego (Haggard,
M. E.; Terapia winkrystyną w ostrej leukemii u
dzieci, Caucer Chemather. Reports, 52, 477 (1968)).

Wiadomo, że winkrystyną znajduje się w alka¬
loidach Vinca roseą L w niewielkiej ilości. W
mieszaninie alkaloidów zawierającej około 70 róż¬
nych alkaloidów jest do uzyskania zaledwie jed¬
na dziesiąta procenta winkrystyny, co w przeli¬
czeniu na substrat stanowi 3—5 mg substancji na
kg suchej rośliny. Otrzymywanie winkrystyny w
tych ilościach opisane jest w opisie patentowym
St. Zjedn. Am. nr 3205220 jak również w węgier¬
skim opisie nr lj60967 pt. „Sposób selektywnego
otrzymywania winblastyny, winleurozyny, winkry¬
styny i ich soli",

Ze względu na wartość farmakologiczną win¬
krystyny, jest zrozumiałe, że na całym świecie pro¬
wadzone są poszukiwania w celu tańszego jej wy¬
twarzania w większych ilościach.

Wiadomo, %& wspóiLny produkjt rozpadu win¬
blastyny i winkrystyny, N-desmeityloiwinblasitynę

2

przez formylowanie znanymi metodami można prze¬
prowadzić w winkrystynę (opis patentowy St.
Zjedn. Am. nr 3354163). W opisie wymieniono, że
winblastynę można utlenić w łajany sposób me-

5 todą biologiczną za .pomocą etizymu peroksyda-
zy w obecności nadtlenku wodoru do N-desmety-
lowinblastyny, którą następnie metodą formylowa-
nia przeprowadza się w winkrystynę. W opisie
jednakże nie ma żadnego przykładu, a odnośnie

10 utleniania winblastyny i jej wydajności nie poda¬
no bliższych wskazówek.

Przy własnych przeprowadzonych eksperymen¬
tach nad utlenianiem winblastyny nieoczekiwanie
stwierdzono, że przy utlenianiu kwasami chromo-

15 wymi lub jedną z ich soli w niskiej temperatu¬
rze winblastyny lub jednej z jej soli addycyjnych
z kwasami przede wszystkim siarczanów, grupa N-
-metylowa winblastyny może być bezpośrednio
przekształcona w grupę formylową.

20 To selektywne utlenianie jest sprzeczne z do¬
tychczasową wiedzą (opis patentowy St, Zjedn.
Am. nr 3354163) i było dla fachowców mie do
przewidzenia, ponieważ cząsteczka winblastyny za-1-
wiera liczne wrażliwe grupy, które zasadniczo łat-

25 wiej utleniają się niż wymieniona grupa N-mety-
Iowa.

Istotą wynalazku jest sposób wytwarzania pół*
syntetycznej winkrystyny i polega na tym, że win¬
blastynę lub jedną z jej soli, przede wszystkim

30 siarczan utlenia się w niskiej temperaturze kwa-
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sami chromowymi lub jedną z ich soli, i że z zo¬
bojętnionej lub zalkalizowanej mieszaniny reak¬
cyjnej ekstrahuje się produkt, ekstrakt odparowu¬
je do sucha, ewentualnie formyluje, z suchej po¬
zostałości izoluje winkrystynę i ewentualnie N- '5
-desmetylowinblastynę, a z izolowanego produk¬
tu względnie z izolowanych produktów ewentual¬
nie tworzy sól, korzystnie siarczan. Otrzymaną sól
względnie otrzymane sole ewentualnie przekrysta-
lizowujesię; 10

Sposobem według wynalazku, winblastynę lub
jedną z jei soli, korzystnie siarczan rozpuszcza się
w rozpuszczalniku organicznym lub mieszaninie
rozpuszczalników, przede wszystkim w mieszaninie •
kwasu octowego lodowatego i acetonu, roztwór ozie- 15
bia się do temperatury poniżej 0°C korzystnie
—30° do —90°C i roztwór w tej temperaturze
podczas intensywnego mieszania i chłodzenia za¬
daje oziębionym kwasem chromowym względnie
roztworem jednej z soli kwasu chromowego przy¬
gotowanym z organicznego rozpuszczalnika korzyst¬
nie bezwodnika octowego, i mieszaninę reakcyjną
pozostawia się do odstania w ciągu 15 minut, ko¬
rzystnie 8 minut.

Następnie ostrożnie alkalizuje się amoniakiem
oziębionym do —40 do —50°C do uzyskania war¬
tości pH 8—9, rozcieńcza wodą i ekstrahuje wie¬
lokrotnie rozpuszczalnikiem organicznym, korzyst¬
nie chlorkiem metylenu aż do całkowitego wy¬
ekstrahowania alkaloidu. Ekstrakty łączy się, prze¬
mywa wodą, suszy i pod zmniejszonym ciśnieniem
odparowuje do sucha. Bezpostaciową surową win-
blastynę-zasadę, zawierającą jako zanieczyszczenie
N-desmetylowinblastynę oczyszcza się chromato¬
graficznie. Chromatograficzne oczyszczanie prze¬
prowadza się na kolumnie zawierającej tlenek gli¬
nu nasycony benzenem.

Surową winkrystynę rozpuszcza się w benzenie
i wprowadza na kolumnę. Eluuje się najpierw mie- 40
szaniną 2:1 benzenem i chloroformem, a następnie
w stosunku 1:1. Poszczególne frakcje identyfikuje
się na podstawie chromatografii bibułowej względ¬
nie cienkowarstwowej. Frakcje zawierające winkry¬
stynę względnie desmetylowinblastynę łączy się i 45
odparowuje do sucha pod zmniejszonym ciśnie¬
niem. Winkrystynę względnie N-desmetylowinbla-
stynę ewentualnie przeprowadza się w sól, zwła¬
szcza siarczan i jeśli trzeba oczyszcza się przez
krystalizację. 50

W przytoczonych uprzednio sposobach według
wynalazku postępuje się w ten sposób, że po utle¬
nianiu, po obróbce utlenionej mieszaniny otrzyma¬
ną suchą pozostałość stanowiącą surową winkry¬
stynę fórmyluje się mieszaniną kwasu mrówkowe- 55
go z bezwodnikiem octowym. Suchą pozostałość
po reakcji formylowania, zawierającą także N-
-desmetylowinblastynę w postaci winkrystyny,
uzyskuje się z mieszaniny reakcyjnej przez zobo¬
jętnienie jej, ekstrakcję chlorkiem metylenu, prze- °°
mycie i odparowanie pod zmniejszonym ciśnieniem
i oczyszczenie za pomocą chromatografii. Winkry¬
stynę można przeprowadzić w sól, zwłaszcza siar¬
czan i ewentualnie oczyścić przez przekrystalizo-
wanie. K

20

25

30

35

Sposób według wynalazku objaśniają bliżej na¬
stępujące przykłady.

Przykład I. 10 g (0,011 m) siarczanu win-
blastyny rozpuszcza się w 2200 ml acetonu, do¬
daje 500 ml kwasu octowego lodowego i roztwór
oziębia się do temperatury —60°C. Równocześnie
rozpuszcza się 4,96 g (0,0494 m) kwasu chromo¬
wego w 1860 ml bezwodnika octowego, roztwór
oziębia się również do —60°C i bezpośrednio po¬
tem podczas mieszania wkrapla do roztworu siar¬
czanu winkrystyny. Po ośmiominutowym miesza¬
niu, wkrapla się 4400 ml stężonego amoniaku ozię¬
bionego do —40 do —50°C aż do uzyskania war¬
tości pH 8. Temperatura roztworu podczas zobo¬
jętniania nie może przekroczyć +50°C. Zalkalizo-
waną mieszaninę reakcyjną rozcieńcza się 10 1 wo¬
dy i ekstrahuje chlorkiem metylenu do całkowi¬
tego usunięcia alkaloidów. Fazy chlorku metylenu
łączy się, a powstały w czasie zobojętniania octan
amonu, który przeszedł do fazy organicznej wy¬
mywa się 2X3000 ml wody.

Następnie wysuszony roztwór chlorku metylenu
odparowuje się do sucha pod zmniejszonym ciśnie¬
niem. Otrzymuje się 8,5 g bezpostaciowej, surowej
winkrystyny, która jako zanieczyszczenie zawiera
jeszcze N-desmetylowinblastynę. Bezpostaciową,
surową winkrystynę rozpuszcza się w 30 ml ben¬
zenu i chromatografu je na kolumnie zawierającej
tlenek glinu nasycony benzenem. Na początku elu¬
uje się 1300 ml benzenu, następnie 5500 ml mie¬
szaniny 2:1 benzenu z chloroformem a wreszcie
4250 ml mieszaniny 1:1 benzenu z chloroformem.

Zbiera się frakcje po 250 ml. Poszczególne frak¬
cje bada się za pomocą chromatografii bibuło¬
wej lub cienkowarstwowej. Mieszaniną 2:1 ben¬
zenu z chloroformem ekstrahowuje się zanieczy¬
szczenia N-desmetylowinblastyną powstałą jako
uboczny produkt utleniania, a mieszaniną o sto¬
sunku 1:1 winkrystynę. Zidentyfikowane za pomocą
chromatografii bibułowej lub cienkowarstwowej,
frakcje zawierające identyczne alkaloidy łączy się
i odparowuje pod zmniejszonym ciśnieniem. W ten
sposób otrzymuje się 5,9 g bezpostaciowej win¬
krystyny względnie 2,7 g bezpostaciowej N-desme¬
tylowinblastyny.

Bezpostaciową N-desmetylowinblastynę rozpusz¬
cza się w 27 ml bezwodnego etanolu i doprowa¬
dza wartość pH do 4 za pomocą 1%-owego etano-
lowego roztworu kwasu siarkowego przy czym
wytrąca się krystaliczny siarczan N-desmetylowin-
blastyny. Otrzymuje się 2,5 g siarczanu N-desme-
tylowinblastyny. Rozpuszcza się go w 13 ml me¬
tanolu i do roztworu dodaje 60 ml bezwodnego
etanolu. Roztwór pozostawia się do odstania w
temperaturze pokojowej, po czym odfiltrowuje wy¬
krystalizowany siarczan N-desmetylowinblastyny.

Wydajność: 2,2 g (0,0024 m) siarczanu N-desme¬
tylowinblastyny (20%).

Z części siarczanu N-desmetylowinblastyny u-
walnia się zasadę i identyfikuje na podstawie na¬
stępujących danych: temperatura topnienia 212—
—215°C (Boetius), [a]D20 = +15,8° (c = 1, chloro¬
form).

Powstałą przy utlenianiu winkrystyny N-desme¬
tylowinblastynę lub jej sól można w znany spo-
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1000 ml mieszaniny 9:1 benzenu z chloroformem,
po czym 700 ml mieszaniny 8,5:1,5 benzenu z chlo¬
roformem, następnie 2300 ml mieszaniny 8:2 i wre*
szcie mieszaniną 1:1. Zbiera się frakcje po 250 ml.

5 Benzen i mieszaniny benzen — chloroform w sto¬
sunku 9:1 i 8,5:1,5 powodują najlepszy rozdział
substancji na odsorbencie; pierwsze frakcje zawie¬
rające alkaloidy ukazują się przy eluucji pierw¬
szą połową mieszaniny 8:2 benzenu z chlorofor-

io mem.

Te frakcje łączy się i odparowuję pod zmniej¬
szonym ciśnieniem, przy czym przy utlenianiu
powstaje 5—10% produktu ubocznego w przeli¬
czeniu na ciężar produktu końcowego — siarcza-

15 nu winkrystyny. Frakcje zawierające winkrysty-
nę otrzymuje się przy elucji drugą połową miesza¬
niny 8:2. Ługowanie winkrystyny kończy się mie¬
szaniną 1:1 benzenu, z chloroformem.

Zidentyfikowane za pomocą chromatografii cien-
20 kowarstwowej względnie bibułowej, frakcje za¬

wierające winkrystynę łączy się i odparowuje do
sucha pod zmniejszonym ciśnieniem. Otrzymuje
się 3,8 g suchej pozostałości, którą rozpuszcza się
w 40 ml bezwodnego etanolu i roztwór doprowa-

25 dza do wartości pH 41%-owym etanolowym kwa¬
sem siarkowym. Winkrystyna wypada w postaci
siarczanu, oddziela się ją, rozpuszcza w 30 ml me¬
tanolu i roztwór zadaje 120 ml bezwodnego eta¬
nolu.

30 Siarczan winkrystyny krystalizuje w czasie
jednogodzinnego odstania. Produkt odsącza się,
przemywa i suszy.

Wydajność: 3,5 g (0,0039 m) siarczanu winkry¬
styny (70%).

35 Fizyczne stałe siarczanu winkrystyny odpowia¬
dają danym wymienionym w przykładzie I.

sób formylować, przy czym otrzymuje się win¬
krystynę lub jej sól.

Otrzymanej 5,9 g bezpostaciowej winkrystyny
rozpuszcza się 60 ml bezwodnego etanolu i zakwa¬
sza 1%-owym etanolowym roztworem kwasu siar¬
kowego do uzyskania wartości pH = 4, po czym
wypada krystaliczny siarczan winkrystyny. Otrzy¬
muje się 5,6 g siarczanu winkrystyny. Rozpuszcza
się go w 30 ml metanolu i dodaje 120 ml bez¬
wodnego etanolu. Roztwór pozostawia się do od¬
stania w ciągu 1 godziny i następnie odsącza wy¬
krystalizowany siarczan winkrystyny.

Wydajność: 5,2 g (0,0055 m) siarczanu winkry¬
styny (50%). [a]D20= +11—<12° (c=l, woda)

Rf = 0,30 (ukazuje się z żywym niebieskim za¬
barwieniem).

Produkt identyfikuje się za pomocą UV-spek-
trum. W porównaniu z winblastyną wykazuje przy
5,94 \jl silne pasma absorpcji.

Badania za pomocą chromatografii cienkowarst¬
wowej przeprowadza się na tlenku glinu firmy
G. Merck. Rozwija się chloroformem zawierają¬
cym 0,5% metanolu, do wywoływania stosuje się
stężony kwas fosforowy zawierający 1% siarcza¬
nu cerowo-amonowego.

Przykład II. 5g (0,0055 m) siarczanu win-
blastyny rozpuszcza się w 1100 ml acetonu i do¬
daje 250 ml 99,5%-owego lodowego kwasu octo¬
wego, który był destylowany nad kwasem chro¬
mowym i nie zawiera żadnych substancji utlenia¬
jących. Roztwór oziębia się do temperatury —60°C.
Równocześnie rozpuszcza się 2,48 g (0,0297 m) kwa¬
su chromowego w 930 ml bezwodnika octowe¬
go, roztwór również oziębia do —60°C i podczas
mieszania dodaje się roztworu siarczanu winbla-
styny.

Mieszaninę reakcyjną miesza się w ciągu 8 mi¬
nut, i doprowadza pH do wartości 9 za pomocą
stężonego amoniaku oziębionego do temperatury
—40 do —50°C. Podczas zobojętniania temperatura
mieszaniny reakcyjnej nie może przekroczyć
+50°C. Zalkalizowaną mieszaninę reakcyjną roz¬
cieńcza się wodą i ekstrahuje 3X1000 ml chlor¬
kiem metylenu do całkowitego wyekstrahowania
alkaloidów. Fazy chlorku metylenu łączy się a
powstały w czasie zobojętniania octan amonu,
który przeszedł do fazy organicznej wymywa
2X1500 ml wody. Następnie fazę chlorku metyle¬
nu suszy się i pod zmniejszonym ciśnieniem odpa¬
rowuje do sucha.

Pozostałość rozpuszcza się w mieszaninie 75 ml
stężonego kwasu mrówkowego i 12,5 ml bezwod¬
nika octowego i pozostawia do odstania w tem¬
peraturze pokojowej w ciągu 5 minut. Następnie
kwaśny roztwór rozcieńcza się wodą do trzykrot¬
nej jego objętości i doprowadza pH do wartości 9
stężonym amoniakiem podczas chłodzenia. Alka¬
loidy ekstrahuje się 3X100 ml chlorkiem metyle¬
nu. Fazy chlorku metylenu łączy się i odparowuje
pod zmniejszonym ciśnieniem do :, sucha. Suchą
pozostałość zawierającą winkrystynę rozpuszcza
się w 20 ml benzenu i chromatografuje na kolum¬
nie zawierającej tlenek glinu o aktywności IV—V
nasycony benzenem.

Najpierw eluuje się 500 ml benzenu, następnie

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób wytwarzania półsyntetycznej winkry¬
styny, znamienny tym, że winblastynę lub jedną
z jej soli, zwłaszcza siarczan utlenia się w niskiej
temperaturze kwasem chromowym lub jego solą,
produkt ekstrahuje się z obojętnej lub zalkalizo-
wanej mieszaniny reakcyjnej, ekstrakt odparowu¬
je do sucha, ewentualnie formyluje, a z suchej po¬
zostałości izoluje winkrystynę i ewentualnie N-
-desmetylowinblastynę, a z izolowanego produktu
względnie izolowanych produktów ewentualnie
tworzy sól, korzystnie siarczan.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
utlenianie przeprowadza się w rozpuszczalniku
organicznym lub mieszaninie rozpuszczalników,
zwłaszcza w mieszaninie aceton — kwas octowy
lodowy w stosunku 4:1.

3. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
utlenianie przeprowadza się w rozpuszczalniku
organicznym lub mieszaninie rozpuszczalników or¬
ganicznych, kwasem chromowym rozpuszczonym
w bezwodniku octowym, lub jedną z jego soli.

4. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
utlenianie przeprowadza się w temperaturach po¬
niżej 0°, a zwłaszcza —30 do —90°.

5. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
po utlenianiu, pH mieszaniny doprowadza się do

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55



82 472

wartości 7—9 za pomocą stężonego amoniaku, przy
czym temperaturę, roztworu utrzymuje się co naj^
wyżej +50°C.

6. Sposób Według zastrz. 5, znamienny tym, że
zobojętnioną lub zalkalizoWaną mieszaninę reak¬
cyjną ekstrahuje się organicznym rozpuszczalni¬
kiem lub mieszaniną rozpuszczalników, korzystnie
chlorkiem metylenu.

7. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
formylowanie suchej pozostałości przeprowadza się
za pomocą mieszaniny kwasu mrówkowego z bez¬
wodnikiem octowym.

8. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
rozdzielanie winkrystyny od ewentualnie powsta¬
łej jako produkt uboczny N-desmetylowinblastyny
przeprowadzacie metodą chromatograficzną.

^V 9. JSposób Według zastrz. 1, znamienny tym, że
suchą pozostałość rozpuszcza się w benzenie i roz¬
dziela ha kolumnie Wypełnionej tlenkiem glinu,
przy czym eluuje się najpierw benzenem, następ¬
nie mieszaniną benzenu z chloroformem w stosun-

l©

15

20

ku 2:1, a eluaty zawierające identyczny produkt
odparowuje się do sucha.

10. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
izolację winkrystyny przeprowadza się z formy-
lowanej suchej pozostałości za pomocą chromato¬
grafii.

11. Sposób według zastrz. 10, znamienny tym,
że chromatograficzne rozdzielanie przeprowadza
się z rozpuszczonej w benzenie suchej pozostało¬
ści na kolumnie wypełnionej tlenkiem glinu przy
czym eluuje się najpierw benzenem, następnie mie¬
szaniną benzen — chloroform w stosunku 2:1, póź¬
niej mieszaniną benzen — chloroform w stosunku
8,5:1,5 po czym mieszaniną benzen — chloroform
w stosunku 8:2 i wreszcie mieszaniną benzen —
chloroform w stosunku 1:1, a frakcje zawierające
winkrystynę odparowuje się do sucha.

12. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym„
że wytwarzanie soli przeprowadza się z roztworu
etanolowego i/lub z zawierającej eluat suchej po¬
zostałości za pomocą etanolowego roztworu kwasu
siarkowego, korzystnie 1%-owego.

T>ZOraf. Koszalin D-289. Nakł. 110 egz. Forma* A-4

Cena 10 zł
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