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(57) Sulfonované 2‘-akryloyltaxolové a sulfonované 2‘-O-acyl-

kyselinové derivaty taxolu ze zlepSenou rozpustnosti ve
vodé& a stabilitou pfi udrZeni bioaktivity, byly syntetizova-
ny. Zejména se syntetizuje sodné stl 2‘-//3-sulfo-1-oxopro-
pyloxy/taxolu reakef taxolu s akrylovou kyselinou a nésle-
dujici reakci 2‘-akryloyltaxolu s bisulfitem Michaelovou
reakci. Sodné sbl 2¢- //4-//2-sulfoethyl/amimo/-1,4-dioxo-~
butyl/oxy/ta- xolu se syntetizujf reakci 2‘-sukcinyltaxolu s
tetrabutylamoniovymi solemi taurinu a kyselinou 3-ami-
nopropylsulfonovou a potom se nahradi amoniové skupina
sodikem. Glykolové derivéty 2‘-O-acyl kyselinovych taxo-
18 se zlep¥enou rozpustnosti ve vodé& se syntetizuji reakei
glykolu s 2°-O-axyl-kyselinovym taxolem.




Derivéaty taxolu rozpustné ve vode o - =

Oblast techniky

Vynédlez se tykd ve vodé& rozpustnych derivdtl taxolu s
antineoplastiskou aktivitou a tyké se predev3im sulfono-
vanych 2°-akryloyltaxolovych derivatd, 2’-sulfoalkylamino-
O-acylkyselinovych taxolovych derivatli a 2°-ethylenglykol-
O0-acylkyselinovych taxolovych derivétd.

Dosavadni stav techniky

Taxol je prirodni diterpenoid, ktery md& znafnou dlinnost
Jjako lédivo proti rakoviné a projeguje udcinek v nékterych
tumorovych systémechs Taxol byl prvn& izolovdn a Jjeho
struktura popséna autory Wani a spol., w publikaci "Plant
Anti-Tumor Agents.VI. The Isolation #4nd Structure Of Ta-
x0l, A Novel #nti-Leukemic 4nd 4nti-Tumor Agent From Taxus
brevifolia", J,m.Chem.Soc., 1971, 93, 2325. Taxol byl na-
lezen v kile kmene tisu zdpadniho /Western Yew/, Taxus
brevifolia, jakoZ i v druhu T.baccata a T.cuspidata.

Biologickd aktivita taxolu je zaloZena na jeho plso-
beni na d&leni bun&k. Taxol podporuje tvorbu mukrotubuld
které vytvdrejl mitotické vieténko b&hem d&leni bundk.
Av3ak taxol bréni depolymeract tubulinu, vytvdrejiciho
mikrotubuly mitotického vreténka, které mé hlavni vyznam
pro to, aby nastalo d&leni bunky. Taxol zpdsobuje tudi
zastaveni dt¢leni bunky. Taxolovy mechanismus je unikétnf
protoZe podporuje tvorbu tubulinovych polymerd, zatimco
ostatni protirakovinovd 1lé&iva jako je vinblastin a kolchi-
cin, zabranuji{ tvorbE mikrotubulS.

Rozsdhlej8{ vyzkum taxolu nebyl dosud uszutecénén,
protoZe Jje obtiZn& dostupny a dosud nebyl s usp&chem vyroben



synteticky. PredbéiZnymi studiemi se prokdzalo, Ze taxol
niZe mit okrajovy udlinek pri akutni leukemii a melanoamu

a byl zaznamendruréity déinek u Jinych tumori. Studiemi pro
vedenymi McGuirem a spol. Bylo zjidt&no, Ze taxol Jje aktivnim
¢inidlem proti rakoviné vajelnikd, na niZ ostatni 1léky nema-
Ji ndleZity ddéinek. Viz "Taxol: A Unique Antineoplastie
Agent With Significant Activity In Avaenced Ovarian Epi-
thelial Neoplasms", #nn. Int.Med., 1989, 111, 273-279,

kterd je zde citovdna jako odkaz. Nicmén& vzhledem k malé
rozpustnosti taxolu ve vod& se musi ddvky poddvat ve for-

m& infuzi z¥ed&nych ve vodnych roztocich dextrozy.

Je nutno poznamenat, Ze v 1.fdzi klinickych zkouSek
neprojevuje samotny taxol nadmdrné toxické déinky, aviek
n&kterd alergické reakce Jjsou zplsobovdny emulgdtory podé-
venymi spolu s taxolem proto, aby se kompenzovala mald roz-—
pustnost taxolu ve vodé. Skuteldné& alespon smrt jednoho pa-
cienta byla zpisobena alergickou reakci zpisobenou emul-
gatory. Vyzkumni pracovnici se proto snaZili ziskat ve
vodé rozpustné derivdty taxolu, které si zachovévajl svo=-
ji antineoplastickou a protirakovinovou ufinnost.

Vzhledem k obr.1 Jje struktura taxolu zndzornéna ddle
spektrem 1H‘magnetické nukledrni rezonance /NMR/ vzorku
taxolu. Signdly NMR Jjsou dobfe odd&lené a pokryvaji oblast
od 1,0 do 8,2 ppm. Pro zjednodudeni je spektrum rozd&lené
do tii oblasti: prvni oblast mezi 1,0 a 2,5 ppm je tvofena
silnymi signély 3-protonu methylové a acetdtové skupiny
jakoZ i komplexem multipletd plsobenych urditymi methyle-
novymi skupinamij druhd oblast mezi 2,5 a 1,0 ppm predsta-
vuje signdly, které Jjsou pozorovdény u v&t3iny protond
taxanového skeletu a vedlejSiho Yet&zce; treti oblast mezi
7,0 a 8,2 ppm je tvofena signdly aromatickych protond C-2
benzodtu, C-3° fenylu a C-3°benzamidové skupiny. Piky NMR
spektra na obr.1 jsou oznadeny &isly uhlikd ve vzorci ta-
x0lu, ke kterym jsou pripojeny signdly indukujici protony.
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Magri a Singston popisuji biologickou aktivitu ta-
x0ld substituovangch v polohdch C-2° a C-7 s cilem do-
séhnout u nich v&ts3i rozpustnosti ve vod&. Viz "Medified Ta-
xols, 4.Synthesis And Biological Ativity Of Taxols lo-
dified In The Side Chain", Journal of Natural Products,
sve51.%. 2, str.208-306, biezen-duben 1988; tato publikace
je zde uvedena jako odkaz. Podafilo se syntetizovat
2°-/terc.butyldimethylsilyl/taxol, u kterého se zjistile,
e je v podstatd neudinny; tato skutelnost byla hodnocena
tak, %Ze pro biologickou aktivitu je nezbytnd hydroxysku-
pina w poloze 2 postranniho Yetdzce taxolu. Ddle se acylo~
vé substituenty v poloze 2% ve 2'-acetyltaxolu a 2%, 7-di~-
acetyltaxolu snadno hydrolyzovaly za podminek in vibo a
v obou pripadech se projevovala aktivita ve zkouSce s bun&d-
nou kulturou. Labilita acylsubstituentd v poloze 22nazna-
duje, Ze by 2 *_acetyltaxoly mohly slouZit jako prodrug-formy
taxolu. /Obecnd je prodrug slouenina, které vykazuje far-
makologickou aktivitu po biotransformaci/e

Magri a Kingston uv4d&ji, Ze byly pfipraveny dva t axo-

ly se zvySenou rozpustnosti ve vodé,
2°-/ [> -alenyl/taxol:
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2°-/ [)-Mlanyl/taxol byl nalezen jeko aktivnf in vivo
a in vitro, ale byl nestabilnf. 2°-Sukcinyltaxol, pripra-
veny zpracovédnim texolu s anhydridem kyseliny Jantarové,
m&l zna¥né zmenSenou aktivitu P-388 in vivo ve srovndni
s taxolem. Osilf vyzkumnych pracovnikd se proto soustie-
dilo na jiné derivdty taxolu, které netrpi nestabilitou
nebo nedostakem aktivity in vivo nebo in vitro.

Deutsch a spol. v "Synthesis Of Congeners #nd Pro-
drugs.3.! Water-Soluble Prodrugs Of Taxol With Potent Anti-
tumor Activity," J.ded.Chem. 1989, 32 788-792, tato price
je zde zahrnuta jako odkaz, uvad&ji, Ze soli 2°-sukcinyl-
taxolu a 2°-glutaryltaxolu m&ly zlepSenou protinddorovou
aktivitu ve srovnani s volnymi kyselinami. Poné&vadiZ se
tito vyzkumnici domnivali, Ze soli pripravované s rizny-

mi opadnymi ionty maji fasto rozdilné vlastnosti, bylo syn-
tetizovdno a testovdéno mnoho solf 2°-substituovaného taxo-
lu. Triethanolaminové a N-methylglukaminové soli 2 -substi-




tuovaného taxolu vykazuji vétiinou zlepSenou rozpustnost
ve vodE a vy8s8i aktivitu neZ sodné soli. Byla ddle nale-
zena serie 2'—glutaryltaxolovych soli, které mély vyssi
aktivitu ne? jejich 2°-sukcinyltaxolové analogy. “ejména
taxolovéd sl vznikld spojenim 2°-glutaryltaxolu s 3-/di-
methylamino/-1-propylaminem za pouZiti N,N -karbonyldiimi-
dazolu /CDI/, projevovala dobrou rozpustnost a bioaktivi-
tu. ‘

Kromé zvySeni rozpustnosti a bioaktivity taxolu je Zd-
douci, aby pripravené taxolové derivdty m&ly zvySenou sta-
bilitu, ¢imZ by se prodlouZila doba jejich skladovatel-
nostie. Predpokldadd se, Ze soli taxolovych esterd Jjsou velmi

citlivé k zdsadité hydrolyze a skupiny ve vodé rozpustné, Jja-

ko jsou karboxyldtové sole nebo aminové sole, maji sklon
byt zdsaditymi. Je tedy Zddouci, aby byly syntetizové&y ne-
utrdlni, ve vod& rozpustné taxolové derivdty, které majl
zlepSenou nebo stejnou aktivitu ve srovndni s taxolem.
Organické sulfondtové soli maji sklon byt neutrdlni nebo
jen slabd bdzické a proto by m&ly sulfondtové soli taxo-
lovych esterd mit zlep3enou stabilitu. Vzhledem k obtiZim
pFi syntéze karboxylovych a aminovych soli esterd taxolu,
je potiebné nalézt ménd ndkladné ve vod& rozpustné taxolo-
vé derivdty a zplsoby jejich pripravy.

Podstata vyndlezu

PredloZeny vyndlez se tyké pripravy ve vodé rozpust-
nych taxolovych derivdtd, ve vod& rozpustnych taxolovych
sulfondtovych soli. Ve vyhodném provedeni se pfipravi
2°-//3=sulfo-1-oxopropyl/-oxytaxol-sodnd sil reakci taxolu
s akrylovou kyselinou za vzniku 2°-gkryloyltaxolu; 2-ak-
ryloyltaxol se pak podrobi Ifichaelové reakci s bisulfitem
sodnym za vzniku 2 =sulfonylethylesterové soli taxolu.

K dal3im 3lendm skupiny akrylové kyseliny patri, ale ne-
jsou na n& omezeny, skoficové kyselina, krotconovd kyselina
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a dal3i alkyl a/nebo aryl &lfa a/nebo beta substituovené
akrylové kyseliny, které také reaguji s taxolem za vzniku
2 -akryloylovych taxolovych derivatd. V daldim vyhodném
provedeni se 2°-O-acylkyselinové taxoly, jeko je 2 -sukci-
nyltaxol a 2%-glutaryltaxol, podrobi nové reakci s tetra-
butylamoniovou soli taurinu za vzniku sulfoalkylaminovgch
solf 2°-0-acylkyselinovych taxold. ¥al3i vyhodné provede-
ni zahrnuje reakci soli aminosulfonové kyseliny s anhydri-
dem kyseliny jantarové nebo glutarové a reakci produktu

s taxolem za vzniku sulfoalkylaminovych 2°-0O-acyl kyse-
linovych taxolovych derivédtd. V dal3im provedeni jsou
vytvoreny ethylenglykolové derivity 2°-O-acyl kyselinovych
taxold. Tyto sloudeniny vykazuji vysekou rozpustnost ve
vodé a projevuji antileukemickou, antineoplastckou a/nebo
protirakovinovou aktivitu.

Hlavnim predm¥tem vyndlezu Je pPfipravit ve vod&
rozpustné derivdty taxolu s vysokou bioaktivitou a stabi-
litou.

Dalsim objektem predloZeného vyndlezu Je poskytnuti
jednoduchého a nenékladného postupu pro vyrobu 2%=akryloyl—
taxold a jejich sulfondtovych solnych derivéti.

Jedté dalsim predmdtem predloZeného vyndlezu je pfi-
prava 2*-0-acylkyselinovych taxold a jejich sulfoalkylami-
novych soli.

Jedtd jinym daldim pfedm&tem predloZeného vyndlezu je
piiprava sulfoalkylaminovych derivéta 2 “~0-acyl-kyselino-
vych taxold jednoduchym a nendkladnym zplsobems

Jedts daldfm predmdtem predloZeného vyndlezu je pripra-
va hydroxyalkoxyderivétd 2°-0-acylkyselinového taxolu.




Popis pripojenych obrdzkd

5 ) spektrum
Obr.! predstavuje vzorec taxolu a jeho/nukledrni mag-

netickod rezonance, NMR, s piky oznafenymi podle &&sti
struktury taxolu, které odpovidaji.

Obr.2 je NMR spektrum 2 -O-cinnamoyltaxolu /2°%=cinna-
moyltaxol/.

Obr.3 je NMR spektrum z.-O-krotonyltaxolu /2 *~kroto-
nyltaxol/.

Podrobny popis vynélezu

Taxol byl zIiskén od National “ancer Institute. 33N i}
‘3C-NMR.spektra byla ziskdna na spektrometru Bruker

WP200 200 MHz. Chemické posuny jsou vSechny z aznamenany
jako “parts per Million/ppm/" vzhledem k 1MS v 1HL--NMR,a
13c-NR chemické posuny jsou vztaZeny na posunu chlorofor-
mu pfi 77,0 ppm nebo na TMS posun pFfi 0 ppm. Vzorky se
obvykle prom&fuji v CDCl3 nebo CD30D pfi teplotd mistnos-
ti. Hmotové spektra byla ziskéna za pou?iti Finnegan-MAT
112 hmotového spektrometru s plynovou chromatografii a
VG 7070 HF hmotového spektrometru vybaveného politadem,
zdrojem FAB a zdrojem EI/CI. MMR a ddaje hmotové spektro-
skopie jsou nejvice pouzitelné pii studiu taxolu a Jeho
derivatd ve spojeni s daldimi metodami jako je IR a UV,
kterymi se ziskdvaji dalsi informace pro potvrzeni struk-
tury.

Jiné analytické pFistroje, které byly pouzity, jsou 7108
Perkin-Elmer infraferveny a Perkin=-Elmer 330 UV-viditelny
spektrofotometr a Perkin-Elmer polarimetr. HPLC byla pro-



vedena na zarizeni, sklddajicim se z Waters L5000 Zer-
padla, vstfikoveciho ventilu Rheodyne, kolony Vaters Radial-
Fak RLM-100 RP-8 a UV detektoru Waters 440.

2°- &kryloyltaxoly

2= Aryloyltaxoly byly pripraveny reakci taxolu s
riznymi zdstupni derivétd akrylové kyseliny. Sodnd sil
2°~//3=-sulfo-1-oxopropyl/oxy/taxolu byla pfipravena spo-
Jenim taxolu s askrylovou kyselinou Mivhaelovou adici
bisulfitového iontu. Taxol reagoval s akrylovou kyselinou
za pouZit{ isobutylchlorformidtu Jjako kopuladniho &inidla.
Takto se ziskd 2'-akryloyltaxol v 94% vyt&Zku po &isté&ni
rychlou chromatografif /silikagel, 1/1 dichlormethan/ethyl-
acetdt/. Za pouZiti TLC se prokdzale, Ze kopulace kyselingw
akrylové k taxolu byla uplnd z 90 % za 15 hodin p#i 60 °C.
Disubstituovany C-2f,C-7 produkt se nevytvdri po prodlou-
%eni reakdni doby. MNR protonové spektrum 2%-skryloyltexo-
lu ukazuje, %e signdl pro C-2“proton je posunut na 5,46
ppa /d, J=3/, z posunu 4,73 ppm pro C-2° proton v nesubsti-
tuovaném taxolu. Posun je v souladu s acylaci C-2° hydro-
xylové skupiny. Jeliko% signdl pro C-7 proton pri 4,43
ppm se v podstat& nezméni ve srovndni s C-7 protonovym

signdlem pri 4,38 ppm pro nesubstituovany taxol, lze plred-
poklddat, %e v poloze C-7 neprobdhla %4dnd reakce. Hmotovd
spektroskopie uddvd molekulovou hmotnost 907 s piky pPi
m/z 930 /lNa'/ a 908 /MH' /.

2- &kryloyltaxol pak reaguje s bisulfitem sodnym
Michaelovou adiénf reakci. Bisulfit sodny byl pouZit pro-
toze je dobrym nukleofilem a pfotoze poskytuje vhodné pH
podainky pro reakci. Protonovéa NiR spektra reakéniho pro-
duktu Michaelovy reakce se 1liSila od spektra 2‘-akryloyl-
taxolu. Signdly v NMR spektru 2 -akryloyltaxolu, zpisobené
piritomnosti vinylorotond nebyly pfitomny ve spektru pro-




duktu .lichaelovy adice. Av3ak dva triplety pPi 3,14 ppm a
2,93 ppm indikuji p¥itomnost dvou novych methylenovych
skupin v produktu lMichaelovy adice. Hmotové spektroskopie
produktu Michaelovy reakce udévé molekulovou hmotnost 1011
piky p¥itomnymi pPi m/z 1034 /uNe'/ a 1012 ALH /.

Tvorba sodné soli 2°=//3-sulfo-1-oxopropyl/oxy/-
taxolu byla dosaZena jednostupﬁovou reakci spojenim ta-
xolu s 3-hydroxy-3-oxopr0pylsulfonovou kyselinou za pfi-
tomnosti pyridinu a DCC /dicyklohexylkarbodiimid/, ale
nebyl ziskdn %4dny produkt. To je moZné vzhledem k ‘inter-
molekuldrnimu napadeni reakéniho meziproduktu sulfonylo-
vou skupinou.

SkoFicové kyseliny /fenylakrylovd kyselina/ byla kopu-
lovéna k poloze 2° taxolu sdicyklohexyl¥§arbodiimidem za
pritomnosti 4-dimethylaminopytidinu /je t¥eba poznamenat,
%e byly pouZity mirné bézické podminky pro zabrdndni substi-
tuci v jingch polohdch struktury taxolu a pro zabrénéni
moinym vedlejsim reakcim/.Na obr.2 je znazorn&no NMR spek-
trum vysledného 2°-O-cinnamoyltaxolu a ukazuje, Ze se
tato sloudenina vytvoiila ve vysokém vytdzku a Cistoté.

Je treba uvést, Ze jiné alfa a/nebo beta aryl substituo-
vané nebo cyklickym uhlovodikem substituované akrylo-

vé kyseliny mohou reagovat s taxolem za vzniku 2°-akryloyl-
derivatd.

Krotonovd kyselina /methylekrylové kyselina/ byla
kopulovéna k taxolu za pouZitl dicyklohexylkarbodiimidu za
piitomnosti 4-dimethylaminopyridinu. “a obr. 3 je uvedeno
protonové NuR spektrum 2°~0-krotonyltaxolu, které potvrzu-
je syntézu 2 -O-krotonyltaxolu ve vysokém vyt&zku a Cisto-
t&. Je tPeba uvést,ze akrylovd kyselina substituovand v
alfa a/nebo beta poloze jinymi alkyly nebo alkeny mizZe
reagovat s taxolem za vzniku 2 -akryloylovych derivatd s
tou podminkou, Ze alkyloveé a/nebo alkenylové skupiny nevstu-



puji do reskce nebo nesnifuji rozpustnost vysledaych slou-
Cenin ve vod& /obvykle del3i retézce uhlovodiki mohou
poskytnout niZs8i rozpustnost vyslednych sloudenin ve vod&/.

Derivdty 2°-0O-acylkyselinového taxolu

Sodnd sil 2°//4-//2-sulfoethyl/emino/-1,4~dioxobutyl/—
oxy/taxolu a sodnd stl 2°-//4-//3-sulfopropyl/emino-1,4-
dioxobutyl/oxy/taxolu se ziskaji ve vysokém vyjt&Zku kopu-
lac{ 2°-sukcinyltaxolu s taurinem /2-aninoethylsulfonovd
kyselina/ a tetrabutylamoniovou solf 3-aminopropylsulfo=-
nové kyseliny. Je treba poznamenat, Ze miZe byt pouZite

kvarternich amoniovych solf pro ziskdni rozpustnosti amino-
alkylsulfonovych kyselin v organickém rozpou3dtédle.
2'-Sukcinyltaxol se vytvoP{ reakci sukcinanhydridu s taxo-
lem po dv& Hodiny p¥i teploté mfstnosti v pyridinu nebo
DMP. Ve srovndani s NMR spektrem taxolu vykazuje NMR spek-
trum 2°-sukcinyltaxolu posun C-2°protonového signdlu na
2,51 ppm a sukcinylového protonu vyvoldvajiciho multiplety
unistény pi*i asi 2,6 ppm.

2'—Sukcinyltaxol pak reaguje s tetrabutyleamoniovou
solf taurinu za pouZitf isobutylchlorformidtu Jjako kopu-
laénihe &inidla. Tetrabutylamoniovd stl 2°-//4-//2-sulfo-
ethylamino/-1,4-dioxobutyl/-oxy/taxolu byla ziskdna ve
100% vytéZku po izolaci rychlou chromatografif na silika-
gelu za pouZiti 7/1 dichlormethanu/methanolu. Heakce
byla po 2 hodindch kompletni jen z 80 % podle TLC, za ule-
lem ziskéni 100% vyt&Ziku byla reakini doba v pripadd potPe-
by prodlouZena. NMR spektrum sulfoalkylaminovych derivétd 2=
sukcinyltaxolu vykazuje nové piky p?i 3,6 ppm a 2,94 ppm
pro dvé methylenové skupiny. Sodnd sdl 2°-//4-//sulfo-
ethyl/amino/-1,4-dioxobutyl/oxy/taxolu byla ziskdna
prichodem terabutylamoniové soli 2°//4-//2-sulfoethyl/ami-
no/-1,4-dioxobutyl/oxy/taxolu iontovym&nnou kolonou Dowex 50
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/Na+ forma/. NiUR snektrum sodné soli vykazuje absenci sig-
néld pro tetrabutylovou skupinu. Hmotovd spektroskopie sodné
soli indikuje molekulovou hmotnost 1082 pPitomnosti pika
pri m/z 1105 /MNa'/ a 1083 /MH /. Sodnd sil 2°-//4-//3-
sulfopropyl/amino/~1,4~dioxobutyl/oxy/taxolu byla pFipra-
vena stejnym postupem jak byl pouZit pro sulfoethyl-amino-
taxolovou sodnou sil. AvS8ak taurin byl nahrazen tetrabu-
tylamoniovou soli 3-amino-1-sulfopropionové kyseliny. NMR
potvrzuje syntézu 3-sulfopropylaminoderivédtu; nové piky
jsou pritomny p¥i 3,28, 1,98 a 2,87 ppm a pifedstavuji tii
dal3i methylenové skupiny, tvorici propylovou skupinu.
Tvorba sodné soli sulfopropylamino-sukcinyltaxolového
derivdtu se provddi prichodem tetrabutylamoniové sole sloup-
cem iontovym&nné pryskyfice Dowex 50 /Ma’ forma/. Hmotovd
spektroskopie sodné soli sulfopropylamino-sukcinyltaxolo=-
vého derivdtu uddvé molekulovou hmotnost 1096 pritomnosti

pikd p¥i m/z 1119 /MNa'/ a 1097V/MH%/-

Lze rovn&% piedpoklddat, Ze se miZe vytvorit amidovéd
vazba mezi aminosulfonovou kyselinou a anhydridem nebo
dikyselinou a Ze produkt miZe reagovat s texolem za vzniku
ve vodé& rozpustnych 2'-O-acylkyselinOVYCh taxolovych deri-
vétd. Vyhodn& je aminosulfonovd kyselina ve form& soli
rozpustné v organickém rozpoustédla.

Pokusy pripravit sodnou sil 2°~-//4~//2-sulfoethyl/ami-
no/L1,4—dioxobutyl/oxy/taxolu primo 2 2’~-sukcinyltaxolu
jednostupnovou reakci byly ne&épééné. 2°-Sukcinyltaxol
byl spojen s triethanolaminea, isobutylchlorformidtem,
tetrahydrofuranea /THF/, taurinem, DMF a vodou. Avdak
voda, nezbytnd pro solubilizaci taurinu, hydrolyzuje smés-
ny anhydridovy meziprodukt zp&t na vychozi materidl., Jest-
li%e se zkoudi bezvodé podminky neni reakce Uspé&Snd, proto-
%e taurin se v organickych rozpoustédlech nerozpousti.

5®_//4-//2-Ethanthiol/amino/~1,4-dioxobutyl/oxy/taxol
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se pPipravi v maldm vytiiku spojenim 2'—sukcinyltaxolu

s triethylaminenm, isobutylchlorforaidtem, THF, 2-thio-
ethylaminem a dichlormethanem. Pokusy oxidovat thiol na
poZacovanou sulfonovou kyselinu kyselinou meta-chlorper-
benzoovou, MCPBA a dichlormethanem, nevedou k ziskdni vy-
raznéjSich mnoZstvi poZadovaného sulfoalkylaminosukcinyl-
taxolového derivitu.

Ethylenglykolové derivéty sukcinyltaxolu

2°-//4~//Hydroxyethyl/oxy/-1,4-dioxobutyl /oxy/t axol
byl pripraven kopulaci sukcinyltaxolu s ethylenglykolenm..
Hydroxyethyloxysukcinyltaxolovy derivdt byl vytvo¥en v 83%
vyt&Zku po reakinf dob& 20 hodin pFi teplot® mfstnosti.
Derivédt hy/roxyethyloxysukcinyltaxolu byl vytvoien za Glelem
pievedeni sekunddrni hydroxylové skupiny v poloze 2°v ta-
xolu na primdrni hydroxylovou skupinu; existuje domndnka, -

Ze hydroxylové skupina v produktu je reaktivn&j${ ne# hydro-
xyl v taxolu a Ze tedy umoZnf pfipravu jinych taxolovych de-
rivdtd za mirnych podminek. NMR spektrum ethylenglykolového
derivdtu vykeazuje piitomnost novych pikd p¥i 3,7 ppm a 4,1
ppm, které se pripisuji dvéma novym methylenovym skupindm
hydroxyethyloxyderivédtu. Hmotovd spektroskopie udévéd mole~
kulovou hmotnost 997 prfitomnosti pikd p#i m/z 1020 /MNa'/

a 998 MH' /.

2°- 4 - Mminobutyryltaxolformidt

2°- 3\-Aminobutyryltaxolformiét byl syntetizovdn ko-
pulaci taxolu s N-karbobenzyloxy/CBZ/- Ov-aminoméselnou ky-
selinou s nésledujicim odstranénim chrdnici skupiny aminu.
Taxol reagoval s N-CBZ- g -aminomdselnou kyselinou za pouzii
dicyklohexylkarbodiimidu /DCC/ jako kopulaéniho ¢inidla.
Vysledny 2'—NCBZ-41-aminobutyryltaxol byl prfipraven v 75%
vyt&Zku po &isténi preparativni TLC na silikagelu a 3/2 he-

xan/ethylacetdtu. DCC se rozklddd na dicyklohexylmodovinu pPi-




daviem vody, takZe predbytek ¢inidel nouZitych nro Pizeni
reaizce neCini potiZejy vE&tSina dicyklohexylmodoviny a N-C3Z-
4\-aminoméselné kyseliny se odstrani filtraci. Odstrané-
ni chrdnici skupiny 2'-N—CBZ-!r\-aminobutyryltaxolu se
provede pouzitim 5% Pd/c jako katalyzdtoru a kyseliny mre-
vebdi Jjako zdroje vodiku. Xyselina mravenéi poskytuje
aktivni formu vodiku pro odstran&ni{ CBZ chrénicich sku-~
pin, a reakce poskytuje 2°- M\ -aninobutyryltaxolovy deri-
vidt jako formidtovou stl, kterd je rozpustnéjs$i ve vodé
ne? neutrdlni forma. NMR potvrzuje syntézu formidtu 2°-

N -aminobutyryltaxolu. Nicmén& byla sloufenina nestabilni
v methanolovém roztoku a po né&kolika médlo hodindch se roz-
kl4d4d zp&t na taxol. Tato nestabilita vyluduje dalsi v
dvahy o formidtu 2'-?\-aminobutyryltaxolu jako formé& pro-
drug taxolu.

Rozpustnost ve vodé

Rozpustnost v3ech sloulenin ve vodé byla stanovena ,
rozd&lovacim koeficientem mezi 1-oktanol a vodu. Pro stano-
veni rozpustnosti byl pouZit oktanol nasyceny destilovanou
vodou a destilovand voda nasycend oktanolem. Vysledky roz-
d&lovacich pokusl ukazuji, Ze sodnd sil 2°-//3-sulfo-
1-oxopropyl/oxy/taxolu je 210krdt rozpustn&jsi ve vodé nez
taxol, sodné stil 2°-//4-/2-sulfoethyl/amino/-1,4-dioxo-
butyl/oxy/taxolu je 191krdt rozpustn¥jsi neZ taxol a sodnd
stl 2°-//4-//3-sulfopropyl/amino/-1,4~-dioxobutyl/oxy/ta-
xolu je 118krét rozpustn&j8i ve vodé& neZ taxol

Pr{klady provedeni vyndlezu

Nésledujici necmezujici priklady poskytuji specifické
syntetické postupy pro pripravu derivdatd taxolu rozpust-
njch ve vod& podle piredloZeného vynédlezu. Vsechny technické

a videcké vyrazy, které Jsou zde pouzity, maji vyznam,
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b&Zné& pouZivany odboraiky. Jiné metody a materidly, xte-

vyndlezu.
Priklad 1

Triethylamin, 50 /ul a akrylové kyfelina 30 /ul se
rozpusti v 5 ml suchého THF we 25 ml bance s kulatym dnem
za argonové atmosféry. Po ochlazeni roztoku na 0 °C na
ledové l4zni, se pridd 50 /ul isobutylchlorformidtu a

ré jsou podobné nebo ekvivalentni zde popsanym, mohou byt
pouZzity v praktickém provedeni nebo testovani predloZeného

reakini sm&s se nechd ohPdt na teplotu mistnosti b&hem 15

minut. X reak&ni sm&si se pridé sto miligramd taxolu a
roztok se michd pri 60 °¢c 15 hodin a sleduje se pomoci
TIC s dichlormethanem/ethylacetdtem/2/1/. Hydrochlorid

triethylaminu, vysrdZeny b&hem reskce se odstranf filtracf.
RozpouZt&dlo se odstrani ve vakuu a produkt se Zisti rych-

lou chromatografii za pouZitf silikagelu a 1/1 dichlor-
methanu/ethylacetdtu. Poskytne 100 mg /94 %/ 2°-okryloyl-
taxolu:

0




Kryloylovd skupiny 2°-skryloyltaxolu je dobrym Hichae-
lovym skceptorem vzhledem k elektrofilnimu  alkenovému

atomu uhlfku, kter§ je subjektem nukleofilnfho atsku. Reakce
2'-akryloyltaxolu se vhodnym nukleofilem x® bude probihat
jeko Michaelova adice v poloze 2°. 85 mg 2°-skryloyltexolu se
rozpusti v asi 3 ml destilovaného isopropanolu a 84 mg mete-bh-
sulfitu sodnéhoc se rozpusti v asi 1 ml destilované vody. Iyto
dva roztoky se spolu smfsi a reekdni sm&s se michd p*i 60 ¢
asi 15 hodin. Pro sledovéni reskce byla pouZfita TIC s 10/1
dichlormethanem/methanolem. Rozpoust&dla se pak odstrani za
vakua a voda se odstran{ azeotropn¥ s acetonitrilem. Pro ¥i3-
t&nf produktu se pouZije rychld chromatografie se sm&si 2/1
dichlormethan/isopropanol. Ziskd se: 83,5 mg /83,5 %/‘sodné
soli 25-//3-sulfo-1-oxopropyl/oxy/taxolu.
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U vzorku produktu byla prom&ifena NMR, Ms, UV a IR
/KBr/ a byly stanoveny optickd otd&ivost a teplota t4n{i.

Iyto hodnoty a ydaje NMR jsou uvedeny v tabulkdch 1 a 2
ddle.

Tabulka 1 ’

Charskteristiky sodné soli 2'-//3-sulfo-1-ox0pr0p7l/-
-oxy/taxolu '

tete - 1T75-176 °¢c
/K30 - 230° /0,0012, MeOH/
IR /KBr/. 3500, 2950, 1760, 1660, 1380 1250,

1190, 1100, 800 cm™"

279 om /€ 579/, 270 nm /e 869/, 223
nm /€ 15072/ ' '
MS /FAB/: 1034 SMNa'/, 1012 MME'/

Uvu}\MeOH?max

Tabulka 2
NMR hodnoty pro sodnou sil 2 -/73-3u1fo-1-oxopropyl/¥
-oxy/Qtaxolu

Poloha n posun /ppm od TMS/ 13¢ posun /ppm od
vazby /hertz/ '
C-1 2
C-2 6,2 /4,7/ 75
C=3 3,82 /4,1/ 45,8
C-4 - 80,5
C-5 5,0 /4,9/ 84
C-6 2,48 m 35,2
c-7 4,35 m 76
Cc-8 57,9
C=Y 203,8

C-10 6,45 s 70,8
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Tabulka 2 /pokradovani/

C-11

C~12

c-13 6,09 /t,8/
C-14 2,48 m
C-15 o

C-16 1,15 s
C-17 1,17 s
c-18 1,95 s
C-19 1,67 s
C~20 4,21 s
c-12 I

C.2* 5,45 /d,3/
C-3= 5,84 /d,T/
N-H 7,26 /t,9/
CHB/OAC/ 2,2 s -
CH3/0 A/ 2,4 s

Bz 7,4-8,1 m
C0/0A/ o

CO/0 A/

Co/PBz/

CO/NBz/

Ceq"

c-2" 2,93 /t,8/
c-3" 3,14 /t,8/

131
141
75,4
35,8
43
25,9
19,8
13,8
9,4
70,8
171
T4
53,1

21
21,9
126,8-138, 1
- 168,4
169,9
166,2
168, 2
170,2
29,2
63,2

# pod CHZCl3 signdlem

Je nutno poznamenat, %e lze pFedpoklddat, Ze pouZitd
akrylovéd kyselina mdZe byt nehrazena jinymi sloufeninami

z derivdtd akrylové kyseliny, které jsou teké dobrymi
Michaelovymi akceptory a %e solitvornd skupina miZe byt

jing slkalicky kov nebo amoniové skupina jeko je tetrabu-
tylamoniové skupina. Lze rovndZ teké p¥edpoklddat , Ze soli-
tvornd skupina mdZe byt nahrazena H. Biologické testovéni
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sodné soli 2°-//3-sulfo-1-oxopropyl/oxy/taxolu dokl4d4d,
Ze slouCenina mé zlep3enou rozpustnost ve vodd a jJe
navic biosktivni.

Pr{klad 2

206 mg texolu bylo smiseno se 2,9 mg 4-dimethyl-
eminopyridinu /DMAP/ a 49 mg anhydridu kyseliny jantarové
ve 25ml1 bance opat¥ené magnetickym mfchedleme 2,0 ml
suchého pyéidinu se pridd a roztok se michd pfi teploté
mistnosti 2,5 h. Prid4 se n&kolik mililitrd vody pro
vznik bilé sraZeniny v zakelené suspenzie. Pro extrekci
produktu se pridd n&kolik mililitrd dichlormethenu.
Priflawvek 1 ml koncentrovené HC1 zpisobf, %e zmizf bfl4
vodnd suspenze. Pro su3eni dichlormethanové vrstvy se
pouZije siran sodny¥, ktery se pak odfiltruje a odpaifi. TIC
se T/1 CH,Cl,/MeOH indikuje pouze stopy zbylého pyridinu.
Zbyly pyridin se odstreni opaekovanym piidavkem heptanu.
s nésledujicim odpefenim, Z{skéd se 218 g sukcinyltaxolu,
co? predstavuje 96,6% vytdZek. Protonové NMR spektrum
produktu je shodné s hodnotami, které jsou uvédény v li-
teratufe. Struktura byla také potvrzena pouZitim
2D-NMR HOMO COSY /homonukledrni koreledni spektroskopie/.

Taurin, H/NCH,CH,SO;H , je vysoce polérni sloulenina,
kterd je v podstat® nerozpustnd v organickych rozpoud-
tddlech jeko je chloroform. Taurinové derivéty organic=
kjch kyselin se vyrdb&ly dfive zpracovédnim chloridu ky-
seliny s taurinem za Schotten-Peumannovych podminek /t3e
ve vodném-bdzickém nebo vodném-ethanolickém roztoku/.
Tato metoda je nepiijatelnd pro texol, protoZe tento
snadno hydrolyzuje na bézi, a takto by se za reek&nich
podminek rozklédal. Za d&elem odstran&ni tohoto problému,
byla vyvinuta novéd metods, kterd je ddle nédsledovéana
odstreandnim nezresgovanych materidld a odparenim. 2Z{sk4
se tak tetrabutylamoniovd sdl taurinu nisto d¥f{ve uZivané
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sodné soli. Tetrabutylamoniovd sdl taurinu je rozpustné
v orgenickych rozpoudtédlech jako je dichlormethan.
2’-Sukcinyltexol v THF a triethyleamin mohou tak mesagovat
s isobutylchlorformidtem a tetrabutylamoniovou solf
taurinu za vzniku tetrabutylamoniové soll taurinového
derivédtu taxolu. Meziprodukt je sm¥sny anhydrid, ktery
hydrolyzuje zp&tné na vychozi slouleninu za pi{tomnosti
vody.

Pro rozpudténi 250 mg taurinu v bance se poufije mi-
nimélnf objem destilovené vody & k roztoku se p¥idd 1 ml
vodného tetrabutylamoaiumhydroxidu. Roztok se michéd jed-
nu hodinu pfi teplot¥ mistnosti a pek se odpafi do sucha.
Suchy produkt se rozpusti v suchém THF /asi 15 ml/, fil-
truje a f£iltrét se odpai{ do sucha. Suseny produkt se pak
znovu rozpusti ve 2 ml su3eného THF.

Priprava tetrabutyleamoniové soli 2°-//4~//2-sulfoethyl/-
-amino~1,4-dioxobutyl/oxy/taxolu ’
Roztok 2°-sukcinyltexolu, vznikly rozpudténim
122 mg 2°-sukcinyltaxolu v esi 4 ml suSeného THF a 50 sl
triethylaminu se ochladf{ asi na 0 Oz, Roztok se pak spoji
s 50 /ul isobutylchlorformidtu, reskéni smds se zshiivd
na teplotu mfstnosti b&hem 15 minut a pfidd se 0,5 mlL
tetrabutylemoniové soli taurinu v THF /ekvivalent k 91
mg tetrabutylamoniové soli taurinu /. Po pffdavku tetra-
butylamoniové soll teurinu se reskni smés michd pfi tep-
10t% mistnosti 5 hodin a reakce se sleduje pomoci TIC
se smdsi 2/1 EtOAc/MeOH. Regkénf sm&s se pek odfiltruje:
a rozpoudt&dla se odpeari. Purifikaci rychlou chromato-
grafif{ za pou?itl silikagelu /300 x 15 mm loZe, 7/1
CH2012/MeOH se ziskd 168 mg /100 %/ tetrabutylamoniové
soli 2°-//4-/2-sulfoethyl/-emino/=1 ,4-dioxobutyl/oxy/=

taxolu.



Tetrabutylamoniovd sdl se pfevede na sodnou sl
tak, Ze se umisti 160 mg tetrabutylamoniové soli do ki~
dinky s iontovym&nnou prysky#ici Dowex 50 v Ng* formé
/asi 3 ml prysky¥ice ve 3 ml deionizované vody/. Po mi-
chénf smé&si 1,5 hodiny p#i teplot& mistnosti se sm&s nechsd
proait.maIYm sloupcem pryskyrice, ktery obsshuje 2 ml prys-—
kyrice v Na' form&, za pouZit{ deionizované vody jeko
rozpou3tédla,

Roztok &zeotropni destilaci s acetonitrilem poskytne

122 mg /91,7 %/ sodné soli 2 -//4-//2—sulfoethyl/amino/-
1 4-dioxobutyl/bxy/taxolu. |

g 4O OH

|
% AH ’\»//;B
) /
Lo I 0
/ CHy/p ¢
Q =C
| CeH,

V ddle uvedené tabulce 3 jsou charskteristické hodnoty
této slouCeniny a hodnoty chemickych posunil NMR jsou uvede-
ny ddle v tabulce 4.




Tabulka 3

Tabulka 3Charakteristiky sodné soli 2%°~//4=//2-sulfoethyl/=
eminc/-1,4=-dioxobutyl/oxy/ taxolu

Tote
/520

IR/KBr/:
uv AMeOH max,

MS /FAB/:

Tabulka 4

NMR hodnoty pro sodnou sl 2 -//4-//2-su1foethyl/ enino/-

174-175 °C
-29,8° /0,0055, MeOH/

3450, 3000,

1400

279 nm / € 649/, 271 nn / € 8920/,
228 nm / € 12824/

1760, 1730, 1660, 1560,
1260, 1190, 1050 ca™'

1105 /MNa" /, 1083 /MH /

1 4-dioxobutyl/oxy/texolu

Poloha L5: 4 posun /ppa od TMS/

vazba /hertz/

'3c posun /ppm od TMS/

C=1
C=2
c-3
C-4
Ca5
C-6
c-7
C-8
c-9
C-~10
C=11
C-12
C-13
C~-14
Cc-15
C-16
c-17

5,66 /d,7/
3,8 /4,1

5,02 /4,9/

2,52 m
4,35 o

6,43 s

6,05 /t,8/
2,14 o

1,18 s
1,18 s

79
76,6
47,2
81,6
85,4
36
77,3
58,8
204,8
72,8
132,6
142,2
75,9
36,2
44,1
26,8
21



Tabulka 4 /pokradovéni/

C-18 1,94 s 14,9
C-19 1,67 s 10,2
C=-20 4,23 72
C-1 173,4
c-2" 5,46 /&,7/ 75,8
c-3° 5,8 /dd, 7,7/ 55
N-B 7,27 /t,1/
CH3/OAc/ 2,2 8 22,2
c33/om/ 2,4 s 23,3
Bz 7,4-8,1 o 126,8=138,1
co/02/ - 170,2
Co/Qa/ 170,2
c0/0Bz/ 167,2
co/NBz/ 171,2
C-1 173,1
c-27 2,72 m 30
c-3¢ 2,52 m 30
c-4" - 173, 1
c-1" 3,58 m 47
C-28 2,96 n 51
3,58 /t, 71/ ‘

Je tieba poznamenat, Ze tetrabutylemoniové sil tau-
rinu mdZe snadno resgovat s jinymi 2°-0-acyl-kyselinovymi
derivéty taxolu jeko je 2 -glutaryltexol. 2°-Glutaryl-
taxol mdZe byt snadno ziskén néhradou anhydridu kyseliny
jentarové anhydrideam kyseliny glutarové, Predpoklédd se,
e jiné derivaty kyseliny 3favelové a jiné anhydrody mo-

hou reagovat s taxolem vice &i ménd stejné& jako zde spe-
cificky popsané sloudeniny. Je tieba uvést, Ze Vv n&kterych.
piipadech miZe byt 2°-glutaryltaxol preferovén pfi po-
uzit{ pred jinymi 2°-0-acylkyselinovymi texoly. Dédle Jje




mo%no pPfedpoklédat, Ze skupine tvorfci sil miZe byt nshre-
zena vodikem nebo jinym alkalickym kovem nebo kovem alka-

lické zeminy.

P¥iklad 3

Pripravi se roztok 280 mg 3-amino-1-sulfopropionové
kyseliny v destilované vodé a pridd se 1 ml hydroxidu
tetrabutylamonného. Roztok se michd pii 60 %c jednu ho-
dinu a pek se odpa¥f do sucha. Frodukt se rozpusti v asi
15 ml THF a prebytek kyseliny 3-amino-1-sulfopropiono-
vé se odstrenfi filtracf. Filtrét se odpafi a znovu se
rozpusti ve 2 ml suSeného THF pro ndsledujici resakci.
Pfipravi se roztok 130 mg 2 -sukcinyltaxolu a 50 ,ul
triethyleminu ve 4 ml suchého THF a roztok se ochladi na
0 °C. Pridé se 50 ,ul isobutylchlorformidtu k reskdni smsi
a roztok se za asi 15 minut ohieje na teplotu mistnosti.
Pr+id4 se 0,6 ml tetrabutylemoniové soli kyseliny 3-amino-
l-sulfopropionové v roztoku THF /ekvivalent 108 g tetre-
butylamoniové soli kyseliny 3-amino-1-sulfopropionové/.
Regk#n{ sm&s se michd pFi teplotd mistnosti po tF¥i hodi~-
ny a postup reakce se sleduje pomoci TLC se smé&si 4/1
ethylacetdtu/methanolu. Reek&ni roztok se pek zfiltruje
a odpaff, produkt se &istf rychlou chromatografii za
pouzitf silikegelu /300 mm x 15 mm loZe s eludnim &inidlem
10/1 dichlormethen/methanol/. Vyt&zek 128 mg /71,2 %/
homogenni tetrabutylamoniové soli taxolue.

Tetrabutylamoniovd sil se pfevede na sodnou sl
unf{stinim tetrebutyleamoniové soli 2°-//4-//3-sulfopropyl/-
emino/-1,4-dioxobutyl/oxy/taxolu do kédinky s iontovy-
m&nnou pryskyrici Dowex 50 v Nat form& /asi 3 ml prysky-
$ice na 3 ml deionizované vody/. Sm¥s se miché pri tep-
lot® mistnosti asi 1,5 hodiny a pak se nechd projit sloup=-
cem pryskyfice, ktery obsshuje 2 ml pryskyifice v Nat
form& a za poufitf deionizované vody jako rozpouSté&dlea.



-24-

Roztok se azeotropnd oddestiluje s acetonitrilem a zfskd

se 84 mg /79,3 %/ sodné soli 2’-//4-//3-sulfopr0pyl/-
amino/-1,4-dioxobutyl /oxy/taxolu:

e
CetsONE
P
BCg T o--
\ -
0
!
i
2 '
Q =C C=0
i l
NE/CE, /3so Na Cos5

- Charsakteristické hodnoty této sloudeniny Jsou
uvedeny v tabulce 5 a NMR chemické posuny jsou uvedeny v ta-
bulce 6.

Tabulka 5 .
Charakteristické hodnoty pro sodnou sil 2°-//4-//3-sulfo-
propyl/emino/-1,4-dioxobutyl/oxy/teaxolu

Tete 168-169 °C

/% /20 -29° /0,001, MeOH/

IR /KBr/: 3480, 3000, 1760, 1660, 1550, 1400,
1260, 1050 ca™!

uv )\ MeOH max, 279 om / € 974/, 271 nm /€ 1240/,

228 nmn /£ 12719/
MS /FAB/: 1119 /Mya' /, 1097 /MH'/
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Tabulka 6

NMR hodnoty pro sodnou sil 2°-//4-//3-sulfopropyl/-

emina/=1,4-dioxobutyl/oxy/texolu

13¢ posun /ppm od TMS/

Poloha g posun /ppm od TMS/
vazba /hertz/

C=1

C-2 5,63 /d,7/

C=3 3,8 /4,7/

c-4 |

C=5 4,99 /4,9/

C-6 2,5 m

c-17 4,34 o

C-8

c-9

C-10Q 6,44 s

C=-11 o

C-12

Cc-13 6,05 /t,8/

C-14 2,14 m

C-15 ‘

C-16 1,16 s

C-17 1,16 s

C-18 1,93 s

C-19 1,67 s

C-20 4,21 s

C-1?

c-2° 5,44 /d,7/

c-3° 5,79 /dd, 7,7/

N-H 7,25 /t’7/

CH,/Ok/ 2,2 s

CH3/OAc/ 2,4 s

Bz 7,4-8,1

Co/0 &/

C0/0A/

co/0Bz/

126,8-138,1
169
170,2
166,4
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Tabulka 6 /pokradovéni/

CO/NBz/ 170,2
C-1" 171,9
c-2° 2,75 /t,1/ 29
C-J: 2,54 /t,7/ 29,8
C-4 171,9
Cet® 3,25 m 37,9
c-2" 1,98 m 28,3
Cc-3" 2,85 /t,7/ ¥

% pod signdlem CH’Cl3 #% pod signdlem MeOH

' Je tdeba poznamenat, Ze sodf{k mi%e byt nahrazen H nebo
Jinou solitvornou skupinou jeko jsou alkalické kovy nebo
kovy alkalickych zemin a amoniovd skupina.

Priklad 4

Roztok 26 mg 2 =sukcinyltexolu a 20 ,ul triethylemi-
au ve 2 ml suSeného THF se pFipravi pod argonovou atmo-
sférou a roztok se ochleadf na 1 °C. K roztoku se pridéd
10 /ul isobutylchlorformidtu a reakéni sm&s se b&hem asi
15 minut ohifeje na teplotu mistnosti. Po oh¥dti se p¥idd
5'/01 ethylenglykolu a reekéni smé&s se michd 15 hodin p*i
teplot& mistnosti. Postup reakce se sleduje TLC s eluci
sm&s{ 1:1 dichlormethen/ethylacetd4t. Reskce se ukond{ od-
filtrovdnim sraZeniny a odparenim rozpou3té&dla. Surovy
produkt se &isti preparativni TIC /1:3 dichlormethan/ethyl-
acetdt/, ziskd se 25 mg /83,3 %/ 2°-//4~//2-hydroxy-
ethyl/oxy-1,4-dioxobtyl/oxy/taxolus
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Charakteristické hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7
a hodnoty NMR posund v tabulce 8.

Tabulka 7
Charekteristické hodnoty pro 2 -//4-//2-1wdroxyethy1/-
oxy/-i 4-dioxobutyl/bxy/taxol

Tote 164-165 °C
/20 -32,5° /0,002, MeOH/
IR /KBr/: 3500, 2950, 1760, 1740, 1660, 1390,

1260, 1160, 1080, 1040 cm™'

v \ MeOH mex, 509 ny /€ 609/, 272 nm /£ 831/,
228 nm / £ 14404/

MS /FAB/: 1020 ,MNa'/, 998 /MH'/
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Labulka 8

NMR hodnoty pro 2'-//4-//?-hydroxyethyl/oxy/-1,4-dioxo-
butyl/oxy/taxol

Poloha 1H-posun./ppm od Tus/ 3¢ posun /ppm od TMS/'
vazba /hertz/ |
C-1 79,1
C-2 5,7 /d,17/ 75,8
C-3 3,8 /4,7/ 45,8
C-4 81
c-5 4,95 /4,9/ 84,3
C-6 | 2,56 m 35,6
C-7 4,43 m 75,8
C-8 o 58,2
C-9 204
c-10 6,29 m 72,1
C-11 ' 132
C-12 142,3
C-13 6,23 /t,8/ 75,8
C-14 2,42 m ' 35,6
C-15 o 43,2
c-16 1,23 8 26,8
C=17 1,15 s 20,5
c-18 1,94 s 14,3
C-19 1,70 s 9,8
C-20 4,19 /d,8/ 72,1
Cc-1° | 172,2
c-2° 5,48 Pd,3/ 74,3
c-3° 5,97 /ad, 3,9/ 52,9
N-H 7,14 /4,9/
CH3/0&/ 2,25 8 22,1
CHy/0k/ 2,45 s 22,8
Bz | 7,4-8,1 m 126,8-138, 1
CO/04/ s 168
CO/Q04/ 169,9
C0/0Bz/ 167

CO/NBz/ 18,3
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Tabulka 8 /pokradovéni/

c-1" 17
c-2° 2,65 m 29
c-3" 2,78 m 29
Cc-4" 171
c-1" 3,7 /t,1/ 66,2
c-2" 4,1 m 61
Prfklad 5

Do 10ml benky se vloZi 20 mg taxolu, 40 mg dicyklo-
hexylkarbodiimidu & 20 mg kyseliny N-karbobenzyl- |\ -sai-
nomdselné. Reaktanty se rozpusti ve 4 ml suchéhoacetonit=
rilu /suchy acetonitril se ziskd prﬁchodem.acetonitrilu
sktivovanym oxidem hlinityn/.Po 30hodinovém michéni
reek&ni sm&si pri teplotd mistnosti se roztok odfiltruje
pro odstran&ni vysréZené dicyklohexylmoZoviny. Rozpous=
t&dlo se pek odstrani ve vekuu a surovy produkt se odd&li
preparativnf TLC s eluci 45355 hexen/ethylacetdt. Ziské
se 19,1 mg /75,9 %/ &istého 2°-N-CBZ- 7\-aminobutyralp
taxolu.

2°- T--Aminobutyryltaxolformiét,se syntetizuje pfi-
davkem 6 mg 2'-N-CBZ;/»-aminobutyryltaxolu k 1,5 ml metha="-
nolu. Po rozpu¥téni CBZ-taxolového derivdtu se piidéd
1 ml kyseliny mraven®i pro vznik 40% roztoku kyseliny mre-
venti v methanolu. Reskce se provadi pridevken 5 mg
5% P4/C k roztoku a jeho mfchénim pFi teplot& mistnosti po
26 hodin. Reakce se ukonZi odfiltrovédnim Pd/C a sudenim
£iltrétu za vekua. Ziské se 2°- 1\-aminobutyryltaxol-for—
midt:



c=0 |
I . el
CHZCHéCHéNHijH' 9
L 0 c=0
|
CsHs

Po n&kolika hodindch NMR a TLC se 2:1:0,02 sm&si
dichlormethanu/ethylacetdtu/methanolu ukazuje, fe 2°-'\ -
eminobutyryltexol-formidt se rozloil zp&t na taxol.

Pr{kled 6

Rozpustnost taxolu ve vod& byla stanovena rozpoulténim
1,6 mg texolu v 10 ml destilovené vody nasycené 1-oktano-
lem v 60ml d&licf ndlevce a potom se pfidd 10 ml t{-okta-
nolu nasyceného destilovanou vodou. Nélevkou se trepe
a ponechéd se stdt asi 30 minut 8% se 0dd&lf orgenicks a
vodné fdze. Frovede se m&feni UV absorpce p#i 228 nm u
vodné vrstvy a/nebo oktanolové vrstvy, oktanolovéd vrstva
se p&tkrdt red{i pied m&itenim.

Postupem vySe uvedenym se stanovi rozpustnosti 0,8
mg sodané soli 2°-//3-sulfo-1-oxopropyl/oxy/taxolu, 0,8
mg sodné soli 2°-//4-//2-sulfoethyl/emino/-1,4-dioxobutyl/-
oxy/texolu a 0,7 mg sodné soli 2°~//34-//3-sulfopropyl/-
amino/-1,4-dioxybutyl/oxy/taxolu vzhledem k taxolu. Vysled-
ky Jjsou uvedeny v tabulce 9:




Tabulka 9
Rozpustnost derivétd taxolu ve vodé vzhledem k taxolu

Sloudenina relativni rozpustnost
taxol 1

sodné sil 2°-)/3=sulfo~i-oxopropyl/-

-oxy/texolu 210

sodnd sil 2°-)/4=//2-sulfoethyl/amino/-
-1,4-dioxybutyl/oxy/texolu 191

sodnd sdl 2°-//4=//3-sulfopropyl/amino/-
-1,4-diooxybutyl/oxy/taxolu 118

7 tabulky 9 je zrejmé, Ze 2 ekryloyltexolovy deri-
vét mé nejvys3i rozpustnost ve vodé a je 210krét rozpustn&j-
51 ve vod® ne¥ taxol. Je tPeba poznamenat, Ze taurin~2f-
sukcinyltaxolovy derivyt mé v&t3{ rozpustnost we vodé neZ
derivét 3-emino-1-sulfopropionové kyseliny a 2%~sukcinyl-
taxolue. Ob& sloudeniny v3ek megd rozpustnosti v&t3{ 100krét
ne% texol. SniZeni rozpustnosquixéfﬁo-1-sulfuprOpionové,ky-
seliny a taxolu je prevd&podobné zpisobeno zvitdenim délky
alkylového PFeté&zce.

P¥{klad 1

I xdy? je zfejmé z pF¥ikladu 1 vyse, Ze dal3f sloule-
niny ze skupiny derivétd gkrylové kyseliny, Jeko je - aniZ
by dochézelo k omezeni na tyto sloufeniny - ekrylové kyse-
lina substituovend v alfa nebo beta poloze alkyly, elkeny,

aryly a cyklickymi sloudeninami, byly piipravenay dalsf derivé-

ty ekrylové kyseliny a taxolu, aby bylo ové&Ffeno, e i dal-
51 derivédty sakrylové kyseliny mohou reagovat s taxolem
stejn¥ jeko ekrylové kyselina.

Taxol /22 mg/ ve vysuSené bance promyté argonem, byl
zpracovén pii 0 Oc g 1 mol roztoku piipraveného z dicyklo-



hexylkarbodiimidu /DCC, 39,9 mg/, kyseliny trens-sloticové
/16,0 mg/ a suchého acetonitrilu /asi 4,0 ml/. Bylo priddno
katalytické mnoZstvi dimethylaminopyridinu /DM AP/, a reakce
byla sledovédna chromatografii{ na tenké vrstvé. Po 15 minu-
tdch byl pfiddm 1 ml /druby podil/ reakdnfho &inidla. Po
asi pil hodin& se smds oh¥eje na 25 °C g ponechd se stdt 1
hodinu. Reekce poskytne 10,4 mg 2°-trens-cinnemoyltaxolu
/v§t8Zek asi 65 %/. NUR spektrum 2°-~trans-cinnemoyltaxolu
Jje uvedeno na obr.2,

Pr{klad 8

Taxol /23 mg/ ve vysuSené bance promyté argonem, byl
zpracovédn p#i 0 °Cs1m roztoku pripraveného ze 43 mg DCC,
10,0 mg kyseliny krotonové a 4 ml suchého acetonitrilu.
Bylo pFidédno katalytické mno¥stvi dimethyleaminopyridinu /DMAP/
a reakce byla sledovéna TIC. Po 15 minutdch byl pifidén druhy
1 ml podil reskiniho &¢inidla a po asi pil hodin& byla sm&s
oh#4ta na 25 °C a ponechéna stét 1 hodinu. Cisti3nf a ane-
lyza potvrzuji syntézu 2°-trans-krotonyltexolu /45 % vyté-
fek/. NMR spektrum 2'—trans-krotonyl%axolu Je uvedeno na obr.
3

P¥r{klad 9

Stejnym postupem jeko v p¥fikladu 1 se taxol pievede na
2'-acyltaxoly uvedené v tabulce 10 reakci{ se vhodnymi kyse-
linemi,

Teploty tdni se m¥ni v zdvislosti na Sistot® ziskané
sloudeniny.
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taxol —7 cx | Ofc
HO I OCOPh
I cYz
"
Cyz
Tabulka 10
Struktury analogld taxolu
Karboxylovd kyseline . 23-acyltaxol
X Y pa X X z
H CE3 H B CH.73 H
033 H H 033 H H
CSH;). H H 06&;). H H
C4H9 H B C439 H B
CSH’1 7 H H CSHl 7 H H
H Cl Cl H Cl Cl
C1 Cl Cl C1 C1l Cl
CN B H CN H B
H CN CN H CN CN
gl CH3 CH3 Cl CH3 CH3
H3 CH3 CH3 ' CH3 CH3 CH3
H

H Csﬁs H B CGHS



PredloZeny vyndélez tak poskytuje nové derivdty taxolu
se zvySenou rozpustnost{ ve vod& ve srovndni s nerivatizoe
vanym texolem, které jsou stabilnf po del¥{ dobu, neZ urdité
drivEjs{ derivdty taxolu, které maji ve vodd zvyZenou roz~
pustnost. Tyto sloudeniny jsou produkovény novymi zplsoby,
které vedou ve vysokych vyté&Zfcich v podstatd k &istym slou-
¢enindm. Charakteristické hodnoty a NMR studie potvrzujf
strukturu a vlastnosti taxolovych derivétl podle piedloZe-
ného vyndlezu. Krom& toho, %e maji vysokou rozpustnost we
vodé a zlepSenou stabilitu, udrZujf si tyto sloudeniny bio=
logickou aktivitu a jsou pouZitelné jako antineoplastickd,
antileukemickd a antikancerogenni prodrugse.

Ekvivalenty ve vod¥ rozpustnych taxolovych derivétd pod-
le pfedloZeného vyndlezu zshrnujf 2°-skryloyl a 2'-0-acyl-
kyselinové derivdty taxolu, které maji jeden nebo vice
vedlej3ich Fet&zcld nebo kruhovych substituentd substituo-
vanych neinterferujicf skupinou /nap¥. substituovanou skupi-
nou, kterd podstatn® nem&ni Z4douci vlastnosti taxolovych
derivdtd podle pPedloZeného vyndlezu./, jeko je substituce
-H, -OH, -OR, =NR, -4 nebo =Y jinou neinterferujfci sku-
pinou, prifemZ vyndlez neni témito pifiklady nikterak ome-
zen.

Z vySe uvedeného je z¥ejmé, Ze existuje mnoho modifi-
kac{ a variaci tohoto vyndlezu. Je proto nutné vychdzet z
toho, Ze vyndlez prakticky miZe byt proveden i Jjinak, neZ Jjek
bylo specificky popséno.




PATENTOVE NAROKY

AAZTS0 ¥ \
AZ3TY A dBd
avyn
1. Taxolovd slouenina obecného vzorce § i
£
76 X T
‘. @508 ‘
1(}0 9¢90
N ‘
N i '
© i
\40
|
CX
It
CYZ
kde

X, ¥ a 2 mohou byt stejné nebo rozdflné a
X, Y a Z jsou vybrény ze skupiny, zshrnujict H, alkyly nebo
a!‘yly.

2. Ve vod& rozpustné taxolovd sloutenina obecného vzorce
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kde:

W, X, Y a Z mohou byt stejné nebo rozdflné a

W, X, Y a Z jsou vybrény ze skupiny, zehrnujfci H, aryly a
alkyly.

3e Sloudenina podle ndroku 2, kterd je ve vod& rozpuste-
n&js1 neZ taxol a udrzuje si nejménd stejnou antineoplas-

tickou aktivitu jako taxol.

4. Derivdty texolu obecného vzorce
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| OH
o AcO\ ﬁ I

H5Cq i
é \
c‘:=0 oH | xd /O
CX=CHY
9
=O
CeHs

kde
X Je vybréno ze skupiny, zehrnujici H, elkyly a aryly a
Y je vybrdno ze skupiny, zshraujfci H, alkyly a aryly.

3. Sloudenina podle ndroku 4, kde X a Y jsou H.

4, Ve vod& rozpustné derivdty taxolu, majic{ obecny vzoreec




kde X je vybrdno ze skupiny,
Y je vybréno ze skupiny,

M je wybrdno ze skupiny,

a smoniové skupinye.
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zehrnujici H, elkyly a aryly,
zashrnujici H, alkyly a aryly a
zehrnujic{ H, alkalické kovy .

Te Slouenina podle nédroku 6, kde

X a¥Y jsou Ha
M je Na,

8. Sloudenina podle néroku 6, kterd je rozpustngjsi

‘ve vod® ne? texol a udriuje
tickou ektivitu: jako teaxol.

si nejmén& stejnou antineoplas-
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