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(57) Anotace:

Derivéty kolchicinu obecnych vzorct I a II, v nichz R
znamena methoxy- nebo methylthioskupinu a R, znamena
methylovou, izopropylovou, cyklopentylovou nebo
sukcinylovou skupinu, pfi¢em2 v pfipadé, kdyZ R znamen4
methoxyskupinu, ma R, vyznam odliny od methylové
skupiny, maji antiproliferativni, antineoplasticky a
protizanétlivy tcinek, a je mozno je ve formé farmaceutického
prostfedku, ktery rovnéZ tvofi soudast fedeni, pouZit k 1é&eni.
Popsan je rovnéz zpiisob vyroby movych derivati kolchicinu.

11

CZ 294365 B6



10

15

20

25

30

35

40

CZ 294365 B6

Derivaty kolchicinu, zpiisob vyroby a farmaceuticky prostiedek

Oblast techniky
Vynalez se tyka kolchicinovych derivatu s antiproliferativnim, antineoplastickym a protizanétli-

vym G¢inkem, zpisobu vyroby téchto latek a farmaceutického prostiedku, ktery tyto latky
obsahuje.

Dosavadni stav techniky

Kolchicin je znamy pseudoalkaloid, Siroce uzivany velmi dlouhou dobu pfi Ié&eni dny, pfi tomto
pouziti pisobi velmi rychle a specificky, nemize viak byt pouzivan po delsi dobu vzhledem ke
své toxicité. Kolchicinovy derivat thiokolchikosin se Siroce uziva pfi lé¢eni kontraktur a zanétli-
vych stavi kosternich svali. Mimoto je kolchicin velmi G¢inna protinadorova latka, ktera plsobi
blokovanim tvorby mitotického vietena v prabéhu déleni bunék. Toto hledisko bylo podrobeno
podrobnym zkou$kam, byly zkoumany antineoplastickd Gcinnost piibuznych latek ak uvede-
nému UGcelu byla pripravena velka fada kolchicinovych derivati. Kolchicin jako takovy a fada
jeho derivatd nemohou byt uzivany klinicky vzhledem k vysoké toxicité a tim pfili§ vysokému
riziku ve srovnani s pfiznivym uc¢inkem. Pouze jeden kolchicinovy derivat demokolcin se
v nékterych pripadech uziva k 1éCeni uréitych forem leukemie.

Bylo by zapotiebi mit k dispozici antineoplastické latky, u nichz by bylo sniZzeno riziko ve
srovnani s priznivym u¢inkem, to znamend, Ze by antineoplastické latky mély mit vysokou
lé¢ebnou G¢innost a malé nebo Zadné vedlejsi Gcinky.

Dalsi problém, spojeny s pouzivanim antineoplastickych latek spociva v odolnosti k pouzitému

derivatu u specifickych fenotypi.

Nyni bylo neoCekavané zjisténo, Ze nékteré kolchicinové derivaty maji vysokou cytotoxickou
ucinnost jak na nadorové buiiky, tak na odpovidajici odolnost fenotyp MDR.

Bylo zjisténo, Ze tyto latky Géinné indukuji apoptosu, pti¢emz jejich Glinek je vyznamné vys$si
nez udinek znamych latek. Vzhledem k jejich lipofilnim vlastnostem jsou uvedené latky zvlaste
dobfe biologicky dostupné po peroralnim podani, je vSak mozno je podavat také parenteralné
i mistné.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvofi derivaty kolchicinu obecného vzorce |

IHO

CMe (),

OMe
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kde
R znamena methoxyskupinu nebo methylthioskupinu,

R, znamend methyl, izopropyl, cyklopentyl nebo sukcinyl, pti¢emz v ptipadé, Ze R znamena
methoxyskupinu, ma R, vyznam, odli$ny od methylové skupiny a

Me znamena methyl.

Derivaty obecného vzorce I je mozno pfipravit tak, Ze se vychazi z ptirodnich latek kolchicinu
nebo thiokolchicinu nebo z jejich C3—derivatt, bézné dodavanych nebo ziskatelnych postupy,
uvedenymi v literatufe. Jak je v literatufe popsano, je mozno C3—derivaty piipravit tak, Ze se
3-O—dimethylderivat necha reagovat s alkyl- nebo acylhalogenidem. Hydrolyza t&chto slou¢enin
plsobenim vodnych roztokd silnych anorganickych kyselin dovoluje selektivné piipravit
zménami teploty a reakéni doby odpovidajici N—deacetylové derivaty. Deacetylaci thiokolchicinu
nebo jeho C3—derivatu je mozno uskuteénit tak, Ze se na vychozi latku pisobi kyselinou,
v pfipadé thiokolchicinu je mozno hydrolyzou s pouZitim halogenovanych kyselin nebo s vyho-
dou pisobenim 20% roztoku kyseliny sirové na 120 hodin ziskat N—deacetylthiokolchicin a 3—
demethyl-N-deacetylthiokolchicin v témé&F kvantitativnim vytézku.

N—deacetylové derivity je mozno nechat reagovat s 4—formyl-1-methylpyridinium—p—toluen-
sulfondtem a 1,8—diazabicyklo/5.4.0/undec—7—enem DBU, ¢&imz se ziskaji derivaty obecného

vzorce l.

V piipadé, ze se N-deacetylové derivaty nechaji reagovat s 2,3-di-terc-butyl-1,2-benzo-
chinonem, ziskaji se slou¢eniny obecného vzorce Il

R, O N (II1),

kde R a R, maji svrchu uvedeny vyznam.

Slou¢eniny obecného vzorce Il rovnéz tvofi soudast podstaty vynalezu.

Derivaty podle vynalezu maji vyzna¢ny antineoplasticky i&inek in vitro i in vivo.

V nasledujici tabulce je shrnuta antimitoticka u¢innost derivatd podle vynélezu na péstovanych

explantatech nadoru mlééné zlazy, a to normalnich (MCF-7) nebo rezistentnich na adriamycin
1 vinblastin (MCF-7-ADR), G¢innost je srovnana s u¢innosti kolchicinu a taxolu.
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Tabulka
slou¢enina ICsp (nM)
MCF7-ADR MCF-7 MCF7-ADR/MCF7

Kolchicin 12,000 1,8 6,600
sloucenina la 15 6,2 2,4
slouéenina Ib 40 23 1,7
sloudenina Ila 52 17 3,0

Taxol 2,400 2,3 1,043

Z tabulky je zfejmé, Ze derivaty podle vynélezu jsou vyznamné vyhodnéjsi u rezistentnich bunéc-
nych linii, které jsou v soucasné dobé hlavnim terem pilisobeni cytotoxickych farmaceutickych
prostiedka.

-----

degenerativni rheumatoidni artritidy a podobnych stavii a je mozné je zafadit do farmaceutickych
prostiedka pro lé¢eni uvedenych chorob. Béznym zpiisobem je mozno pripravit prostiedky pro
nitroZilni, peroralni, transdermalni a epikutanni podani.

Z pomocnych latek, vhodnych pro vyrobu farmaceutického prostfedku s obsahem derivatu podle
vynalezu jsou zvlasté vhodné ptirodni a syntetické fosfolipidy pti pfipravé liposomovych forem,
uréenych pro parenteralni a/nebo mistni podani. Prostfedky jsou Géinné napfiklad pfi mistnim
léceni koznich epitheliomi a u jinych hyperproliferativnich stavii pokozky, naptiklad pfi lupence.
V piipad€, Ze je pozadovan specificky antineoplasticky u¢inek, je mozno pouzit kromé
fosfolipidii, které umozni podavani derivatid ve formé liposomi také smacedlo, napiiklad
polyethoxylovany ricinovy olej nebo polysorbaty, piisobici synergicky s uginnou slozkou. Uginna
latka se s vyhodou mikronizuje ke snadnéjSimu rozpusténi ve vodé. Pfekvapivé ucinnou a velmi
vhodnou formou je komplex derivatu podle vynalezu s cyklodextrinem.

Pti onkologickych indikacich se derivaty podle vynalezu uZivaji v davkach 1 a2z 100 mg/m’.
Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicimi priklady, které v8ak nemaji v Zddném

smeésu slouzit k omezeni rozsahu vynalezu.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

Ptiprava thiokolchikonu z N-deacetylthiokolchicinu
(Ia: R = SMe, R, = Me)

100 ml methylenchloridu a 30 ml DMF se smisi pod dusikem a pak se pfidaji 4 mg, 10,7 mmol
deacetylthiokolchicinu s molekulovou hmotnosti 373 a 24,2 g 15 mmol 4—formyl-1-methyl-
pyridinium—p—toluensulfonatu s molekulovou hmotnosti 279 a smés se vaii 3 hodiny pod zpét-
nym chladi¢em nebo se vaii tak dlouho, az dojde ke spotiebovani aminu. Pak se roztok zchladi na
0 °C a po kapkach se pfida 1,94 g, 12,8 mmol DBU s molekulovou hmotnosti 152, ¢imz se barva
roztoku zméni na tmavélervenou. Po 15 minutich se pfidd jest¢ 150 ml vodného roztoku
kyseliny Stavelové, smés se necha reagovat pies noc a pak se opakované extrahuje methylen-
chloridem, extrakty se spoji, vysusi siranem sodnym a rozpoustédlo se odpaii do sucha. Odparek
se necha krystalizovat z ethylacetatu, vytézek je 78 %. Thiokolchikon ma teplotu tani 212 °C
a nasledujici fyzikalné—chemické a spektroskopické viastnosti.
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MS (E.L): 372 m/z (35%) — 344 (55%) — 329 (6 %) — 311 (13%) — 301 (4%) — 287 (8 %) — 267
(4%) - 243 (4%) — 215 (4%) — 84 (64%) — 49 (100%).

'H-NMR (300 MHz, CDCl;)

ppm
2,45
2,68
2,81
2,95
3,11
3,57
3,88
3,90
6,56
6,96
7,07
7,27

*C-NRM (300 MHz, CDCl;):

molt
S
ddd
ddd
ddd
ddd=td
s

w wn o wvw own

AB
AB

int
3H
1H
1H
1H
1H
3H
3H
3H
1H
1H
1H
1H

typ
SME

H-5¢q
H-6ax
H-6eq
H-5ax
OMe
OMe
OMe
H-4
H-8
H-11
H-12

J(Hz)

13,4
16,6
16,6
13,1

10,2
10,2

J(Hz)

4,8
13,4
5,5
13,5

J(Hz)

1,9
4,8
1,9
5,6

15,8 ppm (SMe) — 30,0 (C-5) — 48,0 (C—6) — 56,7 (OMe-3) — 61,8 (OMe-2) — 61,8 (OMe-1) —
107,8 (C—4) - 125,3 (C-12b) — 127,0 (C-11) — 130,7 (C-8) — 134,4 (C—4a) - 136,1 (C—12a) —
136,5 (C-12) - 142,3 (C-2) — 150,4 (C—1) — 152,6 (C~Ta) - 154,6 (C=3) — 160,7 (C—10) — 182,9
(C-9) - 206,2 (C-7).

Priklad 2

Priprava kolchikonu z N~deacetylkolchicinu

(Ib: R=0Me, R, = Me)

3,58 g N—deacetylkolchicinu se zpracovava zpisobem podle pfikladu 1, ¢imz se ziska 2,6 g

kolchikonu s nasledujicimi fyzikalné—chemickymi a spektroskopickymi vlastnostmi.

MS (E.I): 356 m/z (100%) — 328 (95%) — 313 (25 %) — 300 (22%) — 285 (18 %) — 271 (26%) —
253 (13%) — 238 (8%) — 227 (13%) — 199 (16%) — 171 (11%).

'H-NMR (300 MHz, CDClL)

ppm
2,67
2,82
2,95
3,11
3,55
3,86
3,87
4,00
6,54
6,85
7,12
7,24

molt
ddd
ddd
ddd
ddd

Qv o v un unun

int
1H
th
1H
1H
3H
3H
3H
3H
IH
1H
1H
1H

typ
H-58
H-63
H-6a
H-5a
OMe-1
OMe-2
OMe-3
OMe-10
H-4
H-11
H-8
H-12

J(Hz)

13,7
16,6
16,6
13,7

10,7

10,7

J(Hz)
5,0
13,6
5,4
13,6

J(Hz)
2,2
5,0
2,2
5.4



20

25

30

35

CZ 294365 B6

BC-NMR (300 MHz, CDCl,):

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

Ptiklad 3

Pfiprava kondenza¢niho produktu thiokolchicinu a 3,5—direrc-butyl-1,2-benzochinonu
(Ila: R = SMe, R, = Me)

500 mg, 1,34 mmol deacetylthiokolchicinu s molekulovou hmotnosti 373 a 590 mg, 2,69 mmol
3,5—diterc-butyl-1,2-benzochinonu s molekulovou hmotnosti 220 se rozpusti v 50 ml methanolu
za atmosférickych podminek.

Reakce se sleduje pomoci TLC pfi pouziti smési methylenchloridu a acetonu 30 : 1, pfiblizné po
18 hodinach se rozpoustédlo odpafi ve vakuu.

Teply surovy produkt se rozpusti v jednom objemu ethylacetatu, pfida se 1 az 1,5 objemu hexanu
a smés se zchladi v ledu. Produkt se oddéli filtraci, vyté€zek je 70 %. Vysledny derivat ma teplotu
238 °C za rozkladu a nasledujici fyzikalné—chemické a spektroskopické charakteristiky.

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

'H-NMR (300 MHz, CDCl;)

ppm molt int typ J(Hz) J(Hz)
1,30 s 9H tBu

1,40 $ %h tBu

2,45 S 3H SMe

3,05 dd 1H H-5 14,0 4,0
3,30 dd 1h H-5 14,0 4,0
3,55 S 3H OMe

3,85 3 3H OMe

3,87 s 3H OMe

3,86 t IH H-6 4,0

6,65 s 1H H-4

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

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

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

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

7,33 s 1H H-8

BC-NMR (300 MHz, CDCl):

15,71 ppm (SMe) - 30,33 (C(CHs)s) — 31,95 (C(CHs);) — 34,96 (C(CHs);) — 35,25 (C(CHs)s) —
36,60 (C-5) — 56,41 (OMe-3) — 61,81 (OMe-1) — 61,64 (OMe-2) — 76,47 (C-6) ~ 109,80
(C—4) — 123,56 (C-5") — 124,61 (C=3") — 125,75 (C~12b) ~ 126,80 (C-11) - 132,28 (C—4') —
133,58 (C—6') ~ 135,13 (C-8) — 135,47 (C—a) — 136,10 (C=12) — 137,01 — (C-12a) — 142,35
(C=2) - 143,21 (C-7a) — 144,88 (C-2') — 147,19 (C-1") - 152,06 (C~1) — 153,78 (C-3) — 159,85
(C-10) — 164,68 (C-7) — 182,26 (C=9).
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Priklad 4

Pfiprava tablet s obsahem derivatu vzorce la

slozka mnozstvi vmg
derivat Ia 25
laktéza 47
mikrokrystalicka celul6za 20
zesiténa sodna sul karboxymethylcelulézy 5

koloidni oxid kfemigity
mastek
stearan hofe¢naty

Priklad 5

1
1
1

Priprava krému, obsahujiciho liposomy s obsahem derivatu vzorce Ila

slozka mnozstviv g
slouCenina Ila 0,20
fosfatidylcholin 20,00
cholesterol 0,50
butylhydroxytoluen 0,01
95% ethanol 8,00
hydrogenedetat sodny 0,15
imidazolidinyl mo&ovina 0,30
dehydroacetat sodny 0,20
hydroxyethylcelul6za (Natrosol 250 HHX-Aqualon) 2,00
destilovana voda 67,75
Piiklad 6

Priprava injekéniho roztoku s obsahem derivatu la

slou€enina Ia 15 mg
PEG-660-12-hydroxystearat 2500 mg
propylenglykol 1000 mg
alkohol do 5 ml.
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PATENTOVE NAROKY

1. Derivéty kolchicinu obecného vzorce |
FIC

CMe / \

OMe

kde
10 R znamena methoxyskupinu nebo methylthioskupinu,

R, znamena methyl, izopropyl, cyklopentyl nebo sukcinyl, pfi¢emz v pfipad¢, ze R znamena
methoxyskupinu, ma R, vyznam, odli$ny od methylové skupiny a

15 Me znamena methyl.
2. Derivaty kolchicinu podle naroku 1 obecného vzorce I, v némz R znamena methoxyskupinu.

3. Derivaty kolchicinu podle naroku 1 obecného vzorce I, vnémz R znamena methylthio-
20 skupinu.

4. Derivaty obecného vzorce 11

R, O N (1D,

OMe 0

R

kde R, R; a Me maji vyznam, uvedeny v naroku 1.
25
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S.  Derivaty podle naroku 4 obecného vzorce I, v némz R znamena methoxyskupinu.
6. Derivaty podle naroku 4 obecného vzorce II, v némz R znamena methylthioskupinu.

7. Zpusob vyroby derivati kolchicinu obecného vzorce I podle naroki 1 az3,vyznacéuji-
ci se tim, Ze se necha reagovat N—deacetylkolchicin nebo N—deacetylthiokolchicin se 4—
formyl-1-methylpyridinium—p—toluensulfonatem a 1,8—diazabicyklo/5.4.0/undec—7—enem.

8. Zpisob vyroby derivati podle naroki 4 a2z 6, vyznadujici se tim, Ze se necha
reagovat N-deacetylkolchicin nebo N-deacetylthiokolchicin s 3,5-di~terc-butyl-1,2-benzo-
chinonem.

9. Derivaty podle narokt 1 aZ 6 pro pouziti k Ié&ebnym uéeliim.

10. Pouziti derivatd podle narokii 1 az 6 pro vyrobu farmaceutického prostfedku s antineo-
plastickym nebo antiproliferativnim a&inkem.

11. Pouziti derivatu podle naroki 1 az 6 pro vyrobu farmaceutického prostiedku s proti-
zanétlivym a antiartritickym a¢inkem.
12. Farmaceuticky prostfedek, vyznaéujici se tim, Ze jako Ginnou slozku obsahuje

derivat podle nékterého z naroka 1 az 6.

13. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 12, vyzna&ujici se tim, Ze je upraven pro
parenteraini podani.

14. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze ma formu,
vhodnou pro enteralni podani.

15. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 12, vyznadujici se tim, ¢ ma formu,
vhodnou pro mistni podani.

16. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 13 nebo 15, vyznadujici se tim, Ze je
zpracovan na formu liposomd.

17. Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z naroki 12 az 16, vyznadujici se tim,
Ze jako pomocnou latku obsahuje smacedla, napfiklad polyethoxylovany ricinovy olej nebo poly-
sorbitan.

18. Farmaceuticky prostfedek podle nékterého z narokli 12 az 16, vyznadujici se tim,
Ze obsahuje ¢innou slozku ve formé jejiho komplexu s cyklodextrinem.

Konec dokumentu
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