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(54) Nézev vynalezu:
N-deacetylthiokolchicinové derivaty

(57) Anotace:
N-deacetylthickolchicinové derivity obecného vzoree I, kden
znamend celé Lislo 0 a% 8, Y mamend skupinu CH, a v
ptipadé, Ze n = 1 miiZe také znamenat skupinu NH, jscu litky
s antiproliferativnim udinkem, které je moiné pouit ve formé&
farmaceutického prostfedku, ktery rovnéZ tvoii soudast feleni,
k Ié&eni nddorovych onemocnéni nebo revmatoidn{ artritidy.
Soudsst feleni tvofi také pouXiti derivati vzorce I pro vyrobu
uvedenych farmaceutickych prostfedial.
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N-deacetylthiokolchicinové derivaty

Oblast techniky
Vynalez se tyka N—deacetylthiokolchicinovych derivatii s protinddorovym uginkem. Soucdst fe-

Seni tvo¥i rovnéz farmaceuticky prostfedek s obsahem téchto latek a pouziti uvedenych latek pro
vyrobu farmaceutického prostfedku s antiproliferativnim (¢inkem.

Dosavadni stav techniky

Kolchiciny a thiokolchiciny jsou znamé protinadorové latky, které jsou schopné destabilizovat
mikrotubuly interakei s tubulinem.

Kolchicin se v soudasné dob& pouziva pti lédeni zan&tlivych stavi stfeva a piibuznych zanétli-
vych stavia, aviak jeho pouZiti je omezeno na akutni fize vzhledem k jeho vysoké toxicité pro
zaZjvaci soustavu.

Byla studovana fada kolchicinovych a thiokolchicinovych derivatii s ohledem na jejich mozne
pouZiti jako protinadorovych latek, aviak snahy vyzkumnych pracovniki byly aZ dosud nelispés-

né vzhledem k velmi omezenému terapeutickému indexu zkoumanych latek.

Pouze jeden z kolchicinovych derivati, demecolcin byl az dosud pouzivan klinicky pii lédeni
leukémii, aviak s malym tspéchem.

Nyni bylo zji§téno, Ze existuje skupina pribuznych latek s antiproliferativnim G¢inkem, zejména
na buiiky, které maji fenotyp s odolnosti proti celé fadé protinddorovych latek, pfitemZ pomér
G&innosti na citlivé buriky a G¢innosti na odoiné buiiky je pfiblizné 1:1.

Podstata vyndlezu

Podstatu vynalezu tvoii N—deacetylthiokolchicinové derivaty obecného vzorce [

MeO

kde
n znamenad celé &islo 0 az 8,
Y znamena skupina CH; a v pfipadg, Ze n = 1, miiZe také znamenat skupinu NH a Me je methyl.

Sloudeniny podle vynalezu maji vysokou antimitotickou Uc¢innost a souasné maji pfiznivy tera-
peuticky index, takZe je mozno je pouzit pro léZeni riiznych forem nadord a také pro léceni dege-
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nerativni revmatoidni artritidy, které je charakterizovana pfilinou proliferaci a abnormalni mig-
raci leukocyti.

Slouceniny obecného vzorce 1 maji cytotoxicity, srovnatelnou s cytotoxicitou nejiinngjgich pro-
tinadorovych latek, maji viak daleko 3ir§i spektrum aginku, zvla§té proti typiim bunék, které jsou
odolné proti Uéinku znamych latek.

Slouéeniny obecného vzorce I, v némZ Y znamena skupinu CH;, je moZno pfipravit tak, Ze se
necha reagovat N-deacetylthiokolchicin s reaktivnimi derivaty dikarboxylovych kyselin v bezvo-
dych rozpoustédlech. Jako ptiklady vhodnych reaktivnich derivati dikarboxylovych Kyselin je
moZno uvést chloridy, reaktivni anhydridy nebo estery, zviasté N-hydroxysukcinyldiestery, které
Je moino ziskat reakci uvedenych kyselin s N~hydroxysukcinimidem. Reakce se s vyhodou pro-
vadi v rozpoustédle, napfiklad ethyletheru, dioxanu nebo tetrahydrofuranu v pfitomnosti bazi,
napiiklad triethylaminu.

Na druhé strané je mozno sioudeniny obecného vzorce I, v némz Y znamena skupinu NH a n=1
pfipravit tak, Ze se necha reagovat N—deacetylthiokolchicin s N-hydroxysukcinimidem v ptitom-
nosti aminti a kondenza¢nich &inidel, jako dicyklohexylkarbodiimidu DCC ve vhodném aprotic-
kém rozpoustédle, s vyhodu v chlorovaném uhlovodiku jako methylenchloridu nebo chlorofor-
mu. Uvedené latky je také moiZno ziskat jako vedlej§i produkty pki reakci mezi N-hydroxy-
sukcinyldiestery dikarboxylovych kyselin a N—deacetylthiokolchicinem.

Uginnost uvedenych latek byla vyhodnocena na fadé nadorovych bungk, které json odolné proti
fadé O¢innych latek, coz se oznaduje jako fenotyp MDR. Sloudeniny podle vynalezu jsou zvIasté
O¢inné na riizné bunééné linie tlustého stieva typu MDR.

V nasledujici tabulce je jako pfiklad uvedena G&innost dvou sloudenin podle vynalezu, jejich
icinnost je srovnavana s biologickou G&innosti thiokolchicinu a taxolu jako diferen&ni sloudeni-
nou.

Tabulka
Slouéeniny ICs9 nM
MCF7 MCE7-ADRr MCF7-ADRr/MCF7
Tiocol 39 (pf. 1) |12 43 3,58
Tiocol 43 (pf. 4) |21 36 1,71
Tiocol 54 (pf. 2) (2,6 2,8 1,07
Thiokolchicin 0,02 400 20000

Cytotoxicka tinnost byla vyhodnocena podle publikace M. C. Alley a dalgi, Cancer Research
48, 589 az 601, 1998.

Svrchu uvadéna vysoka cytotoxickd uinnost sloutenin podle vynalezu se tyka jak b&zn& citli-
vych bunéCnych linii, tak buné&nych linii, které jsou odolné proti riznym protinadorovym lét-
kam.

Z uvedenych divodi je mozno slouceniny podle vynalezu pouZit k 1é8eni stavd, pfi nich docha-
zi k patologické proliferaci, zejména k lé€eni nadorti rizného piivodu, revmatoidni artritidy nebo
Jjinych degenerativnich patologickych stavii, u nichZ je indikovano podavani antiproliferativnich
latek.
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K tomuto (¢elu budou slou€eniny obecného vzorce I podavany ve formé farmaceutickych pro-
stfedk®, vhodnych pro peroralni, parenteralni, nitrokoZni nebo transdermalni podani. Davky
slouenin obecného vzorce | se budou pohybovat v rozmezi 1 az 100 mg/m’ télesného povrchu
v zavislosti na zpiisobu podani. Slouceniny se budou s vyhodou podavat peroralng.

Jako piiklady vhodnych farmaceutickych prostfedki je mozno uvést kapsle, tablety, krémy, roz-
toky nebo granulaty.

Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasiedujicimi piiklady, které viak nemaji slouzit
k omezeni rozsahu vynélezu.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1
Piiprava slougeniny vzorce I, v némz Y znamena CH, a n=2 (Tiocol 39)

100 mg, 0,27 mmol N—deacetylthiokolchicinu s molekulovou hmotnosti 373 g/mol se rozpusti
v 6 ml bezvodého dioxanu p#i teploté mistnosti pod dusikem. Pak se pfida 46 mg, 0,135 mmol
kyseliny adipové, aktivované ve formé N-hydroxysukcinyldiesteru a 40 pl, 0,27 mmol bezvodé-
ho triethylaminu s molekulovou hmotnosti 101 g/ml a hustotou 0,726 g/ml. Smés se mich4 48 ho-
din pod dusikem pfi teploté mistnosti a analyzuje se pomoci TLC pii pouZiti smési chloroformu
a methanolu 95:5. Rozpoustédlo se odpati a produkt se izoluje rychlou chromatografii na oxidu
kiemic¢itém pfi pouZiti smé&si chloroformu a methanolu 75:1. Vytézek je 85 %.

Priklad 2
Ptiprava slougeniny vzorce 1, v némz Y znamena NH a n=1, (Tiocol 54)

K roztoku 1 g deacetylthiokolchicinu ve 40 ml bezvodého methylenchloridu se pfida 154 mg N-
hydroxysukcinimidu, 276 mg DCC a 476 pl diisopropylethylaminu. Smés se vaii alespoi 2 dny
v dusikové atmosféfe pod zpétnym chladi¢em. Priibéh reakce se sleduje pomoci TLC pfi pouZiti
smési methylenchloridu a ethanolu 95:5. Pak se smés odpafi na maly objem, ktery se rozpusti
v ethylacetatu. Produkt se necha krystalizovat a pak se dale &isti rychlou chromatografii pfi
pouziti sm&si ethylacetatu a hexanu 7:3 nebo methylenchloridu a ethanolu 95:5. Timto zpisobem
se ziska 500 mg produktu.

'H NMR (DMSO-d6-300 MHz): 8,80 d, 7,82 br s, 7,75 — 7,60 s, 7,37, 7,18, 6,59, 4,90 m,
4,66 m, 4,52 dd, 3,96 s ppm. “C-NMR (CDCLy), 182,5, 181,9, 172,2, 158,0, 175,5, 157,1, 153,38,
153,7, 153, 152,3, 151,3, 151,2, 141,6, 141,5, 139,4, 139,3, 135,5, 135,5, d, 134,8, 134,7, 129,0,
128,4 (d). MS (m/e) 866,4 [(M+Na)+].

Priklad 3

Pfiprava sloudeniny vzorce I, v némz Y znamena CH, a n=6 (Ticcol 33)

200 mg, 0,54 mmol N—deacetylthiokolchicinu s molekulovou hmotnosti 373 g/mol se rozpusti ve
12 ml bezvodého dioxanu pod dusikem pii teploté mistnosti. Piida se 91,8 mg, 0,27 mmol kyseli-

ny sebakové, aktivované formou N-hydroxysukcinyldiesteru s molekulovou hmotnosti 396 g/mol
a 75 pl, 0,54 mmol bezvodého triethylaminu s molekulovou hmotnosti 101 g/mol a hustotu
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0.726 g/ml. Smés se micha 48 hodin pod dusikem pfi teploté mistnosti a priibéh se sleduje pomo-
¢i TLC s pouzitim chloroformu a methanolu 95:5, po 20 hodinach se smés zahfeje na 50 °C
a rozpouitédlo se odpaii. Surovy reaké&ni produkt se &isti rychlou chromatografii na oxidu kiemi-
¢itém, jako eluéni Cinidlo se uZije smés chloroformu a methanolu 40:1, &im% se ziska 30 mg smé-
si vysledné latky s Rf'=0,3 a slougeniny z piikladu 2.

Ptiklad 4
Ptiprava slouCeniny vzorce [, v némz Y znamena CH; a n=0 (Tiocol 43)
Postup A

190 mg, 0,512 mmol N-deacetylthiokolchicinu s molekulovou hmotnosti 373 g/mol se rozpusti
v 6 ml bezvodého dioxanu pod dusikem pfi teploté mistnosti. Ptida se 80 mg, 0,256 mmol kyseli-
ny jantarové, aktivované ve formé& N-hydroxysukcinyl diesteru s molekulovou hmotnosti
312 g/mol a 70 ul, 0,512 mmol bezvodého triethylaminu s molekulovou hmotnosti 101 g/mol
a hustotou 0,726 g/ml. Smés se micha 48 hodin pfi teploté mistnosti pod dusikem a priib&h reakce
se sleduje pomoci TLC pfi pouziti smési chloroformu a methanolu 95:5. Rozpoustédlo se odpafi,
odparek se smisi s ethylacetatem k odstranéni zbyvajiciho N-deacetylthiokolchicinu a triethyl-
aminu (produkt je v tomto rozpoustédle nerozpustny). Vytézek je 45 %.

Postup B

100 mg, 0,21 mmol N—deacetyl-N—sukcinylthiokolchicinu s molekulovou hmotnosti 473 g/mol
se rozpusti v 8 ml bezvodého methylenchloridu pod dusikem pfi teploté mistnosti. Prida se
93 mg, 0,21 mmol BOP (benzotriazol-1—yl-oxy—tris(dimethylamino)fosfonium hexafluorfosfat)
s molekulovou hmotnosti 442,3 g/mol a 60 pl, 0,42 mmol bezvodého triethylaminu s molekulo-
vou hmotnosti 101 g/ml a hustotou 0,726 g/ml. Po 10 minutich se ke smési pfida je§té 80 mg,
0,42 mmol N—deacetylthiokolchicinu s hustotou 0,726 g/m! a smés se mich4 48 hodin pii teploté
mistnosti pod dusikem, pribéh reakce se sleduje pomoci TLC pii pouziti chloroformu a metha-
nolu 95:5. Rozpoustédlo se odpafi a odparek se smisi s ethylacetitem k odstranéni zbyvajiciho
N—deacetylthiokolchicinu a triethylaminu (produkt je v tomto rozpouitédle nerozpustny). Vyts-
Zek je 45 %.
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PATENTOVE NAROKY

1. N-deacetylthiokolchicinové derivaty obecného vzorce |

kde

n znamend celé &islo 0 az &,

Y znamena skupinu CH, a v pfipadg, Ze n = 1, miZe také znamenat skupinu NH a Me je methyl.
2. Derivaty podle naroku 1, obecného vzorce I, v némZ Y znamena CH,.

3. Derivaty podle naroku 1, obecné¢ho vzorce I, v ném2 Y znamena NH.

4. Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se tim, Ze jako u€innou slozku obsahuje
derivaty podle naroki 1 az 3.

5. Pouziti derivati podle naroku 1 aZ 3 pro vyrobu farmaceutického prostiedku pro léCeni
nadorti a revmatoidni artritidy.

Konec dokumentu
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