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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania reaktywnych estrowych pochodnych (S)-(+)-
-kamptotecyny, mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu nowotworéw.

(S)-(+)-Kamptotecyna (CPT) jest jedna z bardzo perspektywicznych substanciji o wtasciwosciach
przeciwnowotworowych. Jest ona zmodyfikowanym monoterpenowym alkaloidem indolowym wyizolo-
wanym po raz pierwszy w 1966 r., z drewna i kory Camptotheca acuminata (Nyssaceae), drzewa po-
chodzacego z Chin. Czasteczka CPT posiada konfiguracje S przy atomie wegla Czo. Ten fragment cza-
steczki odpowiada za doskonate wtasciwosci przeciwnowotworowe. |Izomer R jest farmakologicznie nie-
aktywny [Chavan S.P. i Venkatraman M.S., Arkivoc 2005, 165-169]. Wzér 1 przedstawia strukture CPT
wraz z numeracja atomow.

Wzér 1

CPT jest stosunkowo tatwo dostepnym naturalnym produktem o dobrze poznanym mechanizmie
dziatania in vitro. Badania in vivo pokazuja, ze CPT odznacza sig istotng aktywno$cia przeciwnowotwo-
rowa w badaniu na myszach obciazonych ludzkimi formami raka: ptuc, macicy, piersi, trzustki oraz zo-
tadka. Niska toksycznos¢ wobec normalnych komdérek w stanie spoczynku to zastuga mechanizmu dzia-
tania ograniczajacym sie do fazy S cyklu komérkowego [Lee N-J. i inni, Polym. Int. 2003, 52, 1339-
1345]. Jak wiadomo, dziatanie cytostatykow polega m.in. na zaburzeniu cyklu komérkowego i powodo-
waniu $mierci komorki lub zahamowaniu jej podziatéw i rozwoju. Cytostatyki ze wzgledu na mechanizm
dziatania mozna podzieli¢ na nastepujace grupy: leki alkilujace, inhibitory mitozy, inhibitory topoizome-
raz, antybiotyki cytostatyczne i antymetabolity. Sposréd lekéw nalezacych do inhibitoréw topoizomeraz
rozrézniamy cytostatyki oddziatywujace na topoizomeraze | i topoizomeraze |l [The Pharmacological
Basic of Therapeutics, Goodman & Gilman 2011 (12th Edition), Janiec W., Kompendium Farmakologii,
Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 2008]. CPT i jej pochodne CPT hamuja dziatanie topoizo-
merazy |, ktéra jest wymagana do replikacji DNA i transkrypcji RNA w komérkach [Wu S-F. i inni, Mole-
cules 2008, 13, 1361-1371)]. CPT stabilizuje indukowany przez topoizomeraze | rozpad nici DNA, po-
ciagajac za soba zapobieganie ponownemu potaczeniu sie nici DNA, co prowadzi do natychmiastowe;j
apoptozy komérki. W konsekwencji wydtuzona inhibicja topoizomerazy | jest uznawana za jeden z naji-
stotniejszych czynnikéw wptywajacych na aktywnosc¢ terapeutyczna CPT [Wu S-F. i inni, Molecules
2008, 13, 1361-1371].

Ponadto, CPT okazuje sie rowniez stabym inhibitorem replikacji wirusa HIV oraz wirusa konskiej
anemii, podczas gdy jej pochodna 9-nitrokamptotecyna wykazuje dziatanie inhibicyjnie na replikacje
wirusa HIV-1 w $wiezo zainfekowanych komérkach monocytéw.
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Ograniczeniem w stosowaniu CPT jest jej toksyczno$¢ wzgledem réznych organdw lub uktadéw
powodujaca koniecznos¢ zmniejszenia wielkos¢ dawki, a z drugiej strony staba rozpuszczalnos¢ CPT
w wodzie i ptynach ustrojowych. Czasami dyskutowana jest takze mata stabilno$¢ pierécienia laktono-
wego w strukturze CPT, prowadzaca do jego otwarcia z wytworzeniem ugrupowan karboksylowych
i hydroksylowych. W celu zredukowania tych problemoéw podjeto badania nad synteza i stosowaniem
w terapii licznych analogéw i pochodnych CPT. Najpowszechniej spotykanymi analogami CPT, w kto-
rych podstawione sg atomy wodoru przy atomach wegla numer 7, 9, 10 lub/i 11 s3a topotekan [Patent
USA nr 7 547 785], irinotekan [Patent USA nr 7 683 170], exatekan [Patent USA nr 5 834 476] oraz inne
pochodne podstawione w tych pozycjach [Patenty USA nr 8 685 997, 8 592 588, 7 687 487, 7 655 640]
posiadajace lepsza rozpuszczalno$é w wodzie, bedace mniej toksyczne lub charakteryzujace sie innymi
cechami wspomagajacymi terapie lub diagnostyke. Np. topotekan potsyntetyczny analog CPT jest efek-
tywny w leczeniu wieloogniskowej leukoencefalopatii [Li Y-Y i inni, Molecules 2010, 15, 138—148].

Oproécz tego w literaturze patentowej opisane sa koniugaty CPT tworzone przez wiazanie estrowe
z grupa hydroksylowa przy atomie wegla 20. Przyktadem moga by¢ zwiazki zbudowane z czasteczki
CPT zwigzanej przez ugrupowanie estrowe tacznikiem do przeciwciat lub ich fragmentéw, stanowiacych
ugrupowanie sterujace koniugatem w kierunku chorych komérek [Patenty USA nr 8 877 901,8 834 886,
8 617 558]. Dodatkowo opisane sg takie estry CPT, ktére posiadajg rowniez podstawniki przy atomach
wegla numer 7, 9, 10, 11 lub/i 12 [Patenty USA nr 8 779 138, 6 855 720, 6 492 335, RE39 707] taczac
w sobie rézne wtasciwosci lub funkcjonalno$ci, np. zwiekszong wodorozpuszczalnos¢ [Patenty USA nr
9 006 439, 5 646 159], lepsza stabilizacje pierscienia laktonowego [Patent USA nr 6 218 399], obnizona
toksycznos¢ [Patent USA nr 7 700 612] lub mozliwo$¢ wykorzystania w radioterapii sprzezonej z che-
mioterapig [Patent USA nr 8 563 537].

Odrebna grupe koniugatéw CPT stanowig jej potaczenia z polimerami. Skoniugowanie CPT i po-
limeru biodegradowalnego czy bioresorbowalnego daje m.in. mozliwos¢ zwiekszenia jego hydro- lub
lipofilowosci, mozliwos¢ przedtuzenia trwatosci, zaprogramowania dystrybucji, absorpcji i kinetyki uwal-
niania. Pomimo licznych prob, do chwili obecnej opracowano bardzo niewiele rozwiazan tego typu.
Znaczna wiekszo$¢ to koniugaty, w ktérych na jeden tancuch polimerowy przypada zaledwie 1 lub 2
czasteczki CPT przytaczone do konca(éw) fancucha polimerowego. Otrzymano m.in. koniugaty CPT
z glikolem polioksyetylenowym [Fleming A.B i inni, Biocorjugate Chem. 2004, 15, 1364-1375; War-
necke A. i Kratz F., Biocor,jugate Chem. 2003, 14, 377-387; Greenwald R.B. i inni, Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2003, 11, 2635-2639], poli(kwasem glutaminowym) [DeVries P. i inni, J. Med. Chem. 2003, 46,
190-193; Singer J.W. i inni, J. Control. Release 2001, 74, 243-247], B-cyclodekstrynami [Cheng J. J.
i inni, Biocorjugate Chem. 2003, 14, 1007-1017], poli[N-(2- hydroksypropylo)metakrylamidem] [Caiolfa
V.R.iinni, J. Control. Release 2000, 65, 105—-119], poliacetalami lub/i poliketalami [Patent USA nr 8 491
880], poli[(N-karboksybutylo)-L-aspartamidem] [Fan N. i inni, Colloids and Surf. B Biointerfaces 2010,
75, 543-549; Zhang W. i inni, Colloids and Surf. B Biointerfaces 2010, 81, 297-303], poliamidoaminami
[Fan H. i inni, Polymer 2010, 51, 5107-5114] poli(metakrylanem 2-fosforylocholinooksyetylu) [Chen X.
i inni, Biocor.jugate Chemistry 2009, 20, 2331-2341] czy z poliestrami [Parrish B. i Emrick T., Biocor ju-
gate Chemistry 2007, 18, 263-267; Sobczak M. i inni, J. Macromol. Sci., Part A Pure Appl. Chem. 2014,
51, 254-262).

Celem wynalazku byto opracowanie sposobu otrzymywania reaktywnych estrowych pochodnych
CPT, ktére ze wzgledu na grupy funkcyjne obecne w ich strukturze sg monomerami zdolnymi do poli-
meryzacji rodnikowej, ktéra jest jedna z najprostszych metod polimeryzacji i w wyniku reakcji (ko)poli-
meryzacji rodnikowej moga tworzy¢ wielkoczasteczkowe koniugaty CPT, w ktérych na jedng czasteczke
polimeru przypada wiele czasteczek CPT.
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Sposdéb otrzymywania reaktywnych estrowych pochodnych CPT o wzorze ogdlnym 2.

Wzér 2

gdzie:
R =H lub CHs,

polega na tym, Ze nadmiar halogenku kwasu akrylowego lub halogenku kwasu metakrylowego
poddaje sie reakcji nieréwnowagowej estryfikacji z posiadajaca trzeciorzedowa grupe hydroksylowa
czasteczka CPT, prowadzonej w nieprotonowym polarnym rozpuszczalniku organicznym mogacym za-
wiera¢ w swojej strukturze oprocz atomoéw wegla, wodoru i tlenu réwniez atomy chloru, bromu oraz
azotu nie wykazujacym mieszalnoéci z woda i zdolnym do rozpuszczenia gtéwnego produktu reakcji
oraz wszystkich reagentow poza CPT. Reakcje mozna prowadzi¢ opcjonalnie w obecno$ci hadmiaru
molowego wzgledem CPT odczynnika wigzacego chemicznie produkt uboczny estryfikacji oraz opcjo-
nalnie w obecnosci katalizatora. Stosuje sie co najmniej rGwnomolowa wzgledem ilosci grup halogenku
kwasowego ilos¢ odczynnika wiazacego chemicznie produkt uboczny estryfikacji, przy czym produktem
ubocznym estryfikacji jest halogenowodér a odczynnikiem wiazacym chemicznie halogenowoddr sa
trzeciorzedowe aminy lub wieloaminy alifatyczne, aromatyczne lub alifatyczno-aromatyczne w ilosci od
100 do 500% molowych wzgledem grup halogenku kwasowego, przy czym najpierw z naczynia reak-
cyjnego ewakuuje sie gaz i wypetnia je gazem obojetnym czynno$¢ te powtarzajac od 1 do S razy.
Nastepnie do naczynia wprowadza sie osuszony rozpuszczalnik, CPT oraz czynnik wiazacy halogeno-
wodor, dostosowuje sie temperature mieszaniny do zakresu od -25 do 0°C, po czym wkraplajac dodaje
sie odmierzona ilo$¢ halogenku kwasowego i miesza przez 1 godzine po czym podnosi sie temperature
do warto$ci w zakresie od 10 do 60°C. Reakcje prowadzi sie przez 1 do 120 godzin, po czym jezeli
w uktadzie widoczny jest osad oddziela sie go a przesacz stanowiacy faze organiczna ekstrahuje sie od
1 do 5 razy kwasem solnym o stezeniu od 0,5 do 10% wagowych, nastepnie od 1 do 5 razy roztworem
wodnym NaHCOs o stezeniu wagowym w granicach od 0,5 do 5% i dalej od 1 do 5 razy solanka po
czym do fazy organicznej dodaje sie srodek suszacy i suszy ja od 3 do 96 godzin w temperaturze od 0
do 20°C, a nastepnie osad oddziela sie a z przesgczu stanowigcego faze organiczng usuwa sie roz-
puszczalniki. Osad poddaje sie krystalizacji z rozpuszczalnika krystalizacji po czym osad oddziela sie
i poddaje suszeniu w suszarce prézniowej w temperaturze od 20 do 40°C przez 10 do 96 godzin.

Nadmiar molowy halogenku kwasu korzystnie wynosi od 1,2 do 5 razy, a najkorzystniej od 1,5 do
3 razy wzgledem CPT.

Jako nieprotonowy polarny rozpuszczalnik organiczny w reakcji estryfikacji CPT z halogenkami
kwasow karboksylowych korzystnie stosuje sie dichlorometan, chloroform, toluen, ksylen, dioksan, te-
trahydrofuran lub ich mieszanine, najkorzystniej dichlorometan.

Jako czynnik wigzacy wode korzystnie stosuje sie N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodi-
imid, jego addukt z chlorowodorem lub dicykloheksylokarbodiimid, a najkorzystniej addukt N-(3-dimety-
loaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu z chlorowodorem. Nadmiar molowy czynnika wiazacego wode ko-
rzystnie wynosi od 1,2 do 8 razy wzgledem CPT, a najkorzystniej rwnomolowo wzgledem grup karbok-
sylowych.
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Jako czynnik wiazacy halogenowodér korzystnie stosuje sie trietyloamine, pirydyne lub 4-dime-
tyloaminopirydyne.

Jako katalizator korzystnie stosuje sie 4-dimetyloaminopirydyne w ilosci molowo od 0,5 do 2
wzgledem grup karboksylowych, a najkorzystniej rownomolowo wzgledem tych grup.

Temperatura reakcji estryfikacji korzystnie przez pierwszg godzine wynosi 0°C, po czym jest pod-
noszona do temperatury w zakresie 25-40°C.

Reakcje korzystnie prowadzi sie do momentu osiagniecia wizualnej homogenicznosci mieszaniny
reakcyjnej.

Jako gaz obojetny korzystnie stosuje sie azot, argon lub ich mieszanine.

Do gtéwnych zalet opisanych modyfikatoréw zaliczy¢é mozna ich reaktywnos¢ w procesach poli-
meryzacji rodnikowej. (Ko)polimeryzacja rodnikowa (met)akrylanowych pochodnych CPT moze prze-
biega¢ wedtug mechanizmu klasycznej polimeryzacji (wolno)rodnikowej oraz mechanizméw polimery-
zacji kontrolowanej (CRP), w tym polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu (ATRP). W ten spo-
sob czgsteczki CPT moga by¢ immobilizowane na tancuchach polimerowych tworzac koniugaty polimer-
lek, w ktorych na jeden taricuch polimerowy przypada znacznie wiecej niz 1 czasteczka CPT. Umozliwia
to wiec definiowanie porcji leku na gram koniugatu w do$¢ duzym zakresie. Dodatkowo, metoda ATRP
umozliwia otrzymanie blokowych lub rozgatezionych kopolimeréow CPT, w ktérych komonomery beda
decydowaty o wielu wtasciwosciach koncowego koniugatu.

Przyktad

Otrzymywanie metakrylanu CPT (we wzorze 2.n=0,m =0, k=0, R = CHa).

Do kolby dwuszyjnej okragtodennej zaopatrzonej w magnetyczny element mieszajacy oraz chtod-
nice zwrotng zakorczona balonikiem odwazono 300 mg CPT oraz 210 mg DMAP, a nastepnie trzykrot-
nie ewakuowano gaz i wypetniano uktad czystym azotem, po czym do kolby w przeptywie azotu wpro-
wadzono 20 ml osuszonego dichlorometanu, 0,24 ml trietyloaminy. Zawarto$¢ schtodzono do 0°C po
czym wkroplono roztwér 0,168 ml chlorku metakroilu w 10 ml dichlorometanu. Cato$¢ mieszano przez
1 godzine w temp. 0°C po czym stopniowo temperature podwyzszono do wartoéci 60°C i mieszano
przez 20 minut, po czym schtodzono do temp. 25°C i mieszano dalej przez 72 godziny. Otrzymana
jasnobrazowa ciecz ekstrahowano 1-krotnie 150 ml wodnym 1M roztworem kwasu solnego, nastepnie
3-krotnie 150 ml roztworu NaHCO3 o stezeniu 0,5% wag., po czym przemyto 1-krotnie 150 ml solanki
i faze organiczng po wysuszeniu bezwodnym MgSOa4 zatezono do sucha na wyparce. Otrzymano su-
rowy produkt z wydajno$cia 98%. Krystalizowano z mieszaniny metanol/dichlorometan 19:1 po czym
osad odfiltrowano i suszono w temp. 40°C przez 24 godziny pod obnizonym cisnieniem. Otrzymano
produkt z wydajnoscia 32%.

"H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8.69 (s, 1H), 8.15 (dd, J = 16.4, 8.3 Hz, 2H), 7.86 (ddd, J = 8.4,
6.9, 1.5Hz, 1H), 7.71 (ddd, J = 8.2, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 6.27 - 6.21 (m, 1H), 5.96 (dq, J = 2.0, 1.0 Hz, 3H),
5.60 (q, d = 1.7 Hz, 2H), 5.42 (s, 2H), 5.29 (s, 2H), 2.17 (q, J = 4.5 Hz, 4H), 1.94 — 1.91 (m, 11H), 0.86
(9, J =6.8,6.2 Hz, 3H).
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Zastrzezenia patentowe

Sposob otrzymywania reaktywnych estrowych pochodnych (S)-(+)-kamptotecyny o wzorze
ogollnym 2

Wz6r 2

gdzie:

R =H lub CHa,

znamienny tym, ze nadmiar halogenku kwasu akrylowego lub halogenku kwasu metakrylo-
wego poddaje sie reakcji nierbwnowagowej estryfikacji z posiadajaca trzeciorzedowa grupe hy-
droksylowa czasteczka CPT, prowadzonej w nieprotonowym polarnym rozpuszczalniku orga-
nicznym mogacym zawiera¢ w swojej strukturze oprécz atoméw wegla, wodoru i tlenu réwniez
atomy chloru, bromu oraz azotu nie wykazujacym mieszalnosci z woda i zdolnym do rozpusz-
czenia gtdéwnego produktu reakcji oraz wszystkich reagentéw poza CPT, reakcje prowadzi sie
Z co najmniej réwnomolowa wzgledem ilosci grup halogenku kwasowego iloscia odczynnika
wiazacego chemicznie produkt uboczny estryfikacji, przy czym najpierw z naczynia reakcyjnego
ewakuuje sie gaz i wypetnia je gazem obojetnym czynno$¢ te powtarzajac od 1 do 5 razy i na-
stepnie do naczynia wprowadza sie osuszony rozpuszczalnik, CPT oraz ewentualnie czynnik
wigzacy halogenowodér, dostosowuje sie temperature mieszaniny do zakresu od -25 do 0°C,
po czym wkraplajac dodaje sie odmierzona ilo$¢ halogenku kwasowego i miesza przez 1 go-
dzine po czym podnosi sie temperature do warto$ci w zakresie od 10 do 60°C, reakcje prowadzi
sie przez 1 do 120 godzin, po czym jezeli w uktadzie widoczny jest osad oddziela sie go a prze-
sacz stanowiacy faze organiczna ekstrahuje sie od 1 do 5 razy kwasem solnym o stezeniu od
0,5 do 10% wagowych, nastepnie od 1 do 5 razy roztworem wodnym NaHCOs o stezeniu wa-
gowym w granicach od 0,5 do 5% i dalej od 1 do 5 razy solanka po czym do fazy organiczne;j
dodaje sie Srodek suszacy i suszy ja od 3 do 96 godzin w temperaturze od 0 do 20°C, a nastep-
nie osad oddziela sie a z przesaczu stanowiacego faze organiczna usuwa sie rozpuszczalniki,
osad poddaje sie krystalizacji z rozpuszczalnika krystalizacji po czym osad oddziela sie i poddaje
suszeniu w suszarce prézniowej w temperaturze od 20 do 40°C przez 10 do 96 godzin.
Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze reakcje estryfikacji prowadzi sie w obecnosci
nadmiaru molowego wzgledem CPT odczynnika wiazacego chemicznie produkt uboczny es-
tryfikacji.

Sposdb wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, Ze reakcje estryfikacji prowadzi sie w obec-
no$ci katalizatora.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

PL 239 645 B1 7

Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, Ze jako katalizator stosuje sie 4-dimetyloaminopi-
rydyne w ilosci molowo od 0,5 do 2 wzgledem grup karboksylowych.

Sposdb wedtug zastrz. 4, znamienny tym, Ze katalizator stosuje sie rownomolowo wzgledem
grup karboksylowych.

Sposéb wedtug zastrz. 1 albo 3, znamienny tym, ze odczynnikiem wiazacym chemicznie ha-
logenowodor sa trzeciorzedowe aminy lub wieloaminy alifatyczne, aromatyczne lub alifa-
tyczno-aromatyczne w iloéci od 100 do 500% molowych wzgledem grup halogenku kwaso-
wego.

Sposéb wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze jako czynnik wiazacy halogenowodér stosuje
sie trietyloamine, pirydyne lub 4-dimetyloaminopirydyne.

Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze jako halogenki kwaséw karboksylowych stosuje
sie chlorek metakroilu.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze nadmiar molowy halogenku kwasu wynosi od
1,2 do 5 razy.

Sposéb wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze nadmiar molowy halogenku kwasu wynosi od
1,5 do 3 razy wzgledem CPT.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako nieprotonowy polarny rozpuszczainik or-
ganiczny w reakcji estryfikacji CPT z halogenkami kwaséw karboksylowych stosuje sie dichlo-
rometan, chloroform, toluen, ksylen, dioksan, tetrahydrofuran lub ich mieszanine.

Sposéb wedtug zastrz. 11, znamienny tym, ze jako nieprotonowy polarny rozpuszczalnik or-
ganiczny stosuje sie dichlorometan.

Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako czynnik wigzacy wode stosuje sie N-(3-
-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimid, jego addukt z chlorowodorem lub dicykloheksy-
lokarbodiimid, a najkorzystniej addukt N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu
z chlorowodorem.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze nadmiar molowy czynnika wiazacego wode
wynosi od 1,2 do 8 razy wzgledem CPT.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze temperatura reakcji estryfikacji przez pierwsza
godzine wynosi 0°C, po czym jest podnoszona do temperatury w zakresie 25-40°C.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze reakcje prowadzi sie do momentu osiagniecia
wizualnej homogenicznosci mieszaniny reakcyjne;.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako gaz obojetny stosuje sie azot, argon lub
ich mieszanine.
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