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Oxalidtokomplexy platiny s derivaty Né6-benzyladeninu

Oblast techniky

PredloZené technické feSeni, spadajici do oblasti lé¢iv nadorovych onemocneéni na bazi platiny, se
tyka oxalatokomplexi platiny s derivaty N6-benzyladeninu s popisem zpisobu jejich pripravy
vychazejiciho z M;[Pt(ox),] - xH,0, kde M je atom H, K, nebo Na, a jejich pouziti v lékarské
praxi jako leciv a farmaceutickych kompozic, které tyto komplexy obsahuji jako uéinnou latku,

Dosavadnj stav techniky

Oxaldtokomplexy platiny predstavuji vyznamnou skupinu latek, jez ma diky [(1R,2R)-1,2-diami-
nocyklohexan-N,N']-(oxalato-0,0")-platnatému komplexu (oxaliplatina) obecného vzorce (A)
vyuziti v praxi. Spoleéné s cis-diamindichlorido-platnatym komplexem (cisplatina) obecného
vzorce (B) a diamin-1,1 -cyklobutandikarboxylato-platnatym komplexem (karboplatina) obec-
ného vzorce (C) patii mezi 1é¢iva na bazi platiny uZivané jako ¢inné slozky farmaceutickych
kompozic v protinadorové terapii.

o
H
N No"So NHY ci NHyY Yo
H, >
A B c

Syniéza oxaliplatiny je popsana napt. v (Kidani, Y., Inagaki, K. J. Med. Chem., 1978, 21, 13135-
1318). patentu US 4 169 846 nebo patentu CZ 294 668 a zahrnuje tfi zdkladni kroky znazoméné
ve schématu 1,

K,PtCl, +dach — [Pt(dach)Cl,] ()
[Pt(dach)Cl,] + Ag" ——— [P(dach)}(H,0),]** + AgClI (2)

[Pt(dach)(H,0),]* + M,o0x - nH,0 —_— {Pt(dach)(ox)] (3)

Schéma 1
kde rovnice

(1) je pfiprava cis-[Pt(dach)Cl,] reakci tetrachloroplatnatanu draselného, K;PtCly, s (1R,2R)-1,2-
diaminocyklohexanem (dach) ve vodném prostfedi,

{2) je reakce pripraveného cis-[Pt(dach)Cl,] se stéfbmou soli anorganické kyseliny (napf.
AgNO;} ve vode za vzniku diaqua-komplexu typu cis-[Pt(dach)(H,0),]*",

(3) je reakce cis-{Pt(dach)(H,0),]*" s kyselinou §tavelovou nebo alkalickym &t'avelanem ve vodé,
¢imZ je ziskdn findIni produkt o sloZeni [Pt(dach)ox].

PtedloZené platnaté oxalatokomplexy s derivaty N6-benzyladeninu (L) navazuji na dfive publi-
kované komplexy platiny obecného sloZeni cis-[Pt(L),Cl,], ve kterych jsou jako odstupujici li-
gandy vazany chloridové ionty, jak je popsano v publikacich (Travnicek, Z; Maloh, M.; Zatlou-
kal, M.; Dolezal, K.; Strnad, M.; Marek, J J. Inorg. Biochem. 2003, 94, 307-316, Malorn, M.;
Travnicek, Z; Marck, R. Strnad, M. J. Inorg. Biochem. 2005, 99, 2127-2}] 38, Sziidova, L; Travni-
cek, Z; Zatloukal, M.; Popa, I. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 479-491, Sziicova, L; Travnicek, Z:
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Popa, 1.; Marek, J. Polyhedron 2008, 27, 2710-2720). Konkrétné byly pouzity nasledujici deri-
vity N6-benzyladeninu: 2-chlor-N6-benzyl-9-isopropyladenin (L1), 2-chlor-Né-(2-methoxybenzyl)-
9-isopropyladenin ({I.2) 2-chlor-N6-(4-methoxybenzyl)-9-isopropyladenin (L3}, 2-(R)-(1-ethyl-2-
hydroxyethylamino)-N6-benzyl-9-isopropyladenin (roskovitin; L4), 2-(3-hydroxypropy!-amino)-No6-
benzyl-9-isopropyladenin (bohemin; L3}, 2-(2-hydroxyethylamino)-N6-benzyl-9-methyladenin
(olomoucin; L6), 2-(2-hydroxyethylamino)-N6-benzyl-9-isopropyladenin {isopropylolomoucin;
1 3)% 2—(R)-(1-ethyl-Z—hydroxyethylamino)-N6-(3-hydroxybcnzy])-Q-isopropyladenin (L8), 2-(R)-(1-
isopropyl-2-hydroxyethylamino)-N6-(3-hydroxybenzyl)-Q-isopropyladenin (L9).

Uvedené organické slougeniny jsou odvozeny od rostlinného hormomnu 6-benzylaminopurinu (N6-
benzyladeninu) popsaného v patentu CZ 294 535. Derivaty s rozliénymi aminoalkoholy v poloze
C2 purinového cyklu a s alkylovymi substituenty v poloze N9 purinového skeletu patfi do skupi-
ny inhibitorti cyklin dependentnich kindz (CDK-inhibitory), u kterych byla zjisténa vyrazna in
vitro 1 in vivo cytotoxickd aktivita, coZ je popsano v (Meijer, L.; Borgne, A.; Mulner, O.; Chong,
J.P.J; Blow, JJ.; Inagaki, N.; Inagaki, M.; Delcros, J.G.; Moulinoux, J.P. Eur. J. Biochem.
1997, 243, 527-536) nebo patentu US 6 703 395. Zastupce této skupiny organickych latek - ros-
kovitin - je v soudasné dobé v 2b fazi klinickych testil na pacientech trpicich plicnim karcino-
mern, viz publikace (Benson, C.; Kaye, S.; Workman, P.; Garret, M.; Walton, M.; de Bono, J. Br.
J. Cancer 2005, 92, 7-12). Na druhou stranu uvedené derivaty N6-benzyladeninu s atomem
chloru v poloze C2 purinového cyklu do skupiny CDK-inhibitori vét§inou nepatii, a jejich in
vitro cytotoxickd aktivita je obecn® vyrazné niZii. Analogicky, platnaté komplexy obecného slo-
seni cis-[P(L),Cl;] s CDK-inhibitory na bazi Né-benzyladeninu koordinovanymi na centraini
PY(II) ion, vykazuji vysokou in vitro cytotoxickou aktivitu. Naopak, pokud je v téchto komple-
xech na centralni Pt(I1} ion koordinovin cytotoxicky inaktivni N-donorovy ligand na bazi N6-
benzyladeninu substituovany atomem chloru v poloze C2 purinového cyklu, byly 1 dosud pfipra-
vené komplexy typu cis-[Pt(L),Cl;] cytotoxicky inaktivni. Nejaktivnéjsim doposud piipravenym
platnatym komplexem s derivatem N6-benzyladeninu je cis-[Pt{L4),Cly], Ly = roskovitin, s hod-
notami ICs, rovnajicich se 1 pM na lidskych nadorovych bunéénych liniich maligniho melanomu
(G-361), osteogenniho sarkomu (HOS) a chronické myelogenni leukemie (K562). Roskovitin ma
v obdobném testu na uvedenych nédorovych liniich hodnoty ICs = 19, 20, resp. 50 pM, cisplatina
3, 3, resp. S UM, a oxaliplatina 7, 7, resp. 8 pM, viz publikace (Maloh, M.; Travnicek, Z.; Marek,
R. Strnad, M. J. Inorg. Biochem. 2005, 99, 2127-2138).

Dosud byly pkipravené platnaté oxalatokomplexy s ruznymi N-donorovymi ligandy, napi. se
substituovanym 1,2-diaminocyklohexanem, jak je popsdno ve spise WO 03/106469 nebo stati
(Habala, L.; Galanski, M.; Yasemi, A.; Nazarov, A.A.; von Keyserlingk, N.G.,; Keppler, BK. Eur.
J. Med. Chem. 2005, 40, 1149-1155), s amoniakem, viz (Rochon, F.D.; Melanson, R.; Macquet,
J.P.; Belanger-Gariepy, F.; Beauchamp, A.L. Inorg. Chim. Acta, 1985, 108, 1-6}, se substituova-
nou akridin oran#, viz (Bowler, B.E.; Ahmed, K.J.; Sundquist, W.I.; Hollis, L.S.; Whang, EE.;
Lippard, 5.J. J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 1299-1306), s ethylen-1,2-diaminem (Battle, A.R.
Deacon, G.B.; Dolman, R.C.; Hambley, T.W. Aust. J. Chem., 2002, 355, 699), s
bis(hydroxyethyl)ethylen-1,2-diaminem (Xu, Q.; Khokhar A.R.; Bear, J.L. Inorg. Chim. Acta,
1990, 178, 107-111), 1,4-diaminocyklohexanem (Shamsuddin, S.; Takahashi, I Siddik, Z.H.;
Khokhar, K.H. J. Inorg. Biochem. 1996, 61, 291-301), se substituovanym 2-methyithioalkylimi-
dazolem a 2-methylthioalkylpyridinem (patent WO 2007/085957 Al), hexamethyleniminem (Ali,
M.S.; Thurston, J.H.; Whitmire, K.H.; Khokhar, K.H. Polyhedron 2002, 21, 2659-2666), s pipe-
ridinem a jeho derivaty (Mukhopadhyay, U.; Thurston, J.H. Whitmire, K.H.; Siddik, Z.H.;
Khokhar, K.H. J. [norg. Biochem. 2003, 94, 179-185, Ali Khan, S.R.; Guzman-Jimenez, 1;
Whitmire, K.H.: Khokhar, K.H. Polvhedron 2000, 19, 975-981, Ali Khan, S.R; Guzman-Jime-
nez, L. Whitmire, K.H.; Khokhar, K.H. Polyhedron 2000, 19, 983-989, Sen, V.D; Golubeyv,
V.A.; Volkova, LM.; Konovalova, N.P. J.Inorg. Biochem. 1996, 64, 69-77), s morfolinoethyl-
aminem (Chen, X.; Xie, M.; Liu, W.; Ye, Q.; Yu, Y.; Hou, S.; Gao, W ; Liu, G. Inorg. Chim.
Acta 2007, 360, 2851-2856), s histaminem (Chen, X.Z,; Ye, O.S,; Lou, L.G.; Xie, M.J.; Liu,
W.P.: Yu, Y.; Hou, S.Q. Arch. Pharm., 2008, 341, 132-136), s homopiperazinem (Ali, M.S;;
Powers, C.A.; Whitmire, K.H.; Guzman-Jimenez, L; Khokhar, A.R. J. Coord. C. hem., 2001, 52,
273-287), nebo s 2-aminoalkoholy (Meelich, M.; Galanski, M.; Arion, V.B.; Keppler, B.K. Eur. J.
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Inorg. Chem. 2006, 2476-2483), Piipravy veskerych vyse uvedenych platnatych oxalatokormpiexi
vychazi z ptipravy oxaliplatiny popsané vy¥e. Nékteré z téchto komplextt pak byly podrobeny in
vitro testim cytotoxické aktivity na riiznych nadorovych liniich a napf. nékteré z komplexu se
substituovanym 1,2-diaminocyklohexanem predéily svoji cytotoxicitou oxaliplatinu. Oxalato-
komplexy s ethylen-1,2-diaminem, trans-3,4-diamino-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxylem,
nebo 1-methyl-4-(methylamino)piperidinem pak byly v in vitro testech aktivné)$i, neZ analogické
platnaté komplexy s jinou odstupujici skupinou. ne? je oxalat.

Podstata technického feseni

Oxalatokomplexy platiny v oxida¢nim stupni +II a jejich krystalosolvaty zahmujici strukturni
motiv (I) nebo obecného vzorce (11) vyjadieného strukturnim vzorcem [Pt(L);{ox)] nebo obecne-
ho vzorce (III) vyjadieného strukturnim vzorcem [Pt(LXL")(0x)], kde symboly L a L’ pfedstavuji
derivaty N6-benzyladeninu obecného vzorce (IV) vazaného na atom platiny zékladniho motivu

V)

o /O O L\Pt /O O L'\pt /O 0
L/ \O O L/ \O O L/ \O O

0 (In ()

s R2

"NH

? = N\
R177NT N, NoMe

R3
(V) V)

pies libovolny atom dusiku adeninu nezavisle vybrany z atoméa N1, N3, N6, N7 nebo N9, v za-
vislosti na mife substituce molekul, kde jsou substituenty R1, R2 a R3 nezéavisle vybrany ze sku-
piny:

atom vodiku, halogen, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl, substituovany alkenyl, alkynyl, sub-
stituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, cykloheteroalkyl, substituovany cyklo-
heteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, substituovany cyklo-
heteroalkenyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl, substituovany heteroaryl, funkéni skupina a N-
R'R” skupina, v niZ R" a R"" nezavisle na sobé symbolizuji atom vodiku, alkyl, substituovany
alkyl, alkenyl, substituovany alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany
cykloalkyl, cykloheteroalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cyklo-
alkenyl, cykloheteroalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, substituovany aryl, hetero-
aryl, substituovany heteroaryl a funkéni skupinu, kde termin:
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- halogen
piedstavuje atom fluoru, bromu, chioru, nebo jodu,

- alkyl
jako takovy nebo jako soucast jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovo-
5 dikovy fetézec z az 18, pfedevdim pak z 1 2z 8 atom uhliku,

- alkenyl
jako takovy nebo jako soutdst jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovo-
dikovy fetézec z az 18, predeviim pak ze 2 aZ 8 atomd uhliku obsahujici alespori jednu dvojnou
vazbu mezi atomy uhliku,

10 - alkynyl
jako takovy nebo jako soudast jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovo-
dikovy fetézec z az 18, pfedevaim pak ze 2 aZ 8 atomi uhliku obsahujici alespon jednu trojnou
vazbu mezi atomu uhliku,

- cykloalkyl
15 jako takovy nebo jako soucast jiné skupiny pfedstavuje cyklicky uhlovodik ze 3 az 12, pfede-
véim pak ze 3 aZ 8 atomu uhliku, a to v&etné kondenzovanych cykld nezavisle vybranych ze
skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, aryl a heteroaryl,

- cykloheteroalkyl
jako takovy nebo jako soudast jiné skupiny piedstavuje cykloalkyl s alespofi jednim atomem
20 uhliku zaménénym za heteroatom ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira,

- cykloalkenyl
jako takovy nebo jako soudast jiné skupiny predstavuje cykloalkyl obsahujici alespor jednu
dvojnou vazbu mezi atomy uhiiku,

- cykloheteroalkenyl
25 jako takovy nebo jako soucdst jiné skupiny pfedstavuje cykloheteroalkyl obsahujici alesponi
jednu dvojnou vazbu mezi dvéma atomy uhliku, atomem uhliku a heteroatomem, nebo dvéma
heteroatomy,

- aryl
jako takovy nebo jako sou¢ast jiné skupiny predstavuje skupinu obsahujici alespof jeden aro-
30 maticky kruh,

- heteroaryl
jako takovy nebo jako soutdst jiné skupiny pfedstavuje péti- aZ dvanacti¢lenny, pfedeviim pak
péti- aZ esticlenny aromaticky kruh s alespon jednim atomem uhliku zaménénym za hetero-
atom ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira, a to heteroarylu kondenzovaného s jednim nebo vice
35 cykly nezévisle vybranymi ze skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cyklohetero-
alkenyl, aryl a heteroaryl,

- funkcCni skupina
jako takova nebo jako soudast jiné skupiny pfedstavuje amino, alkylamino, dialkylamino, alke-
nylamino, cykloalkylamino, cykloheteroalkylamino, cykloalkenylamino, cykloheteroalkenyl-
40 amino, arylamino, heteroarylamino, acylamino, hydroxy, alkylhydroxy, alkoxy, aryloxy, kyano,
karboxy, alkylkarboxy, karboxyalkyl, arylkarboxy, karboxyaryl, hydroxyamino, acyl, nitro,
amido, nitroso, sulfonyl, sulfinyl, sulfamido, thio, alkylthio, arylthio, merkapto, karbamoyl,

- substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, substituovany cykloalkyl, sub-
stituovany cykloheteroalkyl, substituovany cykloalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl, sub-
45 stituovany arvl a substituovany heteroaryl
jako takové nebo jako soudasti jinych skupin pfedstavuji alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl,
cykloheteroalkyl, cykloalkenyt, cykloheteroalkenyl, aryl a heteroaryt substituované substituenty
z mnoZiny halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cyklo-
heteroalkenyl, aryl, heteroary! a funké&ni skupina.
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Dalsi podstatou technického fedeni jsou krystalosolvaty platnatych oxalatokomplexit, kde u slou-
Cenin obecného sloZeni [Pt(L):(ox)] - xSolv nebo [PH{LYL ) ox)] - xSolv udava (x) pocet krysta-
lovych molekul, pfedevaim 1 az 6, a (Solv) je konkrétni molekula pouzitého rozpoustédla a/nebo
nektera z reakénich komponent, obvykle vybrina ze skupiny voda, primarni alkohol, sekundarni
alkohol, aceton, N,N’-dimethylformamid, dimethy! sulfoxid, chloroform, dichlormethan, aceto-
nitril nebo diethylether, a to bud’ samostatné nebo v kombinaci uvedenych solvatovych molekul.

Nedilnou podstatou technického fedeni je farmacenticky neho farmakolr_\gir_*k}’/ prostfedek ohsa-
hujici terapeuticky G¢inné mnoZstvi platnatych oxalitokomplexi a nebo farmaceutickou kompo-
zicl téchto platnatych oxalatokomplexi s jednim ¢i vice prijatelnymi nosiéi a pomocnymi latkami
pro pouZiti v I€kafstvi jako 1é¢iva pro lé¢bu naddorovych onemocnéni.

Piehled obrazki na piipgjenvch vykresech

Konkrétni pfiklady provedeni technického feseni jsou doloZeny pfipojenymi vykresy, kde:

- obr. 1 je IR spektrum (oblast 400 az 4 000 cm™' provedena technikou KBr tablet) bis(oxalato)-
plainatanu draselného dihydratu, K;[Pt(ox),] - 2H,O - viz obr. 1 A a bis[2-(R)~(1-ethyl-2-hydroxy-
cthyl)amino-N6-benzyi-9-isopropyladenin]-(oxalato-0,0)-platnatého komplexu, [Pt(Ls)x(0x)] -
viz obr. 1B,

- obr. 2 je molekulova struktura komplexu [Pt(L.),(0x)] vyfesend uzitim monokrystalové rentge-
nové strukturni analyzy, a

- obr. 3 je znazoméni pribéhu termického rozkladu komplexu [Pt(L,;),(0x)] - 4H,O metodami
termogravimetrie (TG) a diferenéni termické analyzy (DTA).

Ptiklady provedeni technického regeni
V nasledujici Casti je technicke fefeni doloZeno, nikoli viak limitovano, konkrétnimi piiklady
Jeho uskuteénéni. Rozsah technického fe$eni je pak jednoznaéné limitovan naroky na ochranu.

V niZe uvedenych pfikladech byly pfipravené latky charakterizovany nasledujicimi fyzikalne-
chemickymi metodami:

- elementami analyza s procentovym zastoupenim prvki C, Ha N,
- méfeni molarni vodivosti roztokd komplexi v DMF,

- infratervena spektroskopie (IR), kde oblast 400 az 4 000 cm™' provedena technikou KBr tablet a
oblast 150 az 600 cm * provedena Nujolovou technikou,

- nuklearni magneticka rezonance (NMR) - 'H, "C, '"*Pt, 'H-"H gs-COSY, 'H-"C gs-HMQC, 'H-
"C gs-HMBC a 'H-"N gs-HMBC experimenty,

- termicka analyza s metodami termogravimetrie (TG) a diferenéni termické analyzy (DTA), a

- monokrystalova rentgenova strukturni analyza.

Technické feleni vyuziva bis(oxalato)platnatan draselny dihydrat, K,[Pt{ox),] - 2H,O, jako
vychozi platnatou slouceninu. Uvedena sil je komeréné dostupna (Aldrich), nebo ji lze jednoduse
pripravit upravenym postupem (Krogmann, K.; Dodel, P, Chem. Ber. Recl., 1966, 99, 3402)
reakei tetrachloroplatnatanu draselného s péti moldmimi ckvivalenty §tavelanu draselného
monohydratu podie schématu 2.

K,PtCl, +5 K,ox - H,0 e Kz[Pt(OX)Z] - 2H,0

neC
3 dny

Schéma 2
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Tato reakce probiha v destilované vodé pii teploté 70 °C po dobu tii dnd. Béhem této doby se
vytvoli svétlezeleny produkt, ktery je po odsati a promyti 70 °C horkou destilovanou vodou re-
krystalizovan. Rekrystalizace poskytuje svétle zelené jehlicovité krystalky K,[Pt(ox);] - 2H,0.

Procentové zastoupeni prvkil C, H, N ve formé: vypoétena hodnota (v zavorce nalezena hodnota)
pro C,OK:Pt - 2H;0: €, 9.9 (10.1); H, 0.8 (0.9)%. IR (vagofem'): 568, 457, 375, 330, 166. IR
(vie/em’): 3563, 3479, 3338, 3236, 2774, 2477, 1709, 1673, 1386, 1235, 901, 826, 570, 465.
3C NMR (D0, SiMes, ppm): 8 167.87 (C19, C20).

Priklad 1: Syntéza bis(2-chlor-N6-benzyl-9-isopropyladenin)-(oxalato-O,0)-platnatého
komplexu, [Pt(L)(0x)]

Dva molarni ekvivalenty (2 mmol) 2-chlor-N6-benzyl-9-isopropyladeninu (L) rozpuiténého v
miniméalnim mnoZstvi horkého isopropanoclu byly smichany s jednim molérnim ekvivalentem (1
mmol) K»{Pt(ox);) - 2H,O rozpu§téného v minimalnim mnoZstvi horke destilované vody teploty
70 °C podle schématu 3.

R1

R2 J=N R2
MN/\@

H
2-

o) 0._.0 R3-N__ 0.0
ICL s U

dest. vodaf nol
o”>o” Yoo )Nl\\ N\> b RS—N&“N/ o0
e Nhs - ﬂ’n\’@
)—"—‘-N R2

Schéma 3

Reakéni smés byla michana pod zpétnym chladi¢em po dobu ti{ dnii pfi teploté 70 °C. Svétie
edy produkt, [Pt(L){0ox)] se znazornénim véetné Cislovani atomi v jednotlivych molekulach
podle schématu 4, ktery se v prib&hu reakce vytvofil, byl odfiltrovan, vicenasobné promyt iso-
propanolem a horkou destilovanou vodou a nasledné vysusen pfi teploté 40 °C.

Cl

’N>=N1 /©
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Schéma 4

Procentové zastoupeni prvki C, H, N ve formé: vypoétena hodnota (v zavorce nalezena hodnota)
pro CHpNOCLPE: C, 43.4 (42.9); H, 3.6 (3.5); N, 15.8 (15.3)%. Ay (DMF roztok, S em” mol™): 0.4,
R (W@Vm"): 570, 541, 524, 499, 467, 453, 432, 398, 362, 335, 309, 280, 270, 227, 213. IR
(vKB,/cm‘l): 3330, 3102, 3063, 3030, 2981, 2937, 2881, 1713, 1672, 1618, 1582, 1540, 1488, 1456,
1409, 1377, 1347, 1321, 1227, 1164, 1136, 1107, 1071, 1029, 977, 936, 889, 811, 784, 752, 721,
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700, 668, 638, 600, 572, 542, 523, 490, 467, 405. "H NMR (DMF-d7, SiMe,, ppm): 8 9.14 (, 6.2,
N6H, 1H), 9.00 (s, C8H, 1H), 7.48 (dd, 8.1, 1.6, C11H, C15H, 2H), 7.29 (m, C12H, C13H,
C14H, 3H), 4.89 (d, 6.4, C9H, 2H), 4.84 (sep, 6.8, C16H, [H), 1.57 (d, 6.8, C17H, C18H, 6H).
BC NMR (DMF-d;, SiMe,, ppm): 6 165.94 (C19, C20), 155.23 (C6), 153.96 (C2), 149.94 (C4),
144.31 (C8), 139.27 (C10), 129.00 (C12, C14), 128.16 (C11, C15), 127.62 (C13), 116.87 (C5),
49.84 (C16), 45.07 (C9), 21.99 (C17, C18). "*N NMR (DMF-d;, ppm): & 232.2 (N1}, 224.3 (N3),
185.5 (N9), 128.2 (N7), 99.1 (N6). '**Pt NMR (DMF-d;, K,PtCl,, ppm): 6 - 1685,

Piiklad 2: Syntéza bis[2-chloro-N6-(2-methoxybenzyl)-9-isopropyladenin]-(oxalato-0,0")-
platnatého komplexu, [Pt(L;).(0x)]

Dva molarni ekvivalenty 2-chlor-N6-(2-methoxybenzyl)-9-isopropyladeninu (L;) rozpusténého v
minimainim mnoZstvi horkého isopropanoclu byly smichiny s jednim moldmim ekvivalentem
K;[Pt{ox)z] - 2H,O rozputéného v minimalnim mnoZstvi 70 °C horké destilované vody podle
schématu 2. Reakéni smés byla michana pod zpétnym chladi¢em po dobu tii dnd pii teploté
70 °C. Svétle Sedy produkt, [Pt(I.2):(ox)] podle schématu 5,

Schéma 5

ktery se v pribéhu reakce vytvofil, byl odfiltrovén, vicenasobné promyt isopropanolem a horkou
destilovanou vodou a nasledné vysuden pii teploté 40 °C. Rekrystalizaci komplexu [Pt(L;).(0x)] v
N N'-dimethylformamidu byly ziskdny krystaly vhodné pro monokrystalovou rentgenovou
strukturni analyzu. Molekulova struktura komplexu [Pt(L;,);(0x)] je znazornéna na obriazku 2.

Procentove zastoupeni prvki C, H, N ve formé: vypoétena hodnota (v zavorce nalezena hodnota)
pro CiHioNiOsCLPt C, 43.1 (42.8); H, 3.8 (3.9); N, 14.8 (14.4)%. Ay (DMF roztok, S cm’
mol"): 00. IR (va-o,/cm']): 565, 542, 531, 491, 465, 440, 410, 368, 354, 342, 295, 286, 220. IR
(vkesemr'): 3345, 3109, 3057, 2980, 2939, 2885, 2832, 1723, 1670, 1621, 1583, 1540, 1492,
1463, 1439, 1407, 1348, 1320, 1243, 1165, 1118, 1074, 1027, 977, 940, 891, 811, 785, 755, 665,
636, 613, 575, 532, 494, 463. Pt NMR (DMF-d;, K,PtCl,, ppm): 5 —1686.

Piiklad 3: Syntéza bis[2-chlor-N6-(2,4-dimethoxybenzyl)-9-isopropyladenin]-(oxalato-
0,0")-platnatého komplexu, [Pt{L¢).(0x)]

Dva moldmi ekvivalenty 2-chlor-N6-(2,4-dimethoxybenzy!)-9-isopropyladeninu (L;;) rozpusté-
ného v minimalnim mnoZstvi horkého isopropanolu byly smichany s jednim molarmnim ekviva-
lentem K,[Pt(ox).] - 2H,O rozpusténého v minimalnim mnoZstvi 70 °C horké destilované vody
podle schématu 2. Reakéni smés byla michédna pod zpétnym chladi¢em po dobu tii dnd pii teploté
70 °C. Po odpafeni ¢asti rozpoustédel se vytvofil svétle Sedy produkt, [Pt{(L.),(ox)] dle schématu 6.
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Schéma 6

Tento byl odfiltrovéan, vicenasobné promyt isopropanolem a horkou destilovanou vodou a vysu-
Sen pfi teploté 40 °C.

Procentové zastoupeni prvkd C, H, N ve formé&: vypoétena hodnota (v zdvorce nalezena hodnota)
pro L3M1008C12Pt C, 43.0 (42.9); H, 4.0 (3.8); N, 13.9 (13.8)%. A, (DMF roztok, S cm’ mol™):
2.1. IR (vnyo/em™): 571, 540, 461, 429, 395, 360, 306, 285, 262, 224. IR (vgg/em’'): 3434, 3127,
3064, 2978, 2933, 2852, 2838, 1720, 1670, 1619, 1587, 1539, 1508, 1486, 1463, 1439, 1417, 1408,
1347, 1319, 1290, 1233, 1209, 1158, 1129, 1115, 1072, 1036, 978, 937, 891, 812, 785, 667, 636,
573, 521, 466.

Piiklad 4: Syntéza bis[2-chlor-N6+(3,4-dimethoxybenzyl)-9-isopropyladenin]-(oxalato-
0,0")-platnatého komplexu, [Pt(L):(0x)]

Dva molarni ekvivalenty 2-chlor-N6-(3,4-dimethoxybenzyl)-9-isopropyladeninu (L;;) rozpusté-
ného v minimélnim mnoZstvi horkého isopropanolu byly smichany s jednim molarnim ekviva-
lentem K[Pt(ox),] + 2H;0 rozpudténého v miniméalnim mnoZstvi 70 °C horké destilované vody
podle schématu 2. Reak&ni smés byla michéna pod zpétnym chladiéem po dobu tfi dni pfi teploté
70 °C. Po odpafeni &asti rozpoustédel se vytvofil svétle Sedy produkt, [Pt(L,;),(ox)] podle sché-
matu 7.
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Tento byl odfiltrovan, vicendsobné promyt isopropanolem a horkou destilovanou vodou a vysu-
Sen pfi teploté 40 °C.

Procentové zastoupeni prvka C, H, N ve formé: vypoétena hodnota (v zdvorce nalezena hodnota)
pro CssHaoN1(OsCLPL C, 43.0 (43.0); H, 4.0 (4.3); N, 13.9 (13.9)%. A., (DMF roztok, S cm mol-"y;
1.6, [R (nwyo/em™): 584, 568, 543, 525, 452, 430, 398, 357, 302, 273, 215. IR (vgp/cm '): 3433,
3123, 3062, 2979, 2937, 2836, 1724, 1669, 1620, 1583, 1538, 1516, 1485, 1464, 1419, 1347,

1320, 1267, 1236, 1158, 1140, 1072, 1027, 241, 8591, 811, 785, 766, 669, 63%, 572, 552, 522,
467.
Piiklad 5: Syntéza bis[2-chlor-N6-(3,5-dimethoxybenzyl)-9-isopropyladenin]-(oxalato-

0,0")-platnatého komplexu tetrahydréatu, [Pt(L2)x(0x)] - 4H,0

Dva molami ekvivalenty 2-chlor-N6-(3,5-dimethoxybenzyl)-9-isopropyladeninu (L,;) rozpusté-
ného v minimélnim mnozZstvi horkého isopropanolu byly smichany s jednim molarnim ekviva-
tentem K;[Pt(0x),] - 2H20 rozpusténého v minimalnim mnoZstvi 70 °C horké destilované vody
podle schématu 2. Reakéni smés byla michana pod zpétnym chladi€em po dobu i dni pfi teploté
70 °C. Po odpafeni ¢asti rozpoustédel se vytvofil svétle Sedy produkt, [Pt(L;2)x(0x)] - 4H,0 podle
schématu 8.
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Schéma 8

Tento byl odfiltrovan, vicendsobné promyt isopropanolem a horkou destilovanou vodou a vysu-
sen pfi teplot¢ 40 °C. Termogram zndzormujici prubéh termické analyzy (metody termogravimet-
rie, TG, a diferenéni termické analyzy, DTA) komplexu [Pt(L,;),{0x)] - 4H,O je pfedloZen na
obrazku 3.

Procentové zastoupeni prvkl C, H, N ve formé: vypoétena hodnota (v zdvorce nalezena hodnota)
pro C;,,PhonOgChPt 4H20 C, 40.1 (40.0); H, 4.5 (4.4); N, 13.0 (13.5)%. A, (DMF roztok, S cm’
mol '} 1.9. IR (wnyeicm’'): 595, 568, 540, 523, 501, 469, 438, 409, 397, 351, 321, 310, 293, 272,
241. IR (vggsem'): 3334, 3272, 3144, 3097, 2978, 2937, 2839, 1712, 1677, 1620, 1539, 1461,
1426, 1411, 1385, 1368, 1341, 1322, 1284, 1229, 1199, 1156, 1095, 1060, 1022, 988, 939, 893,
868, 839, 812, 785, 681, 668, 635, 615, 568, 540, 523, 469, 436,

Priklad 6: Syntéza  bis[2-(R)-(1-ethyl-2-hydroxyethyl)amino]-N6-benzyl-9-isopropyl-ade-
nin}-(oxalato-0,0")-platnatého komplexu, [Pt(L,),(0x)]

Dva molarni ckvivalenty 2-(R)-(1-ethyl-2-hydroxyethyl)amino-N6-benzyl-9-isopropyi-adeninu
(L4) rozpusténeho v minimalnim mnoZstvi horkého isopropanolu byly smichany s jednim molér-
nim ekvivalentem K[Pt(ox),] - 2H,O rozpuiténého v minimalnim mno#stvi 70 °C horké destilo-
van¢ vody podie schématu 2. Reakéni smés byla michdna pod zpétnym chladi¢em po dobu tH
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dnii pfi teploté¢ 70°C. Po odpafeni ¢asti rozpoustédel se vytvoril svétle Sedy produkt,
[Pt(L4):(0x)] podle schématu 9.
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Schéma 9

Tento byl odfiltrovén, vicenasobné promyt isopropanolem a horkou destilovanou vodou a vysusen
pii teploté 40 °C.

Procentové zastoupeni prvkil C, H, N ve formé&: vypoétend hodnota (v zdvorce nalezend hodnota)
pro CuHsNiOgPU: C, 48.4 (48.3); H, 5.3 (5.7); N, 16.9 (16.9)%. IR (Wmn"): 570, 544, 526, 507, 491,
484, 465, 403, 355, 332, 306, 263. IR (vea/em'): 3365, 3120, 3064, 3030, 2965, 2932, 2875, 1718,
1681, 1611, 1544, 1519, 1494, 1419, 1356, 1268, 1212, 1134, 1084, 1059, 810, 785, 754, 737,
700, 668, 635, 600, 571, 526,471, 417, 404.

Piiklad 7: In vitro cytotoxicka aktivita novych latek na lidskych nadorovych liniich

Pro stanoveni cytotoxické aktivity pfipravenych komplexil byla pouZita mikrotitrani analyza
vyuZivajici Calcein acetoxymetyl (AM). Testem jsou detekovany Zivotaschopne buriky, pfi¢emz
jejich poétu odpovida mnozstvi zredukovaného Calceinu AM. fn vitro testy cytotoxicke aktivity
byly provedeny na nasledujicich lidskych nadorovych buné&nych liniich: prsniho adenokarcino-
mu (MCF-7), chronick4 myelogenni leukemie (K562). Linie byly udrZovany v plastikovych lah-
vich v DMEM médiu (5 g/! glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml strepto-
mycinu, 10 % fetalniho teleciho séra a hydrogenuhliitanu sodného) pro bunééné kultury.

Suspenze bunck (ca 1.25 x 10° bun&k ml™) byly rozpipetovény po 80 ul na devadesatiSesti jam-
kové mikrotitraéni desti¢ky. Tyto byly preinkubovany pfi 37 °C v CO, atmostéfe po dobu 24
hodin. Testované platnaté oxalatokomplexy byly pfedrozpustény v N,V -dimetylformamidu, na-
fedény na koncentrace 0,2 aZ 25,0 uM a pfidany k preinkubované suspenzi nadorovych bunék.
Smési byly nésledné inkubovany po dobu 72 h pfi teploté 37 °C, 100% vihkostia v atmosféfe COs.
Poté byl ptidan roztok Calceinu AM a nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny. Fluorescence (F)
zivych nadorovych bungk byla méfena pfi 485/538 nm (excitace/emise) pomoci pfistroje Lab-
system FIA Fluoroscan Ascent (Microsystems). Procento Zivych nadorovych bunék (A) bylo
vypoéteno dle vztahu:

A=F

100 [%]

kontrola

S10-
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Koncentrace testovanych komplexi (uM) letalni pro 50 % vlozenych nadorovych bunék (inhibiéni
konstanta [Csy) byly vypoéteny z davkovych kfivek a jsou uvedeny v Tabulce 1.

Ke stanoveni in vitro cytotoxicity pripravenych slouéenin viiéi lidské nadorové linii HOS (osteo-
sarkom) byl také pouzit MTT test. Metoda je zaloZena na schopnosti metabolicky aktivnich bu-
n¢k redukovat Zlutou sil 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) za
vzniku modrého formazanového barviva. JelikoZ k této pfeméné dochdzi pouze v Zivych bufi-
kach, Ize timto zpiisobem stanovit cytatoxicitu riznYch chemickych latek. V ramei buitky jsou za
redukei zodpovédné mitochondridlni dehydrogenasy. Vznikajici formazanové barvivo je neroz-
pustné a je ndsledné kvantifikovéno po rozpusténi v DMSO s amoniakem za pouziti klasického
spektrofotometru (ELISA reader).

Tabulka 1 Koncentrace testovanych komplexi (ICsy, pM) letalni pro 50 % vlozenych nado-
rovych bunék

! [ MCF-7° | Ks62° HOS® |
I[Pt(L)s(0x)] f >25 19 ) 6.3 ‘
itPt(Lz)g(ox)] 1 15 9 | 4.5
{ [Pt(Lys):(0%)] 7 | nt nt ! 38
|[Pt(L1;)2(0x)] | nt nt ! 7.6
| [Pt(La)2(0x)] O nt nt T304
L N nt
L R nt
Lo ' | nt [ nt nt
]L” - | nt nt nt
Ly 15¢ 507 at
|cisplatin - 11° ' 5°¢ 3 37.2
ioxalip[atin ; 18°¢ ; 9° ! - nt

nt dosud netestovano

Ly, 2-chlor-N6-benzyl-9-isopropyladenin

Ly 2-chlor-N6-(2-methoxybenzy!}-9-isopropyladenin

Ly 2-chior-N6-(2,4-dimethoxybenzyl)-9-isopropyladenin

Ly 2-chlor-N6-(3,4-dimethoxybenzyl)-9-isopropyladenin

Ly 2-(R)~(1-ethyl-2-hydroxyethyl)amino-N6-(4-methoxybenzyl)-9-isopropyladenin

a AM test

K MTT test

e Travni&ek, Z.; Szii¢ova, L.; Popa, 1. J. Inorg. Biochem. 2007, 101, 477-492

Travnicek, Z.; Malofi, M.; Zatloukal, M.; Dolezal, K.; Strnad, M.; Marek, J. .J Inorg.
Biochem. 2003, 94, 307-316.

NAROKY NA OCHRANU

1. Oxalatokomplexy platiny v oxida¢nim stupni +II a jejich krystalosolvaty zahrnujici struk-
turni motiv (I) nebo obecného vzorce (II) vyjadfeného struktumim vzorcem [Pt(L)x(0x)] nebo
obecneho vzorce (III) vyjadieného strukturnim vzorcem [P(L)(L )ox)], kde symboly L a L’
predstavuji derivaty N6-benzyladeninu obecného vzorce (IV) vazaného na atom platiny zaklad-
niho motivu (V)

11 -
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ptes libovolny atom dus{ku adeninu nezévisle vybrany z atomi N1, N3, N6, N7 nebo N9, v zi-
vislosti na mife substituce molekul, kde jsou substituenty R1, R2 a R3 nezavisle vybrany ze sku-
piny:

atom vodiku, halogen, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl, substituovany alkenyl, alkynyl, sub-
stituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, cykloheteroalkyl, substituovany cyklo-
heteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, substituovany cyklo-
heteroalkenyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl, substituovany heteroaryl, funk&ni skupina a
N-RR " skupina, v niZ R" a R’ nezdvisle na sob¢ symbolizuji atom vodiku, alkyl, substituovany
alkyl, alkenyl, substituovany alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany
cykloalkyl, cykloheteroalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cyklo-
alkenyl, cykloheteroalkenyl, substituovany cykloheteroatkenyl, aryl, substituovany aryl, hetero-
aryl, substituovany heteroaryl a funkéni skupinu, kde termin:

- halogen
pfedstavuje atom fluoru, bromu, chloru, nebo jodu,

- alkyl
jako takovy nebo jako souldst jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovo-
dikovy fetézec z aZ 18, pfedevsim pak z 1 aZ 8 atom{ uhliku,

- alkenyl
jako takovy nebo jako sougast jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovo-
dikovy Fetézec z a% 18, pfedeviim pak ze 2 aZ 8 atomil uhliku obsahujici alespofi jednu dvojnou
vazbu mezi atomy uhliku,

- alkynyl
jako takovy nebo jako souéast jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovo-

dikovy fetézec z aZ 18, predevsim pak ze 2 aZ 8 atomil uhliku obsahujici alespoii jednu trojnou
vazbu mezi atomu uhliku,

- cykloalkyl
jako takovy nebo jako souédst jiné skupiny pfedstavuje cyklicky uhlovodik ze 3 az 12, prede-
véim pak ze 3 az 8 atomi uhliku, a to vEetné kondenzovanych cykli nezavisle vybranych ze
skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, aryl a heteroaryl,

-12-
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- evkloheteroalky!
jako takovy nebo jako soucast jiné skupiny pfedstavuje cykloalkyl s alespoii jednim atomem
uhliku zaménénym za heteroatom ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira,

- cykiloalkenyl
Jjako takovy nebo jako souéast jiné skupiny pfedstavuje cykloalkyl obsahujici alespoii jednu
dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

- cykioheteroalkenyi
Jako takovy nebo jako soutast jiné skupiny pfedstavuje cykloheteroalkyl obsahujici alespon
jednu dvojnou vazbu mezi dvéma atomy uhliku, atomem uhliku a heteroatomem, nebo dvéma
heteroatomy,

- aryl
Jako takovy nebo jako soufdst jiné skupiny pfedstavuje skupinu obsahujici alespofi jeden aro-
maticky kruh,

- heteroaryl
Jako takovy nebo jako soucast jiné skupiny pFedstavuje péti- a dvanacti¢lenny, predeviim pak
péti- aZ 3estiClenny aromaticky kruh s alespofi jednim atomem uhliku zaménénym za hetero-
atom ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira, a to heteroarylu kondenzovaného s jednim nebo vice
cykly nezavisle vybranymi ze skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cyklohetero-
alkenyl, ary! a heteroaryi,

- funkéni skupina
Jako takova nebo jako soucdst jiné skupiny predstavuje amino, alkylamino, dialkylamino, alke-
nylamino, cykloalkylamino, cykloheteroalkylamino, cykloalkenylamino, cykloheteroalkenyl-
amino, arylamino, heteroarylamino, acylamino, hydroxy, alkylhydroxy, alkoxy, aryloxy, kyano,
karboxy, alkylkarboxy, karboxyalkyl, arylkarboxy, karboxyaryl, hydroxyamino, acyl, nitro,
amido, nitroso, sulfonyl, sulfinyl, sulfamido, thio, alkylthio, arylthio, merkapto, karbamoyl,

- substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, substituovany cykloaliyl, sub-
stituovany cykloheteroalkyl, substituovany cykloalkenyl, substituovany cvkloheteroalkenyl, sub-
stituovany aryl a substituovany heteroaryl
Jako takové nebo jako soutdsti jinych skupin pfedstavuji alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl,
cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, aryl a heteroaryl substituované substituenty
z mnoziny halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykioalkenyl, cyklo-
heteroalkenyl, aryl, heteroaryl a funk&ni skupina.

2. Krystalosolvéty platnatych oxalatokomplexit podle nidroku 1, vyzmadujici se
tim, Ze u sloucenin obecného sloZeni [Pt(L)y(0x)] + xSolv nebo [PH{LY(L }ox)] - xSolv udava
(x) pocet krystalovych molekul, pfedeviim 1 az 6, a (Solv) je konkrétni molekula pouZitého roz-
poustédia a/nebo nékterd z reakénich komponent, obvykle vybrana ze skupiny voda, primarni
alkohol, sekundarni alkohol, aceton, NN -dimethylformamid, dimethyl sulfoxid, chloroform,
dichlormethan, acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatné nebo v kombinaci uvedenych
solvatovych molekul.

3 Farmaceuticky nebo farmakologicky prostfedek, vyzmadujici se tim, Ze obsa-
huje terapeuticky u¢inné mnozstvi platnatych oxalatokomplexii podle naroku 1 a nebo farmaceu-
tickou kompozici téchto platnatych oxaldtokomplexii s jednim ¢i vice piijatelnymi nosiéi a po-
mocnymi latkami,

4. Farmaceuticky nebo farmakologicky prostfedek podle naroku 3 pro pouziti v lékafstvi jako
le€ivo pro lé¢bu nadorovych onemocnéni.

2 vykresy

- 13-
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