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Nazev vynalezu:

Derivaty tamoxifenu k 1é€b¢€ neoplastickych
chorob, zejména s vy$si hladinou proteinu
HER2

Anotace:

Predmétem vynalezu je zplisob piipravy mitochondrialné
cilenych E a/nebo Z izomerti pfes alifaticky fetézec
vazanych trifenylfosfoniovych derivath tamoxifenu
obecného vzorce I alA, kde vyznamy obecnych
substituentd jsou uvedeny v popisné &asti. Derivat vzorce
IA nebo jeho odpovidajici sole tercialniho aminu. PouZiti
tohoto derivatu pro Ié¢bu nadorii zejména s vyssi
hladinou proteinu HER2. Lé¢ivo s jeho obsahem pro
léeni neoplastickych chorob. Pouziti derivéatu vzorce IA
nebo ve smési s derivatem vzorce I pro lé¢eni
neoplastickych chorob vybranych ze skupiny astrocytom,
neuroblastom, glioblastom, mesotheliom, nador prostaty,
atd.
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Derivaty tamoxifenu k1é¢bé neoplastickych chorob, zejména s vy$si hladinou proteinu
HER2

Oblast techniky

Vynalez se tykd novych mitochondrialng cilenych derivati tamoxifenti k 16&bé neoplastickych
chorob, zejména nadord s vyssi hladinou proteinu HER2 (human epidermal growth factor recep-
tor 2), ktery ovliviiuje spontanni déleni bunék a riist nadoru.

Dosavadni stav techniky

Soucasné pokroky v molekularni medicing vedly k uréitému zlepSeni v diagnose a 1é¢b& neoplas-
tickych chorob. Pfes tyto diléi uspéchy je tato oblast onemocnéni stale obrovskym problémem. U
né€kterych typii nddorovych onemocnéni dokonce soucasna 1é¢ba selhava z fady divodi. Jednak
Je to vrozena rezistence nadorovych bungk, jejich schopnost neustdle mutovat a 1é¢bé& se ,,vy-
hnout*, jednak velka heterogenita nadorového prostiedi (Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks
of cancer: the next generation. Cell 2011;144:646-674). Bylo ukazano, Ze nadory téhoZ typu se u
Jednotlivych pacientii velmi li$i z hlediska genomického profilu (Jones S et al. Core signaling
pathways in human pancreatic cancers revealed by global genomic analyses. Science
2008;321:1801-1806. Parsons DW et al. An integrated genomic analysis of human glioblastoma
multiforme. Science 2008;321:1807-1812), coZ ukazuje na nutnost tak zvané ,,personalni* 1é&by.
Jest€ vétSim problémem je heterogeneita mutaci v tomtéz nadoru, jak bylo nedavno ukazano u
nadoru ledvin (Gerlinger M et al. Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed by
multiregion sequencing. N Engl J Med 2012;366:883-892.) a tento jev lze odekavat i u jinych
typl nadori. Proto je nutné hledat nové piistupy a neménné zasahové misto, které by bylo spo-
lené v8em Ci vétsiné malignich bunék v nadoru a které prednostné ovliviiuje zasadni funkce
v rakovinnych buiikach. Takovym zasahovym mistem se jevi mitochondrie, tedy organely, které
jsou zasadni pro tvorbu energie nutné pro veskeré fyziologické i patofyziologické procesy
v buiice. Pfestoze nadorové buiiky z velké &asti pro tvorbu energie vyuZivaji tzv. aerobni glyko-
lyzu, mitochondridlni respirace (tedy spotieba kysliku spojena s tvorbou ATP) je vlastni vétsing
(teoreticky vSem) typiim nadort (Ralph SJ et al. The causes of cancer revisited: ,,mitochondrial
malignancy“ and ROS-induced oncogenic transformation — why mitochondria are targets for
cancer therapy. Mol Aspects Med 2010;31:145-170.).

Skupina latek s protirakovinnou aktivitou byla definovana pod nazvem ,,mitokany* (odvozeno od
»mitochondria and cancer) (Neuzil J et al. Molecular mechanism of ,mitocan“~induced
apoptosis in cacer cells epitomizes the multiple roles of reactive oxygen species and Bcl-2 family
proteins. FEBS Lett 2008;580:5125-5129. Neuzil J et al. Classification of mitocans, anti—cancer
drugs acting on mitochondria. Mitochondrion 2013;13:199-208.). Tyto latky jsou rozdéleny od
nékolika skupin podle jejich mechanismu G¢inku. Jsou to: 1, Inhibitory hexokinazy; 2. Latky
zacilené na proteiny z rodiny Bcl-2; 3. Redox—aktivni latky inhibujici thioly; 4. Latky zacilené na
proteiny VDAC a ANT; 5. Létky cilici na elektronovy redoxni fetézec; 6, Lipofilni latky cilené
na vnitfni mitochondridlni membranu; 7. Latky cilené na Krebsiv cyklus; 8. Latky cilené na mi-
tochondrialni DNA. 9 Latky nezafazené do Zadné z t&chto skupin. P¥iklady téchto latek a misto
Jejich plisobeni jsou uvedeny v obrazku 1.

Nador prsu je velmi t€zko 1é¢itelné neoplastické onemocnéni postihujici v sou¢asné dobé jednu
z osmi Zen. K 1€¢b€ rakoviny prsu se b&zné pouziva tamoxifen (TAX). Pro zhruba 30 % pripadii
této choroby je typickd vysoké hladina proteinu HER2, ktery patii do skupiny receptorovych
tyrosinovych kinaz a ktery zvySuje proliferatni schopnost bunék zvysujici jejich maligni potenci-
al (Arteaga CL et al. Treatment of HER2—positive breast cancer: current status and future per-
spectives. Nat Rev Clin Oncol. 2011;9:16-32.). Zavedena lé&ba, kdy hlavnim pouzivanym lékem
Je TAX je neliinna, protoze jsou vigi ni nadory s vysokou hladinou HER2 resistentni. TAX
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pusobi na estrogenni receptory v plazmatické membrané bun€k rakoviny prsu, ¢imz inhibuje
dulezité procesy pro proliferaéni vlastnosti rakovinné buriky. V neddvné dobé bylo publikovano,
7e TAX pii vys8i koncentraci pisobi nejen pies estrogenni receptor, ale také zasahuje do mito-
chondrialni vnitini membrany, kde interaguje s komplexem I respira¢niho fetézce, ktery je umis-
tén pravé ve vnitini mitochondrialni membrané (Moreira Pl et al. Tamoxifen and estradiol inter-
act with the flavin mononucleotide site of complex | leading to mitochondrial failure. J Biol
Chem 2006;281:10143-10152.). K tomuto ovSem dochazi pii farmakologicky nesnadno dosazi-
telnych davkach. Navic lze pfi téchto vysokych davkach ofekavat zvysenou toxicitu latky TAX.

Momentalné jsou nadory prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 lé€eny humanizovanou proti-
latkou trastuzumab, ktery inhibuje aktivitu HER2. Tato 1écba je ekonomicky velmi ndro¢na a
vyznaluje se sekundarni toxicitou; navic vyznamné procento pacientek s vysokou hladinou pro-
teinu HER2 je vi¢i latce trastuzumab rezistentni (odhaduje se kolem 30 %). Problematicka je i
nedavno zavedena latka lapatinib, kterd se vyznacuje inhibici receptorovych tyrozinovych kinaz
(Ewer MS, Ewer SM. Cardiotoxicity of anticancer treatments: what the cardiologist needs to
know. Nat Rev Cardiol 2010;7:564-575. Lin SX et al. Molecular therapy of breast cancer: pro-
gress and future directions. Nat Rev Endocrinol 2010;6:485-493. Ahn ER et al. Is the improved
efficacy of trastuzumab and lapatinib combination worth the added toxicity? Breast Cancer
2012;6:191-207.). Problémem je, ze lapatinib neni specifickym inhibitorem HER2, coz mize
vést k inhibici i dalSich receptorovych tyrazinovych kinaz a k sekundarni toxicité a lze predpo-
kladat i realny vyvoj rezistence viici této lécbeé (Wetterskog D et al. Identification of novel deter-
minants of resistance to lapatinib in ERBB2—amplified cancers. Oncogene 2013; 1-11).

CZ patent 304 553 popisuje nové izomery alkyl trifenylfosfoniovych derivati tamoxifenu, obec-
ného vzorce I,

Z-
OO
n
l (@,

kde n = 8 aZ 12, a kde Z je vybrané ze skupiny organickych soli jako naptiklad citrat, acetat, lak-
tat, tartarat, oxalat, askorbat, mesylat, tosylat nebo anorganickych soli jako napfiklad sulfat, halo-
genid, fosfat

a piekiizena vazba v obecném vzorci I, nachazejici se v subjednotce tamoxifenu zahrnuje uspo-
adani dvojné vazby jak v konfiguraci E tak Z,

které jsou u¢inné proti nadorim s vysokou hladinou proteinu HER2, a které cilen€ plsobi pfimo
na mitochondrie, a které si poradi s vySe uvedenymi problémy.

Podstata vynalezu

Nyni autofi CZ patentu 304 553 pripravili dal$i novou skupinu latek, které jsou u€inné proti na-
dortim s vysokou hladinou proteinu HER2, které cilené plisobi pfimo na mitochondrie, a které si
poradi s vy$e uvedenymi problémy. Jsou to E/Z izomery alkenyl trifenylfosfoniové derivaty
tamoxifenu obecného vzorce 1A,
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\N/\/O O Q@
| O = R*

(1A),

kde n=6az 10,

a Z je vybrané ze skupiny organickych soli jako je citrat, acetat, laktat, tartarat, oxalat, askorbat,
mesylat, tosylat nebo anorganickych soli jako je sulfat, halogenid nebo fosfat a/nebo jejich smési,

a kde pfekfizena vazba v obecném vzorci 1A, nachazejici se v subjednotce tamoxifenu zahrnuje
usporadani dvojné vazby v konfiguraci E a/nebo Z,

a jejich odpovidajici sole tercialniho aminu vybrané ze skupiny organickych soli jako je citrat,
acetat, laktat, tartarat, oxalat, askorbat, mesylat, tosylat nebo anorganickych soli jako je sulfat,
halogenid nebo fosfat a/nebo jejich smés.

Zpiisob ptipravy alkenyl trifenylfosfoniovych derivati tamoxifenu obecného vzorce IA podle
vynalezu spociva v tom, Ze se na alky! bis(trifenylfosfonium) obecného vzorce VIII,

L,
Sar v -

kden=7az1l
a X je I, Br, Cl nebo mesyl nebo jejich kombinace,
ve smési tetrahydrofuranu (THF) a dimethylsulfoxidu (DMSO) v atmosféie argonu pii pokojové

teplot€ piisobi organickou bazi (s vyhodou lithium hexamethyldisilazanem). Vznikly ylid se na-
sledné kondenzuje s aldehydem vzorce 111

\
N
/\_O

O

O (11D),

za vzniku alkenyl trifenylfosfoniovych derivatii tamoxifenu obecného vzorce IA.

Alkyl bis(trifenyl fosfonium) obecného vzorce VIII se pripravi reakci ptislusného alkylu s tri-
fenyl fosfinem za zvy3ené teploty.

Autofi dale vylepsili zplisob ptipravy alkyl trifenylfosfoniovych derivéti tamoxifenu obecného
vzorce I, a jejich odpovidajicich soli tercialniho aminu, vybranych ze skupiny organickych soli
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jako napiiklad citrat, acetat, laktat, tartarat, oxalat, askorbat, mesylat, tosylat nebo anorganickych
soli jako napfiklad sulfat, halogenid, fosfat a/nebo jejich smés, ktery podle tohoto vynélezu spo-
¢iva v tom, Ze se na aldehyd III pisobi (hydroxyalkyl)trifenylfosfonium bromidem v pfitomnosti
baze (s vyhodou lithium hexamethyldisilazanem) pii pokojové teploté a pfi pouziti sm&€si THF a
dimethylsulfoxidu (DMSO), ktera zvysi rozpustnost (hydroxyalkyl)trifenylfosfonium bromidu,
za vzniku alkenolu obecného vzorce V,

\
N
/—\—o

OXE
W

kden=5az9.

Jeho syntéza se tim oproti dfive navrzenému postupu v patentu CZ 304 553 vyrazné zkrati a zlev-
ni.

OH

V),

Alkenol obecného vzorce V se dale podle CZ patentu 304 553 v atmosféte vodiku a v pfitomnosti
katalyzatoru redukuje na alkohol obecného vzorce VI,

(VD)

kden=5az9,

alkohol obecného vzorce VI se substituci pfevede na pfislusny derivat obecného vzorce VII,
\N
/" o
O
v,

kden=5az9
a X je I, Br, Cl nebo mesyl,

ktery se zahfivanim s trifenyl fosfinem prevede na mitochondrialné cileny alkyl trifenylfosfonio-
vy derivat tamoxifenu obecného vzorce |,
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Z-
N
I D,
kden=8az12

a Z je citrat, acetat, laktat, tartarat, oxalat, askorbat, mesylat, tosylat nebo anorganicka stil jako
napfiklad sulfét, halogenid, fosfat a/nebo jejich smés

a prekiizena vazba v obecném vzorci I, nachazejici se v subjednotce tamoxifenu zahrnuje uspo-
fadani dvojné vazby jak v konfiguraci E tak Z.

V piipad€ pouziti alkenolu obecného vzorce V ve formé sole tercialniho dusiku se zvysi vytézek
dal$im vySe uvedenym postupem ziskaného alkoholu obecného vzorce VI, ze kterého lze bez
izolace latky obecného vzorce VII ziskat piislusnou sil tercialniho aminu trifenylfosfoniového
derivatu tamoxifenu obecného vzorce 1.

Kationicka skupina trifenylfosfina (TPP") umoZiiuje interakci alkyl nebo alkenyl trifenylfosfoni-
ového derivatu tamoxifenu latky obecného vzorce I nebo IA s mitochondriemi. Tyto latky, které
dale nazyvame MitoTAX byly piipraveny adici kationické skupiny alkyl-TPP" k latce TAX.
V biologickém prostiedi je pozitivni ndboj na fosforu TPP" skupiny delokalizovan, takZe latka se
chova neutrdln€. Jedinou vyjimkou jsou bun&né struktury s negativnim potencidlem, coz je
vnitini povrch plazmatické (bunééné) membrany a jiz vySe zminéna vnitini mitochondridlni
membrana. V jejich blizkosti se ndboj lokalizuje na fosforu a pozitivné nabita TPP" skupina pi-
sobi jako kotva, zplisobujici masivni koncentraci alkyl nebo alkenyl trifenylfosfoniového deriva-
tu tamoxifenu obecného vzorce I nebo [IA (MitoTAX) na interfazi mitochondridlni matrix a

vnitini membrany mitochondrie.

Cast molekuly MitoTAXu, na jejimZ konci je skupina TPP", je orientovana do mitochondrialni
matrix, pfi¢emz biologicky aktivni &ast je ve vnitini mitochondridlni membrang, kde je lokalizo-
vano molekularni zasahové misto latky MitoTAX, jimZ je mitochondrialni komplex I. Pro fyzic-
kou interakei biologicky aktivni &asti MitoTAXu, s mitochondridlnim komplexem I, ktery je
soucasti vnitfni mitochondrialni membrany, je nutné, aby mezi biologicky aktivni &asti molekuly
MitoTAXu a TPP+ skupinou byl alifaticky fetézec o urcité délce, zd4 se, Ze neni podstatné zda
alifaticky fetézec je alkyl nebo alkenyl- viz piiklad 24. Z hlediska biologickych a fyzikalné-
chemickych vlastnosti mitochondrialni membrany se jako idedlni jevi délka alifatického fetézce o
délce 8 az 12 uhlika.

MitoTAX je vyrazné G¢inn&jsi pti zabijeni bungk nadoru prsu nez ptvodni TAX. Dal$im velmi
vyznamnym zjiSténim je poznatek, Ze MitoTAX inngji zabiji buiky rakoviny prsu s vysokou
expresi proteinu HER2 neZ buriky s nizkou expresi proteinu HER2. U TAXu je tomu pfesné nao-
pak, proto je klinicky vii¢i rakoving prsu s vysokym HER2 net&inny. Diivodem zvySené citlivosti
latky MitoTAX vi¢i butikdm nadoru prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 tkvi pravdépodob-
n¢ v lokalizaci tohoto proteinu HER2 také v mitochondriich, pfiCemz u bunék s nizsi &i velmi
nizkou expresi HER2 je tento onkoprotein lokalizovan v plazmatické membrané nadorové buiiky.

Latka trastuzumab, ktera je pouZivana k 1é&bé rakoviny prsu s vysokou hladinou proteinu HER2,
Je v fadé pfipadii neti¢inna. Pravdépodobnym diivodem je skutednost, Ze v pripads vysoké hladi-
ny proteinu HER?2 je jeho zna¢na &ast lokalizovana v mitochondriich a pii piisobeni latky trastu-
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zumab na nadorovou bufiku se protein HER2 tim vice pfesouva do mitochondrii. Rakovinnd bun-
ka tak ,skryva* HER2 pfed latkou trastuzumab, ktery inhibuje jeho aktivitu. Mitochondrialni
asociace HER2 také méni mitochondridlni metabolismus tak, Zze rakovinna buiika ptrechazi na
glykolyzu a 1épe preziva v prostiedi chudém na Ziviny a kyslik.

Na rozdil od latky trastuzumab MitoTAX vstupuje do buiiky a akumuluje se v mitochondriich na
zakladé negativniho potencialu na vnitfnim povrchu vnitini mitochondrialni membrany. Burky
rakoviny prsu s vysokou hladinou proteinu HER2, v mnoha ptipadech rezistentni k latce trastu-
zumab, jsou viici latce MitoTAX citlivéjsi.

Dulezitou vlastnosti MitoTAXu, je ucinna inhibice ristu spontanniho nadoru prsu s vysokym
HER2 v my$im modelu, kdy je rist inhibovan asi z 90 %, pti¢emz u¢innost latky TAX je zhruba
20— az 30krat niz8i. MitoTAX je vii¢i mySim netoxicky.
Nadory prsu jsou heterogenni z hlediska exprese proteini HER2. Lze ofekavat, Ze pouze Cast
nadoru bude odpovidat na 1écbu latkou trastuzumab, pii¢emz MitoTAX bude u¢inny. Zabiji buii-
ky jak s nizkou tak i s vysokou expresi proteinu HER2.

Jako mitokan, ktery plsobi na mitochondrialni komplex 1l byl popséan vitamin E sukcinat (Dong
LF et al. a—Tocopheryl succinate induces apoptosis by targeting ubiquinone-binding sites in
mitochondrial respiratory complex II. Oncogene 2008;27:4324-4335. Dong LF et al. Suppression
of tumour growth in vivo by the mitocan o—tocopheryl succinate requires respiratory complex II.
Clin Cancer Res 2009;15:1593-1600.). V nedavné dob& jsme pripravili a testovali latku, ktera
vznikla adici TPP+ skupiny k vitamin E sukcinatu. Tato nova latka cili na stejné molekularni
zasahové misto, jeho aktivita je ale vy$$i nez aktivita ptivodniho vitamin E sukcinatu diky zvySe-
né koncentraci této latky na interfazi vnitini mitochondrialni membrany a mitochondrialni matrix.
(Dong LF et al. Mitochondrial targeting of vitamin E succinate enhances its pro—apoptotic and
anti—cancer activity via mitochondrial complex II. J Biol Chem 2011;286:3717-3728. Dong LF
et al. Mitochondrial targeting of a—tocopheryl succinate enhances its pro—apoptotic efficacy: A
new paradigm of efficient anti—cancer therapy. Free Radic Biol Med 2011;50:1546-1555. Rohle-
na J et al Mitochondrially targeted o~tocopheryl succinate is antiangiogenic: Potential benefit
against tumor angiogenesis but caution against wound healing. Antiox Redox Signal
2011;15:2923-2935.). Podobné jako vitamin E sukcinét s adici TPP+ skupiny se i latka MitoTax
zvy$enou mérou akumuluje na interfazi vnitini mitochondridlni membrany a mitochondrialni
matrix. MitoTAX podle pfedkladaného vynalezu v$ak zasahuje do mitochondridlniho komplexu
I, ¢imz se méni jeho spektrum udinkii oproti TAX, ktery puisobi pfevazné¢ na estrogenni receptory
v plazmatické membrané bunék rakoviny prsu, ¢imz inhibuje jejich aktivitu dilezitou pro prolife-
raéni vlastnosti rakovinné butiky.

MitoTAX obecného vzorce IA stejné jako obecného vzorce 1 se akumuluje v mitochondriich,
vyvolava bunéénou smrt selektivné v rakovinnych butikach, jejichz mitochondrie maji vyssi ne-
gativni potencial ve srovnani s mitochondriemi normalnich bunék. Zabiji velmi G¢inné buriky
rakoviny prsu s vysokym HER?2 a je G¢inny proti rakoviné prsu s vysokym HER2, kdy cilovym
mistem pro MitoTAX je mitochondrialni komplex I (viz Obr. 1).

MitoTax Ize pouzit k pfipravé Ié¢iva pro 1é¢bu neoplastickych chorob, zejména karcinomd, sar-
komd, lymfomii a leukemii, pro onemocnéni vybrana ze skupiny:

astrocytom, neuroblastom, glioblastom, mesotheliom, nador prostaty, nemalobunécny néador plic,
nador délozniho &ipku, osteosarkoma, kolorektalni nador, hepatokarcinoma, leukémie.

Seznam pouzitych zkratek:

DCM dichlormethan
DMSO dimethylsulfoxid
ERa estrogenni receptor—a
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ESI MShmotnostni spektrometrie s ionizaci elektron sprejem

HER2 human epidermal growth factor receptor 2
LiHMDS lithium hexamethyldisilazan

MitoTAX mitochondrialné cileny tamoxifen

NMR nuklearni magneticka rezonance

TAX tamoxifen

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografie na tenké vrstvé

Objasnéni vykresi

Obr. 1 znazorfiuje klasifikaci jednotlivych tiid mitokanii, potencialng protirakovinnych latek pa-
sobicich na mitochondrie.

Obr. 2 znazoriuje vliv G¢inkd riznych derivati MitoTAXu na apoptézu rakovinnych bungk
MCF7 (A) a MCF7 HER2' (B).

Priklady uskute¢néni vynalezu

Piiklad 21

Latku vzorce V lIze ziskat pfimo z latky vzorce III reakci s (9-hydroxynonyl)trifenylfosfonium
bromidem misto s (9—((tert—butyldimethylsilyl)oxy)nonyl)trifenylfosfonium bromidem. Syntéza
se proti CZ patentu 304 553 zkrati a zlevni. Hlavni zménou je pouziti smési THF a DMSO, &imz
se zvysi rozpustnost a reakci lze provést pfimo s (9—hydroxynonyl)trifenylfosfonium bromidem,
coz bylo v samotném THF nemozné. Postup je proveden za pokojové teploty misto —78 °C. Vy-
razn¢ se také zkrati celkovy Cas pfipravy pozadované latky.

Ptiprava latky vzorce 5

\
N
7 o

OO

O OH

(9-hydroxynonyl)trifenylfosfonium bromid (3,920 g, 8,082 mmol) se rozpusti v DMSO (10 ml) a
poté se ptidd THF (30 ml). Do reakéni smési se po dobu 3 minut ptikapava roztok LiIHMDS
(14,800 ml, IM v THF). Barva reakéni smési se zméni na vyrazné oranzovou. Poté se do reakéni
smési ptikape roztok aldehydu vzorce III (1,000 g, 2,694 mmol) v THF (15 ml) a reakce se nada-
le micha po dalSich deset minut pfi laboratorni teploté. Pribéh reakce se monitoruje pomoci TLC
ve smési chloroform — methanol (10:1). Reak&ni smés se nalije do studeného nasyceného roztoku
chloridu amonného (100 ml) a extrahuje se diethylétherem (5x 100 ml). Spojené organické vrstvy
se susi nad siranem hofe¢natym. Susidlo se zfiltruje a produkt se zakoncentruje pod vakuem.
Surovy materidl se rozpusti v diethylétheru (10 ml) a po kapkach se ptida nasyceny étherovy
roztok HCI (5 ml). Precipitovany produkt se zfiltruje a extrahuje roztokem NaOH (5 ml, IM) a
diethylétherem (25 ml). Organické vrstva se susi nad siranem hofe¢natym. Susidlo se zfiltruje a

(5)
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produkt se zakoncentruje pod vakuem. Timto postupem, se ziska 1,102 g (82 %) produktu vzorce
5 ve formé slabé nazloutlého oleje, ktery je tak pfipraven pro dalsi reakce.

Priklad 22

V piipadé pouziti alkenolu vzorce 5 ve formé sole tercialniho dusiku se redukci ziska alkohol
vzorce 6,

o
SRS
/)

ze kterého lze bez izolace jednotlivych stupiit ziskat pfislusnou sul tercialniho aminu trifenylfos-
foniového derivatu tamoxifenu vzorce 9a. Zvysi se vytézek a zkrati se doba piipravy proti CZ
patentu 304 553.

o (6),

Piiprava latky vzorce 9a

K alkoholu vzorce 6 (300 mg, 0,600 mmol) rozpusténému v diethylétheru (6 ml) se pfida nasyce-
ny étherovy roztok HCI (6 ml), smés se zakoncentruje pod vakuem a znovu rozpusti v DCM (6
ml). K reakéni smési se ptida CBry (298 mg, 0,901 mmol) a po jeho aplném rozpusténi se piida
jesté trifenylfosfin (252 mg, 960 mmol). Reakce se ukon¢i za 5 minut pfidianim methanolu (1 ml)
a nasyceného étherového roztoku HCI (3 ml). Roztok se zakoncentruje pod vakuem a pfida se
trifenylfosfin (2,000 g, 7,625 mmol). Reakéni smés se micha pies noc pfi teplot€ 100 °C. Smés se
zchladi na pokojovou teplotu a rozpusti se v DCM (10 ml). Roztok se za stalého michani ptikape
do ledovou lazni chlazeného roztoku diethylétheru (100 ml). Vznikly precipitat se zfiltruje a usu-
§i pod vakuem. Takto se ziskd 334 mg (74 %) produktu vzorce 9a ve formé bilé slabé olejovité
pevné latky. Produkt mize byt pfe¢istén opakovanym rozpusténim v DCM (2 ml) a naslednym
vysrazenim v diethylétheru (20 ml).

\ Hel
/N_\_O
QQ Br
WO SO
GO w
Priklad 23

Ptiprava latky vzorce 11 — isomerniho decenyl trifenylfosfoniového derivatu tamoxifenu

Nonan-—1,9—diylbis(trifenylfosfonium)bromid se pfipravi piisobenim trifenylfosfinu na 1,9-di-
bromnonan v roztoku dimethylformamidu pfi teploté 100 °C po dobu 16 hodin a naslednou krys-
talizaci z ethylacetatu.
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Nonan—1,9-diylbis(trifenylfosfonium)bromid (545 mg, 674 mmol) se rozpusti v DMSO (1 ml) a
poté se pfidi THF (3 ml). Do reakéni smési se po dobu 3 minut pfikapava roztok LiHMDS
(670 ul, 1M v THF). Barva reak&ni smési se zmé&ni na vyrazné oranZovou. Poté se do reakéni
smési pfikape roztok aldehydu vzorce III (100 g, 2,269 mmol) v THF (1 ml) a reakce se nadale
miché po dalSich deset minut pfi pokojové teploté. Priibéh reakce se monitoruje pomoci TLC ve
smési chloroform — methanol (10:1). Reakéni smés se nalije do studeného nasyceného roztoku
chloridu amonného (10 ml) a extrahuje se dichlormethanem (5x 20 ml). Spojené organické vrstvy
se susi nad siranem hofe¢natym. Susidlo se zfiltruje a produkt se zakoncentruje pod vakuem.
Chromatografii koncentratu na sloupci silikagelu v systému chloroform/metanol (gradient 0 az
10 %) se ziska 56 mg (30 %) pozadovaného produktu vzorce 11.

\

PARNEN
a%e

O,
O ©P® (an

"H NMR (400 MHz, cdcl3) & 8,00 — 7,52 (m, 15H), 7,25 — 7,11 (m, 6H), 7,11 — 6,96 (m, 4H),
6,72 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,53 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,00 (d, J= 11,5 Hz, 1H), 5,26 (dt, J= 11,5,
7,4 Hz, 1H), 4,02 (t, J = 4,8 Hz, 1H), 3,80 — 3,53 (m, 2H), 2,88 (t, J= 5,3 Hz, 2H), 2,42 (s, 6H),
2,06 — 1,79 (m, 2H), 1,64 — 1,36 (m, 4H), 1,38 — 1,05 (m, 4H), 1,06 — 0,73 (m, 4H). ESI MS: 742.

Biologické srovnavaci testy mitochondrialng cileného alkyl a alkenyl trifenylfosfoniového deri-
vatu tamoxifenu (MitoTAX).

Priklad 24

Na obr. 2 je znézornén Gcinek alkyl a alkeny! trifenylfosfoniovych derivati MitoTAXu, jak je
ukazano v Tabulce 3, na apoptézu bunék rakoviny prsu MCF7 (A) a sublinie bundk MCF7 se
zvySenou hladinou proteinu HER2 (B). Procento apoptotickych bungk bylo stanoveno na zakladé
barveni indikatoru apopt6zy annexinu V metodou priitokové cytometrie. Buitky MCF7 a MCF7
HER2" byly vystaveny jednotlivym derivatim MitoTAXu v koncentraci 2uM po dobu 24 hodin.
Sloupec ,,CTRL* oznaduje procento apoptotickych bungk v populaci bunék bez pridani testova-
nych latek a odpovidd tak bazalni hlading apoptozy v testovanych liniich. Viechny testované
derivaty MitoTAXu vyvolavaji apoptozu.
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Zaverem lze fici, Ze jsme pfipravili zcela nové latky, které vychazeji z latky TAX, coZ je b&zné
pouZivané terapeutikum k 1é¢b¢ rakoviny prsu, onemocnéni, které je na vzestupu (DeSantis C et
al. Breast cancer statistics, 2011. CA Cancer J Clin 2011;1:409-4018.). Vy3e popsané alkyl a
alkenyl trifenylfosfoniové derivaty tamoxifenu (MitoTAX) dle vynalezu se pfednostné akumuluji
v mitochondriich, kde je jejich zasahové misto komplex I. Interakei MitoTaxu s komplexem I
dojde k peruseni toku elektronil, které reaguji s molekularnim kyslikem. Tim dojde ke vzniku
kyslikovych radikalt, které pak vyvolaji bun&&nou smrt.MitoTAX je G€inny vii€i nadordm prsu
s nizkou i vysokou hladinou proteinu HER2, ktery velmi komplikuje dosavadni zpisoby 1é&by.
MitoTAX miize doplnit &i nahradit v 16¢bé nador jak latku TAX tak i latku trastuzumab.

Prumyslova vyuzitelnost

Nové derivaty tamoxifenu, obecného vzorce I a IA podle vynalezu jsou vyuzitelné k 1é¢bé rako-
viny ve zdravotnictvi a ve farmaceutickém primyslu k pfipravé Iékii pro 1é¢bu rakoviny.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob piipravy mitochondrialné cilenych E a/nebo Z izomeri pies alifaticky fetézec vaza-
nych trifenylfosfoniovych derivati tamoxifenu obecného vzorce I

Z-
A0
n
i D,

kden=8az12,
a obecného vzorce IA

\N/\/O O Q
| @ :
P R
nS: zZ
kde n=6az 10,

a Z je vybrané ze skupiny organickych soli jako je citrét, acetat, laktat, tartarat, oxalat, askorbat,
mesylat, tosylat nebo anorganickych soli jako je sulfat, halogenid nebo fosfat a/nebo jejich smés,

a kde ptekiiZena vazba v obecném vzorci I a [A, nachézejici se v subjednotce tamoxifenu zahrnu-
Je usporadani dvojné vazby v konfiguraci E a/nebo Z,

(1A),

-11-
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a jejich odpovidajici sole tercidlniho aminu vybrané ze skupiny organickych soli jako je citrat,
acetat, laktat, tartarat, oxalat, askorbat, mesylat, tosylat nebo anorganickych soli jako je sulfat,
halogenid nebo fosfat a/nebo jejich smés,

vyznadujici se tim, Ze senaaldehyd vzorce III
\N
/" g
&
(1),

plsobi (hydroxyalkyl)trifenylfosfonium bromidem a béazi pti pokojové teploté ve smési tetrahyd-
rofuranu a dimethylsulfoxidu, za vzniku alkenolu obecného vzorce (V)

\
N
/" o

ORGIN
—A N

O V),

kden=5az9,

ktery se dale v atmosféfe vodiku v pfitomnosti katalyzatoru redukuje na alkohol, ktery se piso-
benim CBr, a trifenylfosfinu pfevede na alkyl trifenylfosfoniovy derivat tamoxifenu obecného
vzorce I,

nebo se aldehyd vzorce Il kondenzuje s ylidem, ktery se pfipravi pisobenim organické baze na
alkyl bis(trifenylfosfonium) obecného vzorce VIII

X- /P\]\ X-
shsiohs
(VII),
kden=7az 1l

a X je [, Br, Cl nebo mesyl nebo jejich kombinace,

ve smési tetrahydrofuranu a dimethylsulfoxidu v atmosféfe argonu pii pokojové teploté, vysled-
kem kondenzace aldehydu vzorce 111 s ylidem je alkenyl trifenylfosfoniovy derivat tamoxifenu
obecného vzorce 1A.

2. Mitochondrialné cileny E a/nebo Z izomer pies alifaticky fetézec vazanych trifenylfosfonio-
vych derivati tamoxifenu obecného vzorce IA

-12-
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\N/\/O O Q@
| O P R*

(1A),

kden=6az 10,

a Z je vybrané ze skupiny organickych soli jako je citrat, acetat, laktat, tartarat, oxalat, askorbat,
mesylat, tosylat nebo anorganickych soli jako napfiklad sulfat, halogenid nebo fosfat a/nebo je-
Jjich smés,

a kde prekfiZena vazba v obecném vzorci 1A, nachazejici se v subjednotce tamoxifenu zahrnuje
uspofadani dvojné vazby v konfiguraci E a/nebo Z,

a jejich odpovidajici sole tercialniho aminu vybrané ze skupiny organickych soli jako je citrat,
acetat, laktat, tartarat, oxalét, askorbat, mesylat, tosylat nebo anorganickych soli jako je sulfat,
halogenid nebo fosfat a/nebo jejich smés.

3. PouZiti mitochondrialné cilenych E a/nebo Z izomerd alkenyl trifenylfosfoniového derivatu
tamoxifenu obecného vzorce IA podle naroku 2, nebo jejich smési s alkyl trifenylfosfoniovymi
derivaty tamoxifenu obecného vzorce I k pfipravé 1é¢iva pro lé¢bu neoplastickych chorob.

4. Pouziti podle naroku 3 k pfipravé lé¢iva pro 1é&bu karcinomd, sarkomd, lymfomi a leuke-
mii.

S. Pouziti podle naroku 3 k pfipravé 1é¢iva pro 1é&bu nddorovych onemocnéni vybranych ze
skupiny: astrocytom, neuroblastom, glioblastom, mesotheliom, nador prostaty, nemalobun&ény
nador plic, nador délozniho &ipku, osteosarkoma, kolorektalni nador, hepatokarcinoma, leukémie.

6.  Pouziti mitochondridln€ cilenych E/Z izomert alkenyl trifenylfosfoniovych derivati tamoxi-
fenu obecného vzorce IA podle naroku 2, nebo jejich smési s alkyl trifenylfosfoniovymi derivaty
tamoxifenu obecného vzorce I k piipravé 1é¢iva pro zabijeni rakovinnych bunék v riznych oblas-
tech nadoru prsu bez ohledu na rozdilnou hladinu proteinii jako jsou HER2, ERa, GATA3 ¢&i
Ki67.

7. LéCivo pro léCeni neoplastickych chorob, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje nej-
méné jeden E/Z izomer alifatického trifenylfosfoniového derivatu tamoxifenu obecného vzorce
IA, podle naroku 2.

8. LeéCivo podle naroku 7, vyznacéujici se tim, Ze neoplastickou chorobou je rakovi-

na s nizkou a/nebo vysokou hladinou proteinu HER2 v nadorovych butikach jinych nez jsou na-
dory prsu.

2 vykresy

-13-
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Obr 1.
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Obr. 2

A MCF7 parentalni

100+

Apoptéza (%)

9a 9 10 10a

B MCF7 HER2"

Apoptéza (%)

CTRL 9 9a 9 10 10a 11

Konec dokumentu
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