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Derivaty tamoxifenu Géinné proti nadoriim zejména s vyssi hladinou proteinu
HER2

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych mitochondrialng cilenych derivatl tamoxifenti k lécbé
neoplastickych chorob, zejména nadorli s vy$si hladinou proteinu HER2 (human

epidermal growth factor receptor 2), ktery ovliviiue spontani déleni bunék a riist nadord.

Dosavadni stav techniky

Soucasné pokroky v molekularni mediciné vedly k ur¢itému zlep$eni v diagnose a lé&bé
neoplastickych chorob. Pies tyto dilgi Uspéchy je tato oblast onemocnéni stale
obrovskym problémem. U nékterych typ( nadorovych onemocnéni dokonce soudasna
leCba selhava z fady divodd. Jednak je to vrozena rezistence nadorovych bunék, jejich
schopnost neustadle mutovat a 1é¢bé se ‘'vyhnout’, jednak velka heterogeneita
nadorového prostiedi (Hanahan D, Weinberg RA., Hallmarks of cancer: the next
generation., Cell 2011;144:646-674). Bylo ukazano, e ‘nadory téhoZ typu se u
jednotlivych pacientd velmi Iisi 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 muiltiforme. Science 2008:321 .1807-1812.), coz ukazuje na nutnost
tak zvané ‘personaini’ 1é¢by. Jesté 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 Ize ogekavat i u jinych typl nadord. Proto je nutné
hledat nové pfistupy a neménné zasahové misto, které by bylo spole¢né viem &i
vetsiné malignich bunék v nadoru a které prednostné ovliviiuji zasadni funkce v
rakovinnych bunkach. Takovym zésahovym mistem se jevi mitochondrie, tedy organely,
které jsou zasadni pro tvorbu energie nutné pro veskeré fyziologické i patofyziologické

procesy v burice. Pfestoze nadorové buriky z velké &asti pro tvorbu energie vyuZivaji
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tzv. aerobni glykolyzu, mitochondrialni respirace (tedy spotfeba kysliku spojena s
tvorbou ATP) je viastni vétsing (teoreticky vSem) typlim nadorQ (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 cancer 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 do nékolika skupin podie jejich
mechanismu Uéinku. 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. Latky cilici na elektronovy redoxni retézec; 6, Lipofilni latky cilené na vnitni
mitochondridlni membranu; 7. Latky cilené na Krebs(iv cyklus; 8. Latky cilené na
mitochondrialni DNA. 9. Latky nezafazené do Zadné z t&chto skupin. Priklady téchto
latek a misto jejich pUsobeni jsou uvedeny v obrazku 1.

Nador prsu je velmi tézko légitelné neoplastické onemocnéni postihujici v soudasné
dobé Jednu z osmi Zen. K 1é¢bé rakoviny prsu se bézné pouZiva tamoxifen (TAX). Pro
zhruba 30% pripadil této choroby je typicka vysoka hladina proteinu HER2, ktery patii
do skupiny receptorovych tyrosinovych kinaz a ktery zvySuje proliferacni schopnost
bunék zvysuijici jejich maligni potencial (Arteaga CL et al., Treatment of HER2-positive
breast cancer: current status and future perspectives.,Nat Rev Clin Oncol. 2011:9:16-
~32.). Zavedena lécba, kdy hlavnim pouzwanym lékem je TAX je nelginna, protoze j jSOU
vUgdi nl nadory s vysokou hladinou HER2 reslstentnl TAX plsobi na estrogenni recetory
v pla$matlcke membrané bunék rakoviny prsu, &imz inhibuje ddlezité pro proliferagni
vlastnosti rakovinné buriky. V nedavné dobé bylo publikovano, ze TAX pfi vy3si
koncentraci plsobi nejen pres estrogenni receptor, ale takeé zasahuje do

mitochondrialni vnitini membrany, kde interaguje s komplexem | respiraéniho retézce,



ktery je umistén pravé ve vnitfni mitochondrialni membrane (Moreira P! et al.,Tamoxifen
and estradiol interact with the flavin mononucleotide site of complex | leading to
mitochondrial failure.,J Biol Chem 2006;281:10143-10152.). K tomuto oviem dochazi
pF’i farmakologicky nesnadno dosazitelnych davkach. Navic Ize pfi téchto vysokych
davkach ogekavat zvysenou toxicitu latky TAX.

Momentainé jsou nadory prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 léCeny
humanizovanou protilatkou trastuzumab, ktery inhibuje aktivitu HER2. Tato lé¢ba je
ekonomicky velmi naroéna a vyznaCuje se sekundarni toxicitou: navic vyznamné
procento pacientek s vysokou hladinou proteinu HER2 je vi&i latce trastuzumab
re?istentni (odhaduje se kolem 3q6!AJ). Problematicka je i nedavno zavedena latka
lapatinib, ktera se vyznaduje 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: progress
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 miize vést k inhibici i dalgich receptorovych tyrazinovych kinaz a
k sekundami toxicité a Ize predpokladat i je reéiny vyvoj rezistence viéi této lécbeé
(Wetterskog D et al., Identification of novel determinants of resistance to lapatinib in
ERBB2-amplified cancers.,Oncogene, in press.).

Podstata vynalezu

Proto jsme navrhli a pfipravili skupinu latek, které jsou a€inné proti nadortim s vysokou
hladinou proteinu HER2, které cileng plsobi pfimo do mitochondrie, a které si poradi
s vySe uvedenymi problémy. Uvedené nevyhody odstrariuji E a/nebo Z izomery alkyl-
trifenylfosfoniové derivaty tamoxifenu nebo jejich smés (MitoTAX), obecného vzorce |,
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kde n = 8 az 12, a kde X je Br, |, mesyl a pfekfizena vazba v obecném vzorci | ,
nachazejici se v subjednotce tamoxifenu, zahrnuje usporadani dvojné vazby jak v
kofiguraci E tak Z. )

Zpusob pfipravy aIkylyv(’\trifenylfosfoniovych derivatll tamoxifenu obecného vzorce | je
zaloZen na reakci ylidu generovaného z tert-butyldimethylsilyl-oxy- alkyl+tnfenylfoson|um

bromidu o obecném vzorci |,

@
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kden=5az9
v tetrahydrofuranu (THF) v atmosféfe argonu pii teploté -781°C plsobenim organické

baze (s vyhodou buthyl lithium) a nasledné kondenzaci s aldehydem vzorce I,
N
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za vzniku silylovaného derivatu obecného IV,
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Na silylovany derivat obecného vzorce IV se plsobi tetrabutylamonium fluoridem za
vzniku alkenolu obecného vzorce V,
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kden=5az9,

ktery se v atmosféfe vodiku v pfitomnosti katalyzatoru redukuje na alkohol obecného
vzorce VI,
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kden=5az9.

Alkohol obecného vzorce VI se substituci pfevede na pfislusny derivat obecného VI,
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kden=5az9
a X jel, Br nebo mesyl,
ktery se zahfivanim s trifenyl fosfinem prevede na mitochondrialng cileny alkyl

trifenylfosfoniovy derivat tamoxifenu obecného vzorce I.

Kationicka skupina trifenylfosfonia (TPP*) umozfiuje interakci alky! trifenylfosfoniového
derivatu tamoxifenu latky obecného vzorce | s mitochondriemi. Tato latka byla
pfipravena adici kationické skupiny alkyl-TPP* k latce TAX. V biologickém prostiedi je
pozitivni naboj na fosforu TPP* skupiny delokalizovan, takze latka se chova neutrainé.
Jedinou vyjimkou jsou bunétné struktury s negativnim potencidlem, coz je vnitini
povrch plagmatické (bunétné) membrany a jiz vySe zminé&na vnitfni mitochondrialni
membrana. V jejich blizkosti se naboj lokalizuje na fosforu a pozift)né nabita TPP*
skupina pUsobi jako kotva, zplsobujici masivni koncentraci aIky{ljtrifenylfosfoniového
derivatu tamoxifenu obecného vzorce | (MitoTAX) na interfazi mitochondrialni matrix a

vnitfni membrany mitochondrie.

Cast molekuly MitoTAXu, na jeiimz konci je skupina TPP+, je orientovana do
mitochondrialni matrix, pfi¢emZ biologicky aktivni &ast je ve vnitini mitochondrialni
membrané, kde je lokalizovano molekularni zasahové misto latky MitoTAX, jimz je
mitochondrialni komplex |. Pro fyzickou interakci biologicky aktivni &asti MitoTAXu,
s mitochondrialnim komplexem |, ktery je souéasti vnitini mitochondrialni membrany, je
nutné, aby mezi biologicky aktivni ¢asti molekuly MitoTAXu a TPP+ skupinou byl
alifaticky fetézec o urcité délce. Z hlediska biologickych a fyzikalné-chemickych
vlastnosti mitochondrialni membrany se jako idealni jevi délka alifatického fetézce o

délce 8 aZ 12 uhlikd.
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MitoTAX je vyrazné G€innéjsi pfi zébijeni bunék nadoru prsu nez plvodni TAX. Dalsim
velmi zavaznym zjiSténim je poznatek, Zze MitoTAX Uginnéji zabiji buriky rakoviny prsu s
vysokou expresi proteinu HER2 nez buriky s nizkou expresi proteinu HER2. U TAXu je
tomu presné naopak, proto je klinicky viéi rakoviné prsu s vysokym HER2 neucinny.
Dlvodem zvy$ené citlivosti latky MitoTAX viéi buiikam nadoru prsu s vysokou hladinou
proteinu HER2 tkvi pravdépodobné v lokalizaci tohoto proteinu HER2 také v
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onkoprotein lokalizovan v plagmatické membrané nadorové buriky.

Latka trastuzumab, ktera je pouzivana kiéEbé rakoviny prsu s vysokou hladinou
proteinu HERZ, je v fadé pfipad( neti¢inna. Pravdépodobnym diivodem je skuteénost,
Zze vpfipadé vysoké hladiny proteinu HER2 je jeho znagna &ast lokalizovana
v mitochondriich a pfi plsobeni latky trastuzumab na nadorovou bufiku se protein
HER2 tim vice pfesouva do mitochondrii. Rakovinna buiika tak ,skryva’ HER2 pied
latkou trastuzumab, ktery inhibuje jeho aktivitu. Mitochondrialni asociace HER2 také
meéni mitochondrialni metabolismus tak, Ze rakovinna bufika piechazi na glykolyzu a

lépe preziva v prostiedi chudém na Ziviny a kyslik.

Na rozdil od latky trastuzumab MitoTAX vstupuje do buiky a akumuluje se
v mitochondriich na zakladé negativniho potenciélu vnitfniho povrchu mitochondrialni
membrany. Bunky rakoviny prsu s vysokym obsahem proteinu HER2, v mnoha
pripadech rezistentni k latce trastuzumab, jsou v(i&i latce MitoTAX citlivejsi.

Dllezitou viastnosti MitoTAXu, je Géinna inhibice rdstu spontaniho nadoru prsu s
vysokym HER2 v mySim modelu kdy je rlst inhibovan asi z 9071!1;"%. Pficemz ucinnost
latky TAX je zhruba 20-a2 30/<krat nizsi. MitoTAX je vii&i mysim netoxicky.

Nadory prsu jsou heterogen/ni Z hlediska exprese proteinit HER2. Lze o&ekavat, Ze
pouze Cast nadoru bude odpovidat na Ié¢bu latkou trastuzumab, pfiéemz MitoTAX bude

acinny. Zabiji buriky jak s nizkou tak i s vysokou expresi proteinu HER2.
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Jako mitokan, ktery pﬁsobi na mitochondrialni komlex II. byl popsan vitamin E sukcinat
(Dong LF et al. .a-Tocopheryl succinate induces apoptosis by targeting ubiquinone-
binding sites in mitochondrial respiratory complex Il. ; Oncogene 2008;27:4324-433@'
Dong LF et al., Suppression of tumour growth in vivo by the mitocan a-tocopheryl
succinate requires respiratory complex Il.;Clin Cancer Res 2009;15:1593-1600.).
V nedavné dobé jsme pfipravili a testovali latku, ktera vznikia adici TPP+ skupiny k

vitamin E sukcinatu. Tato nova latka cili na stejné molekularni zasahové misto, jeho
aktivita je ale vyS$$i nez aktivita plivodniho vitamin E sukcinatu diky zvy$ené koncentraci
této latky na interfazi vnitfni mitochondrialni membrany a mitochondrialni matrix. (Dong
LF et al.{.MitochondriaI targeting of vitamin E succinate enhances its pro-apoptotic and
anti-cancer activity via mitochondrial complex Il.,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," Rohlena J et al Mitochondrially targeted a-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 sukcinat
s adici TPP+ skupiny se i latka MitoTax zvySenou mérou akumuluje na interfazi vnitfni
mitochondrialni membrany a mitochondrialni matrix.. MitoTAX podle predkladaného
vynalezu v8ak zasahuje mitochondrialni komplex I, ¢imz se méni jeho spektrum Gcinkd
oproti TAX, ktery plisobi pfevazné na estrogenni recetory vplaématické membrané
bunék rakoviny prsu, ¢imz inhibuje jejich aktivitu ddleZitou pro proliferacni vlastnosti
rakovinné burky.

MitoTAX se akumuluje v mitochondriich, vyvolava bunécnou smrt selektivng
v rakovinnych burnkach, jejichz mitochondrie maji vy$$i negativni potencial ve srovnani
s mitochondriemi normalnich buriek. Zabiji velmi G&inné buriky rakoviny prsu s vysokym
HERZ2 a je GCinny proti rakoving prsu s vysokym HER2, kdy cilovym mistem pro
MitoTAX je mitochondrialni komplex | (viz. Obr. 1).

MitoTAX Ize pouzit k pfipravé légiva pro léébu neoplastickych chorob, zejména
karcinomd, sarkom(, lymfom( a leukemii, pro onemocnéni vybrana ze skupiny:

astrocytoma,  neuroblastoma, glioblastoma, mesothelioma, nador prostaty,



nemalobunécny nador plic, nador délozniho Cipku, osteosarkoma, kolorektalni nador,

hepatokarcinoma, leukémie.

Seznam pouzitych zkratek
v

DCM
ERa

ESI MS
HER2
MitoTAX
MitoVES
NMR
TAX
TBAF
THF
TLC

dichlormetan

estrogenni receptor-a

hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektron sprejem
human epidemal growth factor receptor 2
mitochondrialné cileny tamoxifen

mitochondrialné cileny vitamin E sukcinat

nuklearni magneticka rezonance

tamoxifen

tetrabutylamonium fluorid

tetrahydrofuran

chromatografie na tenké vrstvé

Prehled obrazkt

Obr. 1. znazoriiuje klasifikaci jednotliych tfid mitokanl, potencialné protirakovinnych

latek plsobicich na mitochondrie.

Obr. 2. znazornuje pfipravu sublinii lidského karcinomu prsu MCF7.

Obr. 3. znazornuje vliv G¢inkd MitoTAXu a TAXu na potlacéeni ristu experimentalniho

nadoru s vysokou expresi HER2.

Obr. 4. znazoriuje vliv ucinkd MitoTAXu a TAXu na apoptozu rakovinnych bunék

raznych bunéénych linii.

Obr. 5. znazorfiuje vliv koncentrace MitoTAXu na Géinnou apoptdézu u rlznych

bunécénych linii bunék rakoviny prsu s vysokou hladinou HER2.

Obr. 6. znazorfiuje jak koncentrace MitoTAXu ovliviiuje funkci mitochondrialniho

komplexu | a Il, respektive respiraci nadorovych bunék.
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Obr. 7. ukazuje srovnani vlivu MitoTAXu a TAXu na tvorbu kyslikovych radikald
v bunkach rakoviny prsu.

Obr. 8. znazornuje a porovnava vliv MitoTAXu a TAXu na pokles mitochondrialniho
potencialu

Obr. 9. ukazuje, Ze HER2 je u bunék s vysokou expresi HER2 lokalizovan prevazné
v mitochondriich.

Obr. 10. znaroriiuje vliv hladiny proteinu HER2 na délku mitochondrii.,

Obr. 11. ukazuje vliv hladiny proteinu HER2 na tvorbu laktatu a mitochondrialni
respiraci.

Obr. 12. ukazuje, Ze buriky s vysokou hladinou proteinu HER2 maiji zvySeny pfijem
glukoézy.

Obr. 13. ukazuje, Ze MitoTAX av8ak nikoliv TAX snizuje expresi estrogenniho receptoru
ERa.

Obr. 14. ukazuje, Ze protein HER2 je lokalizovan v mitochondriich u spontannich
nadord s vysokou hladinou HER2.

Obr. 15. ukazuje, Ze jednotlivé oblasti nadoru mlécné Zlazy u transgenni mysi FVB/N c-
~neu se li8i expresi genl dllezitych pro vyvoj a lé&bu rakoviny prsu (HER2, ERaq,
GATAZ, Ki67).

Obr. 16. znazorfiuje fezy jednotlivych oblasti nadoru prsu barvené metodou eosin-
hematoxylin, které ukazujici morfologii nadoru.

Obr. 17. ukazuje fezy jednotlivych Casti téhoZ nadorll s vyrazné riznou hladinou
proteinu HER2.

Priklady provedeni

Jako vychozi latka pro pfipravu alkylﬁ,‘irifenylfosfonionch derivati tamoxifenu obecného
vzorce | (MitoTAX) byl pouzit aldehyd vzorce lll,.



ktery byl pfipraven podle postupu publikovaného vroce 2003. ((Z)-Tamoxifen and
Tetrasubstituted Alkenes and Dienes via a Regio- and Stereospecific Three-Component
Magnesium Carbometalation Palladium(0) Cross-Coupling Strategy ; Pierre E. Tessier,
Andrea J. Penwell,Fabio E. S. Souza, and Alex G. Fallis*; ORGANIC LETTERS, 2003,
Vol. 5, No. 17, 2989-2992.)

Priklad 1

(9-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)nonyl)trifenylfosfonium bromid (634 mg, 1,057 mmol) se
rozpustl v suchém tetrahydrofuranu (THF) (6 ml), piekryje atmosférou argonu a ochladi
na —78$°C Do reakéni smési se pomalu pod atmosférou argonu pfikape but@yl lithium
(1,2 ml 0,9M roztok v THF). Roztok se necha pomalu ohfat na oﬁc zbarvi se do tmavé
Cervena a znovu se ochladi na 7&C a piikape se aldehyd vzorce llIf (160 mg, 0,430
mmol) rozpustény v suchém THF (3 ml). Reakéni smés se necha ohfat na laboratorni
teplotu a pod atmosférou argonu se micha po dobu 16 hodin. Pribéh reakce se
- monitoruje pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC) ve smési chloroform — meiré{;nol
(10:1). Poté se pfida nasyceny roztok chloridu amonného, voda a extrahuje se
ethylacetatem. Ethylacetatova vrstva se promyje solankou a su$i se nad siranem
hofecnatym. Roztok se Zfiltruje a zakoncentruje za snizeného tlaku. Chromatografii
koncentratu na sloupci silikagelu v systému dichlormetan (DCM)/metanol (gradient 0 a2
105’/0 metgnolu) se ziska 147 mg poZadovaného produktu vzorce 4 (56% vytéZek).
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"H NMR (500 MHz, cdcl3) 5 7.42-7,36 (m, 5H), 7.18-7,28 (m, 5H), 6.94 (d, J = 8,7, 2H),

6,73 (d,J=8,7,2H), 6,19 (d, J= 11,5, 1H), 5,47 (dt, J= 11.5, 7,4, 1H), 4,09 (t, /= 5,8,

2H), 3,72 (t, J= 6,6, 2H), 2,80 (t, J = 5,8, 2H), 2,42 (s, 6H), 1.69 — 1,57 (m, 4H), 1,48 -
~1,13 (m, 10H), 1,03 (s, 9H), 0,18 (s, 6H). Hmotnostni spektrometrie s ionizaci electron

sprejem (ESI MS): 612.

(9-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)nonyl)trifenylfosonium bromid byl pfipraven podle

postupu publikovaném v literatufe. (Tetrahedron Letters, 2010, 51, 49, 6426-6428.)

Priklad 2
Silylovany derivat vzorce 4 (147 mg, 2,240 mmol) se rozpusti v THF (5 ml), prekryje
atmosférou argonu a za stadlého michani se pfi teploté OZJC pfikape
tetrabutylamoniumfluorid (TBAF) (260‘(1! 1M roztok v THF). Reakéni smés se necha
- ohrat na laboratorni teplotu a micha se dalSich 6 hodin. Priibéh reakce se monitoruje
pomoci TLC ve smési chloroform — methanol (10:1). Poté se pfida voda a smés se
extrahuje ethylacetatem. Ethylacetatova vrstva se promyje nasycenym roztokem sody,
solanky a susSi se nad siranem hofeCnatym. Susidlo se Zfiltruje a roztok se
zakoncetruje za sniZzeného tlaku. Koncentrat se predisti sloupcozou chromatografii na
silikagelu v systému chloroform/met’anol (gradient O az 10% metanolu). Timto se ziska

115 mg (96% vytézek) pozadovaného alkenolu vzorce 5.

M,

YA

N\ / oH §
"H NMR (500 MHz, cdcl3) § 7.43 - 7,14 (m, 5H), 6.94 (d, J = 8.5, 2H), 6,72 (d, J = 8,5,
2H), 6,20 (d, J = 11,5, TH), 5,48 (dt, J = 11,5, 7,4, TH), 4,12 (t, J = 5,9, 2H), 3,72 (t, J =
6.6, 2H), 2,86 (t, J = 5,9, 2H), 2.46 (s, 6H), 1,71-1,58 (m, 4H), 1,51 — 1,10 (m, 10H). ESI
MS: 498.

%
e e
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Priklad 3 !
fr 2

Alkenol’derlvat vzorce 5 (115 mg, 0,231 mmol) se rozpusti v absolutnim et’anolu (6 ml)

a pfekryje se atmosférou argonu. Ke smési se pfida 10% Pd/C (10 mg) a barka
s reakeni suspenzi se nékolikrat opakované evakuuje a prekryje atmosférou vodiku.
Poté se reakéni smés micha pfi laboratorni teploté pod atmosférou vodiku po dobu 24
hodin. Pribéh reakce se monitoruje pomoci TLC ve smési chloroform ~ methanol
| (10 1). Smés se prefltrUJe pies vrstvu Celitu a nékolikrat promyje et’anolem Odpafenim
et’anolu se ziska 101mg (87% vytéZzek) pozadovaného alkoholu vzorce 6, ktery se

pouzije bez dalSiho Cisténi k dalSi syntéze.
\
/N~\_O

OH 6

'H NMR (500 MHz, cd3od) & 7,40 — 7,01 (m, 10H), 6,85 (d, J = 8,1, 2H), 6,68 (d, J =
81, 2H), 4,20 (s, 2H), 3.55 (t, J = 6,4, 2H), 3,46 (s, 2H), 2,89 (s, 6H), 2,42 (t, J = 7.8
2H), 1,57 — 1,48 (m, 2H), 1,38 ~ 1,11 (m, 12H). ESI MS: 500.

3

Pfiklad 4

Alkohol: 6 (230 mg, 0,460 mmol) se rozpusti v DCM (10 ml). Do smési se za laboratorni
teploty a pod atmosférou argonu pfida CBrs (480 mg, 1,447 mmol). Poté se piikape
trifenylfosfin (400 mg, 1,525 mmol) rozpustény v DCM (3 ml). Smés se micha pfi
laboratorni teploté 2 hodiny a poté se zakoncentruje za sni{/ieného tlaku. Priibéh reakce
se monitoruje pomoci TLC ve smési chloroform — meténol (10:1). Chromatografu
koncentratu na sloupci silikagelu v systému DCM/metanoI (gradient 0{10%) se ziska
273 mg (92% vytézek) pozadovaného bromldU‘?WBromld je podstoupen dalsi reakci
bez dlouhého skladovani.

ESI MS : 561.
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Priklad 5

Alkohol vzorce 6 (102 mg, 0,204 mmol) se rozpusti v DCM (6 ml). Do smési se za
laboratorni teploty pfida trifenylfosfin (83 mg, 0,316 mmol) a imidazol (27 mg, 0,397
mmol) a reakéni smés se ochladi v ledové lazni na 4#;’C Do vychlazené reakéni smési
se prisype jod (76 mg, 0,302) a micha se pfi Iaboratornl teploté po dobu 4 hodin.
Pribéh reakce se monitoruje pomoci TLC ve smési chloroform — mefanol (10:1).
Reakéni smés se ziedi dichlormethanem a extrahuje se thiosiranem. Organicka faze se
dale promyje nasycenym roztokem sody a solanky a susi se nad swanoem hofeénatym.
Chromatografn koncentratu na sloupci silikagelu v systému DCM/metanol (gradient O
az 10§/o) se ziska 100 mg (80% vytézek) pozadovaného jodidu vzorce 8. Jodid je
podstoupen dal$i reakci bez dlouhého skladovani.

ES!I MS: 610.

\

M\,
Q0
G

Pfiklad 6

K bromidu vzorce 7 (273 mg, O. 425 mmol) se pfida trifenyl, fosfn (300 mg, 1,144 mmol)
a smeés se micha pfi teploté 85¢°C pod atmosférou argonu po dobu 12 hodin. Priib&h
reakce se monitoruje pomoci TLC ve smési chloroform — meténol (10:1). Reakéni smés
se necha ochladit na laboratorni teplotu, rozpusti se vminimélnim mnozstvi DCM a
piikape do roztoku hexanu (50 ml) za stalého michani pfi teploté Q°C Vznikly precipitat

se Zfiltruje, opet rozpusti v minimalnim mnozstvi DCM a piikape do roztoku
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diethylétheru (50 ml) za stalého michani pfi teploté q:’C. Precipitat se Zfiltruje a ususi
pod vakuem. Takto se ziska 281 mg (73% vytéZzek) poZadované latky vzorce 9 ve formé

slabé Zlutého prasku.
\
/N_LO
QO Br
AY3 Y
SIaP

'H NMR (500 MHz, cd3od) & 7,89 - 7,74 (m, 15H), 7,37 — 7,05 (m, 10H), 6,85 (d, J =
8,7, 2H), 6,71 (d, J = 8,7, 2H), 4,24 (1, J = 5,0, 2H), 3,57 (t, J = 5,0, 2H), 3,43 (m, 2H),
2.97 (s, 6H), 2,40 (t, J = 7,9, 2H), 1,74 — 1, 60 (m, 2H), 1,59 — 1,49 (m, 2H), 1,36 — 1,05
(m, 12H). ESI MS: 744.

Priklad 7

Obdobnym postupem jako v piikladu 6 se ziska z jodidu vzorce 8 latka vzorce 10

o

- Biologické testy mitochondrialné cileného alky,_l}‘}t,rifer}yil_fosfoniovéh_o derivatu tamoxifenu

(MitoTAX), srovnavaci studie s tamoxifenem (TAX)

Pfiklad 8
MitoTAX pfipraveny podle pfikladu 6 byl testovan z hlediska vlivu na bunééné linie
rakoviny prsu. Byly pouzity linie srlznou hladinou exprese proteinu HER2 a

estrogenniho receptoru o, (ERa). Bunééna linie MCF7 ma relativng nizkou expresi
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proteinu HER2. Pro testovani vlivu MitoTAXu na zabijeni bunék rakoviny prsu s riiznou
hiadinou proteinu HER2 jsme pfipravili HER2" a HER® MCF7 buriky. MCF7 bunky byly
transfekovany vektorem s ‘non-silencing’ sekvenci (NS), se ‘short hairpin sekvenci
utlumujici expresi HER2 (sh) a vektorem s genem pro HER2. Obr. 2 ukazuje na expresi
proteinu HER2 v rtiznych subliniich za pouziti metody ‘western blotting’. V dali praci
byly pouzity bunécné sublinie NS, Sh1 26 (klon 26) a +11 (klon 11).

Priklad 9

Zjistovali jsme 1Cso hodnoty pro latky TAX a MitoTAX pro fadu linii rakoviny prsu.
Jednotlive hodnoty byly stanoveny z kfivek pfezivani bunék pfi riznych koncentracich
obou latek pomoci metody ,crystal violet'. Pouzili jsme bunéé&né linie s rliznou kombinaci
exprese proteinu HER2 a ERa: ERa/HER2®™ (MCF7,4), ERa'/HER2" (MCF7heros,
BT474, NeuTL — mysSi linie rakoviny mlééné zlazy), ERa'/HER2  (MCF7ngro., T47D,
ZR75-1), ER/HER2" (SK-BR-S), ERa/HER™ (MDA-MB-231, MDA-MB-453, MDA-MB-
-436). Z tabulky |. je patrne, Zze ICsy hodnota je vyrazné niz$i pro latku MitoTAX, a to
zhruba o fad. Nejcitlivéjsi je linie MCF7uerz+, kterd ma genotyp ERoc*/HERZ*.
Odpovidajici linie s genotypem ERa'/HER2 (MCF7uer2) a genotypem ERo'/HER2'Y
(MCF7,ar) maji ICso hodnoty zhruba 21krét vy38i, coz ukazuje na skute¢nost, Ze zvySeni
hladiny proteinu HER2 vede ke zvySeni citlivosti k MitoTAXu. Na druhou stranu se
sniZuje citlivost k tomuto molekularnimu cili latky TAX, kde trend hodnot ICs je opaény.
To ukazuje na jedine¢nou vlastnost MitoTAXu, ktera (pokud je nam zndmo) zatim

nebyla u jinych protirakovinnych latek zjisténa.

Tabulka 1. 1Csp hodnoty (uM) pro bunééné linie rakoviny prsu s rozdilnou expresi
proteinu HER2 a ERa

Bunécéna linie | Status TAX | MitoTAX
MCF7par ERa'/HER2"" | 15,2 1,25
MCF7}ere- ERa'/HER2 | 14,1 1,45
MCF 7ugra+ ERa'/HER2" | 21,6 0,65
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T47D ERa'/HER2" |17,3 3.4
MDA-MB-231 | ERa/HER 35,8 6.2
MDA-MB-453 | ERa’/HER 17,5 2,5
MDA-MB-436 | ERa/HER 12,6 3,4

ZR75-1 ERa"/HER2 16,9 2,7

SK-BR-3 ERo/HER2" | 28,3 3,5

BT474 ER'/HER2" 29,8 2,4

NeuTL ERa'/HER2" | 35,6 45
Priklad 10

Dale jsme zjiStovali, zda MitoTAX potlacuje rlst nadorli. Protirakovinna uéinnost latky
MitoTAX byla testovana za pouZiti transgenni mysi linie FVB/IN c-neu, ktera je
charakteristicka tim, Ze se rodi zdrava a u niZ v dospélosti dojde ke zvysené expresi
proteinu HER2 plsobenim estrogenu (Guy CT et al., Expression of the neu proto-
oncogene in the mammary epithelium of transgenic mice induces metastatic disease.,
Proc Natl Acad Sci USA 1992;89:10578-10582.). U téchto mysi dochazi k dysplazii a
poté hyperplazii v oblasti mlééné Zlazy v dobé 3 az 4 mésice po narozeni a k tvorbé
hmatatelnych nadorG po 6:4i mésicich, a to v kontextu funkéniho imunitniho systéemu.
Tento model nadoru prsu (mlééné Zlazy) je velmi dobrou aproximaci lidského nadoru
prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 typu ‘ductal in situ’. Nase vysledky (Obr. 3)
ukazuji velmi dobrou uginnost latky MitoTAX na rlst t&chto nadord. Mysim byla
podavana davka 3 umol latky TAX a 0,5 umol latky MitoTAX dvakrat tydné po dobu
dvou tydnl. Objem nador( byl kvantifikovan pomoci ultrazvukového zobrazovaciho
pristroje, ktery velmi precizné a neinvazivné zobrazuje nadory a to véetné &asti, které
jsou zanofené v téle pokusného zvifete. Je patrné, Ze MitoTAX je zhruba 20-az SQﬁgrét
ucinngjsi nez TAX, pfiCemz rozdily mezi plsobenim obou latek jsou signifikantni.
Symbol ,* naznaCuje signifikantni rozdily mezi Ié¢enymi a kontrolnimi zvitaty, symbol
,* signifikantni rozdily mezi zvifaty lé¢enymi latkou TAX a latkou MitoTAX. Pfitom
nebyla u experimentalnich zvifat pozorovana Zadna zjevna toxicita. Fotografie pod

grafem ukazuji repre%entativni nadory z jednotlivych skupin zvifat.
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Pfiklad 11

Dllezitym aspektem latky MitoTAX je jeji vy$§i protirlistova aktivita viéi liniim se
zvySenou expresi onkogenu HER2. To je ukazano v Obr. 4, ktery také dokumentuje, Ze
linie se sniZzenou expresi onkogenu HER2 (klon 26) je vicéi latce MitoTAX méné uginna,
pficemz pro latku TAX je tomu naopak. Také jsme pro tyto pokusy piipravili sublinii linie
MCF7 rezistentni vici latce TAX, a to dlouhodobym ptisobenim na ptivodni linii MCF7
latkou TAX o zvy3ujici se koncentraci. Je vidét, Ze tyto burky, rezistentni k latce TAX,
byly citlivé k latce MitoTAX (Obr. 4). Vysledky v Obr. 4 znazorfiuji pfezivani sublinii
rakoviny prsu odvozené z MCF7 bunék o rozliSnych genotypech (ERa‘/HER2",
MCF7par; ERa'/HER2', MCF7™5%%* . Kklon 26; ERa'/HER2,, MCF7"ER% _ kion 11;
ERa'/HER2Y, MCF7™®)_Vysledky byly ziskany pomoci metody ‘crystal violet, ktera
umoznuje stanoveni Zivych a mrtvych bunék, v tomto pfipadé v pfitomnosti riznych
koncentraci latek MitoTAX a TAX.

Priklad 12

Dulezitou vlastnosti protirakovinnych latek, které zpl"Jsobujl’ smrt rakovinnych bungk, je
zplsob bunécné smrti. Proto jsme testovali, zda latka MitoTAX vyvolava apoptézu, tedy
programovanou bunéCnou smrt, kdy burika umira fizenym zplsobem a jeji ‘zbytky’, tzv.
apoptoticka téliska, jsou z tkané odstrafiovany fagocytickymi buiikami, aniZ dochazi k
masivnim zanétim. Obr. 5 ukazuje, Ze latka skute¢né vyvolava apoptozu. Tento zplsob
bunécne smrti byl vyhodnocen na zakladé stanoveni procenta bunék s proteinem
annexin V ve vngjSi Casti pIa%matické membrany metodou pratokové cytometrie.
Vysledky opét ukazuji na jasnou zvySenou aktivitou latky MitoTAX vGéi buikam s
vysokou hladinou proteinu HER2, pfic¢emz bufiky se sniZzenou hladinou proteinu HER2

jsou vyrazné rezistentnéjsi (pfiCemz i tak tyto buriky zabiji).

Priklad 13

Pfedchozi publikace (Moreira Pl et al., Tamoxifen and estradiol interact with the flavin
mononucleotide site of complex | leading to mitochondrial failure., J Biol Chem
2006,281:10143-10152.) naznadila, Ze cilovym mistem v mitochondriich je pfi vysoké
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koncentraci latky TAX komplex |. Zjistili jsme, Ze tak je tomu i pro MitoTAX, coZ je
dokumentovano v Obr. 6. Zde je ukazan vliv latky TAX (vlevo) a MitoTAX (vpravo) na
respiraci pfes mitochondrialni komplex | a ll. Je vidét, ze TAX inhibuje pfednostné
komplex | pfed komplexem Il, a to pfi koncentracich nad 20 uM. Latka MitoTAX rovnéz
inhibuje komplex | pfednostné pfed komplexem Il, ale pfi znaéné niZsich koncentracich
kolem 1 az 2 pM. Pro tato méfeni byly MCF7 bunky umistény v komlrce pfistroje
Oxygraf a stanovena respirace pfi zvySujicich se davkach latek TAX (vlevo) a MitoTAX
(pravo). Respirace (spotieba kysliku spfaZena s tvorbou ATP) je vztazena na 10° bunék
a je vynesena jako relativni hodnota s po¢ate¢ni hladinou respirace oznac¢enou relativni

hodnotou 1.

Priklad 14

Vlastnosti nékterych mitokant je jejich schopnost zvySovat oxidativni stress (tvorbu
radikali kysliku, ROS), selektivné v rakovinnych burikach, zejména spojeny s
pUsobenim na mitochondrialni komplexy uéasfnici se oxidativni fosforylace. S tim je
vetSinou spojen pokles mitochondridiniho potencialu (Neuzil J et al. ;Classification of
mitocans, anti-cancer drugs acting on mitochondria. , Mitochondrion 2013;13:199-208,’
Kluckova Ket al., Mitochondrial complex I, a novel intriguing target for anti-cancer
agents. }Biochim Biophys Acta 2013;1827:552-564.). Tvorbu kyslikovych radikald jsme
testovali i u latky MitoTAX. Obr. 7 ukazuje tvorbu kyslikovych radikald u sublinii MCF7
buneék lisicich se hladinou HERZ2, a to po Ghodinovém plsobeni latek TAX &i MitoTAX
(obé v koncentraci 5 uM). Je vidét, ze TAX je pfi stejné koncentraci vyrazné méné
ucinnd nez MitoTAX. Dalsim dlleZitym zjisténim je, Ze MitoTAX indukuje tvorbu vice
kyslikovych radikald v burikach s vysokou hladinou HER2, zatimco v bufikach s nizkou
hladinou HER2 dochazi k niZ8i produkci radikall. Latka TAX tento trend nenasleduje.
Ve v8ech pfipadech rozpojovaé mitochondridlni respirace, latka CCCP, snizuje
mitochondrialni potencial na bazaini hodnotu. Obr. 8 ukazuje, Ze MitoTAX nikoliv v3ak
TAX snizuje mitochondriélni potencial a to jiz pfi koncentraci 5 uM a pusobeni po dobu
1h.
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Pfiklad 15

V bunkach rakoviny prsu s vysokym obsahem proteinu HERZ2 je tento protein
prednostné lokalizovan v mitochondriich. To je ukazano v Obr. 9, kde je ‘western blot’
ptivodni linie MCF7 i sublinii HER2" MCF7 (klon 11), HER2" MCF7 (klon 26) a sublinie
rezistentni vaéi latce TAX (klon TAM-R). Je vidét, ze burky klonu 11 maji zvySenou
expresi proteinu HER2 (oznagené Sipkou) v mitochondriaini, cytoplaématické (obsahuje
pla;matickou membranu) i nuklearni frakci. Spodni obrazek je mitochondrialni frakce,
kdy membrana byla exponovana delSi dobu, aby bylo zfetené, Ze v mitochondriich, byt
ve znané mensi mife, je protein HER2 i u parentalnich MCF7 bunék a bunék
rezistentnich k latce TAX, nikoliv u bunék se snizenou hladinou HER2 (klon 26). Tento
pfekvapivy vysledek je ve shodé s nedavno publikovanou praci (Ding Y et al.,Receptor
tyrosine kinase ErbB2 translocates into mitochondria and regulates cellular metabolism.,
Nat Commun 2012;3:1271). Tato publikace také ukazuje, Ze bunky rakoviny prsu s
vysokou expresi onkogenu a proteinu HER2 lokalizovaného z vétsi dasti v
mitochondriich, jsou rezistentni k latce trastuzumab. Pfi aplikaci latky trastuzumab na
rakovinovou buriku dochazi k tomu, Ze se jeété vice onkogenu HER2 pfesouva do
mitochondrié; (Ding Y et al.; Receptor tyrosine kinase ErbB2 translocates into
mitochondria and regulates cellular metabolism./ Nat Commun 2012;3:1271.). Je
pravdepodobne, Ze bunky rakoviny prsu pfesouvaji z povrchu (membrany) HER2 proto,
aby tento onkogen nemohl byt inhibovan latkou trastuzumab. Jeden z dopadi inhibice
HER?2 je aktivace proteinu p27, coz je inhibitor bunééného cyklu, ktery snizuje malignost
bunék (Yang HY, Shao R, Hung MC, Lee MH. p27 Kip1 inhibits HER2/neu-mediated
cell growth and tumorigenesis./-Oncogene 2001;20:3695-3702.). To ma na rakovinné
bunky s vysokou expresi proteinu HER2 negativni dopad, nebot’ rakovinné buriky jsou
‘evolucné naprogramované’ na proliferatni statut (Hanahan D, Weinberg RA., The
hallmarks of cancer. Cell 2000;100:57-70). Lze oCekavat, Ze jelikoz protein HER2 - cil
latky trastuzumab, neni v membrané ve vétsim méfitku pfitomen, ziska bunka rezistenci
viéi latce trastuzumab. Pfitom ale zvy$i svou citlivost vaéi latce MitoTAX, ktery je

schopen proniknout az do mitochondrii, coz ukazuje na jeho vyjimeénost.

Priklad 16
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Jednim z dlvodd zvySené citlivosti bunék rakoviny prsu s vysokou expresi proteinu
HER2 je jejich zménéna mitochondrialni bioenergetika a morfologie. Vysoké mnoZstvi
proteinu HER2 v mitochondriich méni jejich morfologu i funkci. Obr. 10 ukazuje, Ze
mitochondrie v HER2" bunkach (klon 11) jsou asi 2j-krat kratsi nez v HER2™ bunkach
(klon 26). Délka m|tochondrla byla odhadnuta za pomoci konfokalni mikroskopie
bunéénych linii transfekovanych mitochondrialné cilenym proteinem GFP (ktery v tomto
pfipadé pulsobi zelenou fluorescenci mitochoagrii). Délka byla urCena analyzou
mitochondrii v 50-ti nahodné& vybranych bufikach za pouziti software ‘Fuji Freehand
Lines Measurement Tools’. To souvisi s jejich snizenou mitochondrialni respiraci a s tim
souvisejicim niz§im potencialem a vy$s$i produkci laktatu (znak pfesunu k aerobné
glykolytickému metabolismu) (Obr. 11). Zde je ukazano, ze burky se zvySenou hladinou
proteinu HER2 produkuji asi 2_;/;(rét vice laktatu nez bunky parentalni a bufky se
snizenou hladinou proteinu HER2. V pfipadé respirace je tomu naopak. Burky se
zvySenou hladinou proteinu HER2 respiruji méné (ATP produkce je spfazena s nizsi
spotfebou kysliku). S vy$8im podilem glykolyzy na tvorbé ATP u bunék se zvys$enou
hladinou proteinu HER2 souvisi téz jejich zvySeny pfijem glukdzy (Obr. 12).

Priklad 17

Dal$im moznym dlivodem zvy$ené citlivosti HER2" bunék s vys3i hladinou proteinu

HER2 vigci latce MitoTAX je jeji plsobeni na estrogenni receptor ERa, ktery plisobi

anti-apoptoticky (Thomas C, Gustaffson J. ;The different roles of ER subtypes in cancer
biology and therapy., Nat Rev Cancer 2011;11:597-608, Deblois D, Giguere V.,
Oestrogen-related receptors in breast cancer:. control of cellular metabolism and

beyond. Nat Rev Cancer 2013;13:27-36.). To ukazuje Obr. 13, kde je vidét, Ze MitoTAX

sniZzuje expresi ERa jiz pfi koncentraci 1 uM zhruba 3rj<rat zatimco latka TAX je

neucinna. Tyto vysledky byly ziskany pomoci metody ‘real-time PCR’.

Ptiklad 18
Velmi dllezita je vySe uvedena vysoka Ucinnost latky MitoTAX vGéi nadorlim s vysokou
expresi onkogenu HER2 v mysi linii FVB/N c-neu. Tento nador, ktery velmi dobie

odpovida lidskému nadoru s vysokou expresi proteinu HER2, byl analyzovan z hlediska
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exprese proteinu HER2 a dalSich genl. Obr. 14 ukazuje repreéentativni FVBIN c-neu
mys, kde je znazornén nador (horni obrazek vievo) a take vlastni nador (obrazek dole
vlevo). Vysledky analyzy nadoru pomoci metody ‘western blotting’ doklada, Zze nador
obashuje vysokou hladinu proteinu HER2, ktery je téméf nedetekovatelny v normalni
tkani miécné Zlazy. Dale jsou zde vysledky analyzy mitochondrialni (Mito) a cytosolické
(Cyto) frakce. Jako markery pro mitochondrialni frakci jsou pouzity protilatky vadi
proteinim. Je zfejmé, Ze naprosta vétsina protelnu HER2 je lokalizovana v
mitochondriich. Tyto vysledky ziskané z experlmentalnlhopadoru odpovidaji vysledkiim
z bunék rakoviny prsu s vysokou expresi HER2.

Priklad 19

Nedavno bylo ukdzano na nadorech ledvin, ze tentyZ nador obsahuje oblasti, které se
lisi mutaCnim profilem (Gerlinger M et al., Intratumor heterogeneity and branched
evolution revealed by multiregion sequencing. iN Engl J Med 2012;366:883-892.).
V pfipadé karcinom( prsu byla také zjisténa nadorova heterogeneita (Stingl J, Caldas
C.;Molecular heterogeneity of breast carcinomas and the cancer stem cell hypothesis.,
Nat Rev Cancer 2007;7:791-799.). S tim koreluje velice zajimavé zjisténi, ze u
spontannich nadorl miécné Zlazy v transgenni mysi FVBIN c-neu jsou oblasti s
rozdilnou expresi nékolika dilezitych gend na Grovni mRNA, které zasadnim zplsobem
ovliviji IéCbu rakoviny prsu. Jedna se o geny ERa, HER2 (Ki67, ‘marker’ proliferace,
ktera je vysSi v pfipadé vyssi hladiny HER2) a GATA3 (transkripéni aktivator, ktery se
positivné Ucastni regulace exprese HER2). Toto je ukazano v Obr. 15. V tomto pokusu
byly dva nadory rozdéleny na nékolik ¢asti, které byly analyzovany pomoci metody
real-time PCR' na expresi proteinu vyde uvedenych gend. Uvedeny obrazek ukazuje,
Ze exprese je v jednotlivych oblastech nadoru velmi odligna, a to a2 5}}‘(rét. Obdobné se
lisi v jednotlivych €astech nador(i vdechny studované geny. DalSim dikazem odli§né
exprese proteinu HER2 v jednotlivych ¢astech nadoru v experimentalni mysi linii FVB/N
c-neu je ukazana v nasledujicich obrazcich, kde je vidét jednak morfologie nadoru na
zakladé barveni hematoxylinem a eosinem (Obr. 16) a imunohistochemicka analyza
exprese proteinu HER2 (Obr. 17). Tyto jednoznaéné rozdily odpovidaji rozdilng expresi

v jednotlivych ¢astech nadoru na Grovni mRNA a také publikovanym udajim o
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intranadorové heterogeneité (Gerlinger M et al.,Intratumor heterogeneity and branched
evolution revealed by multiregion sequencing. ;N Engl J Med 2012;366:883-892," Stingl
J, Caldas C. Molecular heterogeneity of breast carcinomas and the cancer stem cell
hypothesis.,Nat Rev Cancer 2007;7:791-799.). Obr. 17 ukazuje, Ze mezi vn&ji asti
nadoru (Cast 1a), stfedni Casti (¢ast 1b) a vnitini Casti (Cast 1c) jsou velmi vyrazné
rozdily v expresi proteinu HER2. Toto znamena, Ze nékteré oﬂésti nadoru budou
rezistentni k 1é¢bé latkou TAX (oblasti s vysokou expresi proteinu HER2), jiné vlgi latce
trastuzumab (oblasti s nizkou hladinou proteinu HER2). Navic Ize ocekavat, ze pFi
pUsobeni latky trastuzumab dojde ke zvySenému pfesunu proteinu HER2 do
mitochondrii, éimz ob%sti nadoru s vysokou expresi proteinu HER2 ziskaji rezistenci
viCi lécbé latkou trastuzumab. Naproti tomu, latka MitoTAX, ktera plsobi na
mitochondrie a ktera zabiji buriky s vysokou expresi proteinu HER2 G&inngji nez buriky
s nizkou expresi tohoto proteinu si s oblastmi nadorll rezistentnich va&i latce
trastuzumab ,poradi’.

Priklad 20 A

Latka MitoTAX, ktera G€inné zabiji buriky rakovihny prsu, je ucinna i proti jinym typtm
rakovinnych bunék. To je ukazano v Tabulce 2, kde jsou uvedeny ICso hodnoty latek
MitoTAX a TAX. Jsou zde linie riznych typ( rakoviny, a to véetné karcinomi, sarkomdl
a novotvar( obéhového systému (leukémie). Ve véech pfipadech jsou hodnoty IC50.

Tabulka 2
Bunééna linie - typ nadoru TAX MitoTAX
1321n1 - astrocytoma 17,97 1,54
SHSY5Y - neuroblastoma 11,16 1.76
U87 - glioblastoma 32,44 1,96
H28 - mesothelioma 39,74 2,53
LnCAP - nador prostaty 36,70 0,86
H1299 - nemalobunéény nador plic 38,53 1,80
Hela - nador délozniho ¢ipku 30,28 2,68
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MG-63 - osteosarcoma 19,94 1,47
HCT116 - kolorektalni nador 28,91 1,81
HepG2 - hepatokarcinoma 17,56 1,05
MOLT-4 - leukémie 12,9 0,37

Zaverem lze fici, Ze jsme pfipravili zcela nové latky, které vychazeji z latky TAX, coz je
bézné pouzivané terapeutikum k 1é¢bé rakoviny prsu, onemocnéni, které je na vzestupu
(DeSantis C et al. Breast cancer statistics, 2011.,CA Cancer J Clin 2011;1:409-4018.).
VySe popsany alkyl’f}rifenylfosfoniovy derivat tamoxifenu ( MitoTAX) dle vynalezu se
pfednostné akumuiaje v mitochondriich, kde je jeho zasahové misto komplex |-
Interakci MitoTaxu s komplexem | dojde k preruseni toku elektron(, které reaguji s
molekularim kyslikem. Tim dojde ke vzniku kyslikovych radikald, které pak vyvolaji
bunecnou smrtx MitoTAX je ucinny vi¢i nadordm prsu s nizkou i vysokou hladinou
proteinu HERZ2, ktery velmi komplikuje dosavadni zpUsoby Ié&by. MitoTAX mze doplnit
Ci nahradit v 16¢bé nador( jak latku TAX tak i latku trastuzumab.

Vyuziti vynalezu

Novy derivat tamoxifenu vzorce | podle vyndlezu je vyuZitelny k 1&¢bé rakoviny ve

zdravotnictvi a ve farmaceutickém primysiu k piipravé Iékd pro l1ébu rakoviny.
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Patentové naroky

1 Mitochondrialné cilené E a/nebo Z izomery alky! trifenylfosfoniovych derivatl

tamoxifenu nebo jejich smés obecného vzorce | ,

OO
gD
@

kde n=8 az 12
a X=Br, |, mesyl.

,

2.Zplsob pfipravy alkyl trifenylfosfoniovych derivatl tamoxifenu obecného vzorce |
podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze se ylidem generovanym z tert-butyldimethylsilyl-

oxy-alkyl-trifenylfosonium bromidu o obecném vzorci |l

kden=52az9
v tetrahydrofuranu v atmosféfe argonu pri teploté —78(°C pUsobenim organické baze

plisobi na aldehyd vzorce lll,
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za vzniku silylovaného derivatu obecného IV,

i

:N‘\_o
O
oiaVawy

n |V}1
kden=5az9, ,
na silylovany derivat obecného vzorce IV se plsobi tetrabutylamonium fluoridem za

~ vzniku alkenolu obecného vzorce V,
\N
/" o
&)W
n V),

i

kden=5az9,

ktery se v atmosféfe vodiku v pfitomnosti katalyzatoru redukuje na alkohol obecného

vzorce VI,
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n i),

kden=5az?9,

ktery se substituci pfevede na pfisludny derivat obecného VII,

\
N
/" o
», '
LERAVIIN

UARLES
kden=5az9 |
a X je |, Br nebo mesyl|,
ktery se zahfivanim s trifenyl fosfinem prevede na mitochondrialné cileny alkyl
trifenylfosfoniovy derivat tamoxifenu obecného vzorce |.
3. Pouziti mitochondrialné cileného E a/nebo Z izomeru alkyl trifenylfosfoniového -
derivatu tamoxifenu nebo jejich smési obecného vzorce | k pfiprave Ié€iva pro |éCbu
neoplastickych chorob.
4. Pouziti podle naroku 3 k pfipravé léciva pro 1écbu karcinom(, sarkomd, lymfom( a
leukemii.
5. Pouziti podle naroku 3 k pfipravé I[éiva pro léCbu nadorovych onemocnéni
vybranych ze skupiny: astrocytoma, neuroblastoma, glioblastoma, mesothelioma, nador
prostaty, nemalobunéény nador plic, nador déloZniho &ipku, osteosarkoma, kolorektaini
nador, hepatokarcinoma, leukémie.
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6. PouZiti mitochondrialné cileného E a/nebo Z izomeru alky! trifenylfosfoniového
derivatu tamoxifenu nebo jejich smési obecného vzorce | k pfipravé léCiva pro zabijeni
rakovinnych bufiek v rdiznych oblastech nadoru prsu bez ohledu na rozdilnou hiadinu
proteinli jako jsou HER2, ERa, GATA3 &i Ki67.

7. Pouziti mitochondrialing cileného E a/nebo Z izomeru alkyl trifenylfosfoniového
derivatu tamoxifenu nebo jejich smési obecného vzorce | k pripravé 1&iva pro potladeni
exprese estrogenniho receptoru ERo.

8.. Pouziti mitochondrialné cileného E a/nebo Z izomeru alkyl trifenylfosfoniového
derivatu tamoxifenu nebo jejich smési obecného vzorce | k pfipravé Ié¢iva pro inhibici
respirace pfes mitochondrialni komplex .

9. Lécivo pro léCeni neoplastickych chorob vyznadujici se tim, ze obsahuje nejméné
jeden E a/nebo Z izomer alkyl trifenylfosfoniovych derivat tamoxifenu obecného vzorce
- 1, podle naroku 1.

10. Leécivo podle naroku 9 vyznadujici se tim, Ze neoplastickou chorobou je rakovina
prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 v nadorovych buiikach.

11. LéCivo podie naroku 9 vyznadujici se tim, Ze neoplastickou chorobou je rakovina
prsu s nizkou hladinou proteinu HER2 v nadorovych buiikach.

12. Lecivo podle naroku 9 vyznaéujici se tim, e neoplastickou chorobou je rakovina s

nizkou | vysokou hladinou proteinu HER2 v nadorovych buiikach jinych nez jsou nadory
prsu.
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