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Cyklobutan-1,1-dikarboxylitokomplexy platiny s derivity N6-benzyladeninu

Oblast techniky

PfedloZené technické feSeni, spadajici do oblasti 16&iv nadorovych onemocnéni na bazi platiny, se
tykéd platnatych cyklobutan-1,1-dikarboxyldtokomplexii s derivity N6-benzyladeninu a jejich
pouZiti v lékaFské praxi jako léCiv a farmaceutickych kompozic, které tyto komplexy obsahuji
jako iginnou latku.

Dosavadni stav techniky

Cisplatina (a), cis-[Pt(NH;),Cl], cis-diammin-dichloroplatnaty komplex, je jednim z nejzname;j-
Sich komplexi platiny pouzivanych v boji proti rakoving (Rosenberg, B.; Camp, V. L.; Krigas, T.
Nature 1963, 205, 698-699). Od roku 1978 se vyuziva pfi chemoterapii proti zhoubnym nadorim
varlat, vajeénik, plic, krku, hlavy, poptipadé jinym druhiim nidorového onemocnéni {Weiss, R.
B.; Christian, M.C. Drugs 1993, 46, 360-365). Vlastni chemoterapie se viak neobejde bez vedlej-
$ich negativnich G¢inki na organismus, jako jsou nefrotoxicita &i ototoxicita. Tato omezeni vedla
k pfipravé novych platnatych komplext s cilem zvy3it G¢innost a selektivitu lé&ivych pHpravki a
zaroven potladit negativni (¢inky na organismus (4brams M. J.; Murrer B. A. Science 1993, 261,
725-730). Mezi nejvyznamnéj¥f takto objevené sloudeniny Fadici se mezi tzv. 1&&iva druhé gene-
race je moino zafadit napiiklad karboplatinu (b), [Pt(NH;)x(cbdc)], diammin-cyklobutan-1,1-
dikarboxylatoplatnaty komplex, kde cbde je cyklobutan-1,1-dikarboxylatovy dianion. Jeho synté-
za vychazi z tetrachloroplatnatanu draselného, K,[PtCl,], ktery se nech4 reagovat s tetramol4rnim
nadbytkem jodidu draselného, KI, kde v prvnf fazi vznikne tetrajodoplatnatan draselny, K;[PtL].
Pasobenim NH,OH vznikne cis-diammindijodoplatnaty komplex, cis-[P{NH;),1], ktery poskyt-
ne s dusiCnanem stifbrnym, AgNQs, v poméru 1:2 ve vodé dobfe rozpustny komplex dusiénan
cis-diammin-diaquaplatnaty, cis-[Pt(NH;),(H;0),]J(NO3);. Ten se pak ve vodném prostiedi kyse-
liny cyklobutan-1,1-dikarboxylové transformuje na karboplatinu (b) (US4273755 - Preparation
of cis-diammindiiodoplatinum(Il)). Je znAma i modifikovana mo¥nost ptpravy, kters opét vyché-
zi z tetrachloroplatnatanu draselného s tetramolérnim nadbytkem jodidu draselného, kde v prvni
fazi vznikne tetrajodoplatnatan draselny. Plisobenim NH,OH vznikne cis-diammindijodoplatnaty
komplex, ktery poskytne s dusiénanem stiibrnym v poméru 1:2 ve vodé dobie rozpustny komplex
dusiénan cis-diammin-diaquaplatnaty, cis-[Pt(NH;),(H,0),}(NOs),. Pfidénim siranu stfibrného do
tohoto vodného roztoku pfevedeme v temnu za 24 hodin kladng nabitou cis-diammin-diaquaplat-
natou komplexni &stici, cis-[Pt(NH,),(H,0);]*", na Zluty cis-diammin-aqua-sulfatoplatnaty kom-
plex, cis-[Pt(NH;):(H,O}S0O,)]. Ve vodném roztoku po pfidani sodné soli kyseliny cyklobutan-
1,1-dikarboxylové vznikd karboplatina (b) (Ali, M. S.; Thurston, J. H. Whitmire, K. H;
Khokhar, A. R. Polyhedron 2002, 21, 2659-2665).
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Daléi moZnost pfipravy tohoto komplexu je reakce cisplatiny, cis-[Pt(NH;),CL}, kterd se po
tydnu pasobeni dusiénanem stifbmym ve vodném roztoku transformuje na dusi¢nan cis-diam-
min-diaquaplatnaty, cis-[Pt(NH;),(H,0)2](NO;),. Substituce dusi¢nanového aniontu za hydroxy-
lovy je uskuteénéna pomoci chromatografie na iontoménicich a vznikly hydroxid cis-diammin-
diaquaplatnaty, cis-[Pt(NH;);(H,0)»}(OH),, vstupuje do reakce s kyselinou cyklobutan-1,1-di-
karboxylovou za vzniku karboplatiny (b) (Brunner, H.; Maiterth, F.; Treittinger, B. Chem. Ber.
1994, 127, 2141-2148). Molekulova a krystalova struktura je znima od roku 1980 (Neidie, S;
Ismail, I. M.; Sadler, P. J. J. Inorg. Bioch. 1980, 13, 205-212), detailnéjsi popis molekulové a
krystalové struktury je z roku 1985 (Beagley, B.; Cruickshank, D. W. J.; McAuliffe, C. A;
Pritchard, R. G.; Zaki, A. M.; 2 Beddoes, R. L.; Cernik, R. J.; Mills, O. §. J. Mol. Str. 1985, 130,
97-102). Karboplatina (b) je 1inna proti téméF stejnym lidskym nadorovym liniim jako cisplati-
na (a), a taktéZ je podavéna intravenézné (Hambley, T. W.; Dalton Trans. 2001, 120, 2711-2718).
Na rozdil od cisplatiny se karboplatina vyznatuje vyraznym sniZenim nezadoucich vedlejich
efekti, ptedeviim ni¥{ toxicitou na organismus (Wilkinson, A. R.; Cox, P. J.; Jones, M., Harrap,
K. R. Biochimie 1978, 60, 851-857). U karboplatiny bylo poprvé publikovano Gspéiné stanoveni
in vivo cytotoxické aktivity proti rakoviné varlat, plic (V79) a prsnimu tumoru (MTG-B) (vystu-
puje pod oznadenim JM8) jiZ v roce 1985 (Peckham, M. J.; Horwich, A.; Brada, M.; Drury, A.,
Hendry, W. F. Canc. Treat. Rev. 1985, 12, 101-110, Douple, E. B.; Richmond, R. C.; O'Hara, J.
A.; Coughlin, C. T. Canc. Treat. Rev. 1985, 12, 111-124) a v soutasnosti jsou publikovany vy-
sledky druhé fize in vivo testovani tohoto 1éCiva napiiklad v kombinaci s aplidinem
(WO02008 135793 - Combination of aplidine and carboplatin in anticancer treatments), paclita-
xelem proti nadoriim plic (WO2008 081927 - Method for treating cancer using anticancer agent
in combination, EP1942884 - Methods of treating cancers with Saha, carboplatin and paclitaxel
and other combination therapies) nebo nadoru vajeéniki (fura, 4.; Katsumata, N.; Kouno, T.;
Shimizu, C.; Ando, M.; Fujiwara, Y. Int. J. Gynec. Obst. 2009, 105, 261-270, EP2076259 -
Methods of treating ovarian cancer).

Mezi dal§i vyznamna protinddorova léiva na bazi platnatych komplexi patfi oxaliplatina (¢),
[R,2R-1,2-diammin-cyklohexan-N,N’]-(oxalato-0,0’)-platnaty komplex, poprvé syntetizovany
v roce 1978 (Kidani, Y.; Inagaki, K.; Iigo, M.; Hoshi, A.; Kuretani, K. J. Med. Chem. 1978, 21,
1315-1318, EP2029615 - A process for the preparation of an oxaliplatin, EP1979369 - Prepa-
ration of platinum(II) complexes), jehoZ molekulové struktura byla vyfeSena v roce 1984 (Bruck,
M. A.; Bau, R.; Noji, M.; Inagaki, K.; Kidani, Y. Inorg. Chim. Acta 1984, 92, 279-284). PouZiva
s pHi 16¢bé rakoviny konegniku a u nadorovych liniich rezistentnich na cisplatinu (Tashiro, T.;
Kawada, Y.: Sakurai, Y.; Kidani, Y. Biomed. Pharmacother. 1989, 43, 251-260, Kraker, A. J;
Moore, C. W. Cancer Res. 1988, 48, 9 - 13)}. Ve vyttu 1&iv je ticba taktéZ zminit nedaplatinu,
cis-diammin-glykolatoplatnaty komplex (d), poprvé syntetizovanou v roce 1986 (Totani, T.;
Aono, K. Komura, M.; Adachi, Y.; Chem. Lett. 1986, 3, 429-432), kterd se vyuZiva napf. pii
165bé nadori konetniku, plicniho a srdedniho karcinomu, nidord hlavy a krku (Furuse, K.
Fukuota, M.; Ohshima, S. Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 1989, 8, 238-243, Inuyama, Y., Miyake,
H.; Horiuchi, M.; Hayasaki, K.; Komiyama, S.; Ohta, K. Jpn. J. Cancer Chemother. 1992, 19,
863-869). Na rozdil od cisplatiny byly v preklinickych testech zjiStény nizsi neZadouci utinky na
organismus (Kameyama, Y.; Okazaki, N.; Nakagawa, M.; Koshida, H.; Nakamura, M.; Gamba,
M. Toxicol. Lett. 1990, 52, 15-24).

Predlozené a piipravené komplexy je moimo fadit mezi derivaty odvozené od karboplatiny (b),
[Pt(NH;),(cbdc)], kde dva amino ligandy (NHs) byly nahrazeny derivatem Né-benzyladeninu (L).
Tato sloucenina (L) patfi do skupiny pfirodnich rostlinnych ristovych reguldtorli nazyvanych
cytokininy (Skoog, F.; Hamzi, H. (., Szweykowska, 4. M.; Leopard, N. J.; Carraway, K. L.;
Fujii, T.; Helgeson, J. P.; Loeppky, R. N. Phytochem. 1967, 6, 1169-1 192). V obecné roving je
véak moZno konstatovat, #e mnohé rozmanité substituované derivéty purinu nebo adeninu mohou
byt peipraveny i laboratorng (Mok, D. W. S.; Mok, M. C. Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.
Biol. 2001, 52, 89-118, Roelen, H.; Veldman, N.; Spek, A. L.; Von Frijtag Drabbe Kunzel, J.;
Mathot, R. A. A.; lizerman, A. P. J. Med. Chem. 1996, 39, 1463-1471, Holmes, R. E., Robins, R
K. J. Am. Chem. Soc. 1960, 82, 3773-3779, Moravec, J.; Krystof, V., Hanus, J.; Havlicek, L.,
Moravcovd, D.; Fuksovd, K.; Kuzma, M.; Lenobel, R.; Otyepka, M.; Strnad, M. Bioorg. Med.
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Chem. Lett 2003, 13, 2993-2996). Vhodnou substituci zikladniho skeletu N6-benzyladeninu je
moZno ziskat velmi (¢inné inhibitory cyklin-dependentnich kindz, tedy latek ovliviujicich bu-
nétny cyklus (Brun, V.; Legraverend, M.; Grierson, D. 8. Tetrahedr. Lett. 2001, 42, 8161-8164,
Brun, V.; Legraverend, M.; Grierson, D. S. Tetrahedr. Lett. 2001, 42, 8165-8167). Syntéza, cha-
rakterizace a pfedevsim biologické, farmaceutické, poptipad# jiné vyuziti téchto latek je mozno
najit v nasledujicich ¢eskych spisech pod Lisly CZ 1999-273 Al (Substituované dusikaté hetero-
cyklické derivdty, zpusob jejich pFipravy, tyto derivity pro pousiti jako lédiva, farmaceutickd
kompozice a kombinovany farmaceuticky pfipravek tyto derivity obsahujici a powsiti téchto deri-
vadtii pro vyrobu léciv), CZ 294535 (Heterocyklické slouceniny na bdzi N6-substituovaného ade-
ninu, zpusoby jejich pFipravy, jejich pouZiti pro pFipravu léciv, kosmetickych pFipravkil a risto-
vych reguldtori, farmaceutické pFipravky, kosmetické pripravky a riistové reguldtory tyto slouce-
niny obsahujici), CZ 2002-2353 Al (Derivdty purinu, zpiisob jejich pFipravy a jejich pousiti), CZ
294538 (Substitucni derivdty N6-benzyladenosinu, zpiisob jejich pFipravy, jejich pousiti pro pFi-
pravu léciv, kosmetickych pFipravii a riistovych reguldtort, farmaceutické pFipravky, kosmetické
pfipravky a ristové reguldtory tyto sloudeniny obsahujici) a CZ 2007-691 Al (Substituované 6-
(alkylbenzylamino)purinové derivaty pro pouziti jako antagonisté cytokininovych receptorii a
pripravky obsahujici tyto slouceniny). Dosud je v Cambridgské strukturni databazi (CSD) uloZe-
no 21 platnatych komplexd odvozenych od karboplating obsahujici zakladni motiv
[Pt(La)(cbdc)] (a = 1 aZ 4), kde (cbdc) je cyklobutan-1,1-dikarboxylatovy dianion a (La) repre-
zentuje libovolny monodentétn{ ligand koordinovany na centrdini atom pfes atom dusiku: L1 =
hexamethylenimin (4/i, M.S.; Thurston, J.H.; Whitmire, K.H.: Khokhar, A.R; Polyhedron 2002,
21, 2659-2665), L2 = aminoethanol (Meelich, K.; Galanski, M.; Arion, V.B.; Keppler, BK. Eur.
J. Inorg. Chem. 2006, 2476-2483), L3 = 2-methylpyridin (Ming-Jin, X.; Yao, Y.; Wei-Ping, L.
Shu-Qian, H., Xizhu, C. Acta Crystallogr., Sect.E: Struct. Rep. Online 2007, 63, 2728), 1.4 =
ethylamin (Rochon, F.D.; Grupa, LM. Inorg. Chim. Acta 2000, 306, 193-204), a zékladni motiv
[Pt(Lb)(cbdc)], kde b = 5-22, cbdc je cyklobutan-1,1-dikarboxylatovy dianion a (L) reprezentuje
libovolny bidentétni ligand koordinovany na centralni atom pres dva atomy dusiku: L5 = ethylen-
1,2-diamin (Rochon, F. D.; Massarweh, G. Inorg. Chim. Acta 2006, 359, 4095-4104), L6 = bu-
tan-1,4-diamin (Alvarez-Valdes, A.; Perez, J. M: Lopez-Solera, I ; Lannegrand, R.; Continente,
JM.; Amo-Ochoa, P.; Camazon, M.J; Solans, X.; Font-Bardia, M.; Navarro-Ranninger, C. J.
Med. Chem. 2002, 45, 1835-1844), L7 = N,NN'N'N"N"-hexakis(2-pyridyl)-1,3,5-
tris(aminomethyl)benzen (7w, C.; Lin, J.; Shao, Y. Guo, Z. Inorg. Chem. 2003, 42, 5795-5797),
L8 = 4,4-bis(aminomethyl)tetrahydrofuran (Bitha, P.; Child, R.G.; Hlavka, J.J.; Lang, S.A.; Lin,
Y.-I; Haltiwanger, R.C.; Pierpont, C.G. Inorg. Chim. Acta 1988, 151, 89-93), L9 = 1,3-dihyd-
roxy-2,2-bis(aminomethyl)propan (Bitha, P.; Child, R.G.; Hlavka, JJ.; Lang, S.A.; Lin, Y.-I;
Haltiwanger, R.C.; Pierpont, C.G. Inorg. Chim. Acta 1988, 151, 89-93), L10 = bis(2-pyri-
dyltamin (Tu, C.; Wu, X, Liu, Q.; Wang, X.; Xu, Q.; Guo, Z. Inorg. Chim. Acta 2004, 357, 95-
102), L11 = trans-(-)-cyklohexan-1,2-diamin (Bitha, P.; Morton, G.O.; Dunne, T.S.; Santos,
EF.D.; Lin, Y., Boone, S.R.; Haltiwanger, R.C.; Pierpont, C.G. Inorg. Chem. 1990, 29, 645-
652), 112 = bis(2-pyridyl)keton {Ferreira, A.D.Q.; Bino, A.; Gibbon, D. Inorg. Chim. Acta 1997,
265, 155-161), L13 = (3,6,9,12-tetraoxatetradekan-1,14-diyl-2,2"-bipyridyl-3,3'-dikarboxylat
(Yoo, J.; Sohn, Y.8.; Do, Y. J. Inorg. Biochem. 1999, 73, 187-193), L14 = 2,3-bis(2-pyri-
dyl)pyrazin (Ferreira, A.D.Q.; Bino, A.; Gibbon, D. Inorg. Chim. Acta 1997, 265, 155-161), L15
= (8)-N-(2-aminopropyl)cyklohexylamin (Lee, E.J.; Jun, M.J.; Sohn, M.S. Bull. Korean Chem.
Soc. 1999, 20, 1469-1474), Li6 = 1-methyl-2,3-diamino-2,3-dideoxy-L-xylopyranosid
(Hanessian, S.; Wang, J. Canc. J. Chem. 1993, 71, 886-895), L17 = 2-morfolinoethylamin (Chen,
X Xie, M; Liu, M.; Ye, Q.; Yu, Y.; Hou, S.; Gao, W.; Liu, Y. Inorg. Chim. Acta 2007, 360, 2851-
2856), L18 = (-)-(R)-2-(aminomethyl)pyrrolidin (Yonei, M.; Murata, H.; Itoh, M.; Watanabe, Y.
Ochi, K.; Honda, M.; Nawata, Y. Acta Crystallogr., Sect.C: Cryst. Struct. Commun. 1990, 46,
137-138)}, L19 = propan-1,2-diamin (Rochon, F.D.; Massarweh, G. Inorg. Chim. Acta 2006, 359,
4095-4104), L20 = 3-aminohexahydroazepin (Lee, 8.5.; Jun, M.J.; Jung, O.-S.; Sohn, Y.S. Bull.
Korean Chem. Soc. 1994, 15, 84-86), L.21 = propan-1,3-diamin-2-ol (Xie, M.J.; Chen, X.Z.; Liu,
W.P., Yu Y., Ye, Q.8. Acta Crystallogr., Sect.E: Struct. Rep. Online 2007, 63, 1495-1497, Liy,
W.; Chen, X.; Xie, M.; Lou, L.; Ye, Q.; Yu, Y.; Hou, S. J. Inorg. Bioch. 2007, 102, 1942-1946),
L22 = cyklohexan-1,4-diamin (Shamsuddin, S.; Khokhar, A.R. J. Coord. Chem. 1994, 33, 83-91).
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PredloZené platnaté komplexy odvozené od karboplatiny s derivaty Né6-benzyladeninu (L) nava-
ji na jiz difve publikované komplexy platiny obecného slozeni [Pt(L23)CY(H;0).},
[P(Le)Ch]. H,0, (LA[PIClg), [Pt{(Le)Cls], cis-[PY(Ld),CL]CL, cis-[P(L),Cl;].xH,0 a trans-
[Pt(Lg):Cly] xH,0, kde ¢ = 23-24, d = 23-26, e = 23, 26-38, f = 23-26, 3943, g = 41-43,x=1-3,
123 = 2-[(3-(hydroxypropyl)amino}-6-(benzylamino)-9-isopropylpurin, L24 = 2-[(2~(hydroxy-
ethyi)amino]-6-(benzylamino)-9-methyipurin, L25 = 2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-
isopropylpurin, L26 = 2—[(1—hydroxymethylpropyl)amino]—6-(benzylamino)-9-isopropylpurin,
L27 = 6-(2-methoxybenzylamino)purin, L28 = 6«3-methoxybenzylamino)purin, L29 = 6-(4-
methoxybenzylamino)purin, L30 = 6-(2-hydroxybenzylamino)purin, L31 = 6-(3-hydroxybenzyl-
amino)purin, L32 = 6-(4-hydroxybenzylamino)purin, L33 = 6-(2-fluorbenzylamino)purin, L34 =
6-(3-fluorbenzylamino)purin, L35 = 6-(4-fluorbenzylamino)purin, L36 = 6-(2-chlorbenzyl-
amino)purin, L37 = 6-(3-chlorbenzylamino)purin, L38 = 6-(4-chlorbenzylamino)purin, 1.39 = 2-
[(1-hydroxymethylpropyl)amino} -6-(3-hydroxybenzylamino)-9-isopropylpurin, L40 = 2-[(1-hyd-
roxymcthylisobutyl)amino]-6-(3-hydroxybenzylamino)-9-isopropylpurin, L41 = 2-chloro-6-(ben-
zylamino)-9-isopropylpurin, L42 = 2-chloro-6-(2-methoxybenzylamino)-9-isopropylpurin, L43 =
2-chloro-6-(4-methoxybenzylamino)-9-isopropylpurin (Széicovd, L.; Travnicek, Z.; Zatloukal, M.;
Popa, 1 Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 479-491, Sziicovd, L.; Travnicek, Z.; Popa, 1., Marek, J.
Polyhedron 2008, 27, 2710-2720, Travnicek, Z.; Popa, I; Cajan, M.; Herchel, R.; Marek, J.
Polyhedron 2007, 26, 5271-5282, Travnicek, Z.; Malon, M.; Zatloukal, M.; Dolezal, K; Strnad,
M.: Marek, J. J. Inorg. Bioch. 2003, 94, 307-316, Malo#, M.; T ravnicek, Z.; Marek, R.; Strnad,
M. J. Inorg. Bioch. 2005, 99, 2127-2138), u kterych kromé fyzikaln&-chemické charakterizace
byla studovéna i in vitro cytotoxicka aktivita na n€kterych lidskych nadorovych liniich {K-562 =
lidské erytroleukemie, MCF7 = lidsky prsni adenokarcinom, HOS = lidsky osteosarkom, G-361 =
lidské chronickd myelogenni leukemie). Nkteré z vy¥e zminénych komplexi byly v in vitro
testech aktivnéj§{ neZ zminéné kancerostatika cisplatina, oxaliplatina nebo karboplatina.

Podstata technického feleni

Cyklobutan-1,1-dikarboxylatokomplexy platiny v oxidaénim stupni +1I a jejich krystalosolvaty
zahrnujici strukturni motiv I nebo obecného vzorce II vyjadfeného strukturnim vzorcem
[Pt{L)x{cbdc)] nebo obecného vzorce III vyjadfeného strukturnim vzorcem [Pt(LY(L")(cbdc)], kde
symboly L a L’ pfedstavuji derivaty N6é-benzyladeninu obecneho vzorce IV vAzaného na atom
platiny zékladniho motivu V pfes libovolny atom dusiku adeninu nezévisle vybrany z atomi N1,
N3, N6, N7 nebo N9, v zévislosti na mife substituce molekul, kde jsou substituenty R1, R2, R3 a
R4 nezévisle vybrany ze skupiny:

o o)
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L o L 0
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atom vodiku, halogen, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl, substituovany alkenyl, alkyny!, 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 N-
R'R”, v niz R" a R” nezdvisle na sob& symbolizuji atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl,
alkenyl, substituovany alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cyklo-
alkyl, cykloheteroalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalke-
nyl, cykloheteroalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl,
substituovany heteroaryl a funkéni skupinu, kde termin:

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

- alkyl
jako takovy nebo jako soudést jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodi-
kovy fetézec z 1 a2 18, pfedeviim pak z | aZ 8 atomil uhliku,

- alkenyl

Jako takovy nebo jako sout4st jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodi-
kovy fetézec z 2 aZ 18, pfedeviim pak ze 2 aZ 8 atomi uhliku, obsahujici alespoit jednu dvojnou
vazbu mezi atomy uhliku,

- alkynyl

Jako takovy nebo jako soucést jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodi-
kovy fetézec z 2 aZ 18, pfedeviim pak ze 2 aZ 8 atomi uhliku obsahujici alespoii jednu trojnou
vazbu mezi atomy uhliku,

- cykloalkyl

Jako takovy nebo jako souldst jiné skupiny piedstavuje cyklicky uhlovodik ze 3 a2 12, predeviim
pak ze 3 aZ 8 atomd uhliku, a to véetné kondenzovanych cykll nezdvisle vybranych ze skupiny
cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, aryl a heteroaryl,

- cykloheteroalkyl
jako takovy nebo jako souddst jiné skupiny pfedstavuje cykloalkyl s alespoil jednim atomem
uhliku zaménénym za heteroatom ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira,

- cykloalkenyl
jako takovy nebo jako souddst jiné skupiny predstavuje cykloalkyl obsahujici alespoii jednu
dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

- cykloheteroalkenyl

jako takovy nebo jako souddst jiné skupiny pfedstavuje cyklohetercalkyl obsahujici alespoi
jednu dvojnou vazbu mezi dvéma atomy uhliku, atomem uhliku a heteroatomem, nebo dvéma
heteroatomy,

-aryl

jako takovy nebo jako souést jiné skupiny pedstavuje skupinu obsahujici alespoi jeden aroma-
ticky kruh,

- heteroaryl

jako takovy nebo jako souéast jiné skupiny pfedstavuje péti- aZ dvanacti¢lenny, pfedeviim pak
péti- aZ Sestitlenny aromaticky kruh s alespof jedtim atomem uhliku zam&nénym za heteroatom
ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira, a to heteroarylu kondenzovaného s jednim nebo vice cykly
nezdvisle vybranymi ze skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl,
aryl a heteroaryl,

- funkéni skupina

jako takové nebo jako souddst jiné skupiny pfedstavuje amino, alkylamino, dialkylamino, alke-
nylamino, cykloalkylamino, cykloheteroalkylamino, cykloalkenylamino, cykloheteroalkenylami-
no, arylamino, heteroarylamino, acylamino, hydroxy, alkylhydroxy, alkoxy, aryloxy, kyano, kar-
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boxy, 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,
substituovany cykloheteroalkyl, substituovany cykloalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl,
substituovany aryl a substituovany heteroaryl

jako takové nebo jako soucasti jingch skupin pfedstavwyi alkyl, alkenyl, alkynyi, cykioalicy,
cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, aryl a heteroaryl substituované substituenty z
mnoZiny halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cyklohete-
roalkenyl, aryl, heteroaryl a funk&ni skupina.

Dalsi podstatou technického fefeni jsou krystalosolvaty platnatych cyklobutan-1,1-dikarboxy-
latokomplex®, kde u sloudenin obecného sloZeni [Pt(L),(cbdc)] . xSolv nebo [Pt{L)(L")cbdec)] .

~ xSolv udava (x) poéet krystalovych molekul, pfedeviim 1 aZ 6, a (Solv) je konkrétni molekula

pouZitého rozpoustédla a/nebo nékterd z reakinich komponent, obvykle vybrina ze skupiny
voda, primami aikohol, sekundérni alkohol, aceton, N,N-dimethyiformamid (DMF), dimethylsul-
foxid (DMSO0), chloroform, dichlormethan, acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatng,
nebo v kombinaci uvedenych solvitovych molekul.

Nedilnou podstatou technického feSeni je farmaceuticky nebo farmakologicky prostfedek obsa-
hujici terapeuticky ulinné mnoZstvi platnatych cyklobutan-1,1-dikarboxylatokomplexd nebo
farmaceutickou kompozici platnatych cyklobutan-1,1-dikarboxylatokomplexil s jednim &i vice
phijatelnych nosi¢d a pomocnych latek pro poutiti v lékafstvi jako léCiva pro 1é¢bu nadorovych
onemocnéni.

V dal§im jsou nové slouéeniny obecného vzorce I nebo IH a zpisob jejich pfipravy a pouZiti
osvétleny na konkrétnich ptikladech, které maji pouze ilustraéni charakter a nijak neomezuji roz-
sah technického fe3ent, ktery je jednoznaéné uréen definici narokl na ochranu.

Piehled obrézki na pfipojenych vykresech

Konkrétni piiklady provedeni technického teSeni jsou doloZeny piipojenymi vykresy, kde:

- obr.l je C NMR spektrum bis(2-chloro-6-(3,4-dichlormethyl)benzylamino-9-isopropyl-
purino)-cyklobutan-1, 1 -dikarboxylatoplatnatého komplcxu, [Pt(Lz)z(cbdc)] s interpretaci jednot-
livjch atomi uhliku, které byly identifikovény pomoci °C, APT, 'H-"C gs-HMQC a 'H-"C gs-
HMBC experimenti.

- obr.2 je FT IR spektrum bis(2-chloro-6-(2-fluor-6-brom)benzylamino-9- 1sopropy1punno)
cyklobutan-1,1-dikarboxylatoplatnatého komplexu, [Pt(L;)x(cbdc)], v oblasti 400-4000 cm’!
pfifazenim maxim charakteristickych pro jednotlivé atomove skupiny.

- obr.3 je FT IR spektrum bis(2-chloro-6-(2-fluor-6- brom)benzylannno-9-1sopropylpur1no)
cyklobutan-1,1-dikarboxylatoplatnatého komplexu, [Pt(L,),(cbdc)], v oblasti 150-400 cm’ s pHi-
fazenim maxim charakteristickych pro vibrace Pt-N a Pt-O.

- obr.4 je Ramanovo spektrum bis(2~(3-hydroxypropylamino)-6-benzylamino-9- 1sopropylpur1-
no)-cyklobutan-1,1-dikarboxylatoplatnatého komplexu, [Pt(Lg)x(cbdc)] v oblasti 150-4000 cm’ a
pfifazeni maxim charakteristickych pro vybrané atomové skupiny.

- obr.5 pfedstavuje molekulovou strukturu hydrdtu 2-chioro-6-(2-methoxy)benzylamino-9-
isopropylpurino)-(dimethylsulfoxid-S)-cyklobutan-1,1 -dikarboxylatoplatnatého komplexu,
[Pt(DMSO)(L+)cbdc)] . H,O, vyfefenou pomoci monokrystalové rentgenové strukturni analyzy.
Viechny nevodikové atomy byly zndzornény formou teplotnich elipsoidi s 50% pravdépodob-
nosti. Vodikové atomy nebyly pro pfehlednost zobrazeny.

Piiklady provedeni technického feSeni

V nasledujici ¢4sti je technické fedeni doloZeno, nikoli viak limitovéno, konkrétnimi pfiklady
jeho uskuteénéni. Rozsah technického fedeni je pak jednozna¢né limitovan naroky na ochranu.
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V piikladech 1, 2 a 3 pak miZe byt derivat L’ z chemického a strukturniho hiediska vzhledem k
derivatu L:

a) chemicky a strukturné totony, jako je L, vizany na atom platiny zékladniho motivu V pfes
totoZny atom dusiku N(6)-benzyladeninu, jako je tomuu L:

5 b) chemicky a struktumé totozny, jako je L, vAzany na atom platiny zdkladniho motivu V pies
odliény atom dusiku N(6)-benzyladeninu, jako je tomu u L;

¢) chemicky a strukturné odli$ny derivat N(6)-benzyladeninu, ne? je L, vazany na atom platiny
zékladniho motivu V pfes jakykoliv z atomd dusiku derivatu N(6)-benzyladeninu.

Technické fefeni déle vyuzivé slouenin cis-[Pt{DMS0),Cl,] a [Pt(DMSO0),(cbdc)], kde cbdc je

1o dianion kyseliny cyklobutan-1,1-dikarboxylové, jako meziproduktii pro pHpravu cyklobutan-1,1-
dikarboxylatokomplexi: platiny obecného vzorce 11 nebo III, které se pfipravi reakei chloridu
platnatého, PtCl,, v prostfedi dimethylsulfoxidu (DMSO), kdy vznik pii zvy3ené teploté kom-
plex o sloZeni cis-{[P{DMSQ),Cl,] (Rochon, F. D.; Massarweh, G. Inorg. Chim. Acta 2006, 359,
4095-4104, Price, J. H.; Williamson, A. N.; Schramm, R, F.; Wayland, B. B. Inorg. Chem. 1972,

15 11, 1280-1284). Po nutné purifikaci je meziprodukt rozpu$tén a je k nému pFidano ekvimoldrni
mnoZstvi kyseliny cyklobutan-1,1-dikarboxylové, respektive jeji sodné, draselné nebo stfibrné
soli. Reakéni smés je poté michéna v temnu a za sniZené teploty po nékolik dni. Poté se vyloudi
komplex o sloZeni [PH{DMSO),(cbdc)] (viz Schéma 1). Podrobny popis pripravy uvedeného me-
ziproduktu je uveden v nasledujici literatufe (Bitha, P.; Morton, G. O.; Dunne, T. S.: Santos, E.

20 F.D;Lin Y, Boone, S. R.; Haltiwanger, R. C.; Pierpoint, C. G. Inorg. Chem. 1990, 29, 645-
652).
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Schéma 1




CZ 20271 Ul

V nize uvedenych pikladech byly pipravené litky charakterizovany nasledujicimi fyzikainé-
chemickymi metodami:

- element4rni analyza s procentovym zastoupenim prvki C, Ha N,
- méfeni molarni vodivosti roztokd komplexi v DMF,

s - infratervena spektroskopie (FT IR), kde oblast 400 aZ 4000 cm” provedena technikou KBr
tablet a oblast 150 a% 600 cm™ provedena Nujolovou technikou,

- nuklearni magnetick4 rezonance (NMR) - 'H, *C, ¥°pt, 'H-'H gs-COSY, 'H-1*C gs-HMQC,
'H-BC gs-HMBC a 'H-"*N gs-HMBC experimenty,

- monokrystalové rentgenova strukturni analyza.

to  Technické feSeni vyuZivd bis(dimethylsulfoxid-$,8")-cyklobutan-1,1-dikarboxyléto-0,0" -
platnaty komplex, {Pt(DMSO);(cbdc)], jako vychozi platnatou slouteninu, Uvedena sil neni
komern& dostupné, lze ji viak pfiravit postupem uvedenym v dostupné literatufe (Bitha, P.;
Morton, G. O.; Dunne, T. S.; Santos, E. F. D.; Lin, Y.; Boone, S. R.; Haltiwanger, R. C.,
Pierpoint, C. G. Inorg. Chem. 1990, 29, 643-652, Schéma 2). Procentové zastoupeni prvkd C, H,
15 N ve formé: vypoétena hodnota (v zévorce nalezend hodnota) pro PtS;04Ciobhs: C, 24,3 (23,9},
H, 3,7 (3,9) %. IR (vNujolem™): 326, 378, 471. IR (vKBr/cm™): 2924, 1663, 1613, 1353, 1160,

1130.
0
pMso OMSO O Rgbde oSO -0
PICl, ——m S ———— PLig
DMSO C R=H,NaK.Ag DMSO
0

Schéma 2

20 Ptiklad I: Pfiprava bis(2—chlor-6-(3,4-dichlormethyl)benzylamino-9-isopropylpurino)-cyklo—
butan-1,1-dikarboxylatoplatnatého komplexu, [Pt(L,),(cbdc)]

V 15 ml destilované vody bylo za laboratorni teploty rozpuiténo 0,1g (0,2 mmol)
[Pt(DMSO),(cbdce)], pfipraveného dle (Bitha, P.; Morton, G. O.; Dunne, T. S.; Santos, E. F. D.;
Lin, Y.; Boone, S. R.; Haltiwanger, R. C.; Pierpoint, C. G. Inorg. Chem. 1990, 29, 645-652.). Do

25 vzniklého roztoku byl pfidén roztok 0,148 g (0,4 mmol) 2-chloro-6-(3,4-dichlormethyl)benzyl-
amino-9-isopropylpurinu (L) ve 20 ml isopropanolu. Smés byla michéana po dobu dvou dnd phi
teploté 90 °C, az vznikl svétle 3edy produkt, ktery byl odfiltrovan, promyt studenou destilovanou
vodou a vysuden v exsikatoru nad silikagelem (Schéma 3)
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30 Schéma 3

Procentové zastoupeni prvkii C, H, N ve formé: vypotena hodnota (v zdvorce nalezena hodnota}
pro PtCyeH3N,i0.Cl: C, 40,1 (39.8); H, 3,1 (3,1); N, 13,0 (13,2) %. IR (vNujol/em™): 421 (m,
Pt-0), 563 (vs, Pt-N). IR (KBr/em™): 1169 (m, C-Cl), 1323 (vs, COO), 1586 (m, COO), 1633
(vs, C=N), 2980 (m, C-H), 3424 (w, N-H). Raman (vKBr/cm™): 261 (w, Pt-N}, 479 (w, Pt-0),




20

25

30

35

40

CZ 20271 Ul

890 (m, C-H), 1339 (vs, N-H), 1586 (s, C=N), 2942 (s, C-H2), 3064 (s, C-H). 'H NMR (DMF-
d7, tetramethylsilan-SiMe,, ppm): § 9,44 (t, 1H, 6,4, N6H), 9,32 (s, 1H, C8H), 7,68 (4, 1H, 1,8,
C11H), 7,58 (dd, 1H, 8,4, 1,8, C14H), 7,53 (d, 1H, 8,4, C15H), 4,96 (d, 2H, 6,2, C9H), 4,84 (sep,
1H, 6,8, C16H), 2,90 (m, 2H, C22Ha, C23Ha), 2,80 (q, IH, 7,7, C24Ha), 1,67 (m, 2H, C22Hb,
C23Hb), 1,47 (m, 1H, C24Hb). "°C NMR (DMF-d7, SiMe,, ppm): § 177,61 (C19, C20), 155,17
(C6), 153,9 (C2), 150,3 (C4), 143,86 (C8), 140,94 (C10), 132,08 (C12), 131,14 (C15), 130,60
(C13), 130,04 (C11), 128,54 (C14), 116,71 (C5), 56,79 (C21), 49,84 (C16), 44,15 (C9), 31,41
(C22, C23), 22,10 (C17, C18), 15,83 (C24). "N NMR (DMF-d7, ppm): & 232,7 (N1), 225,3
(N3), 185,2 (N9), 129,3 (N7), 96,3 (N6). "*Pt NMR (DMF-d7, K,PtCls, ppm): & -1622.45.

Piikiad2:  Pfiprava bis(2-chlor-6-(2-fluoro-6-bromo)benzylamino-9-isopropylpurino)-cyklo-
butan-1,1-dikarboxylatoplatnatého komplexu, [Pt(L,)s(chdc)]

V 15 ml destilované vody bylo za laboratorni teploty rozpuiténo 0,1 g (0,2 mmol)
[Pt(DMSO)(cbdc)] a do vzniklého roztoku pFidan roztok 0,16 g (0,4 mmol) 2-chloro-6-(2-fluor-
6-brom)benzylamino-9-isopropylpurinu (L;) ve 20 ml isopropanolu. Smés byla michana po dobu
dvou dni pii teploté 90 °C, aZ vznikl svétle Sedy produkt, ktery byl odfiltrovan, promyt studenou
destilovanou vodou a vysuden v exsikdtoru nad silikagelem (Schéma 4). Na zikladé CHN che-
mické analyzy, infratervené (stfedni a vzdélena oblast), Ramanovy a 'H, "°C a '**Pt NMR spek-
roskopie bylo potvrzeno sloZeni komplexu.
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Procentove zastoupeni prvki C, H, N ve formé: vypoétend hodnota (v zivorce nalezena hodnota)
pro PtCssHyNigO4CLF,Br;: C, 38,1 (37,7); H, 3,0 (2,8); N, 12,3 (12,6) %. IR (vNujol/em™): 432
(w, Pt-0), 554 (m, Pt-N). IR (vKBr/em): 1171 (m, C-CI), 1322 (s, COO), 1586 (m, COQ), 1621
(s, C=N), 2980 (w, C-H), 3427 (s, N-H). Raman (vKBr/cm™): 262 (w, Pt-N), 478 (w, Pt-0), 887
(m, C-H), 1339 (vs, C-O), 1586 (s, C=N), 2942 (s, C-H2), 3064 (s, C-H). 'H NMR (DMF-d7,
tetramethylsilan-SiMe,, ppm): 8 9,38 (1, 1H, 6,4, N6H), 9,08 (s, 1H, C8H), 7,59 (s, 1H, C15H),
7,49 (d, 1H, 8,4, C13H), 7,32 (d, 1H, 7,7, C12H) 4,96 (d, 2H, 6,0, C9H), 4,87 (sep, 1H, 6,7,
C16H), 2,86 (m, 2H, C22Ha, C23Ha), 1,80 (m, 1H, C24Ha), 1,67 (m, 2H, C22Hb, C23Hb), 1,63
(d, 6H, 6,8, C17H, C18H), 1,57 (m, 1H, C24Hb). *C NMR (DMF-d7, SiMe,, ppm): & 177,41
(C19, €20), 155,27 (C6), 153,75 (C2), 150,07 (C4), 143,98 (C8), 141,94 (C10), 132,28 (C11),
130,84 (C14), 130,60 (C12), 129,74 (C13), 128,84 (C15), 116,51 (C5), 56,82 (C21), 49,86 (C16),
44,35 (C9), 31,41 (C22, C23), 22,14 (C17, C18), 15,86 (C24). '*Pt NMR (DMF-d7, K,PtCl,,
ppm): 4 -1626,23.

Piiklad3:  Pfiprava bis(2~(3-hydroxypropylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurino)-cyklo-
butan-1,1-dikarboxylatoplatnatého komplexu, [Pt(Lg);(cbdc)]

V 15 ml destilovan¢ vody bylo za laboratorni teploty rozpusténo 0,1g (0,2 mmol)
[PDMSO),(cbdc)] a do vzniklého roztoku pkidén roztok 0,136 g (0,4 mmol) 2-(3-hydroxypro-
pylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurinu (Ls) ve 20 ml ethylacetatu. Smés byla michana po
dobu dvou dnil pfi teploté 90 °C, a% vznikl svétle Sedy produkt, ktery byl odfiltrovan, promyt
studenou destilovanou vodou a vysusen v exsikatoru nad silikagelem (Schéma 5). Na zakladé
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CHN chemické analyzy, infralervené (stiedni a vzdalens oblast), Ramanovy a 'H, 'C a Pt
NMR spektroskopie bylo potvrzeno sloZeni komplexu.
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Schéma 5

Procentové zastoupeni prvka C, H, N ve formé&: vypodtend hodnota (v zévorce nalezend hodnota)
pro PtC,HsN(yOg: C, 49,6 (49,9); H, 5,3 (5,3); N, 16,5 (16,1} %. IR (vNujol/cm"): 449 (w, Pt-
0), 557 (m, Pt-N). IR (vKBr/em™): 1346 (s, COO), 1551 (m, COO), 1621 (s, C=N), 2970 (w, C-
H). Raman (vKBr/em™): 253 (w, Pt-N), 477 (w, Pt-0), 814 (m, C-H), 1328 (vs, C-0), 1611 (s,
C=N), 2938 (s, C-H2), 3057 (s, C-H). 'H NMR (DMF-47, tetramethylsilan-SiMe,, ppm): & 8,74
(s, 1H, C8H), 8,66 (bs, 1H, N6H), 7,51 (dd, 2H, 7,3, 1,5, C11H, C15H), 7,27 (tt, 2H, 7,3, L5,
C12H, C14H), 7,20 (dd, 1H, 7,3, 1,5 C13H), 6,72 (t, 1H, 6,2, N2H), 4,74 (d, 2H, 6,0, C9H), 4,72
(sep, 1H, 6,8, C16H), 4,49 (bs, 1H, 021H), 3,59 (t, 2H, 6,2, C21H), 3,42 (g, 2H, 6,2, C19H), 2,89
(t, 2H, 8,2, C24H), 1,77 (t, 2H, 8,2, C25H), 1,75 (1, 2H, 6,4, C20H), 1,54 (d, 6H, 6,8, C17H,
C18H). *C NMR (DMF-d7, SiMe,, ppm): & 177,70 (C19, C20), 160,58 (C2), 153,53 (C6),
151,01 (C4), 140,62 (C10), 139,17 (C8), 128,82 (C12,14), 128,30 (C11,15), 127,21 (C13),
111,45 (C5), 60,17 (C21), 56,73 (C23), 48,30 (C16), 44,62 (C9), 39,45 (C19), 33,45 (C20), 31,38
(C24,25), 22,06 (C17, C18), 15,85 (C26). ‘Pt NMR (DMF~d7, K;PtCLy, ppm): -1611.

Priklad 4  PHprava dimethylsulfoxido-(2-chlor-6-(2-methoxy)benzylamino-9-isopropylpuri-
no)-cyklobutan-1,1-dikarboxylatoplatnatého komplexu, [Pt(DMSO)Ly) (cbdc))

V 15 ml destilované vody bylo za laboratorni teploty rozpuiténo 0,1g (0,2 mmol)
[P{DMSO)s(cbdc)] a do vzniklého rozioku piidan roztok 0,08 g (0,2 mmol) 2-chloro-6-(2-
methoxy)benzylamino-9-isopropylpurinu ve 20 ml isopropanolu. Smés byla michéna po dobu
dvou dnb pfi laboratorni teplot® (Schéma 6). Vznikly Sedy produkt byl odfiltrovan, promyt stu-
denou destilovanou vodou a vysulen v exsikatoru nad silikagelem. Z filtratu byly stanim a vol-
nym odpafovanim ziskiny bezbarvé krystaly a pomoci monokrystalové rentgenostrukturmni analy-
zy byla vyteSena molekulové a krystalova struktura komplexu [Pt(DMSO)(L;)(cbde)] . H,O.
Molekulové struktura byla uréena na ptistroji Oxford Xcalibur diffractometer s detekiorem Crys-
Alis CCD (Oxford Diffraction, 2002), redukce dat a urdeni m¥{zkovych parametri bylo provede-
no pomoci Crysdlis RED (Oxford Diffraction, 2002), molekulové struktura byla feSena pfimou
metodou programem SHELXS97 (Sheldrick, G.M. SHELXS 97, Acta Cryst. A 1990, 46, 467), a
dal¥l vypotty byly provedeny programem SHELXL97 (Sheldrick, G.M. SHELXL 97, Program for
Crystal Structure Refinement, University of Gottingen, Gottingen, Germany, 1997). Jako soft-
ware pro zobrazeni molekulové struktury byl pouZit program Diamond (Brandenburg, K. DI4-
MOND, Release 3.1f, Crystal Impact GbR, Bonn, Germany, 2006).
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Schéma 6

Priklad 51 In vitro cytotoxické aktivita novych derivatd karboplatiny [Pt(L,¢),(cbdc)] (1-6) s
ligandy odvozenymi od 2-chloro-6-R-benzylamino-9-isopropylpurinu (R = 2-fluor-
6-brom Ly, 3,4-dichlor L, 3-brom L;, 2-trifluormethyl Ly, 3-trifluormethyl Ls, 4-
trifluormethyl Lg).

Jednim z parametri pouZivanych jako zéklad pro stanoveni in vitro cytotoxicity je metabolick4
aktivita Zivotaschopnych bunék. Napiiklad mikrotitrani analyza, kde se pouZiva Calcein AM, je
dnes roziifena jako metoda kvantifikace bunééné proliferace a cytotoxicity. Tento test je vyuzi-
van v programech pro screening 1€kl a pro testy chemosensitivity. Testem se rozpoznaji pouze
Zivotaschopné buriky. MnoZstvi zredukovaného Calceinu AM odpovidd poétu Zivotaschopnych
bunék v kultufe.

Pro rutinni screening sloudenin a stanoveni in vitro cytotoxické aktivity byly vybrany bunéiné
linie prsniko karcmomu MCF-7 a buniky lidské erythroleukemie K562. Buiiky byly udrzovany v
Nunc/Corning 80 cm’ plastikovych lahvich a péstoviny v mediu pro bunééné kultury (DMEM
obsahujici 5 g/l glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10 %
fetalntho teleciho séra a hydrogenuhli¢itan sodny), komplexy byly ptipraveny podle postupu
popsaného v této Zadosti.

Buné¢né suspenze byly pfipraveny a nafedény podle typu bunék a podle olekdvané konedné
hustoty bunék (10000 bun€k na jamku na zakladé charakteristik bun&&ného riistu), pipetovalo se
80 pl bunétné suspenze na 96-jamkové mikrotitrani desticky. Inokuléty byly stabilizovany 24
hodinovou preinkubaci pfi 37 °C v atmosféie CO,.

Jednotlivé koncentrace testovanych latek byly ptidiny v dase nula jako 20 pl alikvotni podil do
jamek mikrotitraénich destitek. Obvykle se sloudeniny fedily do esti koncentraci v étyfndsobné
fedici fadé. Pi rutinnim testovani byla nejvy$ii koncentrace v jamce 25 uM, zmény této koncent-
race zavisi na dan€ latce. Vechny koncentrace byly testovany v dubletu. Inkubace bunék s testo-
vanymi derivéty trvala 72 hodin pfi 37 °C, 100% vihkosti a v atmosféfe CO,. Na konci inkubatni
periody byly buiiky analyzovéany po pfidani roztoku Calceinu AM (Molecular Probes) a inkubace
probihala dal3i 1 hodinu. Fluorescence (FD) byla méfena pomoci Labsystem FIA readeru Fluo-
roskan Ascent (Microsystems). PfeZiti nadorovych bungk (The tumor cell survival-TCS) bylo
SpOéitﬁl}O podle IlflS!ﬂdujiCihO vztahw: ICsy = (FDjamka s derivitem ! FDikontrolni jamka) x 100 %. Ziskana
hodnota ICs, odpovida koncentraci l4tky, kdy je usmreeno 50 % nadorovych bunék.

Ke stanoveni in vitro cytotoxicity ptipravenych sloudenin viéi lidské nadorové linii HOS (osteo-
sarkom) byl také pouZit MTT test. Metoda je zaloZena na schopnosti metabolicky aktivnich bu-
nék redukovat Zlutou sil 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yt)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) za
vzniku modrého formazanového barviva. JelikoZ k této pfeméné dochazi pouze v Xivych buii-
kich, lze timto zplisobem stanovit cytotoxicitu riiznych chemickych ldtek. V rémei buiky jsou za
redukei zodpovédné mitochondridlni dehydrogenasy. Vznikajici formazanové barvive je neroz-




CzZ 20271 U1

pustné a je nésledné kvantifikovano po rozpusténi v DMSO s amoniakem za pouZiti klasického
spektrofotometru (ELISA reader).

Vysledky stanoveni in vitro cytotoxicity za vyuZiti AM a MTT testd vyjédfené pomoci hodnoty
ICsp pro komplexy o slofeni [Pt(L;¢)x(cbdc)] (1-6) s ligandy odvozenymi od 2-chloro-6-R-ben-
zylamino-9-isopropylpurinu (R = 2-fluoro-6-bromo L;, 3,4-dichloro L, 3-bromo L, 2-trifiuoro-
methyl Ly, 3-trifluoromethyl Ls, 4-trifluoromethyl Lg) jsou uvedeny v tabulce 1, kdyz latky byly
testovany in vitro na 3 lidskych nédorovych liniich, a to MCF-7 prsnf karcinom, K562 erythro-
leukemie, HOS osteosarkom. Hodnoty ICs byly pro karboplatinu nalezeny v (Carland, M., Tan,
K. J.; White, J. M.; Stephenson, J.; Murray, V.; Denny, W. A.; McFadyen, W. D. J. Inorg. Bioch.
2005, 99, 1738-1743)(1) a (Ghezzi, A. R.; Aceto, M.; Cassino, C.; Gabano, E.; Osella, D, J.
Inorg. Bioch. 2004, 98, 73-78)(2).

Tabulka 1

komplex MCF-7 MCF.7 K562 HOS

AM-test MTT test AM tost MTT test
1 9.5 15,1168 9.0 17,412,0
2 48 13.645,2 43 14,8221
3 50 22,1314,0 88 >50
4 9.2 25,118,3 8.0 >50
s 14,1 38,9430 21,0 >50
6 7.5 19,016,6 19,2 >80
cisplatina " 19,644,3 5 34,2164
karboplatina | 60°7 ] 2508 >
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NAROKY NA OCHRANU

1. Cyklobutan-1,1-dikarboxylatokomplexy platiny v oxida¢nim stupni +II a jejich krystalo-
solvaty zahrnujici strukturni motiv I nebo obecného vzorce II vyjadfeného strukturnim vzorcem
[Pt(L)(cbdc)] nebo obecného vzorce HI vyjadieného strukturnim vzorcem [Pt(L)(L )cbdc)], kde
(cbde) je cyklobutan-1,1-dikarboxylitovy dianion, kde symboly L a L" pFedstavuji derivaty Né-
benzyladeninu obecného vzorce IV vazaného na atom platiny zékladniho motivu V

(

Q O L o ?
L ~N
o ~ -0
. ;‘%0 -~ %L’/H\O?O
0 0 °
)

) )

R1
14 S 2
12 _0
15 1 Pt
0 ~o
3 6N/‘ o)
6
X N\;— W}
/]2|\ # Nsa "
R2 N34 \
R3
(v)

pfes libovalny atom dusiku adeninu nezévisle vybrany z atomi NI, N3, N6, N7 nebo N9, v
zavislosti na mife substituce molekul, a kde jsou

- substituenty R1, R2, R3 a R4 nezévisle vybrany ze skupiny:

atom vodiku, halogen, alkyl, substituovany atkyl, alkenyl, substituovany alkenyl, alkynyl, sub-
stituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, cykloheteroalkyl, substituovany cyklo-
heteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalkenyl, cykloheteroatkenyl, substituovany cyklo-
heteroalkenyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl, substituovany heteroaryl, funkéni skupina N-
R’-R”, v niZ R” a R"" nezavisle na sobé symbolizuji atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl,
alkenyl, substituovany alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cyklo-
alkyl, cykloheteroalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalke-
nyl, cyklohetercalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl,
substituovany heteroaryl a funk&ni skupinu,

kde termin:

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

- alkyl

110
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jako takovy nebo jako soudést jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodi-
kovy fetézec z 1 aZ 18, pfedeviim pak z 1 aZ 8 atomil uhliku,

- alkenyl

jako takovy nebo jako sout4st jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodi-
kovy fetézec z 2 aZ 18, predeviim pak ze 2 aZ 8 atomd uhifku obsahujici alespoii jednu dvojnou
vazbu mezi atomy uhliku,

- alkynyl

jako takovy nebo jako soudast jiné skupiny pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodi-
kovy fetézec z 2 a¥ 18, predeviim pak ze 2 aZ § atomi uhliku obsahujici alespoii jednu trojnou
vazbu mezi atomy uhliku,

- cykloalkyl

jako takovy nebo jako soudést jiné skupiny predstavuje cyklicky uhlovodik ze 3 aZ 12, pfedeviim
pak ze 3 a2 8 atomi uhliku, a to vietné kondenzovanych cyklii nezévisle vybranych ze skupiny
cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, aryl a heteroaryl,

- cykioheteroalkyl
jako takovy nebo jako soudast jiné skupiny pfedstavuje cykloalkyl s alespoi jednim atomem
uhliku zamén&nym za heteroatom ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira,

- cykloalkenyl
jako takovy nebo jako soutast jiné skupiny pfedstavuje cykloalkyl obsahujici alespon jednu
dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

- cykloheteroalkeny!

jako takovy nebo jako soutést jiné skupiny predstavuje cykloheteroalkyl obsahujici alespofi
jednu dvojnou vazbu mezi dvéma atomy uhliku, atomem uhliku a heteroatomem, nebo dvéma
heteroatomy,

-aryl
jako takovy nebo jako soudést jiné skupiny pfedstavuje skupinu obsahujici alespoti jeden aroma-
ticky kruh,

- heteroaryl

jako takovy nebo jako soudést jiné skupiny predstavuje péti- aZ dvandctiClenny, pfedeviim pak
péti- a2 Sestilenny aromaticky kruh s alespoit jednim atomem uhliku zaménénym za heteroatom
ze skupiny dusik, kyslik, nebo sfra, a to heteroarylu kondenzovaného s jednim nebo vice cykly
nezvisle vybranymi ze skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl,
aryl a heteroaryl,

- funkéni skupina

jako takova nebo jako soudést jiné skupiny pfedstavuje amino, alkylamino, dialkylamino, alke-
nylamino, cykloalkylamino, cykloheteroalkylamino, cykloalkenylamino, cykloheteroalkenylami-
no, arylamino, heteroarylamino, acylamino, hydroxy, alkylhydroxy, alkoxy, aryloxy, kyano, kar-
boxy, 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,
substituovany cykloheteroalkyl, substituovany cykloalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl,
substituovany aryl a substituovany heteroaryl

jako takové nebo jako soudasti jinych skupin pfedstavuji alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl,
cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl, aryl a heteroaryl substituovane substituenty z
mnoZiny halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cykioheteroalkyl, cykioalkenyl, cyklohete-
roalkenyl, aryl, heteroaryl a funk&ni skupina.

2. Krystalosolvaty platnatych cyklobutan-1,1-dikarboxyldtokomplexi podle naroku 1, kde u

sloudenin obecného sloZeni [Pt(L)(cbdc)] . xSolv nebo [PHL)L )}cbdc)] . xSolv udava x polet
krystalovych molekul, pfedeviim 1 az 6, a Solv je konkrétni molekula pouzitého rozpoustédla

14
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a/nebo nékterd z reakénich komponent, obvykle vybrina ze skupiny voda, primarni alkohol,
sekundarni alkohol, aceton, N,N-dimethylformamid, dimethylsulfoxid, chloroform, dichlor-
methan, acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatng, nebo v kombinaci uvedenych solvéto-
vych molekul.

3.

Farmaceuticky nebo farmakologicky prostfedek, vyznadujici se tim, Ze obsa-

huje terapeuticky u¢inné mnoZstvi platnatych cyklobutan-1,1-dikarboxyl4tokomplexii podle na-
roku 1 nebo farmaceutickou kempozici platnatych cyklobutan-1,1-dikarboxylatokomplexii s jed-
nim £1 vice piijatelnych nosiél a pomocnych latek.

4.

Farmaceuticky nebo farmakologicky prostiedek podle naroku 3 pro pouziti v lékaFstvi,

5 vykresi

15
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