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Styrylsulfonové slou¢enina a farmaceuticky prostedek ji obsahujici

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka styrylsulfonové slougeniny a farmaceutického .prostl”'edku, ktery ji
obsahuje.

Dosavadni stav techniky

* Extraceluldmi signaly dochdzejici na transmembranové receptory jsou prevadény do bunék

signalnimi transduk&nimi cestami (Pelech a spol.: Science, 1992, 257, 1335), které jsou zahrnuty

" v rozmanitych fysiologickych procesech, jako je indukce proliferace, diferenciace a apoptoza

bundk (Davis a spol.: J. Biol. Chem. 1993, 268, 14553). Kaskada mitogenem aktivované pro-
teinové kinasy (MAPK) je hlavnim signalnim systémem, kterym bufiky transdukuji extracelulami
pokyny na intracelularnf odpovédi (Niskida a spol.. Trends Biochem. Sci. 1993, 18, 128; Blumer
a spol.: Trends Biochem. Sci. 1994, 19, 236). Bylo objeveno, Ze mnohé stupné této kaskady jsou
zachovany a jsou homologni pro MAP kinasy u riiznych druhi.

U saveich bunk jsou extracelularnim signalem regulované kinasy (ERK), ERK-1 a ERK-2,
prototypovymi a nejlépe studovanymi Eleny skupiny MAPK, které vSechny maji jedinedny znak,

 a to schopnost byt aktivovany fosforylaci na threoninovém a tyrosinovém zbytku dudlni specific-

kou kinasou proti sméru fetézce (Posada a spol.: Science 1992, 255, 225; Biggs Il a spol.: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 6295; Gamer a spol.: Genes Dev.1992, 6, 1280).

Nedévné studie identifikovaly dalii podskupinu MAPK, znémou jako c—Jun NH2-koncové
kinasy 1 a 2 (JNK-1 a INK-2), které maji riizné substritové specifiénosti a jsou regulovany riz-
nymi stimuly (Hibi a spol.: Genes Dev. 1993, 7, 2135). NK jsou ¢leny skupiny stresem aktivo-
vanych proteinovych kinas (SPK). Bylo ukazano, Ze JNK jsou aktivovany tak, Ze se na buiky
neché piisobit UF zifeni, pro—zangtlivé cytokiny a stres prostfedi (Derijard a spol.: Cell 1994,
1025). Aktivovana JNK se vaZe na aminovy konec proteinu c—Jun a zvySuje transkripCni aktivitu
tohoto proteinu fosforylaci na ser63 a ser73 (Adler a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89,

5341; Kwok a spol.: Nature 1994, 370, 223).

Analyza odvozené primarni sekvence JNK ukazuje, Ze jsou vzdalené piibuzné s ERK (Davis:
Trends Biochem. Sci. 1994, 19, 470). Jak ERK tak JNK jsou fosforylovany na Tyr a Thr jako

odpovéd’ na vngjsi stimuly vedouci k jejich ‘aktivaci (Davs: Trends Biochem. Sci. 1994, 19, 470). -

Fosforylace (Thr a Tyr) mist, kterd hraji rozhodujici roli v jejich aktivaci, jsou zachovany mezi
ERK a JNK (Davis: Trends Biochem. Sci. 1994, 19, 470). Tato mista fosforylace jsou viak
umisténa v roznych dualnich fosforylagnich motivech: Thr—Pro-Tyr (JNK) a The—Glu-Tyr
(ERK). Fosforylace MAPK a JNK vnéjsim signalem ¢asto zahrnuje aktivaci proteinovych tyrosi-
novych kinas (PTK) (Gille a spol.: Nature 1992, 358, 414), coZ dava vznik velke skupiné pro-
teinti zahrnujicich nékolik receptori: riistového faktoru a dal3ich molekul transdukujicich signal.

Proteinové tyrosinové kinasy jsou enzymy, které katalyzuji dobte definovanou chemickou reaket:
fosforylaci tyrosinového zbytku (Hunter a spol.: Annu Rev. Biochem.1985, 54, 898). ZvIasté
receptorové tyrosinové kinasy jsou pfitazlivymi cili pro navrhovani 1égiva, protoZe blokatory sub-
stratové domény téchto kinas vedou pravd&podobné k efektivaimu a selektivnimu antiproliferac-
nfmu ginidlu. Potencialni pouZiti blokatord proteinové tyrosinové kinasy jako antiprolifera¢nich
Einidel bylo poznano jiz v roce 1981, kdyZ byl jako PTK blokator navrZen quercetin (Graziani a
spol.. Eur. J. Biochem. 1983, 135, 583 a7 589).

Nejlépe pochopena MAPK cesta zahrnuje extracelulamim signilem regulované kinasy, které
pfedstavuji Ras/Raf/MEK/ERK kinasovou kaskadu (Boudewijn a spol.: Trends Biochem. Sci.

- .
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1995, 20, 18). Jakmile je tato cesta jednou riznymi stimuly aktivovana, MAPK fosforyluje
rozmanité proteiny zahrnujici nékolik transkrip&nich faktord, které se pfenaeji do jadra a aktivuji
transkripei genu. Negativni regulace této cesty by mohly kaskadu téchto udalosti uzavfit.

s Co je potieba, jsou nové protirakovinova chemoterapeuticka Cinidla s cilovymi receptorovymi
tyrosinovymi kinasami a uzavirajici Ras/Raf MEK/ERK kinasovou kaskadu. Onkoproteiny cbec-
né, a signdlni transduk&ni proteiny zv1asts, jsou pravdépodobné selektivngjsimi cily chemo-
terapie, protoze predstavuji &ast proteind, jejichZ aktivity jsou podstatné pro proliferaci bunék,
protoze tyto aktivity jsou u proliferadnich onemocnéni velice amplifikovany.

10

Podstata vynélezu

Podle jednoho provedeni tohoto vynalezu se ziskavaji nové styrylsulfonové slou¢eniny obecného
i5  vzorcel

Ry B2

.

Ry
v némz

R, a R, znamenaji nezdvisle skupinu, kterd je vybrana ze skupiny sestvajici z atomu chloru,
fluoru a bromu, a

20 Ry znamené skupinu vybranou ze skupiny sestavajici z atomu vodiku a atomu fluoru,
oba R, a R, nemohou znamenat atom chloru, jestlize Ry znamena atom vodiku, a

R, nemfize znamenat atom chloru, jestlize R, a znamena atom fluoru a R; znamena atom
vodiku ve stejné slouCening. :

a5 7 Podle jiného provedeni vyhidlezu ‘se ziskava farmaceutitky prostiedek, ktery obsahuje farma-
ceuticky pfijatelny nosi¢ a styrylsulfonovou slougeninu obecného vzoree II

Ry ¢ Ra

(),
LN

Ry
v némz

n  znamena &islo nula nebo jedna,

30 R, znamend skupinu, kterd je vybrana ze skupiny sestivajici z atomu vodiku, chloru, fluoru a
bromu,
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R, znamena skupinu, ktera je vybréna ze skupiny sestavajici z atomu vodiku, chloru, fluoru a
bromu, methylové skupiny a methoxyskupiny a

R; znamend skupinu vybranou ze skupiny sestavajici z atomu vodiku, atomu chloru a atomu
fluoru, ‘

R, nemie znamenat methylovou skupinu nebo methoxyskupinu, jestlize jak R, tak Rs
znamena atom vodiku a n znamend ¢islo nula nebo jedna, a

viechny R, R; a R; nemohou znamenat atorn vodiku, jestlize n znamena &islo jedna.
Podle vyhodného provedeni tento farmaceuticky prostiedek obsahuje farmaceuticky pfijatelny
nosi¢ a slouteninu obecného vzorce II, v némz R, znamena atom vodiku a R, a R jsou nezévisle

na sob& vybrany ze skupiny sestavajici z atomu chloru, fluoru a bromu.

Podle jiného provedeni tohoto vynalezu se ziskdvd farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje
farmaceuticky p¥ijatelny nosié a styrylsulfonovou slouceninu obeeného vzorce Il

(M)

0,
v némz

R, znamena skupinu, kterd je vybrina ze skupiny sestavajici z atomu vodiku, chloru, fluoru a
bromu.

Podle jiného provedeni tohoto vynalezu se ziskava styrylsulfonova sloucenina obecného vzorce
11 nebo LI pro pouZiti pfi léceni rakoviny prsu nebo prostaty jedince, samostatn& nebo spolu
s farmaceuticky pfijatelnym nosiem. Podle jiného provedeni se ziskava styrylsulfonova slou-
&enina obecného vzorce 111 pro pouziti pfi inhibovani ristu nadorovych bunék prsu nebo prostaty
jedince, ktery je zasaZen rakovinou prsu nebo prostaty, samostatné nebo spolu s farmaceuticky
pkijatelnym nosi¢em. Dile se ziskava styrylsulfonova slouenina obecného vzorce III pro pouZiti
pii - indukovani apoptozy nadorovych bunék prsu nebo prostaty jedince, ktery je zasazen
rakovinou prsu nebo prostaty, samostatn& nebo spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosicem.

Tento vynalez se tyka také farmaceutického prostfedku a shora uvedenych zpisobil léeni, které
obsahuji styrylsulfonovou sloudeninu obecného vzorce IV

R,

(1v),
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v némz

R, znamena skupinu, ktera je vybrana ze skupiny sestivajici z atomu fluoru a bromu a R; je
vybrina ze skupiny sestavajici z 2—chlorfenylové skupiny, d—chlorfenylové skupiny, 4—fluor-

~ fenylové skupiny a 2-nitrofenylové skupiny.

Ptehled obrazki na vykresech

Obrazek 1A a 1B jsou sloupcové grafy aginku E-2,4—difluorstyryl-4—fluorbenzylsulfonu (FRI-2),
E-4-fluorstyryl-4-brombenzylsulfonu (FRI-6), E-4-bromstyryl-4-fluorbenzylsulfonu (FRI-7),
E-4—fluorstyryl—4—hlorbenzylsutfonu (FRI-20) a £—4—chlorstyryl-4—chlorbenzylsulfonu (FRI-
22) na buitky NIH3T3, MCF7, BT-20 a LnCaP. Buiiky byly o3etfeny témito slouCeninami
v koncentraci 2,5 pM (obr. 1A) nebo 5,0 uM (obr. 1B). Zivotaschopnost bun&k byla stanovena
po 48 hodinach zpisobem s trypanovou modfi. Kazdy bod dat predstavuje primér ze tfi
nezavislych pokusti. Standardni odchylka nepfesahuje 10 %.

Obréazek 2A je sloupcovy graf inhibice bunék MCF7, BT20, LnCaP a NIH3T3 po o3etfeni
FRI-20 v zavislosti na koncentraci. Buiiky. byly oetfeny 0,250nM, 500nM, 1puM, 2,5uM a
5,0uM FRI-20 po dobu 48 hodin. Procento zijicich bunék bylo stanoveno trypanovou modfi. Je
uvedena sttedni hodnota ze tfi nezavislych pokusi.

Obrazek 2B je sloupcova graf Zivotaschopnosti bunék MCF7, BT20, LnCaP a NIH3T3 po
oetfeni FRI-20 v riznych dobdch. Viechny buiiky byly ofetfeny 2,5uM FRI-20. Poget Zivota-
schopnych bunék by] stanoven trypanovou modfi po 12, 24, 48 a 72 hodinach. Je uvedena stfedni

- hodnota ze tii nezavislych pokust.

Obrazek 3A je graf aktivity slougeniny FRI-20 na normalni bunééné linie NIH3T3, HeLa a HFL,
linie nadorovych bunk prsu MCF7 a 361 positivnich na estrogenovy receptor a na linie
nadorovych bungk prsu SKBR-3, 435 a BT-20 negativnich na estrogenovy receptor. Obr. 3B je
podobny jako obr. 3A a% na to, Ze odetfené buiiky obsahuji bun&Enou linii LnCaP prostaty
zavislou na androgenu a bunééné line DU-145 a PC-3 prostaty nezavislé na androgenu. Vsechny
buiiky byly oSetfeny 2,5 a 5,0uM koncentracemi FRI-20 a testovany na Zivotaschopnost bunék
po 48 hodinach trypanovou modii. Je uvedena stfedni hodnota ze tfi nezavislych pokust.
Odchylky nepfevysuji 10 %. '

Obrazek 4 zahmuje série blotii analyzy buné&ného cyklu bunék LaCaP osetfenych FRI-20 nebo .

* kontrolnich bungk. LnCaP buiiky byly -ofetfeny ‘120 ml DMSO (kontrolni* buiiky) nebo 2,5uM

FRI=20 v 10 mi DMSO. Buiiky byly isolovany 6, 12, 24 a 48 hodin po oSetfeni, obarveny
propidiumjodidem a podrobeny priitokové cytometrii.

Obr. 5§ je SDS-PAGE autoradiograf uginku FRI-20 na aktivitu ERK/MAPK. Buitky LnCaP,
MCF-7 a NIH3T3, osetiené FRI=20, spolu s butikami oetfenymi DMSO (kentrola) byly podro-
beny testu ERK/MAPK imunitni komplexni kinasy pouZitim myelinového bazickeho proteinu
(MBP) jako substratu. Aktivita ERK-2 vzhledem k MBP byla pak testovana v piitomnosti
[v“P]ATP. Fosforylovany MBP byl oddélen na 12% (hmotn.) SDS-PAGE a zviditelnén auto-

. radiografii.

Obrazek 6 je blot distribuce ERK-2 a INK/SAPK proteinti v buitkach NIH3T3, LnCaP a MCF-7.
Na pés byly naneseny lysaty kultivovanych bun&k obsahujici 100 mg proteini. Po elektroforese a
prenosu na polyvinylidenovou membranu byly proteiny biotovany proti ERK-2 a JNK-2
polyklonalnim protilitkdm a zviditelnény chemiluminiscenci.

Obr. 7 je SDS—PAGE autoradiograf ti¢inku FRI-20 na aktivitu JNK/SAPK. JNK byla imuno-
precipitovana ze 100 mg lysatu kultivovanych bunék JNK polyklonalni protilatkou. Test imunitni
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komplexni kinasy byl proveden s GST—<-Jun(1-79) jako substratem. Fosforylované proteiny
byly oddgleny SDS-PAGE a zviditelnény autoradiografii. Pokus byl tfikrat zopakovén s podob-
nymi vysledky.

V dalgi &asti spisu bude tento vynalez popsin podrobng.

Podle predlozeného vynélezu nékteré styrylsulfonové derivaty ovliviiji MAPK signdlni trans-
dukéni cestu, &imZ ovliviiuji rist a Zivotaschopnost nadorovych bunék. Tyto slougeniny ovliviiuji
riist a proliferaci nadorovych bunék prsu a prostaty v zévislosti na ddvce bez toho, aby ovliviio-
valy rist normalnich bungk. Tato inhibice ristu bunék souvisi s regulaci ERK a JNK typi
MAPK. Schopnost styrylsulfonati regulovat tyto MAPK a indukovat branéni riistu bunk je dina
povahou a polohou funkénich skupin ptitomnych v této slougening. :

Oetfeni nadorovych bunék prsu a prostaty styrylsulfonovymi slou¢eninami podle vynalezu vede
k inhibici proliferace bungk a indukci smrti apoptickych bungk. Tento i&inek je pozorovan
u bundk positivnich na androgenovy receptor stejné jako u bunék negativnich na androgenovy
receptor, i kdy? jedna testovand bundéna linie rakoviny prsu, bunécna linie 361, vykazovala viici
styrylsulfoniim zna¢nou rezistenci. Inhibice proliferace bunék a indukce smrti apoptickych bunék
je pozorovéna také u nadorovych bunék prostaty zavislych na androgenu stejné jako nezavislych
na androgenu, i kdyz prvni z nich jsou na styrylsulfony znaéné citlivéjsi. :

Nadorové buiiky oettené slouceninami podle vynalezu se akumuluji v G2/M fazi bunéiného
cyklu. Jak buiiky opoustdji GM/2 fazi, zda se, Ze podléhaji apoptoze. OSetfeni normalnich bungk
styrylsulfony nevede k podobnému G¢inku na progresi bun&éncho cyklu. Normalni buriky vyka-
zuji normalni progresi buné&ného cyklu v pfitomnosti i nepfitomnosti styrylsulfonového iéCiva.

Jak buitky osetiené styrylsulfonovymi stougeninami podle vynélezu, tak neoSetfené buitky vyka-
zuji podobné hladiny intracelularni ERK-2, ale biochemicka aktivita ERK-2, podle posouzeni
schopnosti fosforylovat substratovy myelinovy bazicky protein (MBP), je u bun&k oetienych
168ivem znaéné sniZena pii srovnani s neofetfenymi buiikami. U nadorovych bun€k prostaty
vyhodna sloudenina podle tohoto vynlezu FR-20 snizuje fosforylaci MBP o vice neZ 80 % pii

. srovnani s buiitkami kontrolnimi. Westernova blotova analyza lysati bunék oetfenych lécivem a

kontrolnich bundk (o¥etfenych slepym roztokem) s ERK-2 protildtkou ukazuje stejné mnoZstvi
proteinu v obou lysatech, coz.znamend, 7e vy$§i hladiny fosforylovaného MBP u kontrolnich
bunék nepochazi od nestejného mnozstvi proteinu ERK-2 v téchto lysatech. Tyto vysledky uka-
zuji na to, Z¢ styrylsulfony podle predlozeného vynalezu blokuji fosforylaéni schopnost ERK-2.

Styrylsuifony podle pfedlozeného vyndlezu zvySuji schopnost INK fosforylovat c-Jun protein pfi
srovnani s kontrolnimi butikami. Bez ohledu na teorii tyto vysledky ukazuji na to, Ze styryl-
sulfonity mohou piisobit jako prozanétlivé cytokiny nebo jako UF svétlo aktivujici cestu INK,
coz dale miize zapnout geny zodpovédné za inhibici riistu bungk a za apoptozu bunék.

V této &asti spisu bude popsana syntéza styrylsulfond.

Slougeniny podie vynalezu se vyznaduji cis-trans isomerif, ktera pochdzi z ptitomnosti jedné
nebo vice dvojnych vazeb. Slou€eniny jsou nazyvany podle Cahn-Ingold—Prelogova systému,
(IUPAC 1974 Recommendation, Section E: Stereochemistry, v Nomenclature of Organic
Chemistry, Pergamon, Elmsford, NY, 1979 (,,Blue Book"). Viz také March: Advanced Organic
Chemistry, John Wiley and Sons, Inc., New York, 4. vydani, 1992, str. 127 az 138). Sterické
vztahy kolem dvojné vazby jsou oznatovany jako ,,.Z* nebo ,E“. :

E-Styryl a benzyl-sulfonaty se pfipravuji Knoevenagelovu kondenzaci aromatickych aldehydl
s aktivnimi methylenovymi molekulami, jako jsou aryl-, benzyl- a styrylsulfonyloctové kyseli-
ny, fenacylarylsulfony a sylfonyldioctova kyselina. Tento postup je popsan v Reddy a spol.: Acta
Chim. Hung. 1984, 115, 269, Reddy a spol.: Sulfur Letters 1991, 13, 83, Reddy a spol.: Synthesis
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1984, 322 a Reddy a spol.: Sulfur Leters 1987, 7, 43, jejich Gplné popisy jsou zde zahrnuty jako
odkazy. (Z)-benzyl— a (Z)-styrylsulfony jsou syntetizovany nukleofilni adici aromatickych a ali-
fatickych thiolt na fenylacetylen a nasledujici oxidaci produktu 30% (hmotn.) peroxidem vodiku.

Ptiprava benzylsulfonyl- a arylsulfonyloctovych kyselin: Aryl- a benzylsulfonyloctové kyseliny
jsou vychozi slouteniny pro syntézu (E)-styrylaryl- a (E)}-styrylbenzylsulfonii. Arylsulfonyl-
octové kyseliny se mohou pripravit kondenzaci arylsulfinatu sodného s chloroctovou kyselinou
pfi alkalickém pH. Jiny zpiisob syntézy stejnych sloucenin zahrnuje oxidaci produkti ziskanych
kondenzaci arylthiolatu sodného s chloroctovou kyselinou.

Benzylsulfonyloctové kyseliny mohou byt syntetizovany oxidaci kondenzagnich produktd kon-
denzace benzylchloridi s thioglykoldtem sodnym 30% (hmotn.) peroxidem vodiku. Benzylsulfo-
nyloctové kyseliny mohou byt syntetizovany také oxidaci produktd kondenzace sodnych soli
benzylthiolii s chloroctovymi kyselinami 30% (hmotn.) peroxidem vodiku.

_ Syntéza (E)-styrylaryl- a (E)}-benzylsulfond: Pro piipravu (E)-styrylbenzyl- a (E)-styrylbenzyl-

sulfonii se smés prislusné sulfonyloctové kyseliny (napf. 10 mmol), aromatického aldehydu
(napf. 10 mmol) a katalytického mnoZstvi benzylaminu v kyseliné octové (napf. 15 ml) vafi 2 aZ
3 hodiny pod zpétnym chladigem. Po ochlazeni se pfida suchy ether a reakéni smés se ochladi
pfes noc v ledni¢ce. Etherovy roztok se promyje postupné nasycenym roztokem hydrogen-
uhli¢itanu sodného, hydrogensifiditanem sodnym, zfedénou kyselinou chlorovodikovou a
nakonec vodou. Odpafenim etherového roztoku vysuSeného siranem sodnym se ziskd pevny
produkt (E)}-styrylaryl- nebo benzylsulfoni, které se mohou piekrystalovat z 2—propanolu nebo
95% (hmotn.) ethanolu.

Syntéza (Z)-styrylaryl- a (Z)-styrylbenzylsulfont: (Z)}-Styrylaryl- a (Z)-styrylbenzylsulfony se
mohou pfipravovat pfidanim arylthiolatu nebo benzylthiolatu sodného pipraveného z prislusné-
ho thiolu (napf. 10 mmol) a hydroxidu sodného (nap¥. 20 mmol} k Cersivé pfedestilovanému
fenylacetylenu v methanolu. Tato smés se vafi 24 hodin pod zpétnym chladi¢em. Potom se vlije
na roztlugeny led. (Z)-styrylaryl- a (Z)-styrylbenzylsulfidy se zoxiduji 30% (hmotn.) peroxidem

vodiku. Ziskaji se tak (Z)-styrylaryl- a (Z)-styrylbenzylsulfony.

Syntéza (E),(E}- a (E)(Z)-bis(styryl)sulfond: (E),(E)-bis(styryl)sulfony se mohou vyrabt
kondenzaci sulfonyldioctové kyseliny s aromatickymi aldehydy v ptitomnosti benzylaminu jako
katalyzatoru. Reakéni smés se vafi 2 hodiny pod zpétnym chladicem v kyseling octové. Po
ochlazeni se k reakéni smési piida absolutni ether, ta se pak promyje postupné nasycenym
roztokem hydrogenuhligitanu sodného, hydrogensifigitan sodnym, ztedénou kyselinou chloro-
vodikovou a vodou. Qdpafenim vysusené etherové vrstvy se ziskaji (£),(£)-bis(styryl)sulfonyl.

(E),{Z)-Bis(styryl)sulfonyl se mohou vyrobit smichanim roztoku (Z)-styrylsulfonyloctové kyseli-
ny v ledové kyseling octové s araldehydem a benzylaminem. Tento roztok se vafi 3 hodiny.
Reakdni smés se ochladi a pfida se suchy ether. Jakykoliv oddéleny produkt se odfiltruje. Filtrat
se ziedi dalsim etherem, promyje se nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného, hydro-
gensifiditan sodnym, zfedénou kyselinou chlorovodikovou a vodou. Etherova vrstva se oddéli,
vysusi se a odpafi. Ziskaji se tak (£),(Z)-bis(styryl)sulfonyl.

V dal¥i &asti je popsano terapeutické podavani. Styrylsulfony podle vynalezu se mohou podavat
ve formé farmaceutického prostiedku v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosicem. Uginna
slozka miize byt v téchto prostiedcich obsaZena v mnoZstvi od 0,1 do 99,99 % hmotn. ,,Farma-
ceuticky prijatelnym nosiéem® se zde rozumi jakykoliv nosi¢, fedidlo nebo excipicns, které je
slugitelné s jinymi slozkami prostiedku a neni $kodlivé pro piijemce.

Sloueniny podle vynalezu se mohou podavat jedincim (saveiim, véetné zvifat a lidi), ktefi jsou
zasaZeni rakovinou prsu nebo prostaty. Tyto sloudeniny se mohou podavat jakoukoliv cestou
véetnd oralniho a parenteralniho podévéni. Mezi parenterélni poddvani patii napfiklad intra-
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vendzni, intramuskuldrni, intraarterialni, intraperitonealni, intranazalni, rektalni nebo subkutanni
podavani, Utinna slozka se s vyhodou podava s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em vybranym
podle zvolené cesty podavani a podle standardni farmaceutické praxe.

Utinna slozka se mize piipravovat ve formé davkovych forem podle standardni praxe v oblasti
farmaceutickych pripravki. Viz Gennaro Alphonso, red., Remingrion s Pharmaceutical Sciences,
18. vydani, 1990, Mack Publishing Co., Easton, Pa. Mezi vhodné davkové formy patfi naptiklad
tablety, tobolky, roztoky, parenteralni roztoky, satky, ¢ipky nebo suspenze.

Pro parenterdlni podévani se G&inna slozka miZe smichat s vhodnym nosi¢em nebo Fedidlem,
jako je voda, olej, solny roztok, vodna dextrosa (glukosa) a podobné cukerné roztoky, nebo
s glykolem, jako je propylenglykol nebo polyethylenglykol. Roztoky pro parenteralni podavani
s vyhodou obsahuji ve vod& rozpustnou sil aéinného ¢inidia. Mohou se pfidat také stabiliza¢ni
ginidla, antioxida¢ni &inidia a ochranna &inidla. Mezi vhodna antioxidadni inidla patfi sifiCitan,
kyselina askorbové, kyselina citronova a jeji soli a sodni sil EDTA. Mezi vhodna ochranna
&inidla patéi benzalkoniumehiorid, methyl- nebo propyl-paraben a chlorbutanol.

. Pro oralni podévani se Géinné slozka mize zkombinovat s jednou nebo vice pevaymi neaktivnimi

slozkami pro ptipravu tablet, tobolek nebo jinych vhodnych ordlnich, davkovych forem. Napfi-
klad se n¢inna slozka maze zkombinovat s vapenatou soli karboxymethylcelulosy, stearatem
hofednatym, mannitolem a $krobem a potom se vyrobit ve formé tablet konvenénimi zpisoby
tabletovani. -

Specificka davka slouteniny podle tohoto vynalezu pro dosaZeni terapeutického aCinku bude
oviem stanovena podle piistusnych okolnosti, podle individudlniho pacienta, velikosti, hmot-
nosti, véku a pohlavi pacienta, podle povahy a stavu onemocnéni, podle agresivity onemocnéni a
podle cesty podavani. Napiiklad se miZe pouZivat denni divka od 0,05 do 50 mg/kg/den. Lze
pouzit také vyssi nebo nizsi davky.

Praxe podle vynalezu je ilustrovana nasledujicimi neomezujicimi ptiklady.

Priklady proveden{ vynalezu

Postup 1
Obecny postup syntézy styryl— a benzyl-1-arylsulfoni

~ K roztoku (8 g, 0,2 molu) hydroxidu sodného v methanolu (200 ml) se pomalu pfida piislusny

thiofenol nebo benzylmerkaptan (0,1 molu). Po &astech se pak pfidd kyselina chloroctova
(0,1 molu) a reakéni smés se vati 2 aZ 3 hodiny pod zpétnym chladi¢em. Ochlazené obsahy se

naliji na roztlu¢eny led a zneutralizuji se zfed&nou kyselinou chlorovodikovou (200 ml). Vysled- '

né aryl- a benzylthiooctové kyseliny (0,1 mol) se podrobi oxidaci 30 % (hmotn.} peroxidem
vodiku (0,12 mol) v ledové kyseliné octové (25 ml) varem pod zpétnym chladi¢em po dobu | az
2 hodin, Obsahy se ochladi a naliji se na roztlugeny led. Oddélena pevna latka se prekrystaluje
z horké vody. Ziskaji se tak &isté aryl- a benzylsulfonyloctové kyseliny.

Smés plisluiné aryl- nebo benzylsulfonyloctové kyseliny (0,001 molu), aromatického aldehydu
(0,001 molu) a benzylaminu (1 ml) v ledové kyseling octové (15 ml) se vafi 2 aZ 3 hodiny pod
zpétnym chladidem. Obsahy se ochladi a zpracuji se se suchym etherem (50 ml). Jakykoliv
odd&leny produkt se odfiltruje. Filtrat se ziedi dalsim etherem a postupné se promyje nasycenym
roztokem hydrogenuhligitanu sodného (20 ml), hydrogensifi¢itanem sodnym (20 ml), ziedénou
kyselinou chlorovodikovou (20 ml) a nakonec vodou (35 ml). Odpafenim vysuSené etherové
vrstvy se ziska v mnoha pripadech pevna latka. V nékterych ptipadech se v8ak ziskd sirupovity
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materidl, ktery pisobenim 2-propanolu ztuhne. Cistota slou¢enin se zkontroluje TLC (silikagel
BDH, hexan s ethylacettem v poméru 3:1).

Postup 2
Obecny postup syntéz (E)E)~ a (E)(Z)-bis(styryl)sulfoni

K Zerstvé piidestilovanému fenylacetylenu (51,07 g, 0,5 molu) se pfida thioglykolat sodny pfi-
praveny z kyseliny thioglykolové (46 g, 0,5 molu) a hydroxidu sodného (40 g, I molu) v metha-
nolu (250 ml). Tato smés se vafi 24 hodin pod zpétnym chladiCem. Po ochlazeni se pak nalije na
roztludeny led (500 ml). Kyselina styrylthiooctova, kterd se vytvofi neutralizaci zfedénou
kyselinou chlorovodikovou (250 ml), se zfiltruje a vysu51 leka se tak 88 g (90 % hmotn.)
produktu s t.t. 84 az 86 °C.

Tato styrylthlooctova kyselina se pak zoxiduje na styrylsulfonyloctovou kyselinu nésledujicim
zpiisobem. Smés styrylthiooctové kyseliny (5 g, 25 mmol) v ledové kyseliné octové (35 ml) a
30% (hmotn.) peroxidu vodiku (15 m1) se zahfiva 60 minut za varu pod zpétnym chiadi¢em. Tato
smés se pak po ochlazeni nalije na roztlugeny led (200 mt). Oddélend sloucenina se odfiltruje a

pfekrystaluje se zhorké vody. Ziskaji se tak bilé krystalicke vlocky (Z)—styrylsulfonyloctove :

kyseliny, vytszek 2,4 g (41 % hmotn.), t.t. 150 az 151 °C.

Roztok (Z)-styrylsulfonyloctové kyseliny (2,263 g, 10 mmol) v ledové kyseliné octové (6 ml) se
smicha s aromatickym aldehydem (10 mmol) a benzylaminem (0,2 ml) a smés se vafi 3 hodiny
pod zpétnym chladiem. Reakéni smés se ochladi. Pfida se suchy ether (50 ml) a jakykoliv
odd&leny produkt se odfiltruje. Filtrat se ziedi dal§im etherem a promyje se postupn& nasycenym
roztokem hydrogenuhligitanu sodného (15 mi), hydrogensifi¢itanem sodnym (15 ml), zfedénou
kyselinou chlorovedikovou (20 ml) a nakonec vodou (30 ml). Odpafeni vysusene etherové vrstvy

poskytne (E)Z)-bis(styryl)sulfony.
(E)(E)-Bis(styryl)sulfony se pfipravuji podle stejneho postupu, jak je shora uvedeno, s tou

vyjlmkou 7e se misto (Z)-styrylsulfonyloctové kyseliny pouzije sulfony]dloctova kyselina a Ze
se pouziva dvojnasobek aromatického aldehydu (20 mol).

Postup 3

Obecny postup syntézy 2-(arylsulfonyl)}-1-fenyl-3—aryl-2—propen—1-onii

Tyto sloudeniny se syntetizuji dvéma zpisoby, které pouzivaji rizné reakéni podminky, roz-
poustédla a katalyzatory.

Zplisob 1: Fenacylarylsulfonyl se vyrobi vatenim a-bromacetofenoni (0,05 mol} a arylsulfinati
sodnych (0,05 mol) v absolutnim ethanolu (200 ml) po dobu 6 az 8 hodin. Produkt, ktery se
ochlazenim oddéli, se odfiltruje a nékolikrat se promyje vodou, aby se odstranil bromid sodny.
Tento produkt se prekrystaluje z ethanolu. Ziska se fenacylfenylsulfon, t.t. 90 az 91 °C, fenacyl-

- p-fluorfenylsulfon, t.t. 148 az 149 °C, fenacyl-p-bromfenylsulfon, t.t. 121 a2 122 °C, fenacyl o

methoxyfenylsulfon, t.t. 104 az 105 °C, a p-nitrofenacylfenylsulfon, t.t. 136 az 137 °C.

Roztok fenacylarylsulfonu (0,01 mol) vkyselind octové (10 ml) se smichd s araldehydem
(0,01 mol) a benzylaminem (0,02 ml) a smés se vaii 3 hodiny pod zpétnym chladitem. Roztok se
ochladi a pida se suchy ether (50 m!). Etherovy roztok se promyje postupné zfedénou kyselinou
chlorovodikovon, vodnym 10% (hmotn.) roztokem hydroxidu sodného, nasycenym roztokem
hydrogensifi¢itanu sodného a vodou. Odpateni vysusené etherové vrstvy poskytlo pevny produkt,
ktery se vyGisti rekrystalizaci.
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Zpisob 2: Do 500ml konické baiiky proplachiuté dusikem se nalije suchy tetrahydrofuran
(200 ml). Za nepfetrzitého michéni se k nému pfikape roztok chloridu titani¢itého (11 ml,
0,01 molu) v absolutnim tetrachlormethanu. Obsah baiiky se béhem pfidavani udrzuje na 20 °C.
K reak&ni smési se piida smés fenacylarylsulfonu (0,01 mol) a aromatického aldehydu (0,01 mol)
a béhem jedné hodiny se pomalu ptida pyridin (4 ml, 0,04 mol) v tetrahydrofuranu (8 mi). Obsah
se mich4 10 aZ 12 hodin, zpracuje se s vodou (50 ml) a potom se ptida ether (50 ml). Etherova
vrstva se oddéli a promyje se 15 ml nasycenych roztokii 10% hydroxidu sodného, hydrogen-
sifiditanu sodného a solného roztoku. Odpafeni vysudené etherové vrstvy poskytne 2—(aryl-
sulfonyl}-1-fenyl-3-aryl-2—propen--1-ony.

Ptiklad 1
E-Styrylfenylsulfon

Roztok fenylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a benzaldehydu (0,01 mol) se podrobi postupu 1.
Ziska se titulni slouenina ve vytézku 68 az 72 % (hmotn.).

Piiklad 2
E—4—Chlorstyrylfenylsulfon

Roztok fenylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—chlorbenzaldehydu (0 01 mol) se podrobi
postupu 1. Ziska se titulni sloudenina ve vytézku 78 az 80 % (hmotn.).

Ptiklad 3

. E-2,4-Dichlorstyrylfenylsulfon

Roztok fenylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 2,4—dichlorbenzaldehydu (0,01 mol) se podro-
bi postupu 1. Ziska se titulnf sloudenina ve vytézku 60 aZ 65 % (hmotn.).

Priklad 4
E—4-Bromstyrylfenylsulfon

Roztok fenylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4-brombenzaldehydu (0,01 mol) se podrobi
postupu. Ziskd se titulni slougenina ve vytézku 78 az 80 % (hmotn.).

Ptiklad 5
E—4-Chlostyryl-4-chlorfenylsulfon

Roztok 4—chlorfenylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—chlorbenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 1. Ziskd se titulni slouéenina ve vytézku 70 az 72 % (hmotn.).

Priklad 6
E-4-Methylstyryl-4—chlorfenylsulfon

Roztok 4—chlorfenylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—methylbenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 1. Ziska se titulni slou¢enina ve vytézku 60 az 64 % (hmotn.).

L L
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Ptiklad 7

| E—4-Methoxystyryl-4—chlorfenylsutfon

Roztok 4—chlorfenylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4-methoxybenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu . Ziska se titulni sloucenina ve vytézku 68 az 70 % (hmotn.).

Priklad 8
E-E-Bromstyryl—4—chlorfenylsulfon

Roztok 4—chlorfenylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4-brombenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 1. Ziska se titulni slou¢enina ve vytézku 80 % (hmotn.). '

Pfiklad 9
E-2—Chlorstyrylbenzylsulfon

Roztok benzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 2—chlorbenzaldehydu (0,01 mol) se podrobi
postupu 1. Ziska se titulni slouCenina ve vytéZku 72 % hmotn.).

Priklad 10
E—4—Chlorstyrylbenzylsulfon

Roztok benzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—chlorbenzaldehydu (0,01 mol) se podrobi
postupu 1. Ziska se titulni sloudenina vé vytézku 78 % (hmotn.).

Priklad 11
E—-4-Fluorstyryl-4—chlorbenzylsulfon

~ Roztok 4—chlorbenzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—chlorbenzaldehydu (0,01 mol) se

podrobi postupu 1. Ziskd se titulni sloudenina ve vytézku 72 % (hmotn.).

Ptiklad 12
E—4‘-Chlorstyryl'—4';chlorbenzylsulfdn

Roztok 4—chlorbenzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—chlorbenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupn 1. Ziska se titulni slouenina ve vytézku 80 % (hmotn.).

Piiklad 13
E-4-Fluorstyryl-4—fluorbenzylsulfon

Roztok 4—fluorbenzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mdl) a 4-fluorbenzaldehydu (0,01 mol} se
podrobi postupu 1. Ziska se titulni slou¢enina ve vytézku 73 % (hmotn.).

Piiklad 14
E-2,4-Difluorstyryl-4—fluorbenzylsulfon

Roztok 4—fluorbenzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 2,4—difluorbenzaldehydu (0,01 mol)
se podrobi postupu 1. Zisk4 se titulni slouenina ve vyt&zku 68 % (hmotn.).

-10-
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Piiklad 15
E—4-Fluorstyryl-4-brombenzylsulfon

Roztok 4-brombenzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—fluorbenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 1. Ziska se titulni slouenina ve vytéZku 82 % (hmotn.).

Ptiklad 16
E—4-Bromstyryl-4-brombenzylsulfon

Roztok 4—br0mbéniylsulfonyldctové kyseliny (0,01 mol) a 4-brombenzaldehydu (0,01 mol} se
podrobi postupu 1. Ziska s titulni sloucenina ve vytéZku 88 % (hmotn.).

Priklad 17

E-4-Bromstyryl-4-fluorbenzylsulfon

Roztok 4—ﬂuorbenzylsulfonyloctove kyseliny (0,01 mol) a 4—brombenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 1. Ziska se titulni slouenina ve vytézku 82 % (hmotn.).

Priklad 18
E—4-Chlorstyryl-4-brombenzylsulfon

Roztok 4-brombenzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—chlorbenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 1. Ziska se titulni sloutenina ve vytézku 83 % (hmotn.).

Piiklad 19 _
E-4-Bromstyryl-4—chlorbenzylsulfon

Roztok 4—chlorbenzylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4-brombenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 1. Ziska se titulni slou¢enina ve vytéZku 92 % (hmotn.).

Piiklad 20

(Z)-Styryl-E)-4—fluorstyryisulfon

Roztok (Z)-styrylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a 4—fluorbenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 2. Ziska se titulni slouenina ve vytézku 68 % (hmotn.).

Priklad 21

(Z)-Styryl-(E)-4-bromstyrylsulfon

Roztok (Z)-styrylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a brombenzaldehydu (0,091 mol) se
podrobi postupu 2. Ziska se tituini slou¢enina ve vyt&€zku 70 % (hmotn.).

Piiklad 22
(Z)-Styryl-(E)-4—chlorstyrylsulfon
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Roztok (Zy-styrylsulfonyloctové kyseliny (0,01 mol) a dchlorbenzaldehydu (0,01 mol) se
podrobi postupu 2. Ziska se titulni sloudenina ve vytézku 64 % (hmotn.).

Priklad 23
2-[(4~Fluorfenyl)sulfonyl]-1—fenyl-3—(4—fluorfenyl)-2-propen—1-on

Roztok fenacyl-4—fluorfenylsulfonu (0,01 mol) a 4—chlorbenzaldehydu (0,01 mol) se podrobi
zpiisobu 1 z postupu 3. Zisk4 se titulni sloudenina ve vytézku 63 % (hmotn.).

Piiklad 24
2-[(4-Fluorfenyl)sulfonyl]-1~fenyl-3~4—fluorfenyl)-2-propen—1—on

Roztok fenacyl—Z—chlorfenylsulfbnu (0,01 mol) a fluorbenzaldehydu (0,01 mol) se podrobi
zpisobu 1 z postupu 3. Ziska se titulni slouenina ve vyté€Zku 58 % (hmotn.).

Ptiklad 25

. 2-[(4—Chlorfenyl)sulfonyl}-1-fenyl-3~(4-bromfenyl}-2—propen—2-on

Roztok fenacyl-2—chlorfenylsulfonu (0,01 mol) a 4-brombenzaldehydu (0,01 mol) se podrobi
zpisobu 1 z postupu 3. Ziska se titulni slougenina ve vytéZku 66 % (hmotn).

Pfiklad 26
2-{(4—Chlorfenyl)sulfonyl]-1-fenyl-3—(4-bromfenyl)-2—propen—1-on

Roztok fenacyl-4-chlorfenylsulfonu (0,01 mol) a 4-brombenzaldehydu (0,01 mol) se podrobi
zplisobu 1 z postupu 3. Ziska se titulni sloucenina ve vytézku 60 % hmotn.).

Ptiklad 27

2-[(2-Nitrifenyl)sulfonyl]-1-fenyl-3—+(4-bromfenyl}-2—propen—1—on
Roztok fenacyl-2-nitrofenylsuifonu (0,01 mol) a 4-brombenzaldehydu (0,01 mol) se pOdl‘Obl‘

_ zpisobu 1 z postupu 3: Ziska se titulni sloudenina ve vytézku 56 % (hmotn.). -

Piiklad 28

* Inhibice riistu nadorové buiiky styrylsulfony

A. Buiky

Byl zkouman icinek styrylsulfon na rast normalnich a nadorovych bunék prsu a prostaty

pomoci étyf bun&nych linii, NIH3T3, MCF-7, BT-20 a LnCap. Buiky NIH3T3 predstavuji

normalni fibroblasty, zatimco LnCap je nadorova bunééna linie prostaty zavisla na androgenu.
MCF-7 je nadorova bunétna linie prsu odpovidajici na estrogen, zatimco BT-20 byly péstovany
v Dulbeccem modifikovaném Eaglové mediu (DMEM) obsahujicim 10% (hmotn.) plodove
hovézi sérum doplnéné penicilinem a streptomycinem. LnCaP byly kultivovany v RPMI s 10%
(hmotn.). plodovym hov&zim sérem obsahujicim 10% (hmotn.) teleci sérum doplnéné
penicilinem a streptomycinem. Viechny bun&éné kultury byly uchovavany pfi 37 °C ve vihké
atmosfére s 5% COs.

-12-
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B. Osetieni styrylsulfony test Zivotaschopnosti

Buiky byly oletfeny testovanou slou¢eninou o koncentraci 2,5pM nebo 5,0 pM.
Zivotaschopnost bundk byla stanovena po 48 hodinach zpiisobem s trypanovou modfi.
Slougeniny identifikované v tabulkdch 1, 2 a 3 inhibovaly rist bunék a indukovaly smrt bunk
* vriznych stupnich. Tabulky uvadéji procenta Zivotaschopnych bunék LnCap a MCF-7
osetfenych 5,0 uM slouceniny.

Tabulka 1

()
pFiklad Ry Ry Rs % Zivolaschopnych
' bundk LnCaP a MCF-7
1 0 H H H 89
2 0 H ¢ H 90
3 0 H cl Cl 88
4 0 H Br H 68 -
5 0 cl Ct H 64
6 0 Cl  CHs H 7,
7 0 l OCHs H 90
8 0 Ci Br H 69
9 1 H H cl 94
10 1 H o C H 7
11 1 cl " F H 6
12 1 Cl Ci H 49
13 1 F F H 43
14 1 F F 56
15 1 Br F H 7
16 1 Br Br H 51
17 1 F Br H 42
18 1 Br cl H 7
19 1 Cl Br H 20
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(liry

priklad

Ri

% zivotaschopnych

bunék LnCaP a MCF-7

20
21
22

Br
Cl

76

68
72

Tabulka 3

"Ry

)

prikiad:

Ry

Rz

%.zivotaschopnych
bunék LnCaP a MCF-7

23
2
25
26
27

Br

Br
Br

4-fluorfenyl
2-chlorfenyl
2-chlorfenyl
4-chlorfenyl
2-hitro

76
64
72
58
74
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P&t z a¢inngj3ich sloudenin, které vykazovaly nejvyssi aktivitu, bylo oznageno FRI-2 (£-2,4-di-
fluorstyryl4—fluorbenzylsulfon), FRI-6 (E—4-{luorstyryl-4-brombenzylsulfon), FRI-7 (E—4—
bromstyryl-4—fluorbenzylsulfon), FRI-20 (E-4—fluorstyryl-4-chlorbenzylsulfon) a FRI-22
(E-4—chlorstyryl-4—chlorbenzylsulfon). Bylo zjisténo, Ze tyto slouteniny podstatné inhibuji rtist
a indukuji smrt bun&k LnCaP, BT-20 a MCF-7 v mnojstvi 2,5 mM (obrazek 1A) a 5,0 mM
(obrazek 1B) po 48 hodinach od ofetieni t¥mito sloueninami. Za stejnych podminek bylo vice
neZ 80 % bun&k NIH3T3 Zivotaschopnych po 48 hodinach inkubace (obrizek 1A a IB). Vysoce
aktivni byl také E~4—chlorstyryl-4—brombenzylsulfon a E—4-bromstyryl-4—chlorbenzylsulfon.

C. Test zavislosti na davce

Zavislost uginnosti styrylsulfonu na dévce byla stanovena odetfenim bunik FRI-20 jednou s péti
nejucinnéjdich sloucenin. Buiky NIH3T3, MCF-7, BT-20 a LnCaP byly oSetfeny FRI-20
rozpusténych v DMSO na koncentraci 250 nm, 500 nm, 1 uM, 2,5 uM a 5 uM a byla zkouméana
Jejich proliferace a Zivotaschopnost po 48 hodinach (obrazek 2A). Procento Zijicich bunék bylo
stanoveno trypanovou modii. Kontrolni buiiky byly odetfeny DMSo, aby se uréil vliv tohoto
rozpoustédia na buiiky. P koncentraci 250 nM doslo k asi 10% smrti bungk MCF-7, BT-20 a
LnCaP a asi 15 aZ 20% inhibici déleni bunsk pfi srovnani s neoletfenymi buiikami po 48 ho-
dinach. PFi 500 nM koncentraci doslo k 30 a% 50% inhibici proliferace bungk a 25 az 30% smrti
bunék u LnCap, BT-20 a MCF-7. Za téchto podminek pouze 2 az 3 % bunék NIH3T3 nebylo
Zivotaschopnych pfi obou koncentracich, Rist bungk LnCaP, BT-20 a MCF-7 byl velice inhibo-
van 1uM koncentraci FRI-20 se soudasnou ztrdtou Zivotaschopnosti bunék. Po 48 hodinach
inkubace bylo 60 az 75 % bunék LnCaP, BT-20 a MCF-7 mrtvych pfi 2,5 mM koncentraci FRI-
20, zatimco vice nez 90 % bunék NIH3T3 bylo Zivotaschopnych (obrazek 2A). Buriky LnCap,
BT-20 a MCF~7 osettené 5 uM FRI-20 (obrazek 2A) vykazovaly téméF 90% smet. NIH3T3
vykazovaly malou nebo Zidnou zménu ve své schopnosti riist a zachovavaly si svoji Zivota-
schopnost z vice nez 80 % v p¥itomnosti FRI-2, -6, -7, 20 nebo -22 pi SuM koncentraci.

D. Test zavislosti na dobg

Zavislost aktivity FRI-20 na ¢ase byla demonstrovéna nisledujicim zpiisobem. NIH3T3, MCF-
7, BT-20 a LnCap byly o3etfeny 2,5uM FRI~20. Podet zivotaschopnych bungk byl stanoven po
12, 24, 48 a 72 hodindch trypanovou modfi. Stfedni hodnota tii nezavislych pokusii je uvedena na
obr. 2B. Studium zavislosti na dobg odhalilo, Ze vice nez 95 % MCF-7, LnCaP a BT-20 bunék
bylo mrtvych po 72 hodinach od osetfeni FRI-20 v mno¥stvi 2,5 uM (obrazek 2B).

" Piiklad 29

Inhibice riistu nadorovych bungk pisobenim FRL-20

A. Buiky

- Uginek FR-20 na rist normélnich a nadorovych bunék prsu a prostaty byl zkouman s pouzitim

deviti bunéénych linii: NIH/3T3 a HFL (normélni fibroblastové bunééné linie), MCF—7 a 361
(nddorové bunééné linie prsu negativni na estrogenovy receptor), BT-20, 435 a SKBR-3 (nado-
rové bunéné linie prsu positivni na estrogenovy receptor), LnCaP (nadorova bunééna linie
prostaty citlivd na androgen) a PC-3 a DU-145 (nddorova bun&éna linie prostaty necitliva na
androgen).

B.  OSetieni FRI-20 a test Zivotaschopnosti

Buiiky byly nechény rdst jako v piikladu 22A. FR-20 byl rozpoustén v DMSO a piidan k buti-
kdm v koncentraci 2,5 uM a 5,0 uM. Ke kontrolnim buiikam byl pfidan DMSO v ekvivalentu
k objemu rozpoustédla (DMSO) pfitomnému v nejvy33i koncentraci sloudeniny. Aktivita slou-
Ceniny byla vyhodnocena po 48 hodinach trypanovou modfi. Bylo zji§téno, ze butiky NIH3T3 a

-HFL si udrzuji 85 aZ 90 % Zivotaschopnosti pfi 2,5 a 5,0 HM koncentraci. Ze sedmi nadorovych

-15-




20

25

30

35

40

45

50

CZ 299718 B6

bunénych linii prsu odettenych sloudeninou FRI-20 vykazovaly MCF-7, HTB126, T470 a 435
velmi vysokou mrtnost s mendi nez 25% a 10% Zivotaschopnosti pfi 2,5uM a 5,0uM koncen-
traci léCiva (obrazek 3A). TéméF 50 % bundk SKBR—3 a BT-20 bylo mrtvych pfi 2,5uM a 75 %
pfi 5,0uM koncentraci stou¢eniny. N4dorova bundina linie prsu 361 naopak vykazovala zna¢nou
rezistenci via¢i FRI-20 s50 a2 75% bungk, které jsou Zivotaschopné pfi 2,5 a 5,0uM
koncentraci. FRI~20 mél vyznamny &inek na Zivotaschopnost nadorové bun&éné linie prostaty
LnCaP zavislé na androgenu, jestlize se srovnavé s bunéénymi liniemi prostaty DU~145 a PC-3
nezavislymi na androgenu. P#i 2,5 mM FRI-20 bylo zabito 80 % bun&k LnCaP, 40% PC-3 a
20 % DU-145. Pfi 5,0 mM FRI-20 bylo zabito 72 % LnCaP bunék, 47 % PC-3 a 40 % DU-145
bunék (obrazek 3B). '

Priklad 30
Vliv FRI-20 na regulaci bunéného eyklu
Nadorova bunéénd linie LnCaP prostaty zavisla na androgenu byla nechana riist jako v pfikladu

22A a byla oetfena 2,0uM FRI-20 rozpousténym v DMSO nebo ekvivalentnim mnoZstvim
(10 ml) DMSO samotného. Buiiky byly isolovany po 6,12, 24 a 48 hodinach od oSetieni, obarve-

. ny propidiumjodidem a podrobeny analyze obsahu DNA priitokovou cytometrii (FACS). Jak je

uvedeno na obrizku 4, ptidini FR-20 ke kultivatnimu meédiu vede k akumulaci bungk
v G2M/fézi bunééného cyklu a jakmile buiiky vychazeji z této faze buné&ného cyklu, coz ukazuje
na to, Zze uvedené (Cinky souviseji s pfidanim FRI-20. Ofetfeni normalnich bunéénych lini
NIH3T3 nebo HFL sloudeninou FRI-20 neposkytuje podobny Gtinek na progresi bunééného
cyklu. NIH3T3 a HFL vykazovaly normélni progresi bun&ného cyklu v pfitomnosti i neptitom-
nosti légiva.

Pfitklad 31

Vitv FRI-20 na MPK cestu

A. Test imunniho komplexu ERK-2

Pro zkouméni vlivi FRI-20 na MAPK cestu byly buriky NTH3T3, LnCaP a MCF-7 inkubovany

48 hodin s FRI-20 v koncentraci 2,5 mM. Po inkubaci bundk v pfitomnosti a nepiitomnosti
FRI-20 byly buiiky lysovany pouzitim pufru pro lysy ERK obsahujiciho 20mM HEPES (pH 7.4),

S0mM B—giycerolfosfit, 0,5% Triton X-100 2mM MgCl,, ImM EGTA, 1mM dithiothreitol,

2 pg/ml leupeptinu, 2 pg/ml leupeptinu, 2 pl/ml aprotininu, 100uM fenylmethylsulfonylfluorid a
lum benzamidin. ERK~2 ve 100 bun&&ného lysatu byla imunoprecipitovina inkubovénim lysato-
vého proteinu s 1 mg ERK-2 polyklonalni protilatky (protiltka sc-154 na ERK2 od Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) po dobu jedné hodiny. Nésledovala dalsi inkubace 20 pl protein A —
Seipharosy (Phamarmacia) po dobu jedné hodiny. Imunitni komplex — navazany protein A —
perli¢ky Sepharosy byly promyty dvakrat lysaénim pufrem a dvakrat pufrem ERK/MAPK
obsahujicim 20mM HEPES (pH 7,4), 50mM B—glycerolfosfat, 10mM MgCly, ImM EGTA, 1mM
dithiothreitol a 100 p Na;VO,.

Imunoprecipitity byly pak testovény na MAP kinasovou aktivitu testem in vitro ktery pouziva
myelinovy bazicky protein (MBP) jako substrit pro ERK-2 v pfitomnosti [y—"2PJATP. Perlicky
byly tedy resuspendovany ve 40 pl pufru MAPK obsahujicim 100puM [v-*PJATP (5000 impulsii
za minutu/pmol) a test kinasy byl provadén 20 minut pfi 30 °C pouzitim 5 pug MBP jako substra-
tu. Reakce byla zastavena pfidanim Laemmliho pufru a nasledujicim povatenim vzorki po dobu
3 minut. Proteiny byly rozdéleny na 12% (hmotn.) SDS-PAGE; gel byl vysugen a byl vyvinut
autoradiogram. Vysledky ukazuji, Ze jak oSetfené tak neofetfené buiiky vykazovaly podobné
hladiny intraceluldmiho ERK-2, ale biochemicka aktivita ERK-2, posuzovana na zakladg schop-
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nosti fosforylovat MBP, byla zna¢né sni

+

Zena u bunék oSetfenych Ié¢ivem pii srovnani s buiikami

- oSetfenymi samotnymi DMSO. U nddorovych bungk prostaty FRI-20 snizoval fosforylaéni status

MBP vice nez o 80 % pfi srovnani s kontrolnimi buiikami (obrazek 5).

B.  Westernova blotova analyza

Bunécné lysty bunék oletrenych FRI-20 byly pfipraveny Westernovou blotovou analyzou
nasledujicim zpisobem. Buitky NIH3T3, LnCaP nebo MCF—7 byly vysuté v hustoté 2.10°
bunék/jamku na desku o $esti jamkach a nechany rist 24 hodin. Do kazdé jamky byly pfidany
Cerstvé médium dvé hodiny pred osetfenim FRI-20, Tato sloudenina byla rozpousténa v DMSO
tak, aby se ziskal 2mM zasobni roztok a byla pFidana k médiu (2 ml) tak, aby se ziskala konednd
koncentrace 2,5 a 5,0 uM. Po 48 hodinach pfi 37 °C se buiiky dvakrat promyji 10 ml ledem
ochlazeného fosforednanového pufrovaciho solného roztoku a tsoluji se do 400 ul lyzaéniho
pufru, ktery obsahuje 25mM HEPES (pH 7,6), 0,1% Triton X~100, 300mM NaCl, 1,5mM
MgCly, 20mM B-glycerofosfat, 100puM Na;VO,, 0,2mM EDTA, 0,5mM dithiothreitol, 2 ug/ml
aprotininu, 2 pg/ml leupeptinu, 100 uM fenylmethylsulfonylchlorid a ImM benzamidin. Bun&g-
né lysaty byly uchovaviny na ledu 30 minut a potom byly odstfed’ovany 10 minut v mikro-

odstfedivee (16 000 x g). Bun&iné lysity byly oddéleny od zbytkt bunék a normalizovany na -

obsah proteind.

Westernova blotova analyza byla provedena na lysatu bungk oSetfenych 1é&ivem a u kontrolnich
bunék protildtkou ERP-2. Na kazdy pas SDS-PAGE gelu (10 az 12% (hmotn.)) byla nanesena
stejnd mnozstvi celkového proteinu (100 ug) a pfenesena na Immobilon-P (Millipore, USA). Po
pfenosu byly membrany blokovany ve 3% (hmotn.) mléku, sondovany ERK-2 a INK—1 kraligimi
polyklonalnimi protilétkami (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Crug, Ka, USA) a potom
sondovany osli protikraliéi Ig sekundamni protilatkou navizanou na kfenovou peroxidasu
(Amersham) (Fedéni 1:10 000) pouZitim sestavy pro ECL Westernovou blotovaci analyzu
(Amersham) podle instrukei vyrobce. Westernova blotovaci analyza bunéénych lysatd oSetfenych
léCivem a kontrolnich lysatd ERK—2 protilitkou vykazala stejné mnoZstvi proteiny v obou
lysatech (obrazek 6), coz ukazuje, Z¢ vy$3i hladiny MBP fosforylace v kontrolnich buiikdch

neexistuji diky nestejnému mnogstvi ERJ—2 proteinu v lysatech. Tyto vysledky ukazuji, Ze

FRI=20 blokuje fosforylaéni schopnost ERK-2.

Priklad 32

Vliv FRRI-20 na stresem aktivovanou proteinovou aktivitu

Pro dalif zjistén{ toho, jéstli aktivita stresem aktivovanych proteinovych inas (SAPK), jejichz

Clenem je JNK, je souvisi s pFitomnosti FRI-20, byly buriky (NIH3T3, MCF-7 a LnCaP)

oSetfeny FRI-20 rozpousténym v DMSO nebo DMSO samotnym (kontrola). O 48 hodin pozdgji -

byly buiiky lysovany kinasovym pufrem a lysaty byly pouzity pro vyhodnoceni mnozstvi INK
pfitomné v kazdém lysatu Westernovou blotovaci analyzou pouzitim JNK polyklondlni proti-
latky. Biochemicka aktivita JNK piitomné v buné&nych lysatech oSetfenych FRI-20 a v kon-

- trolnich lysatech byla stanovena také imunoprecipitaci JNK s nasledujici inkubaci s GCT—c—Jun

proteinem jako substratem pro JNK v ptitomnosti [y-"2PJATP.,

JNK-1 ve 100 mg bunéénych extraktd byla tedy imunoprecipitovana inkubaci s lysatem s 1 mg
INK-I polyklonalni protilatky (sc od Santa Cruz Biotechnology) jednu hodinu, nade nasledova-
la dalsi inkubace s 20 ul protein A — Sepharosy (Pharmacia) po dobu jedné hodiny. Perligky byly
dvakrat promyty JNK lysaénim pufrem (jak shora popsano) s nasledujicimi dvéma promytimi
INK reakenim pufrem. Perli¢ky byly resuspendovany ve 40 ul JINK pufru obsahujiciho 20 mM
[y—32P]ATP (5000 impulsii za minutu/pmol). Kinasov4 rekce byla provadéna 20 minut p¥i 30 °C
s pouZitim 3 ug vy€isténé CST—c—Jun( 1-79) jako substratu. Reakce byla zastavena a byla
vyhodnocena radioaktivita fosforylovaného GST—c—Jun proteinu. Vysledky ukazuji, Ze oSetieni
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s FRI-20 zvysuje schopnost JNK fosforylovat rekombinantni GST—c—Jun protein o 60 az 80 %

pfi srovnani s kontrolnimi buitkami (obrazek 7).

Bylo ukazano, 7e INK je aktivovana oSetfenim bunék UF zafenim, prozinétlivymi cytokiny a
stresem z prostfedi (Dertjard a spol.: Cell 1994, 1025). Aktivovana JNK se vize na aminovy
konec c—jun a zvy3uje jeho transkripéni aktivitu fosforylaci na ser63 a ser73 (Adler a spol.: Proc.
Natl, Acad. Sci. USA 1992, 89, 5341; Kwok a spol.: Nature 1994, 370, 223). Bez ohledu na teorii
vysledky, které jsou zde uvedeny, ukazuji na to, Ze FRI-20 mize pisobit Jako protizanétlivy
cytokin nebo UF svétlo pfi aktivovani JNK cesty, coz dale miiZe zapnou t-geny zodpovédné za

inhibici ristu bungk a za jejich apoptozu.

Prikiad 33
Srovnani FRI-20 a cisplatiny
Protinadorové aktivity

Zabijeci (¢inek FR-20 na nadorové buiiky prostaty citlivé na androgen (LcCaP) a necitlivé na
androgen (DU145) byl srovnavan s G&inkem cisplatiny (cis—diamindichlorplatina), Siroce rozgife-
nému protirakovinovému &inidlu pouZivanému u prostaty. Buiiky byly nechany rist tak, jako
v pfikladu 26. FRI-20 nebo cisplatina byla rozpousténa v DMSO a pfidana v butkch v rliznych
koncentracich. Zivotaschopnost byla stanovena po 72 hodinach zplsobem s trypanovou mod#.
Koncentrace FRI-20 pozadovana pro Upiné zabiti bunék LnCaP a Dul45 byla 2,5 uM a 5,0 uM.
Za stejnych podminek byly pro aplné zabiti bungk LnCaP a'DU145 cisplatinou potiebné kon-
centrace 25 uM a 15 uM. FRI-20 je tedy alesponi desetkrat 08inngjsi ne¥ cisplatina pfi zabijeni
nadorovych bunck prostaty, a to jak zavislych na hormonu, tak nezévislych na hormonu.

Vsechny uvedené citace, tykajici se syntetickych, preparativnich a analytickych postupil, jsou

- zeela zahrnuty jako odkazy.

PredloZeny vynalez miize existovat v jinych specifickych forméach, aniZ by se odchylil od ducha a

podstatnych viastnosti. Odkazy, pokud jde o rozsah vynalezu, je tedy potieba délat spiSe na
pfipojené niroky ne? na predchazejici popis.

PATENTOVE NAROKY.

1. Styrylsulfonova slougenina obecného vzorce [

(@;
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"RyaR, znamenaji nezavisle skupinu, ktera je vybrina ze skupiny sestavajici z atomu chloru,

fluoru a bromu, a

R3  znamena skupinu vybranou ze skupiny sestavajici z atomu vodiku a atomu fluoru,

oba R, a Ry nemohou znamenat atom chloru, jestlize R; znamena atom vodiku, a

Ri nemiZe znamenat atom chloru, jestlize R, a znamena atom fluory a R; znamena atom

vodiku ve stejné sloudening,

2. Styrylsulfonova slouenina podle naroku 1, kterou je E-4-fluorstyryl-4~fluorbenzylsufon,

+ 3. Styrylsulfonova slougenina podle naroku 1, kterou je E—2,4~diﬂuorstyrj‘/l—tl—ﬂuorobenzyl—

sulfon.

4. Styrylsulfonovi sloutenina podle naroku 1, kterou je E-4-fluorstyryl-4—brombenzylsulfon.
5. Styrylsulfonova slouéenina podle ndroku 1, kterou je E—4~br6mstyryl—4—brombenzylsulfon.
6. Styrylsulfonova sloucenma podle néroku 1, kterou je E—4—chlorstyryl—4—brombenzylsulfon-.
7. Styry[sulfonova sloucemna podle naroku 1, kterou je E—4—bromstyryl—4~chIorbenzylsulfon.
8. - Styrylsulfonova slougenina podle naroku 1, kterou je E~4-bromstyryl-4—fluorbenzylsulfon.

9, Farmaceuticky prostiedek, vyzmalujici se tim, ze obsahuje farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ a styrylsulfonovou sloudeninu obecného vzorce I[

Ra.

v némz
n  znamena Cislo nula nebo jedna,

R, znamena skupinu, kter4 je vybrana ze skupiny sestévajici z atomu vodiku, chloru, fluoru a
bromu, :

R; znamend skupinu, ktera je vybrana ze skupiny sestavajici z atomu vodiku, chloru, flyoru a
bromu, methylové skupiny a methoxyskupiny a

R; znamend skupinu vybranou ze skupiny sestévajici z atomu vodiku, atomu chlory a atomu

- fluoru s tim, Ze

R, nemiize znamenat methylovou skupinu nebo methoxyskupinu, jestlize jak R, tak R;
znamena atom vodiku a n znamena &islo nula nebo jedna, a

viechny Ry, R, a R; nemohou znamenat atony vodiku, jestlize n znamena &islo jedna.
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10. Farmaceuticky prostfedek podie naroku 9, vyznadujici se tim, % sloudeninoy
je E~4-bromstyryl-4-fluorbenzylsulfon.

11. Farmaceuticky prosttedek podle naroku %, vyznadujici se tim, 7 slouceninou je
£-2,4~difluorstyryl-4—fluorbenzylsulfon.

12. Farmaceuticky prostiedek podie néroku 9, vyznadujici se tim, Ze vobecném
vzorei II R; znamend atom vodiku a R, a R, Jsou nezavisle vybrany ze skupiny sestavajici
z atomu chloru, fluoru a bromu, :

13. Farmaceuticky prostfedek podie naroku 12, vyznaéujici se tim, %e sloudeninou
Je E—4—chlorstyryl-4—chlorfenylsulfon. ‘

14. Farmaceuticky prosttedek podie naroku 12, v yznacujici se tim, e sloueninou
je E~4-bromstyryl-4—chlorfenylsulfon,

15. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 12, vyznaujici se tim, Ze slouteninou
je £~4-fluorstyryl-4—chlorbenzylsulfon.

16. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze sloudeninou
Je E-4—chiorstyryl-4—chlorbenzylsulfon.

17. Farmaceuticky prostiedek podle niroku 12, vyznadujici se tim ,- Z¢ sloudeninou
Je E-4-fluorstyryl-4—fluorbenzylsulfon.

18. Farmaceuticky prostfedek podle ndroku 12, vyzna&ujici se tim, e slougeninou
je E~4~fluotstyryl-4-brombenzylsuifon.

19. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 12, vyznadujici se tim, Ze slouteninoy
je £~4-bromstyryl-4-brombenzylsulfon,

20. Farmaceuticky prostredek podle naroku 12, v yznadujici se tim, e sloudeninou
Je E-4-bromstyryl-4—fluorbenzylsulfon.

21. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 12, vyzna&ujici se tim, Ze sloudeninou
je E-4—chlorstyryl-4~brombenzylsulfon.

~ 22. Farmaceuticky prostfedek-podle naroku 12, v yznadujici se tim, % sioudeninou -

Jje E-4-bromstyryl-4—chlorbenzylsulfon.

23. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 12, vyznaéujici se tim, % obsahuje
farmaceuticky pfijatelny nosi¢ a styrylsulfonovou sloudeninu obecného vzorce I11
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W,

v némi

R znamend skupinu, kterd je vybréna ze skupiny sestavajici z atomu vodiku, chloru, fluoru a-
bromu.

24, Farmaceuticky prostfedek podle naroku 12, vyznacujici se tim » Z¢ obsahuje

farmaceuticky pfijatelny nosi¢ a styrylsulfonovou slougeninu obecného vzorce [V

Ry

(V);

v némz

Ry znamen4 skupin, ktera Je vybrana ze skupiny sestavajici z atomu fluoru a bromu, a R; je
vybrana ze skupiny sestavajici z 2—chlorfenylové skupiny, 4—chlorfenylové skupiny, 4—fluor-
fenylové skupiny a 2-nitrofenylové skupiny.

25. Styrylsulfonova sloudenina obecného vzorce I uvedensho v naroku 9 pro pouZiti pfi léeni

~ rakoviny nebo jiného proliferadniho onemocnéni.

26. Styrylsulfonova sloudenina obecného vzorce II uvedeného v naroku 9 pro pousiti pii
inhibovéni riistu nddorovych bungk jedince, kiery je zasaZen rakovinou.

27. Styrylsulfonovd slougenina obecného vzorce Il uvedeného v naroku 9 pro pouZiti pfi

-+ indukovani apoptdzy nidorovych bundk Jedince, ktery je zasaZen rakovinou.

28. Styrylsulfonova slougenina obecného vzorei Il nebo [V uvedenych v narocich 23 nebo 24
pro pouZiti pfi lééeni rakoviny nebo jiného proliferagniho onemocnéni jedince.

29, Styrylsulfonova slougenina obecného vzorei I11 nebo IV uvedenych v narocich 23 nebo 24
pro pouZiti pti inhibovéni riistu nddorovych bungk Jedince, ktery je zasaZen rakovinou.

30. Styrylsulfonova slougenina obecného vzorci Il nebo IV uvedenych v ndrocich 23 nebo 24
pro pouZiti pfi indukovani apoptézy nadorovych bunék jedince, ktery je zasazen rakovinou.

31. Styrylsulfonova sloudenina podle naroku 25 pro pouZiti pfi lé€eni rakoviny prsu nebo
prostaty.
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32. Styrylsulfonova slouenina podle naroku 26 pro pouZziti pro inhibovani ristu nadorovych
bunék prsu nebo prostaty u jedince zasazeného rakovinou prsu nebo prostaty. ‘

33. Styrylsulfonova sloucenina podle naroku 27 pro pouZiti pfi indukovani apoptézy nadoro-
vych bunék prsu nebo prostaty u jedince zasazen¢ho rakovinou prsu nebo prostaty.

34. Styrylsulfonova slougenina podle néroku 28 pro pouZiti pro lééeni rakoviny prsu a prostaty.

35. Styrylsulfonova slouéenina podle niroku 29 pro inhibovani ristu nadorovych bunék prsu,
nebo prostaty u jedince zasaZeného rakovinou prsu nebo prostaty. '

36. Styrylsulfonova slougenina podle naroku 30 pro indukovani apoptézy nadorovych bungk
prsu nebo prostaty u jedince zasa?eného rakovinou prsu nebo prostaty.

37. Styrylsulfonova slouenina podle néroku 25, kteri je vybréna ze skupiny sestivajici z
(E)}-4-fluorstyryl-4—chlorbenzylsulfonu, (E)—-4——ﬂuorsty1yl—4—brombenzylsulfonu a (Ey-4-chlor-
styryl-4—brombenzylsulfonu.

38. Styrylsulfonylova sloudenina podle naroku 26, ktera je vybréna ze skupiny sestavajici z
(E)-4-fluorstyryl-4—chlorbenzylsulfonu, (E)-4—fluorstyryl-4-—brombenzylsulfonu a (E)—4—chlor-
styryl—4-brombenzylsulfonu. -

39. Styrylsulfonova slouenina podle naroku 27, kterd je vybrana ze skupiny sestavajici z
. (E}-4-fluorstyryl-4~chlorbenzylsulfonu, (E)y-4—fluorstyryl-4-brombenzylsulfonu a (EY4-chlor-

styryl-4-brombenzylsulfonu.

40. Styrylsulfonylova sloutenina podle néroku 37 pro pouziti pfi léSeni rakoviny prsu nebo
prostaty.

41. Styrylsulfonova sloucenina podie néroku 3 pro pouziti pfi inhibovani ristu nadorovych
bunék prsu nebo prostaty u Jedince, ktery je zasaZen rakovinou prsu nebo prostaty.

42, Styrylsulfonylova sloutenina podle ndroku 39 pro pouziti pfi indukovani apoptdzy nadoro-
vych bunék prsu nebo prostaty u jedince, ktery je zasaZen rakovinou prsu nebo prostaty.
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