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(54) Nazev vynalezu:
Komplexy zlata s derivaty hypoxantinu a s
derivaty fosfanu a jejich pouZiti pro
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(57) Anotace:
Komplexy zlata v oxida¢nim stavu + s derivaty
hypoxantinu a s derivaty fosfanu, a jejich krystalosolvaty,
zahrnujici strukturni motiv I obecného vzorce
[Au(L)(PR;)] a vyjadiené strukturnim vzorcem II, kde
- symbol L pfedstavuje deprotonizovany derivat
hypoxantinu vazany pfes atom dusiku N9 na atom zlata
zplsobem vyjadfenym v zakladnim motivu I,
- PR je derivat fosfanu,
- substituenty R jsou nezavisle vybrany ze skupiny alkyl,
cykloalkyl, substituovany atkyl, substituovany
cykloalkyl, aryl, nebo heteroaryl, a/nebo jejich libovolné
kombinace,
- substituent R1 je nezavisle vybran ze skupiny atom
vodiku, halogen,
- substituent R2 je nezavisle vybrén ze skupiny atom
vodiku, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl, substituovany
alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl,
substituovany cykloalkyl, cykloheteroalkyl,
substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl,
substituovany cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl,

substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, heteroaryl.
Komplexy jsou uréeny pro lécbu adenokarcinomu prsu,
osteosarkomu, karcinomu plic, maligniho melanomu,
karcinomu délozniho ¢ipku, karcinomu vajeénik,
karcinomu vajecniki rezistentnimu viiéi cisplatiné anebo
karcinomu prostaty.

L—Au——PR;
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Komplexy zlata s derivity hypoxantinu a s derivaty fosfanu a jejich pouziti pro pFipravu

-----

Oblast techniky

Predlozeny vynalez spada do oblasti 1é¢iv a tykd se komplexi zlata s derivaty hypoxantinu a s

-----

néni, zejména pak adenokarcinomu prsu, osteosarkomu, karcinomu plic, maligniho melanomu,
karcinomu délozniho ¢ipku, karcinomu vaje¢niki, karcinomu vajeéniki rezistentnimu vidi cis-
platiné a/nebo karcinomu prostaty.

Dosavadni stav techniky

Strukturné linearni komplexy zlata v oxida¢nim stavu +1 pfedstavuji vyznamnou skupinu biolo-
gicky aktivnich latek, z nichz jiz pét zastupci je v moderni mediciné komeréné vyuzivano k 1é¢bé
zanétlivych onemocnéni, jako je naptiklad revmatoidni artritida. Ve Spojenych statech americ-
plexu (natrium—aurothiomalat, vzorec A) a komplex ((25,3S,4R,55)-3,4,5—trihydroxy—6—(hydro-
xymethyl)-oxan—2—thiolato)zlatny (aurothioglukosa, vzorec B). Pfiklady jejich pfipravy a uplat-
néni v protizanétlivé terapii jsou uvedeny v dokumentech GB 421989, US 4 599 436, WO 2010/-
0091381, GB 293363, GB 397293 nebo GB 398020.

\t:Au HO
) \S;/n AL
HO —_—Ay— 0 OH
0 o S—Au S\]\
n

o)
0~ OH Na'/H* OH
HO

(A) (8)

OH
OH

V Evrop¢ jsou navic pouzivany zlatné slouceniny sodna sil bis(thiosulfato)zlatného komplexu
(vzorec C) a sodna sil 2-hydroxy-3—-merkaptopropan—1—sulfonatozlatného komplexu (natrium—
thiopropanosulfonét, vzorec D). Tyto latky jsou souhrnné oznadovany jako thiolaty zlatné a jedna
se o iontové, ve vodé rozpustné sloudeniny, které kromé bis(thiosulfato)zlatnanového aniontu
obsahuji polymerni komplexni anionty, pfi¢emz ve vSech slou¢eninach je zlato linearné koordi-
nované dvéma atomy siry. Tato 1é¢iva jsou podavana injekéné. Piiklady jejich ptipravy a uplat-

nebo FR 2591106.

3-
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Nejpozdéji, a to v 80. letech 20. stoleti, bylo do klinické praxe uvedeno strukturn€ odliSné proti-
zéanétlivé 1éCivo Auranofin, 3,4,5-triacetyloxy—6—(acetyloxymethyl)-oxan—2-thiolatotriethylifos-
fan)zlatny komplex (vzorec E), coZ je jednojaderny neutralni lipofilni komplex, ktery podobné
jako vyse zminéna lé¢iva obsahuje S—donorovy ligand, ale lisi se pfitomnosti organického deriva-
tu fosfanu koordinujicim se pres atom fosforu. Pfiprava Auranofinu je popsana v patentovych
spisech, US 4 200 738, US4 115 642, US 4 125 711, US 4 125 710, US 4 122 254, US 4 133 952
nebo US 4 131 732 a jeho terapeutické vyuziti je popsano ve spise WO 2010/091381. Vyhodou
Auranofinu oproti vySe uvedenym iontovym sloucenindm zlata uvedenych ve vzorcich A aZ D je
to, ze jej lze podavat oralné.

HaC CH3
0" 0 < /—CH3
hi -
H3C”™ O 0o S/Au
O CHs3
HaC—ﬁo 0

Osl\CH3
(E)

Predlozené Au(l) komplexy lze podobné jako Auranofin zaradit mezi jednojaderné neutralni
komplexy obsahujici derivat fosfanu koordinovany na zlato pres atom fosforu. Lisi se ale druhym
ligandem, kterym je N—donorova organickd molekula odvozena od hypoxantinu, tj. 1H4-purin—
s riznymi N—donorovymi ligandy odvozenymi od purinu a derivaty fosfanu popsané v patento-
vém spise CZ 303649, publikaci Z. Travnicek et al. J. Med. Chem. 55, 55, 2012, 4568. Je zde
nutné zdlraznit, ze podobné jako u jinych systémi obsahujicich organickou molekulu koordino-
vanou na prechodny kov, bylo i u komplexi zlata(I) obsahujicich N—donorovy ligand odvozeny
pravé od 6-benzylaminopurinu jednozna¢né prokazano, ze i velmi malé strukturni zména v mole-
kule organického ligandu mize vést k velmi vyrazné modifikaci biologické aktivity nebo k jeji-
mu Uplnému vymizeni (J. Ho$ek et al. PlosONE 8, 2013, €82441). Vlastnosti koordinované orga-
nické molekuly a zplsob jeji koordinace na atom zlata totiz vyrazné ovliviiuji biodistribuci celé-
ho komplexu, nebot’ riizny zpisob koordinace a substituce na zdkladnim skeletu mohou vést ke
zménam v afinité k biomolekulam a cilovym receptoriim, prichodnosti biomembranami, tedy ke
zménam, které se projevi ve vysledné biologické aktivité. Proto nelze jednozna¢né predikovat,
jaké Au(l) komplexy uvedeného strukturniho typu budou vykazovat ten i onen typ biologické
aktivity.

Komplexni slouceniny zlata v oxida¢nim stavu +I jsou studovany nejen pro své prokdzané proti-
zanétlivé 0&inky aplikované v praxi, ale v poslednich desetiletich jsou pfedmétem bioanor-
ganického vyzkumu i pro svou potenciélni protinadorovou aktivitu. Studie prokazujici antitumo-
rové puisobeni Auranofinu in vitro na bunéénych liniich dé€lozniho ¢ipku HeLa (T. M. Simon et
al. Cancer 44, 1979, 1965) a melanomu B16 a in vivo vici leukemickym buiikam mysi buné¢né
linie P388 (C. K. Mirabelli et al. Cancer Res. 45, 1985, 32) vedly k $irSimu zkoumani proti-
nadorové aktivity analogli Auranofinu (patentovy spis WO 2012/142615). Pfedmétem studia byly
i Au(I) komplexy obsahujici chromofor AuNP, kdy byla prokézana antitumorova aktivita u kom-
plexii s derivaty fosfanu a N—donorovymi heterocyklickymi ligandy, jako napfiklad imidazol,
pyrazol nebo derivaty 9—deazapurinu, jak je popsano v publikacich R. Gallassi et al. Dalton
Trans. 41, 2012, 5307; M. Serratrice et al. Inorg. Chem. 51, 2012, 3161; C. Abbehausen et al.
Inorg. Chem. 52, 2013, 11280. Ovsem podobné jako v pfipadé protizanétlivé aktivity, tak u pro-
tinadorového plisobeni komplexi zlata v oxidaénim stavu +1 také neni doposud jednoznacné
prokazan mechanismus G¢inku té€chto slougenin a definovany vztahy mezi strukturou a biologic-
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kou aktivitou u této skupiny latek. Neni také mozné teoreticky predpokladat terapeutickou Giin-
nost nebo neucinnost ur¢itého strukturniho typu zlatnych komplexd, tedy neni mozné predem,
bez provedeni patfi¢nych experimenti, definovat kvalitativni ani kvantitativni vztah mezi struk-
turou a biologickou aktivitou.

Predlozené zlatné komplexy s derivaty hypoxantinu a s derivaty fosfanu predstavuji v literature
doposud nepopsanou skupinu biologicky aktivnich komplexi zlata.

Riizn€ substituované derivaty hypoxantinu jsou studovany jako rostlinné riistové regulatory (pa-
tentovy spis WO 2005/107472 A1), dale také jako velmi u¢inné inhibitory cyklin dependentnich
kinas (patentové spisy WO 9902162) a O6-alkylguanin~-DNA-alkyltransferas (AGT) (patentové
spisy US 5352669, US 5691307, US 5958932, WO 2004/031405, WO 2011/028607), coz
jsou enzymy hrajici kli€ové role v regulaci procest spojenych s délenim bunék. Zastupce téchto
latek, 2—amino—O6-benzylhypoxantin (O6-benzylguanin) je v soudasné dobé v Il. fazi klinic-
kych testli jako AGT inhibitor, konkrétné jako latka navy3ujici a¢innost vybraného chemoterape-
utika (temozolomidu, tj. 4-methyl-5-0x0-2,3,4,6,8—pentazabicyklo[4.3.0]nona—2,7,9—trien—9—
karboxamid) pro 1é¢bu maligniho gliomu (J. A. Quinn et al. J. Clin. Oncol. 27, 2009, 1262). Pti-
prava, charakterizace a biologicka aktivita téchto latek je mimo zminéné patentové spisy popsana
napfiklad v publikacich R. W. Balsiger et al. J. Org. Chem. 25, 1960, 1573; M. Y. Chae et al. J.
Med. Chem. 37, 1994, 342; R. S. McElhinney et al. J. Med. Chem. 41, 1998, 5265; C. A. Arris et
al. J. Med. Chem. 43,2000, 2797; F. Seela et al. Helvetica Chim. Acta 81, 1998, 2244; T. G. Da-
vies et al. Nature Struct. Biol. 9, 2002, 745; A. E. Gibson et al. J. Med. Chem. 45, 2002, 3381; R.
J. Griffin et al. J. Med. Chem. 43, 2000, 4071; 1. R. Hardcastle et al. J. Med. Chem. 47, 2004,
3710; T. E. Spratt et al. Biochem. 31, 1992, 3689; R. Schirrmacher et al. Curr. Org. Synth. 2,
2005, 215;

Podstata vynélezu

Podstatou vynélezu jsou komplexy zlata v oxidaénim stavu +1 s derivaty hypoxantinu (1 H—purin—
6(9H)—onu) a s derivaty fosfanu, a jejich krystalosolvaty, zahrnujici strukturni motiv I obecného
vzorce [Au(L)(PR;)] a vyjadiené strukturnim vzorcem II

R2_
o)
7
N N\
L—Au—~PR, J\\ | >
R1” N N\s
Au
\
PR,

(1) (n),

kde

— symbol L pfedstavuje deprotonizovany derivat hypoxantinu vazany pies atom dusiku N9 na
atom zlata zpiisobem vyjadienym v zakladnim motivu I,

— PR; je derivat fosfanu,

— substituenty R jsou nezévisle vybrany ze skupiny alkyl, cykloalkyl, substituovany alkyl, substi-
tuovany cykloalkyl, aryl, nebo heteroaryl, a/nebo jejich libovolné kombinace,

— substituent R1 je nezavisle vybran ze skupiny atom vodiku, halogen



10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 305585 B6

— substituent R2 je nezavisle vybran ze skupiny atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl,
substituovany alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl,
cykloheteroalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalkenyl,
cykloheteroalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, heteroaryl,

kde termin:

— halogen

predstavuje atom fluoru, chloru, bromu nebo jodu

—alkyl

predstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 8, piedevSim pak z 1 az 6
atomd uhliku,

— alkenyl

predstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 12, predevsim pak ze 3 az
6 atom( uhliku, obsahujici alespofi jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— alkynyl

predstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 12, predevsim pak ze 3 az
6 atomii uhliku obsahujici alespoii jednu trojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— cykloalkyl

pfedstavuje cyklicky uhlovodik ze 3 az 12, pfedev$im pak ze 3 az 8, atomii uhliku, a to vCetné
kondenzovanych cykli nezavisle vybranych ze skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalke-
nyl, cykloheteroalkenyl,

— cykloheteroalkyl

predstavuje cykloalkyl s alespofi jednim atomem uhliku zaménénym za heteroatom ze skupiny
dusik, kyslik, nebo sira,

— cykloalkenyl

predstavuje cykloalkyl obsahujici alespor jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— cykloheteroalkenyl
predstavuje cykloheteroalkyl obsahujici alespoii jednu dvojnou vazbu mezi dvéma atomy uhliku,
atomem uhliku a heteroatomem, nebo dvéma heteroatomy,

— substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, substituovany cykloalkyl,
substituovany cykloheteroalkyl, substituovany cykloalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl
predstavuji alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalke-
nyl substituované substituenty z mnoziny halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cyklohete-
roalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl,

—aryl

predstavuje fenyl,

— heteroaryl

predstavuje aryl s alespofi jednim atomem uhliku zaménénym za heteroatom ze skupiny dusik,
kyslik, nebo sira.

Dalsi podstatou vynalezu jsou krystalosolvaty komplexu zlata strukturniho vzorce II, jejichZ slo-
Zeni vyjadiuje vzorec [Au(L)(PR3)]-nSolv, ve kterém

—L a PR; jsou definovany vyse,

— n znamena pocet krystalosolvatovych molekul a nabyva hodnot pfedevSim 1 az 6, a

— Solv je anorganickd nebo organickd molekula vybrana ze skupiny voda, primarni alkohol,
sekundarni alkohol, aceton, N, N'—dimethylformamid, dimethyl sulfoxid, chloroform, dichlorme-
than, acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci uvedenych solvato-
vych molekul.

Nedilnou podstatou vynalezu je farmakologicky prostfedek obsahujici terapeuticky a€inné mnoz-
stvi zlatnych komplexi vzorce II nebo jejich krystalosolvatii s jednim ¢i vice prijatelnymi nosici
a pomocnymi latkami pro pouziti v lékafstvi, zejména pro pouziti pro vyrobu léCiv pro 1é€eni



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 305585 B6

zanétlivych a/nebo nadorovych onemocnéni, a to zejména pro lédeni adenokarcinomu prsu
a/nebo osteosarkomu a/nebo karcinomu plic a/nebo maligniho melanomu a/nebo karcinomu dé-
lozniho ¢ipku a/nebo karcinomu vajegnika a/nebo karcinomu vaje€nikii rezistentnimu viéi cis-
platiné a/nebo karcinomu prostaty.

Objasnéni vykresu

Konkrétni ptiklady provedeni vynalezu jsou doloZeny pfipojenymi vykresy, kde:

— Obr. 1 je infracervené spektrum komplexu [Au(L¢)(PPh;)] (6) naméiené v oblasti 400 aZ
4000 cm™'; HL4 = 2—chlor-O6—methylhypoxantin.

— Obr. 2 je infradervené spektrum komplexu [Au(L;)(PPh;)] (1) naméfené v oblasti 200 az
600 cm™'; HL, = O6—ethylhypoxantin.

— Obr. 3 je '"H NMR spektrum komplexu [Au(Lo)(PPhs)] (9) rozpusténého v DMF—-d;, HLg = 2—
chlor—-O6-benzylhypoxantin.

— Obr. 4 je molekulova struktura komplexu [Au(L;)(PPhs)] (1) vyfe$ena uzitim monokrystalové

rentgenové strukturni analyzy; vodikové atomy nejsou pro piehlednost zobrazeny; HL, = 06—
ethylhypoxantin.

— Obr. 5 je molekulové struktura komplexu [Au(L;)(PPhs)] (3) vyfeSena uzitim monokrystalové
rentgenové strukturni analyzy; vodikové atomy nejsou pro prehlednost zobrazeny; HL; = 06—
allylhypoxantin.

— Obr. 6 je graf in vitro protizanétlivé aktivity komplext [Au(L;)(PPhs)] (1), [Au(L,)(PPhs)] (2),
[Aw(Ls)(PPhs)] (3), [Au(Ls)(PPh3)] (4), [Au(Ls)(PPhs)] (5), [Au(Ls)(PPhs)] (6), a [Au(L;)(PPhs)]
(7), ukazujici ovlivnéni sekrece prozanétlivych cytokini TNF—u a jejich srovnani s Auranofinem
a vehikulem (maximalni odpovéd’ bunék na zanétlivy stimul (LPS)), HL; = O6—ethylhypoxantin;
HL, = O6-butylhypoxantin; HL; = O6-allylhypoxantin; HL, = O6-benzylhypoxantin, HLs =
O6—fenetylhypoxantin; HLs; = 2—chlor-O6-methylhypoxantin; HL; = 2—chlor-O6-butylhypo-
xantin, ** signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem (p<0,01), *** signifikantni rozdil v poro-
vnani s vehikulem (p<0,001).

— Obr. 7 je graf in vitro protizanétlivé aktivity komplexia [Au(L;)(PPhs)] (1), [Au(Ly)(PPh3)] (2),
[Au(L3)(PPh)] (3), [Au(L4)(PPh3)] (4), [Au(Ls)(PPhs)] (5), [Au(Le)(PPhs)] (6), a [Au(L;)(PPhs)]
(7) ukazujici ovlivnéni sekrece prozanétlivych cytokinii IL-1/ a jejich srovnani s Auranofinem a
vehikulem (maximalni odpovéd’ bunék na zanétlivy stimul (LPS)), HL; = O6—ethylhypoxantin;
HL, = O6-butylhypoxantin; HL; = O6-allylhypoxantin; HL, = O6-benzylhypoxantin; HL; = 06-
fenetylhypoxantin; HLs = 2—chlor-O6-methylhypoxantin; HL; = 2—chlor-O6-butylhypoxantin,
**%* signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem (p<0,001).

— Obr. 8 je graf in vitro protizanétlivé aktivity komplexii [Au(L,)(PPhs)] (2) a [Au(L,)(PPhs)] (7)
ukazujici ovlivnéni transkripce genti prozanétlivych cytokind TNF—a. a jejich srovnani s Aurano-
finem a vehikulem (maximélni odpovéd’ bunék na zanétlivy stimul (LPS)), HL, = O6-butyl-
hypoxantin; HL; = 2—chlor-O6-butylhypoxantin, ** signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem
(p<0,01).

ukazujici ovlivnéni transkripce genli prozanétlivych cytokini IL—1a jejich srovnani s Auranofi-
nem a vehikulem (maximalni odpovéd’ bunék na zangtlivy stimul (LPS)), HL, = O6-butyl-
hypoxantin; HL; = 2—chlor-O6-butylhypoxantin, * signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem
(p<0,05).
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Priklady uskute¢néni vynalezu

V nasledujici ¢asti je vynalez dolozen, nikoli v8ak limitovan, konkrétnimi ptiklady jeho uskutec-
néni. Rozsah vynalezu je pak jednoznac¢né definovan patentovymi naroky.

V nize uvedenych piikladech byly piipravené latky charakterizovany nasledujicimi fyzikalné-
chemickymi metodami:

—elementarni analyza se stanovenim procentualniho zastoupeni uhliku, vodiku a dusiku
(CHN(O)S analyzator Flash 2000, Thermo Scientific),

— infratervena spektroskopie, kde byly oblasti 200 az 600 cm™' (far—IR) a 400 az 4000 cm™
(mid—TR) provedeny technikou ATR (Nexus 670 FT-IR, Thermo Nicolet),

— hmotnostni spektrometrie provedend ESI+ technikou (LCQ Fleet, ThermoScientific)
— 1D a 2D nuklearni magneticka rezonance — 'H, °C, '"H-'H gs—COSY, 'H-"C gs-HMQC, 'H-
C gs—HMBC experimenty (400 MHz NMR spektrometr, Varian),

— monokrystalova rentgenova strukturni analyza (difraktometr Xcalibuer2+CCD detektor Sapphi-
re2, Oxford Diffraction).

Priklad 1: Pfiprava a charakterizace komplext zlata(I) s derivaty hypoxantinu a trifenylfosfanu.

Zlatné komplexy s derivaty hypoxantinu a trifenylfosfanem byly syntetizovany za pouziti modi-
fikovaného postupu popsaného v patentovém spisu CZ 303 649 a v publikaci Z. Travnicek et al.
J. Med. Chem. 55,2012, 4568.

[Au(L}PPh3)] (1): Vytézek: 81 %, Elementarni sloZeni C,sH,;N4OPAu (HL, = O6—ethylhypo-
xantin): vypoctené C: 48,24; H: 3,56; N: 9,00; ziskané: C: 47,78; H: 3,61; N: 9,44 %. ESI+ MS
(methanol, m/z): 187 (vyp. 187) [HL,+Na]’, 623 (623) [M+H]". IR (vatr/em™): 3055w v(C—H),,
2980m v(C—H),;, 2917m v(C-H), 2848w v{(O—CH,), 1592s v(C=N),;, 1549m, 1454m v(O-CH,),
1433s v(C=C)y, 1377m, 1334m, 1318 m v(C¢—0), 1302m, 1175m, 1136m, 1100s v(O—Cyy),
585m, 544s v(Au—N), 498s, 448m, 328m v(Au—P). 'H NMR (DMF~d,, ppm): & (SiMe;) 8,45 (s,
C2H, 1H), 8,36 (s, C8H, 1H), 7,70 (m, PPh;, 15H), 4,61 (q, C10H, 2H), 1,41 (t, C11H, 3H). B¢
NMR (DMF—d;, ppm): & (SiMe,) 159,59 (C6), 158,43 (C4), 150,96 (C2), 146,41 (C8), 134,56~
128,75 (PPh3), 119,92 (C5), 62,46 (C10), 14,45 (C11).
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[Au(L,)(PPh3)] (2): Vytézek: 83%, Elementarni slozeni CyHy¢N4OPAu (HL, = O6-butylhypo-
xantin): vypoctené C: 49,86; H: 4,03; N: 8,61; ziskané: C: 49,43; H: 4,02; N: 8,31 %. ESI+ MS

(methanol, m/z): 215 (vyp. 215) [HL,+Na'], 651 (vyp. 651) [M+H']. IR (varg/cm '): 3048w,
2953m, 293 1m, 2869m, 1599s, 1540m, 1434s, 1367m, 1330m v(CsO), 1277w, 1204w, 1099s,
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v(O-Cyp), 751m, 690m, 584w, 542s, v(Au-N), 499s, 443m, 400m, 327m v(Au—P). 'H NMR
(DMF-d;, ppm): 8 (SiMe,) 8,46 (s, C2H, 1H), 8,36 (s, C8H, 1H), 7,70 (m, PPhs, 15H), 4,57 (m,
C10H, 2H), 1,80 (q, C11H, 2H), 1,48 (sx, C12H, 2H), 0,92 (t, C13H, 3H). °C NMR (DMF-d,,
ppm): & (SiMe,) 160,46 (C6), 151,10 (C2), 146,13 (C8), 135,20~129,60 (PPh;), 119,66 (C5),
67,91 (C10), 30,52 (C11), 20,04 (C12), 14,41 (C13).
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[Au(L3)}(PPhs)] (3): Vytézek: 65%, Elementarni slozeni CysH»pN,OPAu (HL; = O6-allylhypo-
xantin): vypoctené C: 49,22; H: 3,50; N: 8,83; ziskané: C: 48,89; H: 3,62; N: 8,35 %. ESI+ MS
(methanol, m/z): 199 (vyp. 199) [HL;+Na'], 635 (635) [M+H']. IR (varr/cm™"): 3056w v(C—~H),.,
2959m, 2906w vy(O-CH,), 1592s v(C=N),, 1548m, 1474w v(O—-CHy), 1432s v(C=C),;, 1300m
v(Ce-0), 1175m, 1133m, 1099s, v(O—C;), 989m, 746m, 690m, 643m, 584m, 543s, v(Au-N),
496s, 451m, 433m, 396w, 326m v(Au-P), 253w. 'H NMR (DMF—d;, ppm): 3 (SiMe,) 8,41 (s,
C2H, 1H), 8,27 (s, C8H, 1H), 7,78 — 7,07 (m, PPh;, 15H), 6,14 (m, C11H, 1H), 5,45 (d, C12Ha,
1H), 5,20 (d, C12Hb, 1H), 5,12 (d, C10H, 2H). *C NMR (DMF-d,, ppm): & (SiMe,) 159,05
(C6), 153,44 (C4), 150,00 (C2), 148,21 (C8), 135,43 — 129,49 (PPhy), 134,00 (C11), 118,30 (C5),
117,54 (C12), 66,79 (C10).
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[Au(L4)(PPhs)] (4): Vytézek: 72%, Elementarni slozeni C3oHyN;OPAu (HL; = O6-benzylhypo-
xantin): vypo€tené C: 52,64; H: 3,53; N: 8,19; ziskané: C: 52,74; H: 3,36; N: 7,95 %. ESI+ MS
(methanol, m/z): 249 (vyp. 249) [HL,+Na'], 685 (685) [M+H']. IR (vatr/cm™): 3048m, 3069m,
3007m, 2934m, 2850m, 2806m v(C-H),, 1657s, 1578s, 1434n, 1359m, 1274s v(Cs~0), 1185m,
1102m, v(O-Cyy), 1055m, 942w, 748w, 689m, 578m, 543s, v(Au-N), 510m, 496s, 451m, 442m,
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433m, 395w, 371m, 327w v(Au-P), 275w. 'H NMR (DMF—d,, ppm): & (SiMe;) 8,56 (s, C2H,
1H), 8,50 (s, C8H, 1H), 7,72 (m, PPhs, 15H), 7,55 — 7,38 (m, Ph-hypoxantin, 5H), 5,46 (s, C10H,
2H). *C NMR (DMF—d,, ppm): & (SiMey) 159,92 (C6), 159,19 (C4), 154,83 (C2), 148,85 (C8),
135,39 — 130,30 (PPhs), 129,69 — 129,13 (Ph-hypoxantin), 69,57 (C10).
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[Au(Ls)(PPh3)] (5): Vytézek: 57%, Elementarni slozeni Cs;;HysN4OPAu (HLs = O6—fenetylhypo-
xantin): vypoctené C: 53,30; H: 3,75; N: 8,02; ziskané: C: 52,91; H: 3,78; N: 7,71 %. ESI+ MS

10 (methanol, m/z): 263 (vyp. 263) [HLs+Na]", 699 (699) [M+H]". IR (vorr/cm™): 3056m v(C—H),,
2961m, 2796m v(C-H)y 2581m, 1592s v(C=N),, 1548m, 1451m, 1434s v(C=C)y, 1371m,
1335m, 1308s v(Cs—0), 1260m, 1128m, 10,99s v(O—C,p), 997m, 958m, 798m, 744m, 689s,
582w, 545s v(Au-N), 500s, 450w, 436w, 329m v(Au-P), 255w. '"H NMR (DMF-d,, ppm): &
(SiMe,) 8,53 (s, C2H, 1H), 8,41 (s, C8H, 1H), 7,80 — 7,59 (m, PPh;, 15H), 7,53 — 7,30 (m, Ph-

15 hypoxantin, SH), 5,49 (t, C10H, 2H), 3,52 (t, C11H, 2H). C NMR (DMF-d,, ppm): & (SiMe;)
160,06 (C6), 159,26 (C4), 154,23 (C2), 148,62 (C8), 128,23-127,56 (Ph—hypoxantin), 119,57
(C5), 69,13 (C10), 54,23 (C11).

20
[Au(Lg)(PPh3)] (6): Vytézek: 75%, Elementarni slozeni CyyH;oN4OPAu (HLs = 2—chlor-0O6—
methylhypoxantin): vypo&tené C: 44,84; H: 2,98; N: 8,72; ziskané: C: 44,97; H: 3,18; N: 9,16 %.



15

20

25

CZ 305585 B6

ESI[+ MS (methanol, m/z): 208 (vyp. 208) [HLs*+Na]', 643 (vyp. 643) [M+H]". IR (varg/cm™):
3052w v(C-H)a, 2979m v(CHs), 2900w v(C-H)y 1593vs v(C=N),, 1533m, 1420s v(C=C),,,
1371m, 1339s v(Cs—C), 1291m, 1204s, 1118s v(O—Cy;), 10101m, 933m, 691s, 581m, 541s v(Au—
N), 513m, 500s, 456m, 449m, 423m, 346m v(Au-P), 256w. 'H NMR (DMF—d,, ppm): & (SiMe,)
8,42 (s, C8H, 1H), 7,76 — 7,67 (m, PPhs, 15H), 4,56 (s, C10H, 3H). °C NMR (DMF—d;, ppm): 6
(SiMe,) 160,97 (C6), 157,52 (C4), 151,46 (C2), 148,25 (C8), 120,53 (CS), 64,17 (C10).
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[Au(L7(PPh;)] (7): Vytézek: 52%, Elementarni sloZeni CpHysN;OPAu (HL; = 2—chlor—06—
butylhypoxantin): vypoétené C: 47,35; H: 3,68; N: 8,18; ziskané: C: 47,65; H: 3,69; N: 7,84 %.
ESI+ MS (methanol, m/z): 193 (vyp. 193) [HL,~CI+2H]", 651 (651) [M+H]". IR (vate/cm™):
3052w, 2958m, 2870m v(C-H), 1599s, 1533m, 1422m, 1370m, 1297m v(C¢—C), 1202m, 1100m
v(O-Cyy), 927m, 746m, 689m, 586w, 543s v(Au-N), 512m, 504s, 443w, 432w, 328w v(Au-P),
225w. 'H NMR (DMF-d,, ppm): & (SiMe,) 8,42 (s, C8H, 1H), 7,71 (m, PPh;, 15H), 4,56 (s,
C10H, 3H), 1,74 (g, C11H, 2H), 1,42 (sx, C12H, 2H), 0,84 (t, C13H, 3H). C NMR (DMF—d;,

ppm): & (SiMey) 160,98 (C6), 151,90 (C4), 150,13 (C2), 145,57 (C8), 135,40 — 129,49 (PPhs),
121,69 (C5), 66,96 (C10), 30,02 (C11), 20,16 (C12), 14,39 (C13).
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[Au(Lg(PPh;)] (8): Vytézek: 46%, Elementarni slozeni CysH,N;OPCIAu (HLg = 2—chlor-06—
allylhypoxantin): vypoctené C: 46,69; H: 3,16; N: 8,38; ziskané: C: 46,32; H: 3,02; N: 8,68 %.
ESI+ MS (methanol, m/z): 199 (vyp. 199) [HLg+Na]', 669 (vyp. 669) [M+H]". IR (varr/cm™):
3057w V(C-H), 2982m v(C-H),, 1596vs v(C-N),, 1528m, 1432s v(C=C),, 1367m, 1299s
V(Ce-0), 1284m, 1001m v(O-Cy;), 943m, 689s, 589m, 543s v(Au-N), 505m, 449m, 427m,
327m v(Au-P), 250w. '"H NMR (DMF—d,, ppm): & (SiMey) 8,43 (s, C8H, 1H), 7,67 — 7,23 (m,
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PPhs, 15H), 6,25 (m, C11H, 1H), 5,49 (d, C12Ha, 1H), 5,27 (d, C12Hb, 1H), 5,24 (d, C10H, 2H).
BC NMR (DMF-d;, ppm): & (SiMes) 160,54 (C6), 155,02 (C4), 154,31 (C2), 149,15 (C8),
136,28 — 130,01 (PPhs), 133,51 (C11), 120,89 (C5), 118,52 (C12), 66,75 (C10).
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[Au(Lo(PPh3)] (9): Vytézek: 43%, Elementarni slozeni Cs;oHy3N4OPCIAu (HLy = 2—chlor-O6—
benzylhypoxantin): vypoctené C: 50,12; H: 3,22; N: 7,79; ziskané: C: 50,43; H: 3,36; N: 7,52 %.
ESI+ MS (methanol, m/z): 301 (vyp. 301) [HLs+K]', 723 (vyp. 723) [M—CI+H'+K"]. IR
10 (varr/em): 3095m v(C-H),,, 2892m, 1597s v(C=N),,, 1436m v(C=C),;, 1355m, 1297s v(Cc-O),
1087m v(O-Cyy), 1001w, 692m, 581w, 542s, v(Au-N), 506m, 458w, 458w, 442w, 328w v(Au-—
P). '"H NMR (DMF-d,, ppm): & (SiMe;) 8,23 (s, C8H, 1H), 7,83 — 7,65 (m, PPh;, 15H), 7,56 —
7,38 (m, Ph—hypoxantin, SH), 5,49 (s, C10H, 2H). °C NMR (DMF—d;, ppm): 8 (SiMe,) 160,98
(C6), 159,59 (C4), 155,49 (C2), 150,13 (C8), 135,46 — 130,73 (PPhs), 129,75 — 129,13 (Ph-
15 hypoxantin), 117,78 (C5), 70,18 (C10).
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20  Priklad 2: Molekulové struktury komplexti [Au(L;)(PPhs)] (1) a [Au(L;)(PPhs)] (3), HL, = O6—
ethylhypoxantin a HL; = O6-allylhypoxantin, stanovené za vyuZiti monokrystalové rentgenové
strukturni analyzy, kde krystalografické parametry jsou uvadény v jednotkach A, pro které plati
prevodni vztah: 1 A =10""m.

-10 -
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Zékladni krystalografické parametry komplexu [Au(L;)}(PPhs)] (1): mfizkové parametry: a
10,3007(2) A, b 10,8432(2) A, ¢ 11,3338(2) A, « 103,9686(14)°, B 97,5474(13)°, ¥
109,9333(15)°, prostorova grupa: P-1, vazebné délky: Aul-N9 2,048(2) A, Aul-P1 2,234(2) A,
vazebny thel: N9—-Aul-P1 172,730(11)°(viz obrazek 4).

Zékladni krystalografické parametry komplexu [Au(L;)}(PPhs)] (3): mfizkové parametry: a
10,4415(3) A, b 11,0883(2) A, ¢ 11,1500(2) A,  102,6310(15)°, B 111,338(2)°, 797,4988(18)°,
prostorova grupa: P-1, vazebné délky: Aul-N9 2,042(2) A, Aul-P1 2,236(2) A, vazebny thel:
NO9-Aul-P1 175,651(12)°(viz obrazek 5). '

Priklad 3: In vitro cytotoxicka aktivita komplexd zlata v oxidaénim stavu +I a derivati hypoxan-
tinu HL,_ na lidské leukemické linii THP-1.

Pted urCenim in vitro protizanétlivé aktivity pfipravenych komplext zlata(I) byla stanovena in
vitro cytotoxicita u lidskych leukemickych bunék THP-1 pouzitim WST-1 testu. B&hem tohoto
testu zivé (metabolicky aktivni) buiiky redukuji &ervené barvivo 4-[3—(4—jodfenyl)-2—(4—
nitrofenyl)-2 H-5-tetrazolio}-1,3-benzensulfonat (WST-1) na Zluty formazan. Tato reakce je
fizend mitochondridlnim enzymem sukcinat-tetrazolium reduktasou, ktery je aktivni pouze v
zivych bunikach. Mnozstvi vzniklého formazanu je pfimo umémé mnozstvi absorbance spektro-
fotometricky. THP-1 buné¢nd linie byla kultivovana v plastovych lahvich s RPMI 1640 médiem
suplementovanym 2mM L—glutaminem, 10% fetdlnim bovinnim sérem, penicilinem (100 U/ml) a
streptomycinem (100 pg/ml) pti 37 °C ve zvlhéené atmosféfe obsahujici 5% CO,. Pro ugely sta-
noveni vlastni cytotoxické aktivity byla pfipravena bunéna suspenze 5 x 10° bun&k/ml v kulti-
vaénim médiu RPMI 1640 (viz vyse), které neobsahovalo bovinni sérum. Tato buné&na suspenze
byla rozpipetovéana po 100 pl do 96—jamkové mikrotitradni desti¢ky. Testované zlatné komplexy
a ligandy byly nejprve rozpustény v dimethyl sulfoxidu, a pak nafedény do koncentrace 10 mM a
tyto slouzily jako zasobni roztoky. Zasobni roztoky byly pied kazdym testovanim 10x zfedény
kultivatnim médiem bez séra a 1 ul tohoto roztoku byl pfidan k buné&né suspenzi. Smési byly
nasledné inkubovany po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C, 100% vlhkosti a v atmosféie CO,. Poté
byl pfidan roztok WST-1 a nasledovala inkubace po dobu 45 minut. Vznikly formazan byl kvan-
tifikovan spektrofotometricky (Synergy HT, BioTek) pii 440 nm a referenéni vinové délce
630 nm.

Inhibi¢ni koncentrace testovanych komplexii ICsy (uM), odpovidajici koncentraci testovanych

latek potfebné k inhibici riistu 50% nadorovych bun&k, byly vypodteny z davkovych k¥ivek a
jsou uvedeny v tabulce 1.

-11-
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Tabulka 1. Vysledky in vitro cytotoxicity komplex 1-9 a derivati hypoxantinu HL;—HLg vii¢i
lidské leukemické linii THP-1. Vysledky jsou vyjadieny v hodnotach inhibi¢ni koncentrace
ICs+SE (uM) a porovnany s Auranofinem jako zvolenym standardem.

ICs + SE (uM)
THP-1

Testovana latka

JAul)(PPRaYC) . 1171004
[Au(L2)(PPh3)] (2) 1 ,03£0,04
[Au(Ls)}(PPh3)] (3) 870,09
[Au(L4) PPhs)] (4)
[Au(Ls)(PPh3)] (5)
[Au(Le)(PPhs)] (6)
TAUL)(PPhy)] (7)
[Au(Ls)(PPhS)] (8)
[Au(La)(PPhg)]
Auranof in

HL1 G 5
HL:
HL
HL4

HLs
HLs ‘
HL, o
HLs
His

AAm/\

HL; = O6—-¢thylhypoxantin; HL, = O6-butylhypoxantin; HL; = O6-allylhypoxantin; HL, = O6—
benzylhypoxantin; HLs = O6—fenetylhypoxantin; HLs = 2—chlor-O6-methylhypoxantin; HL; =
2—chlor-O6-butylhypoxantin; HLg = 2—chlor—O6-allylhypoxantin; HLy = 2—chlor-O6-benzyl-
hypoxantin.

Piiklad 4: Stanoveni vlivu testovanych komplexi zlata v oxida¢nim stavu +I na sekreci vybra-
nych prozanétlivych cytokini (TNF-a a IL-1/) ve srovnani s Auranofilem a vehikulem.

-----

podobné makrofagim odvozené z lidské bunééné linie THP-1. Buitky THP-1 byly kultivovany
v plastovych lahvich s RPMI 1640 médiem suplementovanym 2mM L-glutaminem, 10% fetal-
nim bovinnim sérem, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (100 pg/ml) (tzv. kompletni
medium) pti 37 °C ve zvlh&ené atmosféfe obsahujici 5% CO,. Za Gicelem diferenciace byla pfi-
pravena bunénéd suspenze 5 x 10° bunék/ml. Tato bun&na suspenze byla rozpipetovana po
100 ul do 96-ti jamkové mikrotitraéni desticky. Diferenciace byla zpuSténa piidanim 1 pl
5 pg/ml 12—-O-tetradekanoyl—forbol—13—acetatu rozpusténého v 5% DMSO v RPMI 1640 médiu.
Buiiky byly poté inkubovany 24 hodin pfi 37 °C ve zvlh¢ené atmosféfe obsahujici 5% CO,. Dife-
rencované buiiky adherovaly na dno kultivaéni ldhve. Médium s nediferencovanymi buiikami
bylo odsato a nahrazeno &erstvym kompletnim RPMI 1640 médiem bez 12-O-tetradekanoyl-
forbol-13—acetatu. Buriky byly kultivovany dalSich 24 hodin. Poté bylo odsato kultiva¢ni médi-
um, buiiky byly promyty fosfatovym pufrem (pH=7,4) a bylo k nim pfidano 100 pl kompletniho
kultivaém’ho média bez bovinniho séra takto byly buriky inkubovény dalsich 24 hodin Takto
byla stanovena na zakladé urleni vlivu testovanych Au(l) komplexi na sekreci prozanétlivych
cytokini TNF-« a IL-183. K diferencovanym buiikdim THP-1 v 96-ti jamkové mikrotitrani

-12-
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desti¢ce (objem média 100 pl na jamku) bylo pfidano 1 ul 30 pM roztoku testovanych latek roz-
pusténych v 10% (w/w) DMSO v RPMI 1640 médiu. Buiiky byly s testovanymi latkami preinku-
bovany hodinu. Déle byl k buiikam p¥idan 1 pl 100 pg/ml lipopolysacharidu (LPS) z Escherichia
coli 0111:B4 rozpusténym v RPMI 1640 médiu, ktery simuluje zanétlivou reakci aktivaci TLR—4
receptoru, a buiiky byly poté inkubovany 24 hodin pfi 37 °C ve zvlhéené atmosfére obsahujici
5% CO,. Po této inkubaci bylo odebrano kultivaéni médium, ve kterém se po centrifugaci stano-
vil obsah prozanétlivych cytokini TNF—¢ a IL-13 metodou ELISA (Enzyme-Linked Immuno-
Sorbent Assay). Statistickd analyza byla provedena programem ANOVA a Tuckey testem pro
vicendsobné porovnani. Vysledky (viz. tabulka 2, obrazek 6, obrazek 7) byly srovnany
s Auranofinem a vehikulem (buiiky, ke kterym byl pfidan pouze LPS).

V Tabulce 2 jsou uvedeny koncentrace prozanétlivych cytokinii TNF—« a IL-1/ stanovené po
inkubaci LPS—stimulovanych makrofagi THP-1 bungk s testovanymi komplexy.

-----

prozanétlivych cytokini TNF—a a IL-1/ a jejich srovnani s Auranofinem a vehikulem (maxi-
malni odpoveéd’ bun€k na zanétlivy stimul (LPS)). Vysledky jsou vyjadfeny v hodnotach koncen-
trace c+SE (pg/ml) piislusného cytokinu v kultivaénim médiu.

- ¢ + SE (pg/ml) c = SE (pg/ml)
Testovana latka | TNF-a IL-1B
[Au(L)(PPhy)] (1) = 5765#367 = 3534326
[Au(L2)(PPhs)] (2) - 4496£325  237,161,0
[Au(L:)(PPhs)] (3) 57451418 250,9+11,2
[Au(L:)(PPhsy)] (4) 35164255 238,6+33,5
[Au(Ls)(PPh3)}.(5) - 55631620 27032470
[Au(Le)(PPhs)] (6) 62001676 28494415
[Au(L2)XPPho)I(7) - 47934536 22024223
Auranofin 210,5£9,1
vehikulum . - - 703,2+65,1

HL, = O6—ethylhypoxantin; HL, = O6-butylhypoxantin; HL; = O6-allylhypoxantin; HL, = O6—
benzylhypoxantin; HL; = O6—fenetylhypoxantin; HLg = 2—chlor—-O6—methylhypoxatin; HL, = 2—
chlor-O6-butylhypoxantin.

Priklad 5: Stanoveni vlivu testovanych zlatnych komplexi na transkripci prozanétlivych cytokint
TNF-a a IL-1ve srovnani s Auranofilem a vehikulem.

Dalsi urovni testovani protizanétlivé aktivity bylo posouzeni vlivu testovanych latek na tran-
skripci gend prozanétlivého cytokinu TNF-« a gend prozanétlivého cytokinu IL-14. K diferen-
covanym buiikdm v 96-ti jamkové mikrotitratni destidce (objem média 100 pl na jamku) byl
pfidén 1 pl 30 uM roztoku testovanych latek rozpusténych v 10% (w/w) DMSO v RPMI 1640
médiu. Buiiky byly s testovanymi litkami preinkubovéany hodinu. Nasledné byl k buiikém p¥idan
1 pl 100 pg/ml lipopolysacharidu (LPS) z Escherichia coli 0111:B4 rozpuiténym v RPMI 1640
meédiu, ktery simuluje zanétlivou reakci aktivaci TLR—4 receptoru, a buiiky byly dale inkubovany
2 hodiny pfi 37 °C ve zvlhéené atmosféfe obsahujici 5% CO,. Nésledné bylo inkuba¢ni médium
odsato a buiiky byly promyty ledovym PBS (pH 7,4). Ptisedlé butiky byly rozlozeny komer&né
dostupnym lyza¢nim pufrem s obsahem inhibitori RNas. Uvolnéna mRNA byla pievedena na
¢DNA pomoci reverzni transkriptasy. Mnozstvi ziskané ¢cDNA bylo kvantifikovano metodou
real-time PCR (qPCR), pficemz jako endogenni kontrola kvantifikace byla pouzita mRNA (re-
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spektive cDNA) genu pro (—aktin. Relativni zména genové exprese TNF—a po pilisobeni zlatny-
mi komplexy byla vypo¢tena metodou AACr.

Pro stanoveni in vitro protizanétlivé aktivity studovanych komplext [Au(L,)(PPhs)] (2), [Au(Ly)-
(PPh3)] (7) a Auranofinu byla pouzita vySe popsand metoda na stanoveni vlivu testovanych zlat-
nych komplexti na transkripci geni prozanétlivych cytokind TNF-« a IL-18 (HL, = 06—
butylhypoxantin, HL, = 2—chlor—O6-butylhypoxantin). Statistickd analyza byla provedena pro-
gramem ANOVA a Tuckey testem pro vicenasobné porovnani (tabulka 3, obrazek 8, obrazek 9).

rrrrr

nétlivych cytokini TNF—a a IL-18 ovlivnénou studovanymi komplexy 2 a 7 ve srovnani s
Auranofinem a vehikulem.

genova transkripce genova transkripce
Testovana latka (A.U.x SE) (A.U.x SE)

TNF-a iL-18
[Au(L2)(PPhs)] (2) 46,37+1,78 V 2,21+0,43
[Au(LH(PPh)]I (7) ~ 42674078 . 2344046
Auranofin 43,5914,86 ) 2,26+0,20 -
_vehikulum 79724844 - i'«“_ 420+056 = ____

HL, = O6-butylhypoxantin; HL, = 2—chlor—O6—butylhypoxantin.

Ptiklad 6: In vitro cytotoxicka aktivita Au(I) komplext na vybranych lidskych nadorovych lini-
ich.

-----

coZ je mikrotitraéni metoda, ktera hodnoti Zivotaschopnost bun€k na zakladé redukce 3—(4,5-
dimethylthiazol-2—y1)-2,5—difenyltetrazolium bromidu (MTT) na modré formazanové barvivo.
K této redukci dochazi pouze v zivych burkach, jejichz pocet tak odpovida mnozstvi zredukova-
ného MTT, takze lze timto zplisobem stanovit cytotoxicitu riznych chemickych latek. V ramci
buriky jsou za redukci zodpovédné enzymy mitochondridlnich dehydrogenas. Vznikajici forma-
zanové barvivo je nerozpustné a je nasledné kvantifikovano po rozpusténi v DMSO na klasickém
spektrofotometru (ELISA reader). In vitro testy protinddorové aktivity byly provedeny na nasle-
dyjicich lidskych nadorovych bunéénych liniich: osteosarkom (HOS), prsni adenokarcinom
(MCF7), karcinom plic (A549), maligni melanom (G361), karcinom délozniho ¢ipku (HeLa),
karcinom vajecniku (A2780), karcinom vaje¢niku rezistentni na cisplatinu (A2780R) a karcinom
prostaty (22Rv1). Linie byly udrzovany v kultivaénich lahvich v DMEM médiu (4,5 g/1 glukosy,
2 mM L-glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10% fetalniho teleciho séra a
hydrogenuhli¢itan sodny) pro buné¢né kultury A549, Hela, HOS, MCF7, v RPMI-1610 médiu
(2 mM L—glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10% fetélniho teleciho séra
a hydrogenuhli¢itanu sodného) pro bunééné kultury A2780, A2780R, LNCaP a v McCoy's médiu
(2 mM L—glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10% fetalniho teleciho séra
a hydrogenuhli¢itanu sodného) pro buné&éné kultury G361. Suspenze bun&k (25 000 bunck/-
jamka) byly rozpipetovany po 200 pl na 96-ti jamkové mikrotitraéni desticky. Tyto byly prein-
kubovény pii 37 °C v atmosféte CO, po dobu 24 hodin. Testované latky byly nejprve rozpustény
v N,N—dimethylformamidu, a pak nafedény do koncentrace 50,0 mM a tyto slouzily jako zasobni
roztoky. Pro vlastni experiment byly zasobni roztoky fedény 1000x v kultivaénim médiu do ma-
ximalni koncentrace determinované rozpustnosti latky (20,0-50,0 uM). Po odséti kultivatniho
média byla smés jednotlivych testovanych latek pfidana k preinkubované suspenzi nadorovych
bun&k. Smési byly nasledn& inkubovany po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C a v atmosféie 5%
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CO,. Poté byl pfidan zifedény roztok MTT v sérovém médiu (0,3 mg/ml) a nasledovala inkubace
po dobu 1 hodiny. Analyza koncentrace MTT formazanu byla provedena spektrofotometricky
(TECAN, Schoeller Instruments LLC) pii 540 nm.

V Tabulce 3a jsou uvedeny inhibi¢ni koncentrace testovanych komplexii ICs, (LM).
Tabulka 3a. Vysledky in vitro cytotoxicity pfipravenych komplexii 46 a derivatii hypoxantinu

HL,~HL¢ stanovené pomoci MTT testu a vyjadiené v hodnotach inhibi¢ni koncentrace ICs:£SE
(M), a jejich porovnani s cisplatinou jako zvolenym standardem.

ICsot SE (uM)
) » MCF7 HOS A549 G361 Hela A2780 A2780R  22RVt
TAU(L)(PPh Y (4), 37414 5 11,3220, 168421 39815 142815 36804 T 53%h1 . 38804
[Au(Ls)}(PPhs)] (5) 6,3+2,4 ‘ 6,612,9 19,312,5 3.4+0,2 19,8828 42407 5‘2;1 0 4.4+0.8
[AULKPPRT(6) 5282.F + 40100 T 21.781,0  30:04 . 21681.0¢ 42810+ 50100 ¢ 368020

Testovana latka

cisplatina 17,9435 20,5¢0,3 >50 53:0.7 =50 216+06 20,0x47 26,9135
HLL 08 T T 280 G 3s0% i %80 1Y - s60% 1 5807 4 500 1 is0 w ns0 T S
HLs >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25

HL, = O6-benzylhypoxantin; HL; = O6—fenetylhypoxantin; HLs = 2—chlor-O6-methylhypo-
xantin; MCF7 = lidsky prsni adenokarcinom; HOS = lidsky osteosarkom; A549 = lidsky karci-
nom plic; G361 = lidsky maligni melanom; HeLa = lidsky karcinom délozniho &ipku; A2780 =
lidsky karcinom vajecnikii; A2780R = lidsky karcinom vaje¢nikii resistentni viéi cisplatiné;
22Rv1 = lidsky karcinom prostaty

PATENTOVE NAROKY

1. Komplexy zlata v oxida¢nim stavu +I s derivaty hypoxantinu (1H-purin-6(9H)—onu) a s
derivaty fosfanu, a jejich krystalosolvéty, zahrnujici strukturni motiv I obecného vzorce [Au(L)-
(PR3)] a vyjadfeny strukturnim vzorcem II,

RZ\
(o]
7
NZ N\
L——Au—PR; /k\ I >
N
R1 3N \9
A\u
PR;

(1) (),

kde

— symbol L predstavuje deprotonizovany derivat hypoxantinu vazany pies atom dusiku N9 na
atom zlata zpiisobem vyjadfenym v zakladnim motivu I,

— PR3 je derivat fosfanu,
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— substituenty R jsou nezavisle vybrany ze skupiny alkyl, cykloalkyl, substituovany alkyl, substi-
tuovany cykloalkyl, aryl, nebo heteroaryl, a/nebo jejich libovolné kombinace,

— substituent R1 je nezavisle vybran ze skupiny atom vodiku, halogen,

— substituent R2 je nezavisle vybran ze skupiny atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl,
substituovany alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl,

cykloheteroalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalkenyl,
cykloheteroalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, heteroaryl,

kde termin:

— halogen

piedstavuje atom fluoru, chloru, bromu nebo jodu

— alkyl

pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 8, predevsim pak z 1 az 6
atoma uhliku,

— alkenyl

pfedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 12, predevsim pak ze 3 az
6 atom{ uhliku, obsahujici alespori jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— alkynyl

piedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 12, predevsim pak ze 3 az
6 atomul uhliku obsahujici alespon jednu trojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— cykloalkyl

pfedstavuje cyklicky uhlovodik ze 3 az 12, predev§im pak ze 3 az 8 atomi uhliku, a to v€etné
kondenzovanych cyklii nezavisle vybranych ze skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalke-
nyl, cykloheteroalkenyl,

— cykloheteroalkyl

piedstavuje cykloalkyl s alespori jednim atomem uhliku zaménénym za heteroatom ze skupiny
dusik, kyslik, nebo sira,

— cykloalkenyl

piedstavuje cykloalkyl obsahujici alespoti jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— cykloheteroalkenyl

pfedstavuje cykloheteroalkyl obsahujici alespori jednu dvojnou vazbu mezi dvéma atomy uhliku,
atomem uhliku a heteroatomem, nebo dvéma heteroatomy,

— substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, substituovany cykloalkyl,
substituovany cykloheteroalkyl, substituovany cykloalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl
piedstavuji alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalke-
nyl substituované substituenty z mnoziny halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cyklohete-
roalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl,

—aryl

predstavuje fenyl,

— heteroaryl

predstavuje aryl s alespoii jednim atomem uhliku zaménénym za heteroatom ze skupiny dusik,
kyslik, nebo sira.

2. Kirystalosolvaty komplexi zlata strukturniho vzorce II podle naroku 1, jejichZ sloZeni vyja-
diuje vzorec [Au(L)PR;)]-nSolv, ve kterém jsou

— L a PR; definovany v naroku 1,
—n znamena pocet krystalosolvatovych molekul a nabyvé hodnot predevsim 1 az 6, a

— Solv je anorganicka nebo organickd molekula vybrana ze skupiny voda, primarni alkohol,
sekundarni alkohol, aceton, N, N'—dimethylformamid, dimethyl sulfoxid, chloroform, dichlorme-
than, acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatng, nebo v kombinaci uvedenych solvato-
vych molekul.
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3. Farmakologicky prostiedek, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky u¢inné
mnoZstvi zlatnych komplexii vzorce II podle naroku 1 nebo jejich krystalosolvatt podle naroku 2
s jednim ¢i vice pfijatelnymi nosi¢i a pomocnymi latkami.

4. Pouziti farmakologického prostfedku podle naroku 3 pro vyrobu Ié€iv pro 1é&eni zanétlivych
a/nebo nadorovych onemocnéni, zejména pro 1é€eni adenokarcinomu prsu a/nebo osteosarkomu
a/nebo karcinomu plic a/nebo maligniho melanomu a/nebo karcinomu délozniho &ipku a/nebo
karcinomu vaje¢niki a/nebo karcinomu vajeénikd rezistentnimu viici cisplatiné a/nebo karcino-
mu prostaty.

6 vykresti
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