PL 245357 B1

RZECZYPOSPOLITEJ
POLSKIEJ

(19) WA A Towy 10 PL 245357 B1
=

(12) Opis patentowy

(21) Numer zgtoszenia: 439403 (1) MKP:

(22) Data zgloszenia: 2021.11.02 CO7F 15/00  (2006.01)
(43) Data publikacji o zgtoszeniu: 2023.05.08 BUP 19/2023 CO07D 231/38 (2006.01)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2024.07.08 WUP 28/2024 A61K 33/243 (2019.01)

A61P 35/00 (2006.01)

(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET JAGIELLONSKI, Krakéw, PL

(72) Twérca(-y) wynalazku:
KRZYSZTOF SZCZUBIALKA, Krzywaczka, PL
MARTA STOLAREK, Krakoéw, PL
MARIA NOWAKOWSKA, Krakoéw, PL
KAMIL KAMINSKI, Krakéw, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Rafat Witek, Wroctaw, PL

(54) Tytut:
Pochodna cisplatyny o cytotoksycznos$ci kontrolowanej $wiattem UV/VIS, sposéb jej
wytwarzania oraz zastosowanie w terapii antynowotworowej



2 PL 245357 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest pochodna cisplatyny o cytotoksycznosci kontrolowanej $wiattem
UV/VIS (ultrafiolet/Swiatto widzialne) oraz spos6b otrzymywania tej pochodnej. Pochodna cisplatyny be-
dgca przedmiotem wynalazku znajduje zastosowanie w terapii antynowotworowe;j.

Idea zastosowania $wiatta w celach terapeutycznych jest znana w stanie techniki i wykorzysty-
wana juz od ponad stu lat. Do tej pory najbardziej znanym jej przyktadem jest terapia fotodynamiczna
(PDT), stosowana gtéwnie w leczeniu nowotworéw [1]. PDT polega na podawaniu substancji zwanej
fotouczulaczem, ktéra po absorpcji $wiatta i wzbudzeniu elektronowym przekazuje pochtonietg energie
czgsteczkom tlenu, tworzac reaktywne formy tlenu (ROS), stanowigce rzeczywisty czynnik aktywny
niszczgcy komoarki rakowe. Fotofarmakologia opiera sie na innym podej$ciu do terapeutycznego wyko-
rzystania $wiatta [2]. Polega ona na zastosowaniu fotoaktywnej czasteczki, ktéra sama jest lekiem,
moze by¢ rowniez przytgczona do czasteczki leku lub do struktury komérkowej, takiej jak kanat jonowy.
Aktywnos$¢ farmakologiczng takiego uktadu mozna modyfikowaé poprzez absorpcje Swiatta, po ktérej
nastepuje nieodwracalne zdarzenie fotochemiczne z udziatem czgsteczki, takie jak fotodysocjacja, prze-
niesienie grupy wewnatrzczgsteczkowej, wodoru lub elektronu lub odwracalna znaczaca zmiana
ksztattu czgsteczki. Zmiana struktury czgsteczki, a co za tym idzie jej wielkosci i wtasciwosci fizykoche-
micznych (moment dipolowy, rozpuszczalnos$é, sztywnosé), moze spowodowac zmiane jej wtasciwosci
biologicznych i aktywno$ci farmakologicznej skutkujgcg zmiang (wzmocnieniem lub ostabieniem) efektu
terapeutycznego. Czasteczki zdolne do odwracalnej zmiany swojej struktury pod wptywem absorpcji
Swiatta 0 odpowiedniej dtugosci fali nazywane sg fotoprzetacznikami. Najwczesniejszym i najczesciej
uzywanym typem fotoprzetgcznikdéw sg zwigzki na bazie azobenzenu, ktére mogg ulegaé fotoizomery-
zacji trans-cis (E/Z) [3]. Jedng ze strategii fotofarmakologicznych jest wprowadzenie czgsteczki foto-
przetgcznika w miejsce strukturalnie podobnej czesci czasteczki leku. W ten sposob uzyskuje sie izoster
leku zawierajgcy fotoprzetgcznik. Taka procedura nazywana jest ,azologizacjg”, poniewaz pierwotnie
stosowano jg do pochodnych azobenzenu wykorzystywanych jako fotoprzetgczniki. Azologizacje mozna
zastosowaé do wielu lekéw bedacych pochodnymi stilbenu, N-fenylobenzamidu i innych typéw (he-
tero)arylo-(hetero)aryloamidéw, anilin benzylowych i (tio)eteréw benzylofenylowych [2]. Pierwszy sys-
tem fotofarmakologiczny, ktéry obejmowat aktywacje kanatéw jonowych $wiattem w celu kontrolowania
odpalania neuronéw, zostat opisany w 2004 roku [4]. Do tej pory zostata zbadana fotokontrola nad an-
tybiotykami [5], enzymami [6], peptydami i biatkami [7], kwasami nukleinowymi [8], oligonukleotydami
[9], kanatami jonowymi (Cl, Ca, K, Na) [10] i receptorami komérkowymi [11]. Podejscie fotofarmakolo-
giczne zostato zaproponowane w terapii nowotwordéw [12], cukrzycy [13], patologii stuchu [14] i wzroku
[15], bolu [16] oraz chordb zakaznych [17]. Koncepcja fotofarmakologiczna w terapii jest bardzo atrak-
cyjna, poniewaz Swiatto pod wieloma wzgledami jest idealnym bodzcem terapeutycznym: Swiatto wi-
dzialne (Vis) lub podczerwone (IR) jest nieszkodliwe dla cztiowieka i moze dociera¢ do dotknietego ob-
szaru ciata w duze;j ilosci (intensywno$¢), z bardzo dobrg jako$ciowg (dtugos¢ fali), iloSciowg (czas na-
$wietlania) i przestrzenng precyzjg. Swiatto moze byé dostarczane bezposrednio (skéra, oczy), endo-
skopowo (przewdd pokarmowy, uktad oddechowy, macica, drogi zétciowe, zatoki, pecherz moczowy),
przez skére (jadra, tarczyca, niektére wezty chtonne, miesnie i kosci) lub przez naciecie skéry (otrzewna,
trzustka, watroba, zotadek, nerki, prostata). Najbardziej niedostepne dla $wiatta czesSci ciata to mézg
i szpik kostny, do ktérych mozna dotrzeé tylko chirurgicznie. Szczegdlnie przydatne jest Swiatto o diu-
goéci fali w zakresie ograniczonym do obszaru podczerwieni (tzw. okienko terapeutyczne), ktére moze
przenika¢ do tkanek pod skérg na gtebokos$¢ do okoto 2 cm.

Znane w stanie techniki sg rowniez fotoprzetaczniki. Zwigzki nimi zmodyfikowane powinny cha-
rakteryzowac sie aktywnoscig terapeutyczng po napromieniowaniu jedng dtugoscig fali i traci¢ swojg
aktywno$¢ po napromieniowaniu inng, przy czym optymalnie obie powinny znajdowac sie w oknie tera-
peutycznym. Co wiecej, obie formy czgsteczki fotoprzetgcznika powinny by¢ stabilne (tj. nie powinny
zmieniac¢ sie spontanicznie jedna w drugg poprzez izomeryzacje termiczng, jak w przypadku wiekszosci
izomerow cis pochodnych azobenzenu), a wszystkie lub przynajmniej zdecydowana wiekszo$é czaste-
czek powinna ulegaé fotoizomeryzacji po absorpcji $wiatta 0 danej dtugosci fali. Innymi stowy, stany
fotostacjonarne (PSS), ustalone po wystarczajgco dtugim naswietlaniu dowolng dtugoscig fali, powinny
zawierac¢ praktycznie czysty jeden z obu izomeréw. Kolejnym wymaganiem, szczegdlnie waznym
w przypadku, gdy fotoprzetgcznik ma dziata¢ w Srodowisku wewnatrzkomaérkowym, jest odporno$é na
procesy biochemiczne, ktére mogg go dezaktywowag, takie jak hydroliza czy redukcja formg zreduko-
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wang glutationu (GSH). Ta ostatnia jest czesto spotykanym problemem, zwigzanym z fotoprzetgczni-
kami opartymi na azobenzenie [18]. Ponadto synteza i dalsza funkcjonalizacja fotoprzetgcznika powinna
by¢ fatwa. Niestety idealny fotoprzetacznik nie zostat jeszcze opracowany. Na przyktad izomery cis fo-
toprzetgcznikéw opartych na azobenzenie czesto termicznie izomeryzujg do postaci trans zbyt szybko,
aby mozna je bylo zastosowaé terapeutycznie. Jest to w szczegdlnosci problem z fotoprzetgcznikami
absorbujgcymi $wiatto podczerwone i/lub dziatajgcymi w Srodowisku wodnym. Ponadto trudne jest jed-
noczesne osiggniecie diugiego termicznego okresu péttrwania izomeru i wysokiej zawartosci tego foto-
izomeru w PSS [19]. W zwigzku z tym prowadzone sg liczne badania i osiggnieto szybki postep w pra-
cach nad czagsteczka, ktéra mogtaby spetni¢ wszystkie wymagania idealnego fotoprzetgcznika. Aryloa-
zopirazole (AAP) po raz pierwszy zsyntetyzowano prawie 30 lat temu [20], ale ich zdoInosci fotoprzeta-
czania badane sg dopiero od 2014 r. (grupa Fuchtera) [21]. Stwierdzono, ze wtasciwosci zwigzkow
opartych na ugrupowaniu AAP czynig je niemal idealnymi fotoprzetgcznikami [2, 22-24]. Konformacja
izomeru cis AAP jest niedostepna dla azobenzendéw i moze by¢ sterycznie zmodyfikowana przez pod-
stawienie w pierScieniu pirazolowym [21]. Na podstawie obliczern DFT oczekuje sie duzej rdznicy
w momentach dipolowych miedzy izomerami AAP, np. dla benzimidazolowej pochodnej arylazopirazolu
réznica momentow dipolowych miedzy izomerami trans i cis wynosi 3,30 D [25]. W szczeg6Inoéci foto-
przetagczniki typu AAP, ktére sg pochodnymi eteru pirazoliloazofenylowego, majg zalety istotne w zasto-
sowaniach biomedycznych, tj. wykazujg prawie ilosciowg fotoizomeryzacije trans-cis i fotoizomeryzacje
odwrotng odpowiednio w bliskim UV (365 nm) i w $wietle widzialnym (532 nm) [26]. Dla $wiatta widzial-
nego przy 400 nm fotoizomeryzacja trans-cis nie jest iloSciowa, ale nadal bardzo wydajna (80%),
a zatem obie fotoizomeryzacje mozna osiggng¢ przy uzyciu wytgcznie Swiatta widzialnego [26]. W przy-
padku pochodnych azobenzenowych tak wysokg konwersje osiggnieto tylko w azobenzenach zmostko-
wanych (diazocynach) [27]. Poza tym odpychanie steryczne w obrebie izomeru cis AAP jest zmniej-
szone w poréwnaniu z azobenzenem, w wyniku czego uzyskuje sie dlugozyjacy izomer cis (t12 ~ mie-
sigce, wiec mozna AAP uznaé za fotochrom typu P). Ponadto etery pirazoiloazofenylowe sg odporne
na fotoreakcje uboczne i redukcje przez GSH [18, 26], co jest warunkiem wstepnym ich wewnatrzko-
morkowej, dtugotrwatej aktywnosci in vivo. Istotny jest réwniez fakt, ze grupa pirazolowa jest obecna
w wielu substancjach wykazujgcych aktywno$¢ biologiczng [28, 29], w tym przeciwnowotworowg [30],
przeciwwirusowg [31], przeciwdrgawkowa [32], oraz inhibitorach cyklooksygenazy (COX) [33] i nitryfi-
kaciji [34].

W stanie techniki znana jest cisplatyna (cis-diaminodichloroplatyna (ll), CDDP), ktéra zostata po
raz pierwszy zsyntetyzowana w 1845 r. przez Michele Peyrone i zostata nazwana solg Peyrone'a [1].
Jej silne dziatanie przeciwnowotworowe zostato przypadkowo odkryte w 1967 r. przez Rosenberga [2].
W 1978 roku zwigzek ten zostat zatwierdzony jako lek przeciwnowotworowy przez FDA, a rok pézniej
w Wielkiej Brytanii i innych krajach europejskich. Od tego czasu stat sie jednym z najszerzej stosowa-
nych lekéw przeciwnowotworowych, przede wszystkim w leczeniu raka jader, jajnikbw, szyjki macicy,
gtowy i szyi, raka pecherza moczowego i ptuc, w leczeniu czerniakéw i chtoniakéw. Szacuje sie, ze
Swiatowy rynek cisplatyny jest wart okoto 2 miliardy dolaréw, a co drugi pacjent onkologiczny jest le-
czony cisplatyna lub jej analogiem [3]. Cisplatyna jest podawana dozylnie i wigze sie z biatkami osocza
w 65-98% w ciggu 24 godzin po szybkiej infuzji i w 100% po powolnej infuzji [4]. Wnika do komérek
poprzez dyfuzje bierng przez btone komérkowa [5] lub jest aktywnie przenoszona przez biatko transpor-
tujgce miedz (CTR1) [6]. Dlatego komorki z wyzszg ekspresjg CTR1 sg bardziej wrazliwe na cisplatyne [7].
Stezenie anionéw chlorkowych CI- w komérce jest znacznie mniejsze niz poza komoérka, dlatego ligand
w postaci anionu chlorkowego Cl- w cisplatynie jest zastepowany czgsteczkami wody i powstaje jedno-
wodny, dodatnio natadowany kompleks, ktéry preferencyjnie reaguje z atomem N7 w guaninie w obrebie
genomowych lub mitochondrialnych nici DNA. Kompleks reaguje nastepnie z atomem azotu zasady
azotowej innego nukleotydu (guaniny lub adeniny [8]), gtdwnie w tej samej nici tworzgc cykliczny addukt
[9]. Powstawanie adduktu blokuje produkcje DNA, mRNA i biatek, co ostatecznie prowadzi do nekrozy
lub apoptozy komérek. Co ciekawe, zwigzki frans-platyny nie wykazujg aktywnos$ci przeciwnowotworo-
wej ze wzgledu na niezdolno$é do sieciowania DNA i szybkg dezaktywacje przez tiole [10]. Ponadto
cisplatyna indukuje stres oksydacyjny poprzez tworzenie reaktywnych form tlenu, takich jak rodnik hy-
droksylowy lub anionorodnik ponadtlenkowy. Niestety cisplatyna reaguje nie tylko z DNA. Drugim celem
jest grupa tiolowa glutationu (GSH). Reaguje takze z cytoszkieletem, RNA i biatkami zawierajgcymi
grupy tiolowe, takimi jak metalotioneiny [11]. Te interakcje sg odpowiedzialne za ciezkie dziatania nie-
pozadane cisplatyny, ktére obejmujg nudnosci, wymioty, nefrotoksycznos$¢, ototoksyczno$é, hepatotok-
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syczno$é i neurotoksyczno$é. Kolejnym wyzwaniem zwigzanym ze stosowaniem cisplatyny jest obser-
wowana niekiedy oporno$é na ten lek. Niektére nowotwory sg z natury oporne na cisplatyne (np. rak
okreznicy i niedrobnokomérkowy rak ptuc), podczas gdy inne rozwijajg oporno$¢ z czasem (np. rak
jajnika lub drobnokomorkowy rak ptuc). Rozwdj opornosci wynika ze zmniejszonej akumulacji leku we-
wnatrz komérek, inaktywacji GSH i metalotionein oraz szybszej naprawy DNA [12]. Ze wzgledu na kli-
niczne ograniczenia cisplatyny zsyntetyzowano i przetestowano ogromng liczbe jej pochodnych. Kar-
boplatyna i oksaliplatyna stanowig dwa przykfady, ktére zostaty z powodzeniem wprowadzone do le-
czenia klinicznego. Aby mégt zosta¢ dopuszczony do zastosowan klinicznych, analog platyny musi wy-
kazywac¢ co najmniej jedng przewage kliniczng nad cisplatyna, np. aktywno$¢ wobec nowotwordéw we-
wnetrznie opornych na cisplatyne, zmniejszenie dziatan niepozadanych lub mozliwo$é podawania do-
ustnego [13]. Badania zalezno$ci miedzy strukturg a aktywnoscia (SAR) wykazaly, ze aby wykazywac
aktywno$¢ przeciwnowotworowg, nowy kompleks platyny powinien spetniaé nastepujgce kryteria [14]:
zwigzek powinien by¢ neutralny, zwigzek musi mie¢ dwie grupy odchodzace, ktére sg w pozycji cis
wzgledem siebie, a w konsekwencji obie grupy aminowe réwniez powinny znajdowac sie we wzajemnej
pozycji cis, grupy odchodzgce powinny mie¢ umiarkowang tendencje do dysocjaciji. Zwigzki z ligandami,
ktére zbyt tatwo dysocjujg, sg niedopuszczalnie toksyczne, podczas gdy zwigzki z ligandami zbyt silnie
zwigzanymi sg nieaktywne. Kation platyny tworzy trwate wigzania koordynacyjne z atomami azotu
zwigzkoéw aromatycznych zawierajgcych azot [15]. W zwigzku z tym zsyntetyzowano i zbadano szereg
analog6w cisplatyny z grupami aminowymi zastgpionymi przez zwigzki N-heterocykliczne. Tego typu
pochodng cisplatyny jest m.in. pikoplatyna, w ktérej zastgpienie jednej grupy aminowej ortopikoling
(tj. 2-metylopirydyng) skutkowato nizszg aktywnoscig wobec guzdw wrazliwych na cisplatyne, ale wyz-
szg wobec raka jajnika i drobnokomdérkowego raka ptuc [16]. Przyktadami innych pierScieni N-heterocy-
klicznych stosowanych jako ligandy sg ugrupowania takie jak: pirydyna, 7-azaindol, rutaekarpina, imi-
dazol, oksadiazol, oksoizoaporfina, benzotiazol, fenantrydyna, 1,8-naftyrydyna oraz 1,10-fenantrolina.
Szczegolnie interesujgce sg kompleksy ligandow opartych na pirazolu i Pt>*. Analog cisplatyny zawie-
rajgcy pirazol (cis-PtClz(pzH)2 zostat po raz pierwszy zsyntetyzowany przez van Kralingena i wspétpra-
cownikéw [17]. P6zniej Sakai wraz z zespotem zaproponowali zmodyfikowang metode syntetyczng [18].
Stwierdzono, ze cis-PtCl2(pzH). ma aktywnos$é przeciwnowotworowg znacznie nizszg niz cisplatyna
[18,19], a jej analog kwasu 3,5-pirazolodikarboksylowego byt catkowicie nieskuteczny wobec linii ko-
morkowej ludzkiego gruczolakoraka zotagdka (AGS) [18]. Z drugiej strony, kationowe wielocentrowe
kompleksy platyny potagczone z 4,4'-dipirazoliiometanem tworzyly wigzania z ré6znymi niémi DNA i wy-
kazywaty aktywnos$¢ w linii komérkowej mysiej biataczki L1210 oraz w ludzkim raku jajnika [20].

W Swietle obecnego stanu techniki pozostaje nierozwigzanych wiele probleméw takich jak: wy-
soka toksyczno$¢ cisplatyny i jej pochodnych w terapii przeciwnowotworowej w stosunku do komoérek
zdrowych, brak mozliwosci manipulowania poziomem cytotoksycznosci cisplatyny lub jej pochodnej
Swiattem UV lub VIS, brak mozliwosci wielokrotnego przeprowadzania cisplatyny lub jej pochodnych
w forme o wysokiej badz niskiej toksycznosci, duza liczba skutkéw ubocznych towarzyszacych dotych-
czasowej terapii cisplatyng i jej pochodnymi prowadzgce do powaznych konsekwencji m.in. infekcji,
krwawienia, wyczerpania, wymiotow, utraty apetytu, biegunek, utraty stuchu, niewydolnosci nerek, trud-
nosci z oddychaniem i wtérnych nowotworéw, niska skuteczno$¢ leczenia cisplatyng znang w stanie
techniki, pojawigjgca sie z czasem z powodu pojawienia sie opornosci, w tym opornoéci krzyzowe;j.
W zwigzku z tym istnieje konieczno$¢ opracowywania i syntetyzowania nowych pochodnych cisplatyny,
jako potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych, ktére mogtyby stanowié zrewolucjonizowane podej-
Scie w leczeniu tych schorzen.

Nieoczekiwanie wiekszos$¢ wskazanych powyzej problemoéw technicznych moze byé rozwigzana
w prezentowanym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest nowa pochodna cisplatyny oaz jej zastosowania, ktére zostaty zde-
finiowane w zatagczonych zastrzezeniach.

Podczas prac nad niniejszym wynalazkiem otrzymano pochodng cisplatyny podstawiong ugrupo-
waniem arylazopirazolu zdolnym do odwracalnej fotoizomeryzacji pod wptywem Swiatta 360-400 nm
(trans-cis) i 530 nm (cis-trans). AAP zostat przytgczony do atomu platyny poprzez pirazolowy atom
azotu. Wykazano, ze otrzymana pochodna cisplatyny w formie nienaswietlanej (tj. otrzymanej bezpo-
Srednio po syntezie) charakteryzuje sie wzglednie wysokg toksycznoscig w stosunku do komoérek rako-
wych (komérki mysiego czerniaka B16-F10 i komoérek mysiego raka sutka 4T1). W wyniku naswietlania
Swiattem o dtugosci fali 360—400 nm, zwigzek ten przeksztaica sie w postaé o znacznie mniejszej tok-



PL 245357 B1 5

sycznosci. W kolei posta¢ mniej toksyczna ulega powolnemu przeksztatceniu w posta¢ bardziej tok-
syczng bez udziatu Swiatta. Transformacje z postaci mniej toksycznej (otrzymanej poprzez naswietlanie
promieniowaniem o dtugosci fali 360—400 nm) z powrotem w postaé bardziej toksyczng mozna przy-
spieszyé poprzez naswietlanie promieniowaniem widzialnym o dtugoéci fali okoto 530 nm. Przeksztat-
cenie zwigzku z postaci mniej toksycznej w postac bardziej toksyczng lub na odwrét poprzez naswietla-
nie Swiattem o odpowiednich dtugosciach fali mozna przeprowadzi¢ wielokrotnie.

Fotoczuto$¢ tego zwigzku umozliwia czasowq i przestrzenng kontrole sity jego dziatania przeciw-
nowotworowego, np. wzmocnienia jego dziatania (zwiekszenie cytotoksycznosci) selektywnie w tkance
nowotworowej poprzez naswietlanie guza nowotworowego Swiattem o dtugosci fali okoto 530 nm po
podaniu zwigzku w postaci mniej toksycznej. Poprzez odpowiednie zmodyfikowanie struktury chemicz-
nej Swiattoczutych ligandéw mozliwa bedzie modyfikacja wtasciwosci fotochemicznych (w tym dtugosci
fali Swiatta zastosowanego do naswietlan, stabilnosci termicznej mniej toksycznej formy) i farmakolo-
gicznych (cytotoksycznos$c¢, wigzanie z biatkami, etc.) Swiattoczutych pochodnych cisplatyny wedtug wy-
nalazku.

Pochodna cisplatyny bedaca przedmiotem wynalazku charakteryzuje sie wieloma zaletami.
Szczegoblng jej zaletg jest mozliwo$¢ manipulowania poziomem cytotoksycznosci tej pochodne;j cispla-
tyny poprzez jej naswietlanie bgdz jego brak, jej wtasciwosci fotochemiczne i mozliwosé wielokrotnego
przeprowadzania cisplatyny w forme o wysokiej, bgdz niskiej toksycznoéci. Dzieki tej wtasciwosci moz-
liwe jest celowe ograniczanie cytotoksycznosci ogéinoustrojowej poprzez dokonywanie przemiany leku
w forme aktywng dopiero po jego dotarciu do tkanki nowotworowej lub jedynie w obrebie tej tkanki.
Kolejng korzysScig wynikajgcg z przedmiotowego wynalazku jest zwiekszone, selektywne dziatanie prze-
ciwnowotworowe, dzieki czemu jej stosowanie powinno wigzaé sie z mniejszg liczbg i intensywnoscig
skutkéw ubocznych towarzyszgcych terapii.

Przedmiot wynalazku w przykfadach wykonania jest uwidoczniony na rysunkach, na ktérych
fig. 1 przedstawia strukture nowej pochodnej cisplatyny (cis-PtCloPS>), fig. 2 przedstawia struktury zna-
nych w stanie techniki analogéw cisplatyny z pirazolem i 3,5-dikarboksypirazolem jako ligandami [18],
fig. 3 przedstawia schemat syntezy fotoprzetgcznika, fig. 4 przedstawia widmo NMR fotoprzetgcznika,
fig. 5 przedstawia fotoizomeryzacje cis-trans fotoprzetgcznika, fig. 6 przedstawia widma UV-Vis foto-
przetgcznika w postaci frans (¢=0,0125 mg/ml w DMSO) naswietlanego $wiattem 365 nm (lampa kse-
nonowa), fig. 7 przedstawia schemat syntezy nowej pochodnej cisplatyny, fig. 8 przedstawia widmo
NMR nowej pochodnej cisplatyny, fig. 9 przedstawia fotoizomeryzacje cis-trans nowej pochodnej cispla-
tyny, fig. 10 przedstawia widma UV/Vis nowej pochodnej cisplatyny z fotoprzetgcznikiem w postaci trans
(¢c=0,0125 mg/ml w DMSO) naswietlanej $wiattem 365 nm (lampa ksenonowa), fig. 11 przedstawia
widma UV/Vis nowej pochodnej cisplatyny z fotoprzetgcznikiem w postaci cis (¢=0,015 mg/ml w DMSO)
naswietlanej Swiattem 530 nm (LED 530 nm, ThorLabs), fig. 12 przedstawia przezywalno$¢ mysich ko-
morek raka sutka 4T1 po dodaniu réznych stezen cis- PtCI2PS2 w DMSO z ligandem fotoprzetgcznika
w postaci trans (czerwone stupki) i cis (niebieskie stupki), fig. 13 przedstawia proliferacje mysich komé-
rek czerniaka B16-F10 po dodaniu cis- PtCl2PS; w DMSO (stezenie koricowe 1,06-10° M, 8,04 ug/mL)
z ligandem fotoprzetgcznika w postaci trans (czerwone stupki) i cis (niebieskie stupki) 46 h po podaniu
zwigzku w DMSO.

Przyktad 1

Fotoprzetgcznik (PS) otrzymano poprzez dwuetapowg Sciezke syntezy.

Etap 1

Etap 1 przebiegat zgodnie z procedurg opisang w literaturze [5]. Wszystkie reagenty wykorzystane
w syntezie fotoprzetgcznika sg komercyjnie dostepne, 4-amino-1-metylopirazol (2,91 g, 30 mmol, 1 ekwiwa-
lent) rozpuszczono w 60 ml wody, a nastepnie dodano 14 ml HCI (12,2 mol/l, 170 mmol, 5,67 ekwiwalentu).
Po ochtodzeniu roztworu do temperatury 0-5°C, powoli dodano wstepnie schfodzony do temperatury 0-5°C
roztwdr NaNO:z (2,7 g, 39 mmol, 1,3 ekwiwalentu) rozpuszczonego w 60 ml wody. Po schtodzeniu miesza-
niny przez 30 min w fazni o temperaturze 0°C, powoli dodano wstepnie schtodzony do temperatury 0-5°C
roztwor fenolu (3,38 g, 36 mmol, 1,2 ekwiwalentu) i NaOH (3,2 g, 80 mmol) rozpuszczonego w 80 ml wody.
Nastepnie powoli dodano wstepnie schtodzony do temperatury 0-5°C roztwér Na.COs (10,6 g, 100 mmol)
rozpuszczony w 100 ml wody. Podczas tego etapu utworzyly sie zéttobrgzowe czastki i mieszanine reakcyjng
mieszano przez 1 godzine utrzymujac temperature w zakresie 0-5°C. Nastepnie mieszanine doprowadzono
do pH~7, a powstatg zawiesine przesgczono i przemyto na lejku Biichnera 50 ml wody destylowanej. Placek
filtracyjny wysuszono w prozni w temperaturze 25°C przez 24 h, otrzymujac produkt w postaci zéttego ciata
statego — pzAzofenol {((E)-4-((1-metylo-1H-pirazo-4-ilo)diazenylo)fenol) (5,71 g, wydajnosé: 94,2%).
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Etap 2

Otrzymany w Etapie 1 pzAzofenol ((E)-4-((1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)diazenyl)phenol) (1,00 g,
4,9 mmol, 1 ekwiwalent) i K2CO3 (2,73 g, 19,8 mmol, 4 ekwiwalenty) rozpuszczono w 9 ml DMF,
a nastepnie dodano Kl (41 mg, 0,20 mmol, 0,05 ekwiwalentu). Do otrzymanej mieszaniny wkraplano
1-bromo-2-etanol (0,95 mL, 13,4 mmol 2,7 ekwiwalentu), a nastepnie mieszano w temperaturze 110°C
pod chtodnicg zwrotng przez 3 godziny: Mieszanine reakcyjng wygaszono przez dodanie wody i mie-
szano do momentu wykrystalizowania sie ciata statego. Uzyskany produkt w postaci ciata statego zostat
przefiltrowany i przemyty wodg. Placek filtracyjny rozpuszczono w 80 mL octanu etylu, po czym roztwor
osuszono nad Naz2SOq i zatezono pod zmniejszonym cidnieniem. Przeprowadzono oczyszczanie me-
todg chromatografii kolumnowej w ukfadzie n-heksan : octan etylu 1:1. Otrzymano 920 mg PS (((E)-2-
-(4-((1-metylo-1H-pirazo-4-ilo)diazenylo)fenoksy)etan-1-ol)) (wydajnosé: 75%).

"H NMR (600 MHz, DMSO) & 8.38 (s, J = 8.7 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 0.6 Hz, 1H), 7.72 (d, 2H), 7.08
(d, 2H), 5.01 (t, J= 5.5 Hz, 1H), 4.07 (t, J = 6.1, 3.6 Hz, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.76 — 3.72 (m, 2H).

Widmo NMR potwierdza strukture fotoprzetgcznika.

Przeprowadzono fotoizomeryzacje wyzej uzyskanego fotoprzetgcznika i stwierdzono, ze zsynte-
tyzowany fotoprzetgcznik ulega odwracalnej fotoizomeryzacji pod wptywem naswietlania Swiattem o dtu-
goéci fali 365-400 nm (fotoizomeryzacja trans-cis) i 530 nm (fotoizomeryzacja cis-trans).

Przyktad 2

Synteze kompleksu cis-PtCIl2PS2 przeprowadzono w oparciu o zmodyfikowang procedure litera-
turowg. 100 mg (0,241 mmol, 1 ekwiwalent) K2PtCls4 rozpuszczono w 10 ml wody destylowanej, a na-
stepnie 118 mg (0,48 mmol) fotoprzetgcznika zsyntetyzowanego w przyktadzie 1 zawieszono w 33 ml
etanolu, dodano go do wodnego roztworu K:PtCls i mieszano w temperaturze pokojowej przez 2 go-
dziny. Nastepnie dodano 5 ml etanolu w celu catkowitego rozpuszczenia fotoprzetgcznika, po czym
roztwor mieszano przez kolejne 46 godzin w temperaturze pokojowej. Etanol usunieto pod zmniejszo-
nym ci$nieniem. Wytrgcony produkt odwirowano znad pozostatej wody (2 min, 10000 rpm) i zdekanto-
wano supernatant. Dodano 5 ml eteru dietylowego, po czym zawiesing wymieszano i usunieto super-
natant. Procedure przemywania eterem dietylowym przeprowadzono trzykrotnie. Produkt suszono
w temperaturze 22°C przez 20 h w piecu prézniowym. Otrzymano kompleks cis-PtCI2PS> z wydajnoscig
77 mg (42%).

Analiza elementarna kompleksu cis-PtCI.PS2:

Eksperymentalna: C — 38,25%; H — 3,98%; N — 14,34%

Teoretyczna: (C24H2sNsO4Cl2Pt, MW 758,52): C — 38,00%; H — 3,72%; N — 14,77%.

'H NMR (600 MHz, DMSO) & 8,39 (s, 2H), 7,91 (s, J = 8,4 Hz, 2H), 7,75 — 7,71 (m, 4H),
7,11 - 7,05 (m, 4H), 5,02 (s, 2H), 4,07 (t, 4H), 3,90 (s, J = 10,6 Hz, 6H), 3,75 (dd, J = 9,7,4,9 Hz, 4H).

Analiza elementarna i widmo 'H NMR potwierdzajg strukture kompleksu cis-PtCI2PSo.

Fotoizomeryzacje kompleksu cis-PtCI-PS2 mozna $ledzi¢ wykonujgc widma UV-Vis.

Przyktad 3

Przeprowadzono badania cytotoksycznos$ci otrzymanego fotokompleksu na linii komérkowej 4T1
(mysi rak piersi). Komoérki rakowe 4T1 byly hodowane na szalkach Petriego w medium hodowlanym
(DMEM high glucose) uzupetnionym 10% (obj./obj.) ptodowg surowicg bydlecg FBS, w 37°C w wilgotnej
atmosferze zawierajgcej 5% (obj./obj.) CO2. Nastepnie komédrki wysiano na 24-studzienkowych ptytkach
i hodowano przez 5 godzin. Po tym czasie komorki potraktowano 10 pl kompleksu cis-PtCl2PS2 w for-
mach cis i trans w DMSO w 6 roznych stezeniach: 1,06-10°; 7,04.10°; 4,69.10°; 3,13.10°; 2,09-10°;
1,39-10° M i inkubowano przez 24 h, 48 hi 72 h. Do kontroli dodano 10 ul DMSO. Do oceny zywotnosci
komoérek zastosowano test fioletu krystalicznego (CrV). Po inkubacji pozywke usunieto, a komérki prze-
myto dwukrotnie 1 ml PBS, nastepnie dodano 1 ml 4% v/v mieszaniny formaldehyd/PBS i pozostawiono
na 10 minut, ponownie przemyto 1 ml PBS i traktowano przez 2 minuty roztworem CrV. Nastepnie
niezwigzany CrV usunieto przez odptukanie wodg. Po wysuszeniu dodano roztwér odbarwiajgcy do
kazdego dotka i pozostawiono na 20 minut. Na koniec zmierzono absorbancje otrzymanego roztworu
przy dtugoéci fali 540 nm, ktéra byta proporcjonalna do liczby zywych komérek. Dla kompleksu cis-
-PtCIPS2 badania komérkowe wykazaty znacznie wyzszg cytotoksycznosé formy cis-PtClz(trans-PS):
niz formy cis-PtCl2(cis-PS)2 po 46 h w stezeniu 7,0 uM lub wyzszym dla mysich komérek raka piersi
(4T1) (Fig. 12). Réznica w zywotnosci komoérek dla obu fotoizomeréw kompleksu wzrastata z czasem,
pomimo faktu, ze mniej toksyczny fotoizomer cis-PtClz(cis-PS)2 ulegat stopniowo termicznej przemianie
w bardziej toksyczny cis-PtClx(trans-PS)..
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Przyktad 4

Toksyczno$¢ fotokompleksu platyny(ll) zbadano przy uzyciu linii komérkowej mysiego czerniaka
B16-F10. Komorki rakowe B16-F10 byty hodowane na szalkach Petriego w medium hodowlanym
(DMEM high glucose) uzupetnionym 10% (obj./obj.) ptodowg surowicg bydleca FBS, w 37°C w wilgotnej
atmosferze zawierajgcej 5% (obj./obj.) CO2. Nastepnie komédrki wysiano na 24-studzienkowych ptytkach
i hodowano przez 5 godzin. Po tym czasie komérki potraktowano 10 pl kompleksu cis-PtCl2PS2 w po-
staci cis i trans w DMSO w 6 roznych stezeniach: 1,06-10°; 7,04-10°%; 4,69-10°; 3,13.10°%; 2,09-10°;
1,39-10° M i inkubowano przez 24 h, 48 hi 72 h. Do kontroli dodano 10 ul DMSO. Do oceny zywotnosci
komoérek zastosowano test fioletu krystalicznego (CrV). Po inkubacji pozywke usunieto, a komérki prze-
myto dwukrotnie 1 ml PBS, nastepnie dodano 1 ml 4% v/v mieszaniny formaldehyd/PBS i pozostawiono
na 10 minut, ponownie przemyto 1 ml PBS i traktowano przez 2 minuty roztworem CrV. Nastepnie
niezwigzany CrV usunieto przez odptukanie wodg. Po wysuszeniu, dodano roztwér odbarwiajacy do
kazdego dotka i pozostawiono na 20 minut. Na koniec zmierzono absorbancje otrzymanego roztworu
przydtugosci fali 540 nm, ktéra byta proporcjonalna do liczby zywych komérek. Dla kompleksu cis-
PtCI.PS2 badania komérkowe wykazaty znacznie wyzszg cytotoksyczno$¢ formy cis-PtClzx(trans-PS):2
niz formy cis-PtClz(cis-PS)2 po 46 h w stezeniu 1,06-10°> M do mysich komoérek czerniaka (B16-F10)
(Fig. 13). Co wazne, réznica w zywotnosci komoérek dla obu fotoizomeréw kompleksu wzrastata z cza-
sem, pomimo faktu, ze mniej toksyczny fotoizomer cis-PtClz(cis-PS). ulegat stopniowo termicznej prze-
mianie w bardziej toksyczny cis-PtClx(trans-PS)..

Badania in vitro wskazujg, ze niespodziewanie forma cis-PtClz(frans-PS)> kompleksu jest znacz-
nie bardziej toksyczna niz forma kompleksu cis-PtClx(cis-PS).. Oznacza to, ze mozliwym stanie sie
miejscowe zwiekszanie toksycznosci kompleksu podawanego w formie cis-PtClz(cis-PS), poprzez na-
Swietlanie $wiattem o dlugosci fali 530 nm, w wyniku czego nastepuje konwersja do bardziej toksycznej
formy cis-PtClz(trans-PS)2 lub miejscowe zmniejszenie toksycznosci kompleksu podawanego w postaci
cis-PtClz(trans-PS)2 poprzez nadwietlanie Swiattem o dtugosci fali 400 nm, co skutkuje przeksztatceniem
w mniej toksyczng forme cis-PtClx(cis-PS)o.
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Zastrzezenia patentowe
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2. Sposbéb wytwarzania zwigzku okreslonego w zastrz. 1, znamienny tym, ze obejmuje naste-
pujgce etapy:

3.

a)

b)

prowadzi sie synteze fotoprzetgcznika, w ktérej do wodnego roztworu 4-amino-1-
-metylopirazolu dodaje sie kwas solny, a nastepnie schtadza sie mieszanine do temperatury
0-5°C, po czym dodaje sie roztwor wodny azotynu sodu utrzymujgc chiodzenie, a nastepnie
dodaje sie wodny roztwor fenolu i wodorotlenku zasadowego o temperaturze 0-5°C, po czym
do mieszaniny dodaje sie wodny roztwor weglanu sodu o temperaturze 0-5°C i kontynuuje
sie mieszanie przez co najmniej 1 godzine, utrzymujac temperature w zakresie 0-5°C,
a nastepnie doprowadza sie pH mieszaniny do ~7, a otrzymany osad filtruje sie i przemywa
woda,

otrzymany osad w etapie a) i weglan potasu rozpuszcza sie w dimetyloformamidzie, po czym
do mieszaniny dodaje sie jodek potasu, a nastepnie wkrapla sie 1-bromo-2-etanol i prowadzi
sie reakcje w temperaturze co najmniej 110°C przez co najmniej 3 godziny, po czym wygasza
sie reakcje poprzez dodanie wody i miesza sie do momentu wykrystalizowania osadu, po
czym osad filtruje sie i przemywa wodg, a nastepnie osad rozpuszcza w etanolu i suszy sie
znad $rodka suszgcego, po czym otrzymany osad poddaje sie chromatografii kolumnowej,
do wodnego roztworu tetrachloroplatynianu potasu dodaje sie oczyszczony osad z etapu b),
ktéry uprzednio zawiesza sie w etanolu i prowadzi sie reakcje przez co najmniej 2 godziny,
a nastepnie do mieszaniny dodaje sie kolejng porcje etanolu, po czym prowadzi sie mie-
szanie przez co najmniej 46 godzin, a nastepnie odparowuje sie etanol, za$ otrzymany
osad przemywa sie eterem dietylowym, po czym osad poddaje sie suszeniu przez co naj-
mniej 20 godzin.

Zwigzek okreslony w zastrz. 1 lub wytworzony sposobem okre$lonym w zastrz. 2 do stosowa-
nia w medycynie, zwtaszcza w terapii antynowotworowe;j.
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