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Derivaty tamoxifenu G¢inné proti nadorim, zejména s vyssi hladinou proteinu HER2

Oblast techniky

Vynélez se tykd novych mitochondrialng cilenych derivati tamoxifent k 1é¢bé neoplastickych
chorob, zejména nadori s vys3i hladinou proteinu HER2 (human epidermal growth réceptor 2),
ktery ovliviluje spontanni déleni buné€k a rust nadord.

Dosavadni stav techniky

Soucasné pokroky v molekularni medicing vedly k urditému zlep3eni v diagnose a 1é¢bé neoplas-
tickych chorob. Pres tyto dil¢i Gspéchy je tato oblast onemocnéni stale obrovskym problémem.
U nékterych typli nadorovych onemocnéni dokonce soucasna lé¢ba selhava z fady divodi. Jed-
nak je to vrozena rezistence nadorovych bunék, jejich schopnost neustile mutovat a 1éCbé se ,,vy-
hnout*, jednak velka heterogeneita nadorového prostfedi (Hanahan D., Weinberg RA., Hallmarks
of cancer: the next generation., Cell 2011;144:646—674. Bylo ukazéno, Ze nadory téhoZ typu se
u jednotlivych pacientii velmi 1i$i z hlediska genomického profilu (Jones S et al., Core signaling
pathways in human pancreatic cancers revealed by global genomic analyses., Science
2008;321:1801-1806. Parsons DW et al. An integrated genomic analysis of human glioblastoma
multiforme. Science 2008;321.1807—1812.), coZ ukazuje na nutnost tak zvané ,,personalni lé¢by*.
Jesté vétsim problémem je heterogeneita mutaci v tomtéz nadoru, jak bylo neddvno ukazano
u nadoru ledvin (Gerlinger M et al., Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed by
multiregion sequencing., N Engl ] Med 2012;366:883—892) a tento jev lze ofekévat i u jinych
typt nadord. Proto je nutné hledat nové pfistupy a neménné zasahové misto, které by bylo spo-
le¢n& viem &i vétSiné malignich bunék v nadoru a které prednostné ovliviiuji zasadni funkce v ra-
kovinnych butikdch. Takovym zisahovym mistem se jevi mitochondrie, tedy organely, které jsou
zasadni pro tvorbu energie nutné pro veskeré fyziologické i patofyziologické procesy v buiice.
Pestoze nadorové buiiky z velké &asti pro tvorbu energie vyuZivaji tzv. aerobni glykolyzu, mito-
chondrialni respirace (tedy spotieba kysliku spojena s tvorbou ATP) je vlastni vétSiné (teoreticky
viem) typdm nadord (Ralph SJ et al., The causes of cancer revisited: ,,mitochondrial malignancy*
and ROS—induced oncogenic transformation — why mitochondria are targets for cancer therapy.,
Mol Aspects Med 2010;31:145-170).

Skupina latek s protirakovinnou aktivitou byla definovana pod ndzvem ,,mitokany* (odvozeno od
,mitochondria and cancer) (Neuzil J et al., Molecular mechanism of ,mitocan“—induced
apoptosis in cancer cells epitomizes the multiple roles of reactive oxygen species and Bcl-2
family proteins., FEBS Lett 2008;580:5125-5129.; Neuzil J et al., Classification of mitocans,
anti—cancer drugs acting on mitochondria., Mitochondrion 2013;13:199-208.). Tyto latky jsou
rozdéleny do n&kolika skupin podle jejich mechanismu u¢inku. Jsou to: 1. Inhibitory hexokinazy;
2. Latky zacilené na proteiny z rodiny Bcl-2; 3. Redox—aktivni latky inhibujici thioly; 4. Latky
zacilené na proteiny VDAC a ANT; 5. Latky cilici na elektronovy redoxni fetézec; 6, Lipofilni
latky cilené na vnitfni mitochondrialni membranu; 7. Latky cilené na Krebstv cyklus; 8. Latky
cilené na mitochondrialni DNA. 9. Latky nezafazené do Zadné z téchto skupin. Piiklady té€chto
latek a misto jejich pusobeni jsou uvedeny v obrazku 1.

Nador prsu je velmi t&zko lé¢itelné neoplastické onemocnéni postihujici v sou¢asné dobé jednou
z osmi Zen. K 16¢bé rakoviny prsu se béZné pouziva tamoxifen (TAX). Pro zhruba 30 % ptipadd
této choroby je typickd vysokéa hladina proteinu HER2, ktery patii do skupiny receptorovych
tyrosinovych kinaz a ktery zvy$uje proliferaéni schopnost bunék zvySujici jejich maligni poten-
cial (Arteaga CL et al., Treatment of HER2—positive breast cancer: current status and future per-
spectives., Nat Rev Clin Oncol. 2011;9:16-32.). Zavedena lé¢ba, kdy hlavnim pouzivanym
lékem je TAX je neli¢inna, protoZe jsou vidi ni nadory s vysokou hladinou HER2 rezistentni.
TAX piisobi na estrogenni receptory v plazmatické membrané bun&k rakoviny prsu, ¢imz inhibu-
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je dulezité pro proliferaéni vlastnosti rakovinné buiiky. V nedavné dob¢ bylo publikovéno, Ze
TAX pfi vyssi koncentraci piisobi nejen pies estrogenni receptor, ale také zasahuje do mitochon-
drialni vnitfni membrany, kde interaguje s komplexem [ respiracniho fetézce, ktery je umistén
pravé ve vnitini mitochondridlni membrané (Moreira PI et al., Tamoxifen and estradiol interact
with the flavin mononucleotide site of complex I leading to mitochondrial failure., J Biol Chem
2006;281:10143-10152). K tomuto ovsem dochazi pfi farmakologicky nesnadno dosazitelnych
davkach. Navic lze pfi téchto vysokych davkach ocekavat zvysenou toxicitu latky TAX.

Momentalné jsou nadory prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 1é¢eny humanizovanou proti-
latkou trastuzumab, ktery inhibuje aktivitu HER2. Tato 1é¢ba je ekonomicky velmi naro¢na a vy-
znacuje se sekundarni toxicitou; navic vyznamné procento pacientek s vysokou hladinou proteinu
HER?2 je vigdi latce trastuzumab rezistentni (odhaduje se kolem 30 %). Problematickd je i nedav-
no zavedend latka lepatinib, ktera se vyznacuje inhibici receptorovych tyrozinovych kinaz (Ewer
MS, Ewer SM., Cardiotoxicity of anticancer treatments: what the cardiologist needs to know.,
Nat Rev Cardiol 2010;7:564—575; Lin SX et al., Molecular therapy of breast cancer: progress and
future directions., Nat Rev Endocrinol 2010;6:485-493; Ahn ER et al., Is the improved efficary
of trastuzumab and lapatinib combination worth the added toxicity? Breast Cancer, 2012;6:191—
207). Problémem je, Ze lapatinib neni specifickym inhibitorem HER2, coz miZe vést k inhibici
i dalgich receptorovych tyrazinovych kindz a k sekundarni toxicité a lze predpokladat i je realny
vyvoj rezistence vuci této 1é¢bé (Wetterskog D et al., Identification of novel determinants of
resistance to lapatinib in ERBB2—amplified cancer., Oncogene, in press).

Podstata vynalezu

Proto jsme navrhli a pfipravili skupinu latek, které jsou u¢inné proti nadorim s vysokou hladinou
proteinu HER2, které cilené ptisobi pfimo do mitochondrie, a které si poradi s vySe uvedenymi
problémy. Uvedené nevyhody odstraiiuji E a/nebo Z izomery alkyltrifenylfosfoniové derivaty
tamoxifenu nebo jejich smés (MitoTAX), obecného vzorce |
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kde n = 8 az 12, a kde X je Br, I, mesyl a prekiizena vazba v obecném vzorci I, nachazejici se
v subjednotce tamoxifenu, zahrnuje uspofadani dvojné vazby, jak v konfiguraci E tak Z.

Zpusob pripravy alkyltrifenylfosfoniovych derivati tamoxifenu obecného vzorce I je zaloZen na
reakci ylidu generovaného z tert—butyldimethylsilyl-oxy-alkyltrifenylfosfonium bromidu o obec-
ném vzorci II
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5 v tetrahydrofuranu (THF) v atmosféfe argonu pii teploté —78 °C pisobenim organické baze (s vy-
hodou butyl lithium) a nasledné kondenzaci s aldehydem vzorce 111
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Na silylovany derivat obecného vzorce IV se pusobi tetrabutylamonium fluoridem za vzniku
alkenolu obecného vzorce V

kden=5az9.
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ktery se v atmosféfe vodiku v pfitomnosti katalyzatoru redukuje na alkohol obecného vzorce VI
\N
/" o
OH
W M w

kden=35az9.

Alkohol obecného vzorce VI se substituci pfevede na prisluSny derivat obecného vzorce VII
N
/" o
R
n (vin),

kden=5az9
a X je I, Br nebo mesyl,

ktery se zahfivanim s trifenyl fosfinem pfevede na mitochondrialné cileny alkyl trifenylfosfonio-
vy derivat tamoxifenu obecného vzorce 1.

Kationicka skupina trifenylfosfinia (TPP") umozZiiuje interakci alkyl trifenylfosfoniového deriva-
tu tamoxifenu latky obecného vzorce I s mitochondriemi. Tato latka byla pfipravena adici katio-
nické skupiny alkyl-TPP" k latce TAX. V biologickém prosttedi je pozitivni ndboj na fosforu
TPP" skupiny delokalizovan, takze latka se chovéa neutralng. Jedinou vyjimkou jsou bunééné
struktury s negativnim potencialem, coZ je vnitini povrch plazmatické (bun€é¢né) membrany a jiz
vySe zmin€na vnitfni mitochondrialni membrana. V jejich blizkosti se naboj lokalizuje na fosforu
a pozitivné nabitd TPP" skupina piisobi jako kotva, zpiisobujici masivni koncentraci alkyltrifenyl-
fosfoniového derivatu tamoxifenu obecného vzorce I (MitoTAX) na interfazi mitochondrialni
matrix a vnitfni membrany mitochondrie.

Cast molekuly MitoTAXu, na jejimz konci je skupina TPP", je orientovana do mitochondrialni
matrix, pfi¢emZ biologicky aktivni ¢ast je ve vnitini mitochondrialni membrané, kde je lokalizo-
vano molekularni zasahové misto latky MitoTAX, jimz je mitochondrialni komplex 1. Pro fyzic-
kou interakci biologicky aktivni ¢asti MitoTAXu, s mitochondrialnim komplexem I, ktery je sou-
¢asti vnitini mitochondrialni membrany, je nutné, aby mezi biologicky aktivni ¢asti molekuly
MitoTAXu a TPP" skupinou byl alifaticky fetézec o urdité délce. Z hlediska biologickych a fyzi-
kalné—chemickych vlastnosti mitochondrialni membrany se jako idealni jevi délka alifatického
fetézce o délce 8 az 12 uhlikau.
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MitoTAX je vyrazné uCinnéjsi pfi zabijeni bunék nadoru prsu nez puvodni TAX. Dal§im velmi
zavaznym zjiSt€nim je poznatek, Zze MitoTAX udinné&ji zabiji buiiky rakoviny prsu s vysokou
expresi proteinu HER2 nez buriky s nizkou expresi proteinu HER2. U TAXu je tomu piesné nao-
pak, proto je klinicky vici rakoving prsu s vysokym HER2 neag¢inny. Divodem zvySené citlivosti
latky Mito TAX vii¢i butikam nadoru prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 tkvi pravdépodob-

vvvvvv

nizkou expresi HER2 je tento onkoprotein lokalizovan v plazmatické membrané nadorové buriky.

Latka trastuzumab, ktera je pouzivana k 1é¢bé rakoviny prsu s vysokou hladinou proteinu HER2,
Jje v fadé¢ pfipadd neucinna. Pravdépodobnym diivodem je skutenost, Ze v pfipad€ vysoké hladi-
ny proteinu HER2 je jeho zna¢na ¢ast lokalizovana v mitochondriich a pfi pisobeni latky trastu-
zumab na nadorovou buitiku se protein HER2 tim vice pfesouva do mitochondrii. Rakovinna buii-
ka tak ,,skryva“ HER2 pied latku trastuzumab, ktery inhibuje jeho aktivitu. Mitochondrialni aso-
ciace HER2 také méni mitochondrialni metabolismus tak, Ze rakovinna buiika pfechazi na glyko-
lyzu a 1épe preziva v prostiedi chudém na ziviny a kyslik.

Na rozdil od latky trastuzumab MitoTAX vstupuje do buiiky a akumuluje se v mitochondriich na
zéklad¢ negativniho potencidlu vnitiniho povrchu mitochondrialni membrany. Butiky rakoviny
prsu s vysokym obsahem proteinu HER2, v mnoha ptipadech rezistentni k latce trastuzumab,
jsou viici latce MitoTAX citlivéjsi.

Dilezitou vlastnosti MitoTAXu, je G¢inna inhibice ristu spontanniho nddoru prsu s vysokym
HER?2 v my$im modelu kdy je rist inhibovan asi z 90%. PfiCemz G¢innost latky TAX je zhruba
20— az 30krat nizZ8$i. MitoTAX je vi¢i my$im netoxicky.

Nadory prsu jsou heterogenni z hlediska exprese proteini HER2. Lze olekavat, Ze pouze &ast
nadoru bude odpovidat na 1écbu latkou trastuzumab, pfi¢emz MitoTAX bude G¢inny. Zabiji buii-
ky jak s nizkou tak i s vysokou expresi proteinu HER2.

Jako mitokan, ktery piisobi na mitochondrialni komplex II, byl popsan vitamin E sukcinat (Dong
LF et al., a—Tocopheryl succinate induces apoptosis by targeting ubiquinone-binding sites in
mitochondrial respiratory complex II., Oncogene 2008;27:4324-4335; Dong LF et al., Suppre-
sion of tumour growth in vivo by the mitocan o—tocopheryl succinate requires respiratory com-
plex II., Clin Cancer res 2009;15:1593—-1600). V nedavné dobé& jsme pfipravili a testovali latku,
ktera vznikla adici TPP+ skupiny k vitamin E sukcinatu. Tato nova latka cili na stejné molekular-
ni zasahové misto, jeho aktivita je ale vy3si nez aktivita plivodniho vitamin E sukcinétu diky zvy-
Sen¢ koncentraci t€to latky na interfazi vnitfni mitochondridlni membréany a mitochondridlni mat-
rix. (Dong LF et al., Mitochondrial targeting of vitamin E succinate enhances its pro—apoptotic
and anti—cancer activity via mitochondrial complex II., J. Biol Chem 2011;286:3717-3728; Dong
LF et al., Mitochondrial targeting of a~tocopheryl succinate enhances its pro—apoptotic efficacy:
A new paradigm of efficient anti—cancer therapy., Free Radic Biol. Med 2011;50:1546—1555;
Rohlena J et al., Mitochondrially targeted a~tocopheryl succinate is antiangiogenic: Potential
benefit against tumor angiogenesis but caution against wound healing., Antiox Redox Signal
2011;15:2923-2935). Podobné jako vitamin E sukcinat s adici TPP* skupiny se i latka MitoTax
zvySenou mérou akumuluje na interfizi vnitini mitochondridlni membrany a mitochondrialni
matrix. MitoTAX podle predkladaného vynalezu vsak zasahuje mitochondrialni komplex I, ¢imz
se méni jeho spektrum uéinki oproti TAX, ktery pisobi pfevazné na estrogenni receptory v plaz-
matické membran€ buné€k rakoviny prsu, ¢imz inhibuje jejich aktivitu dilezitou pro proliferaéni
vlastnosti rakovinné buriky.

MitoTAX se akumuluje v mitochondriich, vyvolava bunéénou smrt selektivné v rakovinnych
burikéch, jejichz mitochondrie maji vy$$i negativni potencial ve srovnani s mitochondriemi nor-
malnich bunék. Zabiji velmi i¢inn€ buiiky rakoviny prsu s vysokym HER2 a je u€inny proti
rakovin€ prsu s vysokym HER2, kdy cilovym mistem pro MitoTAX je mitochondrialni komplex
I (viz. Obr. 1).
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MitoTAX lze pouzit k pfipravé 1éCiva pro 1écbu neoplastickych chorob, zejména karcinomd,
sarkomil, lymfomi a leukémii, pro onemocnéni vybrana ze skupiny: astrocytoma, neuroblastoma,
glioblastoma, mesothelioma, nador prostaty, nemalobunéény nador plic, nador délozniho Cipku,
osteosarkoma, kolorektalni nador, hepatokarcinoma, leukémie.

Seznam pouzitych zkratek

DCM dichlormethan

ERa estrogenni receptor—a

ESI MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektron sprejem
HER2 human epidermal growth factor receptor 2

MitoTAX  mitochondrialné cileny tamoxifen

MitoVES mitochondridln€ cileny vitamin E sukcinat

NMR nukledrni magneticka rezonance
TAX tamoxifen

TBAF tetrabutylamonium fluorid

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografie na tenké vrstvé
Piehled obrazki

Obr. 1. znazoriiuje klasifikaci jednotlivych tfid mitokand, potencidlné protirakovinnych latek
plsobicich na mitochondrie.

Obr. 2. znazortiuje ptipravu sublinii lidského karcinonu prsu MCF7.

Obr. 3. znazorfiuje vliv (¢inkd MitoTAXu a TAXu na potladeni ristu experimentélniho nadoru
s vysokou expresi HER2.

Obr. 4 znézoriiuje vliv a¢inkd MitoTAXu a TAXu na apoptézu rakovinnych bunék riznych bu-
nécnych linii.

Obr. 5 znéazortiuje vliv koncentrace MitoTAXu na u¢innou apoptézu u riznych bunénych linii
bunék rakoviny prsu s vysokou hladinou HER2.

Obr. 6. znazoriuje jak koncentrace MitoTAXu ovliviiuje funkci mitochondrialniho komplexu I
a II, respektive respiraci nadorovych bunék.

Obr. 7. ukazuje srovnani vlivu MitoTAXu a TAXu na tvorbu kyslikovych radikal v bufikach
rakoviny prsu.

Obr. 8. znézortiuje a porovnava vliv MitoTAXu a TAXu na pokles mitochondrilniho potencialu.

Obr. 9. ukazuje, Ze HER2 je u bun¢k s vysokou expresi HER2 lokalizovan pfevazné v mitochon-
driich.

Obr. 10. znazorfiuje vliv hladiny proteinu HER2 na délku mitochondrii.

Obr. 11. ukazuje vliv hladiny proteinu HER2 na tvorbu laktatu a mitochondrialni respiraci.
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Obr. 12. ukazuje, Ze buiiky s vysokou hladinou proteinu HER2 maji zvy$eny piijem glukozy.
Obr. 13. ukazuje, ze MitoTAX avSak nikoliv TAX sniZuje expresi estrogenniho receptoru ERa.

Obr. 14. ukazuje, Ze protein HER2 je lokalizovan v mitochondriich u spontannich nadori s vyso-
kou hladinou HER2.

Obr. 15. ukazuje, zZe jednotlivé oblasti nadoru mlééné Zlazy u transgenni mys$i FVB/N c—neu se
1i8i expresi gent dilezitych pro vyvoj a 1é€bu rakoviny prsu (HER2, ERa, GATA3, Ki67).

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

Obr. 17 ukazuje fezy jednotlivych Easti téhoz nadori s vyrazné riiznou hladinou proteinu HER2.

Pfiklady provedeni

Jako vychozi latka pro pfipravu alkyltrifenylfosfoniovych derivati tamoxifenu obecného vzorce I
(MitoTAX) byl pouzit aldehyd vzorce II1

\
N
/" o

2O
O - (I,

ktery byl piipraven podle postupu publikovaného v roce 2003. ((Z)-Tamoxifen and Tetrasubsti-
tuted Alkenes and Dienes via a Regio— and Stereospecific Three—Component Magnesium Carbo-
metalation Palladium(0) Cross—Coupling Strategy; Pierce E. Tessier, Andrea J. Penwell, Fabio
E. S. Souza, and Alex G. Fallis’; ORGANIC LETTERS, 2003, Vol. 5, No. 17, 2989-2992.)

Ptiklad 1

(9—((tert—butyldimethylsilyl)oxy)nonyl)trifenylfosfonium bromid (634 mg, 1,057 mmol) se roz-
pusti v suchém tetrahydrofuranu (THF) (6 ml), piekryje atmosférou argonu a ochladi na —78 °C.
Do reakéni smési se pomalu pod atmosférou argonu ptikape butyl lithium (1,2 ml, 0,9M roztok
v THF). Roztok se necha pomalu ohfat na 0 °C, zbarvi se do tmavé ¢ervena a znovu se ochladi na
—78 °C a piikape se aldehyd vzorce III (160 mg, 0,430 mmol) rozpustény v suchém THF (3 ml).
Reak¢ni smés se necha ohiét na laboratorni teplotu a pod atmosférou argonu se micha po dobu
16 hodin. Priibéh reakce se monitoruje pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC) ve smési
chloroform — methanol (10:1). Poté se ptida nasyceny roztok chloridu amonného, voda a extrahu-
Je se ethylacetatem. Ethylacetatova vrstva se promyje solankou a sus$i se nad siranem hofe¢na-
tym. Roztok se zfiltruje a zakoncentruje za sniZeného tlaku. Chromatografii koncentratu na
sloupci silikagelu v systému dichlormethan (DCM)/methanol (gradient 0 az 10 % methanolu) se
ziska 147 mg poZadovaného produktu vzorce 4 (56% vytézek).
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'H NMR (500 MHz, cdcls) 8 7,42 — 7,36 (m, 5SH), 7,18 — 7,28 (m, SH), 6,94 (d, J= 8,7, 2H), 6,73
d,J=38,7,2H), 6,19 (d, J= 11,5, 1H), 5,47 (dt, J = 11,5, 7,4, 1H), 4,09 (t, /= 5,8, 2H), 3,72 (t,
J=6,6, 2H), 2,80 (t, J = 5,8, 2H), 2,42 (s, 6H), 1,69 — 1,57 (m, 4H), 1,48 — 1,13 (m, 10H), 1,03
(s, 9H), 0,18 (s, 6H). Hmotnostni spektrometrie s ionizaci electron sprejem (ESI MS): 612.

(9—((tert-butyldimethylsilyl)oxy)nonyl)trifenylfosfonium bromid byl pfipraven podle postupu
publikovaném v literatufe. (Tetrahedron Letters, 2010, 51, 49, 6426—6428).

Priklad 2

Silylovany derivat vzorce 4 (147 mg, 2,240 mmol) se rozpusti v THF (5 ml), pfekryje atmosférou
argonu a za stalého michani se pii teploté¢ 0 °C prikape tetrabutylamoniumfluorid (TBAF)
(260 pl, 1M roztok v THF). Reak¢éni smés se necha ohfat na laboratorni teplotu a micha se dal-
Sich 6 hodin. Priibéh reakce se monitoruje pomoci TLC ve smési chloroform — methanol (10:1).
Poté se pfida voda a smés se extrahuje ethylacetatem. Ethylacetatové vrstva se promyje nasyce-
nym roztokem sody, solanky a susi se nad siranem hofe¢natym. Susidlo se zfiltruje a roztok se
zakoncentruje za snizeného tlaku. Koncentrat se precisti sloupcovou chromatografii na silikagelu
v systému chloroform/methanol (gradient 0 az 10 % methanolu). Timto se ziskd 115 mg
(96% vytézek) pozadovaného alkenolu vzorce 5.

IS
QO
oy

'HNMR (500 MHz, cdcl) § 7,43 — 7,14 (m, 5H), 6,94 (d, J = 8,5, 2H), 6,72 (d, J = 8,5, 2H),
6,20 (d, J= 11,5, 1H), 5,48 (dt, J = 11,5, 7,4, 1H), 4,12 (t, J = 5,9, 2H), 3,72 (t, J = 6,6, 2H), 2,86
(t, J=5,9, 2H), 2,46 (s, 6H), 1,71 — 1,58 (m, 4H), 1,51 — 1,10 (m, 10H). ESI MS: 498.

oH §

Priklad 3

Alkenolovy derivat vzorce 5 (115 mg, 0,231 mmol) se rozpusti v absolutnim ethanolu (6 ml)
a prekryje se atmosférou argonu. Ke smési se ptidd 10% Pd/C (10 mg) a barika s reakéni suspenzi
se nékolikrat opakované evakuuje a piekryje atmosférou vodiku. Poté se reakéni smés micha pfi
laboratorni teploté pod atmosférou vodiku po dobu 24 hodin. Pribéh reakce se monitoruje pomo-
ci TLC ve smési chloroform — methanol (10:1). Smés se prefiltruje pfes vrstvu Celitu a n€kolikrat
promyje ethanolem. Odpaienim ethanolu se ziskd 101 mg (87% vytézek) poZzadovaného alkoholu
vzorce 6, ktery se pouzije bez daliho Cisténi k dalsi syntéze.



10

15

20

25

30

35

CZ 304553 B6

\

M,
OO
v

"H NMR (500 MHz, cdcl;) § 7,40 — 7,01 (m, 10H), 6,85 (d, J = 8,1, 2H), 6,68 (d, J = 8,1, 2H),
4,20 (s, 2H), 3,55 (t, J = 6,4, 2H), 3,46 (s, 2H), 2,89 (s, 6H), 2,42 (t, ] = 7.8, 2H), 1,57 — 1,48 (m,
2H), 1,38 — 1,11 (m, 12H). ESI MS: 500.

OH 6

Priklad 4

Alkohol 6 (230 mg, 0,460 mmol) se rozpusti v DCM (10 ml). Do smési se za laboratorni teploty
a pod atmosférou argonu pfidd CBr, (480 mg, 1,447 mmol). Poté se piikape trifenylfosfin
(400 mg, 1,525 mmol) rozpustény v DCM (3 ml). Smés se micha pfi laboratorni teploté 2 hodiny
a poté se zakoncentruje za snizeného tlaku. Prib&h reakce se monitoruje pomoci TLC ve smési
chloroform — methanol (10:1). Chromatografii koncentratu na sloupci silikagelu v systému
DCM/methanol (gradient 0 az 10 %) se ziskd 273 mg (92% vytézek) pozadovaného bromidu
vzorce 7. Bromid je podstoupen dalsi reakci bez dlouhého skladovani.

ESI MS: 561.
\
M,
OX®
O Br 7
Priklad 5

Alkohol vzorce 6 (102 mg, 0,204 mmol) se rozpusti v DCM (6 ml). Do smési se za laboratorni
teploty pfida trifenylfosfin (83 mg, 0,316 mmol) a imidazol (27 mg, 0,397 mmol) a reakeni smés
se ochladi v ledové lazni na 4 °C. Do vychlazené reakéni smési se ptisype jod (76 mg, 0,302)
a micha se pfi laboratorni teploté po dobu 4 hodin. Priibéh reakce se monitoruje pomoci TLC ve
smési chloroform — methanol (10:1). Reakéni smés se zéedi dichlormethanem a extrahuje se thio-
siranem. Organicka faze se dale promyje nasycenym roztokem sody a solanky a susi se nad sira-
nem hofeCnatym. Chromatografii koncentratu na sloupci silikagelu v systému DCM/methanol
(gradient 0 az 10 %) se ziskd 100 mg (80% vytézek) pozadovaného jodidu vzorce 8. Jodid je pod-
stoupen dalsi reakci bez dlouhého skladovani.

ESIMS: 610.
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Ptiklad 6

K bromidu vzorce 7 (273 mg, 0,425 mmol) se ptida trifenylfosfin (300 mg, 1,144 mmol) a smés
se micha pfi teploté 85 °C pod atmosférou argonu po dobu 12 hodin. Pribéh reakce se monitoruje
pomoci TLC ve smési chloroform — methanol (10:1). Reakéni smés se necha ochladit na labora-
torni teplotu, rozpusti se v minimalnim mnozstvi DCM a ptikape do roztoku hexanu (50 ml) za
stalého michani pii teploté 0 °C. Vznikly precipitat se zfiltruje, opét rozpusti v minimalnim
mnozstvi DCM a pfikape do roztoku diethylétheru (50 ml) za stilého michani pfi teploté 0 °C.
Precipitat se zfiltruje a ususi pod vakuem. Takto se ziska 281 mg (73% vytézek) pozadované lat-
ky vzorce 9 ve formé slabé zlutého prasku.

e
axe
v

Br
P*@

O

'H NMR (500 MHz, cdsod) § 7,89 — 7,74 (m, 15H), 7,37 — 7,05 (m, 10H), 6,85 (d, J = 8,7, 2H),

6,71 (d, J= 8,7, 2H), 4,24 (1, J = 5,0, 2H), 3,57 (t, J = 5,0, 2H), 3,43 (m, 2H), 2,97 (s, 6H), 2,40
(t,J="7.9,2H), 1,74 — 1,60 (m, 2H), 1,59 — 1,49 (m, 2H), 1,36 — 1,05 (m, 12H). ESI MS: 744

Ptiklad 7

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

M

Yy,

Biologické testy mitochondrialng cileného alkyltrifenylfosfoniového derivatu tamoxifenu (Mito-
TAX), srovnavaci studie s tamoxifenem (TAX)

Priklad 8

MitoTAX ptipraveny podle pfikladu 6 byl testovan z hlediska vlivu na bunécné linie rakoviny
prsu. Byly pouZity linie s riznou hladinou exprese proteinu HER2 a estrogenniho receptoru a
(ERa). Bunééna linie MCF7 ma relativné nizkou expresi proteinu HER2. Pro testovani vlivu
MitoTAXu na zabijeni bun€k rakoviny prsu s riiznou hladinou proteinu HER2 jsme pfipravili
HER2™ a HER" MCF7 buitky. MCF7 buiiky byly transfekovany vektorem s ,non-silencing®
sekvenci (NS), se ,,short hairpin® sekvenci utlumujici expresi HER2 (sh) a vektorem s genem pro
HER?2. Obr. 2 ukazuje na expresi proteinu HER2 v riiznych subliniich za pouZiti metody ,,wes-
tern blotting®. V dalsi praci byly pouzity bunécné sublinie NS, Sh1 26 (klon 26) a +11 (klon 11).

-10 -
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Piiklad 9

Zjistovali jsme ICsy hodnoty pro latky TAX a MitoTAX pro fadu linii rakoviny prsu. Jednotlivé
hodnoty byly stanoveny z ktivek pfeZivani bunék pfi riznych koncentracich obou latek pomoci
metody ,.crystal violet“. Pouzili jsme bunééné linie s riiznou kombinaci exprese proteinu HER2
a ERo: ERa'/HER2'™™ (MCF7,,,), ER'/HER2" (MCF7yggy+, BT474, NeuTL — mysi linie rakovi-
ny mlééné zlazy), ERa'/HER2™ (MCF7ugro, T47D, ZR75-1), ERoi/HER2® (SK-BR-3),
ERa/HER™ (MDA-MB-231, MDA-MB—453, MDA-MB-436). Z tabulky I. je patrné, Zze ICs
hodnota je vyrazn€ nizsi pro latku MitoTAX, a to zhruba o fad. Nejcitlivéjsi je linie MCF 7gggo-+,
ktera ma genotyp ERa’/HER2". Odpovidajici linie s genotypem ERa."/HER2™ (MCF7ygr,_) a ge-
notypem ERo'/HER2"™ (MCF7,4) maji ICso hodnoty zhruba 2krat vyssi, coZ ukazuje na skute¢-
nost, ze zvySeni hladiny proteinu HER2 vede ke zvySeni citlivosti k MitoTAXu. Na druhou stra-
nu se sniZuje citlivost k tomuto molekularnimu cili latky TAX, kde trend hodnot ICs, je opa¢ny.
To ukazuje na jedine¢nou vlastnost MitoTAXu, ktera (pokud je ndm znamo) zatim nebyla u ji-
nych protirakovinnych latek zjisténa.

Tabulka I. ICso hodnoty (1M) pro bunééné linie rakoviny prsu s rozdilnou expresi proteinu HER2
a ERa

Bunécna linie | Status TAX | MitoTAX
MCF7par ERa'/HER2"Y | 152 | 1,25
MCF7nero- ERa'/HER2" |14,1| 145
MCF 7hero+ ERa’/HER2" |21,6| 0,865
T47D ERa'/HER2. | 17,3 34
MDA-MB-231 | ERa/HER 35,8 6.2
MDA-MB-453 | ERa/HER 17,5 2,5
MDA-MB-436 | ERa/HER 12,6 34
ZR75-1 ERa'/HER2 | 16,9 2,7
SK-BR-3 ERa/HER2® | 28,3 3,5
BT474 ER'/HER2® [29.8 2,4
NeuTL ERa‘/HER2" | 35,6 45

Priklad 10

Dale jsme zjistovali, zda MitoTAX potladuje rist naddord. Protirakovinna G¢innost latky Mito-
TAX byla testovana za pouziti transgenni mysi linie FVB/N c—neu, ktera je charakteristicka tim,
Ze se rodi zdrava a u niz v dospélosti dojde ke zvy$ené expresi proteinu HER2 piisobenim estro-
genu (Guy CT et al., Expression of the neu protooncogene in the mammary epithelium of trans-
genic mice induces metastatic disease., Proc Natl Acad Sci USA 1992;89:10578-10582).
U té€chto mysi dochazi k dysplazii a poté hyperplazii v oblasti mlé¢né zlazy v dobé 3 az 4 mésice
po narozeni a k tvorb¢ hmatatelnych nddort po 6 mésicich, a to v kontextu funkéniho imunitniho
systému. Tento model nadoru prsu (mlééné zZlazy) je velmi dobrou aproximaci lidského nadoru
prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 typu ,,ductal in situ“. Nase vysledky (Obr. 3) ukazuji

-11-
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velmi dobrou uc¢innost latky MitoTAX na rist téchto nadord. MySim byla poddvana davka
3 umol latky TAX a 0,5 pmol latky MitoTAX dvakrat tydné po dobu dvou tydnii. Objem nadori
byl kvantifikovan pomoci ultrazvukového zobrazovaciho pfistroje, ktery velmi precizné a neinva-
zivné zobrazuje nadory a to vCetné Casti, které jsou zanofené v té€le pokusného zvitete. Je patrné,
ze MitoTAX je zhruba 20— az 30krat u¢innéjsi nez TAX, pfiCemz rozdily mezi plisobenim obou
latek jsou signifikantni. Symbol ,,** naznacuje signifikantni rozdily mezi lé€enymi a kontrolnimi
zvitaty, symbol ,,*** signifikantni rozdily mezi zvitaty lé¢enymi latkou TAX a latkou MitoTAX.
Pfitom nebyla u experimentélnich zvifat pozorovdna zadna zjevna toxicita. Fotografie pod gra-
fem ukazuji reprezentativni nadory z jednotlivych skupin zvifat.

Priklad 11

Dilezitym aspektem latky MitoTAX je jeji vyssi protirdstova aktivita vi¢i liniim se zvySenou
expresi onkogenu HER2. To je ukdzano v Obr. 4, ktery také dokumentuje, Ze linie se sniZzenou
expresi onkogenu HER2 (klon 26) je vici latce MitoTAX méné€ u¢inna, pfi¢emz pro latku TAX
je tomu naopak. Také jsme pro tyto pokusy ptipravili sublinii linie MCF7 rezistentni vici latce
TAX, a to dlouhodobym ptisobenim na plivodni linii MCF7 latkou TAX o zvySujici se koncent-
raci. Je vidét, ze tyto buriky, rezistentni k latce TAX, byly citlivé k latce MitoTAX (Obr. 4).
Vysledky v Obr. 4 znazorfiuji prezivani sublinii rakoviny prsu odvozené z MCF7 bunék o rozlis-
nych genotypech (ERat' /HER2"Y, MCF7,,; ERa'/HER2", MCF7"¥*** _ Kklon 26; ERa.'/HER2',
MCF7"™" _ Kklon 11; ERa’/HER2"Y, MCF7™*®). Vysledky byly ziskany pomoci metody
»crystal violet, kterd umoZiiuje stanoveni Zivych a mrtvych bunék, v tomto piipadé v pfitomnos-
ti riznych koncentraci latek MitoTAX a TAX.

Priklad 12

Dilezitou vlastnosti protirakovinnych latek, které zptisobuji smrt rakovinnych bunék, je zpisob
bunééné smrti. Proto jsme testovali, zda latka MitoTAX vyvolava apoptdzu, tedy programovanou
buné¢nou smrt, kdy burika umiré fizenym zptisobem a jeji ,,zbytky®, tzv. apoptoticka téliska, jsou
z tkan€ odstrafiovany fagocytickymi buiikami, aniz dochazi k masivnim zanétum. Obr. 5 ukazuje,
Ze latka skutecn€ vyvolava apoptézu. Tento zplsob bunééné smrti byl vyhodnocen na zakladé
stanoveni procenta buné€k s proteinem annexin V ve vnéjsi ¢asti plazmatické membrany metodou
prutokoveé cytometrie. Vysledky opé€t ukazuji na jasnou zvysenou aktivitu latky MitoTAX viéi
burtkam s vysokou hladinou proteinu HER2, pfi¢emz buiiky se snizenou hladinou proteinu HER2
jsou vyrazné rezistentngjsi (pfi¢emz i tak tyto buriky zabiji).

Ptiklad 13

Predchozi publikace Moreira Pl et al., Tamoxifen and estradiol interact with the flavin mono-
nucleotide site of complex I leading to mitochondrial failure., J Biol Chem 2006;281:10143—
10152.) naznacdila, Ze cilovym mistem v mitochondriich je pfi vysoké koncentraci latky TAX
komplex 1. Zjistili jsme, Ze tak je tomu i pro MitoTAX, coz je dokumentovano v Obr. 6. Zde je
ukézan vliv latky TAX (vlevo) a MitoTAX (vpravo) na respiraci pfes mitochondrialni komplex I
a II. Je vidét, ze TAX inhibuje prednostné komplex I pted komplexem II, a to pfi koncentracich
nad 20 pM. Latka MitoTAX rovnéz inhibuje komplex I pfednostné pred komplexem II, ale pii
znacné€ nizSich koncentracich kolem 1 az 2 uM. Pro tato méfeni byly MCF7 buiky umistény
v komiirce pfistroje Oxygraf a stanovena respirace pii zvySujicich se davkach latek TAX (vlevo)
a MitoTAX (vpravo). Respirace (spotieba kysliku spfazena s tvorbou ATP) je vztazena na 10°
bun€k a je vynesena jako relativni hodnota s pocate¢ni hladinou respirace oznacenou relativni
hodnotou 1.

-12-
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Piiklad 14

Vlastnosti nékterych mitokanti je jejich schopnost zvySovat oxidativni stress (tvorbu radikalii
kysliku, ROS), selektivné v rakovinnych buiikdch, zejména spojeny s pisobenim na mitochon-
drialni komplexy ucastnici se oxidativni fosforylace. S tim je vétsinou spojen pokles mitochon-
drialniho potencidlu (Neuzil J et al., Classification of mitocans, anti—cancer drugs acting on
mitochondria, Mitochondrion 2013;13:199-208; Kluckova K et al., Mitochondrial complex II,
anovel intriguing target for anti—cancer agents., Biochim Biophys Acta 2013;1827:552-564).
Tvorbu kyslikovych radikald jsme testovali i u laky MitoTAX. Obr. 7 ukazuje tvorbu kysliko-
vych radikalii u sublinii MCF7 bunék lisicich se hladinou HER2, a to 1hodinovém pisobeni latek
TAX ¢i MitoTAX (obé v koncentraci S uM). Je vidét, ze TAX je pfi stejné koncentraci vyrazné
méné u¢inna nez MitoTAX. Dal§im dilezitym zjisténim je, Ze MitoTAX indukuje tvorbu vice
kyslikovych radikali v burikéach s vysokou hladinou HER2, zatimco v butikach s nizkou hladinou
HER?2 dochazi k nizsi produkci radikalii. Latka TAX tento trend nenasleduje. Ve viech pfipadech
rozpojova¢ mitochondrialni respirace, latka CCCP, snizuje mitochondridlni potencial na bazalni
hodnotu. Obr. 8 ukazuje, Ze MitoTAX nikoliv v§ak TAX snizuje mitochondridlni potencial a to
Jiz pti koncentraci 5 uM a piisobeni po dobu 1 h.

Ptiklad 15

V burikach rakoviny prsu s vysokym obsahem proteinu HER2 je tento protein pfednostné lokali-
zovan v mitochondriich. To je ukazano v Obr. 9, kde je ,,western blot* ptivodni linie MCF7
i sublinii HER2® MCF7 (klon 11), HER2™ MCF7 (klon 26) a sublinie rezistentni viiéi latce TAX
(klon TAM-R). Je vidét, Ze buiiky klonu 11 maji zvySenou expresi proteinu HER2 (oznaované
Sipkou) v mitochondrialni, cytoplazmatické (obsahuje plazmatickou membranu) i nuklearni frak-
ci. Spodni obrazek je mitochondridlni frakce, kdy membrana byla exponovéana delsi dobu, aby
bylo zietelné, Zze v mitochondriich, byt ve znaéné mensi mite, je protein HER2 i u parenteralnich
MCF7 bunék a bunék rezistentnich k latce TAX, nikoliv u bunék se sniZzenou hladinou HER2
(klon 26). Tento prekvapivy vysledek je ve shodé s nedavno publikovanou praci (Ding Y et al.,
Receptor tyrosine kinase ErbB2 translocates into mitochondria and regulates cellular metabo-
lism., Nat Commun 2013;3:1271). Tato publikace také ukazuje, Ze buiiky rakoviny prsu s vyso-
kou expresi onkogenu a proteinu HER2 lokalizovaného z vétsi ¢asti v mitochondriich, jsou rezis-
tentni k latce trastuzumab. Pfi aplikaci latky trastuzumab na rakovinovou buiiku dochézi k tomu,
Ze se jesté vice onkogenu HER2 piesouva do mitochondrie (Ding Y et al., Receptor tyrosine
kinase ErbB2 translocates into mitochondria and regulates cellular metabolism., Nat. Commun
2012;3:1271.). Je pravdépodobné, Ze butiky rakoviny prsu pfesouvaji z povrchu (membrany)
HER?2 proto, aby tento onkogen nemohl byt inhibovan latkou trastuzumab. Jeden z dopadi inhi-
bice HER2 je aktivace proteinu p27, coz je inhibitor bunééného cyklu, ktery snizuje malignost
bunék (Yang HY, Shao R, Hung MC, Lee MH., p27 Kipl inhibits HER2/neu—mediated cell
growth and tumorigenesis., Oncogene 2001;20:3695-3702). To ma na rakovinné buiiky s vyso-
kou expresi proteinu HER2 negativni dopad, nebot’ rakovinné buriky jsou ,.evolu¢né naprogramo-
vané“ na proliferatni statut (Hanahan D., Weinberg RA., The hallmarks of cancer., Cell
2000;100:57-70). Lze oekavat, ze jelikoz protein HER2 — cil latky trastuzumab, neni v mem-
brané ve vétsim méfitku ptitomen, ziska burika rezistenci viidi latce trastuzumab. Pfitom ale zvy$i
svou citlivost vii€i latce MitoTAX, ktery je schopen proniknout az do mitochondrii, coZ ukazuje
na jeho vyjimecnost.

Ptiklad 16
Jednim z divodi zvysené citlivosti bun&k rakoviny prsu s vysokou expresi proteinu HER2 je
jejich zménéna mitochondrialni bioenergetika a morfologie. Vysoké mnoZstvi proteinu HER2

v mitochondriich méni jejich morfologii i funkci. Obr. 10 ukazuje, Ze mitochondrie v HER2"
burikach (klon 11) jsou asi 2krat krat$i nez v HER2 buiikach (klon 26). Délka mitochondrie byla
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odhadnuta za pomoci konfokalni mikroskopie bunéénych linii transfekovanych mitochondrialné
cilenym proteinem GFP (ktery v tomto pfipad¢ plisobi zelenou fluorescenci mitochondrii). Délka
byla uréena analyzou mitochondrii v 50 ndhodné vybranych burikach za pouziti software ,,Fuji
Freehand Lines Measurement Tools“. To souvisi s jejich sniZenou mitochondridlni respiraci
a s tim souvisejicim niZ§im potencidlem a vyssi produkci laktatu (znak pfesunu k aerobné glyko-
lytickému metabolismu) (Obr. 11). Zde je ukazano, Ze buiiky se zvySenou hladinou proteinu
HER?2 produkuji asi 2krat vice laktatu nez buriky parenteralni a buriky se sniZenou hladinou pro-
teinu HER2. V piipadé respirace je tomu naopak. Buiiky se zvySenou hladinou proteinu HER2
respiruji méné (ATP produkce je spfazena s nizsi spotfebou kysliku). S vy$§im podilem glykoly-
zy na tvorbé ATP u bunék se zvysenou hladinou proteinu HER2 souvisi téZ jejich zvySeny pfijem
glukdzy (Obr. 12).

Ptiklad 17

Dal$im moznym diivodem zvysené citlivosti HER2" bunék s vy$3i hladinou proteinu HER2 viici
latce MitoTAX je jeji pisobeni na estrogenni receptor ERa., ktery plsobi anti—apoptoticky (Tho-
mas C, Gustaffson J., The different roles of ER subtypes in cancer biology and therapy., Nat Rev
Cancer 2011;11:597-608; Deblois D., Giguere V., Oestrogen-related receptors in breast cancer:
control of cellular metabolism and beyond., Nat Rev Cancer 2013;13:27-36). To ukazuje
Obr. 13, kde je vidét, ze MitoTAX sniZuje expresi ERa jiZ pfi koncentraci 1 uM zhruba 3krat,
zatimco latka TAX je net¢inna. Tyto vysledky byly ziskany pomoci metody ,,real-time PCR“.

Priklad 18

Velmi dilezita je vyse uvedena vysoka a¢innost latky MitoTAX viéi nadorim s vysokou expresi
onkogenu HER2 v mysi linii FVB/N c-neu. Tento nador, ktery velmi dobfe odpovida lidskému
nadoru s vysokou expresi proteinu HER2, byl analyzovan z hlediska exprese proteinu HER2
a dalSich genu. Obr. 14 ukazuje reprezentativni FVB/N c—neu mys, kde je znazornén nador (horni
obrazek vlevo) a také vlastni nador (obrazek dole vlevo). Vysledky analyzy nadoru pomoci meto-
dy ,,western blotting* doklada, ze nador obsahuje vysokou hladinu proteinu HER2, ktery je téméf
nedetekovatelny v normalni tkani mlééné zlazy. Dale jsou zde vysledky analyzy mitochondrialni
(Mito) a cytosolické (Cyto) frakce. Je zfejmé, Ze naprosta vétsina proteinu HER2 je lokalizovana
v mitochondriich. Tyto vysledky ziskané z experimentainiho nadoru odpovidaji vysledkiim z bu-
né€k rakoviny prsu s vysokou expresi HER2.

Ptiklad 19

Nedavno bylo ukdzidno na nadorech ledvin, Ze tentyZ nador obsahuje oblasti, které se lisi mutac-
nim profilem (Gerlinger M et al., Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed by
multiregion sequencing., N. Engl J Med 2012;366:883-892). V pfipadé karcinomii prsu byla také
zjist€éna nadorova heterogeneita (Stingl J., Caldas C., Molecular heterogeneity of breast carcino-
mas and the cnacer stem cell hypothesis., Nat Rev Cancer 2007;7:791-799). S tim koreluje velice
zajimavé zjiSténi, Ze u spontannich nadord mlééné Zlazy v transgenni my$i FVB/N c—neu jsou
oblasti s rozdilnou expresi n¢kolika dilezitych geni na Grovni mRNA, které zasadnim zpisobem
ovliviiuji 1é¢bu rakoviny prsu. Jedna se o geny ERa, HER2 (Ki67, ,,marker” proliferace, ktera je
vy$si v piipad€ vyssi hladiny HER2) a GATA3 (transkripéni aktivator, ktery se positivné ugastni
regulace exprese HER2). Toto je ukdzano v Obr. 15. V tomto pokusu byly dva nadory rozdéleny
na nékolik ¢asti, které byly analyzovany pomoci metody ,,real-time PCR“ na expresi proteinu
vySe uvedenych genii. Uvedeny obrazek ukazuje, Ze exprese je v jednotlivych oblastech nadoru
velmi odlisna, a to az Skrat. Obdobn¢ se lisi v jednotlivych ¢astech nadori vSechny studované
geny. DalSim diikazem odli$né exprese proteinu HER2 v jednotlivych ¢astech nadoru v experi-
mentalni mysi linii FVB/N c—new je ukdzana v nasledujicich obrazcich, kde je vidét jednak mor-
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fologie nadoru na zékladé barveni hematoxylinem a eosinem (Obr. 16) a imunohistochemicka
analyza exprese proteinu HER2 (Obr. 17). Tyto jednoznaéné rozdily odpovidaji rozdilné expresi
v jednotlivych Castech nddoru na Grovni mRNA a také publikovanym adajim o intraniddorové
heterogeneité (Gerlinger M et al., Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed by
multiregion sequencing., N Engl J Med 2012;366:883-892; Stingl J, Caldas C., Molecular
heterogeneity of breast carcinomas and the cancer stem cell hypothesis., Nat Rev Cancer
2007;7:791-799). Obr. 17 ukazuje, ze mezi vnéjsi ¢asti nadoru (Cast 1a), stfedni Easti (Cast 1b)
a vnitfni ¢asti (¢ast 1c) jsou velmi vyrazné rozdily v expresi proteinu HER2. Toto znamena, Ze
nékteré oblasti nddoru budou rezistentni k 16¢bé latkou TAX (oblasti s vysokou expresi proteinu
HER?2), jiné vidi latce trastuzumab (oblasti s nizkou hladinou proteinu HER2). Navic lze o&eka-
vat, Ze pfi pisobeni latky trastuzumab dojde ke zvySenému piesunu proteinu HER2 do mitochon-
drii, ¢imZ oblasti nadoru s vysokou expresi proteinu HER2 ziskaji rezistenci vici 1é¢bé latkou
trastuzumab. Naproti tomu, latka MitoTAX, ktera pisobi na mitochondrie a ktera zabiji buriky
s vysokou expresi proteinu HER2 u¢inné&ji nez buiiky s nizkou expresi tohoto proteinu si s oblast-
mi nadord rezistentnich vici latce trastuzumab ,,poradi.

Pfiklad 20

Latka MitoTAX, ktera u¢inné zabiji buriky rakoviny prsu, je i¢inn4 i proti jinym typtim rakovin-
nych bunék. To je ukdzano v Tabulce 2, kde jsou uvedeny ICs, hodnoty latek MitoTAX a TAX.
Jsou zde linie riiznych typl rakoviny, a to v€etné karcinomi, sarkomi a novotvarii ob&hového
systému (leukémie). Ve vSech ptipadech jsou hodnoty IC50.

Tabulka 2
Bunécéna linie - typ nadoru TAX MitoTAX
1321n1 - astrocytoma 17,97 1,54
SHSYS5Y - neuroblastoma 11,16 1.76
U87 - glioblastoma 32,44 1,96
H28 - mesothelioma 39,74 2,53
LnCAP - nador prostaty 36,70 0,86
H1299 - nemalobunéény nador plic | 38,53 1,80
Hela - nador délozniho &ipku 30,28 2,68
MG-63 - osteosarcoma 19,94 1,47
HCT116 - kolorektalni nador 28,91 1,81
HepG2 - hepatokarcinoma 17,56 1,05
MOLT-4 - leukémie 12,9 0,37

Zavérem lze fici, ze jsme pfipravili zcela nové latky, které vychazeji z laitky TAX, coZ je béZné
pouZzivané terapeutikum k 16¢b€ rakoviny prsu, onemocnéni, které je na vzestupu (DeSantis C et
al., Breast cancer statistics, 2011., CA Cancer J Clin 2011;1:409-4018). Vyse popsany alkyltri-
fenylfosfoniovy derivat tamoxifenu (MitoTAX) dle vynalezu se pfednostné akumuluje v mito-
chondriich, kde je jeho zdsahové misto komplex I. Interakci MitoTaxu s komplexem I dojde
k pteruseni toku elektrond, které reaguji s molekularnim kyslikem. Tim dojde ke vzniku kysliko-
vych radikald, které pak vyvolaji buné¢nou smrt. MitoTAX je uéinny vi¢i nadordm prsu s nizkou
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i vysokou hladinou proteinu HER2, ktery velmi komplikuje dosavadni zpiisoby 1é¢by. MitoTAX
miiZe doplnit ¢i nahradit v 16€b€ nadori jak latku TAX tak i latku trastuzumab.

Vyuziti vynalezu

Novy derivat tamoxifenu vzorce 1 podle vynalezu je vyuzitelny k 1é¢bé rakoviny ve zdravotnictvi
a ve farmaceutickém prumyslu k pfipravé 1€kt pro 1é¢bu rakoviny.

PATENTOVE NAROKY

1. Mitochondrialné cilené E a/nebo Z izomery alkyltrifenylfosfoniovych derivati tamoxifenu
nebo jejich smeés obecného vzorce [

X_
rn C
‘ %
n
l U

kden=8az 12
a X =Br, [, mesyl.
2. Zpusob piipravy alkyltrifenylfosfoniovych derivati tamoxifenu obecného vzorce I podle

naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se ylidem generovanym z tert—butyldimethylsilyl-
oxy-alkyl-trifenylfosonium bromidu o obecném vzorci II,

5T C}

v tetrahydrofuranu v atmosféfe argonu pii teploté —78 °C plisobenim organické baze pusobi na
aldehyd vzorce 11,

(In),

kden=5az9
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\
N
/" o

ORE
O - (),

za vzniku silylovaného derivatu obecného IV
\N
AR
= 0—S8i
W, \ V),

n

kden=5az9,

na silylovany derivat obecného vzorce IV se pisobi tetrabutylamonium fluoridem za vzniku alke-
10 nolu obecného vzorce V

kden=15az9,
15
ktery se v atmosfétre vodiku v pfitomnosti katalyzatoru redukuje na alkohol obecného vzorce VI

N
OXE
O nOH VI,

20 kden=152az9,
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ktery se substituci ptevede na ptisluSny derivat obecného vzorce VII
\N
/" o
&M
n (v,

kden=5az9
a X je I, Br nebo mesyl,

ktery se zahfivanim s trifenyl fosfinem prevede na mitochondrialng cileny alkyltrifenylfosfoniovy
derivat tamoxifenu obecného vzorce 1.

3. Pouziti mitochondrialné cileného E a/nebo Z izomeru alkyltrifenylfosfoniového derivatu
tamoxifenu nebo jejich smési obecného vzorce I k pfipravé léCiva pro 1é€bu neoplastickych
chorob.

4. Pouziti podle naroku 3 k ptipravé IéCiva pro lécbu karcinomu, sarkomt, lymfomt a leuké-
mi,

S. Pouziti podle naroku 3 k piipravé lé¢iva pro 1é€bu nadorovych onemocnéni vybranych ze
skupiny: astrocytoma, neuroblastoma, glioblastoma, mesothelioma, nador prostaty, nemalobunég-
ny nador plic, nador dé€lozniho Eipku, osteosarkoma, kolorektalni nador, hepatokarcinoma, leuké-
mie.

6. Pouziti mitochondrialné cileného E a/nebo Z izomeru alkyltrifenylfosfoniového derivatu
tamoxifenu nebo jejich smési obecného vzorce I k ptipravé léCiva pro zabijeni rakovinnych
bun€k v riznych oblastech nadoru prsu bez ohledu na rozdilnou hladinu proteind jako jsou
HER2, ERa, GATAS3 ¢&i Ki67.

7. Pouziti mitochondridlné¢ cileného E a/nebo Z izomeru alkyltrifenylfosfoniového derivatu
tamoxifenu nebo jejich smési obecného vzorce I k piiprave 1éCiva pro potlaceni exprese estrogen-
niho receptoru ERa.

8. Pouziti mitochondridln¢ cileného E a/nebo Z izomeru alkyltrifenylfosfoniového derivatu
tamoxifenu nebo jejich smési obecného vzorce 1 k ptipravé 1éCiva pro inhibici respirace pies
mitochondrialni komplex I.

9. LéCivo pro léceni neoplastickych chorob, vyzmacujici se tim, Ze obsahuje
nejméné jeden E a/nebo Z izomer alkyltrifenylfosfoniovych derivati tamoxifenu obecného vzor-

ce I, podle naroku 1.

10. Lécivo podle naroku 9, vyznacujici se tim, Ze neoplastickou chorobou je rako-
vina prsu s vysokou hladinou proteinu HER2 v nadorovych burikach.

11. Lécivo podle naroku 9, vyznacujici se tim, Ze neoplastickou chorobou je rako-
vina prsu s nizkou hladinou proteinu HER2 v nadorovych burikach.
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12. LéCivo podle naroku 9, vyznadujici se tim, Ze neoplastickou chorobou je rako-
vina s nizkou i vysokou hladinou proteinu HER2 v nadorovych buiikdch jinych neZ jsou nadory
prsu.

10 vykresi
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Obr. 7.
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Obr. 11.
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