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(54) Nazev piihlasky vynalezu:
Pouziti komplexu médi obsahujicich 2-fenyl-
3-hydroxychinolin-4(1H)-on a derivaty 1,10-
fenanthrolinu pro pfipravu lé¢iv pro 1écbu
nadorovych onemocnéni

(57) Anotace:
Pouziti komplexii médi v oxidagnim stupni +I1 a jejich
krystalosolvéti obecného vzorce [Cu(qui)(R,phen)]X.
vyjadfenych struk turnim vzorcem (1), kde symbol qui
predstavuje 2-fenyl-3-hyd roxychinotin-4(1H)-ondtovy aniont.
symbol R, kde n = 1-4, predstavuje substituent nebo
substituenty na 1,10-fenanthrolinu (phen), kde R1 je
substituent vybrany ze skupiny: vodik, 4-methyl, 5-methyl, 5-
nitro, 5-chloro, a/nebo je-1i R1 5-methyl pak je R2 6-methyl,
je-li R1 4-fenyl. pak je R2 7-fenyl, je-li R1 3-methyl, pak je
R2 4-methyl. R3 je 7-methyl a R4 je 8-methyl. vyjadiené
konkrétnimi vzorci [Cu(qui)4-methylphen) X, [Cu(qui)(3-
methylphen)}X, [Cu(qui)5-methylphen)] X, [Cu(qui)(5-
nitrophen)]X. [Cu(qui)(5-chlorophen)} X, [Cu(qui)(3.6-
dimethylphen)]X. [Cu(qui)(4,7-difenylphen)]X,
[Cu(qui)(3.4,7.8-tetramethylphen)] X, a kde symbol X je
monoaniont kyseliny vybrané ze skupiny: F. CI;, Br, I. NO5.,
BF,. BPh,, HCOO", CH;COO", ClO4. HSO,", pro pfipravu
[é¢iv pro létbu karcinomu plic a/nebo pro lé¢bumaligniho
melanomu a/nebo pro 1é¢bu karcinomu délo niho &ipku
a/mebo karcinomu vajeéniku a/nebo cisplatin-resistenmi lidské
nadorové linie karcinomu vajeéniku amebo pro 1é¢bu
karcinomu prostaty.
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Pouziti komplex médi obsahujicich 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(1H)-on a derivaty

1,10-fenanthrolinu pro pfipravu léCiv pro Ié€bu nadorovych onemocnéni

Oblast techniky

PfedloZzeny vynalez se tykad pouziti komplexid médi obsahujicich 2-fenyl-3-
- hydroxychinolin-4(1H)-on a derivaty 1,10-fenanthrolinu pro pfipravu 1é€iv pro léébu
nadorovych onemocnéni, konkrétné pak pro le¢bu plicniho adenokarcinomu,
karcinomu délozniho Cipku, maligniho melanomu, karcinomu vajecniku, cisplatin-

resistentniho karcinomu vajeéniku a karcinomu prostaty.

Dosavadni stav techniky

Komplexy médi tvofi vyznamnou skupinu latek v oblasti vyzkumu slouéenin s
protinadorovou aktivitou, protoZe predstavuji moznou alternativu k jiz pouzivanym
komplexnim slou¢enindm platiny, k jejichz stale jesté celosvétove nejhojnéji
pouzivanym zastupcUm patfi napf. cis-diamindichlorido-platnaty komplex (cisp/atina)

obecného vzorce (A).

0
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Derivaty 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(1H)-onu obecného vzorce (B) vykazuji samy o
sob& velmi Sirokou Skalu ruznych biologickych aktivit, ktera zavisi od substituce
heterocyklického aromatického kruhu (R1), ale také od substituce na fenylu v poloze 2
(R2) (Hradil, P. et al., J. Heterocyclic Chem., 2004, 3 (41), 375-379, Soural, M. et al.,
Eur. J. Med. Chem., 2006, 41, 467-474, Soural, M. et al., J. Combinatorial Chem.,
2007, 9, 793-796, patentovy spis WQO2008028427, patentova pfihlaska CZ
20100476). V téchto zmifiovanych pracich je popsana pfiprava a cytotoxické uginky

jednotlivych  derivati  2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(7H)-onu. Uvedené organické
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slougeniny jsou aza-analogy pfirodnich sloucenin flavoni, jejichz biologicka aktivita je
popisovana v celé fadé patentovych spisti, napfiklad EP 0558245, US 5238954, US
5733920, WO 2009129372, EP 0803503 a dalSich. Vzhledem k faktu, Zze samotné
derivaty 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(7H)-onu nejsou v literatufe pfili§ studovany, je
pochopitelné, Ze problematika jejich komplexnich slou¢enin je probadana jesté

mnohem méné. Prvné popsané médnaté komplexy téchto derivatl jsou bis(4-oxo-2-

- phenyl-1,4-dihydrochinolin-3-olato-xO*)médnaty  komplex, [Cu(chin)), a {2-

(benzoylamino)benzoato-kO}-(4-oxo-2-phenyl-1,4-dihyd rochinolin-3-olato-kO*)-

~(N1,N1",N2,N2'-tetramethyl-1,2-ethandiamin-kN1,-kN2)médnaty komplex,

1

[Cu(babe)(chin)(tmen)], a jejich krystalosolvaty s N,N-dimethylformamidem (Czaun,
M. et al., Chem. Commun., 2004, 8, 1004-1005, a Kaizer, J. et al., Monograph series,
20th ICCBC, Smolenice, Slovak Republic, June 5-10, 2005, 111-121).

Naproti tomu, médnaté komplexy obsahujici ve své struktufe 1,10-fenanthrolin a
jeho derivaty vykazuji rovnéz velmi Siroké spektrum biologickych aktivit. Asi
nejznamejsi skupinou téchto latek jsou tzv. Casiopeinas, coz jsou meédnaté komplexni

slouéeniny s 1,10-fenanthroliny nebo 2,2'-bipyridiny a aminokyselinami (Serment-

~ Guerrero, J. et al., Toxicology in Vitro 2011, 25(7), 1376-1384.; Bravo-Gomez M. E. et

al., J. Inorg. Biochem. 2009, 103, 299-309.

Charakterizace a popis biologické aktivity narokovanych komplex( je popsan
v publikaci Buchtik R. et al., Dalton Trans., 2011, 40, 9404-9412 a v ¢lanku Buchtik R.
et al., J. Inorg. Biochem. (v recenznim fizeni). V patentovém spisu CZ 303009 B6 je
uvedena uginnost in vitro u narokovanych komplexi médi vi¢i nadorovym liniim
lidského osteosarkomu (HOS) a prsniho karcinomu (MCF7). Tato aktivita je
srovnavana s komercné pouzivanym cytostatikem cisplatinou a v nékterych pfipadech

dosahuje vice nez desetinasobné ucinnosti oproti zmifiované cisplatiné.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je ochrana nového pouziti komplex( médi v oxidacnim stupni +l|
a jejich krystalosolvati obecného vzorce [Cu(qui)((R1-R6)phen))]X, vyjadienych

strukturnim vzorcem (1),



(1)-
kde symbol qui predstavuje 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(7H)-onatovy aniont, symbol

R, kde n = 14, pfedstavuje substituent nebo substituenty na 1,10-fenanthrolinu
(phen), kde R1 je substituent vybrany ze skupiny: vodik, 4-methyl, 5-methyl, 5-nitro, 5-
chloro, Je i R1 5-methyl, pak je R2 6-methyl, je-li R1 4-fenyl, pak je R2 7-fenyl, je-li R1
3-methyl, pak je R2 4-methyl, R3 je 7-methyl a R4 je 8-methyl, vyjadiené konkrétnimi
vzorci [Cu(qui)(4-methylphen)]X, [Cu(qui)(5-methylphen)]X, [Cu(qui)(5-nitrophen)]X,
(Cu(qui)(5-chlorophen)IX, [Cu(qui)(5,6-dimethylphen)]X, [Cu(qui)(4,7-difenylphen)]X,
[Cu(qui)(3,4,7,8-tetramethylphen)]X, a kde symbol X je monoaniont kyseliny vybrané
ze skupiny: -, CI, Br, I, NOy~, BF., BPhy, HCOO, CH,COO-, CIO,~, HSO,, pro
piipravu legiv pro 1éCbu karcinomu plic a/nebo pro 1é&bu maligniho melanomu a/nebo
pro 1écbu karcinomu déloZniho Gipku a/nebo karcinomu vajeéniku a/nebo cisplatin-
resistentni lidské nadorové linie karcinomu vajeéniku a/nebo pro 1écbu karcinomu

prostaty.

V navaznosti na stavajici vysledky prizkumu bylo neodekdvané zjisténo, Ze
komplexy médi obsahujici 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(7H)-on, strukturniho motivu (1)
a vyjadfené obecnym vzorcem [Cu(qui)(R.phen)]X a jejich krystalosolvaty vykazuji
nejen vyraznou in vitro protinadorovou aktivitu viéi liniim lidského osteosarkomu
(HOS) a prsniho karcinomu (MCF7), ale jejich u€inek je mnohem vice Sirokospekt-
ralni. Konkrétné byla zjisténa vyrazna in vitro protinadorova aktivita v{igi liniim karcino-
mu vajeéniku, karcinomu prostaty, karcinomu plic, karcinomu délozniho &ipku a ma-
ligniho melanomu. Toto zjisténi nebylo zahrnuto v uzitném vzoru UV 2010-23634 ani

v patentu CZ 303008, coz vyrazné zvySuje aplikovatelnost testovanych slouéenin. Je
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liniim karcinomu vaje¢niku, karcinomu prostaty, karcinomu plic, karcinomu délozniho
Sipku a maligniho melanomu. Toto zji$téni nebylo zahrnuto v uzitném vzoru UV 2010-
. 23634 ani v patentu CZ 303009, coz vyrazné zvySuje aplikovatelnost testovanych
slouéenin. Je tieba zdlraznit, Ze pfi¢inou a nositelem vysledné protinadorové aktivity
je samotny médnaty komplex a nikoliv reakéni komponenty, tj. vychozi médnata sil a
samotny 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(1H)-on, jez jsou samy o sobé protinadoroveé na

uvedenych liniich neaktivni.

Velkou vyhodou pfihlaSovaného feseni pak je zjistény fakt, ze komplexy jsou
obecné aktivnéjsi napfiklad viéi cisplatin-rezistentni vajeénikové linii (A2780R), a to

vice neZ o dva fady, ve srovnani s cisplatinou.

Pravé Sirokospektralnost protinadorovych G¢inki a tedy i spektrum moZného
pouziti uvedenych sloucenin pak spole¢né se soucasnou selektivitou v plsobeni vici
cisplatin-rezistentni vaje¢nikove linii (A2780R) predstavuji pfinos pfedloZené pfihlasky

vlci sou¢asnému stavu poznani.

Prehled obrazk(i na pripojenych vykresech

Konkrétni pfiklady provedeni vynalezu jsou doloZeny pfipojenymi vykresy, kde
- obr. 1 je graf in vitro protinadorové aktivity komplex(: monohydrat dusi¢nanu

(2-fenyl-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-olato-x*0%0%)(1,10-fenanthrolin-
N :N")meédnatého [Cu(qui)(phen)]NOs-H20 (1), monohydrat dusiénanu (2-fenyl-4-
. oxo-1,4-dihydrochinolin-3-olato-x*0? 0*)(5-methyl-1,10-fenanthrolin-
«*N":N"%médnatého [Cu(qui)(mphen)]NO3-H;0 (2), monohydrat dusi¢nanu (2-fenyl-4-
~ oxo-1,4-dihydrochinolin-3-olato-«?0* 0*)(4, 7-difenyl-1,10-fenanthrolin-

-k’ N":N")médnatého [Cu(qui)(bphen)]NOs-H,0O (3), tetrafluoroboritan (2-fenyl-4-oxo-
*1,4-dihydrochinolin-3-olato-k*0*0%)(1,10-fenanthrolin-k’N":N"*)médnaty
[Cu(qui)(phen)]BF, (4), tetrafluoroboritan (2-fenyl-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-olato-
. ¥*0%0*)(5-methyl-1,10-fenanthrolin-<*N":N'*)médnaty [Cu(qui)(mphen)]BF4-H,0 (5) a
tetrafiuoroboritan (2-fenyl-4-oxo-1,4-dihydrochinolin-3-olato-x?0*:0%)(4,7-difenyl-1,10-
fenanthrolin-<?N":N"médnaty [Cu(qui)(bphen)]BFs (6), kde Hqui = 2-fenyl-3-

.



- hydroxychinolin-4(1H)-on, kde phen = 1,10-fenanthrb|in, mphen = 5-methyl-1,10-
_fenanthrolin a bphen = bathofenanthralin, viéi lidské nadorové linii karcinomu plic
A549 a jejich srovnani s cisplatinou

- obr. 2 je graf in vitro protinadorové aktivity komplext 1-6 vigi lidské nadorove
linii maligniho melanomu G361 a jejich srovnani s cisplatinou

- obr. 3 je graf in vitro protinaddorové aktivity komplex(i 1-6 vici lidské nadorové
linii karcinomu déloZniho Gipku Hela a jejich srovnani s cisplatinou

- obr. 4 je graf in vitro protinadorové aktivity komplext 1-6 vUci lidské nadorové
linii karcinomu vajecniku A2780 a jejich srovnani s cisplatinou

- obr. 5 je graf in vitro protinadorové aktivity komplexi 1-6 vU¢i cisplatin-
resistentni lidské nadorové linii karcinomu vajeéniku A2780R a jejich srovnani
s cisplatinou

- obr. 6 je graf in vitro protinadorové aktivity komplexi 1-6 vici lidské nadorove

linii karcinomu prostaty LNCaP a jejich srovnani s cisplatinou

Priklady provedeni vynalezu

V nasledujici ¢asti je vynalez doloZen, nikoli v8ak limitovan, konkrétnimi priklady

jeho uskute¢néni. Rozsah vyndlezu je pak jednoznacné limitovan patentovymi naroky.

Pro stanoveni in vitro protinadorové aktivity testovanych komplext uvadéné
v nasledujicich pfikladech byl pouzit MTT test. Metoda je zaloZena na schopnosti
metabolicky aktivnich bunék redukovat Zlutou sul 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
. difenyltetrazolium bromid (MTT) za vzniku modrého formazanoveho barviva. Jelikoz k
této pfeméné dochazi pouze v Zivych burikach, lze timto zplsobem stanovit
cytotoxicitu riznych chemickych latek. V ramci bufiky jsou za redukci zodpoveédne
mitochondrialni dehydrogenasy. Vznikajici formazanové barvivo je nerozpustne a je
nasledné kvantifikovano po rozpusténi v DMSO s amoniakem za pouZiti klasického
spektrofotometru. In vitro testy protinadorové aktivity byly provedeny na nasledujicich
lidskych nadorovych bunéénych liniich: karcinom plic A549, maligni melanom G361,
karcinom déloZniho &ipku Hela, karcinom vajeéniku A2780, cisplatin-resistentni
karcinom vaje¢niku A2780R a karcinom prostaty LNCaP. Linie byly udrZovany

v plastikovych lahvich v DMEM médiu (5 g/l glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml



penicilinu, 100 ug/mi streptomycinu, 10% fetalniho teleciho séra a hydrogenuhlicitan
sodny) pro bunééné kultury. Suspenze bunék (ca 1.25 x 10° bunék ml™) byly
rozpipetovany po 80 pl na 96 jamkové plastové mikrotitracni destiCky. Tyto byly
preinkubovany pfi 37%0 v CO, atmosféfe po dobu 24 hodin. Testované komplexy
médi a cisplatina jako terapeuticky standard byly rozpustény v N,N"-dimetylformamidu
v koncentracich do 50 mM a tyto slouzily jako zasobni roztoky. Pro vlastni experiment
byly zasobni roztoky fedény 1 000 x v kultivaénim médiu (max. koncentrace 50.0 uM)
apo odsati kultivatniho média byla smés pfidana k nadorovym bunkam a
hepatocytim po inkubaéni periodu 24 hodin. MTT analyza byla provadena
spektrofotometricky (TECAN, Schoeller Instruments LLC) pfi vinove délce 540 nm.
Koncentrace testovanych komplext (uM) toxicka pro 5(35’/0 vlozenych nadorovych

bunék a hepatocytt (inhibiéni konstanta I1Cso) byly vypoéteny z koncentragnich kfivek.

Priklad 1: In vitro protinadorova aktivita testovanych komplext vuéi lidské nadorove
linii karcinomu plic A549 a jejich srovnani s cisplatinou

Stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplext 1-6 a cisplatiny
vUci lidské nadorové linii karcinomu plic A549 bylo provedeno pomoci MTT.

Inhibiéni koncentrace studovanych komplex( ICso (UM) se rovnaji 2,5+0,4
(komplex 1), 2,5+0,6 (komplex 2), 1,7+0,3 (komplex 3), 3,9+1,2 (komplex 4), 2,5+0,6
(komplex 5) a 1,320,4 (komplex 6), hodnota pro cisplatinu je 25,8+7,1 (viz obrazek 1).

Priklad 2: In vitro protinadorové aktivita studovanych komplexi vuci lidské nadorove
linii maligniho melanomu G361 a jejich srovnani s cisplatinou

Stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplext 1-6 a cisplatiny
vUuéi lidské nadorové linii maligniho melanomu G361 bylo provedeno pomoci MTT.

Inhibiéni koncentrace studovanych komplex(i ICsy (M) se rovnaji 0,82+0,15
(komplex 1), 0,53+0,22 (komplex 2), 0,96+0,03 (komplex 3), 0,64+0,20 (komplex 4),
0,53+0,09 (komplex 5) a 0,72+0,06 (komplex 6), hodnota pro cisplatinu je 3,4+0,1 (viz
obrazek 2).

Piiklad 3: In vitro protinadorova aktivita studovanych komplext vuci lidské nadorové

linii karcinomu délozniho Cipku Hela a jejich srovnani s cisplatinou



Stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplexti 1-6 a cisplatiny
vU¢i lidské nadorové linii karcinomu délozniho &ipku bylo provedeno pomoci testu
MTT.

Inhibicni koncentrace studovanych komplex( 1Csy (UM) se rovnaji 2,9+0,3
(komplex 1), 2,6+0,4 (komplex 2), 1,0£0,2 (komplex 3), 2,7+0,6 (komplex 4), 2,4+1,0
(komplex §) a 1,3+0,4 (komplex 6), hodnota pro cisplatinu je 10,0+2,6 (viz obrazek 3).

Priklad 4: In vitro protinadorova aktivita studovanych komplex(i viiéi lidské nadorové
linii karcinomu vajeéniku A2780 a jejich srovnani s cisplatinou

Stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplexti 1-6 a cisplatiny
vG¢i lidské nadorové linii karcinomu vajeéniku A2780 bylo provedeno pomoci testu
MTT.

Inhibi¢ni koncentrace studovanych komplext ICso (UM) se rovnaji 0,65+0,28
(komplex 1), 0,38+0,03 (komplex 2), 0,66+0,07 (komplex 3), 0,52+0,10 (komplex 4),
0,36+0,05 (komplex 5) a 0,57+0,11 (komplex 6), hodnota pro cisplatinu je 12,0+0,8
(viz obrazek 4).

Priklad 5: In vitro protinadorova aktivita studovanych komplex( viéi lidské nadorové
linii  cisplatin-resistentnimu  karcinomu vaje¢niku A2780R a jejich srovnani
s cisplatinou

Stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplext 1-6 a cisplatiny
v¢i lidské nadorové linii cisplatin-resistentniho karcinomu vajeéniku A2780R bylo
provedeno pomoci testu MTT.

Inhibini koncentrace studovanych komplext ICsy (UM) se rovnaji 0,83+0,30
(komplex 1), 0,78+0,07 (komplex 2), 0,73+0,09 (komplex 3), 1,7+0,6 (komplex 4),
0,5610,15 (komplex 5) a 0,70+0,20 (komplex 6), hodnota pro cisplatinu je 27,0+4,6

(viz obrazek 5).

Priklad 6: In vitro protinadorova aktivita studovanych komplext vidi lidské nadorové
linii karcinomu prostaty LNCaP a jejich srovnani s cisplatinou

Stanoveni in vitro protinadorove aktivity studovanych komplex(i 1-6 a cisplatiny
vigi lidské nadorové linii karcinomu prostaty LNCaP bylo provedeno pomoci testu
MTT.



Inhibicni koncentrace studovanych komplexii 1Csy (UM) se rovnaji 2,4+0,6
(komplex 1), 2,1+0,6 (komplex 2), 0,74+0,21 (komplex 3), 1,906 (komplex 4),
1,5£0,6 (komplex 5) a 0,62+0,08 (komplex 6), hodnota pro cisplatinu je 3,815 (viz
obrazek 6).
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PouZiti komplex( médi v oxidagnim stupni +l a jejich krystalosolvatli obecného
vzorce [Cu(qui)(R«phen)]X, vyjadienych strukturnim vzorcem (1),
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kde symbol qui pfedstavuje 2-fenyl-3-hydroxychinolin-4(7H)-onatovy aniont, symbol
Rn, kde n = 1-4, pfedstavuje substituent nebo substituenty na 1,10-fenanthrolinu
(phen), kde R1 je substituent vybrany ze skupiny: vodik, 4-methyl, 5-methyl, 5-nitro, 5-
. chloro, Je h R1 5-methyl, pak je R2 6-methyl, je-li R1 4-fenyl, pak je R2 7- -fenyl, je-li R1
3- methyI pak je R2 4-methyl, R3 je 7-methyl a R4 je 8-methyl, vyjadfené konkrétnimi
vzorci [Cu(qui)(4-methylphen)]X, [Cu(qui)(5-methylphen)]X, [Cu(qui)(5- -hitrophen)]X,
[Cu(qui)(5-chlorophen)IX, [Cu(qui)(5.6-dimethylphen)]X, [Cu(qui)(4,7-difenyiphen)]X,
[Cu(qui)(3,4,7,8-tetramethylphen)}x, a kde symbol X je bézné pouZivany monoaniont
kyseliny vybrané ze skupiny: F-, CI, Br, ", NO5-, BF,", BPh,", HCOO", CH,COO",
ClO4, HSO,, pro pripravu 1é8iv pro 1é¢bu karcinomu plic a/nebo pro 1é&bu maligniho
melanomu a/nebo pro lé¢bu karcinomu délozniho ¢ipku a/nebo karcinomu vajeéniku
a/nebo cisplatin-resistentni lidské nadorové linie karcinomu vajeéniku a/nebo pro

leCbu karcinomu prostaty.
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