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(57) Anotace:

PouZiti dichlorido komplext platiny v oxidatnim stupni +II a
jejich krystalosolvatl vychézejicich ze struktumiho vzoree I,
kde je alespoil jeden z atomii vodiku lokalizovanych na
atomech uhlikid C3, C4 nebo C5 na 7-azaindolovém skeletu
substituo vin alespofi jednim atomnem ze skupiny chlor, brom
nebo jod pro plipravu lé&iv pro E¢bu karcinomu vajetniku
a/nebo cisplatin-resistentni lidské nadorové linie karcinomu
vajeéniku a/nebo karcinomu prostaty a/nebo karcinomu plic
a/nebo karcinomu délo2nfho &ipku a/nebo maligniho
melanomu.




PouZiti dichlorido komplex( platiny s halogenderivaty 7-azaindolu pro pfipravu lé&iv
pro l1é¢bu nadorovych onemocnéni

Oblast techniky

PredloZzeny vynalez se tyka pouZiti dichlorido komplext platiny s halogenderivaty
7-azaindolu pro pfipravu lé€iv pro Ié¢bu nadorovych onemocnéni, konkrétné pak pro
léCbu karcinomu vajeéniku, karcinomu prostaty, karcinomu plic, karcinomu délozniho
¢ipku a nebo maligniho melanomu.

Dosavadni stav techniky

Cis-diamindichlorido-platnaty komplex, cis-[Pt{(NH;).Cl,)], (cisplatina) je v Klinické
praxi pouZivanym dichlorido komplexem platiny v oxidagnim stupni +Il. Je soudasti
protinadorové terapie a je u€inny pfi ié&bé karcinomd (napf. plic nebo vajeénikd),
sarkomd a lymfomQ. Terapeuticka aplikace cisplatiny je nicméné provazena &etnymi
nausea. Mnohé typy nador( navic vykazuji pfirozenou nebo ziskanou rezistenci viidi
cisplatiné. Pro vy8e uvedené dlvody je jednim ze smér( vyzkumu protinadorové
aktivnich substanci pfiprava komplex platiny, které by vykazovaly vy&si aktivitu a
jejich aplikace by nebyla provézena problémy s rezistenci a zminénymi vedlej§imi
negativnimi Gginky.

Z pohledu bioanorganické chemie |ze v molekule cisplatiny rozlisit dva typy
ligandd, a to ligandy odstupujici (dva chloridové anionty, které jsou ve fyziologickém
prostredi substituovany a nasledné jsou témito pozicemi koordinovany nukleobaze
molekuly DNA) a tzv. "carrier” ligandy (dv& molekuly NH,, které ve fyziologickém
prostfedi substituovany nejsou). V souladu se soutasnymi poznatky védy je pak
patrne, ze vliv na vyslednou protinddorovou aktivitu komplexa platiny v oxidaénim
stupni +Il bude mit substituce alespori jednoho z typl ligandi nebo obou t&chto typu
ligand{.




PtedloZzené platnaté dichlorido komplexy s halogeno-derivaty 7-azaindolu (L),
cis-[Pt(L).Cl;], jsou prikladem derivatl cisplatiny, které se od plvodni slouceniny lisi
pravé "carrier” ligandy, kdy jsou ob& molekuly NH; nahrazeny halogeno-derivatem 7-
azaindolu koordinovanym pfes atom dusiku. U téchto v nedavné dobé& pffipravenych
komplexy byla zjisténa ve srovnani s cispiatinou vyrazné vy$§i in vitro protinadorova
aktivita vici lidskym nadorovym liniim osteosarkomu HOS a prsniho adenokarcinomu
MCF7, jak je uvedeno ve spise CZ 23%04 U1, kde je také v daleko podrobné&jsi mife
uveden soudasny stav problematiky.

vvhalez

Podstatou vynalezu je ochrana nového pou2iti dichlorido komplex( platiny v
oxidadnim stupni +li a jejich krystalosolvatl vyjadfenych strukturnim vzorcem {1},

kde je alespofi jeden ze substituentd R3, R4 a R5 vybran ze skupiny: chior, brom
nebo jod, pro pfipravu lé¢iv pro l€Ebu karcinomu vajetniku a/nebo cisplatin-resistentni
lidské nadorové linie karcinomu vajeéniku a/nebo karcinomu prostaty a/nebo

karcinomu plic a/nebo karcinomu déloZniho ¢ipku a/nebo maligniho melanomu.




V navaznosti na stavajici vysledky prizkumu bylo neodekavané zjisténo, Ze
dichlorido komplexy platiny s halogenderivaty 7-azaindolu vyjadfené obecnym
vzorcem cis-[PtCl(L);] a jejich krystalosolvaty wvykazuji vyraznou in vitro
protinadorovou aktivitu vagi Sirokému spektru lidskych nadorovych linif, konkrétné vici
liniim karcinomu vaje€niku, karcinomu prostaty, karcinomu plic, karcinomu déloZniho
Cipku a nebo maligniho melanomu. Naslednym studiem na zminénych lidskych
nadorovych liniich a soufasné ziskanych vysledcich tedy byio prokazano, Z2e
protinadorova ucinnost téchto komplexti je daleko Sirokospektralnéjgi, nez bylo
uvedeno v CZ 23%04 U1la CZW coZ zvySuje aplikovatelnost pfipravenych
sloutenin. Je tfeba zduraznit, Ze pi‘lénnou a nositelem vysledné protinddorové aktivity
je komplex platiny a nikoliv reak&ni komponenty, které jsou vaéi testovanym
nadorovym liniim neaktivni. Velkou vyhodou pfihlaSovaného feSeni pak je zjistény
fakt, 2e komplexy jsou obecn& aktivn&jsi, napfiklad v0&i cisplatin-rezistentni
vajecnikové linii (A2780R) vice jak 10x ve srovnani s cisplatinou.

Pravé Sirokospektralnost protinadorovych a¢ink( a tedy i spektrum moZného
pouZiti uvedenych slougenin pak spoleéné& se soutasnou selektivitou v plsobeni vigi
cisplatin-rezistentni vajeénikové linii (A2780R) piedstavuji pfinos pfedlozené piihlagky
vuci souCasnému stavu poznani.

Piehle razkd na pfipojenych

Konkrétni pfiklady proveden( vynalezu jsou doloZeny pfipojenymi vykresy, kde:

- obr. 1 je graf in vitro protinadorové aktivity komplexu cis-[PtClx(L2);] (1), cis-
[PtCl2(L3)2]-0,75EtOH (2) a cis-[PtClz(Ls)2] (3) viéi lidské nadorové linii karcinomu plic
Ab549 a jejich srovnani s cisplatinou; L; = 3-chlor-7-azaindol, L; = 3-iod-7-azaindol, Ls
= 5-brom-7-azaindol

- obr. 2 je graf in vitro protinadorové aktivity komplext cis-[PtClx(L.):) (1), cis-
- [PtCl2(L3)2)-0,75EtOH (2) a cis-[PtClx{Le)z] (3) vU&i lidské nadorové linii maligniho
melanomu G361 a jejich srovnani s cisplatinou; L. = 3-chlor-7-azaindol, L; = 3-iod-7-
azaindol, Ls = 5-brom-7-azaindol j




- obr. 3 je graf in vitro protinadorové aktivity komplexd cis-[PtClz(Lz)s] (1), cis-
— [PtCl2(L3)2}-0,75EtOH (2) a cis-[PtClx(Ls)z) (3) vuéi lidské nadorové linii karcinomu
déloZniho &ipku Hela a jeiich srovnani s cisplatinou; L, = 3-chlor-7-azaindol, L; = 3-
- \_Eod-?-azaindol, Ls = 5-brom-7-azaindol
- obr. 4 je graf in vitro protinadorové aktivity komplex( cis-[PtClo(L2);] (1), cis-
— [PtClz(L3)2)-0,75EtOH (2) a cis[PtClx(Le)2] (3) viéi lidské nadorové linii karcinomu
vaje€niku A2780 a jejich srovnani s cisplatinou; L. = 3-chlor-7-azaindol, L; = 3-§od-7-
azaindol, Ls = 5-brom-7-azaindol
- obr. 5 je graf in vitro protinddorové aktivity komplext cis-[PtCl{Lz).] (1), cis-
— [PtClz(Ls)2]-0,75EtOH (2) a cis-[PtCla(Ls)2] (3) VUi cisplatin-resistentni lidské nadorové
linii karcinomu vajeéniku A2780R a jejich srovnani s cisplatinou; L; = 3-chlor-7-
~ azaindol, La= 3-;|od-7-azaindol, Le = 5-brom-7-azaindol
- obr. 6 je graf in vitro protinadorové aktivity komplex( cis-[PtClz(Lz2)2] (1), cis-
— [PtClz(Ls)2)-0,75EtOH (2) a cis-[PtClo(Le)2] (3) vUCi lidské nadorové linii karcinomu
prostaty LNCaP a jejich srovnani s cisplatinou; L. = 3-chlor-7-azaindol, L; = 3jod-7-
azaindol, Ls = 5-brom-7-azaindol

e

rovedeni vynalez

V nasledujici ¢asti je vynalez doloZen, nikoli v3ak limitovan, konkrétnimi pfiklady
jeho uskuteéné&ni. Rozsah vyndlezu je pak jednozna&né limitovan patentovym

narokem.

Pro stanoveni in vitro protinadorové aktivity pfipravenych komplext, jak je
uvedeno v pifkladech 1-6 byla pouZita mikrotitraén/ analyza vyuZivajici 3-(4,5-
— dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazotium bromid (MTT). Testem jsou detekovany
Zivotaschopné buriky, pfitemz2 jejich pottu odpovida mnoZstvi zredukovaného MTT.
In vitro testy protinadorové aktivity byly provedeny na ndsledujicich lidskych
nadorovych buné&énych liniich: karcinom plic A548, maligni melanom G361, karcinom
déloZzniho Cipku Hela, karcinom vajecniku A2780, cisplatin-resistentni karcinom
vajecniku A2780R a karcinom prostaty LNCaP. Linie byly udrZovany v plastikovych
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lahvich v DMEM médiu (5 g/l glukdzy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml
streptomycinu, 10% fetalniho teleciho séra a hydrogenuhli¢itan sodny) pro bunééné
kultury. Suspenze bunék (ca 1.25 x 10° bunék ml™") byly rozpipetovany po 80 pl na
devadesatiSesti jamkove mikrotitragni destitky. Tyto byly preinkubovany pfi 37 °C
v CO; atmosféfe po dobu 24 hodin. Testované platnaté dichlorido komplexy a
cisplatina byly predrozpustény v N,N’-dimetylformamidu, nafedény do koncentrace
50.0 mM a tyto slouZily jako zasobni roztoky. Pro vlastni experiment byly zasobni
roztoky fedény 1000x v kultivaénim médiu do maximalni koncentrace 50.0 uyM. Po
odsati kultivatniho meédia byla smés jednotlivych testovanych latek pfidana
k preinkubované suspenzi nadorovych bunék. Smeési byly nasledné inkubovany po
dobu 24 h pfi teplot& 37 °C, 100% vihkosti a v atmosféfe CO,. Poté byl piidan roztok
MTT a nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny. MTT analyza byla provedena
spektrofotometricky (TECAN, Schoeller Instruments LLC) pii 540 nm.

Inhibiéni koncentrace testovanych komplext [Cse (MM), odpovidajici koncentraci
testovanych latek potfebné k inhibici ristu 50% viloZenych nadorovych bunék, byly
vypocteny z davkovych kfivek.

Priklad 1: In vitro protinadorova aktivita studovanych komplex( vii&i lidské nadorové
linii karcinomu plic A549 a jejich srovnani s cisplatinou

Pro stanoveni in vitro protinddorové aktivity studovanych komplex(i cis-
[PtCl(L2)2] (1), cis-[PtClz(L3)2]-0,7SEtOH (2) a cis-[PtClz(Ls)2] (3) a cisplatiny vidi lidské
nadorové linii karcinomu plic A549 byla pouZita vy$e popsana mikrotitraéni analyza
vyuZivajici MTT (L. = 3-chlor-7-azaindol, L; = ?jod-?-azaindol, Le = 5-brom-7-

-~ azaindol).

Inhibi€ni koncentrace studovanych komplext ICse (UM} se rovnaji 7,212,3
(komplex 1), 10,314,3 (komplex 2) a 4,9+1,7 (komplex 3), hodnota pro cisplatinu je
25,817,1 (viz obrazek 1).

Priklad 2: In vitro protinadorova aktivita studovanych komplext vi&i lidské nadorové
linii maligniho melanomu G361 a jejich srovnani s cisplatinou




Pro stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplexti cis-
— [PtCla(L2)z] (1), cis{PtCl(Ls)2}-0,75EtOH (2) a cis-[PtClx(Le)2} (3) a cisplatiny vii&i lidské
nadorové linii maligniho melanomu G361 byla pouZita vy%e popsana mikrotitradni
analyza vyuZivajici MTT (L. = 3-chlor-7-azaindol, Ly = SZJlod-?-azaindol, Ls = 5-brom-7-

— azaindol).

Inhibiéni koncentrace studovanych komplexd ICs, (UM) se rovnaji 2,0+0,6
(komplex 1), 3,0£1,7 (komplex 2) a 0,640,2 (komplex 3), hodnota pro cispfatinu je
3,410,1 (viz obrazek 2).

Priiklad 3: In vifro protinadorova aktivita studovanych komplex( viéi lidské nadorové
linii karcinomu délozniho &ipku Hela a jejich srovnani s cisplatinou

Pro stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplex cis-

— [PtClz(L2)2] (1), cis-[PtClx(Ls)2]-0,75EtOH (2) a cis-[PtClz(Ls)z] (3) a cisplatiny v idské

nadorové linii karcinomu deéloZniho &ipku Hela byla pouZita vySe popsana

mikrotitradni analyza vyuZivajici MTT (L. = 3-chlor-7-azaindol, Ls = B;jod-'/-azaindol,
Ls = 5-brom-7-azaindol).

Inhibi¢ni koncentrace studovanych komplexti ICs (UM) se rovnaji 4529
(komplex 1), 5,0£1,9 (komplex 2) a 4,3%1,8 (komplex 3), hodnota pro cisplatinu je
10,01£2,6 (viz obrazek 3).

Priklad 4: In vitro protinadorova aktivita studovanych komplexd vadi lidské nadorove
linii karcinomu vajeéniku A2780 a jejich srovnani s cisplatinou

Pro stanoveni in vitro protinddorové aktivity studovanych komplexi cis-
[PtClz(L2)] (1), cis-[PtCla(L3)2]-0,75ELOH (2) a cis-[PtCly(Le)2] (3) a cisplatiny vidi lidské
nadorové linii karcinomu vajecniku A2780 byla pouZita vySe popsana mikrotitraéni
analyza vyuzivajici MTT (L. = 3-chlor-7-azaindol, L, = 3-iod-7-azaindol, Ls = 5-brom-7-

~~azaindol). "




inhibiéni koncentrace studovanych komplext 1Cso (M) se rovnaji 2,6:0,4
(komplex 1), 2,4+0,7 (komplex 2} a 1,810,7 (komplex 3), hodnota pro cisplatinu je
12,0£0,8 (viz obrazek 4).

Priklad 5: /n vitro protinadorova aktivita studovanych komplext vi&i lidské nadorové
linii cisplatin-resistentnimu  karcinomu vajeéniku A2780R a jejich srovnani
s cisplatinou

Pro stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplex( cis-
[PCl2(L2)2] (1), cis-[PtClx(Ls):]-0,75ELOH (2) a cis-[PtCl(Ls);] (3) a cisplatiny v(&i lidské
nadoroveé linii cisplatin-resistentniho karcinomu vaje&niku A2780R byla pouZita vySe
popsana mikrotitraéni analyza vyuZivajici MTT (L. = 3-chlor-7-azaindol, Ls = 3-iod-7-

— azaindol, Ls = 5-brom-7-azaindol).

Inhibiéni koncentrace studovanych komplexd I1Csc (M) se rovnaji 2,710,7
(komplex 1), 2,8+0,8 (komplex 2) a 2,1£0,7 (komplex 3), hodnota pro cisplatinu je
27,044,6 (viz obrazek 5).

Priklad 6: /n vitro protinadorova aktivita studovanych komplext vi&i lidské nadorové
linii karcinomu prostaty LNCaP a jejich srovnani s cisplatinou

Pro stanoveni in vitro protinadorové aktivity studovanych komplext cis-
[PtCla(L2)2] (1), cis-[PtClx(La)2]-0,75EtOH (2) a cis-[PtClx(Le)z] (3) a cisplatiny v(i&i lidské
nadorove linii karcinomu prostaty LNCaP byla pouZita vySe popsana mikrotitraéni
analyza vyuZivajici MTT (L; = 3-chlor-7-azaindol, L; = 3-jod-7-azaindo|, Ls = 5-brom-7-

--azaindol).

Inhibiéni koncentrace studovanych komplexti ICs (UM) se rovnaji 3,3£0,7
(komplex 1), 3,8t1,3 (komplex 2) a 1,5+0,4 (komplex 3), hodnota pro cisplatinu je
3,8£1,5 (viz obrazek 6).
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PATENTOVE NAROKY

Pouziti dichlorido komplexii piatiny v oxida&nim stupni +lI a jejich krystalosolvati
vychazejicich ze strukturniho vzorce Y,

kde je alespofi jeden z atomU vodiku lokalizovanych na atomech uhlikt C3, C4 nebo
C5 na 7-azaindolovém skeletu substituovén alespof jednim atomem ze skupiny chlor,
brom nebo jod pro pfipravu lé¢iv pro lé&bu karcinomu vajeéniku a/nebo cisplatin-
resistentni lidské nadorové linie karcinomu vajeéniku a/nebo karcinomu prostaty
a/nebo karcinomu plic a/nebo karcinomu délozniho &ipku a/mebo maligniho
melanomu.
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