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(57) Anotace:

Komplexy zlata v oxidaénim stavu (+I) s o-
substituovanymi derivaty 6-alkyloxy-9-deazapurinu a
derivaty fosfanu, a jejich krystalosolvéty, obecného
vzorce I a 11, kde substituent R1 je vybran ze skupiny
atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl,
substituovany alkenyl, alkynyl, subtituovany alkynyl,
cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, cykloheteroalkyl,
substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl,
substituovany cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl,
substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, heteroaryl.
Komplexy jsou uréeny pro pouziti v Iékafstvi pro vyrobu
1¢¢iv pro légeni zan&tlivych a/nebo nadorovych
onemocnéni, zejména pro léeni adenokarcinomu prsu
a/nebo osteosarkomu a/nebo karcinomu plic a/nebo
maligniho melanomu a/nebo karcinomu délozniho &ipku
a/nebo karcinomu vaje&nikd a/nebo karcinomu vajecnikd
rezistentnimu viiéi cisplatiné a/nebo karcinomu prostaty.
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Komplexy zlata s @-substituovanymi derivaty 6-alkyloxy-9-deazapurinii a derivaty fosfa-
nu a pouziti téchto komplexi pro pFipravu 1é¢iv k terapii zanétlivych a nadorovych one-
mocnéni

Oblast techniky

Predlozeny vynélez se tyka zlatnych komplexd s o-substituovanymi derivaty 6-alkyloxy—9—
deazapurinu a derivaty fosfanu a jejich pouziti pro piipravu Ié¢iv k terapii zanétlivych onemoc-
néni a nadorovych onemocnéni, konkrétné pak k 16&b& adenokarcinomu prsu, osteosarkomu,
karcinomu plic, maligniho melanomu, karcinomu délozniho &ipku, karcinomu vajecniku, karci-
nomu vajecniki rezistentnimu vidi cisplatiné a/nebo karcinomu prostaty.

Dosavadni stav techniky

Predlozené komplexy zlata v oxida¢nim stavu (+) miZeme zafadit do skupiny elektroneutralnich
sloucenin zlata(l), které jsou strukturné blizké komerén& pouzivanému lé&ivu v protizanstlivé
terapii Auranofinu, a to pfitomnosti derivatu fosfanu, koordinovaného na centralni atom zlata
v oxidaénim stupni (+I). Syntéza Auranofinu, 3,4,5-triacetyloxy—6—(acetyloxymethyl)-oxan—2—
thiolatotriethylfosfan)—zlatny komplex (vzorec A), je popsana v patentech US4200738,
US4115642, US4125711, US4125710, US4122254, US4133952 nebo US4131732, zatimco jsou
terapeutické vyuZiti je popsano v patentovém spise W02010091381. Mezi dalsi svétové pouzi-
diolatozlatného komplexu (natrium—aurothiomalat, vzorec B) a polymerni komplex ((25,3S,4R,-
58)-3.,4,5-trihydroxy—6—(hydroxymethyl}-oxan—2—thiolato)zlatny (aurothioglukosa, vzorec C).
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Vyse uvedena protizanétliva lé¢iva na bazi zlata se vyznaduji pfitomnosti ptes atom siry se koor-
dinujiciho ligandu v molekule, nebo jeho kombinaci s derivatem fosfanu, koordinujicim se pres
atom fosforu, jako je tomu v pfipad® Auranofinu. V aktualnim patentovém dokumentu
CZ 303 649 a publikaci Z. Travnicek et al. J. Med. Chem. 55, 2012, 4568 bylo prokazano, Ze
vysokou protizanétlivou aktivitu vykazuji tak zlatné komplexy s derivaty 6-benzylamino(purinu)
a derivaty fosfanu. Naproti tomu bylo v publikaci J. Hosek et al. PlosONE 8, 2013, e82441 pro-
kazano, Ze i mald modifikace struktury takového N-donorového ligandu miize vést k zasadni
modifikaci protizanétlivé aktivity nebo az k jejimu vymizeni. Také z tohoto divodu neni dosud
moZzné ve skupin€ zlatnych komplexi definovat jak kvalitativni, tak kvantitativni vztahy mezi
strukturou a protizanétlivou aktivitou, nelze tedy v obecné roviné predikovat, 7e komplexy spliiu-
Jici vySe uvedené strukturni motivy budou vykazovat protizanétlivé u¢inky.
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Auranofin, kromé protizanétlivych G¢inka, taktéZ projevuje in vitro cytotoxicitu a in vivo anti-
tumorovou aktivitu vici leukemickym buitkam mysi bunééné linie P388, in vitro cytotoxicitu
vii¢i melanomu B16, jak je popsano v publikaci C. K. Mirabelli et al. Cancer Res. 45, 1985, 32, a
vi¢i nadorovym bunéénym liniim délozniho ¢ipku HeLa, viz publikace T. M. Simon et al. Can-
cer 44, 1979, 1965. Aplikaci Auranofinu a jeho analogl pro 1é¢bu nddorovych onemocnéni se
zabyva také patentovy spis WO2012142615. Tyto poznatky vedly k dal$imu studiu in vitro cyto-
toxické aktivity a in vivo antitumorové aktivity u analogii Auranofinu (C. K. Mirabelli et al. J.
Med. Chem. 29, 1986, 218), jako i u dalSich linearnich komplext Au(I) s derivaty fosfanu zahr-
nujici S—donorové ligandy jako thionukleobaze a dithiokarbamaty (E. R. T. Tiekink Inflammo-
pharmacology 16, 2008, 138; E. R. T. Tiekink Crit. Rev. Oncol. Hematol. 42, 2002, 225), aryl-
sulfanylpropenoaty (E. Barreiro, J. Inorg. Biochem. 102, 2008, 184), derivaty azakumarinu (J. S.
Casas et al. Inorg. Chem. 46, 2007, 6236), naftalimidu (. Ott et al. J. Med. Chem. 52, 2009, 763)
a 2-methyl-1,4-naftochinonu (J. S. Casas et al. J. Inorg. Biochem. 100, 2006, 1858). Dalsi sku-
pinou protinadorové pisobicich komplexnich slouCenin zlata(l) s derivaty fosfanu predstavuji
komplexy zlata s chelatové vazanym difosfanem, napt. chlorid—bis{ethan—1,2—diylbis(difenyl-
fosfan)}zlatny(l), ([Au(dppe),]Cl, vzorec D) a cela fada jeho analogi.

_] +
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\Ad cr
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_/
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Prace (S. J. Berners—Price et al. Cancer Res. 46, 1986, 5486) poukazala na signifikantni in vivo
antitumorovou aktivitu komplexu [Au(dppe),]Cl vi¢i riznym modelim rakoviny u mysi, coZz
vedlo k dal§imu studiu cytotoxicity a antitumorové aktivity u podobnych systémii (C. K. Mira-
belli et al. J. Med. Chem. 30, 1987, 2181; S. J. Berners—Price et al. Inorg. Chem. 26, 1987, 3074,
S. J. Berners—Price et al. Struct. Bonding (Berlin) 70, 1988, 27; S. J. Berners—Price et al. J. Med.
Chem. 33, 1990, 1386).

V nékterych piipadech bylo zjisténo, ze komplexy zlata(I) a fosfanu vykazuji cytotoxicitu viici
rakovinovym bunéénym liniim, které jsou rezistentni k cisplatiné, jak je popsano napf.
v publikaci C. Marzano et al. Free Radical Biol. Med. 42, 2007, 872; E. Viry et al. Chem. Med.
Chem. 3,2008, 1667; J.J. Liu et al. J. Inorg. Biochem. 102, 2008, 303.

Dalsi skupinu protiniadorové aktivnich zlatnych komplexi jsou komplexy s kombinaci heterocy-
klického N—donorového ligandu a derivatu fosfanu. Napfiklad v publikacich R. Gallassi et al.
Dalton Trans. 41, 2012, 5307; M. Serratrice et al. Inorg. Chem. 51,2012, 3161 a C. Abbehausen
et al. Inorg. Chem. 52,2013, 11280 byly popsany zlatné komplexy s derivaty pyrazolu, imidazolu
a dal3imi heterocyklickymi ligandy a jejich in vitro cytotoxicita vii¢i lidskym rakovinnym buné¢-
nym liniim, jako jsou prsni karcinom MCF7, plicni adenokarcinom A549, karcinom hrubého
stteva LoVo a LoVo MDR, karcinom vaje¢niku 2008 a C13". Publikace N. A. Illan—Cabeza et al.
Eur. J. Med. Chem. 64, 2013, 260 popisuje in vivo antitumorovou aktivitu komplexu
[Au(MANUH-,)PPh;], kde MANUH pfedstavuje 6—amino—I—methyl-5-nitrosouracil, na mode-
ty, ani v ptipadé protinddorové aktivity neni dosud mozné ve skupin€ zlatnych komplexd defino-
vat jak kvalitativni, tak kvantitativni vztahy mezi strukturou a antitumorovou aktivitou.

Piedlozené komplexy zlata v oxidagnim stavu (+]) s @-substituovanymi derivaty 6-alkyloxy—9-
deazapurinu a s derivaty fosfanu pfedstavuji zcela novou, v literatufe doposud nepopsanou, sku-
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pinu biologicky aktivnich komplext zlata, které ve své struktufe obsahuji molekulu 9-deaza-
hypoxanthinu a/nebo jeho derivatu.

Priprava 9—deazahypoxantinu a jeho riznych derivati je popsana v publikacich O.S. Sizova et al.
Pharm. Chem. J. 16, 1982, 834; L. V. Ektova et al. Pharm. Chem. J. 22, 1988, 572; O. S. Sizova
et al. Pharm Chem. J. 18, 1984, 567; R. G. Glushkov et al. Pharm. Chem. J. 20, 1986, 415; V. P.
Kamath et al. Org. Process Res. Dev. 13,2009, 928; R. Novotna et al. Acta Crystallogr., Sect. C:
Cryst. Struct. Commun. C69, 2013, 928; R. Novotna et al. Acta Crystallogr., Sect. C: Cryt.
Struct. Commun. C69, 2013, 158 a v patentovém dokumentu EP 2532667. C9—substituované
derivaty 9—deazahypoxantinu patéi do skupiny inhibitord purin nukleosid fosforylasy (PNP—
inhibitory), které predstavuji novou skupinu potencialnich selektivnich imunosupresiv na 1é¢bu
autoimunitnich a lymfoproliferativnich nadorovych onemocnéni (Bantia et al. Int. Immunophar-
macol. 1, 2001, 1199). Zastupci této skupiny organickych latek immucillin-H (BCX-1777, 7—
[25,38,4R,5R)-3,4—dihydroxy—5—(hydroxymethyl)-pyrrolidin—2—yl]-1,5-dihydropyrrolo[3,2—
d]pyrimidin-4-on) a DADMe—-immucillin-H (BCX-4208, 7-{[3R,4R)-3-hydroxy—4—(hydroxy-
methyl)pyrrolidin—1—ylJmethyl}-1,5-dihydro—pyrrolo[3,2-d]pyrimidin—4—on) jsou v soudasné
dobé ve fazi klinickych testl na pacientech trpicich nddorovym onemocnénim lymfatického sys-
tému, viz publikace K. Clinch et al. J. Med. Chem. 52,2009, 1162; T. Robak et al. Molecules, 14,
2009, 1183; T. Robak et al. Curr. Pharm Des., 18, 2012, 3373; K. Balakrishnan et al. Blood, 116,
2010, 886. Predlozené komplexy zlata obsahuji ve své struktufe w-substituované derivaty 6—
alkyloxy-9-deazapurinu. Ptiprava o—substituovanych derivati 6-alkyloxy—9—deazapurinu je
popsana ve spise WO 2009082247 jako i v publikaci V. P. Kamath et al. Org. Process Res. Dev.
13, 2009, 928.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu jsou komplexy zlata v oxidaénim stavu (+]) s o-substituovanymi derivéty 6—
alkyloxy-9—deazapurinu a derivaty fosfanu, a jejich krystalosolvaty, zahrnujici strukturni motiv I
obecného vzorce [Au(L)(PR;)] a vyjadiené strukturnim vzorcem II,

1?1
Alk PR,
10 Au/
8l s /
L — Au—PR, INZ NN
A M e
sN“4 g

) ()

kde

— symbol L pfedstavuje deprotonizovany o-substituovany derivat 6-alkyloxy—9—deazapurinu
vazany na atom zlata pies atom dusiku N7,

— PR; je derivat fosfanu,

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

— skupina Alk predstavuje alkyl nebo substituovany alkyl, ktery je na m—uhliku substituovan sku-
pinou R1,

pfiCemz
— substituent R1 je vybran ze skupiny atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl, substitu-
ovany alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, cyklohete-
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roalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalkenyl, cyklohetero-
alkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, heteroaryl,

kde termin:

—alkyl
predstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 8, predevsim pak z 1 az 6
atom1i uhliku,

— alkenyl

predstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 12, pfedevsim pak ze 3 az
6 atomi uhliku, obsahujici alespori jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— alkynyl
piedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 12, pfedevsim pak ze 3 az
6 atomi uhliku, obsahujici alespoi jednu trojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— cykloalkyl
pfedstavuje cyklicky uhlovodik ze 3 az 12, pfedevsim pak ze 3 az 8 atomi uhliku, a to vCetné

kondenzovanych cykli nezavisle vybranych ze skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalke-
nyl, cykloheteroalkenyl,

— cykloheteroalkyl ptedstavuje cykloalkyl s alespon jednim atomem uhliku zaménénym za hete-
roatom ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira,

— cykloalkenyl ptedstavuje cykloalkyl obsahujici alespoii jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhli-
ku,

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

— substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany cykloalkyl, substituovany cyklohete-
roalkyl, substituovany cykloalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl ptedstavuji alkyl, alkenyl,
alkynyl, cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl substituované substituen-
ty z mnoziny halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cyk-
loheteroalkenyl a funkéni skupina,

— aryl ptedstavuje fenyl,

— heteroaryl piedstavuje aryl s alespori jednim atomem uhliku zaménénym za heteroatom ze sku-
piny dusik, kyslik, nebo sira.

Také jsou podstatou vynalezu krystalosolvaty komplexi zlata vzorce (II), kde u sloucenin obec-
ného slozeni [Au(L)}PR;)]-nSolv jsou

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

— Solv predstavuje molekulu pouzitého rozpoustédla a/nebo jednu z reakEnich komponent, vybra-
nou ze skupiny voda, primarni alkohol, sekundarni alkohol, aceton, N,N'—dimethylformamid,
dimethylsulfoxid, chloroform, dichlormethan, acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatné
nebo v kombinaci uvedenych solvatovych molekul.

Nedilnou soudasti vynalezu je farmakologicky prostfedek obsahujici terapeuticky G¢inné mnoz-
stvi zlatnych komplext vzorce (II) nebo jejich krystalosolvatli, nebo farmaceutickou kompozici
zlatnych komplexiti vzorce (II) nebo jejich krystalosolvatii s jednim ¢i vice pfijatelnymi nosici a
pomocnymi latkami uréeny pro pouziti v Iékafstvi, zejména pro pouZiti pro vyrobu léCiv pro 1é-
geni zanétlivych a/nebo nadorovych onemocnéni, zejména pro léCeni adenokarcinomu prsu
a/nebo osteosarkomu a/nebo karcinomu plic a/nebo maligniho melanomu a/nebo karcinomu dé-
lozniho &ipku a/nebo karcinomu vaje¢niki a/nebo karcinomu vajecnikii rezistentnimu vici
cisplatiné a/nebo karcinomu prostaty.



10

20

25

30

35

40

45

CZ 305624 B6

Objasnéni vykresu

Konkrétni ptiklady provedeni vynalezu jsou doloZeny p¥ipojenymi vykresy, kde:

—Obr. 1 je 'HNMR spektrum komplexu [Au(L'}(PPh;)] (1) (HL' = 6—(ethoxy)-9—deazapurin)
rozpusténého v DMF—d;.

—Obr. 2 je '"HNMR spektrum komplexu [Au(L*)(PPhs)] (2) (HL? = 6—(isopropyloxy)-9—deaza-
purin) rozpusténého v DMF—d,.

—Obr. 3 je '"HNMR spektrum komplexu [Au(L*)(PPh;)] (3) (HL® = 6—(tetrahydrofuran—2—yl-
methyloxy)-9—deazapurin) rozpusténého v DMF—d;.

—Obr. 4 je '"HNMR spektrum komplexu [Au(L*)(PPh;)] (4) (HL* = 6~(benzyloxy)-9—deaza-
purin) rozpusténého v DMF—d,.

—Obr. 5 je '"HNMR spektrum komplexu [Au(L’)(PPh3)] (5) (HL®> = 6—(fenethyloxy)-9—deaza-
purin) rozpusténého v DMF—d;.

—Obr. 6 je 'H-"C gs-HMQC NMR spektrum komplexu [Au(L%)(PPhs)] (2) (HL? = 6—(iso-
propyloxy)-9—deazapurin) rozpusténého v DMF-d;.

— Obr. 7 je molekulova struktura komplexu [Au(L*)(PPhs)] (2) kde HL? = 6—(isopropyloxy)-9-
deazapurin).

— Obr. 8 je graf in vitro protizanétlivé aktivity komplexti [Au(L')(PPhs)] (1), [Au(L,)PPhs)] (2),
Au(L3)(PPh3)] (3), [Au(L*}(PPh3)] (4) a [Au(L’)(PPhs)] (5) ukazujici na sniZeni sekrece prozanét-
livého cytokinu TNF-a a jejich srovnani s Auranofinem a vehikulem (maximalni odpovéd’ bunék
na zanétlivy stimul (LPS)), HL'= 6—(ethoxy)-9—deazapurin, HL? = 6—(isopropyloxy)-9-deaza-
purin, HL® = 6—(tetrahydrofuran—2-ylmethyloxy)-9—deazapurin, HL* = 6—(benzyloxy)-9—deaza-
purin, HL’ = 6(fenethyloxy)-9—deazapurin, *** signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem
(p<0,001)

— Obr. 9 je graf in vitro protizanétlivé aktivity komplexi [Au(Ll)(PPh3)] (1), [Au(L,)(PPh;3)] (2),
Au(L3)(PPh3)] (3), [Au(L*YPPh;)] (4) a [Au(L’)(PPh3)] (5) ukazujici sniZeni sekrece prozanétli-
vého cytokinu IL-1/4 a jejich srovnani s Auranofinem a vehikulem (maximélni odpovéd’ bungk
na zanétlivy stimul (LPS)), HL'= 6—(ethoxy)-9—deazapurin, HL* = 6—(isopropyloxy)-9—deaza-
purin, HL® = 6—(tetrahydrofuran—2-ylmethyloxy)-9-deazapurin, HL* = 6—(benzyloxy)-9—deaza-
purin, HL® = 6—(fenethyloxy)-9—deazapurin, *** signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem
(p<0,001), *** signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem (p<0,001), ### signifikantni rozdil
v porovnani s Auranofinem (p<0,001)

—Obr. 10 je graf in vitro protizanétlivé aktivity komplexii [Au(L*)(PPhs)] (2) a [Au(L’)(PPhs)]
(5) ukazujici ovlivnéni transkripce genii prozanétlivého cytokinu TNF-a a jejich srovnéani
s Auranofinem a vehikulem (maximalni odpovéd’ bun&k na zanétlivy stimul (LPS)), HL?= 6—iso-
propyloxy)-9—deazapurin, HL® = 6—(fenethyloxy)-9-deazapurin, * signifikantni rozdil v porov-
nani s vehikulem (p<0,05), ** signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem (p<0,01)

—Obr. 11 je graf in vitro protizanétlivé aktivity komplexii [Au(L*)(PPh3)] (2) a [Au(L’)(PPhs)]
(5) ukazujici ovlivnéni transkripce genti prozanétlivého cytokinu IL—1/4 a jejich srovnéni s Aura-
nofinem a vehikulem (maximalni odpovéd’ bun&k na zanétlivy stimul (LPS)), HL? = 6(iso-
propyloxy)-9-deazapurin, HL’ = 6—(fenethyloxy)-9—deazapurin, * signifikantni rozdil v porov-
nani s vehikulem (p<0,05), ** signifikantni rozdil v porovnani s vehikulem (p<0,01), *** signifi-
kantni rozdil v porovnani s vehikulem (p<0,001)

Piiklady uskuteénéni vynalezu

V nasledujici ¢asti je vynalez dolozen, nikoli viak limitovan, konkrétnimi piiklady jeho uskuted-
néni. Rozsah vynélezu je pak jednozna¢né limitovan patentovymi naroky.
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V niZe uvedenych ptikladech byly pfipravené latky charakterizovany instrumentalnimi metoda-
mi:

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

— 1D a 2D nuklearni magneticka rezonance — 'H, C, '"H-'H gs-COSY, 'H-"C gs—HMQC, 'H-
BC gs-HMBC experimenty (400 MHz NMR spektrometr, Varian),

— monokrystalova rentgenova strukturni analyza (difraktometr Xcalibur2+CCD detektor Sapphi-
re2, Oxford Diffraction).

Pro uréeni in vitro protizanétlivého potencialu testovanych komplexii zlata(I) byly pouZity mak-
rofagim podobné buiiky odvozené z lidské bunééné linie THP—1. Buriky THP-1 byly kultivova-
ny v plastovych lahvich s RPMI 1640 mediem suplementovanym 2mm L—glutaminem, 10% fe-
talnim bovinnim sérem, penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (100 pg/ml) (tzv. kompletni
medium) pii 37 °C ve zvlhéené atmosféfe obsahujici 5% CO,. Za ¢elem diferenciace byla pfi-
pravena bun&&na suspenze 5x 10° bunék/ml. Tato bun&na suspenze byla rozpipetovana po 100
pl do 96-ti jamkové mikrotitratni desticky. Diferenciace byla zpusténa pfidanim 1 pl 5 pg/ml
12—O-tetradekanoyl—forbol-13-acetatu rozpusténého v 5% DMSO v RPMI 1640 mediu. Burky
byly poté inkubovany 24 hodin pti 37 °C ve zvlh¢ené atmosféfe obsahujici 5% CO,. Diferencio-
vané buriky adherzovaly na dno kultiva¢ni lahve. Medium s nediferencovanymi burikami bylo
odsato a nahrazeno Cerstvym kompletnim RPMI 1640 mediem bez 12—-O-tetradekanoyl—forbol—-
13—acetatu. Buiiky byly kultivovany dal3ich 24 hodin. Poté bylo odsato kultiva¢ni medium, buii-
ky byly promyty fosfatovym pufrem (pH=7,4) a bylo k nim pfidano 100 pl kompletniho kulti-
vaéniho media bez bovinm’ho séra takto byly buriky inkubovény dalsich 24 hodin Takto pfipra—

-----

-----

testovanych zlatnych komplexd na sekreci prozanétlivych cytoklnu TNF-« a IL-1 4. K diferen-
covanym buiikdm v 96jamkové mikrotitraéni desti¢ce (objem media 100 ul na jamku) bylo pfi-
dano 1 pl 30 uM roztoku testovanych latek rozpusténych v 10% (w/w) DMSO v RPMI 1640
mediu. Buiiky byly s testovanymi latkami preinkubovany hodinu. Nasledné byl k butikim pfidan
1 ul 100 pg/ml lipopolysacharidu (LPS) z Escherichia coli 0111:B4 rozpusténym v RPMI 1640
mediu, ktery simuluje zanétlivou reakci aktivaci TLR—4 receptoru, a buiiky byly dale inkubovany
24 hodin pii 37 °C ve zvlh&ené atmosféfe obsahujici 5% CO,. Po této inkubaci bylo odebrano
kultivaéni médium, ve kterém se po centrifugaci stanovil obsah prozanétlivych cytokinii TNF-a
a IL-1Bmetodou ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Piiklad 1: Ptiprava a charakterizace zlatnych komplexti s m—substituovanymi derivaty 6-alkyl-
oxy-9—deazapurinu a trifenylfosfanu.

Piedlozené komplexy zlata v oxida¢nim &isle (+I) s w—substituovanymi derivaty 6-alkyloxy—9-
deazapurinu a trifenylfosfanem byly pfipraveny mirnou modifikaci postupu syntézy popsané
v patentovém spisu CZ 303 649 a v publikaci Z. Travnicek et al. J. Med. Chem. 55, 2012, 4568.
Vychozi latky pro syntézu byly komeréné dostupné nebo byly pfipravené postupy uvedenymi

v publikacich O.S. Sizova et al. Pharm. Chem. J. 16, 1982, 834; L. V. Ektova et al. Pharm.
Chem. J. 22, 1988, 572; O. S. Sizova e al. Pharm. Chem. J. 18, 1984, 567; R. G. Glushkov et al.
Pharm. Chem. J. 20, 1986, 415; V. P. Kamath et al. Org. Process Res. Dev. 13, 2009, 928; R.
Novotna et al. Acta Crystallogr., Sect. C: Cryst. Struct. Commun. C69, 2013, 158 a nebo
v patentovém spisu EP 2532667.
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[Au(L")(PPh*)] (1): Prvkové slozeni pro CysH,3N;OPAu vypodteno (nalezeno): C, 50,2 (50,3); H,
3,7 3,8); N, 6,8 (6,3)%. 'H NMR (DMF—d,, ppm, SiMe,): 8,28 (s, C2H, 1H), 7,78 (m, C21H,
C25H, C31H, C35H, C41H, C45H, 6H, PPh3), 7,71 (m, C22H, C23H, C24H, C32H, C33H,
C34H, C42H, C43H, C44H, 9H, PPh;), 7,64 (m, C8H, 1H), 6,54 (m, C9H, 1H), 4,54 (q, 6.8,
CI10H, 2H), 1,17 (t, 6,8, C11H, 3H). °C NMR (DMF—d,, ppm, SiMe,): 156,66 (C6), 152,16
(C4), 147,42 (C2), 140,47 (C8), 134,67, 134,53 (C21, C25, C31, C35, C41, C45, PPhs), 132,65,
132,67, (C22, C24, C32, C34, C42, C44, PPhs), 130,06, 129,94, (C23, C33, C43, PPh;), 129,75,
(€20, C30, C40, PPhy), 122,67 (C5), 101,32 (C9), 61,43 (C10), 14,68 (C11).

[Au(L*)(PPh*)] (2): Prvkové slozeni pro Cy;HysN3OPAu vypocteno (nalezeno): C, 51,0 (50,9); H,
4,0 (4,0); N, 6,6 (6,4)%. 'H NMR (DMF—d;, ppm, SiMe,): 8,27 (s, C2H, 1H), 7,80 (m, C21H,
C25H, C31H, C35H, C41H, C45H, 6H, PPh;), 7,71 (m, C22H, C23H, C24H, C32H, C33H,
C34H, C42H, C43H, C44H, 9H, PPh;), 7,64 (d, 2,3, C8H, 1H), 6,54 (m, 2,3 C9H, 1H), 5,56 (m,
CI0H, 1H), 1,15 (d, 5,9, C11H, C12H, 6H). *C NMR (DMF-d,, ppm, SiMe,): 156,40 (C6),
152,17 (C4), 147,45 (C2), 140,36 (C8), 134,73, 134,60 (C21, C25, C31, C35, C41, C45, PPh;),
132,67, 132,65, (C22, C24, C32, C34, C42, C44, PPhs), 130,08, 129,96, (C23, C33, C43, PPh;),
129,76, (C20, C30, C40, PPh;), 123,14 (C5), 101,32 (C9), 68,06 (C10), 22,01 (C11, C12).

[Au(L’)(PPh®)] (3): Prvkové slozeni pro CyH»N3O,PAu vypocteno (nalezeno): C, 50,2 (50,3);
H, 3,7 (3,8); N, 6,8 (6,3)%. 'H NMR (DMF—d;, ppm, SiMe,): 8,28 (bs, C2H, 1H), 7,79 (m,
C21H, C25H, C31H, C35H, C41H, C45H, 6H, PPh;), 7,71 (m, C22H, C23H, C24H, C32H,
C33H, C34H, C42H, C43H, C44H, 9H, PPh;), 7,66 (d, 2, C8H, 1H), 6,55 (m, C9H, 1H), 4,52—
4,44 (m, C10H, 2H), 3,91 (m, C11H, 1H), 3,60-3,36 (m, C14H, 2H), 1,67-1,54 (m, C12H,
C13H, 4H). °C NMR (DMF-d,, ppm, SiMe,): 156,60 (C6), 152,26 (C4), 147,29 (C2), 140,71
(C8), 134,77, 134,64 (C21, C25, C31, C35, C41, C45, PPhs), 132,60, 132,67, (C22, C24, C32,
C34, C42, C44, PPh3), 130,01, 129,90, (C23, C33, C43, PPhs), 129,72, (C20, C30, C40, PPh;),
122,70 (C5), 101,35 (C9), 76,96, 76,90 (C11), 67,82, 67,77 (C14, C10), 28,45, 25,49 (C12, C13).

[Au(L*)(PPh®)]: Prvkové slozeni pro C3;HysN3OPAu vypocteno (nalezeno): C, 54,5 (54,5); H, 3,7
(3.8); N, 6,2 (5,9)%. '"H NMR (DMF—d,, ppm, SiMe,): 8,32 (s, C2H, 1H), 7,68 (m, C21H, C25H,
C31H, C35H, C41H, C45H, 6H, PPhs, C8H, 1H), 7,64 (m, C22H, C23H, C24H, C32H, C33H,
C34H, C42H, C43H, C44H, 9H, PPhs), 7,4 (d, 7,5, C12H, C16H, 2H), 7,1 (m, C14H, 1H), 7,01
(m, C13H, CI15H, 2H), 6,59 (d, 2,2 C9H, 1H), 5,68 (s, C10H, 2H). °C NMR (DMF-d,, ppm,
SiMey): 156,37 (C6), 152,46 (C4), 147,25 (C2), 140,84 (C8), 138,07 (C11), 134,63, 134,50 (C21,
C25, C31, C35, C4l1, C45, PPhy), 132,56, 132,54, (C22, C24, C32, C34, C42, C44, PPhy),
130,00, 129,88, (C23, C33, C43, PPh), 129,61, (C20, C30, C40, PPh;), 128,99 (C11), 128,57
(C13, C15), 127,92 (C12, C16), 127,83 (C14), 122,81 (C5), 101,46 (C9), 66,69 (C10).

[Au(L’)(PPh*)] (5): Prvkové slozeni pro CsHy;N:OPAu vypogteno (nalezeno): C, 55,1 (55,3); H,
3,9 (3,9); N, 6,0 (6,0)%. 'H NMR (DMF—d;, ppm, SiMe,): 8,31 (s, C2H, 1H), 7,75 (m, C21H,
C25H, C31H, C35H, C41H, C45H, 6H, PPhs), 7,70 (m, C22H, C23H, C24H, C32H, C33H,
C34H, C42H, C43H, C44H, 9H, PPh;), 7,68 (m, C8H, 1H), 7,17 (m, C13H, C14H, C16H, C17H,
4H), 7,07 (m, C15H, 1H), 6,58 (d, 1,6 C9H, 1H), 4,72 (t, 7,2 C10H, 2H), 2,89 (m, C11H, 2H).
*C NMR (DMF~d;, ppm, SiMe,): 156,49 (C6), 152,33 (C4), 147,29 (C2), 140,72 (C8), 138,73
(C12), 134,70, 134,56 (C21, C25, C31, C35, C41, C45, PPhs), 132,64, 132,62, (C22, C24, C32,
C34, C42, C44, PPhy), 130,05, 129,94, (C23, C33, C43, PPhy), 129,67, (C20, C30, C40, PPh;),
129,24, 129,05, 128,64 (C13, C14, C16, C17), 126,54 (C15), 122,80 (C5), 101,39 (C9), 66,31
(C10), 35,42 (C11).

Ptiklad 2: Molekulova struktura komplexu [Au(L?)(PPhs;)] (2), HL? = 6—(isopropyloxy)-9—-deaza-
purin, stanovena za vyuZiti monokrystalové rentgenové strukturni analyzy, kde krystalografické
parametry jsou uvadény v jednotkach A, pro které plati ptevodni vztah: A =10""m.
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Zéakladni krystalografické parametry komplexu [Au(L?)(PPhs)] (2): mtizkové parametry: a (A)
9,91540(17), b (A) 13,4387(2), ¢ (A) 18,1518(3), @ (°) 90, B(°) 91,3508(15), ¥(°) 90, prostorova
grupa: P2,/c, vazebné délky: Au(1)-N(7) 2,041(2), Au(1)-P(1) 2,2272(7) A, vazebny thel: N(7)-
Au(1)-P(1) 176,35(6)° (viz obrazek 7).

Ptiklad 3: In vitro cytotoxicka aktivita zlatnych komplexi a volnych liganda HL'"" na lidské leu-
kemické linii THP-1.

-----

se stanovila in vitro cytoxicita u lidskych leukemickych bunék THP-1 pouzitim WST-1 testu.
Béhem tohoto testu Zivé (metabolicky aktivni) butiky redukuji stl 4-[3—(4—jodofenyl)-2—(4—
nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3—benzendisulfonat (WST-1) na zluty formazan. Tato reakce je
fizena enzymem sukcinat—tetrazolium reduktazou, ktera je soucasti respiraéniho fetézce v mito-
chondriich a je aktivni pouze v Zivych buiikdch. Mnozstvi vzniklého formazanu je tedy pfimo
imérné mnozstvi metabolicky aktivnich bun€k v médiu a mize byt kvantitativn¢ zjiSt€éno méfe-
nim absorbance spektrofotometricky. THP—1 bunééna linie byla kultivovana v plastovych lahvich
s RPMI 1640 mediem suplementovanym 2mM L-glutaminem, 10% fetdlnim bovinnim sérem,
penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem (100 pg/ml) pfi 37 °C ve zvlh¢ené atmosféfe obsahuji-
ci 5% CO,. Pro GCely stanoveni vlastni cytotoxické aktivity byla pfipravena buné¢na suspenze
5 x 10° bunék/ml v kultivaénim mediu RPMI 1640 (viz vy3e), které neobsahovalo bovinni sérum.
Tato bun&&na suspenze byla rozpipetovana po 100 pl do 96jamkové mikrotitratni desticky. Tes-
tované zlatné komplexy a ligandy byly nejprve rozpustény v dimethyl sulfoxidu, a pak nafedény
do koncentrace 10 mM a tyto slouzily jako zasobni roztoky. Zasobni roztoky byly pied kazdym
testovanim 10x zfedény kultivaénim mediem bez séra a 1 pl tohoto roztoku byl ptidan k bunééné
suspenzi. Smési byly nasledné inkubovany po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C, 100% vlhkosti a
v atmosfére CO,. Poté byl pfidan roztok WST-1 a nasledovala inkubace po dobu 45 minut.
Vznikly formazan byl kvantifikovan spektrofotometricky (Synergy HT, BioTek) pii 440 nm a
referenni vinové délce 630 nm.

Inhibiéni koncentrace testovanych komplexd 1Csy (WM), odpovidajici koncentraci testovanych
latek potebné k inhibici ristu 50% nadorovych bunék, byly vypoéteny z davkovych kiivek a
jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Vysledky in vitro cytotoxicity komplexi 1 az 5 a volnych ligandi HL' az HL’ vigi
lidské leukemické linii THP—1 a stanovené za vyuZziti WST-1 testu. Vysledky jsou vyjadfeny
v hodnotach inhibi¢ni koncentrace ICso (UM) a porovnany s Auranofinem jako zvolenym stan-
dardem.

Testovana latka o THP-1

[AWEYEPhs)
[AU(Lf)([’F’
[Au(L“)(PPh » -
HAu(LS)(PPh)] (5)
Auranofin
HL

THL®

HL®
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HL' = 6—(ethoxy)-9—deazapurin; HL? = 6—(isopropyloxy)-9—deazapurin; HL® = 6—(tetrahydro-
furan—2-ylmethyloxy)-9-deazapurin; HL* = 6—(benzyloxy)-9—deazapurin; HL’ = 6—(fenethyl-
oxy)-9—-deazapurin.

Ptiklad 4: Stanoveni vlivu testovanych zlatnych komplexi na sekreci prozanétlivého cytokinu
TNF-a ve srovnani s Auranofinem a vehikulem.

Pro stanoveni in vitro protizanétlivé aktivity studovanych komplexi [Au(Ll)(PPh3)] (1),
[Au(L*)(PPhs)] (2), [Au(L’)(PPh3)] (3), [Au(L*)(PPhs)] (4), [Au(L*)(PPh;)] (5) a Auranofinu byla
pouzZita vySe popsand metoda na stanoveni vlivu testovanych zlatnych komplexi na sekreci pro-
zanétlivych cytokinii TNF—¢ (HL! = 6—(ethoxy)-9—deazapurin, HL? = 6—(isopropyloxy)-9—de-
azapurin, HL’ = 6—(tetrahydrofuran—2—ylmethyloxy)-9—deazapurin, HL* = 6—(benzyloxy)-9~de-
azapurin, HL® = 6—(fenethyloxy)-9—deazapurin). Statisticka analyza byla provedena programem
ANOVA a Tuckey testem pro vicenasobné porovnani.

Vysledné koncentrace TNF-a (pg/ml) u studovanych komplexi se rovnaji 6264+104 (komplex
1), 5873+915 (komplex 2), 5061+794 (komplex 3), 5239+815 (komplex 4), 430694 (komplex
5), hodnota pro Auranofin je 5254+865 a pro vehikulum (buiiky, ke kterym byl piidan pouze
LPS) je 8804+960 (viz obrazek 8).

Pfiklad 5: Stanoveni vlivu testovanych zlatnych komplexii na sekreci prozanétlivych cytokini
IL-1pve srovnani s Auranofinem a vehikulem.

Pro stanoveni in vitro protizinétlivé aktivity studovanych komplexii [Au(L')}PPhs)] (1),
[Au(L?)(PPhs)] (2), [Au(L*)(PPhs)] (3), [Au(L*)(PPhs)] (4), [Au(L’)(PPhs)] (5) a Auranofinu byla
pouZita vySe popsana metoda na stanoveni vlivu testovanych zlatnych komplexii na sekreci pro-
zanétlivych cytokint IL-18(HL' = 6—(ethoxy)-9—deazapurin, HL? = 6—(isopropyloxy)-9—deaza-
purin, HL? = 6—(tetrahydrofuran—2-ylmethyloxy)-9-deazapurin, HL* = 6—(benzyloxy)-9—deaza-
purin, HL® = 6—(fenethylxy)-9—deazapurin). Statisticki analyza byla provedena programem
ANOVA a Tuckey testem pro vicenasobné porovnani.

Vysledné koncentrace IL-1/ (pg/ml) u studovanych komplexii se rovnaji 478,2+51,7 (komplex
1), 315,9£12,1 (komplex 2), 329,4+41,4 (komplex 3), 253,4+13,6 (komplex 4), 304,8+33,2
(komplex 5), hodnota pro Auranofin je 210,5+15,8 a pro vehikulum (buriky, ke kterym byl pfidan
pouze LPS) je 703,2+130,2 (viz obrazek 9).

Ptiklad 6: Stanoveni vlivu testovanych zlatnych komplexii na transkripci genl prozanétlivého
cytokinu TNF-¢ ve srovnani s Auranofinem a vehikulem.

Dalsi urovni testovani protizanétlivé aktivity bylo posouzeni vlivu testovanych latek na tran-
skripci genti prozanétlivého cytokinu TNF-a. K diferencovanym buiikim v 96-ti jamkové mi-
krotitraéni desti¢ce (objem media 100 pl na jamku) byl pfidan 1 pl 30uM roztoku testovanych
latek rozpusténych v 10% (w/w) DMSO v RPMI 1 pl 30uM roztoku testovanych latek rozpuste-
nych v 10% (w/w) DMSO v RPMI 1640 mediu. Buiiky byly s testovanymi latkami preinkubova-
ny hodinu. Nésledné byl k buiikdm ptidan 1 pl 100 pg/ml lipopolysacharidu (LPS) z Escherichia
coli 0111:B4 rozpusténym v RPMI 1640 mediu, ktery simuluje zanétlivou reakci aktivaci TLR—4
receptoru, a buiiky byly dale inkubovany 2 hodiny pii 37 °C ve zvlhdené atmosféte obsahujici
5% CO,. Nasledné bylo inkuba¢ni médium odséto a buiiky byly promyty ledovym PBS (pH 7,4).
Pfisedlé buriky byly rozlozeny komeréné dostupnym lyzagnim pufrem s obsahem inhibitort
RNas. Uvolnénd mRNA byla prevedena na cDNA pomoci reverzni transkriptazy. MnozZstvi zis-
kané cDNA bylo kvantifikovano metodou real-time PCR (qPCR), pfi¢emz jako endogenni kon-
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trola kvantifikace byla pouzita mRNA (respektive cDNA) genu pro B-aktin. Relativni zména
genové exprese TNF—a po piisobeni zlatnymi komplexy byla vypoctena metodou AACs.

Pro stanoveni in vitro protizanétlivé aktivity studovanych komplexii [Au(L})(PPhs)] (2), [Au(L>)-
(PPh;)] (5) a Auranofinu byla pouZita vySe popsana metoda na stanoveni vlivu testovanych zlat-
nych komplexii na transkripci gent prozanétlivych cytokini TNF-a (HL? = 6—(isopropyloxy)-9—
deazapurin, HL’ = 6—(fenethyloxy)-9-deazapurin). Statisticka analyza byla provedena progra-
mem ANOVA a Tuckey testem pro vicenasobné porovnani.

Vysledna genova transkripce TNF—a (A.U.) u studovanych komplexii se rovna 51,90+12,49
(komplex 2), 40,46+5,49 (komplex 5), hodnota pro Auranofin je 43,59+8,41 a pro vehikulum
(buriky, ke kterym byl pfidan pouze LPS) je 79,72+14,62 (viz obrazek 10).

Ptiklad 7: Stanoveni vlivu testovanych zlatnych komplexti na transkripci gent prozanétlivého
cytokinu IL—1/ ve srovnani s Auranofinem a vehikulem.

-----

skripci genii prozanétlivého cytokinu IL-14. K diferencovanym buiikdm v 96-ti jamkové mikro-
titradni desti¢ce (objem media 100 pl na jamku) byl pfidan 1 pl 30uM roztoku testovanych latek
rozpusténych v 10% (w/w) DMSO v RPMI | pl 30uM roztoku testovanych latek rozpuSténych
v 10% (w/w) DMSO v RPMI 1640 mediu. Buriky byly s testovanymi latkami preinkubovéany
hodinu. Nasledng byl k burikam pfidan 1 ul 100 pg/ml lipopolysacharidu (LPS) z Escherichia
coli 0111:B4 rozpusténym v RPMI 1640 mediu, ktery simuluje zanétlivou reakci aktivaci TLR—4
receptoru, a buiiky byly déle inkubovany 2 hodiny pfi 37 °C ve zvlh¢ené atmosféte obsahujici
5% CO,. Nasledné bylo inkuba¢ni médium odsato a buiiky byly promyty ledovym PBS (pH 7,4).
Ptisedlé butiky byly rozlozeny komeréné dostupnym lyzanim pufrem s obsahem inhibitorl
RNas. Uvolnéna mRNA byla ptevedena na cDNA pomoci reverzni transkriptazy. Mnozstvi zis-
kané cDNA bylo kvantifikovano metodou real-time PCR (qPCR), pfi¢emzZ jako endogenni kon-
trola kvantifikace byla pouzita mRNA (respektive cDNA) genu pro B-aktin. Relativni zména
genové exprese IL—1/3 po piisobeni zlatnymi komplexy byla vypoctena metodou AACr.

Pro stanoveni in vitro protizanétlivé aktivity studovanych komplexi [Au(L*}(PPhs)] (2),
[Au(L’)(PPhs)] (5) a Auranofinu byla pouzZita vySe popsand metoda na stanoveni vlivu testova-
nych zlatnych komplexii na transkripci genii prozanétlivého cytokinu IL-17 (HL? = 6—iso-
propyloxy)-9—deazapurin, HL’ = 6—(fenethyloxy)-9—deazapurin). Statisticka analyza byla pro-
vedena programem ANOVA a Tuckey testem pro vicenasobné porovnani.

Vysledna genova transkripce IL—1/3 (a.u.) u studovanych komplexi se rovna 1,305+0,120 (kom-
plex 2), 1,791£0,765 (komplex 5), hodnota pro Auranofin je 2,258+0,345 a pro vehikulum (buii-
ky, ke kterym byl pfidan pouze LPS) je 4,197+0,965 (viz obrazek 11).

Ptiklad 8: In vitro cytotoxicka aktivita zlatnych komplexii na zvolenych lidskych nadorovych
liniich.

Pro stanoveni in vitro protinadorové aktivity pfipravenych komplexii zlata(l) byl pouzit MTT
test. Jedna se o mikrotitraéni metodu hodnotici Zivotaschopnost bunék redukci 3+4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5—difenyltetrazolium bromidu (MTT) za vzniku modrého formazanového barvi-
va. JelikoZ k této pfeméné dochazi pouze v Zivych buiikach, kde jejich pocet odpovida mnoZstvi
zredukovaného MTT, lze timto zpiisobem stanovit cytotoxicitu riiznych chemickych latek.
V ramei buiiky jsou za redukci zodpovédné enzymy mitochondrialnich dehydrogenaz. Vznikajici
formazanové barvivo je nerozpustné a je nasledné kvantifikovano po rozpusténi v DMSO za po-
uziti klasického spektrofotometru (ELISA reader). In vitro testy protinadorové aktivity byly pro-
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vedeny na nasledujicich lidskych nadorovych buné&nych liniich: osteosarkom (HOS), prsni ade-
nokarcinom (MCF7), karcinom plic (A549), maligni melanom (G361), karcinom dé&loZniho &ipku
(HeLa), karcinom vajecniku (A2780), karcinom vaje¢niku rezistentni na cisplatinu (A2780R) a
karcinom prostaty (22Rv1). Linie byly udrzovany v kultiva¢nich lahvich v DMEM médiu (4,5 g/l
glukosy, 2 mM L—glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10% fetalniho tele-
ciho séra a hydrogenuhli¢itan sodny) pro bun&éné kultury A549, Hela, HOS, MCF7, v RPMI-
1610 médiu (2 mM L—glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10% fetilniho
teleciho séra a hydrogenuhli¢itanu sodného) pro bun&né kultury A2780, A2780R, LNCaP a v
McCoy's mediu (2 mM L—glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10% fetal-
niho teleciho séra a hydrogenuhli¢itanu sodného) pro buné&éné kultury G361. Suspenze buné&k
(25 000 bunék/jamka) byly rozpipetovany po 200 ul na 96-ti jamkové mikrotitraéni desticky.
Tyto byly preinkubovany pti 37 °C v atmosféte CO, po dobu 24 hodin. Testované zlatné kom-
plexy a ligandy byly rozpustény nejdfive v N,N'-dimethylformamidu, a pak nafedény do koncen-
trace 50,0 mM a tyto slouZily jako zasobni roztoky. Pro vlastni experiment byly zasobni roztoky
fedény 1000x v kultivaénim médiu do maximalni koncentrace determinované rozpustnosti latky
(20,0-50,0 uM). Po odsati kultivaéniho média byla sm&s jednotlivych testovanych latek p¥idana
k preinkubované suspenzi nadorovych bun&k. Smési byly nasledné inkubovany po dobu 24 hodin
pfi teploté 37 °C a v atmosféfe 5% CO,. Poté byl pfidan zfedény roztok MTT v sérovém médiu
(0,3 mg/ml) a nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny. Analyza koncentrace MTT formazanu
byla provedena spektrofotometricky (TECAN, Schoeller Instruments LLC) pfi 540 nm.

V Tabulce 2 jsou uvedeny inhibi¢ni koncentrace testovanych komplexii ICso (uM).
Tabulka 2: Vysledky in vitro cytotoxicity pfipravenych komplexii 1 aZ 5 a volnych ligandi HL'

az HL’ zji§t&né pomoci MTT testu a vyjadfené v hodnotach inhibi¢ni koncentrace ICsy (UM), a
jejich porovnani s cisplatinou jako zvolenym standardem.

ICs(puM)
~ MCF7 HOS AS549 G361

e TR PN
splatina

Cl.

HL'= 6—(ethoxy)-9—deazapurin, HL? = 6—(isopropyloxy)-9-deazapurin, HL®> = 6—(tetrahydro-
furan—2-ylmethyloxy)-9—deazapurin, HL* = 6—(benzyloxy)-9—deazapurin, HL’ = 6~(fenethyl-
oxy)-9—deazapurin, MCF7 = lidsky prsni adenokarcinom;

HOS = lidsky osteosarkom; A549 = lidsky karcinom plic;

G361 = lidsky maligni melanom; HeLa = lidsky karcinom délozniho &ipku;

A2780 = lidsky karcinom vaje¢nikii; A2780R = lidsky karcinom vaje&nikii resistentni vigi
cisplatiné; 22Rv1 = lidsky karcinom prostaty
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PATENTOVE NAROKY

1. Komplexy zlata v oxidaénim stavu (+I) s w—substituovanymi derivaty 6—alkyloxy-9-deaza-
purinu a derivaty fosfanu, a jejich krystalosolvaty, zahrnujici strukturni motiv I obecného vzorce
[Au(L)(PR3)] a vyjadiené strukturnim vzorcem ll,

ilﬁ
Alk PR
/ 3
;O Au
L — Au—PR, NN
A Mg
sN“4

) an

kde

— symbol L pfedstavuje deprotonizovany w-substituovany derivat 6-alkyloxy—9—deazapurinu
vazany na atom zlata pres atom dusiku N7,

— PR3 je derivat fosfanu,

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

— skupina Alk predstavuje alkyl nebo substituovany alkyl, ktery je na w—uhliku substituovéan sku-
pinou R1,

pficemz

— substituent R1 je vybran ze skupiny atom vodiku, alkyl, substituovany alkyl, alkenyl, substitu-
ovany alkenyl, alkynyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, cyklohete-

roalkyl, substituovany cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, substituovany cykloalkenyl, cyklohetero-
alkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl, aryl, heteroaryl,

kde termin:

— alkyl predstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 8, predevsim pak
z 1 az 6 atomu uhliku,

— alkenyl ptedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z az 12, pfedevsim
pak ze 3 az 6 atomi uhliku, obsahujici alespoii jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— alkynyl ptedstavuje rozvétveny nebo nerozvétveny uhlovodikovy fetézec z aZz 12, pfedevsim
pak ze 3 aZ 6 atomi uhliku, obsahujici alespon jednu trojnou vazbu mezi atomy uhliku,

— cykloalkyl predstavuje cyklicky uhlovodik ze 3 az 12, pfedevsim pak ze 3 aZ 8 atomd uhliku, a
to véetné kondenzovanych cykld nezavisle vybranych ze skupiny cykloalkyl, cykloheteroalkyl,
cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl,

— cykloheteroalkyl ptedstavuje cykloalkyl s alespoii jednim atomem uhliku zamén€nym za hete-
roatom ze skupiny dusik, kyslik, nebo sira,

— cykloalkenyl predstavuje cykloalkyl obsahujici alespoii jednu dvojnou vazbu mezi atomy uhli-
ku,

— cykloheteroalkenyl predstavuje cykloheteroalkyl obsahujici alespoi jednu dvojnou vazbu mezi
dvéma atomy uhliku, atomem uhliku a heteroatomem, nebo dvéma heteroatomy,
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— substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, substituovany cykloalkyl,
substituovany cykloheteroalkyl, substituovany cykloalkenyl, substituovany cykloheteroalkenyl
piedstavuji alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cykloheteroalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalke-
nyl substituované substituenty z mnoZziny halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, cykloalkyl, cyklohete-
roalkyl, cykloalkenyl, cykloheteroalkenyl,

— aryl predstavuje fenyl,

— heteroaryl ptedstavuje aryl s alespofi jednim atomem uhliku zaménénym za heteroatom ze sku-
piny dusik, kyslik, nebo sira.

2. Krystalosolvaty komplexi zlata vzorce (1) podle naroku 1, kde u slou¢enin obecného sloze-
ni [Au(L)(PR;)]-nSolv jsou

—L a PR; definovany v naroku 1,
— n uddva pocet krystalosolvatovych molekul, ptedevsim 1 a2 6, a

— Solv pfedstavuje molekulu pouzitého rozpoustédla a/nebo jednu z reakénich komponent, vybra-
nou ze skupiny voda, primarni alkohol, sekundarni alkohol, aceton, N,N'—dimethylformamid,
dimethylsulfoxid, chloroform, dichlormethan, acetonitril nebo diethylether, a to bud’ samostatng,
nebo v kombinaci uvedenych solvatovych molekul.

3. Farmakologicky prostiedek, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky tginné
mnoZstvi zlatnych komplexi vzorce II podle naroku 1 nebo jejich krystalosolvati podle naroku 2
a/nebo farmaceutickou kompozici zlatnych komplexd vzorce (II) podle naroku 1 nebo jejich
krystalosolvatt podle naroku 2 s jednim &i vice ptijatelnymi nosi¢i a pomocnymi latkami.

4. Farmakologicky prostfedek podle naroku 3 pro pouziti v lékarstvi.

5. Pouziti farmakologického prostfedku podle néroku 3 pro vyrobu I1é&iv pro lé&eni zanétlivych
a/nebo nddorovych onemocnéni, zejména pro 1é&eni adenokarcinomu prsu a/nebo osteosarkomu
a/nebo karcinomu plic a/nebo maligniho melanomu a/nebo karcinomu délozniho &ipku a/nebo

karcinomu vaje¢nikii a/nebo karcinomu vajeéniki rezistentnimu vidi cisplatiné a/nebo karcino-
mu prostaty.

9 vykresti

-13-



CZ 305624 B6

=y
o
e
T
T T -
I lo L e O
Spe 3 O
J | Lk “ | .A
I ¥ I i 1 ' 1 ¥ I M I i 1 v 1
14 12 10 8 6 4 2 0

'H NMR chemicky posun (ppm)

OBR. 1

-14 -



CZ 305624 B6

Sy
2(;‘ N N\Au Q g:l—
— \P O
0 - T
H.c—\? o =
3
" CH, o ©
XI
o]
5 O
&) I
/&3
13
l A A 1 ]JL
1 1 i I ¥ ] v i M v
14 12 10 8 6 4 2

"HNMR chemicky posun (ppm)

OBR. 2

-15 -



CZ 305624 B6

HELD ‘HZLD L

H¥1D

HLLD
HOLOD ¢

H6D ——

H8D

HZO 3

'HNMR chemicky posun (ppm)

OBR. 3

- 16 -



CZ 305624 B6

Nz
\
)/
Z"n
/
¥
Ay
T PPh,, C8H

C10H

C2H

—— C9H

lu

I : i v 1 v 1 v I

14 12 10 8 4

'HNMR chemicky posun (ppm)

OBR. 4

-17-



HLLD

HOLD ——= |

IQOM I

CZ 305624 B6

HZO — =

- 18-

OBR. §

10
"H NMR chemicky posun (ppm)

12

14



1L

CZ 305624 B6

|

COH

C2H-

C11H, C12H

8 8 8 3 o

8 8 83 8 38

Liant ik bt bttt b bt b i Ll bdat B bbbl bl bt Mibed M il Slid LLL Mk ALil §

8

LR | Py
-t - -
8 8 3

g 3

T e rre ey

10

8

YT erTrererrre

6

4

TTTT

"H NMR chemicky posun (ppm)

OBR. 6

-19-

C NMR chemicky posun (ppm)

13



CZ 305624 B6

OBR.7

=20 -



CZ 305624 B6

* BR

777
FaOaOasss, e

10000

[TwyBd] v-4NL

OBR. 8

900

¥ ¥
o
o

[w/bd] d1-

OBR. 9

-21-



CZ 305624 B6

T

T
<9
o0

e O\

= o
4

['n'v] esaidxa erousb o-4N |

OBR. 10

LE S
T

T v :
< o~

['n'v] esaidxs gaousb di-7

(o]

OBR. 11

Konec dokumentu

2.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

