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Transportér nukleotidovych struktur

Anotace:

Transportér nukleotidovych struktur sestaveny

z guanidinem substituovanych zlucovych kyselin
pouzitelny pfedevsim jako nosi¢ ¢i transportn{ systém
Fetézch ¢ fragmentd RNA a DNA pres syntetické ¢i
biologické membrany.
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Transportér nukleotidovych struktur

Oblast techniky

Vynalez ptedstavuje jednoduchou syntézu guanidinovych substituovanych #luéovych kyselin.
Syntetizovény byly slouteniny guanidinovych derivati kyseliny cholové, chenodeoxycholové,
deoxycholové a lithocholové. Vytvorené guanidinové derivaty se ukazaly byt vysoce efektivnimi
transportéry jak RNA, tak DNA do bungk, jak bylo prokazano in vitro experimenty pomoci

PAMPA (paralelni analyza perbeability umélou membrénou).

Dogrvadni
{ Stav techniky

RNA interference (RNAi) je nové vznikajici technologie, ktera revoluéné méni fadu
strategickych ptistupti k biochemické analyze, vyvoji novych léCiv a v terapii (Leung KM,
Whittaker PA (2005) RNA interference: From gene silencing to genespecific Therapeutics.
Pharmacol Ther 107:222-239: Lares MR, Rossi JJ, Ouellet DL (2010) RNAi and small
interfering RNAs in human disease therapeutic applications. Trends Biotechnol 28:570—579:
Pecot CV, Calin GA, Coleman RL, Lopez-Berestein G, Sood AK (2011) RNA interference in the
clinic: Challenges and future directions. Nat Rev Cancer 11:59-67: Castanotto D, Rossi JJ
(2009) The promises and pitfalls of RNA-interference-based therapeutics. Nature 457:426-433:
Davidson BL, McCray PB (2011) Current prospects for RNA interference-based therapies. Nat
Rev Genet 12:329-340: Aagaard L, Rossi JJ (2007) RNA. therapeutics: Principles, prospects,
and challenges. Adv Drug Deliv Rev 59:75-86). RNAi Je mechanismus umoZfiujici endogenni
tlumeni gend na zakladé selektivniho rozpoznani sekvenci, ktery je znam z tady organisma.
(Hannon GJ. RNA interference. Nature 2002; 418:244-51: Sharp PA. RNA interference—
2001.Genes Dev 2001; 15:485-90: Zamore PD. RNA interference: Listening to the sound of
silence. Nat Struct Biol 2001; 8:746-50.) V ramci RNAi drahy, malé interferujici RNA (siRNA)

indukuji posttranskripéni, sekvenéné specifické tlumeni aktivity genu s vyuzitim endogenniho
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intracelularniho mechanismu, ktery by selektivné potlatoval genovou expresi, a tim snizil
syntézu cilového proteinu (Elbashir SM, et al. (2001) Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate
RNA interference in cultured mammalian cells. Nature 411:494-498). Vysledny efekt je
ekvivalentni inhibici proteinu bez pouZiti nizkomolekularnich inhibitorii. Specifiénost RNAi také
umoziiuje syntetizovat inhibitory proti pivodn& nelégitelnym onemocnénim. V3udypftitomnost
RNAI drah uvnitf t@la a snadnost s jakou siRNA mohou byt pouzity k potlageni konkrétnich
geni ucinily z siRNA slibnou tfidu molekul pro 1é&bu rakoviny, virovych infekei, o¢nich a
genetickych chorob. I kdyZ se tyto molekuly jevi jako silny néstroj pro ovlivnéni toho, zda se
piislusny t€lu Skodlivy gen bude projevovat ¢i nikoli, maji znatna omezeni pro realnou aplikaci.
Neexistuji uspokojivé mechanismy dopravy siRNA do bunék, maji vedlejs acinky v disledku
tlumeni gend, naruuji fyziologické funkce bun&&ného systému zapojeného do umléeni genu a
indukuji vrozenou imunitni odpovéd. (E.Miele, G. P. Spinelli, E. D. Fabrizio, E. Ferretti, S.
Tomao, and A. Gulino, (2012) “Nanoparticle-based delivery of small interfering RNA:
challenges for cancer therapy,” International Journal of Nanomedicine, vol. 7, pp. 3637-3657).
Pro aktivni distribuci 1éku, jeho vloZeni do nosite a cileni 1éku v nosiéi je tfeba vyvinout
spolehlivé transportni systémy. V posledni dobé se zvyluje potfeba novych mensich
transportnich systémii, které spliiuji poZadovany specificky design (R. K. Upadhyay(2014)
“Drug Delivery Systems, CNS Protection, and the Blood Brain Barrier* Hindawi Publishing
Corporation BioMed Research International, vol.,. Art. ID 869269, pp.37).

Schopnost [é¢iva nebo sondy piekrogit biologické bariéry byla historicky povaZovana za funkci
jeho fyzikalnich viastnosti. Tento pohled z velké ¢asti omezuje navrh struktur a typi 1é¢iv na
vybér aktivnich latek v tzkém rozmezi. Molekuldrni transportni systémy nabizeji strategii, jak

tato omezeni obejit.

V ptipadé guanidiniovych transportéri (GRTs), typicky ve vodé vysoce rozpustnych konjugatd,
bylo zjisténo, Ze snadno prochazi nepolarni membranou buiiky a nékteré i tkanovymi bariérami.
Latky, které vykazuji $patnou biologickou dostupnost jsou metabolizovany atp. Pravé proto jsou
pravé hledany vhodné transportni systémy, které by tyto Géinné latky donesly skrz bunééné
membrany. Pro mnoho aplikaci, se pfipravuje pro-légivo, kdy konjugatem je transportér-1é¢ivo s
linkerem, ktery je chemicky nebo biochemicky odstépen po prichodu pres prekazku, coz

umoziiuje uvolfiovani volného 1é¢iva v cilovych buiikach nebo tkénich. Guanidiniové skupiny
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Jjsou vhodné pro vazbu na buné&né povrchy s centry zdporn& nabitych funk&nich skupin,
Vytvorené komplexy by umoznily uvolnéni 1é&iva po vstupu do vnitiniho bun&ného prostoru.

Guanidiniové transportéry disponuji vice mechanismy prostupu do bunék, nap. endocytozou.
‘Také byly provedeny experimenty studujici uvoliiovani 1é¢iva endosomalni inhibici (Wender, P.
A.; Galliher, W. C.; Goun, E. A_; Jones, L. R.; Pillow, T. H. (2008)The design of guanidinium-
rich transporters and their internalization mechanisms. Adv. Drug Delivery Rev., 60, 452-472).

Pro tkariové selektivni vazby je schopnost GRTs vstoupit do tkdné kritickym parametrem.
Podobné studie ukazaly, Ze pro zlepeni vstupu GRTs do tkané tenkého nebo tlustého stieva
mysi, byly injekéné podany roztoky biotinylovaného oligoargininu ( L.R. Wright, J.B. Rothbard,
P.A. Wender, (2003) Guanidinium rich peptide transporters and drug delivery, Curr. Protein
Pept. Sci. 4 105-124). GRTs ukazaly, ze pronikaji do mnoha typi tkani, otdzkou viak Jje, s jakou
selektivitou. Jedna strategie pro dosazeni selektivity je pouziti lokalni distribuce. To ma
potencialné Siroké uplatnéni podavani 1éku do pliclch, do o¢i nebo do kiize..o GRTs vykazuji
vychytavani v plicnich tkanich pti vdechnuti a pfi priniku do epidermalnich a dermalnich vrstev
pri topické aplikaci. Kromé& mistniho podéni, mae byt pouzit i cileny transportni systém. Tento
pristup byl demonstrovan na strategii s pro-léCivem, ve kterém je prechodné transportéru
vypnuta intramolekularni interakce s polykarboxyldtem ptipojenym k transportéru
prostrednictvim peptidu. Peptid je vybran jako substrét pro extracelularni proteazy, ktery je

lokalizovén v cilové tkani.

Tyto guanidinem bohaté molekularni transportni systémy mohou zlepsit prostupnost riznych
latek pres biologické bariéry, kterymi jsou napfiklad bunééné membrany. ( Wender PA, Cooley
CB, Geihe EG (2012) Beyond cell penetrating peptides: Designed molecular transporters. Drug
Discov Today Technol 9:¢49-e55: Wender PA, Galliher WC, Goun EA, Jones LR, Pillow TH
(2008) The design of guanidinium- rich transporters and their internalization mechanisms. Adv
Drug Delivery Rev 60:452-472).

Byly hleddny G¢inné transportéry pro RNA a DNA. Nejdfive byly testovany guanidiniové
transportéry, u kterych se funkénost transportu do bunék odekavala. Z polyaniontu DNA a RNA
byla tvorbou komplexu s molekulami guanidinu vytvorena elektroneutralni molekula, ktera viak

pfes bunénou membranu neprochazela. Transport RNA fragmentu do bungk je velmi
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neefektivni diky naboji a hydrofilicit®. Samotna nabojové neutralizace napt. kationty typu
kvartémi amoniové soli nesta¢i tento trend zvratit. Proto bylo nutné hledat jiné systémy, které by

byly schopné slouZit jako nosi¢e DNA a RNA molekul pfes bunééné membrany.

Podstata vynalezu

Nasli jsme struktury, které jsou schopné s nukleotidovymi fetézci, tedy ribonukleovymi a
deoxyribonukleovymi kyselinami tvofit stabilni komplex, ktery po prichodu ptes membranu do
vniténiho prostoru bungk molekuly RNA & DNA nebo jejich fragmenty opé&t uvolni. Tyto
struktury sestavaji z guanidinovych derivati Zluéovych kyselin. Tento komplex m4 lipofilni
povahu, snadno prochazi pres lipidovou dvojvrstvu bunéEnych membran a jeho guanidinovy
zbytek se vaze na fosfodiesterovou vazbu DNA a RNA, proto nezéle#i na tom jaké je retezec
délky, ani které dusikaté baze obsahuje.

Zjistili jsme, Ze slouGenina, kterd efektivng vytvati komplex fosfodiester - gaunidin v kombinaci
s lipofilnim substituentem, nejlépe steroidem, pfedstavuje diky této unikatni kombinaci velmi
efektivni a laditelny systém transportu RNA a DNA do bungk.

Tyto transportéry velice ufinné prenaseji RNA a DNA pres bunééné membrany. Nové jsme
syntetizovali  guanidinem  substituovanou  kyselinu cholovou,  chenodeoxycholovou,
deoxycholovou a lithocholovou a ptipravili tak velmi efektivni transporter pro RNA ‘a DNA
molekuly. Jejich vlastnosti jsme testovali na syntetickych bunétnych membranach. Byly
stanoveny koncentrace RNA a DNA, které jsou transportéry schopné pres membranu dopravit.
Také byly stanoveny konstanty stability kvantifikujici silu vazby molekuly v komplexu a jejich
vyvazani po prichodu membranou.

Mechanismus transportu probiha tak, Ze transporter je k molekule DNA & RNA vézin pfes
guanidinovy zbytek na fosfodiesterovou vazbu a steroidni &st struktury transportéru dale
interaguje  Sroubovici DNA & RNA. Takto molekuly transportéru v podstaté obali molekulu
RNA ¢i DNA a diky lipofilité a biologickému charakteru steroidnich struktur tento komplex
snadno prochdzi membranou, tudiZ ani nezavisi na jeji velikost. Je tedy mozny transport jak
fragment RNA ¢&i DNA, tak celych molekul.

Také bylo zjisténo, Zze velmi zalezi na molarnim poméru mezi transportérem a transportovanou

RNA ¢i DNA. Rostouci desetindsobny a vyssi piebytek transportéru nema pozitivni vliv na
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Gcinnost trasportu do bungk, naopak ma negativni dopad na transportovatelnost vzniklého

komplexu.
Nase nové navrZené slougeniny maji obecny vzorec:
R2 O\R1
0]

R; R,

R1= H, CHg, NH(CH2)2NH2,NH(CH2)2N=C(NH2)2
R2= H, OH, NH2, N=C(NH2)2

Struktura obsahuje skupinu R1, ktera je p¥ipojena ke kysliku karboxylu. Skupina R2 je napojena
v poloze C-3, C-7 a C-12. Struktura je tvofena sedmnacti uhlikovymi atomy spojenymi &tyfmi
kruhy. Tfi kruhy se sklddaji z 3esti atomii uhliku a jeden je z péti uhlikatého kruhu.

Kde skupina R; je H, CH;, NH(CH,), NH, a NH(CH,),N=C(NH,), a skupina R; je H, OH, NH, a
N=C(NH,),. Studovali jsme dopravu RNA a DNA pomoci PAMPA testu s guanidinem
substituovanymi ZluSovymi kyselinami, RNA a DNA od krmnych kvasnic a fosfatem
pufrovaného fyziologického roztoku (PBS). Dosahli Jsme velmi dobrych vysledkii pro nage

slouceniny, které piisobi jako dobré transportéry.
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Obr. 1:  Vysledky PAMPA testu pro transport RNA dle ptikladu 7

Obr.2:  Graf zobrazujici efektivnost transportu RNA jednotlivych transportérti; SG-1, 2,
4,5 a 6, Ciselné oznaceni je oznageni piikladu, dle kterého byly ptipraveny

Obr.3:  Graf zobrazujici efektivitu transportu RNA jednotlivych transportérii pfi
koncentraci 1 mmol/l transportéru vii¢i 0,05 mmol/l RNA.

Obr.4:  Graf zobrazujici efektivitu transportu RNA jednotlivych transportéri pii
koncentraci 10 mmol/I transportéru viiéi 0,05 mmol/l RNA.

Obr. 5:  Graf zobrazujici efektivitu transportu RNA transportéru dle ptikladu 6 pti
koncentraci 0,1/1/10 mmol/l transportéru vici 0,05 mmol/l RNA.

Obr.6:  Graf zobrazujici efektivitu transportu RNA transportéru dle piikladu 4 pfi
koncentraci 0,1/1/10 mmol/l transportéru vii¢i 0,05 mmol/l RNA.

Obr.7:  Vysledky PAMPA testu pro transport DNA dle piikladu 8.

Obr. 8:  Graf zobrazujici efektivnost transportu DNA jednotlivych transportérd; SG-1, 2,
4,5 a 6, Ciselné oznaceni je oznadeni p¥ikladu, dle kterého byly ptipraveny.

Obr.9:  Graf zobrazujici efektivitu transportu DNA jednotlivych transportérd pti
koncentraci 1 mmol/! transportéru vii¢i 0,05 mmol/l DNA.

Obr. 10:  Graf zobrazujici efektivitu transportu DNA jednotlivych transportéri pfi
koncentraci 10 mmol/l transportéru vii¢i 0,05 mmol/l DNA.

Obr. 11:  Graf zobrazujici efektivitu transportu DNA transportéru dle piikladu 6 pfi
koncentraci 0,1/1/10 mmol/I transportéru vii¢i 0,05 mmol/l DNA.

Obr. 12:  Graf zobrazujici efektivitu transportu DNA transportéru dle ptikladu 4 pfi
koncentraci 0,1/1/10 mmol/I transportéru vici 0,05 mmol/l DNA.

Obr. 13: Graf zavislosti absorbance na vinové délce pfi rozdilnych koncentracich RNA a
transportéru pro stanoveni konstanty stability transportéru dle pfikladu 6.
Obr. 14: Graf zavislosti absorbance na vinové délce pfi rozdilnych koncentracich RNA a

transportéru pro stanoveni konstanty stability transportéru dle piikladu 4.
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Ptiklad 1

prekurzor

0,3 g (0,77 mmol) 3-amino methyl lithocholatu bylo zpracovéano ve 30 ml dichlormethanu (dale
DCM) pii 0 °C s 1,1 ekvivalentem chloridu rtutnatého, coz odpovidalo 0,23 g (0,85 mmol), 1,0
ekvivalentu N, N'-di (tg__r/\c‘-butoxykarbonyl) thiomo€oviny, coz odpovidalo 0,21 g (0,77 mmol) a
3,1 ekvivalentu triethylaminu, coZ odpovidalo 0,33 ml (2 mmol). Vysledna smés se michala pfi
teploté 0 °C po dobu 1 h a 2 hodiny pi teploté mistnosti. Nasledng se reakéni smés zfedila 10 ml
ethylacetitu (déle EtOAc) a filtrovala se pres vrstvu celitu, aby se odstranil vytvofeny sulfid
rtutnaty. Filtratni kolag byl promyt 5 ml EtOAc. Organicka faze byla promyta nejprve vodou (2
x 30 ml) a potom roztokem chloridu sodného (1 x 30 ml), nasledn& byla susena bezvodym
Na,SOy a zkoncentrovéna za sniZeného tlaku. Ziskany produkt se ¢istil pomoci silikagelu eluci
smé&si DCM:MeOH v poméru 95:5.

Byl ziskan methyl lithocholat substituovany na C-3 Boc-chranénym guanidinem ve formé bile
latky o vytézku 83 % a strukturnim vzorci,

O—

N
|

BocHN™ "NHBoc

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance: 'H NMR (CDCl;, 500 MHz):
0.65(s, 3H, CH3-18), 0,91 (d, J/=10,5 Hz, 3H, CH3-21), 0.99 (s, 3H, CH3-19), 1,50(s, 18H, Boc),
3,66 (s, 3H),4.54 (s, 1H, CH-3); 8.9(8, IH, BocNH), 11.48(s, 1H, BocNH). *C NMR (126 MHz;
CDCls) : 12,04, 18,27, 21,06, 24.16, 24.96, 26.22, 26.76, 28,08, 28.09, 28,32, 30.67, 31,04,
31.24, 35,05, 35,35, 35,68, 37,86, 39,90, 40;10, 42,75, 51.43, 55.93, 56.43, 153.28, 157.07,

174,73. LCMS, (m/z):633 [M+1]+



derivat

0,3 g (0,47 mmol) Boc-chranény guanidinu substituovany na C-3 methyl lithocholatu se nechal
reagovat s 15 ml 50% roztoku kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu za intenzivniho michani
po dobu 3 hodin. Pak smés byla neutralizovana prebytkem roztoku amoniaku a extrahovéna
chloroformem. Organicka faze byla promyla nejprve vodou (2 x 30 ml) a nésledné roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml). Vznikly produkt byl susen bezvodym Na,SO, a zkoncentrovéan za
sniZeného tlaku. Ziskany produkt se &istil pomoci silikagelu eluci smé&si DCM:MeOH v poméru
85:15. Byl ziskdn methyl lithocholat substituovany na C-3 guanidinem ve formé bile latky o

vytézku 67 % a strukturnim vzorci,

O—

N

PN

H,N™ NH,

ktery byl potvrzen pomoci nukleAmi magnetické rezonance: 'H NMR (CDCl3, 500 MHz):
0.69(s, 3H, CH3-18), 0,92 (d, J=5,0 Hz, 3H, CH3-21), 1,02 (s, 3H, CH3-19), 3,65 (s, 3H),3,83
(s, 1H, CH-3). *C NMR (126 MHz; MeOD) : 12,44, 18,71, 22,12, 24,32, 25,20, 25,75, 27,26,
27,72, 29,19, 31,56, 31,85, 32,20, 36,06, 36,68, 37,01, 38,56, 41.14, 41,41, 43,90, 48,99, 49,62,
52;00, 5741, 57.79, 157,77, 176 43. HRMS caled. for CasHysN305: 431.3512. Found: 432,3586
(M+H)

Priklad 2

prekurzor

0,3 g (0,74 mmol) 3-amino methyl deoxycholatu bylo zpracovéano ve 30 ml DCM pti 0 °C s 1,1
ekvivalentem chloridu rtutnatého, coz odpovidalo 0,22 g (0,81 mmol), 1,0 ekvivalentu N, N'-di -
gtéfc-butoxykarbonyl) thiomoCoviny, coz odpovidalo 0,2 g (0,74 mmol) a 3,1 ekvivalentu
triréj.thylaminu, coz odpovidalo 0,32 ml (2,3 mmol). Vysledna smés se michala pii teploté 0 °C po
dobu 1 h a 3,5 hodiny pfi teploté mistnosti. Nasledné se reakéni smés zéedila 10 ml EtOAc a

filtrovala se pfes vrstvu celitu, aby se odstranil vytvoteny sulfid rtutnaty. Filtratni kola¢ byl
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promyt 5 ml EtOAc. Organicka faze byla promyta nejprve vodou (2 x 30 ml) a potom roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml), nasledng byla susena bezvodym Na,SO4 a zkoncentrovana za
sniZeného tlaku. Ziskany produkt se gistil pomoci silikagelu eluci smési DCM:MeOH v poméru
95:5. Byl ziskan methyl deoxycholat substituovany na C-3 Boc-chranénym guanidinem ve formé

bilé latky o vytézku 80 % o strukturnim vzorci,

OH O—

N
|

BocHN™ "NHBoc

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance: 'H NMR (CDCl3, 500 MHz):
0,68(s, 3H, CH3-18), 0.97 (m, 6H, CH3-19, CH3-21), 1.,50(s, 18H, Boc), 3,66 (s, 3H), 3,98(s,1H,

!

-12), 449 (br s, 1H, CH-3); 8,9(s, 1H, BocNH), 11,48(s, 1H, BocNH),*C NMR (126 MHz;
CDCLy) © 12,74, 17,34, 23,59, 23.86, 24,88, 25,91, 26,67, 27,40, 28,08, 28,29, 28,97, 30.62.
30,91, 31,06, 33,12, 34.60, 35,88, 37,85, 46,51, 47,36, 48.24, S1.47, 73,13, 152,63, 156.96,
174,67.LCMS, (m/z):649 [M+11+ | / f '

derivat

0,3 g (0,46 mmol) Boc-chranéného guanidinu substituovaného na C-3 methyl deoxycholatu se
nechal reagovats 15 ml 5@ % roztoku kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu za intenzivniho
michani po dobu 3 hodin. Pak smés byla neutralizovana roztokem amoniaku a extrahovana
chloroformem. Organické fize byla promyla nejprve vodou (2 x 30 ml) a nasledné roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml). Vznikly produkt byl susen bezvodym Na,SO, a zkoncentrovan za
snizeného tlaku. Ziskany produkt se ¢istil pomoci silikagelu eluci smési DCM:MeOH v poméru
85:15. Byl ziskan methyl deoxycholét substituovany na C-3 guanidinem ve formé bilé latky o

vytézku 70 % o strukturnim vzorci,

OH O—

H,N" “NH,



N

TG
L o

fan
:’,\
N

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance: 'H NMR (MeOD, 500 MHz):
0,74(s, 3H, CH3-18), 1,01 (s, 3H, CH3-19), 1.02 (d, J=5.0 Hz, 3H, CH3-21), 3,67 (s, 3H),
3 .84(s,1H, C-12), 3.99 (br s, 1H, CH- 3).5C NMR (126 MHz; MeOD) :11,73, 16,12, 22,62,
23.39, 24.19, 25.67, 26. 31, 27.22, 28.59, 30,09, 30.16, 30.46, 30,79, 32,72, 3425 35.31, 35,76,
37.21, 46.20, 46,51, 46, 68 47.50, 50.58, 72,58, 156.36, 175. 07. HRMS caled. for CagHasN;0;:
447 3461 Found: 448 3528 (M+H)

Priklad 3

prekurzor

0,3 g (0,71 mmol) 3-amino methyl cholatu bylo zpracovano ve 30 ml DCM pii 0 °C s 1,1
ekvivalentem chloride rtutnatého, coz odpovidalo 0,21 g (0,78 mmol), 1,0 ekvivalentu N, N'-di
(tere-butoxykarbonyl) thiomogoviny, coz odpovidalo 0,197 g (0,71 mmol) a 3,1 ekvivalentu
tﬁéthylaminu, coz odpovidalo 0,3 ml (2,2 mmol). Vyslednd smés se michala pfi teplot& 0 °C po
dobu 1 h a 5 hodin pfi teploté mistnosti. Nasledn& se reakéni smés zfedila 10 ml EtOAc a
filtrovala se pfes vrstvu celitu, aby se odstranil vytvoreny sulfid rtutnaty. Filtraéni kola& byl
promyt 5 ml EtOAc. Organicka faze byla promyta nejprve vodou (2 x 30 ml) a potom roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml), nasledné byla susena bezvodym Na,SO, a zkoncentrovéna za
sniZeného tlaku. Ziskany produkt se Cistil pomoci silikagelu eluci smési DCM:MeOH v poméru
90:10. Byl ziskan methyl cholat substituovany na C-3 Boc-chranénym guanidinem ve formé bilé

latky o vytézku 76 % o strukturnim vzorci,

OH O—

NI OH

BocHN NHBoc

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance: 'H NMR (CDCls, 500 MHz):
0,70(s, 3H, CH3-18), 0,99 (m, 6H, CH3-19, CH3-21), 1.49 (d, J=4Hz, 18H, Boc), 3.66 (s, 3H),
3,86 (s, IH, C-12), 3 98(brs IH, C-7) 4,41 (br s, 1H, CH- 3); 8,89(s, 1H, BocNH), 11.48(s, 1H,
BocNH), 13C NMR (126 MHz; CDCl;) : 13 09, 17,83, 23.62, 23, 70, 25,23, 26,62, 27.84, 28.50,
28,71, 29.09, 31,27, 31,43, 33,97, 34.62, 3549 37,66, 3987 42,31, 4680 4742 51.68, 68.33,
72 91, 152,65, 157 .74, 173.87. LCMS (m/z): 665[M+1]+ '

PLS



derivat

0,3 g (0,45 mmol) Boc-chranéného guanidinu substituovaného na C-3 methyl cholétu se nechal
reagovat s 15 ml 50% roztoku kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu za intenzivniho michéni
po dobu 3 hodin. Pak byl neutralizovéan roztokem amoniaku a extrahovan chloroformem.
Organicka faze byla promyla nejprve vodou (2 x 30 ml) a nasledné roztokem chloridu sodného
(1 x 30 ml). Vznikly produkt byl susen bezvodym Na,SO, a zkoncentrovan za snizeného tlaku.
Ziskany produkt se Cistil pomoci silikagelu eluci sm&si DCM:MeOH v poméru 85:15. Byl ziskan
methyl cholét substituovany na C-3 guanidinem ve formé bilé latky o vytéZku 65 % o

strukturnim vzorci,

OH O—

N OH

BN

H,N" " NH,

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance:'H NMR (MeOD, 500 MHz): 0 169(s,
3H, CH3-18), 0.96 (s, 3H, CH3-19), 0,97-0,98 (d, J=5,0 Hz, 3H, CH3-21), 3,66 (s, 3H),3. 86 (s
1H, C-12), 3 98(bs IH, C-7) 4,41 (br s, 1H, CH-3). BC NMR (126 MHz; MeOD) :11,73, 16,12,
22,62, 23, 39 24,19, 25,67, 26, 31 27.22, 28.59, 30,09, 30.16, 30,46, 30,79, 32,72, 34 25, 35, 31
35,76, 37.21, 46 20, 46,51, 47.50, 50,58, 68, 32, 72,58, 156 36, 175 07.

2
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Priklad 4

prekurzor

0,3 g (0,72 mmol) 26-amino lithocholyl ethyl amidu bylo zpracovano v 30 ml DCM pfi 0 °C s
1,1 ekvivalentem chloridu rtutnatého, coz odpovidalo 0,21 g (0,79 mmol), 1,0 ekvivalentu N, N'-
. di (f[éyjd-butoxykarbonyl) thiomocoviny, coz odpovidalo 0,198 g (0,71 mmol) a 3,1 ekvivalentu
trie(ﬁ&laminu, coz odpovidalo 0,31 ml (2,2 mmol). Vysledna smés se michala pfi teploté 0 °C po
dobu I h a 4 hodiny pfi teploté mistnosti. Nasledné se reakéni smés zedila 10 ml EtOAc a
filtrovala se pfes vrstvu celitu, aby se odstranil vytvofeny sulfid rtutnaty. Filtrani kola¢ byl

promyt 5 ml EtOAc. Organicka faze byla promyta nejprve vodou (2 x 30 ml) a potom roztokem
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chloridu sodného (1 x 30 ml), nasledné byla susena bezvodym Na,SO, a zkoncentrovana za
sniZzencho tlaku. Ziskany produkt se &istil pomoci silikagelu eluci smési DCM:MeOH v pomé&ru
90:10. Byl ziskan ethylamid lithochol4t substituovany na C-26 Boc-chranénym guanidinem ve

forme bilé litky o vyt&zku 82 % o strukturnim vzorci,

HO

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance: 'H NMR (500 MHz; CDCl;) ):
0,62(s, 3H, CH3-18), 091 (br s, 6H, CH3-19, CH3-21), 1.50(s, 18H,Boc) 3,42 (m, 2H,
NH2CH2), 3,61 (m, 3H, NHCH2, CH-3), 7.29(s, 1H, CH2-NH}, 8,76(s, 1H, Boc-NH), 11,43(s,
IH, Boc-NH)."*C NMR (126 MHz; CDCly): 12,04, 18.40, 20.83, 23,38, 24,22, 26.43, 27.21,
28.03, 28,25, 30,56, 31,71, 33.56, 34,59, 35.36, 35,56, 35,87, 36,49, 40,19, 40,44, 40,88, 42,12,
42.74, 56,14, 56,16, 71.86, 84 21, 152,88, 157,06 174.03. calcd. for C37HgsN,OgNa™: 683.47181.
Found: 683.4717 (M+Na) ‘ ‘

derivat

0,3 g (0,45 mmol) Boc-chranéného guanidinu substituovaného na C-3 lithocholyl ethylamidu se
nechal reagovat s 15 ml 50% roztoku kyseliny trifluoroctové v dichlormethanuza intenzivniho
michani po dobu 3 hodin. Pak byl neutralizovan roztokem amoniaku a extrahovan
chloroformem. Organicka faze byla promyla nejprve vodou (2 x 30 ml) a nasledné roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml). Vznikly produkt byl susen bezvodym Na,SO, a zkoncentrovan za
sniZeného tlaku. Ziskany produkt se &istil pomoci silikagelu eluci smési DCM:MeOH v poméru
85:15. Byl ziskan lithocholyl ethylamid substituovany na C-26 guanidinem ve formé bilé latky o

vyt€Zzku 65 % o strukturnim vzorci,

HO
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ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance: §H (500 MHz; CDCl5) ); 0,71(s, 3H,
CH3-18), 0,96 (br s, 3H, CH3-19), 1,02(d, J=5,0, 3H, CH3-21), 3,1(t, 2H, NH2CH2), 3,2 (t, 2H,
NHCH2), 445 (m, CH-3).*C NMR (126 MHz; MeOD) 111,06, 17,44, 20,53, 22.51, 23,85,
26,24, 26,94, 27,88, 28.65, 29,77, 31,87, 32,66, 34,26, 35,06, 35,46, 35,83, 35,95, 38,55, 40,12,
40,48, 42,12, 42,51, 56,01, 56.53, 70,,99, 175’,30, 175,79.LCMS, (m/z): 462[M+H]"

,
i

Piiklad 5

0,3 g (0,69 mmol) 26-amino deoxycholyl ethylamidu bylo zpracovano v 30 ml DCM pfi 0 °C s
1,1 ekvivalentem chloridu rtutnatého, coz odpovidalo 0,206 g (0,76 mmol), 1,0 ekvivalentu N,
N'-di (téic)—butoxykarbonyl) thiomocoviny, coz odpovidalo 0,191 g (0,71 mmol) a 3,1
ekvivale}ltu triethylaminu, coz odpovidalo 0,32 ml (2,1 mmol). Vyslednd smés se michala p#i
teploté 0 °C po dobu 1 h a 6 hodin pfi teplot& mistnosti. Nasledné se reakéni smés ziedila 10 ml
EtOAc a filtrovala se pres vrstvu celitu, aby se odstranil vytvoreny sulfid rtutnaty. Filtradni
kola¢ byl promyt 5 ml EtOAc. Organicka faze byla promyta nejprve vodou (2 x 30 ml) a potom
roztokem chloridu sodného (I x 30 ml), nasledné byla suSena bezvodym Na,SO; a
zkoncentrovana za sniZeného tlaku. Ziskany produkt se &istil pomoci silikagelu eluci smési
DCM:MeOH v poméru 90:10. Byl ziskan deoxycholyl ethylamid substituovany na C-26 Boc-

chranénym guanidinem ve formg bilé latky o vyt&zku 78 % o strukturnim vzorci,

BocHN

/)\NHBoc
OH NN

0o

HO

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance:'H NMR (500 MHz; CDCly) ):
0,66(s, 3H, CH3-18), 0,90 (s, 3H, CH3-19), 0,98(d, /=6.0 3H, CH3-21), 1,50(s, 18H,Boc) 3,42
(m, 2H, NH2CH2), 3,63(m, 3H, NHCH?2, CH-12), 3,95-3,97(m, 1H, C-3 ), 7.41(s, 1H, CH2-
NH), 8,84(s, IH, Boc-NH), 11.42(s, 1H, Boc-NH)."*C NMR (126 MHz; CDCls): 12,73, 17,45,
23,12, 23,65, 26,12, 27,12, 277 8, 28,00, 28,21, 28, 55, 30,46, 3 1,571, 33,45, 33,62, 34,12, 35,26,
36702, 36,42, 40:71, 42/.08, 46,52, 47,33, 48{.21, 71‘,79, 73,15, 84,16, 15275, 156.96,
]74?]2.calcd. for C37HgaN4O7: 677!48478. Found: 677,4860(M+H)
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0,3 g (0,45 mmol) deoxycholyl ethylamidu substituovaného na C-26 Boc-chranéném guanidinem
se nechal reagovat s 15 ml 50% roztoku kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu za
intenzivniho michani po dobu 3 hodin. Pak byl neutralizovan roztokem amoniaku a extrahovan
chloroformem. Organicka faze byla promyla nejprve vodou (2 x 30 ml) a nasledné roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml). Vznikly produkt byl susen bezvodym Na,SO, a zkoncentrovan za
sniZeného tlaku. Ziskany produkt se ¢istil pomoci silikagelu eluci smési DCM:MeOH v pomé&ru
85:15. Byl ziskan deoxycholyl ethylamid substituovany na C-26 guanidinem ve formg bilé latky

0 vytézku 63 % o strukturnim vzorci,

H
OH N—">N" > NH

HO

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance: 8H (500 MHz; CDCl5) ): 0,71(s, 3H,
CH3-18), 0,96 (s, 3H, CH3-19), 0,98 (d, J=5.0 3H, CH3-21), 3,02(m, 4H, NH2CH2), 3,56(m,
1H, C-12); 4!97(m, 1H, C-3).C NMR (126 MHz; MeOD) 111,06, 17,43, 20,52, 22,22, 23,83,

i

25,72, 26,06, 27,88, 29,77, 31,35, 31,72, 32.53, 34.26, 35,05, 35,83, 37,99, 39;,97, 40.48, 411,80,
42,11, 42.49, 56,301, 56,53, 70.98, 79/.34, 157,51, 176,41. LCMS, (m/z): 478[M+H]"

Piiklad 6

0,3 g (0,66 mmol) 26-amino cholyl ethyl amidu bylo zpracovano v 30 ml DCM pti 0 °C s 1,1
ekvivalentem chloride rtutnatého, coZ odpovidalo 0,198 g (0,73 mmol), 1,0 ekvivalentu N, N'-di
- (te?@;—butoxykarbonyl) thiomoCoviny, coZ odpovidalo 0,184 g (0,71 mmol) a 3,1 ekvivalentu
trie;hylaminu, coz odpovidalo 0,3 ml (2,0 mmol). Vysledna smé&s se michala pfi teploté 0 °C po
dobu I h a 8 hodin pfi teploté mistnosti. Nasledn& se reakéni smés ztedila 10 ml EtOAc a
filtrovala se pfes vrstvu celitu, aby se odstranil vytvofeny sulfid rtutnaty. Filtracni kola¢ byl
promyt 5 ml EtOAc. Organicka faze byla promyta nejprve vodou (2 x 30 ml) a potom roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml), nasledné byla sugena bezvodym Na,SO,4 a zkoncentrovana za

sniZeného tlaku. Ziskany produkt se &istil pomoci silikagelu eluci smési DCM:MeOH v poméru

pLe



90:10. Byl ziskan cholyl ethylamid substituovany na C-26 Boc-chranénym guanidinem ve formé

bilé latky o vytézku 77 % o strukturnim vzorci,

OH NN

HO OH

ktery byl potvrzen pomoci nuklearni magnetické rezonance: 'H NMR (500 MHz; CDCls) ):
0,65(s, 3H, CH3-18), 0.87 (s, 3H, CH3-19), 0, :98(d, /=5,0 3H, CH3-21), 1,50(s, 18H,Boc) 3,38
(m, 3H, NH2CH2, CH- 12), 3,53 (m, 2H, NHCH?2 ) 3 82(br s, 1H, C- 7), 3,95 (m, 1H, C- 3 )
7,48(s, 1H, CH2-NH), 8, 59(s IH, Boc-NH), 11,42(s, 1H, Boc-NH).*C NMR (126 MHz;
CDC]}) 12,88, 17,78, 22.05, 23,65, 26,12, 27,12, 27,48, 28,00, 28,21, 28, 85, 30,46, 29,14,
29,81, 33,22, 34,72, 35, 77, 40,19.02, 41,16, 41,63, 4638 4652 4733 4821 6841, 71,79,
73 03, 79,45, 83. 46, 152 98, 157 24, 174 43 caled. for C26H45N3O3 447 3461. Found 448 3528
(M+H)

derivat

0,3 g (0,45 mmol) cholyl ethylamidu substituovaného na C-26 Boc-chranéném guanidinem se
nechal reagovat s 15 ml 50% roztoku kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu za intenzivniho
michani po dobu 3 hodin. Pak byl neutralizovan roztokem amoniaku a extrahovan
chloroformem. Organicka faze byla promyla nejprve vodou (2 x 30 ml) a nasledné roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml). Vznikly produkt byl sugen bezvodym Na2S04 a zkoncentrovan za
sniZenc¢ho tlaku. Ziskany produkt se ¢istil pomoci silikagelu eluci smési DCM:MeOH v poméru
85:15. Byl ziskan cholyl ethylamid substituovany na C-26 guanidinem ve formé bilé latky o

vyté€zku 60 % o strukturnim vzorci,

H
OH N\/\N//kNH

HO OH



ktery byl potvrzen pomoci nukledrni magnetické rezonance: 8H (500 MHz; CDCl3) ): 0,64(s, 3H,
CH3-18), 0.85 (s, 3H, CH3-19), 091(d, J=6,5 3H, CH3-21), 3,33 (m, 3H, NH2CH2, CH-12),
3,53 (m, 2H, NHCH2,), 3,82(br s, 1H, C-7), 4,97(m, 1H, C-3 ).*C NMR (126 MHz; MeOD)
:12,58, 18,07, 23,09, 24,22, 26,35, 26,89, 27,59, 28,22, 31,35, 31,00, 32,54, 32,86, 33,67, 34,94,
35.59, 35; 80, 39,39, 42,08, 42.84, 43,32, 4639, 50.87, 72,14, 80,12, 82.82, 158,93, 1779.47.

E ! /

LCMS, (m/z): 494[M+H]"

Ptiklad 7

Test ucinnosti transportéru lithocholyl ethylamid substituovany na C-26 guanidinem,

piipraveného dle ptikladu 4 pro RNA

V této studii byla pouzita PAMPA metoda (= parallel artificial membrane permeability assay).
Tato in vitro metoda urluje propustnost latek prostfednictvim fosfolipidové vrstvy. Sklada se z
n€kolika jamek, které tvofi donorové a akceptorové mikrotitraéni desky. Cela sestava se b&Zné
oznacuje jako sendvié. Na zacatku testu je latka pfidana do donorové &sti. Do niZ se vio¥i
akceptorova desticka s fosfolipidovou membranou na dn&. Béhem inkubace dochézi k transportu
RNA pomoci transportéri RNA do akceptorové &asti. Po ukondeni inkubace je proméfena
koncentrace RNA v akceptorové i donorové desti¢ce. Cimz se kvantifikuje mnoZstvi

transportované RNA.

Sendvi€ova struktura byla tvorena 96-jamkovou mikrotitraéni destickou a 96-jamkovou filtradni
destickou (IPVH, 125 pm tlusty filtr 0,45 um pért). Zasobni roztoky nosice vzorkd byly
pfipraveny pfi 50 °C, nasledn& byly smichany s methanolem a uloZeny pti teploté 0 °C. Nejprve
byl zasobni roztok zfed&n pufrem, aby se dosahlo kone&né koncentrace vzorki 1(?13;0 uM a
sniZeni koncentrace methanolu pod 5 % (objem / objem) a poté byl roztok pipetovan do jamek.

Donorova destitka byla naplnéna 300 pl ztedéného nosice o tfech koncentracich (Ccarrier =
0,1/1/10 mmol/1) + RNA (RNA, C = 0,05 mmol/l). Pfi¢emz koncentrace RNA byla vztazena na
monomerni jednotku. Akceptorové jamky byly naplnény 200 ul roztoku pufru.Donorova
desticka byla vlozena do akceptorové destitky ve spodni ¢asti,. Takto propojené desticky
fodofolipidovou membranou byly inkubovany pii teploté 25 °C v uzaviené nadob po dobu 5 h

bez michani. Po uplynuti doby se sendvidové desky oddélily. Mnozstvi koncentraci RNA v

14



“jamkéach donorovych a akceptorovych desticek byly méfeny na zakladé porovnani

az’
experimentdlniho spektra s UV spektrem (220&400 nm) ziskanym z referenénich standard.

Priklad 8

Test Ginnosti transportéru cholyl ethylamidu substituovany na C-26 guanidinem, pfipraveného

dle prikladu 6 pro DNA

Sendvitova struktura byla tvotena 96-jamkovou mikrotitraéni desti¢kou a 96-jamkovou filtra¢ni
desti¢kou (IPVH, 125 um tlusty filtr 0,45 um pord). Zasobni roztoky nosi¢e vzorki byly
pfipraveny pti 50 °C, nasledng byly smichany s methanolem a uloZeny pfi teploté 0 °C. Nejprve
byl zdsobni roztok zied&n pufrem, aby se doséhlo koneéné koncentrace vzorki 10;50 UM a
snfZzni koncentrace methanolu pod 5 % (objem / objem) a poté byl roztok pipetovan do jamek.

Donorova desticka byla naplnéna 300 pl ziedéného nosie o tfech koncentracich (Ccarrier =
0,1/1/10 mmol/l) + DNA (DNA, C = 0,05 mmol/l). Pficemz koncentrace DNA byla vztazena na
monomerni jednotku. Akceptorové jamky byly naplnény 200 ul roztoku pufru.Donorova
desticka byla vloZena do akceptorové desticky ve spodni Casti. Takto propojené desticky
fodofolipidovou membranou byly inkubovany pti teplot& 25 °C v uzaviené nadobé po dobu 5,5
hodiny bez michani. Po te se sendvicové desky oddélily. MnoZstvi DNA v jamkach donorovych
a akceptorovych destlcek bylo méfeno pomoci UV (220?@400 nm) spektrofotometrie,

koncentrace byla odeéitana z namétené absorbance.

Priklad 9

Test G€innosti transportéru lithocholyl ethylamidu substituovaného na C-26 guanidinem,

ptipraveného dle ptikladu 4 pro siRNA

Sendvi€ova struktura byla tvofena 96-jamkovou mikrotitra¢ni destickou a 96-jamkovou filtra¢ni

destiCkou (IPVH, 125 pm tlusty filtr 0,45 pm pord). Zasobni roztoky vzorki nosiée byly

) ¢
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p¥ipraveny piti 50 °C, nésledné byly smichény s methanolem a ulozeny pii teplot& 0 °C. Nejprve
byl zésobni roztok zfedén pufrem, aby se doséhlo konetné koncentrace vzorki 101%0 uM a
sniZeni koncentrace methanolu pod 5 % (objem / objem) a poté byl roztok pipetovan do jamek.

Donorova destitka byla naplnéna 300 pl zfedéného transportéru o tfech koncentracich
(Ctransportér = 0,1/1/10 mmol/l) + siRNA (siRNA, C = 0,05 mmol/l). Byla pouzita siRNA o 21
nukleotidech, pfi¢emz koncentrace siRNA byla vztazena na monomerni jednotku. Akceptorové
jamky byly naplnény 200 ul roztoku pufru. Donorova desticka byla vloZena do akceptorové
desti¢ky ve spodni ¢asti. Takto propojené desticky fodofolipidovou membranou byly inkubovany
pfi teploté 25 °C v uzaviené nadobé po dobu 5,5 hodiny bez michani. Pgrté se sendviové desky
oddellly Mnozstvi siRNA v jamkach donorovych a akceptorovych desticek bylo méteno pomoci

V
uv (220*400 nm) spektrofotometrie, koncentrace byla odegitana z naméfené absorbance.

Primyslova vyuzZitelnost

Ve farmaceutickém primyslu jako nosi¢e RNA a DNA a jejich fragmentd.

X/



*s sess o .
—~— o . * . LI
\ L) » . LYY
l/f . e & o PES
. . » . e
~ ~ S0 e .9 *s
-1 -

PATENTOVE NAROKY

)( 1. Transportér nukleotidovych struktur o-becného vzorcq&leéeﬂéf

kde R, je ze skupiny H, CHj, NH(CH2); NH(CH,),N=C(NH,), a
R; je ze skupiny H, OH, NH,, N=C(NH,),.

2. Transportér nukleotidovych struktur podle naroku 1 o struktufe:

O—

H,N" NH,

3. Transportér nukleotidovych struktur podle naroku 1 o struktufe:

OH O—

HoN™ NH,
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4. Transportér nukleotidovych struktur podle naroku 1 o struktufe:

OH O—

N OH

N

HaN™ "NH,

5. Transportér nukleotidovych struktur podle naroku 1 o struktute:

NH,
H ~
N—">N""NH,
0

HO
6. Transportér nukleotidovych struktur podle naroku 1 o struktute:
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8. Pouziti transportéru nukleotidd podle naroku 1 jako nosi¢l fetezci &i fragmentt RNA a

DNA pres syntetické ¢i biologické membrény.
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