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VyuZiti polymethiniovych soli jako senzorii pro nadorové markery

Oblast techniky

Vynalez se tykd pouZiti optickych senzorovych systémi zaloZenych na polymethiniovych solich.
Tyto systémy mohou byt vyuzity pro stanoveni tumorovych marker( s jejich vyuzitim v rozpoz-
navani, diagnostice a terapii nadorovych onemocnéni.

Tyto systémy jsou zaloZeny na pouziti strukturniho motivu polymethiniovych soli pfipravenych
z pfisluSnych malondialdehydd. Tyto latky jsou vhodng substituovany skupinami zvy3ujici jejich
rozpustnost a selektivitu pro cilovy analyt.

Dosavadni stav techniky

Navzdory vyznamnému pokroku, dosazeného b&hem usilovného vyzkumu diagndzy a lécby ra-
koviny, je jeji mortalita zatim stale pfili§ vysoka. Pro usp&$nou lé¢bu rakoviny je vEasna diagno-
za kli€ovym faktorem. Pro feseni tohoto tikolu je nutno rozpoznavat rakovinu na bunééné urovni.
Jeji efektivni rozpoznavani mize byt zalozeno na specifickych interakcich analytického ¢inidla a
vhodného molekularniho partnera, napt. rakovinového (nédorového) markeru. Markery, kterymi
mohou byt naptiklad proteiny, sacharidy, metabolity nebo nukleové kyseliny, jsou dilezité mole-
kuldrni znaky buné&ného fenotypu a mohou byt pouzity pro rozpoznavani uréitého bunééného
typu. Tyto buné&né znaky se méni béhem rakovinového vyvoje. Detekce téchto zmén mize byt
pouzita i pro diagnézu rakoviny v asné fazi. Tyto optické sensory mohou byt pouzity v diagnos-
tice nadorovych onemocnéni, v cilené protinadorové terapii jako rozpoznavaci &ast systému pro
transport 1€¢iv anebo pokud jsou tyto nddorové markery funkéni soucasti nadorovych receptort,
tak pro jejich pfimou inhibici.

Optické sensory pro nadorové markery byly jiz n&kolikrat popsany. Jedn4 se o konjugaty mono-
klondlnich protilatek a fluorescenénich molekul (Jelinek, R., Kolusheva, S. (2004): Carbohydrate
biosensors. Chem. Rev. 104, 5987-6015). Ty sice dosahuji vysoké i¢innosti, nicméné jejich prak-
tické vyuZiti silng limituje jejich vysok4 cena. V oblasti optickych chemosensortl je znamych
feSeni pouze nékolik (Kejik, Z., Btiza, T., Kralova, J., Martasek, P., Vladimir, K. (2010): Selecti-
ve recognition of saccharide type tumor marker with natural and synthetic ligands: New trend in
cacer diagnosis. Anal. Bioanal. Chem. 398, 1865-1870). Jedna se napiiklad o porfyrinové sys-
tmy na bazi metaloporfyrind, které lze vyuzit jako sensory pro oligosacharidové markery
(Sugakasaki, A., Sugiyasu, K., Ikeda, M., Takeuchi, M., Shinkai, S. (2001): First successful mo-
lecular design of an artificial lewis oligosaccharide binding system utilizing positive homotropic
allosterism. J. Am. Chem. Soc. 123, 10239-10244), déle o konjugaty porfyrini se ZluCovymi
kyselinami vyuZzitelnymi pro zaporné nabité polysacharidové markery (Kralova, J., Koivukorpi,
I, Kejik, Z., Pouckova, P., Sievanen, E., Kolehmainen, E., Kral, V. (2008): Porphyrin-bile acid
conjugates: from saccharide recognition in the solution to the selective cancer cell fluorescence
detection. Org. Biomol. Chem. 6, 1548-1552), metalokomplexy pro lysofosfatovou kyselinu a
gangliosidy (Alpturk, O., Rusin, O., Fakayode, S., O., Wang, W., Escobedo, J., O., Warner, 1.,
M., Crowe, V., E., Krél, V. Pruet, J., M., Strongin, R., M. (2006): Lanthanide complexes as flu-
orescent indicators for neutral sugars and cancer biomarkers, PNAS 103, 9756-9760) a dale sys-
témy na bazi borovych kyselin pro stanoveni sialové kyseliny a sialovych Lewisovych antigeni
(Yang, Y., Lewis, P., T., Escobedo, J., O., Luce, N, N, Treleaven, W., D., Cook, R., L., Stron-
gin, R., M. (2004): Mild colorimetric detection of sialic acid. Collect. Czech. Chem. Commun. 69,
1282-1291).

Pravé polymethiniové soli maji fadu vlastnosti, kter¢ je preduruji pro pouziti v optickych senzo-
rech, jako naptiklad vysoka hodnota optického koeficientu, poloha absorpé&nich maxim ve vidi-
telné oblasti, vysokou fluorescenci a vysoké spektralni zmény pfi vazb& na analyt. (Gomes—Hens,
A., Aguilar—Caballos, M., P. (2004): Long-wavelength fluorophores new trends in their analyti-
cal use. Trends in Analytical Chemistry 23, 127-136.), (Ajayaghosh, A. (2005): Chemistry of
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squaraine—derived materials: Near-IR dyes, low band gap systems, and cation senzors. Accounts
of Chemical Research 38, 449-459), (Kral, V., Vagek, P., Cigler, P., Kralova, J., Pouckova, P.
(2004): Preparation of porphyrin derivatives with polymethine substitution for photodynamic
therapy. Czech Rep. 13 pp. CODEN: CZXXED CZ 293672 B6 20040616 CAN 142:219085 AN
2004:942137 CAPLUS)

Optické systémy na bazi polymethiniovych soli pro rozpoznavani byly jiz popsany. Nicméné toto
stanoveni bylo provedeno jen v pfipadé pentamethiniovych soli substituovanych v poloze y para—
nitrofenyl skupinou, a to pouze pro heparin, DNA a sulfatovy anion (Bfiza, T., Kejik, Z., Cisafo-
v4, I, Kralové, J., Martasek, P., Kral, V. (2008): Optical sensing of sulfate by polymethinium salt
receptors: colorometric senzor for heparin. Chem. Comm. 16, 1901-1903.). Pouziti y—para—
nitrofenyl substituovanych pentamethiniovych soli a stanoveni téchto analyti neni pfedmétem
tohoto patentu. Navic aplikace vyse zminénych soli vyzadovala pouziti pomérné velkého pfidav-
ku organickych rozpoustédel do pufru béhem méfeni, coz znaéné snizovalo vyuzitelnost tohoto
stanoveni. Dal¥im problémem tohoto strukturniho motivu, je substituce nitro skupinou. V nasi
predchozi praci (Biiza, T., Kejik, Z., Cisatova, L., Kralova, J., Martasek, P., Kral, V. (2008): Op-
tical sensing of sulfate by polymethinium salt receptors: colorimetric senzor for heparin. Chem.
Comm. 16, 1901-1903.) byla tato skupina vyuZita nebot usnadfiovala krystalizaci téchto latek a
nasledné urdeni jejich 3D struktur. Nicméng nevyhoda nitrovanych latek je jejich zna¢né nizsi
fluorescenéni vytézek, coz znevyhodiiuje jejich pouziti jako optickych sensori. Z tohoto divodu
je vyrazn& lepsi pripravit pro gely optickych senzord, polymethiniové soli s odliSnou y-aryl
substituci. Dosud viak nebyl publikovan opticky systém pro stanoveni nadorovych markeri, na
zakladé y—ary! substituovanych polymethiniovych soli bez nitrofenylové skupiny. Proto byl na-
$im cilem pripravit takové optické systémy, které by toto stanoveni umoziiovaly. Ty by bylo
mo¥no nasledné pouZit pro rozpoznavani nadorovych markerd a kombinovat je pak
s antinadorovou terapii zaloZenou na rozpoznavani, cileném transportu, inhibici a destrukci téch-
to receptort.

Piiprava téchto systémd, jejich vyuZiti pro detekei a rozpoznavani nadorovych markerd s cilem

uplatnéni téchto systémi v diagnostice nadoru a antinadorové terapii jsou pfedmétem tohoto pa-
tentu.

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody odstraiiuje pouZiti polymethiniovych soli s y-aryl substituci, které vykazuji
vysokou absorpci, emisi v optimalni oblasti (600 a7 800 nm) pro praci s biologickym materialem,
vysoké spektralni zmeny pii interakci s analyty a jsou dostate¢né stabilni za danych podminek.

Ptedmétem vynalezu jsou polymethiniové soli obecného vzoree 1,

@‘X XQ
)“‘WN\ R
A Y B A (D),

kde ob& koncové heteroaromatické skupiny methiniového fetézce jsou totozné a tvoii je hetero-
aromatické cykly odvozené od benzenu, jejichz konkrétni struktura je charakterizovéna skupinou
A, B, X, Y ajednou nebo vice skupinami R na obou koncich methiniové soli,

kde skupina A jsou alkyl substituenty s délkou fetézce Cl az C12;

kde skupina B je 4—pyridyl;
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kde v pfipad¢ dvojndsobné nabitych soli, skupinu B tvoti 4—pyridyl kvarternizovany na svém
atomu dusiku skupinou A, cyklodextrinovym kruhem velikosti o nebo B nebo y, nebo kobalt—
bis(dikarbollidem), ktery je pfipojen k atomu dusiku pomoci fetézce (CH,),~O—CH,),~O—;

kde skupina R je vodik, fluor, chlor, brom, jod, amino, hydroxy, nitril, thiol;
kde X je kyslik, sira, selen nebo dimethylmethylenova skupina;
kde Y je chlorid, bromid, jodid, toluensulfonat, tetrafluroborat,chlorstan, acetat.

Pfedmétem vynalezu jsou polymethiniové soli obecného vzorce I, pro piipravu optickych senzo-
rovych systémi pro diagnostiku a terapii. Zjistili jsme, Ze tyto soli vykazuji vysokou absorpci a
emisi a jejich maxima se nachézi v oblasti idealni pro biologické materialy (600 az 800 nm). Dale
tyto soli vykazujf silné spektralni zmény pii interakci s cilovymi analyty a zérove vykazuji vy-
sokou selektivitu pro dany cilovy motiv.

Polymethiniové soli, které jsou ptedmétem tohoto vynélezu, jsou zalozeny na kondenzaci vhod-
ného aromatického malondialdehydu se soli pfislusného heteroarométu (Schéma 1) tak, jak je
piiprava popsana pro podobné systémy s nitroskupinou na aromatu v y-poloze pentamethiniové-
ho fetézce. (Bfiza, T., Kejik, Z., Cisatova, 1., Kralova, J., Martasek, P., Kral, V. (2008): Optical
sensing of sulfate by polymethinium salt receptors: colorimetric senzor for heparin. Chem.
Comm. 16, 1901-1902.) Nesymetrické polymethiniové soli Ize ptipravit dle nami jiz dfive po-
psanych postupi tykajicich se podobnych struktur s nitroskupinou na aromatu v y—-poloze penta-
methiniového fetézce. (Biiza T., Kejik Z., Kralova J., Martasek P., Kral V. (2009): Synthesis of
unsymmetric cyanine dye via merocyanine and their interaction with DNA. Coll. Czech. Chem.
Comm. 74, 1081-1090) s tim rozdilem, Ze je pro jejich syntézu vyuZito neutralniho merocyani-
nového barviva, které je finaln€ kondenzovano se soli p¥isluiného heteroaromatu (Schéma 1).
—
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Dosud popsané polymethiniové soli s nitrofenylovou substituci v y—poloze maji znaéné¢ omeze-
nou pouzitelnost jako optické senzory diky potlaceni jejich fluorescence elektronegativni nitros-
kupinou. Na druhé strané jejich spektralni vlastnosti naznaduji jejich vyuZitelnost pro tyto aplika-
ce. Proto jsme se zaméfili na studium jejich selektivity a afinity pro tumorové markery.

Nagim cilem bylo nalezeno vhodného strukturniho motivu na bazi polymethiniovych soli bez
nitrofenylové substituce v y—poloze pentamethinioveho fetézce a zérovei, aby tyto latky vykazo-
valy selektivitu nebo specifickou odpovéd’ pro dany analyt. Piekvapivé jsme zjistili, Ze tyto latky
vykazuji nejen vyraznou preferenci polysulfatovych polysacharidii oproti stejné nabytym polysa-
charidiim s karboxylovou substituci, ale Ze i vhodna zména jejich struktury nebo podminek sta-
noveni miZe znaéné rozsitit oblast jejich pouZitelnosti jako optickych senzorii. Nase vysledky
ukazuji, Ze selektivita téchto soli pro cilovy analyt miiZe byt vhodnym designem vyrazn€ zvyse-
na. Nésleduje vy&et jednotlivych oblasti, kde Ize naSe latky vyuZit:

Optické sensory pro stanoveni nadorovych markeri

Pozorovali jsme vysokou afinitu a vyrazné spektralni zmény pro tumorové markery polymethini-
ovych soli v zavislosti na struktuie téchto soli a podminkach stanoveni. ObdrZena data prokazala,
¥e vhodné navrzené polymethiniové soli mohou byt pouzity pro specifické stanoveni riznych
skupin nadorovych markert, jako jsou napf. sacharidové markery a metabolické markery. Napfi-
klad selektivita pro cholesterolsulfat mze byt dosaZena substituci soli cyklodextrinovou jednot-
kou. Pentamethiniova siil 4 s touto jednotkou vykazuje selektivitu pro cholesterolsulfat. Pozoro-
vali jsme, Ze selektivita pro cholesterolsulfat miZe byt dosaZena i bez cyklodextrinové jednotky,
ale za specifickych podminek, a tim je ptitomnost kardiolipinu. Vysoce prekvapivé vysledky
jsme pozorovali pro pentamethiniovou sil 2 s dvéma kladnymi néaboji. Tato sal vykazuje vyso-
kou afinitu pro tfi riizné tumorové markery — polysulfatové sacharidy, cholesterolsulfat a kardio-
lipin, nicméné pokazdé s jinou odezvou. Pro polysulfatove sacharidy jsme pozorovali pokles
intenzity spektralniho pasu a posun ke krat$im vinovym délkam, pro cholesterosulfat jsme pozo-
rovali pokles intensity spektralniho pasu a posun k delsim vinovym délkdm a pro kardiolipin
narGst intensity spektralniho pasu a posun k vét3im vinovym délkam. Selektivitu nasich polyme-
thiniovych soli pro tumorové markery jsme prokézali pomoci UV-Vis spektroskopie a je doloze-
na nésledujicimi tabulkami (tabulka 1 a 2), déle grafy (1 az 3, 6 az 8).

Tabulka 1

Interakce soli 2 se studovanymi analyty

_ | Pocet sulfatovych Komplex
Polysacharid Néboj ) Log Ks
skupin polysacharid:stl
1:1 5,60
Chodroitinsulfat -2 1
1:2 12,0
I:1 5,80
Heparansulfat -2 1
1:2 12,3
H 1:2 11,2
arin -4 3
P 1:3 17,3
Dextransulfat -4 4 1:4 34,0
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Tabulka 2

Interakce soli 2 a 4 se studovanymi analyty

Analyt stechiometrie | Ks — konstanta stability
komplexu 2 4
Cholesterol- 11 2x10° 2x10’
suflat 2:1 1x10" 2x10™
' 1:1 2x10° 2x10°
Heparin 2:1 6x10" 3x10°
Cholesterol interakce nepozorovana

Optické sensory pro stanoveni a rozpoznavani sulfatovanych analyti

Selektivitu naSich polymethiniovych soli pro sulfatované analyty jsme prokazali pomoci UV-Vis
spektroskopie (piedchazejici tabulky 1 a 2, déle grafy (1 az 6)).

Provedena studie ukazuje silnou korelaci spektralni odpovédi latky 2 s rostoucim poétem sulfato-
vych skupin v molekule. Provedli jsme kontrolni experiment pro dextransulfat a jeho porovnani
s heparinem. Pozorovali jsme vyrazng odlisnou odpovéd’ pro stejné nabité slouceniny s riiznym
pottem sulfatovych skupin. Naboj a pocet sacharidovych skupin je vzta’en na disacharidovou
Jednotku. Hyaluronové kyselina byla pouZita jako kontrolni experiment pro odezvu nesulftova-
ného proteoglykanu. Studie byla provedena ve fosfatovém pufru (c=1 mM) p¥i pH 7,34.

V této Casti studie jsme pozorovali, Ze vhodng substituované polymethiniové soli napt. siil 4 vy-
kazuji selektivitu i pro mono—sulfatované analyty. Vzhledem k nizké rozpustnosti cholesterovych
derivatii probéhla tato &ast studie v MeOH 30% v/v.

Optické sensory pro stanoveni fosfatt

V nasich vazebnych studiich zaméfenych na interakci nékterych polymethiniovych soli s anionty
jsme pozorovali jejich silnou spektralni odezvu v pfitomnosti nékterych analyti na bazi fosfati,
jako jsou napf. kardiolipin a lysofosfitova kyselina. P#i interakci polymethiniovych soli
s kardiolipinem jsme pozorovali vyrazny spektralni posun jejiho spektralniho pasu k vys$sim vl-
novym délkam a podstatnému néardstu intensity daného pasu. Na druhé strang, pfi interakci téchto
soli s lysofosfatovou kyselinou dochazi k odlisnym spektralnim zménam, tedy ke znagnému po-
klesu intensity spektralniho pasu a jeho posunu k vy3sim vlnovym délkam. Tyto vysledky ukazu-
Ji, Ze vhodn€ zvolené polymethiniové soli mohou byt pouzity i pro rozliSeni mezi témito analyty.
Vzhledem k tomu, Ze tyto studie probéhly za p¥itomnosti faidového prebytku fosfatovych iontd je
zcela vylougena moZznost pouhé aniontové vymény a ziskana data pIn€ potvrzuji selektivni inter-
akei polymethiniovych soli se zvolenym analytem. Selektivitu nasich polymethiniovych soli pro
fosfaty jsme prokazali pomoci UV-Vis spektroskopie a je doloZena nasledujicimi grafy (7 a 8).

Optické senzory pro stanoveni sacharidi

V naSich studiich zamé&fenych na interakce polymethiniovych soli se sacharidy jsme pozorovali,
Ze tyto soli poskytuji vyznamnou odezvu zejména pro sacharidy se zdpornym nabojem. Vhodné
substituované polymethiniové soli, optimaln& elektron donorovou skupinou napf. pyridinem,
vykazuji vyznamnou spektralni odezvu i v piitomnosti neutralnich sacharidi. Také jsme pozoro-
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vali vyraznou afinitu polymethiniovych soli k lektinové kavité (graf 10). Je znamo, Ze lektiny
maji vyraznou selektivitu pro svijj cilovy sacharidovy motiv. Na tomto principu je mozno navrh-
nout nase latky jako vytéstiovaci senzor pro sacharidové rozpoznavéni, kde v pfitomnost sachari-
du s afinitou k lektinu bude detekovana zménou spektra vytésnéné polymethiniové soli. (Rusin,
0., Kral, V., Escobedo, J., O., Strongin, R., M. (2004): A supramolecular approach to protein
labeling. A novel fluoescent bioassay for concanavalin A activity. Org. Lett. 6, 1373-1376). Se-
lektivitu nagich soli pro sacharidy jsme prokazali pomoci UV-Vis spektroskopie a je doloZena
grafy (1 az5,9).

Senzory pro diagnostiku nadort

Rozpoznavani nadoru za pomoci nadorovych markert je velmi efektivni metoda pro detekci na-
dorovych bungk a jejich diagnostiku. Je znamo, Ze fada tumorovych markert jsou sacharidy nebo
zaporné nabité molekuly jako napf. lysofosfatova kyselina, kardiolipin nebo cholesterol sulfat.
Jejich zvysena hladina silng koreluje s pravdépodobnosti vyskytu rakoviny u pacienta. Vzhledem
k tomu, Ze lze pouzit nase latky pro stanoveni t&chto vyznamnych analytd, mohou byt tyto latky
pouzity jako specifické inidlo pro diagnostiku rakoviny. DalSim dilezitym nadorovym znakem
jsou zménéné aktivity enzymd, které se podileji na jejich syntéze a hydrolyze. Metoda stanoveni
enzymové aktivity je zalozena na mé&feni koncentrace produktu, nebo vychozi latky v Case.
Vzhledem k tomu, Ze nase latky jsou pouzitelné pro stanoveni v zévislosti na pouZitém enzymu
nebo jeho produktu nebo vychozi latky, a mohou byt pouZity také pro ziskani informaci o jejich
aktivité. (Kiguchi, K., Kagehara, M., Higo, R., Iwamori, M., DiGiovanni, J. (1998): Alterations
in cholesterol sulfate and its biosynthetic enzyme during multistage carcinogenesis in mouse
skin. J. Invest. Dermatol. 111, 973-981.), (Dennis J., W., Granovsky, M., Waren C., E. (1999):
Glycoprotein glycosylation and cancer progression Biochim. Biophys. Acta, 1473, 21-34), (Ka-
medaa, K., Shimadaa, H., Ishikawaa, T., Takimotoa, A., Momiyamaa, N., Hasegawaa, S., Misu-
taa, K., Nakanoa, A., Nagashimab, Y., Ichikawa Y. (1999). Expression of highly polysialylated
neural cell adhesion molecule in pancreatic cancer neural invasive lesion Cancer Lett. 137, 201
207), (Rajpura, B., Patel, P., S., Chawda, J., G., Shah R., M. (2005): Clinical significance of total
and lipid bound sialic acid levels in oral pre—cancerous conditions and oral cancer. J. Ora. Pat-
hol. Med. 34, 263-267), (Miyagi, T., Wada, T., Yamaguchi, K., Hata K. (2004): Sialidase and
malignancy: A minireview Glycoconjugate Journal, 20, 189-198).

Cileny transport 1é¢iv a terapie

Je znamo, e nékteré sulfatované latky maji antinadorové i¢inky a Ze nadorové buriky maji zvy-
Senou expresi polymerickych zaporné nabitych systémi. Nase latky maji vysokou afinitu pro
sulfatované molekuly a vyrazn& niz3i pro polymerické polyaniontové systémy, nicméné, afinitu
stale dostateSnou i pro tyto G&ely (tabulka 2). Pozorovali jsme, Ze interakce mezi sulfatovanym
1é¢ivem a nasim systémem je dostatetn silnd a specificka, aby se lé¢ivo neuvolnilo predCasné
v krvi. Jakmile cely systém dorazi k tumoru tak vzhledem k vysokému po¢tu nadorovych recep-
tord dojde kuvolnéni létiva. Je znamo, Ze zapojenim dalsiho zmodu do terapie, dojde
k vyznamnému néristu 1é¢ebného efektu. Také jsme pozorovali, Ze naSe latky maji afinitu pro
karboranové systémy (graf 11) a na zéklad€ toho lze pFipravit terapeuticky systém zaloZeny na
kombinaci neutronové terapie karboranu, fotodynamické terapie a chemoterapie samotné soli.
Tohoto efektu 1ze taky dosahnout pouzitim polymethiniové soli s karboranovou substituci.

Pozorovali jsme, Ze nékteré nase latky vykazuji vyraznou inhibici riistu nadoru po dobu jednoho
mésice (graf 12). Lze je tedy vyuZit pro piipravu terapeutického systému obsahujiciho pouze
danou latku nebo jako multimodalniho systému obsahujiciho danou latku ve formé konjugatu
s piislu§nym 1é&ivem se synergickym efektem.

Dalim vhodnym systémem pro cileny transport nasich latek predstavuji transportni systémy
s lipofilni €asti, kterd umozni monomerizaci prepravované polymethiniové soli a tim zvyseni jeji
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fotodynamické u€innosti. Je znamo, Ze tyto transportni systémy na bazi lyposomi, lipoproteinii
mohou zna¢né zvysit efektivitu terapie.

(Chida, K., Murakami, A., Tagawa, T., Ikuta, T., Kuroki, T. (1995): Cholesterol sulfate, a second
messenger for the ) isoform of protein kinase C, inhibits promotional phase in mouse skin carci-
nogenesis. Canc. Res. 55, 4865-4869.), (Tsutsumi, R., Hiroi, H., Momoeda, M., Hosokawa Y.,
Nakatzawa F., Koizumi M., Yano T., Tsutsumi O., Taketani Y. (2008): Inhibitory effects of cho-
lesterol sulfate on progesterone production in human granulosa-like tumor cell line, KGN. Endo-
crine Journal, 55(3), 575-581.), (Kralov4, J., Kejik, Z., Bfiza, T., Pou¢kova, P., Kral, A., Mart4-
sek, P., Kral V. (2010): Porphyrin—Cyclodextrin Conjugates as a Nanosystem for Versatile Drug
Delivery and Multimodal Cancer Therapy J. Med. Chem. 53, 128-138), (Kral, V., Kralova, J.,
Kaplanek, R., Bfiza, T. and Martasek, P. (2006): Quo vadis porphyrin chemistry? Phys. Res. 55,
3-26.)

Diagnostika rakoviny, cileny transport a multimodalni kombinovana terapie za p¥itomnosti lekti-
nil.

Pozorovali jsme, Ze naSe latky maji vysokou afinitu vi¢i lektinim (graf 11). Proto je lze pouzit
pro rozpoznani nadorovych bunék na zdkladé rozpoznani jejich interakce s lektiny napt. gelekti-
ny, které maji zvysenou expresi nadorovymi buiikami. Dale je mozné tyto latky pouzit jako kom-
plex s lektinem se selektivitou vii¢i sacharidovym nadorovym receptoriim. To umoziiuje diagnos-
tikovat rakovinu na zakladé rozpoznani t&chto receptorii a také zvysit selektivni transport nasich
latek do nadorovych bunék a zvysit selektivitu a G¢innost protinadorové terapie. Vyhodou je rov-
n¢Z to, Ze takovéto provedeni umoZzni zahrnout do terapeutického mixu jests protinadorovy G¢i-
nek samotného lektinu. Z literatury je zndmo Ze tyto postupy vedou k vysoce efektivnim meto-
dam. (Gabor, F., Bogner, F., Weissenboeck, A., Wirth M. (2004): Lectin—Mediated Drug Targe-
ting: Selection of Valency, Sugar Type fu (Gal/Lac), and Spacer Length Cluster Glycosides as
Parameters to Distinguish Ligand Binding to C-Type Asialoglycoprotein Receptors and Ga-
lectins Advanced Drug Delivery Reviews, 56, 459-480), (Liu, B., Brian, B.,H., BaoJ.,, K. (2010):
Plant lectins: Potential antineoplastic drugs from bench to clinic Canc. Lett. 287, 1-12)

Vlastnosti a zptisob pipravy nové pfipravenych latek jsou dolozeny nasledujicimi ptiklady, aniz
by jimi byly jakkoliv omezeny.

Priklady uskutenéni vynalezu

Priklad 1

Pfiprava latky 1. Smés 2—(4-pyridyl)malondialdehydu (150 mg), 2-methyl-3—propylbenzo-
thiazolu (640 mg) a suchého n-butanolu (10 ml) byla za michani zah¥ivana na 110 °C po dobu 18
hodin. Po ochlazeni na teplotu mistnosti byla sm&s prefiltrovana, pevny podil promyt methano-
lem (3 ml) a susen ve vakuu. Produkt byl ziskan ve formé zeleného kovové lesklého prasku. Vy-
tézek 498 mg, 79 %.

(Struktura latky 1)
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Charakterizace: |H-NMR: 8,94 (2H, d); 8,14 — 7,80 (8H, m); 7,58 (2H, t); 7,45 (2H, t); 6,20 (2H,
d); 4,28 (4H, bs); 1,71 (4H, m); 0,85 (6H, t). 13C-NMR: 156,9; 148.2; 143,6; 141,3; 128,2;
127,1; 125,5; 123,2; 114,0; 98,3; 47,5; 20,9; 10,8. ES-MS vypocteno: 496,7 nalezeno: 496,3
Elementéarni analyza: vypoéteno: C 57,78 %; H 4,85 %; nalezeno: C 57,86 %; H 4,93 %.

Piiklad 2

Pkiprava latky 2. Polymethiniova sil (55 mg) byla rozpusténa v DMF (5 ml) a pfidan nadbytek
methyljodidu (2M roztok v t-BuOMe, 0,5 ml). Smés byla uzaviena v tlakové ampuli a zahfivana
ptes noc 60 °C. Druhy den byla reakéni smés probublavana dusikem, aby se odstranil pfebyteny
methyljodid a poté byla smés odpafena dosucha. Pevny podil byl promyt diethyletherem a suSen
ve vakuu. Produkt byl ziskan ve formé kovové lesklého prasku. Vytézek 63 mg, 94 %.

(Struktura latky 2)

Charakterizace: 1H-NMR: 8,96 (2H, d); 7,98 — 8,16 (6H, m); 7,60 (2H, t); 7,48 (2H, t); 6,32 (2H,
d); 4,35 (7H, bs); 1,72 (4H, sextet); 0,85 (6H, t).

13C-NMR: 166,4; 153,4; 147,9; 145,3; 141,4; 128,3; 127,8; 125,7; 125,6; 123,3; 114,2; 98,6;
47,7; 47,1; 34,4; 21,1; 10,9. ES-MS vypocteno: 225,8 nalezeno: 255,6 (M2+/2).

Elementarni analyza: vypoéteno: C 48,64 %; H 4,34 %; nalezeno: C 48,93 %; H 4,56 %.

Ptiklad 3

Priprava latky 3. Smés polymethiniové soli (20 mg), nadbytku dioxanatu kobalt bis(1,2-
dikarbolidu) (20 ml) a glymu (5 ml) byla zahtivana pies noc na 70 °C. Druhy den byla reak¢ni
smés zakotvena na silikagelu a produkt byl separovan pomoci kolonové chromatografie (sili-
kagel-sloupec 2,5x30 cm, eluent chloroform/acetonitril 4:1). Produkt byl ziskan ve formé kovo-
vé—fialového prasku. Vytézek 27 mg, 83 %.

- N AN
o

H7C3
(Struktura latky 3)
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Charakterizace: IH-NMR: 8,48 (1H, d, J = 8,5 Hz); 8,05 (6H, m); 7,83 (1H, t, J=8,2 Hz); 7,78
(2H, d, J = 8,4 Hz); 7,68 (2H, m); 7,57 2H, t, J = 8,2 Hz); 7,44 (2H, t, J = 7.8 Hz); 6,57 (2H, d,
J=13,9 Hz); 4,18 (4H, t, ] = 7,1 Hz); 4,13 (2H, bs); 4,02 (2H, bs); 3,66 (2H, m); 3,56 — 3,47 (4H,
m); 3,28 (2H, m); 1,72 (4H, sextet, J = 7,3 Hz); 0,85 (6H, t, ] = 7,4 Hz).

13C-NMR: 165,6; 141,3; 130,9; 128,8; 128,4; 128,1; 127,3; 125,9; 123,0; 112,9; 98,4; 71,8;
68,7; 54,9; 48,4, 46,9; 21,2; 11,3.

Elementarni analyza: vypo&teno: C 46,51 %; H 5,67 %; nalezeno: C 46,83 %; H 5,90 %.

Nasledujici piiklady ukazuji pfinos a potencial vyuziti nasich cyaninovych barviv.

Primyslova vyuZitelnost

Polymethiniové soli jsou vyuZitelné ve farmaceutickém primyslu k p¥ipravé optickych systémi
vyuZitelnych v diagnostice a terapii nadorovych onemocnéni.

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti polymethiniovych soli obecného vzorce I,

rWN R
ALY B \A

kde skupina A jsou alkyl substituenty s délkou fetdzce C1 az Cl12;

kde skupina B je 4—pyridyl;

kde v pfipadé dvojnasobn& nabitych soli, skupinu B tvofi 4-pyridyl kvarternizovany na svém
atomu dusiku skupinou A, cyklodextrinovym kruhem velikosti o. nebo B nebo vy, nebo kobalt—
bis(dikarbollidem), ktery je pripojen k atomu dusiku pomoci fetézce (CH,),~O—(CH,),—O—;

kde skupina R je vodik, fluor, chlor, brom, Jjod, amino, hydroxy, nitril, thiol;

kde X je kyslik, sira, selen nebo dimethylmethylenova skupina;

kde Y je chlorid, bromid, jodid, toluensulfonat, tetrafluorborat, chloristan, acetat;

pro piipravu optickych senzort vyuZitelnych pro stanoveni nadorovych markert.

2. Poutziti polymethiniovych soli obecného vzorce I podle néroku 1 pro ptipravu optickych
senzoril pro stanoveni a rozpoznavani sulfatovanych analytu.

3. Pouziti polymethiniovych soli obecného vzorce I podle naroku 1 pro ptipravu optickych
senzor( pro stanoveni fosfati.
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4. Pouziti polymethiniovych soli obecného vzorce I podle naroku 1 pro pfipravu optickych
senzorl pro stanoveni sacharidd.

5. Pouziti polymethiniovych soli obecného vzorce I podle naroku 1 pro diagnostiku onkologic-
kych onemocnéni.

6. Pouziti polymethiniovych soli obecného vzorce I podle néroku 1 pro piipravu lé¢iva pro
16¢bu onkologickych onemocnéni.

6 vykresi

-10 -
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Interakce latky 3 s heparinem a lidskym sérovym albuminem.
Nase latka 3 je substituovana karboranovou skupinou a UV-VIS spektra ukazuji jeji agregaci
zpsobenou vazbou karboranové skupiny na polymethiniovou siil a jeji monomerizaci

v pfitomnosti sérového albuminu a heparinu, coZ indikuje jeji interakci s heparinem.
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Vliv intravenézni aplikace 2,5 mg/kg latky 1-na rist lidského karcinomu prsni 7lazy MDA
MB 231 v podkoZi nu/nu my3i.
Svisld osa znazorfiuje objem nadoru v enr’, vodorovna osa pocet dni kdy byl sledovéan vliv

latek na rst nadoru. Je evidentni, Ze nase latky potladuji rist nadoru.

Konec dokumentu
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