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Kumarinovy derivat Trogerovy baze s cyaninovou substituci a jeho pouziti

Oblast techniky
Vynalez se tyka pouZiti sloucenin zaloZzenych na kumarinovych derivatech Trogerovy baze
s cyaninovou substituci. Tyto slou¢eniny mohou byt vyuZity v oblasti selektivni intracelularni

lokalizace, konkrétn¢ jako lysozomalni préby.

Dosavadni stav techniky

Velka cast védeckych disciplin (anatomie, botanika, mikrobiologie, zoologie, biochemie,
biofyzika, chemicka a molekularni biologie atd.) se zaméfuje na studium Zivotnich pochodl na
bunééné a sub buné&éné urovni. Tyto studie jsou obvykle provadény s vyuZzitim specifickych
fluorescenénich sloucenin (prob), které se selektivné kumuluji v cilovych organelach bunky a
slouzi tak k ziskavani podrobnych informaci o vlastnostech, funkci a chovani studovanych bun¢k
a jejich organel. (Horobin RW, Rashid-Doubell F, Pediani JD, Milligan G.: Predicting small
molecule fluorescent probe localization in living cells using QSAR modeling. 1. Overview and
models for probes of structure, properties and function in single cells Biotech. Histochem. 2013,
88, 440-460; Hanson GT, Hanson BJ.: Fluorescent probes for cellular assays Comb Chem High
Throughput Screen. 2014, 1, 60-83)

V této oblasti je vétSina védeckého Gsili vénovana piedevsim studiu vlastnosti a chovani bungk,
tkani a organd v zavislosti na chovani bunééného jadra nebo mitochondrii. Nicméné v posledni
dobé se zacina ukazovat velky vyznam dalSich organel, pfedev§im lysozomd, na Zivotni procesy
a pochody v bunce. Lysozomy nejsou jiZ vnimany jako jednoduché odpadni organely, ale
zaCinaji byt studovany jako pokrocilé komplexni systémy, které ovliviiuji mnoho bunéénych
procest, napt. apoptozu. Lysozomalni poruchy mohou vést k poskozeni nebo k ztraté neurond,
coz miiZze ve vysledku znamenat mentalni retardaci, progresivni degeneraci a pred¢asné tmrti.
Lysozomalni dis-regulace byla také pozorovana pro fadu vaznych chorob, jako je Alzheimerova,
Parkinsonova a Huntingtonova choroba, amyotroficka lateralni skleréza, rakovina a
kardiovaskularni, zanétlivé a metabolické onemocnéni (Appelqvist H, Wister P, Kégedal K,
Ollinger K.: The lysosome: from waste bag to potential therapeutic target J. Mol. Cell. Biol.
2013, 5, 214-226; Degtyarev M, De Maziere A, Klumperman J, Lin K: Autophagy, an achilles'
heel AKTing against cancer? Autophagy 2009, 5, 415-418.; Ciechanover, A.: Intracellular
protein degradation: from a vague idea through the lysosome and the ubiquitin-proteasome
system and onto human diseases and drug targeting Cell Death Differ. 2005, 12, 1178-1190;
Ren J, Taegtmeyer H.: Too much or not enough of a good thing - The Janus faces of autophagy
in cardiac fuel and protein homeostasis J. Mol. Cell. Cardiol. 2015, 84, 223-226; Doupe, DP,
Perrimon, N.: Visualizing and manipulating temporal signaling dynamics with fluorescence-
based tools Sci Signal. 2014, 7, 1-16). Ziskani podrobnych informaci o vlastnostech a chovani
lysozomi za nejriznéjSich fyziologickych a patologickych stavil patii mezi nutné podminky pro
vyvoj diagnostickych a terapeutickych aplikaci pro vyse uvedené choroby. Tyto informace jsou
nezbytné pro moderni biologii.

Obecné vzato jsou lysozomy obtiZzn¢ pozorovatelné pomoci interferencniho kontrastu. Z tohoto
divodu je vyvijena snaha nalézt vitalni barviva pro specifické barveni lysozoml v Zivych
bunkach. Drtiva vétSina soucasné pouzivanych lysozomalnich préb je zalozena na organickych
slouceninach bazického charakteru, kterda obsahuji fluorescenéni jednotku. V neutralnim a slabé
bazickém prostiedi, které je typické pro krev a cytosol, jsou tyto latky bez naboje. Zatimco
v kyselém, lysozomalnim prostiedi, jsou tyto latky protonovany a dochazi tedy k jejich
lysozomalni akumulaci. (Mac Intyre AC, Cutler DJ.: The potential role of lysosomes in tissue
distribution of weak bases Biopharm Drug Dispos. 1988, 9, 513-526; Rashid F, Horobin RW,
Williams MA.: Predicting the behaviour and selectivity of fluorescent probes for lysosomes and
related structures by means of structure-activity models Histochem J. 1991, 23, 450-459).
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Jednim z moznych strukturnich motivil pouzitelnych pro ptipravu lysozomalnich prob predstavuji
bazické slouceniny, které jsou nazyvany Trogerovy baze. Fluorescen¢nich lysozomalnich prob na
zakladé Trogerovych bazi bylo popsano pouze nékolik, napf. konjugaty s
dimethylaminomethylem (Wua Z, Tang M, Tian T, Wua J, Denga Y, Dong X, Tanc Z, Wenga
X, Liua, Z, Wanga C, Zhou X. A specific probe for two-photon fluorescence lysosomal imaging
Talanta 2011, 87, 216-221).

PoZadovanymi vlastnostmi pro lysozomalni proby jsou hlavné vysoka hodnota optického
koeficientu, poloha absorpénich maxim ve viditelné oblasti, vysoka fluorescence a vysoka
selektivita pro lysozomy. Aplikovatelnost Trogerovych bazi v oblasti fluorescencniho znaceni
lysozom je zavisla na kombinaci Trogerovy baze s vhodnou fluorescenéni jednotkou.

Trogerovy baze s cyaninovou substituci vykazuji fadu vlastnosti, nezbytnych pro konstrukci
lysozomalnich fluorescencnich prob. (Wua Z, Tang M, Tian T, Wua J, Denga Y, Dong X, Tanc
Z, Wenga X, Liua, Z, Wanga C, Zhou X. A specific probe for two-photon fluorescence
lysosomal imaging Talanta 2011, 87, 216-221; Bfiza T, Rimpelova S, Kralova J, Zaruba K,
Kejik Z, Ruml T, Martasek P, Kral V.: Pentamethinium fluorescent probes: the impact of
molecular structure on photophysical properties and subcellular localization Dyes Pigments.
2014, 107, 51-59; Rimpelova S, Btiza T, Kralova J, Zaruba K, Kejik Z, Cisafova I, Martasek P,
Ruml T, Kral V.: Rational Design of Chemical Ligands for Selective Mitochondrial Targeting
Bioconjugate Chem. 2013, 24, 1445-1454). Dosud vSak aplikace kumarinovych derivati
Trogerovy baze s cyaninovou substituci popsana nebyla.

Podstata vynalezu

Pfedmétem tohoto patentu jsou kumarinové derivaty Trogerovych bazi s cyaninovou substituci a
jejich aplikace jako lysozomalnich fluorescen¢nich prob.

Piipravili jsme optické systémy na zakladé Trogerovych bazi, které jsou vyuZitelné jako
fluorescenéni lysozomalni proby. Jako funkéni pro konstrukei optickych systémi se ukazaly nové
struktury sestavajici z Trogerovy baze s cyaninovou substituci, tzv. kumarinové derivaty
Trogerovych bazi s cyaninovou substituci. Tyto latky se diky svému bazickému charakteru
v lysozomech selektivné kumuluji a diky vhodné fluorescenéni jednotce je mozna jejich snadna
detekce. Navic jsou tyto latky snadno pfipravitelné, kompatibilni s Zivymi systémy, selektivni a
maji pozadované vlastnosti pro to, aby naSly uplatnéni ve fluorescen¢ni mikroskopii pro
biologické studie jako lysozomalni proby.

Pfedmétem vynalezu jsou kumarinové derivaty Trogerovy baze s cyaninovou substituci obecného
vzorce 1 az III a jejich pouziti jako fluorescencnich lysozomalnich prob. Tyto slou€eniny
vykazuji vysoce selektivni lysozomalni lokalizaci a zaroven tyto slouceniny vykazuji vysokou
absorpci a emisi a jejich absorpni maxima se nachazi ve viditelné oblasti spektra.

Predmétem vynalezu jsou kumarinové derivaty Trogerovy baze:
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s cyaninovou substituci obecného vzorce I,

(1)

(1)

kde Y je H nebo alkyl C1 az C4;

R je cyaninovy systém obecného vzorce I az IlI;

kde v ptipadé, Ze R1 je R, tak R2, R3, R4 jsou H;

v ptipadé, Ze R2 je R, tak R1, R3, R4 jsou H;

v ptipadé, Ze R3 je R, tak R1, R2, R4 jsou H;

v ptipadé, Ze R4 je R, tak R1, R2, R3 jsou H;

A je alkyl C1 az C12, nebo glykolové fetézce s poctem 1 az 8 glykolovych

(-OCH2CH2-) opakujicich se jednotek koncici O-alkyl substituentem C1 az C12 nebo -OH
skupinou, nebo alkyl C1 az C8 sulfonové kyseliny nebo odpovidajici jejich lithné nebo sodné,
nebo draselné, nebo cesné, nebo rubidné soli, nebo allyl, nebo propargyl, nebo benzyl;

X je vybrana ze skupiny zahrnujici: acetat, bromid, dihydrogenfosfat, fluorid, fosfat,
hexafluorofosfat, hydrogensulfat, chlorid, chloristan, jodid, mesylat, monohydrogenfosfat,
mravencan, nitrat, nonafluorbutylsulfonat, sulfat, tetrafluoroborat, tosylat, triflat, trifluoracetat,

trichloracetat, uhliCitan;

n je 1 nebo 2;
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a soli kumarinovych derivatli Trdgerovych bazi s cyaninovou substituci s anorganickymi nebo
organickymi Kkyselinami vybranymi ze skupiny tvofené acetylacetaty, adipaty, askorbaty,
benzoaty, besylaty, boritany, butanoaty, citraty, deoxycholaty, dihydrogenfosfaty, fenylacetaty,
fosfaty, fumaraty, galat, glutaraty, hippuraty, hydrobromidy, hydrofluoridy, hydrogensulfaty,
hydrochloridy, hydrojodidy, chloristany, cholaty, isokyanat, isonikotinaty, kaprylaty, kyanatany,
laktaty, lauraty, litocholaty, malaty, maleaty, malonaty, mandelaty, mesylaty,
monohydrogenfosfaty, mraven¢any, myristaty, napsylaty, nikotinaty, nitraty, octany, oleaty,
oxalaty, oxopropanoaty, palmitaty, pikrat, pimelaty, propionaty, rhodanidy, salicylaty, sebakaty,
skoficaty, stearaty, suberaty, sukcinaty, sulfaty, tetrafluoroboraty, tosylaty, triflaty,
trifluoracetaty, trichloracetaty, uhli¢itany, valeraty, vinany a sole pfirozenych aminokyselin;

v enantiomerni ¢i racemické forme,

ptfi¢emz konkrétné byla pfipravena latka 1, spadajici pod obecny vzorec I

H
N N\/\\/S
C Q@rle jg@
(o]

latka 2, spadajici pod obecny vzorec 11

\
H ®
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latka 3, spadajici pod obecny vzorec 111

H
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latka 4, spadajici pod obecny vzorec 11

8
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a latka 5, spadajici pod obecny vzorec 111
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Fluorescenéni vlastnosti kumarinovych derivatii Trogerovych bazi s cyaninovou substituci zavisi
zejména na poctu methiniovych skupin. Pokud se jednd o Trogerovy baze s dimethiniovou
substituci (n=1), latky vykazuji zelenou emisni fluorescenci, pokud ma Trdgerova baze
tetramethiniovou substituci (n=2) latky vykazuji ¢ervenou emisni fluorescenci. Substituenty Y,
A, X, R1I, R2, R3 a R4 fluorescencni vlastnosti kumarinovych derivatd Trogerovych bazi
s cyaninovou substituci neovliviluji, coZ umoznuje zna¢nou variabilitu téchto substituenti.

Pfiprava kumarinovych derivati Trogerovy baze s cyaninovou substituci a jejich aplikace jako
lysozomalnich prob jsou doloZeny nasledujicimi priklady.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1  Strukturni vzorec kumarinového derivatu I Trogerovy baze s cyaninovou substituci
Obr. 2 Strukturni vzorec kumarinového derivatu II Trogerovy baze s cyaninovou substituci
Obr. 3  Strukturni vzorec kumarinového derivatu III Trogerovy baze s cyaninovou substituci

Obr.4 Lokalizace latek 1-5 v lysozomech bunék odvozenych od bunécnych linii lidského
karcinomu prsu 4T1. Panely mikroskopickych snimki:
1) latka 1 v lysozomech bunék lidského karcinomu prsu 4T1 (zelena emise fluorescence
zplsobena pfitomnosti dimethiniového fetézce Trogerovy baze),
2) latka 2 v lysozomech bunck lidského karcinomu prsu 4T1 (zelend emise
fluorescence),
3) latka 3 v lysozomech bun¢k lidského karcinomu prsu 4T1 (Cervena emise
fluorescence zplisobena pritomnosti tetramethiniového fetézce Trogerovy baze),
4) latka 4 v lysozomech bun€k lidského karcinomu prsu 4T1 (Cervena emise
fluorescence),
5) latka 5 v lysozomech bunék 4T1 (Cervena emise fluorescence).

Obr.5 Slozeni Dulbeccem modifikovaného Eaglova média s obsahem glukozy.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Piiklad 1
Ptiprava latky 1, spadajici pod obecny vzorec I.

10-amino-8H-7,13-methanobenzo[b]chromeno[6,5-f][1,5]diazocin-3(14H)-on (64 mg;
0,20 mmol), (E)-2-(2-(N-fenylacetamido)vinyl)-3-propylbenzo[d]thiazol-3-ium jodid (116 mg;
0,25 mmol) a dimethylformamid (5 ml) byly zahiivany na 80 °C po dobu tfi hodin a poté
michany ptes noc pii laboratorni teploté. Reakéni smés byla odpafena do sucha, bylo pfidano 5
ml acetonitrilu a smés byla sonifikovana. Produkt byl separovan filtraci, promyt 2 ml acetonitrilu,
5 ml etheru a za vakua vysuSen. Bylo ziskano 96 mg (74 %) produktu. '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 11,33 (1H, br d, ca 8,5, NH), 8,46 (1H, br t, ca 9,3), 8,05 (1H, d, 8,0), 7,88 (1H, d,
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8,3), 7,58 (1H, td, 7.9, 0,9), 7,54 (1H, d, 8,7), 7,46 (1H, t, 7,7), 7,26 (1H, d, 8,7), 7,19 (1H, dd,
8,7,2,3), 7,18 (1H, d, 8,7), 7,06 (1H, d, 2,3), 6,21 (1H, d, 12,1), 6,21 (1H, q, 1,3), 4,71 (1H, d,
17,0), 4,62 (1H, d, 17,3), 4,30 (2H, piekryty), 4,28 (1H, prekryty, H12), 4,27 (1H, prekryty), 4,26
(1H, piekryty), 4,26 (1H, piekryty), 2,32 (3H, d, 1,3), 1,74 (2H, sex, 7,5), 0,95 3H, t, 7,4). 13C
APT NMR (126 MHz, DMSO-ds): 168,53, 159,63, 153,53, 151,84, 150,69, 149,74, 144,99,
140,69, 134,71, 129,31, 128,16, 126,16, 125,94, 124,97, 123,63, 123,25, 120,73, 117,18, 115,54,
115,34, 114,80, 114,28, 112,12, 89,45, 65,70, 57,99, 53,90, 48,06, 20,65, 18,15, 10.9.

H

N~ S
R ED
(0]

o]
Struktura latky 1
Piiklad 2
Ptiprava latky 2, spadajici pod obecny vzorec II.

10-amino-8H-7,13-methanobenzo[b]chromeno[6,5-f][1,5]diazocin-3(14H)-on (64 mg; 0,20
mmol), (E)-2-(2-(N-fenylacetamido)vinyl)-1-propylchinol-1-ium jodid (115 mg; 0,25 mmol) a
dimethylformamid (5 ml) byly zahiivany na 80 °C po dobu tii hodin a poté michany pfes noc pii
laboratorni teploté. Reakéni smés byla odparena do sucha, bylo pfidano 5 ml acetonitrilu a smés
byla sonifikovana. Produkt byl separovan filtraci, promyt 2 ml acetonitrilu, 5 ml etheru a za
vakua vysuSen. Bylo ziskano 95 mg (74 %) produktu. 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 11,14
(1H, d, 13,1, NH), 8,81 (1H, t, 12,5), 8,32 (1H, d, 9,6), 8,31 (1H, d, 9,6), 8,09 (1H, d, 8,9), 7,99
(1H, dd, 7,9, 1,6), 7,86 (1H, ddd, 8.9, 7,2, 1,6), 7,60 (1H, t, 7,5), 7,57 (1H, d, 8,6), 7,29 (1H, d,
8,7), 7,23 (1H, dd, 8,7, 2,4), 7,21 (1H, d, 8,6), 7,13 (1H, d, 2,4), 6,23 (1H, q, 1,2), 6,16 (1H, d,
12,0), 4,76 (1H, d, 17,1), 4,65 (1H, d, 17,3), 4,37 (2H, piekryty), 4,31 (1H, d, 17,3), 4,31 (2H,
piekryty), 4,29 (1H, d, 17,1), 2,34 (3H, d, 1,2), 1,82 (4H, sex, 7,7), 1,13 (6H, t, 7,2). *C APT
NMR (75 MHz, DMSO-ds): 159,63, 155,25, 153,51, 151,86, 150,69, 149,28, 144,48, 138,21,
138,17, 135,22, 133,04, 129,50, 129,26, 126,16, 126,05, 124,90, 123,6, 120,72, 118,88, 117,17,
116,72, 115,56, 114,79, 114,68, 112,12, 93,88, 65,71, 58,04, 53,88, 49,94, 20,27, 18,16, 10,77.

y HN@
SO e
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Struktura latky 2
Priklad 3
Ptiprava latky 3, spadajici pod obecny vzorec I.
10-amino-8H-7,13-methanobenzo[b]chromeno[6,5-f][1,5]diazocin-3(14H)-on (64 mg;
0,20 mmol), 2-((1E,3E)-4-(N-fenylacetamido)buta-1,3-dien-1-yl)-3-propylbenzo[d]thiazol-3-ium
jodid (123 mg; 0,25 mmol) a dimethylformamid (5 ml) byly zahfivany na 80 °C po dobu tii

hodin a poté michany ptes noc pfi laboratorni teploté. Reakéni smes byla odpafena do sucha,
bylo pfidano 5 ml acetonitrilu a smé&s byla sonifikovana. Produkt byl separovan filtraci, promyt 2



20

25

30

35

40

Cz 307772 B6

ml acetonitrilu, 5 ml etheru a za vakua vysuSen. Bylo ziskano 130 mg (96 %) produktu. '"H NMR
(300 MHz, DMSO-ds): 11,12 (1H, br d, 13,5, NH), 8,39 (1H, br t, 12,2), 8,09 (1H, dd, 7,9, 1,3),
7,91 (1H, dd, 13,7, 12,0), 7,87 (1H, d, 8,3), 7,61 (1H, ddd, 8,3, 7,3, 1,3), 7,57 (1H, d, 8,6), 7,48
(1H, wd, 7,6, 1,0), 7,28 (1H, d, 8,7), 7,20 (1H, d, 8,6), 7,10 (1H, dd, 8,7, 2,5), 6,93 (1H, d, 2,5),
6,77 (1H, d, 13,7), 6,23 (1H, q, 1,2), 6,19 (1H, t, 12,0), 4,74 (1H, d, 17,0), 4,65 (1H, d, 17,3),
4,39 (2H, br t, 7,4), 4,31 (1H, prekryty), 4,30 (1H, prekryty), 4,30 (1H, piekryty), 4,27 (1H,
piekryty), 2,35 (1H, d, 1,2), 1,76 (2H, sex, 7,3), 0,97 (6H, t, 7,4). *C APT NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 167.65, 159,65, 154,31, 153,53, 151,83, 151,70, 150,70, 144,35, 141,18, 135,27,
129,36, 128,27, 126,28, 125,82, 125,46, 123,62, 123,39, 120,72, 116,24, 115,54, 114,81, 114,41,
114,36, 112,13, 107,37, 101,24, 65,72, 58,01, 53,88, 47,84, 21,04, 18,17, 10,78.
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Struktura latky 3
Piiklad 4
Ptiprava latky 4, spadajici pod obecny vzorec 1I.

10-amino-8H-7,13-methanobenzo[b]chromeno[6,5-f][1,5]diazocin-3(14H)-on (64 mg;
0,20 mmol), 2-((1E,3E)-4-(N-fenylacetamido)buta-1,3-dien-1-yl)-1-propylchinolin-1-ium jodid
(121 mg; 0,25 mmol) a dimethylformamid (5 ml) byly zahfivany na 80 °C po dobu tfi hodin a
poté michany pies noc pii laboratorni teploté. Reakéni smés byla odpafena do sucha, bylo
pfidano 5 ml acetonitrilu a smés byla sonifikovana. Produkt byl separovan filtraci, promyt 2 ml
acetonitrilu, 5 ml etheru a za vakua vysusen. Bylo ziskano 89 mg (66 %) produktu. 'H NMR (300
MHz, DMSO-ds): 10,75 (1H, br d, 11,3, NH), 8,36 (1H, d, 9,5), 8,28 (1H, dd, 13,8, 11,9), 8,10
(1H, d, 8,9), 8,10 (1H, bs), 8,03 (1H, d, 9,5), 8,00 (1H, dd, 8,0, 1,6), 7,88 (1H, ddd, 8,9, 7,1, 1,6),
7,62 (1H, t, 7,6), 7,57 (1H, d, 8,7), 7,26 (1H, d, 8,7), 7,20 (1H, d, 8,7), 7,04 (1H, dd, 8,7, 2,6),
6,85 (1H, d, 2,6), 6,61 (1H, d, 13,8), 6,25 (1H, t, 11,9), 6,23 (1H, q, 1,2), 4,73 (1H, d, 17,1), 4,64
(1H, d, 17,1), 4,53 (2H, br t, 7,4), 4,31 (1H, d, ~12), 4,29 (1H, d, ~12), 4,29 (1H, d, 17,1), 4,28
(1H, d, 17,1), 2,35 (3H, d, 1,2), 1,80 (2H, sex, 7,7), 1,09 (3H, t, 7,4). *C APT NMR (75 MHz,
DMSO-ds): 159,56, 154,26, 154,09, 153,43, 151,84, 150,67, 149,62, 143,77, 138,63, 138,30,
135,63, 133,26, 129,54, 129,28, 126,26, 126,21, 125,34, 123,51, 120,65, 118,91, 117,33, 115,97,
115,50, 114,73, 114,13, 112,05, 107,58, 106,74, 65,73, 57,98, 53,81, 49,37, 20,74, 18,07, 10,57.

Struktura latky 4
Piiklad 5

Ptiprava latky 5, spadajici pod obecny vzorec III.
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10-amino-8H-7,13-methanobenzo[b]chromeno[6,5-f][1,5]diazocin-3(14H)-on (64 mg;
0,20 mmol), 4-((1E,3E)-4-(N-fenylacetamido)buta-1,3-dien-1-yl)-1-propylchinol-1-ium jodid
(121 mg; 0,25 mmol) a dimethylformamid (5 ml) byly zahfivany na 80 °C po dobu tfi hodin a
poté michany pies noc pii laboratorni teploté. Reakéni smés byla odparena do sucha, bylo
pfidano 5 ml acetonitrilu a smés byla sonifikovana. Produkt byl separovan filtraci, promyt 2 ml
acetonitrilu, 5 ml etheru a za vakua vysuSen. Bylo ziskano 81 mg (61 %) produktu. 'H NMR (300
MHz, DMSO-ds): 10,54 (1H, br d, 10,7, NH), 8,67 (1H, d, 7,1), 8,61 (1H, d, 8,6), 8,19 (1H, d,
8,6), 8,16 (1H, dd, 14,1, 12,0), 8,01 (1H, t, 7,9), 8,00 (1H, bs), 7,75 (1H, t, 7,9), 7,70 (1H, d, 7,1),
7,57 (1H, d, 8,6), 7,23 (1H, d, 8,76), 7,20 (1H, d, 8,6), 7,16 (1H, d, 14,1), 7,01 (1H, dd, 8,7, 2,5),
6,81 (1H, d, 2,5), 6,23 (1H, q, ~1), 6,20 (1H, t, 12,0), 4,72 (1H, d, 16,9), 4,63 (1H, d, ~17), 4,59
(2H, br t, 7,4), 4,31 (1H, d, ~12), 4,28 (1H, d, ~12), 4,28 (1H, d, ~17), 4,26 (1H, d, ~17), 2,35
(3H, d, ~1), 1,87 (2H, sex, 7,3), 0,94 (3H, t, 7,3). *C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 159,64,
153,51, 152,38, 151,93, 150,70, 149,84, 147,45, 143,82, 143,20, 137,85, 136,09, 133,89, 129,24,
127,16, 126,22, 125,87, 124,60, 123,55, 120,71, 118,24, 115,57, 114,76, 113,54, 112,09, 110,20,
110,02, 107,63, 65,79, 58,05, 55,90, 53,84, 22,34, 18,15, 10,68.

H
N NN B
kN © /Ng/\
|
| O
o
Struktura latky 5
Priklad 6

Selektivni lokalizace latek 1 az 5 v lysozomech.

Experimentalni data znazornujici selektivni lysozomalni lokalizaci latek 1 az 5 pfipravenych
v ptikladech 1 az 5.

Bunky odvozené od bunééné linie 4T1 byly kultivovany v DMEM médiu (Dulbeccem
modifikované Eaglovo médium s vysokym obsahem glukozy - sloZeni viz obrazek 5, Sigma
USA) doplnéném o 10% fetalni bovinni sérum (FBS, Thermo Scientific, USA). Bunky byly
udrZovany v logaritmické fazi ristu a kultivovany za standardnich podminek (37 °C, 5 % CO2,
95 % vlhkosti). Pro mikroskopické experimenty byly bunky inokulovany na kultiva¢ni misky se
sklenénym dnem (priimér 35 mm). Buiiky byly inkubovany za standardnich podminek po dobu
16 h.

Piipravené 4T1 buiky byly dvakrat omyty predehratym (37 °C) fosfatovym pufrem (PBS; pH
7,4) a inkubovany v kompletnim kultivaénim médiu s latkami 1 nebo 2 (po dobu 15 minut) nebo
s latkami 3, 4 nebo 5 (po dobu 20 minut). Latky 1 az 5 byly pouzity ve formé zasobniho roztoku
o koncentraci 20 nM.

Bunky po inkubaci s latkami 1, 2, 3, 4 nebo 5 byly omyty fosfatovym pufrem a pozorovany
pomoci inverzniho fluorescenéniho mikroskopu Cell*R (Olympus, Japonsko) za pouzZiti 60x
(numericka apertura 1,4), a 100x imersniho objektivu (Olympus, Japonsko). Lokalizace latek 1 az
5 v zivych buikach odvozenych z bunéené linie 4T1 byla studovana v realném case. Snimky
z mikroskopu jsou zobrazeny na obrazku 4. Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu ukazuji
lokalizaci latek 1 aZ 5 v lysozomech bun€k odvozenych z bunééné linie 4T 1. Snimky dokladaji
zelenou fluorescenci lysozomil po pouziti latek 1 nebo 2. Zelena emisni fluorescence je
zplsobena dimethiniovym fetézcem Trogerovy baze (n=1). Po pouziti latek 3, 4 nebo 5 vykazuji
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lysozomy cervenou emisni fluorescenci diky pfitomnosti tetramethiniového fetézce Trogerovy
baze (n=2).

Pramyslova vyuzitelnost

Kumarinové derivaty Trogerovy baze s cyaninovou substituci jsou vyuzitelné k piipravé
lysozomalnich sond a mohou tak nalézt uplatnéni v molekularni biologii.

PATENTOVE NAROKY

1. Kumarinovy derivat Trogerovy baze

(1)

nebo s cyaninovou substituci obecného vzorce 111,

(1),

kde Y je H nebo alkyl C1 az C4;
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R je cyaninovy systém obecného vzorce I az I1I;
kde v ptipadé, Ze R1 je R, tak R2, R3, R4 jsou H;
v ptipadé, Ze R2 je R, tak R1, R3, R4 jsou H;

v ptipadé, Ze R3 je R, tak R1, R2, R4 jsou H;

v pfipadé, Ze R4 je R, tak R1, R2, R3 jsou H;

A je alkyl Cl1 az C12 nebo glykolové fetézce s poctem 1 az 8 glykolovych, -OCH2CH2-,
opakujicich se jednotek koncici O-alkyl substituentem C1 az C12 nebo -OH skupinou nebo alkyl
C1 az C8 sulfonové kyseliny nebo odpovidajici jejich lithné nebo sodné, nebo draselné, nebo
cesné, nebo rubidné soli nebo allyl nebo propargyl nebo benzyl;

X je vybrana ze skupiny zahrnujici: acetat, bromid, dihydrogenfosfat, fluorid, fosfat,
hexafluorofosfat, hydrogensulfat, chlorid, chloristan, jodid, mesylat, monohydrogenfosfat,
mravencan, nitrat, nonafluorbutylsulfonat, sulfat, tetrafluoroborat, tosylat, triflat, trifluoracetat,
trichloracetat, uhliCitan;

n je 1 nebo 2;

a soli kumarinovych derivati Trogerovych bazi s cyaninovou substituci s anorganickymi nebo
organickymi Kkyselinami vybranymi ze skupiny tvofené acetylacetaty, adipaty, askorbaty,
benzoaty, besylaty, boritany, butanoaty, citraty, deoxycholaty, dihydrogenfosfaty, fenylacetaty,
fosfaty, fumaraty, galat, glutaraty, hippuraty, hydrobromidy, hydrofluoridy, hydrogensulfaty,
hydrochloridy, hydrojodidy, chloristany, cholaty, isokyanat, isonikotinaty, kaprylaty, kyanatany,
laktaty, lauraty, litocholaty, malaty, maleaty, malonaty, mandelaty, mesylaty,
monohydrogenfosfaty, mravenc¢any, myristaty, napsylaty, nikotinaty, nitraty, octany, oleaty,
oxalaty, oxopropanoaty, palmitaty, pikrat, pimelaty, propionaty, rhodanidy, salicylaty, sebakaty,
skoficaty, stearaty, suberaty, sukcinaty, sulfaty, tetrafluoroboraty, tosylaty, triflaty,
trifluoracetaty, trichloracetaty, uhli¢itany, valeraty, vinany a sole pfirozenych aminokyselin;

v enantiomerni ¢i racemické formé.
2. Pouziti kumarinového derivatu Trogerovy baze s cyaninovou substituci obecného vzorce |
az III podle naroku 1 pro pfipravu fluorescenéni proby pro selektivni intracelularni lokalizaci

lysozom.

3 vykresy

- 10 -
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SLOZENI g/
Anorganické soli
CacCl, 0,2
Fe(NOs)s *9H,0 0,0001
MgSO,4 0,09767
KCL 0,4
NaHCO; 3,7
NacCl 6,4
NaHPQO, 0,109
Aminokyseliny
L-alanyl-L-glutamin -
L-arginin ¢HCI 0,084
L-cystin «2HCI 0,0626
L-glutamin 0,584
Glycin 0,03
L-histidin eHCl| eH,0 0,042
L-isoleucin 0,105
L-leucin 0,105
L-lysin HCI 0,146
L-metionin 0,03
L-fenylalanin 0,066
L-serin 0,042
L-treonin 0,095
L-tryptofan 0,016
L-tyrosin e2Na ¢2H,0 0,10379
L-valin 0,094
Vitaminy
Chlorid cholinu 0,004
Kyselina listova 0,004
Myo-inositol 0,0072
Niacin 0,004
D-pantotenova 0,004
Pyridoxal eHCI -
Pyridoxin eHCI 0,00404
Riboflavin 0,0004
Thiamin ¢HCI 0,004
Ostatni
D-glukdza 4,5
HEPES -
Fenolova Cerveri eNa 0,0159
Pyruvat eNa -
Pridavek
Glukédza -
L-glutamin -
NaHCO; -
Obr. 5
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