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(54) Nazev vynilezu:
Transportéry nukleotidovych struktur na
bazi hydrazonu jako terapeuticky nastroj
pro cileni léku pro nadorovou imunoterapii
(57)  Anotace:
Vynalez se tykd nového transportniho komplexu RNA na
bazi hydrazoni pouzitelny pfedev§im jako transportni
systém fetézcu Ci fragmenti DNA/RNA ptes modelové
biologické membrany (PAMPA- paralelni analyza
permeability umélou membranou). Pfipravené komplexy
transportér-RNA mohou byt pouZity jako terapeuticky
nastroj pro cileni léku pro nadorovou imunoterapii.
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Transportéry nukleotidovych struktur na bazi hydrazonu jako terapeuticky nastroj pro
cileni léku pro nadorovou imunoterapii

Oblast techniky

Predmétem vynalezu je priprava komplexu transportér-RNA na bazi hydrazonu pouzitelnych
pfedev§im jako terapeuticky nastroj pro cileni 1éku pro nadorovou imunoterapii. Zjisténi jejich
chemicko-fyzikalnich vlastnosti (termodynamické parametry ¢i struktura) pro tvorbu komplexu
transportér-RNA, s vyuzitim zejména spektroskopickych metod a PAMPA (paralelni analyza
permeability umélou membranou) dovolilo identifikaci ucinnych transportéra. Dopravni ucinnost
a cytotoxicita novych nosica byla otestovana na primarnich leukemickych bunkach (PLC).

Dosavadni stav techniky

Rakovina je jednim z hlavnich cili terapie primamé zaloZzené na RNAI, protoze onkogeny,
mutované geny potlacujici nadory a mnoho riznych genu, které prispivaji k rozvoji nadoru, jsou
potencialn¢ dulezité pro tlumeni genti pomoci RNAI. V soucasné dob¢ se siRNA pouziva jak pro
zakladni vyzkum, tak pro terapn raznych onemocnéni véetné rakoviny. Dodavani
nukleokyselinovych terapeutik (DNA, siRNA ¢i oligonukleotidy) pro down-regulaci mutovanych
genu a na potlaeni nechténé exprese genu se stava zajimavou metodou pro potlaceni
rakovinného bujeni a jeho invazivnosti. Optimalni kombinace vyraznych protirakovinnych
siRNA a ucinnych systému pro jejich transport do bun¢k mohou byt vhodnou cestu pro uspéSnou
klinickou aplikaci siRNA [A. Singh, P. Trivedi, N. K. Jain: Advances in siRNA delivery in
cancer therapy. Artif. Cells Nanomed. Biotechnol. 46 (2018) 274-283].

siRNA jsou dvojretézcové molekuly RNA o délce 20 az 25 para bazi, o nichz je znamo, Ze
zpusobuji degradaci dokonalé komplementami cilové RNA. siRNA mohou vznikat z RNA
transkribované v jadru (endogenni siRNA), nebo mohou byt zavedeny viralné nebo jako
chemicky syntetizované dsRNA (exogenni siRNA). Aby mohla siRNA vykonavat svoji funkci,
musi byt odpojena a zachycena do ribonukleoproteinu RISC (z angl. RNA-induced silencing
complex). Komplex RISC obsahuje argonaut-proteiny (AGO), které vykazuji endonukleolytickou
aktivitu zodpovédnou za Stépeni cilové RNA. Jeden z obou vlaken duplexu siRNA (vedouci
vlakno) je zachyceno v komplexu RISC, zatimco druhé vlakno (vedlejsi vlakno) je uvolnéno a
degradovano [F. Michelini, A. P. Jalihal, S. Francia, C. Meers, Z. T. Neeb, F. Rossiello, U. Gioia,
J. Aguado, C. Jones-Weinert, B. Luke, G. Biamonti, M. Nowacki, F. Storici, P. Caminci, N. G.
Walter, F. d'Adda di Fagagna: From "Cellular" RNA to "Smart" RNA: Multiple Roles of RNA in
Genome Stability and Beyond. Chem. Rev. 118 (2018) 4365-4403].

Vlastnosti volné siRNA, ktera je typem dvouvlaknové malé RNA, zejména jeji hydrofilnost a
zapomy naboj, brani jejimu snadnému prekroceni biologickych membran [K. A. Whitehead, R.
Langer, D. G. Anderson: Knocking down barriers: advances in siRNA delivery. Nat. Rev. Drug
Discov. 8 (2009) 129-138]. Dalsi vyzvou pro terapii siRNA je tzv. imunitni stimulace, coz je
rozpoznavani duplexu siRNA vrozenym imunitnim systémem. Zavedeni pfili§ velkého mnozstvi
siRNA vede k aktivaci vrozenych imunitnich odpovédi. [J. T. Marques, B. R. Williams:
Activation of the mammalian immune system by siRNAs. Nat. Biotechnol. 23 (2005) 1399-
1405]. K prekonani téchto potizi je nezbytny vyvoj bezpecného a efektivniho systému pro podani
in vivo. U&innost 1é¢iv na bazi siRNA v boji s rakovinou vyzaduje vyrazné a uéinné tlumeni gent
v nadorovych bunkach. Pro dosazeni efektivniho dodavani siRNA by mél idealni transportni
systétm siRNA vykazovat nasledujici charakteristiky: (1) byt biokompatibilni, biologicky
odbouratelny a neimunogenni, (2) musi chranit siRNA pred sérovymi nukleazami béhem
pruchodu cirkulaci a béhem uvoliovani do endosomi, (3) vyhnout se rychlému jaternimu nebo
renalnimu vylouceni a (4) zprostfedkovavat dodavani siRNA do cilovych bun¢k pfi zachovani
normalnich tkani. Navrh vhodného in vivo systému pro dodavani siRNA by mély zahmovat
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metody pro zvysSeni sérového polocasu siRNA, jeho distribuci do cilové tkan¢€, jeji bunécné
vychytavani s naslednym intracytoplazmatickym uvoliiovanim bez degradace.

Soucasné vyvinuté systémy pro transport, resp. pro cilené¢ dodavani siRNA pro 1é¢bu rakoviny
zahmuji zejména: (1) chemicky modifikované siRNA, (2) lipidové systémy pro transport siRNA,
(3) polymemni systémy transport siRNA, (4) systémy s konjugaty siRNA, (5) — kombinace
transportu siRNA spolu s protinadorovymi 1é€ivy a (6) pouziti anorganickych nanocastic.

Tyto modifikace pomahaji fesit problémy nah¢é siRNA souvisejici s: (1) sérovou stabilitou, (2)
vyluCovanim latek s vétsi molekulovou hmotnosti, (3) vysokou toxicitou (cytotoxicitou), (4)
interakcemi ligand-receptor, (5) dosazeni rakovinnych tkani a (6) renalni vyluCovani. Vsechny
tyto vyhody je obtizné ziskat béhem jediné modifikace. Pro protinadorové siRNA, které maji
svou aktivitu v rakovinovych tkanich, byly pouzity chemické modifikace nahé siRNA pro tvorbu
siRNA, ktera je rezistentni vuci nukleaze, aby se zabranilo degradaci, zvysila se stabilita siRNA a
zlepSila se doba cirkulace 1 absorpce v nadoru in vivo. [A. Singh, P. Trnivedi, N. K. Jain:
Advances in siRNA delivery in cancer therapy. Artif. Cells Nanomed. Biotechnol. 46 (2018)
274-283].

Ruzné strategie dodavani, které se dnes pouzivaji, se pohybuji od metod variabilniho davkovani,
jako je endocytoza vezikulamich bunék (napf. transfekce na bazi lipida) nebo dodavani
membranovou permeabilizaci (napf. elektroporace, permeabilizace detergenty a bakterialnimi
toxiny tvoficimi pory) [F. Michelini, A. P. Jalihal, S. Francia, C. Meers, Z. T. Neeb, F. Rossiello,
U. Gioia, J. Aguado, C. Jones-Weinert, B. Luke, G. Biamonti, M. Nowacki, F. Storici, P.
Caminci, N. G. Walter, F. d'Adda di Fagagna: From "Cellular" RNA to "Smart" RNA: Multiple
Roles of RNA in Genome Stability and Beyond. Chem. Rev. 118 (2018) 4365-4403].

Pro cilenou distribuci 1éku, jehoZz vlastnosti neumoznuji jeho pfimé pouZiti, je tfeba vyvinout
spolehlivé transportni systémy. Schopnost 1é¢iva nebo sondy pfestoupit biologické bariéry
(membrany) byla historicky povazovana za funkci jeho fyzikdlnich vlastnosti. Polymerni
makromolekuly pfedstavuji univerzalni platformu pro pfipravu nosic¢u nukleovych kyselin, které
vytvori interpolyelektronické komplexy se zapomn¢ nabitou RNA v duasledku elektrostatickych
interakci, které jsou obecné pouzity pro transfekci v bunécnych kulturach. Molekularni
transportni systémy predstavuji novou strategii, jak pfi pomoci polymemich nosici obejit
omezeni. Jako molekulami transportéry lze pouzit latky s nabojem a/nebo se specifickymi
skupinami, umoziujicimi reverzibilni zachyceni 1é¢iva. Hydrazony mohou z principu diky svym
vlastnostem byt takovymi vhodnymi latkami, resp. transportéry.

Hydrazony vykazuji Sirokou §kalu biologické aktivity, zejména antimikrobialni, protizanétlivou,
analgetickou, antimalarickou, protirakovinnou, antituberkulami ¢i antivirovou [G. Verma, A.
Marella, M. Shaquiquzzaman, M. Akhtar, M. R. Ali, M. M. Alam: A review exploring biological
activities of hvdrazones. J. Pharm Bioallied Sci. 6 (2014) 69-80; R. Kaplanek, M. Havlik, B.
Dolensky, J. Rak, P. Dzubak, P. Kone¢ny, M. Hajduch, J. Kralova, V. Kral: Synthesis and
biological activity evaluation of hydrazone derivatives based on a Troger's base skeleton. Bioorg.
Med. Chem. 23 (2015) 1651-1659; S. Rollas, S. G. Kucukguzel: Biological activities of
hydrazone derivatives. Molecules. 12 (2007) 1910-1939; P. Kumar, B. Narasimhan:
Hydrazides/Hydrazones as Antimicrobial and Anticancer Agents in the New Millennium. Mini-
Rev. Med. Chem. 13 (2013) 971-987; M. Bijo, S. Jerad, J. A. Mohamed, E. M. Githa, U.
Dhasthakeer, N. S. S. Puthucode, F. S. Kallivalappil, M. Srinubabu: Hydrazones as a Privileged
Structural Linker in Antitubercular Agents: A Review. Infectious Disorders - Drug Targets. 15
(2015) 76-88]. Hydrazony tak predstavuji dulezitou skupinu slouéenin vhodnych pro vyvoj
novych leCiv. Tyto slouCeniny obsahuji vazbu -C=NNH-, ktera je konjugovana s volnym
elektronovym parem funkéniho dusiku. Kombinace hydrazona s jinou funkéni skupinou (napf. s
dal§im farmakoforem), vede k slouceninam s jedineCnym biologickymi, fyzikalnimi a
chemickymi vlastnostmi.
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Nase predchozi vysledky ukazaly, Ze chelatory na bazi hydrazonii vykazuji mnohdy vyraznou
cytotoxickou aktivitu a selektivitu vaci rakovinnym bunkam [J. Rak, R. Kaplanek, V. Kral, J.
Kralova, T. Stulcova, P. Drasar: Konjugaty hydrazonu s kyselinou cholovou jako nova
cytostatika. Patent CZ304112 B6 (2013); J. Rak, R. Kaplanek, T. Stulcova, P. Drasar, M. Havlik,
T. Bfiza, P. Dzubak, M. Hajduch, P. Konecny, . gtépankova, J. Kralova,V. Kral:
Cholylhydrazony a jejich pouziti k 1€€bé nadorovych onemocnéni a leukémii, Patent CZ305607
B6 (2016); R. Kaplanek, M. Havlik, B. Dolensky, J. Rak, P. Dzubak, P. Kone¢ny, M. Hajduch, J.
Kralova, V. Kral: Synthesis and biological activity evaluation of hydrazone derivatives based on
a Troger's base skeleton. Bioorg. Med. Chem. 23 (2015) 1651-1659; R. Kaplanek, M. Jakubek, J.
Rak, Z. Kejik, M. Havlik, B. Dolensky, I. Frydrych, M. Hajdich, M. Kolaf, K. Bogdanova, J.
Kralova, P. Dzubak, V. Kral: Caffeine-hydrazones as anticancer agents with pronounced
selectivity toward T-lymphoblastic leukaemia cells. Bioorg. Chem. 60 (2015) 19-29].

Hydrazony nesouci 2-hydroxyarylovou nebo 2-N-heterocyklickou skupinu maji vazebné ucinky
vuci celé radé iontu prechodnych kovii. Vazba kovi je zajisténa diky kyslikovym a dusikovym
donomim skupinam. Vazebné misto je tak tvofeno karbonylovym kyslikem hydrazonu,
enaminovym dusikem nebo heteroaromatickym dusikem [R. Kaplanek, M. Havlik, B. Dolensky,
J. Rak, P. Dzubak, P. Kone¢ny, M. Hajduch, J. Kralova, V. Kral: Synthesis and biological
activity evaluation of hydrazone derivatives based on a Troger's base skeleton. Bioorg. Med.
Chem. 23 (2015) 1651-1659; J. Rak, R. Kaplanek, T. Stulcova, P. Dragar, M. Havlik, T. Bfiza, P.
Dzubak, M. Hajduch, P. Koneény, J. Stdpankova, J. Kralova,V. Kral: Cholylhydrazony a jejich
pouziti k 1¢¢b¢ nadorovych onemocnéni a leukémii, Patent, CZ305607 B6 (2016)]. Pro zvyseni
biodostupnosti latek se Casto pouziva modifikator absorpce, tedy latka ¢i skupina zvySujici
(podporujici) vstiebavani hydrofobnich biologicky aktivnich latek. Tento modifikator absorpce
muze byt k biologicky aktivni ¢asti molekuly kovalentné navazan. Jako skupiny zvysujici
biodostupnost se obvykle pouzivaji derivaty steroli a zluCovych kyselin [J. Tamminen, E.
Kolehmainen: Bile Acids as Building Blocks of Supramolecular Hosts. Molecules 6 (2001) 21-
46; W. Kramer, G. Wess, A. Enhsen, E. Falk, A. Hoffmann, G. Neckermann, G. Schubert, M.
Urmann: Modified bile acids as eamers for peptides and drugs. J. Control. Release 46 (1997), 17-
30; A. Enhsen, W. Kramer, G. Wess: Bile acids in drug discovery. Drug Discov. Today 3 (1998)
409-418; M. Mikov, J. P. Fawcett, K. Kuhajda, S. Kevresan: Pharmacology of Bile Acids and
their Denvatives: Absorption Promoters and Therapeutic Agents. Eur. J. Drug Metab.
Pharmacokinet. 31 (2006) 237-251; E. Virtanen, E. Kolehmainen: Use of bile acids in
pharmacological and supramolecular applications. Eur. J. Org. Chem. (2004) 3385-3399; W.
Kramer: Transporters, Trojan horses and therapeutics: suitability of bile acid and peptide
transporters for drug delivery. Biol. Chem.392 (2011) 77-94; E. Sievanen: Exploitation of Bile
Acid Transport Systems in Prodrug Design. Molecules 12 (2007) 1859-1889].

V pripad¢ vybranych RNA-transportéri na bazi hydrazonu bylo zjisténo, Zz¢ snadno prochazi
nepolarni membranou buriky a nékteré 1 tkanovymi bariérami. Vybrané derivaty hydrazonu jsou
diky svym vlastnostem vhodné pro vazbu na bunééné povrchy s centry zaporné nabitych
funkcnich skupin a mohou tak slouzit jako transportéry nukleotidovych struktur. Vytvorené
komplexy téchto derivatu jsou reverzibilni a umoziiuji uvolnéni léciva (oligonukleotidovych
struktur) po vstupu do vnitiniho bunééného prostoru.

Derivaty hydrazonu pouzitelné jako transportéry RNA a nukleotidovych struktur a jejich pouziti

jako terapeuticky nastroj pro cileni I¢ku pro nadorovou imunoterapii jsou pfedmétem tohoto
patentu.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou komplexy RNA-transportér, kde transportér je na bazi hydrazonu,
pouzitelné predevsim jako terapeuticky nastroj pro cileni léku pro nadorovou imunoterapii. S
vyuzitim spektroskopickych metod a s pomoci PAMPA byly stanoveny efektivni parametry
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stabilizace transportniho komplexu pro prostup biologickou membranou, dale dopravni ucinnost
transportéri a cytotoxicita novych nosi¢u a jejich chemicko-fyzikalni vlastnosti pro tvorbu
komplexu RNA-transportér.

Vybrali jsme transportéry na bazi hydrazonu, které jsou schopné s nukleotidovymi fetézci, tedy s
nukleovymi kyselinami (RNA, DNA a jejich fragmenty) tvorit stabilni komplexy, které¢ po
prichodu pfes membranu do vnitiniho prostoru bunék molekuly RNA, pfipadné jeji fragmenty
op€t uvolni. Schéma 1 zobrazuje vznik komplexu transportér-nukleova kyselina.

Mechanismus transportu je, ze transportér je k molekule RNA nekovalentné vazan pres
kolumbickou interakci, zejména na fosfodiesterovou vazbu. Takto molekuly transportéru obali
molekulu RNA a diky nabojové neutralit¢ navrzenych struktur tento komplex snadno prochazi
membranou, a nezavisi tak na jeho velikosti. Je tak mozny transport jak fragmentii RNA/DNA,
tak celych molekul.

; Nukizotidovd strubitura
Traospoariér {RNA)

Homplex RNA-HZ 2
Schéma 1. Tvorba komplexti RNA -transportér

Tyto transportéry velice ucinn¢ prenaseji RNA pres bunééné membrany. Jejich vlastnosti jsme
testovali na syntetickych modelovych bunéénych membranach. Byly stanoveny koncentrace
RNA, které jsou transportéry schopné pres membranu dopravit. Také byly stanoveny konstanty
stability kvantifikujici silu vazby molekuly v komplexu a jejich vyvazani po pruchodu
membranou. Také bylo zjisténo, Ze velmi zalezi na molamim poméru mezi transportérem a
transportovanou RNA. Desetinasobny a vysSi prebytek transportéru nema pozitivni vliv na
ucinnost transportu do bun¢k. Naopak ma negativni dopad na transportovatelnost vzniklého
komplexu.

Interakce RNA se syntetickymi transmembranovymi nosi¢i zplsobuje vyznamné zmény jeji
nativni konformace. Tyto zmény byly sledovany a rozpoznany diky ECD vysledného komplexu.
Ramanova (ROA) spektra RNA odrazeji jeji konformacéni stav a poskytuji informaci o
usporadani nukleovych bazi. Tato metoda poskytuje jedineénou moznost sledovat komplexaci
syntetickych transmembranovych nosic¢ii s RNA na supramolekulami trovni a detekovat vhodné
konformacni a strukturalni zm¢ny v molekulach.

Studovali jsme transport RNA pomoci PAMPA testu s derivaty na bazi hydrazoni, RNA/DNA
od krmnych kvasnic ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Méreni ukazalo, ze
testované slouceniny HZ 1 a HZ 2 pusobi jako efektivni transportéry.
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Objasnéni vvkresu

Obrazek 1. Spektra ECD a ROA (elektronovy cirkularni dichroismus a ramanova opticka
aktivita) zobrazujici tvorbu komplexu RNA jednotlivych transportéra - HZ 1, HZ 2, Ciselné
oznaceni prikladu, dle kter¢ho byly pfipraveny.

Obrazek 2. Graf zavislosti absorbance na vlnové délce pfi rozdilnych koncentracich RNA a
transportéru pro stanoveni konstanty stability transportéru dle prikladu 4.

Obrazek 3. Cytotoxicita novych transportéru.

Priklady uskute¢néni vvnalezu

Pro charakterizaci navrzenych komplexii — transportéri RNA byly vyuzity nasledwjici analytické
metody: UV-Vis spektroskopie, elektronovy cirkulami dichroizmus a ramanova opticka aktivita
(UV-VIS, ECD a ROA). Mezi strukturnimi metodami s rozliSenim — Ramanova spektroskopie
ornientovana na vilnocet polohy vibraci chemickych vazeb, elektronovy cirkulami dichroismus
(ECD) poskytuje informace o strukture malych choralnich biologicky vyznamnych molekul v
roztocich. Spektra ECD byla méfena na spektrometru J-815 (Jasko, Japonsko pfi teploté 22 °C v
kfemenné kyveté o tloustce 0,01 cm (Hellma, Némecko). ROA spektra byla méfena na
spektrometru ChiralRaman-2X (Biotools, USA), ktery je vybaven laserem Opus (Laser Quantum,
Velka Britanie).

Rizné typy RNA jsou opticky aktivni molekuly majici charakteristické sekundami a terciarni
struktury. Forma A je typicka konformace nativni RNA rozpusténé v neutralnim pufru se stfedni
iontovou silou. Roztok RNA testovany za vyse uvedenych podminek demonstruje dva pasy ECD,
tj. negativni pii 210 nm a pozitivni pfi 260 nm. Ob¢ tyto pasma jsou charakteristicka pro formu
A.

Priklad 1. Transportér HZ 1

Priprava denvatu HZ 1: cholylhydrazonovy derivat byl pfipraven postupem popsanym v
literatute [A. J. M. Rasras, T. H. Al-Tel, A. F. Al-Aboudi, R. A. Al-Qawasmeh: Synthesis and
antimicrobial activity of cholic acid hydrazone analogues. Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 2307-
2313]. Cholylhydrazid (127 mg; 0,3 mmol) a 2,3-dihydroxybenzaldehyd (69 mg; 0,5 mmol) byly
rozpu$tény v ethanolu (25 ml) a reakéni sm¢s byla michana pfi 75 °C 2 dny. Poté byla sm¢s
odparena do sucha a odparek byl suspendovan v diethyletheru (80 ml). Pevny produkt byl
odfiltrovan, promyt diethyletherem (60 ml) a ususen ve vakuu pfi 50 °C. Bylo ziskano 153 mg
(94 %) N'-(2,3-dihydroxybenzyliden)cholylhydrazidu (HZ 1). 'H NMR (DMSO-ds) &: 0,59 (s,
3H); 0,81 (s, 3H); 0,75 az 2,50 (m, 30H); 3,60 (m, 1H); 3,79 (m, 1H); 4,04 (m, 1H); 6,71 az 7,04
(m, 3H); 8,24 a 8,28 (2x s, 1H); 9,192 9,39 (2x s, 1H); 10,84 a 11,16 (2x s, 1H); 11,07 a 11,61
(2x s, 1H).

V ziskanych spektrech A lze pozorovat pasy (2 negativni pasy s maximem 240 nm a 337 nm a
pozitivni pas s maximem 270 nm, 284 nm, 323 nm, 352 nm), které¢ odpovidaji vznikajicimu
komplexu transportér-RNA. Pii porovnani spekter samotné RNA a komplexu transportér-RNA
vychazi rozdil v intenzit¢ pasu charakteristickych pro RNA a transportér HZ 1. V ziskanych
spektrech ROA lze pozorovat negativni pasy s maximem 240 nm a 337 nm a pozitivni pasy
s maximem 270 nm, 284 nm, 323 nm a 352 nm, které odpovidaji vznikajicimu komplexu s RNA.
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Priklad 2. Transportér HZ 2

Priprava HZ 2: benzhydrazonovy derivat byl pfipraven postupem popsanym v literatufe pro jiné
aroylhydrazony [J. Rak, R. Kaplanek, V. Kral, J. Kralova, T. Stulcova, P. Drasar: Konjugaty
hydrazonu s kyselinou cholovou jako nova cytostatika. Patent CZ304112 B6 (2013); R.
Kaplanek, M. Havlik, B. Dolensky, J. Rak, P. Dzubak, P. Kone¢ny, M. Hajduch, J. Kralova, V.
Kral: Synthesis and biological activity evaluation of hydrazone derivatives based on a Troger's
base skeleton. Bioorg. Med. Chem. 23 (2015) 1651-1659].

2,3-Dihydroxybenzohydrazid (168 mg; 1 mmol) a 2,3-dihydroxybenzaldehyd (138 mg; 1 mmol)
byly smiseny v isopropanolu (15 ml). Reakéni smés byla michana pii 80 °C 2 dny, poté odparena
do sucha. Surovy produkt byl suspendovan ve smési diethylether-hexan (1:1 v/v, 80 ml), pevny
produkt byl odfiltrovan a promyt smési diethylether-hexan (1:1 v/v, 60 ml) a usuSen ve vakuu pfi
50 °C. Bylo ziskano 249 mg (86 %) N'-(2,3-dihydroxybenzyliden)-2,3-dihydroxybenzhydrazidu
(HZ 2). '"H NMR (DMSO-ds): 6,76 (m, 2H); 6,87 (dd, J = 7.9, 1,6 Hz, 1H); 7,00 (m, 2H); 7,35
(dd, J = 8,1, 1,5 Hz, 1H); 8,65 (s, 1H); 9,29 (s, 1H); 9,43 (s, 1H); 10,96 (s, 1H); 11,73 (bs, 1H);
12,09 (s, 1H).

Samotny derivat HZ 2 byl jiz dfive patentovan a publikovan, byla popsana jeho alternativni
syntéza [T. R. Burke, Jr., X. Z. Zhao, E. A. Semenova, K. Maddali, Y. Pommier: Hydrazide,
amide, phthalimide and phthalhydrazide analogs as inhibitors of retroviral integrase. Patent
WO0/2009/026248 (2009); X. Z. Zhao, E. A. Semenova, B. C. Vu, K. Maddali, C. Marchand, S.
H. Hughes, Y. Pommier, T. R. Burke, Jr.: 2,3-Dihydro-6,7-dihydroxy-1H-isoindol-1-one-Based
HIV-1 Integrase Inhibitors. J. Med. Chem. 51 (2008) 251-259].

V ziskaném ECD spektru transportéru HZ 2 lze pozorovat 2 negativni pasy s maximem 217 nm a
274 nm a pozitivni pasy s maximem 207 nm, 274 nm, 301 nm. Pfi porovnani spekter samotné
RNA a komplexu transportér-RNA vychazi rozdil v intenzité pasii charakteristickych pro RNA a
transportér HZ 2. V ziskanych spektrech ROA lze pozorovat negativni pasy s maximem 217 nm a
276 nm a pozitivni pasy s maximem 255 nm a 316 nm, které odpovidaji vznikajicimu komplexu s
RNA.

Priklad 3. Test ucinnosti transportérit HZ 1 a HZ 2 pro RNA pomoci PAMPA

V této studii byla pouzita metoda PAMPA (paralelni analyza permeability umélou membranou).
Tato in vitro metoda umoznuje stanovit transportni vlastnosti latek pres fosfolipidové vrstvy.
Sestava se sklada z jamek, které tvofi donorové a akceptorové mikrotitracni desky. Cela sestava
se bézn¢ oznaduje jako sendvi¢. Na zacatku testu je latka prfidana do donorové ¢asti. Do ni se
vlozi akceptorova desticka s fosfolipidovou membranou na dné. Bé¢hem inkubace dochazi k
transportu RNA pomoci transportéri RNA do akceptorové cCasti. Po ukonceni inkubace je
proméfena koncentrace RNA v akceptorové i donorové destiéee. Tim se kvantifikuje mnozstvi
transportované RNA.

Sendvicova struktura byla tvofena 96-jamkovou mikrotitracni destickou a 96-jamkovou filtracni
destickou (IPVH, 125 um tlusty filtr, 0,45 um poéry). Zasobni roztoky nosi¢e vzorkii byly
pripraveny prfi 50 °C, nasledné byly smichany s methanolem a ulozeny pii teploté 0 °C. Nejprve
byl zasobni roztok zfedén pufrem, aby se dosahlo koneéné koncentrace vzorka 10 az 50 uM a
snizeni koncentrace methanolu pod 5 % (v/v) a poté byl roztok pipetovan do jamek.

Donorova desticka byla naplnéna 300 ul zfedén¢ho nosice o tfech koncentracich (Ciansporter =
0,1/1/10 mM) + RNA (crnva = 0,05 mM). Koncentrace RNA byla vztazena na monomerni
jednotku. Akceptorové jamky byly naplnény 200 ul roztoku pufru (pH = 7,4). Donorova desticka
byla vloZena do akceptorové desticky ve spodni ¢asti. Takto propojené desticky fosfolipidovou
membranou byly inkubovany pfi teploté 25 °C v uzavien¢ nadob¢€ po dobu 2 h bez michani. Po
uplynuti doby se sendviCové desky odd¢lily. Mnozstvi (koncentrace) RNA v jamkach
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donorovych a akceptorovych destiCek bylo zméfeno na zaklad€é porovnani experimentalniho
spektra s UV spektrem (220~800 nm) ziskanym z referencnich standardu.

V tabulce 1 jsou shrnuty vysledky testu ucinnosti transportéru HZ 1 a HZ 2 pro RNA pomoci
PAMPA (jako hodnoty Kas). Nejefektivngjsi intracelulami transport vykazoval HZ 2 transportér
(nejvyssi hodnoty Kas).

Tabulka 1. Transportni vlastnosti

Transportér* log Kass
HZ 1 3,500
HZ 2 4,905

*Ctransporter = 0,1 MM, crna = 0,05 mM; A/nm = 255 nm)
Priklad 4. Cytotoxicita novych transportéri

Primami leukemické bunky (PLC) - 200 um 4Tl byly inkubovany 2 hodiny s novymi
transportnimi latkami C (0,1/1/10 mM). Vysledky testu provadéné na nékolika bunécnych liniich
(PLC-4T1) neprokazaly zadny vyrazny cytotoxicky ucinek transportérii na testované buiky (obr.
3), coz znamena, Ze pripravené transportéry nejsou toxické a jsou vhodné pro in vitro a in vivo
pouZziti.

Prumyslova vyuzitelnost

Vynalez je vyuzitelny ve farmaceutickém primyslu, jako efektivni komplex RNA-transportér na
bazi hydrazonu, pouzitelny predevs§im jako terapeuticky nastroj pro cileni 1éku pro nadorovou
imunoterapii.
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PATENTOVE NAROKY

s 1. Pouziti 2,3-dihydroxybenzyliden hydrazidi obecného vzorce I,

@,

10 kde R je cholyl nebo 2,3-dihydroxybenzoyl,

R= OH HO
OH OH O

OH cholyl 2,3-dihydroxybenzoyl

pro pfipravu transportérii nukleotidovych struktur, kde nukleotidovymi strukturami jsou fetézce a
15 fragmenty RNA nebo DNA.

2. Pouziti transportéri podle naroku 1 pro pripravu lé¢iva pro nadorovou imunoterapii.
3. Pouzti transportéru podle naroku 1 pro pfipravu lé¢iva pro l€€bu onkologickych onemocnéni.

20
3 vykresy
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