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Nazev vynalezu:

Glykopolymer, zpusob jeho pfipravy a jeho

pouziti jako lécivo
Anotace:

Glykopolymer sestavajici z HPMA polymerii s obsahem

od 0,5 do 25 % mol. strukturnich jednotek vzorce I a
popiipadé koncovych skupin o vzorci —S-sukcinimid-
(CHa):-Linker-Substituovany sacharid nebo —
C(CN)(CH3)-(C1-C4 alkylen)-Linker-Substituovany
sacharid, a jeho pouziti pro 1é¢bu pevnych nador,
lymfomu nebo leukemie.

Linker
Subst. sacharid
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Glykopolymer, zpusob jeho pripravy a jeho pouZiti jako lécivo

Oblast techniky

Vynalez se tyka multivalentnich vodorozpustnych nebo micelarnich polymert, tj. homopolymeri
1 kopolymert, se sacharidovymi strukturami obsahujicimi terminalni monosacharid v galakto-
konfiguraci, které jsou ti€inné jako inhibitory galektinli. Tyto glykopolymery lze vyuzit jako léciva
pro terapii a prevenci rakovinnych onemocnéni spojenych s nadprodukei galektinti, zvlasté
lidského galektinu-3 (Gal-3).

Dosavadni stav techniky

V posledni dobé se vyvaj 1€Civ v protinadorové terapii posouva od klasickych nizkomolekularnich
léciv k hledani novych 1é¢iv nebo lékovych forem umoziujicich cilené piisobeni aktivni latky
predevsim v misté, kde je terapeuticky ucinek tfeba. V soucasnosti vstupuji do klinického vyuziti
jako léciva monoklonalni protilatky, které jsou pomérné €¢inné u riiznych typt malignit, ovSem
Casto je jejich pouziti spojené s pomérné silnymi toxickymi éinky pro pacienta. Vedle protilatek
se cilené pusobici formy 1é¢iva daji vyuzit predevsim u takovych latek, jejichz vedlejsi ui€inky
mohou vést az k poskozeni zdravych €asti organizmu. VyuZiti polymernich nosicl, predevs§im
vodorozpustnych nebo micelarnich polymerti, pro cilenou dopravu 1€¢iv je jednou z vyznamnych
moznosti feSeni zminéného problému. Vysoka molarni hmotnost polymeru s aktivni slozkou
zabranuje rychlému vylouceni z organizmu glomerularni filtraci. Tim se vyznamné prodluzuje
doba cirkulace v krvi 1 celkové setrvani v organizmu vedouci ke zvyseni biologické vyuZzitelnosti
systému. Kromé toho vysoka molarni hmotnost polymerniho systému vede ke zvySené akumulaci
v pevnych nadorech diky EPR (enhanced permeability and retention) efektu.

Tohoto efektu lze vyuzit v pripadé navazani 1é¢iva na makromolekularni nosi¢ pro jeho cilenou
akumulaci v nadoru. V minulosti byla vyvinuta cela fada systémi, které jsou zaloZeny na vyuZziti
EPR efektu pro cileni 1é¢iv, napf. polymerni micely, liposomy, nanocastice, nanokapsle nebo
vodorozpustné polymerni konjugaty. Polymerni micely jsou na rozdil od rozpustnych polymernich
systémil obvykle pfipravovany samousporadanim amfifilnich diblokovych kopolymeri do
vysokomolekularnich micelarnich utvart tvoticich koloidni roztoky. Mezi vodorozpustnymi
systémy tvofi jednu z nejvyznamnéjSich skupin polymerni systémy pripravené na bazi polymeri
obsahujicich jednotky N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA polymery). Jediny a hlavni
nedostatek omezujici vyuziti HPMA polymert jako nosicl 1é¢iv v humanni mediciné je jejich
nestépitelny uhlikovy fetézec a stim spojené omezeni molarnich hmotnosti pouzitelnych pro
ptipravu polymerniho nosi¢e na molarni hmotnosti mensi nez 50 000 az 60 000 g/mol (pod
vylucovaci mezi organizmu). Bohuzel, polymery nad touto mezi nejsou efektivné a dostatecné
ucinné z téla vylucovany, a tudiz jejich pouziti jako léc¢iva by vedlo k nezadouci akumulaci
polymeru v organizmu. NavySeni molarni hmotnosti HPMA polymert, a tedy prodlouzeni jejich
cirkulace v organizmu, je mozné vmezetenim biodegradovatelnych spojek mezi jednotlivé bloky
HPMA kopolymert. Vhodné jsou zvlasté spojky enzymové, hydrolyticky nebo reduktivné
Stépitelné. Struktury vzniklé spojenim blokl k sobé se nazyvaji multiblokové, roubované nebo
hvézdicovité. Variantou mize byt téz priprava amfifilniho HPMA polymeru, ktery se do
nadmolekularni micelarni struktury sam slozi a po poklesu koncentrace pod kritickou micelarni
koncentraci se sam rozpadne na kratké kopolymery vylouditelné z organizmu.

Nedavno bylo popsano, ze HPMA polymer mlize slouzit jako nosi¢ nékolika scFv fetézct anti-
CD20 a diky své multivalenci miize zptisobovat apoptdézu CD20 pozitivnich bun¢k (Kopecek J.
Adv. Drug Delivery Rev. 2013, 65, 49-59). Tento koncept byl popsan jako ,,drug-free therapeutics®
(terapeutika bez 1éciv) a v USA nyni probihaji jeho zkousky. Zakladem pro ucinnost tohoto
systému je multivalence polymeru dana jiz samotnou strukturou pouzitého polymeru.
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Galektin-3 (Gal-3) je lektin pattici do rodiny galektinii — proteinil vazicich glykany s terminalnim
3-galaktosidem. V soucasné dobé je tomuto galektinu vénovana znacna pozornost s ohledem na
jeho vyznamny vliv na procesy ovliviujici nadorové bujeni, jako je vznik metastaz, prekonani
imunitni odpovédi organizmu, mRNA splicing, genova exprese, apoptdza a vznik zanétu. Gal-3 je
exprimovan fadou nadorovych tkani a bunek, a to jak intracelularné, tak extracelularné, kdy je
jednak asociovan s glykostrukturami na povrchu bunek, jednak je uvoliiovan do mezibunécného
prostredi. Zvysena exprese Gal-3 v nadorovych tkanich (Thijssen V. L. et al. Biochim. Biophys.
Acta 2015, 1855, 235-247) vede k zhorSené prognédze vyvoje onemocnéni a zvySenému riziku
vzniku metastaz. Dale byla prokazana klicova role extracelularniho Gal-3 produkovaného do
nadorového mikroprosttedi pti potlaceni imunitni odpovédi T bunék proti nadorovym bunkam a
sniZzeni funkce NK bunék, coz nasledné vede k rozsifeni nadorového bujeni a vzniku metastaz.
Bylo prokazano, ze inhibice extracelularniho Gal-3 vede k ochrané¢ T bun¢k imunitniho systému
proti apoptoze vyvolané Gal-3.

Gal-3 produkovany nadorovymi buiikami miize byt lokalizovan ptedevsim v jadre, v cytoplazmé
a na membran¢. Extracelularni Gal-3 je produkovan do mikroprosttedi nadoru a rovnéz krvi do
celého téla. Zvysena pritomnost Gal-3 je v pfimé korelaci s horSi prognézou vyvoje nadorového
onemocnéni, napf. v pripadé nadoru Stitné zlazy, nékterych nadort tlustého streva, hlavy a krku
nebo nadort mozku. Jednim z diivod mize byt vliv volného Gal-3 na apoptdzu protinadorovych
T lymfocytl. Gal-3 mlze diky své zvysené expresi v nadorové tkani slouzit jako terapeuticky
marker a soucasné terapeuticky cil. Také jeho pritomnost v krevnim fecisti ¢i mikronadorovém
prostfedi miiZze byt sledovana s ohledem na vyvoj nadorového onemocnéni; ovlivnéni hladiny
volného Gal-3 mulze ovlivnit efektivitu protinadorové imunitni odpovédi (Sano H. et al. J.
Immunol. 2000, 165 (4), 2156-2164, Guha P. PNAS 2013, 110 (13), 5052-5057).

V poslednich letech byly intenzivné studovany riizné modifikace zakladnich sacharidovych
ligandii galektint — galaktosy, laktosy (GalB4Glc) nebo N-acetyllaktosaminu (GalB4GIlcNAc) — a
vliv téchto modifikaci na afinitu ptipravenych glykomimetik k jednotlivym galektiniim, zvlasté
pak biomedicinsky nejvice studovanym galektinu-1 a -3. Vneseni aromatické skupiny na C-3
matefského galaktosového zbytku bylo demonstrovano jako nejvyhodnéjsi pro zvysSeni afinity ke
galektinlim. Strukturni analogy N-acetyllaktosaminu a thiodigalaktosidi (TDG; Galp1-1pGal) se
vyprofilovaly v rozsahlou skupinu ti¢innych glykomimetickych inhibitorti galektinti odolnych viiéi
enzymové degradaci in vivo, coz je dllezitym faktorem pro budouci klinickou aplikaci. Byla
popsana i1 multivalentni prezentace téchto glykomimetik na hovézim sérovém albuminu jako
nosici.

Kromé jiz uvedenych sloucenin byla v literatufe popsana rada dalSich sacharidii jako ligandid
galektini. Jedna se zvlasté o struktury na bazi poly-N-acetyllaktosaminu. Tyto komplexni
oligosacharidové struktury a dalsi, jednodussi sacharidy na bazi laktosy, galaktosy &i N-
acetyllaktosaminu bez zminénych substituci byly téZ v minulosti vystaveny v multivalentni
prezentaci na fadé nosicll, jako napt. na peptidech, polymerech, oligonukleotidech, fullerenech a
kalixarenech, 1 na dendrimerech a nanocasticich. Multivalentni prezentace casto vyrazné zvysila
nizkou afinitu monovalentniho sacharidu. I kdyz byly v nékterych pripadech demonstrovany
vysoké afinity ke galektinim metodou ELISA, jednalo se vZdy pouze o modelovy systém, ktery
nelze pouzit pro in vivo aplikace. Zadny z dosud pripravenych multivalentnich nosiéi nenabizi
unikatni kombinaci vlastnosti glykopolymert podle ptedkladaného vynalezu (konkrétné dobrou
definovatelnost a reprodukovatelnost pripravy, biokompatibilitu, stabilitu in vivo a vyhodnou
farmakokinetiku).

HPMA polymery nesouci protirakovinné lécivo doxorubicin a kovalentné navazané jednoduché
mono- a disacharidy (laktosa, galaktosa, galaktosamin) byly v minulosti studovany (David A.
Pharmaceut. Res. 2002, 19, 1114-1122; David A. et al. Eur. J. Cancer 2004, 40, 148-157) pro
moznost aktivniho cileni do bunék vybranych rakovinnych linii, z nichZ nékteré exprimovaly Gal-
3. V popsanych pripadech nebylo uvazovano o ucinku konjugatli na inhibici Gal-3 a korelace
ziskanych vysledkii s expresi Gal-3 na bunkach nebyla pritkazna. V publikaci autorii tohoto
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vynalezu (Bojarova P. et al. J. Nanobiotechnol. 2018, 16, 73) byla syntetizovana séric HPMA
konjugatl s jednoduchym disacharidem LacdiNAc a demonstrovan jejich inhibiéni éinek (ICso
viadu pM) na Gal-3 ve stanoveni ELISA. Predkladany vynalez si klade za cil poskytnout
glykopolymery se zlepSenym inhibi¢nim G¢inkem na Gal-3, a pti tom majici vhodné vlastnosti pro
ptipravu a aplikaci, které jsou nezbytnymi podminkami pro moznost praktického vyuZziti.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je struktura, syntéza a pouziti nového polymerniho léciva s dobte
kontrolovatelnym obsahem navazanych substituovanych sacharidi. Obsah navazanych
substituovanych sacharidi se reguluje mnozstvim pfidané sacharidové slozky k polymernimu
nosici, protoZe je mu umérny. Nové lécivo jevi prodlouzenou farmakokinetiku a zvysSenou
akumulaci v nadoru diky obsahu polymerni slozky, a zaroven silnou inhibici galektini.

Glykopolymery nesouci substituované sacharidy podle tohoto vynalezu maji nejen vyssi afinitu ke
Gal-3 ve vazebnych testech typu ELISA, nez je tomu u glykopolymert znamych ze stavu techniky,
ale predevsim maji prokazatelné siln€jsi ucinek v biologickych testech, jak je doloZeno ve
srovnavacim ptikladu 26. Oproti nejblizSimu stavu techniky jsou tak jednoznacné ucinnéjsi na
inhibici Gal-3, kterd ma ptimy dopad na protinadorovou imunitni odpovéd’ a migraci nadorovych
bunek.

Na rozdil od vSech dfive ptipravenych systémil jsou glykopolymery podle vynalezu jedinym
prostfedkem s inhibi¢nim U¢inkem vu¢i Gal-3, ktery lze pouzit in vivo pro terapii nadorového
bujeni, a to diky odpovidajici farmakokinetice zajisténé polymerni slozkou, biokompatibilité,
in vivo stabilité, a dobré reprodukovatelnosti pfipravy. V ramci tohoto vynalezu byl prokazan silny
ucinek ptipravenych glykopolymeri nejen na potlaceni indukce apoptdézy u bunék imunitniho
systému, ale téz dosud nedemonstrovany ucinek na potlaceni migrace nadorovych bunék. Oba tyto
uéinky maji ptimy dopad na 1écbu nadorti a potladeni metastatického procesu.

Jednim z dtlezitych znaki systému podle predkladaného vynalezu jsou polymerni fetézce tvotené
inertnim, nenabitym, s organizmem neinteragujicim vodorozpustnym polymerem na bazi HPMA,
ktery je vyuzit jako multivalentni nosi¢ pro navazani substituovanych sacharidl s cilem dosahnout
zvySené interakce s lektiny, a téz zlepSené farmakokinetiky nesenych substituovanych sacharidn.
V kombinaci se specifickymi substituovanymi sacharidy se pak dosahuje zde popsanych ucink.

Struktura glykopolymeru podle vynalezu vychazi z polymernich nosi¢li na bazi HPMA polymert,
na které jsou kovalentné navazany substituované sacharidy, jejichz interakce s galektiny ma diky
polymernimu nosi¢i multivalentni charakter a dochazi k avidité pfi vazbé na zminéné galektiny.
Popsana silna interakce s galektiny vede k samotnému biologickému tcinku, ktery spociva
v neékolika bodech, a to v protektivnim efektu na builkky imunitniho systému proti apoptoze
indukované Gal-3, dale v inhibici migrace nadorovych bunék a stim spojené inhibici
metastatického rozsevu.

Pod pojmem ,lé¢ivo*™ se zde rozumi latka pfimo majici 1é€ebné tcinky, nebo adjuvans, nebo
imunomodulant.

Terminem ,,polymer* jsou zde zahrnuty kopolymery 1 homopolymery. Zejména terminem ,,HPMA
polymer* je zahrnut jako HPMA kopolymer, tak HPMA homopolymer.

Predmétem predkladaného vynalezu je tedy glykopolymer obsahujici polymerni nosi¢ na bazi
HPMA polymert s obsahem od 0,5 do 25 % mol.

—  strukturnich jednotek vzorce I:



20

25

30

35

40

45

CZ 309738 B6

Subst. sacharid
(D
kde

Y! je vybran ze skupiny tvofené alkylenem majicim 1 az 8 atomi uhliku; fenylenem; -(CH>)q-
(C(0)-NH-(CHa2)r)p-, kde p=1az 5,a qarjsou vzajemné nezavisle vybrany z 1, 2 a 3; pficemz
Y' miZze byt, popfipadé substituovan jednim nebo vice postrannimi fetézci prirozené
aminokyseliny, pfi¢emz postranni fetézce mohou byt stejné nebo riizné; Y! je s vyhodou
vybran ze skupiny zahrnujici -CH»-CH»- a -CH,-CH,-CH,-CH»-CH>-;

Y? je vybran ze skupiny zahrnujici vazbu, karbamoyl, karbamoyl-(C1-C8-alkylen), a fenylen;
pti¢emz karbamoylem se rozumi skupina —C(=0)-NH- i1 skupina -NH-C(=0)-;

Linker je vybran ze skupiny zahrnujici 1,2,3-triazolylen, (C1-C6 alkyl)-1,2,3-triazolylen; -
NH-C(=0)-NH-(CH,)-NH-C(=0)-; -NH-C(=S)-NH-(CH»),-NH-C(=0)-; nebo
k substituentu Y? prostiednictvim skupiny —C(=0)- nebo jen kovalentni vazbou vazany
cyklooktynyl ¢i azacyklooktynyl substituovany alespon jednim halogenem, cyklopropanem
nebo konjugovany s alespon jednim benzenovym kruhem, pficemz tento cyklooktynyl ¢i
azacyklooktynyl je dale konjugovany s triazolylem, (napiiklad tvoteny 3,4,5,13-
tetrazatetracyklo[13.4.0.02,6.07,12]nonadeka-1(15),2(6),3,7(12),8,10,16,18-oktaen- 13-
karbaldehydovym motivem);

Subst. sacharid je substituent odvozeny od substituovaného sacharidu obecného vzorce III
popsaného zde niZe reakci terminalni aminové, azidové, alkynylové, aminoethylureidylové
nebo aminoethylthioureidylové skupiny, pricemz skupiny vzniklé reakci uvedenych
terminalnich skupin jsou soucasti Linkeru;

a/nebo

—  koncovych skupin fetézce HPMA polymeru majicich vzorec —S-sukcinimid-(CHb»),-Linker-
Subst. sacharid nebo —C(CN)(CH3)-(C1-C4 alkylen)-Linker-Subst. sacharid; kde r je vybrano ze
skupiny zahrnujici 1, 2 a 3, a Linker a Subst. sacharid jsou definovany vyse.

Pfirozenymi aminokyselinami jsou zde minény pfirozené se vyskytujici kyseliny: histidin,
isoleucin, leucin, lysin, methionin, fenylalanin, threonin, tryptofan, valin, arginin, cystein,
glutamin, glycin, prolin, tyrosin, alanin, asparagova kyselina, asparagin, glutamova kyselina, serin,
selenocystein. Postrannimi fetézci jsou fetézce navazané na alfa-uhliku aminokyseliny.

Glykopolymer mtze kromé poly(HPMA) fetézcli obsahovat také vétvici jednotky, naptiklad
amidoaminové jednotky vhodné pro ptipravu dendrimernich (hvézdicovitych) polymernich jader
poly(amidoaminu) (PAMAM), nebo 2,2-bis(hydroxymethyl)propionové jednotky vhodné pro
tvorbu dendrimernich jader. Naptiklad mize glykopolymer hvézdicové struktury obsahovat jadro
z PAMAM a postranni fetézce z poly(HPMA), obsahujici vySe uvedené koncové skupiny a/nebo
monomerni jednotky vzorce I.



20

25

30

35

40

45

CZ 309738 B6

Postup pripravy glykopolymeri podle ptedkladaného vynalezu obsahuje nasledujici kroky:
a) poskytnuti monomeril polymerniho nosice, a pripadné vétvicich jednotek,

b) polymeraci monomer polymerniho nosice,

¢) volitelny krok polymer-analogickych reakci,

d) navazani substituovaného sacharidu.

Krok poskytnuti monomert zahrnuje poskytnuti N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA) a
poskytnuti methakryloyl(aminoacyl) esterli, a poptipadé vétvicich jednotek. HPMA je komercné
dostupny a jeho syntéza je publikovéana (napt. Chytil P. et al. Eur. J. Pharm. Sci. 2010, 41 (3-4),
472-482). Komercné dostupné monomery jsou dale naptiklad N-aminoethylmethakrylamid, N-
aminopropylmethakrylamid, nebo jejich fBoc chranéné analogy.

Syntézu dalsich funkcionalizovanych monomerii odvozenych od HPMA lze popsat nasledovné.
Funkcionalizované monomery, methakroylované slouceniny, lze popsat obecnym vzorcem II

H4C
H,C I

(ID),
kde

Y! je vybran ze skupiny tvofené alkylenem majicim 1 aZ 8 atomt uhliku; fenylenem; -(CHz)q-
(C(O)-NH-(CHa2)r)p-, kde p=1az5,a qarjsou vzajemné nezavisle vybrany z 1, 2 a 3; pficemz
Y! miZze byt, poptipadé substituovan jednim nebo vice postrannimi Fetézci pfirozené
aminokyseliny, pfiéemZ postranni fetézce mohou byt stejné nebo rtizné;

Y? je vybréan ze skupiny zahrnujici vazbu, karbamoyl, karbamoyl-(C1-C8-alkylen), a fenylen;
pri¢emz karbamoylem se rozumi skupina —C(=0)-NH- i1 skupina -NH-C(=0)-;

Y? je vybran ze skupiny zahrnujici primarni amin (NH,), /Boc substituovany amin, azid,
terminalni alkynyl majici 2 az 8 atomt uhliku, fenyl substituovany alespon jednim azidem
nebo C2-C4 alkynylem; a cyklooktynyl ¢i azacyklooktynyl substituovany alesponn jednim
halogenem, cyklopropanem nebo konjugovany s alespon jednim benzenovym kruhem, jako
je naptiklad (11,12-didehydrodibenzo[b,f]azocin-5(6H)-yl) nebo (1R,8S,9s)-
bicyklo[6.1.0]non-4-yn-9-yl;, pti¢emz tento substituovany cyklooktynyl ¢i azacyklooktynyl
je vazan pres karbonylovou skupinu; -karbonyl-thiazolin-2-thionovou skupinu (TT), -
karbonyl-4-nitrofenoxy skupinu, -karbonyl-2,3,4,5,6-pentafluorfenoxy skupinu, -karbonyl-
sukcinimidylovou skupinu, a COOH skupinu; pficemz karbonyl je —C(=0)- skupina.

Vétvici jednotky jsou obvykle komeréné dostupné, v nékterych pripadech jsou komercné dostupna
1 vétvena ¢i hvézdicovita jadra pro dendrimerni polymery.

Dalsim krokem postupu podle vynalezu je krok b), 1j. krok syntézy polymernich nosi¢l polymeraci
monomerl, popripadé s vétvicimi jednotkami. Polymerni nosi¢ obvykle obsahuje statisticky
polymer obsahujici od 0,5 do 25 % mol. monomernich jednotek obecného vzorce II a/nebo
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koncovych jednotek hlavniho polymerniho fetézce popsanych vyse, a alespon 75 % mol. (75 az
99,5 % mol.) jinych jednotek, coz zahrnuje monomerni jednotky odvozené od HPMA a popripadé
1 vétvici jednotky. Polymerizace typicky probiha pti teploté v rozmezi od 30 do 100 °C, s vyhodou
40 az 80 °C, v rozpoustédle s vyhodou vybraném ze skupiny zahrnujici vodu, vodné pufry,
dimethylsulfoxid, dimethylacetamid, dimethylformamid, methanol, ethanol, dioxan, terc-
butylalkohol nebo jejich smési, za iniciace iniciatorem, s vyhodou vybranym ze skupiny zahrnujici
zejména azoiniciatory 2,2'-azobis(2-methylpropionitril) (AIBN), 4,4'-azobis(4-kyanopentanova
kyselina) (ACVA), 2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-dimethylpentannitril) (V70), za pritomnosti
prenosového ¢inidla, s vyhodou vybraného ze skupiny obsahujici 2-kyano-2-propylbenzodithioat,
4-kyano-4-(thiobenzoylthio)pentanovou kyselinu, 2-kyano-2-propyldodecyltrithiokarbonat, 2-
kyano-2-propylethyltrithiokarbonat a 4-kyano-4-
[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanovou kyselinu. Molarni hmotnost M, takto
ptipravenych polymerti je v rozmezi od 4000 do 100 000 g/mol, s vyhodou 20 000 az 50 000 g/mol.

Volitelné mize byt zahrnut 1 krok odstranéni koncovych skupin obsahujicich siru z polymerti, pti
jejichz pripravé bylo pouzito prenosové Cinidlo, ve kterém jsou tyto polymery reagovany s
prebytkem azoiniciatoru ze skupiny iniciatori polymerace popsanych vyse. Polymerni nosic je pak
zakoncen zbytkem z radikalu vzniklého rozpadem pouzitého iniciatoru. Reakce typicky probiha
pfi teploté v rozmezi od 50 do 100 °C, s vyhodou 60 az 80 °C, a v rozpoustédle s vyhodou
vybraném ze skupiny zahrnujici dimethylsulfoxid, dimethylacetamid a dimethylformamid.

Volitelnym krokem c) je zavedeni azidové &i alkylové skupiny (i) reakci Y skupiny na polymeru,
pokud ta je odstupujici skupinou (tj. je vybrana z thiazolin-2-thionové skupiny (TT), 4-nitrofenoxy
skupiny, 2,3,4,5,6-pentafluorfenoxy skupiny, sukcinimidylové skupiny, a OH skupiny),
s aminoslouceninou (napt. amino(C1-C8 alkanem)) zakoncenou skupinou vybranou z azidu,
ethynylu, fenylu substituovaného alespon jednim azidem, C2-C5 terminalnim alkynylem, nebo
substituovanym cyklooktynem, s vyhodou 3-amino-1-(11,12-didehydrodibenzo[b,f]azocin-5(6H)-
yl)propan-1-onem, ¢i N-[(1R,8S5,9s)-bicyklo[6.1.0]non-4-yn-9-ylmethyloxykarbonyl]-1,8-
diamino-3,6-dioxaoctanem; nebo (ii) reakci Y* skupiny na polymeru, pokud ta je primarni
aminoskupinou, s karboxy(C1-C8 alkanem) zakoncenym skupinou vybranou z azidu, ethynylu,
fenylu substituovaného alesponn jednim azidem, C2-C5 alkynylem, nebo substituovanym
cyklooktynem, s vyhodou 6-(11,12-didehydrodibenzo[b,f]lazocin-5(6H)-yl)-6-oxohexanovou
kyselinou, ¢i jejim N-hydroxysukcinimidyl esterem a (1R,8S,9s)-bicyklo[6.1.0]non-4-yn-9-
ylmethyl N-sukcinimidyl karbonatem, nebo funkénimi derivaty tohoto karboxyalkanu
obsahujicimi dobfe odstupujici skupinu tvofenou s vyhodou TT, 4-nitrofenoxy, 2,3,4,5,6-
pentafluorofenoxy, nebo sukcinimidylovou skupinou. Tyto polymer-analogické reakce typicky
probihaji pfi pokojové teploté v rozpoustédle s vyhodou vybraném ze skupiny zahrnujici
dimethylsulfoxid, dimethylacetamid, dimethylformamid, methanol a ethanol.

Jedno vyhodné provedeni polymerniho nosice je takové, ze volitelné¢ mlize dale obsahovat 0,5 az
12 % mol. dalsich strukturnich jednotek odvozenych od obecného vzorce II, kde Y! a Y? jsou jak
je definovano vySe, ale Y? je vybran ze skupiny tvofené karbonyl-hydrazono-(C12-C18
alkanonem), karbonyl-hydrazono-5a-cholestanonem, karbonyl-hydrazono-cholest-4-en-3-onem,
ptipadné jinym substituentem odvozenym od ketoderivatl cholesterolu; nebo je vybran ze skupiny
tvorené karbonyl-(C9-C15 alkoxy), karbonyl-cholesterylu, nebo jinych sloucenin odvozenych od
cholesterolu, napt. 7-dehydrocholesterolu, ¢i vitaminu D; nebo je vybran ze skupiny tvofené
karboxamido-(C10-C18 alkylem) a karbohydrazido-(C10-C18 alkylem), nebo karboxamido-(C10-
C18 alkenylem) a karbohydrazido-(C10-C18 alkenylem), obsahujicim aspoi jednu dvojnou vazbu
(C=C), s vyhodou odvozené od kyseliny olejové, linolové, linoleové.

Polymerni nosi¢ mliZze obecné mit linearni, vétvenou, nebo sitovanou strukturu.
V pripadé¢ linearni struktury se obvykle jedna o polymerni nosi¢ obsahujici 0,5 az 25 % mol.

monomernich jednotek vzorce Il a/nebo koncovych jednotek popsanych vyse, a alespon 75 % mol.
HPMA monomernich jednotek.
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V pripadé vétvené nebo sitované struktury je obsazeno alespoit 75 % mol. HPMA monomernich
jednotek a vétvicich jednotek.

V nékterych provedenich polymerniho nosice vétvené struktury je jen ¢ast funkénich skupin
vhodnych pro vazbu substituovanych sacharidii rozmisténa podél polymerniho fetézce, nebo
dokonce nejsou monomery vzorce II obsazeny vibec. Funkéni skupiny vhodné pro vazbu
substituovanych sacharidli, nebo alespon jejich ¢ast, mohou mit formu koncovych skupin
umisténych na jednom konci polymerniho fetézce HPMA polymeru, pficemz druhy konec
polymerniho fetézce je navazany k multivalentni molekule, napf. dendrimeru, napt. PAMAM
dendrimernimu jadru nebo k jadru na bazi 2,2-bis(hydroxymethyl)propionového dendrimeru.
Prvnim krokem pfipravy je v takovych provedenich polymerizace HPMA, ktera typicky probiha
pii teploté v rozmezi od 30 do 100 °C, s vyhodou 40 az 80 °C, v rozpoustédle s vyhodou vybraném
ze skupiny zahrnujici vodu, vodné pufry, dimethylsulfoxid, dimethylacetamid, dimethylformamid,
methanol, ethanol, dioxan, terc-butylalkohol nebo jejich smési, za iniciace iniciatorem, s vyhodou
vybranym ze skupiny zahmujici zejména azoiniciatory AIBN, ACVA, V70, za pfitomnosti
prenosového ¢inidla obsahujiciho karboxylovou skupinu nebo jeji funkéni derivat obsahujici dobte
odstupujici skupinu tvofenou s vyhodou TT, 4-nitrofenoxy, 2,3,4,5,6-pentafluorofenoxy, nebo
sukcinimidylovou skupinou; pfenosové €inidlo je s vyhodou vybrané ze skupiny obsahujici 4-
kyano-4-(thiobenzoylthio)pentanovou kyselinu, 4-kyano-4-
[(dodecylsulfanylthiokarbonyl)sulfanyl]pentanovou  kyselinu, 1-kyano-1-methyl-4-oxo0-4-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)butyl dithiobenzoat, 2-kyano-5-ox0-5-(2-thioxo-1,3-thiazolidin-3-
yl)pentan-2-yl ethylkarbontrithioat. V druhém kroku jsou polymery navazany amidovou vazbou
k multivalentni slouceniné nesouci koncové primarni aminoskupiny, s vyhodou tvofené
poly(amidoaminovym) (PAMAM), nebo 2,2-bis(hydroxymethyl)propionovym dendrimerem,
ptiéemzZ reakce typicky probiha v rozpoustédle s vyhodou vybraném ze skupiny zahrnujici
dimethylsulfoxid, dimethylacetamid, dimethylformamid, methanol a ethanol. Dendrimer muze
tvorit az 3 % mol. obsahu vysledného polymerniho konjugatu. Nasledné jsou in situ zablokovany
zbyvajici primarni aminoskupiny nizkomolekularni aminoreaktivni slouceninou, s vyhodou
acetanhydridem. Ve tfetim kroku jsou siru obsahujici skupiny na druhém konci polymeru bud’
redukovany borohydridem sodnym a in siti dojde k adici SH skupin na N-derivovany maleimid, s
vyhodou propynylmaleimid ¢i azido-PEG3-maleimid, pficemz reakce probiha v rozpoustédle
s vyhodou vybraném ze skupiny zahrnujici vodu, dimethylacetamid, dimethylformamid, methanol
a ethanol. Popfipadé jsou siru obsahujici skupiny na druhém konci polymeru reagovany s
prebytkem azoiniciatoru nesoucim karboxylovou skupinu, nebo jeji funkcni derivat obsahujici
dobie odstupujici skupinu tvofenou s vyhodou TT, 4-nitrofenoxy, 2,3,4,5,6-pentafluorofenoxy,
nebo sukcinimidylovou skupinou, a to pfi teploté v rozmezi od 50 do 100 °C, s vyhodou 60 az
80°C a rozpoustédle svyhodou vybraném ze skupiny zahrnujici dimethylsulfoxid,
dimethylacetamid a dimethylformamid. Molarni hmotnost M, takto pfipravenych polymert je v
rozmezi od 60 000 do 1 000 000 g/mol, s vyhodou 100 000 az 400 000 g/mol.

Finalnim krokem d) ptipravy je vazba substituovaného sacharidu vybraného ze skupiny sestavajici
ze substituovanych sacharidl obecného vzorce III:

HO __OR®

O 4

v %S/U—V—W—R
RI=X-Y-Z3"%
(110),

kde kombinace U, V a W je vybrana z nasledujicich moznosti Illa, IIIb, Illc, II1d, IIle:
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RB

Ry

(M),

IIla: kde V a W je jen vazba, a kde U je 1-thio-p-D-galaktopyranosyl substituovany na atomu C-2
skupinou R*, na atomu C-3 uskupenim -Z-Y-X-R! a na atomu C-6 skupinou -ORS;

OH
O
R
R3L|
(IlIb)

IIIb: kde V a W je jen vazba a kde U je 4-O-D-glukopyranosyl substituovany na atomu C-2
skupinou R3" a na atomu C-1 skupinou R

OH OH
@)
e R’
R3u
(Ilc)

Illc: kde V a W je jen vazba a kde U je 3-O-D-galaktopyranosyl substituovany na atomu C-2
skupinou R*" a na atomu C-1 skupinou R

OH
HO O
R3u
(I11d):

IIId: kde V a W je jen vazba a kde U je 3-O-D-glukopyranosyl substituovany na atomu C-2
skupinou R*" a na atomu C-1 skupinou R*;

on O9Hon OH
0 o} O 0
Hgér\,oéﬁ/‘?@éﬁwm
R3u R3v R3w
(Ille)

Ille: kde U je 4-O-D-glukopyranosyl substituovany na atomu C-2 skupinou R* a na atomu C-1
substituentem V, kde V je 3-O-D-galaktopyranosyl substituovany na atomu C-2 skupinou R a na
atomu C-1 substituentem W, kde W je 4-O-D-glukopyranosyl substituovany na atomu C-2
skupinou R*" a na atomu C-1 skupinou R*;

a kde
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R! je vybran ze skupiny obsahujici vodik, fenyl, fenyl substituovany alespoii jednim halogenem,
fenyl substituovany alesponn jednou nitroskupinou, fenyl substituovany alespon jednou
karboxyskupinou, fenyl substituovany alespon jednou C1-C5 alkoxyskupinou, fenyl substituovany
alespoi jednim C2-C5 alkynylem, fenyl substituovany alespoii jednim C1-C5 azidoalkylem, fenyl
substituovany alespon jednou azidoskupinou, fenyl substituovany alespon jednim halogen(C1-
C5)alkyltriazolylem, fenyl substituovany alespoil jednou sulfoskupinou, fenyl substituovany
alespon jednou kyanoskupinou, fenyl substituovany alesponn jednou aminoskupinou, fenyl
substituovany alespon jednim C1-C5 aminoalkylem, fenyl substituovany alespon jednou
hydroxyskupinou, naftyl, naftyl substituovany alespon jednim halogenem, bifenyl, sacharid, C2-
C6 heteroaryl obsahujici alespon jeden heteroatom vybrany z O, S, N, sulfoskupinu, kumaryl,
benzoyl a C2-CS5 alkynyl;

X je [1,2,3]-triazol nebo vazba,
Y je CH; nebo vazba,
Z je O nebo [1,2,3]-triazol.

R%, R, R¥, R*" jsou nezavisle vybrany ze skupiny obsahujici hydroxyskupinu, acetamidoskupinu,
CI1-CS5 acylamidoskupinu, 1-O-o-L-fukosyl,

R* je vybran ze skupiny obsahujici hydroxyskupinu, aminoskupinu, C2-C5 alkynyloxyskupinu,
azid, CI-C5 azidoalkoxyskupinu, aminoethylthioureidyl, aminofenyloxyskupinu a
azidofenyloxyskupinu,

R® a R® jsou nezavisle vybrany ze skupiny obsahujici vodik, sulfoskupinu, 2-O-B-sialyl, C1-C5
azidoalkyl, C2-C5 alkynyl a C1-C5 aminoalky];

pfiéemZ substituovany sacharid obecného vzorce III obsahuje vzdy praveé jednu koncovou
aminoskupinu, azidoskupinu nebo C2-C5 alkynyl, a to s vyhodou jako soucast substituentu
vybraného z R!, R’ nebo RS, pokud U je 1-thio-B-D-galaktopyranosyl, a s vyhodou jako soucést
substituentu R* ve v§ech ostatnich kombinacich;

a pricemz substituovany sacharid obecného vzorce III neni laktosa (Galf4Glc), LacNAc
(Galp4GIlcNAc) ani LacdiNAc (GalNAcB4GIcNAc).

Sacharid v substituentu R! je s vyhodou monosacharid, vyhodnéji 1-O-a-D-galaktopyranosyl nebo
2-0-ao-sialyl.

Pokud V a W je vazba a U je 1-thio-p-D-galaktopyranosyl substituovany na atomu C-2 skupinou
R*, na atomu C-3 uskupenim -Z-Y-X-R! a na atomu C-6 skupinou -OR® (varianta Illa), s vyhodou
R? je hydroxyskupina a R* je také hydroxyskupina.

Pokud V a W je vazba a U je 4-O-D-glukopyranosyl substituovany na atomu C-2 skupinou R*" a
na atomu C-1 skupinou R* (varianta IIIb), s vyhodou R? je vybran ze skupiny obsahujici
hydroxyskupinu a acetamidoskupinu a R* je acetamidoskupina.

Pokud V a W je vazba a U je 3-O-D-galaktopyranosyl substituovany na atomu C-2 skupinou R* a
na atomu C-1 skupinou R* (varianta IIlc), svyhodou R? je hydroxyskupina aR* je
acetamidoskupina.

Pokud V a W je vazba a U je 3-O-D-glukopyranosyl substituovany na atomu C-2 skupinou R* a
na atomu C-1 skupinou R* (varianta IIld), svyhodou R’ je hydroxyskupina aR*" je
acetamidoskupina.
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Pokud U je 4-O-D-glukopyranosyl substituovany na atomu C-2 skupinou R*" a na atomu C-1
substituentem V, kde V je 3-O-D-galaktopyranosyl substituovany na atomu C-2 skupinou R*" a na
atomu C-1 substituentem W, kde W je 4-O-D-glukopyranosyl substituovany na atomu C-2
skupinou R*¥ a na atomu C-1 skupinou R* (varianta Ille), s vyhodou R?, R* a R3¥ jsou nezavisle
vybrany ze skupiny obsahujici hydroxyskupinu a acetamidoskupinu a R* je acetamidoskupina.

Substituované sacharidy se k polymernimu nosi¢i navazuji bud’ amidovou vazbou, nebo azid-
alkynovou cykloadici, tzv. ,,click reakci (za tvorby Linkeru ze skupiny Y? a ze substituentu na
substituovaném sacharidu obsahujiciho terminalni aminové, azidové, alkynylové, nebo
aminoethylthioureidylové skupiny, typicky substituentu R! nebo R* nebo R’ nebo R9).
Aminolyticka reakce typicky probiha v aprotickém rozpoustédle, s vyhodou vybraném ze skupiny
zahrnujici dimethylsulfoxid, dimethylacetamid a dimethylformamid. Cykloadi¢ni reakce je
s vyhodou katalyzovana, s vyhodou méd’nymi ionty, nebo mlze byt nekatalyzovana. Reakce
typicky probiha ve vodé, pfipadné ve smésnych rozpoustédlech tvofenych vodou, vodnymi pufry,
alkoholy, aprotickym rozpoustédlem, s vyhodou vybranym =ze skupiny zahrnujici
dimethylsulfoxid, dimethylacetamid a dimethylformamid, ptipadné jejich smési. V ptipadé
cykloadi¢ni reakce katalyzované médi obsahuje reakéni smés médné ¢i médnaté kationty s
vyhodou diky pfitomnosti CuSO4 nebo CuBr, a redukéni €inidlo, s vyhodou kyselinu askorbovou
nebo askorbat sodny. Ve vSech ptipadech je vyhodné vyuzit ¢isténi pomoci gelové filtrace na
pomoci komplexace s 8-chinolinolem, a nasledného ¢isténi na koloné (napt. Sephadex LH-20) s
methanolem jako mobilni fazi.

Dilezitym pfinosem vynalezu je vhodna prezentace substituovaného sacharidu na polymernim
nosici, pticemz jeho obsah v glykopolymeru tvoti 0,5 az 25 % mol., s vyhodou 3 az 18 % mol.
Multivalentni uspofadani substituovanych sacharidii na polymerech umoznuje multivalentni
interakci s Gal-3, a tim vyznamné navySuje vazebnou aktivitu ke Gal-3 a obecné ke galektinlim.

Pfedmétem vynalezu je dale imunomodulaéni t€inek polymernich konjugatli se substituovanymi
sacharidy diky vazb¢ ke Gal-3 vySe popsanou multivalentni interakci. Aplikaci polymernich nosicli
se sacharidy dochazi k vyvazani extracelularniho Gal-3 v nadorové tkani, a tim k inhibici Gal-3
indukované apoptézy T lymfocytl v nadoru, coZz umoZni navySeni imunitni odpovédi proti
nadorovym bunkam primo v nadoru. Vazba polymernich nosi¢li s navazanymi substituovanymi
sacharidy na Gal-3 ptimo produkovany nadorovymi bunkami dale vede ke snizeni migrace
nadorovych bunék. Vzhledem k tomu, ze Gal-3 v nekterych typech nadorovych bunék zvysuje
pravdépodobnost vzniku metastaz prostfednictvim inhibice vazby bunék k podkladu a bunék
vzajemné mezi sebou, vede aplikace polymernich konjugatii se substituovanymi sacharidy
prostfednictvim vazby na Gal-3 ke snizeni moznosti migrace bun¢k do metastatickych lozisek a
sniZeni jejich motility.

Predmétem vynalezu je farmaceuticka kompozice, ktera se vyznaluje tim, Ze obsahuje
glykopolymer podle vynalezu obsahujici aktivni substituovany sacharid a alespon jednu
farmaceuticky ptijatelnou pomocnou latku vybranou ze skupiny zahrnujici plniva, antiadheziva,
pojiva, potahovaci latky, barviva, bobtnadla, ochucovadla, maziva, konzervanty, sladidla,
sorbenty.

Predmétem vynalezu je glykopolymer podle vynalezu a/nebo jeho farmaceuticka kompozice pro
pouziti jako lécivo k lécbé pevnych nadorl a/nebo lymfomu a/nebo leukemie, zejména

kolorektalniho karcinomu, karcinomu prostaty, karcinomu prsu, melanomu, lymfomu, leukemie.

Pfedmétem vynalezu je rovnéz glykopolymer podle vynalezu a/nebo jeho farmaceuticka
kompozice pro pouziti jako adjuvancium pfi protinadorové terapii.

-10 -
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Objasnéni vykresu

Obr. 1: Inhibice galektinem-3 indukované apopt6zy Jurkat bun¢k pomoci konjugatu P11b (obsah
substituovaného sacharidu 20 byl 4,9 % mol.).

Obr. 2: Inhibice galektinem-3 indukované apopt6zy Jurkat bun¢k pomoci konjugatu P11d (obsah
substituovaného sacharidu 20 byl 9,7 % mol.).

Obr. 3: Inhibice galektinem-3 indukované apoptédzy Jurkat bunék pomoci konjugatu P13a (obsah
substituovaného sacharidu 9 byl 5,1 % mol.).

Obr. 4: Inhibice galektinem-3 indukované apopt6zy Jurkat bun¢k pomoci konjugatu P13b (obsah
substituovaného sacharidu 9 byl 8,9 % mol.).

Obr. 5: Inhibice galektinem-3 indukované apoptoézy Jurkat bunék pomoci konjugatu HPMA
s jednoduchym disacharidem LacdiNAc (obsah LacdiNAc byl 12,3 % mol.).

Obr. 6: Inhibice migrace a proliferace mysich (4T1, B16-F10) a lidskych (DLD-1) nadorovych
bunék pomoci konjugati P11a a P11c.

Seznam zkratek

ACVA, 4,4'-azobis(4-kyanopentanova kyselina); AIBN, 2’-azobis(2-methylpropionitril); Gal-3,
galektin-3; HPMA, N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid; MA-AP-TT, 3-(3-
methakrylamidopropanoyl)thiazolidin-2-thion; MA-propynyl, 2-methyl-N-(prop-2-yn-1-yl)prop-
2-enamid; 3-(3-methakrylamidopropanoyl)thiazolidin-2-thion; MA skupina, N-methakryloyl
skupina; fBoc skupina, ferc-butoxykarbonylova skupina; TT skupina, thiazolin-2-thionova
skupina; TBAB, tetra-n-butylamoniumbromid; THPTA, tris-
hydroxypropyltriazolylmethylaminovy ligand; V70, 2,2'-azobis(4-methoxy-2,4-
dimethylpentannitril); LacdiNAc (GalNAcP4GIcNAc); LacNAc (Galp4GlcNAc); laktosa
(Galp4Glc), 4T1 (bunécna linie mySiho nadoru prsu); B16-F10 (bunééna linie mysiho kozniho
melanomu); CT26 (bunééna linie mysiho kolorektalniho karcinomu); DLD-1 (bunééna linie
lidského kolorektalniho adenokarcinomu); HEK293 (linie lidskych embryonalnich bunék
z ledvin); HT-29 (bunécna linie lidského kolorektalniho adenokarcinomu); Jurkat (imortalizovana
bunééna linie T lymfocytl); LNCaP (bunécna linie lidského adenokarcinomu prostaty); OVCAR-
3 (bunétna linie lidského adenokarcinomu vajecnikll); PC3 (bunécna linie lidského
adenokarcinomu prostaty); Raji (lidska bunéc¢na linie Burkittova lymfomu); SU-DHL-5 (bunééna
linie lidského B-lymfomu); SU-DHL-6 (bunécéna linie lidského B-lymfomu);

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Syntéza monomeri

N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA)

HPMA byl piipraven podle dtive popsan¢ho postupu (Chytil P. et al. Eur. J. Pharm. Sci 2010, 41
(3-4), 473-482). Produkt byl chromatograficky ¢isty. 'TH-NMR (300 MHz, (CD3),SO, 296 K): &
1,00-1,02 (d, 3H, CHOH-CHz), 1,85 (s, 3H, CHz3), 3,00-3,12 (m, 2H, CH>), 3,64-3,73 (m, 1H, CH),
4,68-4,70 (d, 1H, OH), 5,30 a 5,66 (d, 2H, CH»=), 7,59 (br, 1H, NH).

N-Methakryloylpropynylamin (MA-propynylamin) byl ptfipraven podle dfive popsaného postupu.
(Lynn G.M. et al., Biomacromolecules, 2019, 20 (2), 854-870) Produkt byl chromatograficky cisty.
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'H-NMR (300 MHz, (CD3),S0, 296 K): & 1,85 (s, 3H, CH;), 3,05 (s, 1H, =CH), 3,88 (d, 2H, -CH,-),
5,37 25,68 (d, 2H, =CHa), 8,37 (s, 1H, NH).

3-(3-Methakrylamidopropanoyl)thiazolidin-2-thion (MA-AP-TT)

MA-AP-TT byl ptipraven podle dfive popsaného postupu (Subr V. et al. Biomacromolecules 2006,
7 (1), 122-130). Produkt byl chromatograficky ¢isty. 'H-NMR (300 MHz, (CD3).SO, 295 K): 6
1,20-1,27 (m, 2H, CH»-y), 1,40-1,54 (m, 4H, CH,-f3, CH»-9), 1,82 (s, 3H, CHs), 2,28 (t, 2H, CHa-
a), 3,04-3,34 (m, 2H, CH»-¢), 3,57 (s, 3H, OCH3), 5,28 a 5,60 (d, 2H, CH»=), 7,88 (br, 1H, NH).

Priklad 2: Syntéza statistického kopolymeru poly(HPMA-co-MA-AP-TT) radikdalovou polymeraci

(P1)
NC\HEj\:,/\L/EI,*
0 o

HN HN

HO«{ 5
(s

833 mg HPMA (5,82 mmol), 167 mg MA-AP-TT (0,646 mmol) a AIBN (160 mg; 0,974 mmol)
byly rozpustény v 6,2 ml dimethylsulfoxidu. Polymeracni smés byla probublana argonem a
zatavena ve sklenéné ampuli. Po 6 h ve vodni 1azni termostatované na 60 °C byla ampule ochlazena
a oteviena. Polymer byl izolovan sraZenim do nadbytku acetonu (150 ml) a pfesrazen z methanolu
(6 ml) do smési aceton — diethylether (3:1; 120 ml). Polymer byl ziskan filtraci a suSenim pod
vakuem. Vytézek 850 mg, 85 %; molarni hmotnosti M,, = 23 900 g/mol, M, = 12 100 g/mol, D =
1,98.

Priklad 3: Syntéza statistického kepolymeru poly(HPMA-co-MA-AP-TT) Fizenou RAFT
radikalovou polymeraci (P2)

HN O’Iﬁ; S
Ho4< i:o
(s

800 mg HPMA (5,59 mmol) bylo rozpusténo v 5,52 ml terc-butylalkoholu a smichano s roztokem
160 mg MA-AP-TT (0,621 mmol), 4,97 mg AIBN (17,7 pmol) a 7,84 mg 2-kyanopropan-2-yl
dithioatu (35,5 umol) v 1,38 ml dimethylsulfoxidu. Polymeracni smés byla probublana argonem a
zatavena ve sklenéné ampuli. Po 16 h ve vodni lazni termostatované na 70 °C byla ampule
ochlazena a oteviena. Polymer byl izolovan srazenim do nadbytku acetonu (150 ml) a pfesrazen z
methanolu (6 ml) do smési aceton — diethylether (3:1; 120 ml). Polymer byl ziskan filtraci a
susenim pod vakuem. Vytézek 730 mg, 76 %; molarni hmotnosti My = 22 900 g/mol, M, =
20 600 g/mol, D =1,11.
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Priklad 4: Odstranéni koncovych skupin na polymeru pochazejicich z prenosového cCinidla

700 mg polymeru P2 nesouciho koncové dithiobenzoatové skupiny a 70 mg iniciatoru AIBN bylo
rozpusténo v 5 ml dimethylsulfoxidu, probublano argonem a zataveno ve sklenéné ampuli. Po 2 h
ve vodni lazni termostatované na 80 °C byla ampule ochlazena a oteviena. Polymer byl izolovan
srazenim do nadbytku acetonu (150 ml) a pfesraZen z methanolu (6 ml) do smési aceton —
diethylether (3:1; 120 ml). Polymer byl ziskan filtraci a suSenim pod vakuem. Vytézek polymeru
byl 621 mg.

Priklad 5: Syntéza statistického kopolymeru poly(HPMA-co-MA-propynyi) Fizenou RAFT
radikalovou polymeraci (P3)

NC { Sp
0] o)

HN HN x5

Ho‘z Y

264 mg HPMA (1,84 mmol) a 12 mg N-methakryloylpropynylaminu (MA-propynyl) (97,0 pmol)
bylo rozpusténo v 1,3 ml destilované vody a smichano s roztokem 1,3 mg ACVA (4,7 pmol) a
2,6 mg 4-kyano-4-(thiobenzoylthio)pentanové kyseliny (9,5 pmol) v 0,65 ml dioxanu.
Polymerac¢ni smés byla probublana argonem a zatavena ve sklenéné ampuli. Po 7 h ve vodni lazni
termostatované na 70 °C byla ampule ochlazena a oteviena. Polymer byl izolovan sraZzenim do
nadbytku acetonu (150 ml) a zcentrifugovan. Cisténi probihalo gelovou filtraci s pouzitim kolony
s naplni Sephadex LH-20 v methanolu. Polymer byl ziskan srazenim do diethyletheru, filtraci a
susenim pod vakuem. Vytézek 127 mg, 46 %; molarni hmotnosti My = 22 900 g/mol, M, =
20 600 g/mol, P =1,11.

Priklad 6: Syntéza statistického kopolymeru poly(HPMA-co-MA-AP-propynyt) korjugaci
proepynylaminu s poly(HPMA-co-MA-AP-T1) (P4)

NC *

HN HN

Ho~<
o)

HN

/

600 mg polymerniho prekurzoru (obsahujiciho 0,54 mmol TT skupin) bylo rozpu$téno v 6 ml
dimethylformamidu a za michani pti pokojové teploté bylo k roztoku pridano 40 pl propynylaminu
(0,65 mmol) a 108 pl N-ethyldiisopropylaminu (0,65 mmol). Reakce probihala 16 h pii pokojové
teploté. Polymer byl ¢istén od nizkomolekularnich pfimési gelovou filtraci na koloné Sephadex
LH-20 v methanolu. Polymer byl izolovan srazenim do nadbytku acetonu (120 ml), filtraci a
susenim. Vytézek: 560 mg; molarni hmotnosti: My = 21 800 g/mol, M, = 20 200 g/mol, H = 1,08.
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Priklad 7: Syntéza hvézdicového kopolymeru obsahujici PAMAM dendrimerni jadro a ramena
tvorend poly(HPMA)-propynylem (P5)

H>N

2 [OA% N
NH
0:} NH/_NH HN ° X\de

N—/_<\O HO% °

0
NC 0o

S
o;NH /_/NH% \[iju\//’
NH HN

(o}
N NH /_} ©
i~
\/\rr N\_>_
NH
(@]

Q.
/_>3~NH o 0 e 5
£ g,
\_>—NH (e} X N\/
o X HN
5 o]
o<

HO
2

500 mg HPMA (3,49 mmol) bylo rozpusténo v 3,4 ml terc-butylalkoholu a smichano s roztokem
2,8 mg 2-[1-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxo-thiazolidin-3-yl)-butylazo]-2-methyl-5-ox0-5-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)-pentannitrilu (5,4 pmol) a 4,4 mg I1-kyano-I-methyl-4-oxo0-4-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)butylesteru  dithiobenzoové  kyseliny (10,7 umol) v 0,85 ml
dimethylsulfoxidu. Polymeracni smés byla probublana argonem a zatavena ve sklenéné ampuli. Po
6 h ve vodni lazni termostatované na 70 °C byla ampule ochlazena a oteviena. Polymer byl
izolovan srazenim do nadbytku acetonu (120 ml) a presrazen z methanolu (6 ml) do smési aceton
— diethylether (3:1; 120 ml). Polymer byl ziskan filtraci a susenim pod vakuem. Vytézek: 345 mg,
69 %; molarni hmotnosti: M,, =29 800 g/mol, M, =27 100 g/mol, P = 1,10.

340 mg polymerniho prekurzoru (obsahujiciho 11,2 pmol koncovych TT skupin) bylo rozpusténo
v 2,2 ml dimethylsulfoxidu a pridano k 20 % hmotn. methanolovému roztoku 1,5 mg PAMAM
dendrimeru (1,4 pmol dendrimeru G2 s diaminobutanovym jadrem). Po 1,5 h michani pti pokojové
teplot¢ byla reakce zastavena ptidanim 50 pl acetanhydridu. Polymer byl vycistén od
nizkomolekularnich primési gelovou filtraci na koloné Sephadex LH-20 v methanolu. Polymer byl
izolovan srazenim do nadbytku acetonu (120 ml), nasledné filtraci a suSenim. Vytézek konjugacni
reakce byl 85 % hvézdicového kopolymeru.

100 mg hvézdicového polymerniho prekurzoru bylo rozpusténo v 1 ml methanolu. Do michaného
roztoku polymeru bylo pfisypano 10 mg praskového borohydridu sodného. Po 1 h michani pfi
pokojové teploté bylo in situ ptidano 10 mg propynylmaleimidu rozpus§téného v 0,2 ml methanolu.
Po 1 h reakce byl polymer ¢istén od nizkomolekularnich pfimeési gelovou filtraci na koloné
Sephadex LH-20 v methanolu. Polymer byl izolovan srazenim do nadbytku acetonu (25 ml),
nasledovné filtraci a suSenim. Molarni hmotnosti: M,, = 210 000 g/mol, & = 1,19. Obdobnym
zpisobem byly pfipraveny vzorky vyuzivajici jako jadro 2,2-bis(hydroxymethyl)propionovy
dendrimer.

Priklad 8: Syntéza hvézdicového kopolymeru obsahuijici PAMAM dendrimerni jadro a ramena
tvorend poly(HPMA)-TT (P6)
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500 mg HPMA (3,49 mmol) bylo rozpusténo v 3,4 ml terc-butylalkoholu a smichano s roztokem
2,8 mg 2-[1-kyano-1-methyl-4-ox0-4-(2-thioxo-thiazolidin-3-yl)-butylazo]-2-methyl-5-ox0-5-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)-pentannitril (5,4 pmol) a 4,4 mg 1-kyano-I-methyl-4-oxo0-4-(2-
thioxothiazolidin-3-yl)butylesteru  dithiobenzoové  kyseliny (10,7 umol) v 0,85 ml
dimethylsulfoxidu. Polymeracni smés byla probublana argonem a zatavena ve sklenéné ampuli. Po
6 h ve vodni lazni termostatované na 70 °C byla ampule ochlazena a oteviena. Polymer byl
1izolovan srazenim do nadbytku acetonu (120 ml) a pfesrazen z methanolu (6 ml) do smési aceton
— diethylether (3:1; 120 ml). Polymer byl ziskan filtraci a susenim pod vakuem. Vytézek: 345 mg,
69 %; Molarni hmotnosti: My, =29 800 g/mol, M, =27 100 g/mol, P = 1,10.

340 mg polymerniho prekurzoru (obsahujiciho 11,2 pmol koncovych TT skupin) bylo rozpusténo
v 2,2 ml dimethylsulfoxidu a pfidano k 20 % hmotn. methanolového roztoku 1,5 mg PAMAM
dendrimeru (1,4 pmol dendrimer G2 s diaminobutanovym jadrem). Po 1,5 h michani pfi pokojové
teplot¢ byla reakce zastavena ptidanim 50 pl acetanhydridu. Polymer byl Ccistén od
nizkomolekularnich primési gelovou filtraci na koloné Sephadex LH-20 v methanolu. Polymer byl
izolovan srazenim do nadbytku acetonu (120 ml), nasledovan filtraci a suSenim. Vytézek
konjugacni reakce byl 85 % hvézdicového kopolymeru.

100 mg hvézdicového polymerniho prekurzoru a 10 mg 2-[1-kyano-1-methyl-4-oxo0-4-(2-thioxo-
thiazolidin-3-yl)-butylazo]-2-methyl-5-0x0-5-(2-thioxothiazolidin-3-yl)-pentannitrilu bylo
rozpusténo v 0,7 ml dimethylsulfoxidu, probublano argonem a zataveno ve sklenéné ampuli. Po
3h ve vodni lazni termostatované na 70 °C byla ampule ochlazena a oteviena. Polymer byl
1izolovan srazenim do nadbytku acetonu (25 ml) a presrazen z methanolu (1 ml) do smési aceton —
diethylether (3:1; 25 ml). Polymer byl ziskan filtraci a suSenim pod vakuem. Molarni hmotnosti:
M., =205 000 g/mol, D = 1,20. Obdobnym zpiisobem byly pfipraveny vzorky vyuzivajici jako
jadro 2,2-bis(hydroxymethyl)propionovy dendrimer.

Priklad 9: Syntéza statistického kopolymeru poly(HPMA-co-MA-AP-azadibenzocyklooktyn)
korjugaci azadibenzocyklookiynaminu s poly(HPMA-co-MA-AP-T1) (P7)
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200 mg polymerniho prekurzoru (obsahujiciho 0,11 mmol TT skupin) bylo rozpusténo v 2 ml
dimethylformamidu a za michani pti pokojové teploté bylo k roztoku ptidano 32 mg
azadibenzocyklooktynaminu (0,12 mmol) rozpusténého v 0,1 ml dimethylformamidu a 22 pl N-
ethyldiisopropylaminu (0,13 mmol). Reakce probihala 16 h pfi pokojové teploté. Polymer byl
¢istén od nizkomolekularnich primési gelovou filtraci na kolon¢ Sephadex LH-20 v methanolu.
Polymer byl izolovan sraZzenim do nadbytku acetonu (50 ml), nasledovan filtraci a susenim.
Vytézek: 184 mg; Molarni hmotnosti: M,, = 28 000 g/mol, M, =25 200 g/mol, D= 1.11.

Priklad 10: Syntéza statistického kopolymeru poly(HPMA-co-MA-AP-prepylazia) korjugaci 3-
azido-1-propylaminu s poly(HPMA-co-MA-AP-T1) (P8)

HN HN
HO*{
0
HN§
N3

300 mg polymerniho prekurzoru P2 bylo rozpusténo v 3,5 ml methanolu a za michani pti pokojové
teploté ptidano 40 pl 3-azido-1-propylaminu (0,40 mmol). Po 30 min bylo do reakéni smési
ptikapano pomalu 92 pl N-ethyldiisopropylaminu (0,53 mmol). Po 20 h reakce pti pokojové teploté
bylo pfidano 40 pl 1-aminopropan-2-olu (0,29 mmol) a michano dal§ich 30 min. Polymer byl
¢istén od nizkomolekularnich primeési gelovou filtraci na kolon¢ Sephadex LH-20 v methanolu.
Polymer byl izolovan sraZzenim do nadbytku acetonu (50 ml), nasledovan filtraci a suSenim.
Vytézek: 234 mg; Molarni hmotnosti: M,, = 23 700 g/mol, M, = 21 100 g/mol, D = 1.1; obsah
azidovych skupin 16,7 % mol.

Priklad 11:  Syntéza 3'-O-[4-(azidomethyl)benzyl]-B-D-galaktopyranosyl-(1—1)-3-O-(4-{[4-
(brommethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-ylJmethyl} benzyl)- 1 -thio-p-D-galaktopyranosidu (3)
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Vychozi latka B-D-galaktopyranosyl)-(1—1)-1-thio-B-D-galaktopyranosid (1) reagovala v
pfitomnosti dibutylcinoxidu (BuSnO) s nadbytkem bromidu za vzniku selektivné C-3, C-3’
disubstituované slouceniny 2. Reakce probihala v pritomnosti katalyzatoru fazového transferu
tetra-n-butylamoniumbromidu (TBAB) v suchém dioxanu za zvySené teploty (82 az 84 °C).
Nasledné byla pomoci cykloadiéni click reakce terminalni azidové funkéni skupiny a alkynové
skupiny  propynylbromidu  (0,5eq.) za  katalyzy @ Cu(l) v pfitomnosti  tris-
hydroxypropyltriazolylmethylaminového ligandu (THPTA) pfipravena sloucenina 3.

Priklad 12: Syntéza 2-azidoethyl-3-O-benzyl-2-acetamido-2-deoxy-p-D-galaktopyranosyl-(1—4)-
2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosidu (7)

OH NO2 OH
T)éy&/ éﬁ/
8] O
HO O + HI?O 0\/-\N3
NHAc NHAc
4 5
Tyr47CHis TfHex NO,
pH 5.0, 5h /@’
o
OH
OH
0 /ﬁv
[0} e}
HO&N/O HO NHAc\/\N3
NHAc
6 TBAB
Bu,SnO
DIPEA
benzylbromid
suchy dioxan
24h, 84°C
Q, OH /ﬁv
O
\ésfo HO
NHAc
7

-17 -



20

CZ 309738 B6

Disacharid 6 byl pfipraven chemoenzymovou syntézou z akceptoru 2-azidoethyl-2-acetamido-2-
deoxy-B-D-glukopyranosidu (5 a donoru p-nitrofenyl-2-acetamido-2-deoxy--D-
galaktopyranosidu (4) za katalyzy mutantni Tyr470His B-N-acetylhexosaminidasou z Talaromyces
Sflavus (Tyrd70His 1/Hex) (Bojarova P. et al. J Nanobiotechnol. 2018, 16, 73). Benzyl byl
selektivné vnesen na C’-3 reakci 6 s benzylbromidem v pfitomnosti dibutylcinoxidu (Bu,SnO) za
vzniku substituovaného sacharidu 7.

Priklad 13: Syntéza 3-O-propynyl- B -D-galaktopyranosyl-(1—1)-3-O-[(4-bromfenyl)-1/-(1,2,3-
triazol-4-yl)methyl]-B-D-galaktopyranosidu (9)
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Vychozi latka B-D-galaktopyranosyl)-(1—1)-1-thio-B-D-galaktopyranosid (1) reagovala v
ptitomnosti cinového komplexu (Bu,SnO) s nadbytkem propynylbromidu za vzniku selektivné C-
3, C-3’ disubstituované slouceniny 8. Reakce probihala v pritomnosti katalyzatoru fazového
transferu (TBAB) v suchém dioxanu za zvysené teploty (82 az 94 °C). Druhy reakéni krok zaloZzeny
na Cu(l)-katalyzované azid-alkynové cykloadici 4-bromfenylazidu za katalyzy THPTA byl
proveden ve smési terc-butylalkoholu a vody za vzniku slouceniny 9.

Priklad 14: Syntéza 2-aminoethylthioureidyl-3-O-[(4-bromfenyl)-1/{-(1,2,3-triazol-4-yl)methyl]-
B-D-galaktopyranosyl-(1—3)-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosidu (15)
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Vychozi disacharid 12 byl pripraven chemoenzymovou syntézou z akceptoru (terc-
butoxykarbonylamino)ethylthioureidyl-2-acetamido-2-deoxy-f-D-glukopyranosidu (11)
(Bojarova P. et al. Molecules 2019, 24, 599) a donoru p-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosidu (10) za
katalyzy rekombinantni B3-galaktosidasou z Bacillus circulans. Disacharid 12 reagoval v
pfitomnosti dibutylcinoxidu (Bu,SnO) s nadbytkem propynylbromidu za vzniku selektivné C-3°
substituované slouceniny 13. Reakce probihala v pfitomnosti katalyzatoru fazového transferu
(TBAB) v suchém dioxanu za zvysené teploty (82 az 94 °C). Nasledny reakcni krok zalozeny na
Cu(I)-katalyzované cykloadici mezi terminalnim alkynem 13 a p-azidofenylbromidem v
ptitomnosti THPTA byl proveden ve smési terc-butylalkoholu a vody za vzniku slouceniny 14.
Nasledné odchranéni aminoskupiny za vzniku slouceniny 15 probéhlo v 1M HCI pii 4 °C po dobu
48 h.

Priklad 15: Syntéza B-D-GalNAc-(1—4)-B-D-GlcNAc-(1—-3)-B-D-Gal-(1—>4)-B-D-GlcNAc-1-O-
(2-aminoethylthioureidyl) (LacdiNAc-LacNAc-linker-NHo>; 20)
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Vychozi disacharid 16 byl pripraven chemoenzymovou syntézou z akceptoru (terc-
butoxykarbonylamino)ethylthioureidyl-2-acetamido-2-deoxy-p-D-glukopyranosidu (11)
(Bojarova P. et al. Molecules 2019, 24, 599) a donoru p-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosidu (10) za
katalyzy rekombinantni B4-galaktosidasou z Bacillus circulans. Disacharid 16 byl pouzit jako
akceptor pro glykosylaci B-D-GIcNAc jednotkou za katalyzy rekombinantni B-N-
acetylhexosaminidasou Bbhl z B.fidobacterium b fidum, selektivni pro tvorbu B(1—3) vazby.
Vznikly trisacharid 18 byl dale pouzit jako akceptor pro glykosylaci B-D-GalNAc za katalyzy
selektivni mutantni B-N-acetylhexosaminidasou z Talaromyces flavus za vzniku tetrasacharidu 19.
Nasledné odchranéni aminoskupiny u tetrasacharidu 19 za vzniku slouceniny 20 probéhlo v 1M
HCl pti 4 °C po dobu 48 h. Alternativné je mozné tuto slouceninu pfipravit pomoci
rekombinantnich glykosyltransferas dle postupii popsanych v literatute (Laaf D. et al. Bioconjug.
Chem. 2017, 28, 2832-2840).

Priklad 16: Syntéza konjugatu substituované¢ho sacharidu 15 s poly(HPMA-co-MA-AP-T1) (P9)
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25 mg polymeru P2 (obsahujiciho 14,6 pmol TT skupin) a 9,2 mg slouceniny 15 (13,1 umol) bylo
rozpusténo v 0,8 ml dimethylacetamidu a probublano argonem. Po ptidavku 2,3 pl N-
ethyldiisopropylaminu (13,1 pmol) byla reak¢éni smés michana 20 h pti pokojové teploté. Poté bylo
ptidano 1,1 pl I-aminopropan-2-olu (14,6 umol) a ponechano reagovat 1 h. Polymerni konjugat
byl ¢iStén od nizkomolekularnich ptimési gelovou filtraci na koloné Sephadex LH-20 v methanolu.
Polymerni frakce byla zbavena methanolu pomoci vakuové destilace a polymerni konjugat byl
1izolovan lyofilizovanim. Vytézek: 25,4 mg; 83,4 %; Molarni hmotnosti: M,, = 25400 g/mol, M, =
23 600 g/mol, & = 1,08; Obsah cukerné slozky v konjugatu byl 5,0 % mol.

Priklad 17: Syntéza konjugatu substituovaného sacharidu 3 s poly(HPMA-co-MA-AP-propynyl)em
(P10)
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Ke 2 mg CuSO45H,O (16 pmol) rozpuSténym v 25 pl vody bylo pfidano k roztoku 25 mg
poly(HPMA-co-MA-AP-propynylu), P4, (17,4 umol propynylovych skupin), 1,6 mg askorbatu
sodného (16,2 pmol) a 12,9 mg slouceniny 3 (16,2 umol) rozpusténych v 225 pl vody. Reakéni
smés byla probublana argonem pted a po pridavku siranu méd’'natého a michana 1 h pti pokojové
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teploté. Poté byl roztok natedén 1 ml 5% roztoku disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny,
polymerni konjugat byl ptecistén gelovou filtraci na koloné Sephadex G-25 ve vod¢ a lyofilizovan.
Konjugat byl rozpustén ve 2 ml methanolu a ptidan nadbytek 8-chinolinolu. Po 20 min byl vzorek
¢istén od zbytkové médi gelovou filtraci na koloné¢ Sephadex LH-20 v methanolu. Po odpareni
rozpoustédla byl polymer rozpustén ve vodé a lyofilizovan. Vytézek: 29,4 mg; 84,0 %; Molarni
hmotnosti: M., =27 500 g/mol, M, =25 200 g/mol, P = 1,09; Obsah cukerné slozky v konjugatu
byl 9,8 % mol.

Priklad 18: Syntéza kor jugatu substituovaného sacharidu 20 s poly(HPMA-co-MA-AP-T1) (P11)

EER

HN?
OH OH NH

N % e L

NHAc NHAc NHAc

Polymerni konjugat P11 byl pfipraven s riznym obsahem cukerné slozky. 20 mg polymeru P2
(obsahujiciho 16,4 pmol TT skupin) a 2,7 mg substituovaného sacharidu 20 (3,0 pmol) v ptipadé
ptipravy P11a, 5,3 mg substituovaného sacharidu 20 (5,9 pmol) v ptipad¢ pripravy P11b, 9,1 mg
substituovaného sacharidu 20 (10,2 pmol) v ptipadé pripravy P11¢, nebo 10,3 mg substituovaného
sacharidu 20 (11,2 pmol) v ptipad¢ pripravy P11d bylo rozpusténo v 1,2 ml smési
dimethylacetamidu se suchym methanolem (3:1) a probublano argonem. Po ptidavku 0,8 pl N-
ethyldiisopropylaminu (4,8 nmol) byla reakéni smés michana 20 h pfi pokojové teploté. Poté bylo
ptidano 1,5 pl I-aminopropan-2-olu (20 pmol) a ponechano reagovat 0,5 h. Polymerni konjugat
byl ¢istén od nizkomolekularnich ptimési gelovou filtraci na koloné Sephadex LH-20 v methanolu.
Polymerni frakce byla zbavena methanolu pomoci vakuové destilace a polymerni konjugat byl
1izolovan lyofilizaci. Charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Charakteristika pfipravenych glykopolymert nesoucich substituovany sacharid 20

Nazev Vytézek | Obsah cukerné My M, Dt
konjugatu | reakce (%) slozky (% (g/mol) T | (g/mol) F
mol.)*
Plla 88 2,6 22500 21700 | 1,04
P11b 90 4.9 24500 22400 1,09
Pllc 91 7,2 28300 27300 | 1,03
P11d 90 9,7 28200 26300 | 1,07

*QObsah substituovanych sacharidi byl stanoven pomoci 'H-NMR.
tMolarni hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci GPC, jak je uvedeno v prikladu 21.

Priklad 19: Syntéza konjugatu substituovaného sacharidu 7 s poly(HPMA-co-MA-AP-
azadibenzocyklooktynem) (P12)
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25 mg poly(HPMA-co-MA-AP-azadibenzocyklooktynu), P7, (8,9 pmol
azadibenzocyklooktynovych skupin) bylo rozpusténo v 300 pl methanolu, smichano s roztokem
6,3 mg substituované¢ho sacharidu 7 (11,0 pmol) v 200 pl methanolu a probublano argonem. Po
20 h michani pri pokojové teploté¢ byl polymerni konjugat cistén gelovou filtraci na koloné
Sephadex LH-20 v methanolu. Polymerni frakce byla zakoncentrovana na vakuu na 1 ml a polymer
byl izolovan precipitaci do nadbytku ethylacetatu (40 ml) a filtraci nasledovanou suSenim do
konstantni hmotnosti. Vytézek: 24,7 mg; 80,1 %; Molarni hmotnosti: M,, = 30 800 g/mol, M, =
28 000 g/mol, £ = 1,10; Obsah cukerné slozky v konjugatu byl 5,1 % mol.

Priklad 20: Syntéza korjugdatu substituovaného sacharidu 9 s poly(HPMA-co-MA-AP-
propylazidem) (P13)
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Polymerni konjugat P13 byl pfipraven s riznym obsahem cukerné slozky. 15 mg polymerniho
prekurzoru P8 bylo rozpusténo v 150 pl dimethylformamidu a smichéano s 3,54 mg (5,6 pmol),
nebo 6,3 mg (9,9 pmol) substituovaného sacharidu 9 v 300 dimethylformamidu pro ptipravu P13a,
¢i P13b, resp. Poté bylo ptidano 0,88 mg (6,2 pmol), nebo 2,42 mg (12,9 pmol) CuBr v pripadé¢
P13a, ¢i P13b, resp., a michano pri pokojové teploté Po 20 h byl pridan nadbytek 8-chinolinolu,
roztok byl michan dalSich 30 min a nafedén 2 ml methanolu. Polymerni konjugat byl precistén
gelovou filtraci na kolon¢ Sephadex LH-20 v methanolu. Frakce obsahujici polymer byla
odparena, produkt rozpustén ve vodé a lyofilizovan. P13a: Vytézek: 15,3 mg; molarni hmotnosti:
M., =28 600 g/mol, M, =25 900 g/mol, D = 1,1; obsah cukerné slozky v konjugatu byl 4,5 % mol.
P13b: Vytézek: 17,4 mg; molarni hmotnosti: M,, = 30 600 g/mol, M, = 28 100 g/mol, H = 1,1;
obsah cukerné slozky v konjugatu byl 8,9 % mol.

Priklad 21: Priklad charakterizace polymernich prekurzorii a kor jugatii

Pripravené kopolymery, polymerni prekurzory i jejich konjugaty se substituovanymi sacharidy
byly charakterizovany stanovenim vahového i pocetniho priméru molarnich hmotnosti (M, My) a
ptislusného indexu disperzity (P) pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC) na systému
vybaveném UV detektorem (Shimadzu, Japan), RI detektorem (Optilab REX, Wyatt Technology
Corp., USA) a vicethlovym detektorem rozptylu svétla (DAWN Heleos-II, Wyatt Technology
Corp., USA). Pro charakterizaci byla v ptipadé¢ SEC pouzita kolona TSK 3000 Super SW a jako
mobilni faze smés MeOH (80 %) a 0,3 M octanového pufru o pH 6,5 (20 %). Koncentrace vzorki
byla ve vSech ptipadech 3 mg/ml.

Obsah TT skupin byl stanoven spektrofotometricky na UV-VIS spektrofotometru Specord 205
(Analytik Jena, Némecko) v methanolu (&5 = 10 800 L.mol".cm™) podle literatury (Subr V. et al.
Biomacromolecules 2006, 7 (1), 122-130).

Obsah trojnych vazeb a konjugovanych substituovanych sacharidii byl stanoven pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR) na spektrometru Bruker Avance III 600 MHz ve vode¢.

Priklad 22: ELISA

Afinita Gal-3 k substituovanym sacharidiim a jejich konjugatiim s polymery byla stanovena za
pouziti kompetitivniho ELISA stanoveni (Bojarova P. et al. J Nanobiotechnol. 2018, 16, 73;
Bumba L. et al. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 372). Toto stanoveni dava predbéznou informaci o sile
vazby Gal-3 na glykokopolymery, ale je tieba jej brat pouze jako orientacni pomtcku a vzit
v Uvahu zvlasté biologicky t¢inek glykopolymert (viz priklady 25-27). V jamkach mikrotitra¢nich
destickovych modult F16 Maxisorp NUNC-Immuno Modules (Thermo Scientific, Roskilde,
Dansko) byl imobilizovan pres noc asialofetuin (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko; 0,1 pM
v PBS pufru, 50 pl, 5 pmol na jamku). Jamky byly nasledné vyblokovany BSA (2 % w/v)
rozpu$téném v PBS (1 h, teploté mistnosti). Posléze byla do jamek ptidana smés testované
slouceniny v riiznych koncentracich a Gal-3 (celkovy objem 50 pl; 4.5 uM finalni koncentrace Gal-
3) a inkubovany po dobu 2 hodin. Detekce navazaného Gal-3 byla provedena pomoci
monoklonalni anti-Hiss-IgGl mysi protilatky konjugované s kfenovou peroxidasou (Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko) rozpus§téné v PBS pufru (1:1000, 50 pl, 1 h, teploté mistnosti).
Substratovy roztok TMB One (Kem-En-Tec, Taastrup, Dansko) byl pouzit k zahéjeni
kolorimetrické reakce konjugované peroxidasy. Tato reakce byla zastavena ptidavkem 3 M HCI
(50 pl). Vazebny signal navazané¢ho Gal-3 byl stanoven spektrofotometricky pii 450 nm (Spectra
Max Plus, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Ziskané vysledky byly analyzovany za
pouziti softwaru Prism 7.0 (GraphPad, USA) a byly vyhodnoceny jako ICsp.
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Tabulka 2. Inhibi¢ni potencial vybranych sloucenin a konjugatii (ICsp) stanoveny metodou ELISA

Nazev konjugatu Obsah cukerné slozky ICso ICso
[% mol.]* na glykan [uM] | glykopolymeru [uM]
Laktosa - 132 -
Substituovany sacharid 20 - 7,21 -
Glykopolymer P11a 2,6 0,22 0,066
Glykopolymer P11b 4,9 0,14 0,023
Glykopolymer Pllc 7,2 4,8 0,51
Glykopolymer P11d 9,7 4,4 0,40
Substituovany sacharid 9 - 16 -
Glykopolymer P13a 4,5 28 4,2
Glykopolymer P13b 8,9 6,9 0,62

*Qbsah substituovanych sacharidi byl stanoven pomoci 'H-NMR.
T Ptevzato z literatury (Bocker S. et al. Biomolecules 2015, 5, 1671-1696)

Piiklad 23: Kvant.fikace produkce Gal-3 uvybranych nadorovych linii.

Bunécna Detekce Gal-3 s vyuzitim Exprese Gal-3 detekovana pomoci metody
linie prutokové cytometrie Western blot
Lokalizace na membrané | Lokalizace na membrané Intraceluldrni
4T1 Netestovano + ++
B16-F10 Netestovano + ++
CT26 Netestovano - ++
DLD-1 ++ + ++
HEK?293 ++ + ++
HT-29 + Netestovano Netestovano
Jurkat Netestovano - -
LNCaP - - -
OVCAR-3 ++ + ++
PC3 + + ++
Raji - Netestovano Netestovano
SU-DHL-5 - - B
SU-DHL-6 + Netestovano Netestovano
Vysvétlivky: Mira exprese Gal-3 — ,,-“ = nedetekovatelna, ,,+ = vyrazna, ,,++* = siln¢ vyrazna.

Priklad 24: Inhibice vazby externiho galektinu-3 na povrch bunék s expresi galektinu-3 pomoci

glykepolymeriu
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Schopnost glykopolymerli inhibovat vazbu externiho Gal-3 na povrch bunék byla prokazana
pomoci inhibiéniho vazebného testu pritokovou cytometrii. V testu byl pouzit proteinovy
konstrukt Gal-3-AVI nesouci na své N-koncové €asti aminokyselinovou sekvenci Avi-tag, ktera
umoziuje cilené navazani molekuly biotinu a jeho naslednou detekci pomoci fluorescencné
znaceného konjugatu streptavidin-fykoerytrin (L. Bumba et al. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 372). Jak
bylo zjisténo imunochemickym testem pomoci metody ELISA, vazebné vlastnosti nativniho Gal-
3 a Gal-3-AVI konstruktu jsou identické. Vazba glykopolymerti na Gal-3 inhibovala vazbu Gal-3
na povrch HEK293 bunék (imortalizovana bunécna linie lidskych zarodecnych ledvinovych
bunék), u nichz byla prokazana silna exprese Gal-3 (viz ptiklad 23) a zaroven velka kapacita
vyvazovat volny Gal-3 z roztoku.

Alikvoty Gal-3-AVI konstruktu (finalni koncentrace 10 pg/ml) byly smichany se zvySujici se
koncentraci glykopolymeru P11b (3 pM — 100 uM) nebo laktosy (3 nM — 100 mM) jako pozitivni
kontroly a inkubovany po dobu 30 minut na ledu v PBS pufru s ptidavkem 1% hovéziho sérového
albuminu (BSA). Tato smés byla pfidana k suspenzi HEK293 bunék (10° /ml) a pomalu
promichavana na ledu po dobu 30 min. Nasledné byly bunky promyty PBS pufrem a oznaceny
pomoci streptavidin-fykoerytrinového konjugatu (Biolegend, USA). Sila vazby Gal-3-AVI
konstruktu na povrch HEK293 bun¢k byla analyzovana pomoci pritokové cytometrie a
kvantifikovana jako relativni intenzita fluorescence ptfi 575 nm.

Tabulka 3. Inhibi¢ni potencial glykopolymeru P11b (ICsg) stanoveny v inhibi¢nim vazebném testu
s bunécnou linii HEK293 pomoci pritokové cytometrie

Nazev konjugatu Obsah cukerné slozky [% ICso glykopolymeru [uM]
mol.]*
Laktosa - 225
Glykopolymer P11b 4,9 0,057

*Qbsah substituovanych sacharidii byl stanoven pomoci 'H-NMR.
Priklad 25: Inhibice galektinem-3 indukované apcptozy lidskych T bunék pomoci glykopolymeri

Schopnost glykopolymerti ucinné inhibovat apoptézu indukovanou Gal-3 byla prokazana
prostfednictvim annexin V/ propidiumjodid apoptotického testu priitokovou cytometrii.
Experimenty byly provedeny na imortalizované bunééné linii lidskych T lymfocytl Jurkat. Bylo
prokazano, ze lidsky Gal-3 produkovany nadorovymi bunikami do okolniho prostfedi indukuje u
této linie apoptozu.

V pokusech in vitro byly Jurkat bunky preinkubovany s riznymi koncentracemi glykopolymerii
P11 a P13 (0,1; 1; 5; 10 a 50 uM) po dobu 5 minut a poté k nim byl pfidan 10 pM Gal-3.
Glykopolymery vyvazovaly volny Gal-3 zroztoku (okoli bun¢k), a ten tak nemohl indukovat
apoptozu Jurkat bungk. Uginnost inhibice Gal-3 glykopolymery byla stanovena jako mira apoptézy
bunék. Pro kontrolni experiment byl vyuzit ¢isty HPMA polymer bez substituovanych sacharidu.

Glykopolymery inhibovaly apoptézu indukovanou Gal-3. Maximalniho inhibi¢niho efektu bylo
dosazeno v koncentraci 5 pM nebo 1 puM v ptipadé testovaného konjugatu P11b nebo P11d (viz
Obr. 1 a2). Cisty HPMA polymer bez substituovanych sacharidi vykazoval také mirny protektivni
ucinek, a to v 50 uM koncentraci.

Glykopolymer P13 také prokazal vysoky inhibi¢ni efekt (viz obr. 3 a 4).

Priklad 26 (srovnavaci): Inhibice galektinem-3 indukované apoptozy lidskych T bunék (Jurkai)
pomoci glykepolymeru nesouciho jednoduchy disacharid LacdiNAc
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Tabulka 4. Charakteristika srovnavaciho glykopolymeru nesouciho jednoduchy disacharid
LacdiNAc

Nazev Obsah cukerné My M, bt ICso ICso
konjugatu slozky (% (g/mol)T | (g/mol) T na glykan | na glykopolymer [pM]
mol.)* [uM]
LacdiNAc-
HPMA 12,3 30100 | 28000 |1,07] 38,5 2,3

*Qbsah sacharidu byl stanoven pomoci 'H-NMR.
tMolarni hmotnosti a disperzita byly stanoveny pomoci GPC, jak je uvedeno v prikladu 21.

Obr. 5 znazornuje inhibici galektinem-3 indukované apoptdzy Jurkat bunék pomoci konjugatu
HPMA polymeru s jednoduchym disacharidem LacdiNAc (obsah LacdiNAc byl 12,3 % mol., viz
tabulka 4). S analogickym konjugatem s obsahem 8,4 % mol. LacdiNAc byly dosazeny stejné
vysledky. Jedna se o totozny disacharid jako v publikaci (Bojarova P. et al. J. Nanobiotechnol.
2018, 16, 73). Je evidentni, Ze v bunécnych testech vykazal tento konjugat vyrazné nizsi schopnost
inhibovat apoptdézu Jurkat bunék nez konjugaty se substituovanymi disacharidy, které jsou
pfedmétem vynalezu.

Priklad 27: Inhibice migrace lidskych i mysich nadorovych bunék

Migrace vybranych nadorovych bunék, které exprimuji Gal-3, byla studovana s vyuzitim tzv.
scratch testu. Tento test je zaloZen na nasazeni zkoumané bunécné kultury na kultivaéni misku, pfi
jejim 70 az 80 % nartstu jsou bunky hrotem 1 ml plastové Spicky seskrabnuty z povrchu v délce
cca 1 cm a Sifce cca 0,5 az 1 mm. Nasledné je vyménéno médium, v kterém jsou bunky
kultivovany, a nahrazeno Cerstvym médiem obsahujicim testované latky. Migrace bunék je poté
sledovana rychlosti a mirou zartstani vzniklé mezery.

Inhibi¢ni U¢inek polymertt Plla obsahujici 2,6 % mol. a Pllc obsahujicich 7,2 % mol.
tetrasacharidu byl sledovan po pridani k médiu mysich bunék nadoru prsu (4T1), mysi
melanoblastomové bunécéné linie (B16F10) a lidskych bunék kolorektalniho karcinomu (DLDI).
Polymerni konjugaty byly ptridany v koncentraci 10 uM nebo 20 uM. Po 24 a 48 h byla méfena
oblast, ktera zlistava bunikami neporostla, a byl sledovan rozdil v porovnani s kontrolni skupinou
bez ptidan¢ho polymerniho konjugatu. Obr. 6 ukazuje rozdily v Sifce zarostlé zony u kontrolniho
vzorku, ke kterému nebyl ptidan zadny polymerni konjugat (kontrola), dale vzorku, ke kterému
byl ptidan samotny HPMA polymer (pHPMA), a vzorkiim s konjugaty. V ptipadé bunék 4T1 a
BI6F10 oba konjugaty zplsobily inhibici migrace oproti kontrole i u vzorku inkubovanému s
polymernim nosi¢em. U bunék DLDI1 pouze konjugat s vys§im molarnim zastoupenim cukerné
slozky zptisobil inhibici migrace odlisnou od kontroly a polymerniho nosice.
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PATENTOVE NAROKY

1. Glykopolymer sestavajici z HPMA polymerii s obsahem od 0,5 do 25 % mol.

— strukturnich jednotek vzorce I:

O

HN
1

2

r—<—=<

inker

m_

ubstituovany sachand

W)
kde
Y! je vybran ze skupiny tvotené alkylenem majicim 1 az 8 atomt uhliku;

Y? je vybran ze skupiny zahrnujici vazbu, karbamoyl, karbamoyl-(C1-C8-alkylen), pfi¢emz
karbamoylem se rozumi skupina —C(=0)-NH- i skupina -NH-C(=0)-;

Linker je vybran ze skupiny zahrnujici 1,2,3-triazolylen, (C1 alkyl)-1,2,3-triazolylen; -NH-
C(=S)-NH-(CH2),-NH-C(=0)-;

pri¢emz Substituovany sacharid je substituovany sacharid obecného vzorce Ille;

a popripadé

— koncovych skupin o vzorci —S-sukcinimid-(CH>),-Linker-Substituovany sacharid nebo —
C(CN)(CH3)-(C1-C4 alkylen)-Linker-Substituovany sacharid; kde r je vybrano ze skupiny
zahrnujici 1, 2 a 3, a Linker a Substituovany sacharid jsou definovany vyse;

pri€emz substituovany sacharid obecného vzorce Ille je

HO Ogs OH Ot oy OH
1y y_ %N/O 2 o&% O oy
R'=X-Y-Z 3~ HO o R4 —
R RJu Rz" R3w
(IlTe)
kde
R! je vodik;
X je vazba,
Y je vazba,
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Zje O,

RZ, R, R¥, R* jsou nezavisle vybrany ze skupiny obsahujici hydroxyskupinu, acetamidoskupinu,
R* je vazba k Linkeru,

R® je vodik;

pti¢emz glykopolymer volitelné dale obsahuje vétvici jednotky, pficemz vétvicimi jednotkami
jsou amidoaminové jednotky nebo 2,2-bis(hydroxymethyl)propionové jednotky.

TE TR

2. Glykopolymer podle naroku 1, ktery ma vzorec:

HN HN
HO
0
HN?
OH OH OH OH \H
"Woo "W oo |
o]
HO 076 o] 07 NS
NHAc NHAc OH NHAc

3. Glykopolymer podle naroku 1 nebo 2 pro pouziti pro lécbu pevnych nadort, lymfomu nebo
leukemie.

4. Glykopolymer podle naroku 1 nebo 2 pro pouziti jako adjuvans nebo imunomodulant.

5. Farmaceuticka kompozice, vyznacena tim, Ze obsahuje glykopolymer podle naroku 1 nebo 2
a alespon jednu farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku vybranou ze skupiny zahrnujici plniva,
antiadheziva, pojiva, potahovaci latky, barviva, bobtnadla, ochucovadla, maziva, konzervanty,
sladidla, sorbenty.

3 vykresy
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