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Komplexy ruthenia pro inhibici galektint, zpusob jejich vyroby a jejich pouziti

Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka komplexu ruthenia, které vykazuji vyznamnou afinitu a selektivitu

vuci lidskému galektinu 1 a maji tedy potencial stat se aktivnimi latkami l1€¢iv inhibujicich galektin
1 pro pouziti napriklad pfi 1é€b€ nadorovych onemocnéni, fibrotickych onemocnéni, infekce HIV.

Dosavadni stav techniky

Galektiny jsou proteiny ze skupiny lektini definované sekvencni homologii a schopnosti
nekovalentné vazat B-galaktosidy. U saveu je popsano 16 druhi galektini, pficemz 13 z nich se
vyskytuje u cClovéka. VSechny typy galektinh maji evolucné konzervovanou doménu
rozpoznavajici sacharidy (tzv. carbohydrate recognition domain, CRD) sloZzenou z pfiblizn¢ 130
aminokyselin poskladanych do B-sendvicové struktury tvorené péti- a SestiCetnymi antiparalelnimi
strukturami (-skladaného listu.

Na zaklad¢ typu kvartemi struktury se galektiny déli do 3 skupin:

1. Prototypické galektiny: obsahuji jednu CRD, ktera ve fyziologickych podminkach
samovoln¢ vytvari nekovalentni homodimer. Patfi mezi n¢ galektiny 1, 2, 5, 7, 10, 11,
13,14, 15 a 16.

2. Tandemové galektiny: disponuji dvéma CRD propojenymi kratkou peptidovou spojkou.
Do této skupiny patii galektiny 4, 6, 8, 9a 12.

3. Chimericky galektin 3, ktery ve své struktufe obsahuje CRD a N-terminalni
polypeptidovy fetézec tvoreny asi 120 aminokyselinami, pomoci kterého je schopen
vytvaret nekovalentn¢ vazané oligomerni struktury.

Typické endogenni ligandy jsou disacharidy N-acetyllaktosamin (Galfl1-4GlcNAc) a laktdza
(Galp1-4Glc). Vazba mezi galektinem a disachandy probiha v relativné mélkém vazebném misté
na vysoce konzervovanych vazebnych segmentech (anglicky subsites) C a D. Vlastni interakci
zajistuje 6 aminokyselin vazebné kavity, a to jak prostfednictvim vodikovych vazeb mezi t€émito
aminokyselinami (typicky histidinem, argininem a asparaginem) a hydroxylovymi skupinami
disacharidu, tak 1 CH-m interakci mezi nepolarni a-stranou B-galaktosidu a aminokyselinou
tryptofanem. V sousedstvi segmenti C a D se nachazi méné konzervované segmenty A, B a E,
které se ve vEétsi mife nez segmenty C a D 1i§i v zavislosti na typu galektinu a mohou se zapojovat
do interakce s rozsahlejSimi ligandy, nez jsou disacharidy.

Galektiny v organismu vykonavaji fadu biologickych funkci, mimo jiné¢ se podili na udrzovani
bunééné homeostazy, regulaci bunécné apoptdzy nebo angiogenezi. Zaroven je zména exprese
galektinu (velmi ¢asto jde o jejich nadprodukci) spojena s mnoha patologickymi stavy: rakovinou,
HIV infekei, plicni fibrozou, zanéty €1 autoimunitnimi onemocnénimi. V nadorovych buikach a
tkanich jsou galektiny spoluzodpovédné za bunécnou maligni transformaci a nasledné vymanéni
se nadorové tkan¢ imunitnimu dozoru (anglicky immune escape), coZz je spojeno s progresi
nadorového onemocnéni véetné zesilené invazivity, angiogeneze, migrace nadorovych bun¢k a
tvorbou metastaz. Proto jsou galektiny v soucasné dobé povazovany za slibny terapeuticky cil.

Prirozené a syntetické ligandy galektini

Mezi piirozené (endogenni) ligandy galektini patii krom¢ vySe zminénych disacharida struktury
vzniklé jejich dal§i modifikaci (napf. Lewisovy antigeny) a oligomerizaci (napf. poly-N-
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acetyllaktosamin). Mezi syntetické sacharidové ligandy s vazbou na galektiny patfi napf. a-
thiogalaktosidy a thiodigalaktosidy (Cummings R. D.; Liu F. T.; Rabinovich G. A ; et al. Galectins.
In: Varki A_; Cummings R. D.; Esko J. D.; et al., editors. Essentials of Glycobiology [Internet]. 4th
edition. Cold Spring Harbor (NY): Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2022. Chapter 36.
Available from: https://www.ncbi.nlm .nih.gov/books/NBK 579987/ doi:
10.1101/glycobiology.4e.36). Protoze nékteré hydroxylové skupiny se neucastni interakce s
galektinem, mohou byt modifikovany s cilem zvysit afinitu nebo selektivitu interakce (Denavit,
V., Lainé, D.; Tremblay, T.; St-Gelais, J.; Giguere, D., Synthetic inhibitors of galectins: Structures
and syntheses. Trends in Glycoscience and Glycotechnology 2018, 30 (172), SE21-SE40; Kurfiit,
M.; Dracinsky, M.; Cervenkova Stastna, L.; Cufinova, P.; Hamala, V.; Hovorkova, M. Bojarova,
P.; Karban, J., Selectively Deoxyfluorinated N-Acetyllactosamine Analogues as '°F NMR Probes
to Study Carbohydrate-Galectin Interactions. Chemistry—A Furopean Journal 2021, 27 (51),
13040-13051).

Nahradou n¢kterych z téchto nevazebnych hydroxylu arenovymi strukturami nesoucimi
halogenov¢ substituenty vznikaji latky s vyrazné vyssi afinitou ke galektinum, nez maji jejich
pfirozené ligandy. Siln¢j§i afinita téchto inhibitori ke galektinim je zapfi¢inéna jak m-n
interakcemi mezi arenovymi strukturami a aromatickymi aminokyselinami galekting, tak 1 dal§imi
interakcemi mezi halogeny a polamimi skupinami aminokyselin. Vét§ina syntetickych inhibitort
s farmakologickym potencialem ma vyrazné¢ vyssi afinitu ke galektinu-3 nez ke galektinu 1.
Naopak vysoce afinitni a zarovei vysoce selektivni inhibitory galektinu 1 dosud nebyly pfipraveny.
Mezi nejsilnéjsi a klinicky nejslibnéjsi inhibitory galektinu patfi selektivni inhibitory galektinu-3:
GB139 (Hirani, N.; MacKinnon, A. C.; Nicol, L.; Ford, P.; Schambye, H.; Pedersen, A.; Nilsson,
U. J.; Leffler, H.; Sethi, T.; Tantawi, S., Target inhibition of galectin-3 by inhaled TD139 in
patients with idiopathic pulmonary fibrosis. FEuropean Respiratory Journal 2021, 57 (5)), nyni ve
2. fazi klinickych testi pro 1é¢bu plicni fibrozy, a GB1211 (Zetterberg, F. R.; MacKinnon, A ;
Brimert, T.; Gravelle, L.; Johnsson, R. E.; Kahl-Knutson, B.; Leffler, H.; Nilsson, U. J.; Pedersen,
A.; Peterson, K., Discovery and Optimization of the First Highly Effective and Orally Available
Galectin-3 Inhibitors for Treatment of Fibrotic Disease. Journal of Medicinal Chemistry 2022, 65
(19), 12626-12638), nyni ve 2. fazi klinickych testa pro 1é¢bu poskozeni jater a ve 2. fazi klinickych
testi pro 1écbu nemalobunéného karcinomu plic. V pfipravé jsou klinické studie pro 1é¢bu
myelofibrézy a spinocelulamiho karcinomu hlavy a krku.

Struktura latky GB139 a jejich analog vychazi z thiodigalaktosidového skeletu modifikovaného na
obou galakto jednotkach na uhliku C3. Substituce C3 hydroxylu za arenové motivy vyrazn¢ navysi
afinitu ke galektinum, obzvlasté galektinu-3. Arenové motivy mohou byt na thiodigalaktosidovy
skelet navazany pomoci éterické, esterové nebo amidické vazby, pripadné pres 1,2,3-triazol
vytvoreny azid-alkynovou cykloadiéni reakci, jak je tomu u GB139. Struktury thiodigalaktosidu a
GB139 zobrazuje Schema 1 nize.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK579987/
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Lidsky Galektin 1

Galektin 1 je kodovan genem LGASLI a vyskytuje se cytoplazmé, bunééném jadie 1 v
extracelularnim prostoru. Jedna se o prototypicky galektin, ktery se v extracelulamim prostoru
vyskytuje prevazné ve form¢ homodimeru. V této formé se muze galektin 1 podilet na bunécné
signalizaci, adhezi a dalSich bunéénych procesech. Galektin 1 hraje prominentni roli v fizeni
imunitniho systému: reguluje proliferaci B-bunék a udrzuje homeostazu T-bunék, pfi¢emz vysoké
koncentrace galektinu 1 mohou vyvolat apoptézu T-bunék. Zaroven hladina galektinu-1 ovliviiuje
fagocytozu a aktivaci peritonealnich makrofagu.

Zvysena koncentrace galektinu 1 byla pozorovana u rakoviny prostaty, plic, mléén¢ zlazy, tlustého
stieva, mocovych cest, ledvin, lymfatickych uzlin, kize, slinivky bfisni, homich ¢asti zazivaciho
traktu, Stitn¢ zlazy, zaludku, mozku, michy, vajecnika, jater, bilych krvinek a délohy. Nadprodukce
galektinu-1 je asociovana s neckontrolovanym ristem a tvorbou metastaz u nadorovych
onemocnéni, podporuje angiogenezi v nadorovych tkanich a zvySuje odolnost nadoru viugci
imunitnimu dozoru. Potlaceni exprese galektinu 1 v nadorovych bunkach v in vitro 1 in vivo
experimentech vcetné inhibice galektinu 1 pomoci syntetickych inhibitorii snizuje schopnost
nadort metastazovat a zaroven zvySuje ucinnost dalsi protinadorové 1€Cby, jakou je radioterapie €i
chemoterapie (Astorgues-Xerri, L.; Riveiro, M. E.; Tijeras-Raballand, A.; Serova, M.; Neuzillet,
C.; Albert, S.; Raymond, E.; Faivre, S., Unraveling galectin-1 as a novel therapeutic target for
cancer. Cancer treatment reviews 2014, 40 (2), 307-319), napf. inhibice galektinu 1 zvysila
sensitivitu nadorovych bun¢k karcinomu vajecniku vici protinadorovému lécivu Paclitaxel (Shih,
T.-C.; Liu, R.; Fung, G.; Bhardwaj, G.; Ghosh, P. M.; Lam, K. S., A Novel Galectin-1 Inhibitor
Discovered through One-Bead Two-Compound Library Potentiates the Antitumor Effects of
Paclitaxel in. Molecular cancer therapeutics 2017, 16 (7), 1212-1223). Potlaceni exprese galektinu
1 rovnéz zvysilo sensitivitu nadorovych bun¢k rakoviny prsu vici protinddorovym I€€ivim
Paclitaxel a Adriamycin (Wang, F.; Lv, P.; Gu, Y ; Li, L.; Ge, X.; Guo, G., Galectin-1 knockdown
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improves drug sensitivity of breast cancer by reducing P-glycoprotein expression through
inhibiting the Raf-1/AP-1 signaling pathway. Oncotarget 2017, 8 (15), 25097). Inhibice galektinu
1 zvySuje sensitivitu nadorovych bun¢k pfi radioterapii a zaroven snizuje radiaéné indukovanou
lymfopenii (Welsh, J. W.; Seyedin, S. N.; Cortez, M. A_; Maity, A.; Hahn, S. M., Galectin-1 and
Immune Suppression during Radiotherapy. Clinical Cancer Research 2014, 20 (24), 6230-6232).

Pritomnost galektinu 1 taktéz napomaha adhezi viru lidské imunodeficience typu 1 (HIV-1) na
makrofagy, ¢imz vyrazn¢ zvysuje riziko infekce a rychlost jejiho Sifeni v napadeném organizmu.
Homodimer galektinu 1 mize pomoci jedné ze svych dvou CRD vazat sacharidové¢ struktury na
povrchu makrofagu a druhou CRD vazat sacharidové struktury na povrchu HIV-1, ¢imZ usnadni
interakci mezi glykoproteinem CD4 napadené bunky a HIV glykoproteinem gb120 nutnou k fuzi
viru s napadenou burikou. Tento efekt byl prokazan pouze u galektinu 1, nikoliv u galektinu 3. U
pacientu infikovanych HIV-1 dochazi soucasné k dal§imu patologickému stavu spojenému s
galektinem 1. Infekce HIV-1 u T-lymfocyti zapficini aberantni glykosylaci membranovych
proteint vedouci ke kumulaci (poly)laktosaminovych struktur, které patfi mezi pfirozené ligandy
galektinu 1. Interakce (poly)laktosaminovych struktur napadenych buné¢k s galektinem 1 nasledné
indukuje apoptézu napadenych i nenapadenych T-lymfocyti a uvolnéni virionu do okolniho
prostiedi.

Potfeba novych a ucinnych inhibitori galektint, zejména se selektivitou vuci galektinu 1, tedy
pietrvava.

Podstata vvnalezu

Predkladany vynalez se tyka sloucenin (komplexu ruthenia), u kterych bylo zjisténo, ze selektivné
inhibuji galektin 1, a jsou tedy vyznamné jak pro farmaceuticky prumysl a pfipravu novych 1é¢iv,
tak pro studium funkce galektinii v zakladnim 1 aplikovaném vyzkumu, in vitro a in vivo. Na rozdil
od dosud znamych inhibitoru galektini jsou slouéeniny dle predkladaného vynalezu selektivni vici
galektinu 1, dokazi tedy inhibovat galektin 1 v pfitomnosti ostatnich galektinti. Na rozdil od
planarnich arent, které jsou soucasti dosud znamych inhibitort galektinu (GB139 a jeho analoga),
se organokovové komplexy vyznacuji tfirozmémou strukturou, velmi obtizn¢ dosazitelnou pomoci
pouze organickych (neorganometallickych) struktur. Tyto 3D komplexy umoziuji struktumné
daleko bohatsi prostorovou organizaci substituenti a funkénich skupin, nez dovoluji Cisté
organické inhibitory, a tim i ucinnéjsi obsazeni vazebné kavity a formovani dalSich interakci
ruthenia miize navic vytvarit dalsi elektrostatické interakce se zaporné€ nabitymi aminokyselinami
proteinu.

Predmétem predkladaného vynalezu jsou slouceniny obecného vzorce (I), které maji nasleduyjici
strukturu:

R
1 2
Ry R P
m" ﬁ‘uR"*
R Ru
R FTy—y OHOH
N’ 1;’ “.I\}( O
PR &’A
DN Vi OH
DQ::B,/-’,D
.
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Jedna se o kladn¢ nabity komplex ruthemia, jehoz kladny naboj je kompenzovan v podstaté
jakymkoliv farmaceuticky akceptovatelnym anionem, vhodnymi aniony jsou napiiklad halogeny
(F, CI, Br, I), PFs, Zn.Cls>, BFs nebo BRs, pficemz R je phenyl substituovany
elektronakceptornimi skupinami jako jsou halogeny (F, Cl), CF;, CN nebo NO:-.

Jednim z liganda kationtu ruthenia je cyklopentadienylovy anion (n=1) nebo benzen (n=2), které
mohou byt substituované ¢i nesubstituovang, a které jsou koordinované k ionu ruthenia pomoci
(m°-CsHs) nebo (0°-CéHs) vazby. R', R?, R®, R* a R™ tedy mohou byt nezavisle vybrané ze skupiny,
zahmujici H a (C; az Ce)alkyl.

Dal§im ligandem je B, vybrané ze skupiny zahmujici monovalentni zapomé nabité ligandy a
neutralni ligandy, s vyhodou je B vybrané ze skupiny zahrnujici F-, CI', Br, I, CN", pokud je
prvnim ligandem neutralni derivat benzenu, nebo je B vybrané ze skupiny zahrnujici CO, CH;CN,
pokud je prvnim ligandem zaporn¢ nabity derivat cyklopentadienylu.

Treti ligand obsahuje dva aromatické dusikaté heterocykly, které se koordinuji ke kationu ruthenia
dusikovymi atomy. Krom¢ koordinujiciho se atomu dusiku mohou tyto heterocykly dale obsahovat
1 dalsi heteroatomy (N, O) nebo CH, popfipad¢ uhlik. V obecném vzorci (I) jsou mozné nasleduyjici
kombinace:

X je CHnebo N;

D, Y a Z jsou nezavisle CH, N nebo O, s vyhodou jsou D, Y a Z nezavisle CH nebo N;
A je vybran¢ ze skupiny zahrnujici struktury (II) a (IIT)

ol

NHAC
(I1)
R3
R R
OH Z +.‘"‘1 n
T
N L
g—s 0 \:‘(—--/‘ \
OH ~N
HO ;‘, \1?
D‘{‘B;;'}D
(II0),

piiéemz skupiny B, X, Z, Y, D, R!, R?, R?, R* a R™ jsou definované vyse, n je 1 nebo 2.
V jednom provedeni plati, ze alesponi jeden z X, Y, a Z je CH.
V jednom provedeni alespon dva z X, Y a Z jsou CH.
V jednom provedeni X, Y a Z jsou CH.
V jednom provedeni plati, ze alesponi dvé D jsou CH.

V jednom provedeni alespon tii D jsou CH.
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V jednom provedeni v§echna D jsou CH, vyslednym Sesticlennym heterocyklem je tedy pyridinovy
heterocyklus.

V jednom provedeni jsou R!, R R?, R* a R™ nezavisle vybrané ze skupiny, zahmujici H, -CHs
nebo ~CH(CHz)s.

Ve vyhodném provedeni je Y péti¢lenného heterocyklu CH a soucasné X a Z jsou N, vyslednym
péticlennym  heterocyklem je tedy tnazolovy heterocyklus, vyhodnéji 1,2 3-triazolovy

heterocyklus.

V jednom provedeni je strukturni jednotka (IV)

av)

vybrana ze skupiny zahmujici cyklopentadien, pentamethylcyklopentadien, benzen, p-cymen,
1,3,5-trimethylbenzen, hexamethylbenzen. S vyhodou je strukturni jednotkou (IV) p-cymen.

V jednom provedeni je pfedmétem vynalezu slou¢enina obecného vzorce (Ia)

R
R™ R OH
{ TN=N OH
/ y 0
N Ni}f
I|J/ X X oH
DM /D
“‘\.D/
(Ta),
OH
}O/ﬂ/ocm
HO NHA
. ’ ’w . C
kde B, D, R, R% R’  R* a R™ jsou definovany vyse a E je nebo
RJ
B\
oH N e i
g_s P~ VR F\I’u R Rm
o] = N
Ho™ O D
D':-\ B
\DL;;D

S vyhodou D je CH. S vyhodou strukturni jednotka (IV) je vybrana ze skupiny zahrnujici
cyklopentadien, pentamethylcyklopentadien, benzen, p-cymen, 1,3,5-trimethylbenzen,
hexamethylbenzen. Vyhodnéji je strukturni jednotkou (IV) p-cymen.

Nejvyhodnéji je sloucenina obecného vzorce (I) vybrana ze skupiny sestavajici z:
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<.l Oton oH
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Cl
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CH =/ Ru'
HO™ &y R,'u“q
&

pricemz kladny naboj slouceniny je kompenzovan aniontem, vybranym z Cl-a PFs".

&

%

B}

Slouceniny obecného vzorce (I), ve kterych je pétiClennym dusikatym heterocyklem 1,2,3-
triazolovy heterocyklus, 1ze pripravit z azidového prekurzoru obecného vzorce (V)

OROR
2
Na A
OR'
(V).
o= O ocH,
. . . RO NHAc
kde R’ je H nebo Ac (Ac zna¢i skupinu CH;-C(=0)-); a kde A’ je nebo
R'O
g_s/%;:Nz
o)
ro” OR'

reakci s ethynyl derivatem Sesti¢lenného dusikatého heterocyklu, naptiklad 2-ethynylpyridinem,
pii které dojde k Huisgenové cykloadici azidové skupiny na trojnou vazbu za vzniku triazolu.
Typicky lze tuto reakci provést v pritomnosti modré skalice a kyseliny askorbové, jako
rozpoustédlo muze slouzit napfiklad dimethylformamid, dimethylsulfoxid, methanol ¢i jiné
alkoholy, tetrahydrofuran ¢i jing ethery, aceton, voda ¢i jejich smési. Reakce prob€hne pri teploté
v rozmezi od 20 do 50 °C, doba reakce je v rozmezi 0,5 az 5 hodin, za vzniku meziproduktu
obecného vzorce (VIa)

N:N ORF OR'
_N \ ©
DA N A"
'S
\5—’ D

(VIa),
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}O/ﬂ/ocw
R'O
. . NHAG
kde R* a D ]sou definované vyse a A~ je nebo
% (O
o OR\’%, I
ot 5D
y
BF

Vychozi prekurzor obecného vzorce (V) je komercné dostupny nebo jej 1ze ziskat standardnimi
postupy dle Mandal, S.; Nilsson, U. J., Tri-isopropylsilyl thioglycosides as masked glycosyl thiol
nucleophiles for the synthesis of S-linked glycosides and glyco-conjugates. Organic &
Biomolecular Chemistry 2014, 12 (27), 4816-4819; WO 2013/110704 A1, Kurfift, M.; Dracinsky,
M.; Cervenkova Stastna, L.; Cufinova, P.; Hamala, V.; Hovorkova, M. Bojarova, P.; Karban, J.,
Selectively Deoxyfluorinated N-Acetyllactosamine Analogues as 'F NMR Probes to Study
Carbohydrate-Galectin Interactions. Chemistry—A Furopean Journal 2021, 27 (51), 13040-13051.

Pokud R’ je Ac, nasleduje v dalS§im kroku hydrolyza OAc skupin na skupiny OH. Tento krok lze
provést napiiklad bazickou hydrolyzou pomoci methanolatu sodného v methanolu (napfiklad pfi
pH 8 az 10 pii laboratomi teploté po dobu 10 az 24 hodin). Vysledkem tohoto kroku je slouc¢enina
obecného vzorce (VIb)

N—N OH O
_N \ ©
D s N A
D’i‘ } OH
\“b—’-_;:D
(VIb),
OH
O
o OCH;
HO
. . NHAC
kde D je definované vySe a A’ je nebo
OH
s
G
Ho~ OH N
5D
/.‘/
D——

Poslednim krokem je reakce slouceniny obecného vzorce (VIb) s komplexem ruthenia obecného
vzorce [RulLB:],, kde L je strukturni jednotka (IV), jak je definovana vyse, a B je definovano vyse,
za vzniku slouceniny obecného vzorce (I). Komplexem ruthenia obecného vzorce [RuLB:]> muze
byt napfiklad [Ru(p-cymen)Cl:],. Tato reakce probiha typicky pii laboratomi teplot¢, v organickém
rozpoustédle, ve kterém je [RuLB:]> rozpustny, napiiklad v dichlormethanu, chloroformu,
methanolu ¢1 jinych alkoholu, acetonu, vodé€, nebo jejich smésich. V provedeni, kdy anion
kompenzujici kladné nabity komplex ruthenia pfipravované slouceniny obecného vzorce (I) ma
byt jiny nez Cl, potom se krok reakce slouéeniny obecného vzorce (VIb) s komplexem ruthenia
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provede v pfitomnosti tohoto aniontu, tedy napfiklad v pfitomnosti KI, KPFs, KBF4, KBR4, NaBR4
nebo LiBR4, pfi¢emz R je fenyl substituovany elektronakceptornimi skupinami jako jsou halogeny
(F, C1), CF;, CN nebo NO, a dalsimi. Doba této reakce je fadové v jednotkach minut, s vyhodou
v rozmezi od 1 do 20 minut, vyhodnéji od 2 do 15 minut, jest€¢ vyhodnéji od 5 do 10 minut.

Uvedenym zpusobem lze pfipravit slouceniny obecného vzorce (Ia)

R
2
a " B R
§ Ty OH M
i Y o
N N\%A,E
Il
D7 \r/%/ OH
\\ ‘;
(la),

kde B, D, E, R}, R%, R3, R* a R™ jsou definovany vyse.

Predmétem predkladan¢ho vynalezu je dale pouziti sloucenin obecného vzorce (I), definovanych
vyse. Uvedené slouceniny lze pouzit jako soucast analytické sondy pro stanoveni afinit ligandi ke
galektinum, zejména ke galektinu-1. Vyuziti slouéenin (I) pro analytické ucely bud’ vyuziva
elektroaktivity atomu ruthenia pfi designu analytické metody, nebo se opira 0 moznost kovalentné
navazat na latku obecného vzorce (I) fluorescenéné aktivni substituent, napriklad fluorescein.
Latka obecného vzorce (I) nesouci fluorescenéné aktivni substituent se vyuzije jako kompetitivni
fluorescencni sonda pfi stanoveni afinit jinych latek ke galektinim metodou fluorescencni
anisotropie.

Dal§i pouziti sloucenin obecného vzorce (I) je v medicing, zejména pfi léceni onemocnéni
spojenych s nadprodukci galektini, zejména galektinu 1, s vyhodou vybranych ze skupiny

zahmujici nadorova onemocnéni, fibroticka onemocnéni, infekce HIV-1.

Dal$i pouziti sloucenin obecného vzorce (I) je pro inhibici galektint, in vivo nebo in vitro.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Materidaly a metody

Chemikalie byly pouzity ve stavu, ve kterém byly dodany od dodavateli Merck KGaA, Thermo
Fisher Scientific a Fluorochem Ltd. Bunééné linie HEK-293, A2780, SK-OV-3, MDA-MB-231,
MCF-7 a MCF-10A byly ziskany z ATCC sbirky. Dichlormethan byl susen destilaci s CaH, a
stanim nad 3 A molekulovymi sity. Petrolether byl pied pouzitim predestilovan. TLC analyza byla
provadéna pomoci TLC desek Sigma-Aldrich TLC Silica gel 60 F254 a latky byly detekovany
pomoci UV lampy pfi 254 nm nebo obarvenim pomoci roztoku anyzaldehydu (EtOH, AcOH,
H,S0.). Sloupcova chromatografic byla provadéna na silikagelu 60 (70-230 mesh, Material
Harvest). Roztoky byly koncentrovany na rotacnich vakuovych odparkach pfi teplotach nizsich
nez 45 °C. NMR spektra byla pofizena na NMR spektrometru Bruker Avance 400 ("H pii 400, 1
MHz, '°F pfi 376,4 MHz, "*C pfi 100,6 MHz, *'P pfi 162,0 MHz) pii 25 °C. 'H a *C{'H} NMR
spektra byla referencovana na pouzité rozpoustédlo (&/ppm; 6H/6C: CDCls, 7,26/77,16, MeOH-d.,
3,31/49,00 DMSO-ds, 2,50/39,52). 'F NMR spektra byla referencovana na pridany vnitini
standard hexafluorobenzen (—166.62 v MeOH-ds;). Kombinace 1D a 2D experimenta ('H,'H-
COSY, 'H,"*C-HSQC a 'H,"*C-HMBC) byla pouzita k pfifazeni v§ech vodikovych a uhlikovych
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signali. HRMS analyza byla provedena pomoci Bruker MicrOTOF-QIII, za pouziti APCI nebo

ESI ionizace v pozitivnim ¢i negativnim modu. EtOAc znaci ethyl acetat, PE petrolether, DCM

dichloromethan, MeOH methanol, EtOH ethanol, AcOH kyselinu octovou, Ac,O acetanhydrd a

DMF dimethylformamid. GB139 byla pfipravena podle znamého postupu (Organic &
5 Biomolecular Chemistry 2014, 12 (27), 4816-4819).

Schéma syntézy:

QALOAC

g

_ - CUSO4 5H20
= % g kyselina askorbova
N DMF. 2 b, 40°C
64%

OR_.CR RO
N =N‘N 0
N e 5 [a) M- N
R =
| RO Ao

] H
CH3OMa, CHaCH 3 R = Ac Ry
i1Zzh J R=H 99% =

[Ruip-eymenClzla
CHaCly, CHaGH, 1t 10 min

[Rup-cymen)Cla]s, KPFg
CHoClz, CHZOH, rt, 10 min

67% 585
OH_-OH HO
p 0
N&L/S t
5
10
1 PhSTMS, Znl,, Y3 OBn NIS TIOH  zety OAc OEn
460 __CICH,CHCLL, 12h 0 HO’éT'\/ CHzUz 0, a
¢ T2 Aco.py. 0 120" SPh” oTAN M g Ot
? NPhth BnQ
g Ohc 74% 80% Ac Fhih
1. NaBr0,, Na,5,0, OH OH
EtOAc.H,0, t, 6 h OH_oH 1. Ac,0.py. 1. 12h
2 H,N(CH,),NH,, CHy0H, e
8 x4 S:_:e.. CuS0.5H,0 NHN
3. Ac;0, CHyOH. 7, 2h MHAC kyselina aakorb::va
79% DMF, 2 h, 40°C
3 MeONa MeOH. . 12 h
89%
10 [Rulp-eymen)Cl,],
CH,Cl. CH3OH. 1t 10 min
&4%
rt = laboratorni teplota
15

Priklad 1: Klonovdni a priprava galektinii 1 a 3
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Koédujici sekvence lidského galektinu 1 a3 (NM_002305.4 aNM_002306) byly klonovany pomoci
technologie Gateway rekombinace (Invitrogen) do vektoru pDEST15 obsahujiciho N-koncovou
His6-GST znacku Stépitelnou TEV proteazou (Tobacco Etch Virus nuclear-inclusion-a
endopeptidase). Oba klonované geny byly exprimovany v E. coli BL21 RILP. Bakterie byly
kultivovany ve 100 ml LB média (10 g/l trypton, 5 g/l kvasinkovy extrakt, 5 g/l NaCl) s
ampicilinem (100 pg/ml) a chloramfenikolem (30 pg /ml) pfes noc pfi 37 °C, 220 ot./min. Kultura
byla nafedéna do celkového objemu 2,51 v LB médiu (doplnéno o ampicilin a chloramfenikol) na
optickou hustotu Aseo= 0,1 a kultivovana 2-3 hodiny. Po dosazeni optické hustoty Agoo= 0,5 byla
provedena indukce genové exprese pridanim isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosidu do kultury
(kone¢na koncentrace, 1 mM). Bakterialni kultura byla kultivovana dalsi 4 hodiny pii 30 °C,
140 ot./min. a poté peletovana centrifugaci (4000 g/4 °C/10 min). Bakterialni pelety byly
resuspendovany ve vazebném pufru (50 mM Tris-HCI |, pH 7,5; 0,15 M NaCl, 0,75% CHAPS).
Bunééné suspenze byly nasledné obohaceny lysozymem (1 mg/ml), fenylmethylsulfonylfluoridem
(1 mM), turbonukleazou (1:1000) a MgCl, (1mM) a poté sonikovany ultrazvukovym sonikatorem
Sonoplus, sondou VS 70T, 15 cykly (10 s sonikace, 50 s pauza, 35W) pii 4 °C. Bakterialni lyzaty
byly ziskany centrifugaci po dobu 30 minut pfi 10 000 g/ 4 °C. Hiss-GST-znacené proteiny byly
zachyceny na GSTrap glutathionagar6zové kolon¢ (GE Healthcare), eluovany vazebnym pufrem
obohacenym o 20 mM glutathion a podrobeny §tépeni TEV proteazou (1 mg proteazy na 10 mg
purifikovaného proteinu) pres noc pii 4 °C. Pro odstranéni Hiss-GST a Hiss-TEV proteazy byly
smési proteini aplikovany na kolonu HisTrap (GE Healthcare). Frakce obsahujici purifikované
proteiny byla sesbirana do 96 jamkové desky prostfednictvim frakcionatoru. Po zakoncentrovani
byly proteiny solubilizovany ve finalnich testovacich pufrech (50 mM fosfat, 150 mM NaCl, ImM
TCEP) pomoci Zeba spin odsolovacich kolon oddélujicich molekuly s hmotnosti do 10 kDa
(Thermo Fisher Scientific). Cistota viech izolovanych proteini byla ovéfena pomoci SDS-PAGE
elektroforézy a obarvenim pomoci Coomassie Brilliant Blue. Proteaza TEV byla pfipravena v
laboratori podle modifikované metody Tropea et al. (Tropea, J. E., Cherry, S., and Waugh, D. S.
(2009) Expression and purification of soluble His6-tagged TEV protease. Methods Mol. Biol. 498,
297-307).

Priklad 2: Syntézy

2,2°,4,4°,6,6’-tetra-0O-acetyl-3,3’-diazido-3,3’-dideoxy-1,1’-sulfanediyl-di--D-

galaktopyranosid (1)
OAC.OAC  AcO
O
N3 &, 3 /‘cﬁ N

QAC AcO

Latka 1 byla pripravena dle postupu z lit. (Mandal, S.; Nilsson, U. J., Tn-isopropylsilyl
thioglycosides as masked glycosyl thiol nucleophiles for the synthesis of S-linked glycosides and
glyco-conjugates. Organic & Biomolecular Chemistry 2014, 12 (27), 4816-4819).

2,2°,4,4°,6,6’-tetra-0O-acetyl-3,3’-dideoxy-3,3’-bis-[4-(pyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-
1,1’-sulfanediyl-di-pB-D-galaktopyranosid (2)

-11 -
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OAC 0AC

AcO
N——N.N o
Ny s 8 0
| P GAC  Aco
2

2-Ethynylpyridine (88 ul, 0,87 mmol) byl pfidan do smési 1 (240 mg, 0,36 mmol), modré skalice
(18 mg, 0,07 mmol) a kyseliny askorbové (13 mg, 0,07 mmol) v dimethylformamidu (3 ml) a
reak¢ni smés byla michana a zahrivana v olejové lazni pii 40 °C po dobu 2 h. Po ochlazeni reakéni
smési na laboratomni teplotu byla reakéni smés zfedéna 30 ml dichlormethanu a promyta vodou (30
ml), vodna faze byla promyta 2x 30 ml dichlormethanu. Spojené organické faze byly suSeny
bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla byla odparena na rotacni vakuové odparce. Sloupcova
chromatografie na 40 g silikagelu v gradientové smési EtOAc az EtOAc/CH3OH 10:1 poskytla 2
(203 mg, 64%) ve formé& bilé amorfni latky. R,0,30 (EtOAc). '"H NMR (dmso-ds, 400 MHz, 'H-'H
COSY): 0 8,61 (ddd, 2H, /=48, 1,8, 1,2 Hz, CH»y), 8,61 (s, 2H, CHria), 8,02 (dt, 2H,J =179, 1,2
Hz, CHyy), 7,90 (ddd, 2H,J =179, 7.6, 1,8 Hz, CHyy), 7,36 (ddd, 2H, J = 7.6, 4,8, 1,2 Hz, CHyy),
5,75-5,67 (m, 4H, H-2, H-3), 5,52 (dd, 2H, J = 2,8, 1,2 Hz, H-4), 5,25 (d, 2H, J = 9,6 Hz, H-1),
4,34 (ddd, 2H, J= 6,7, 5,9, 1,2 Hz, H-5), 4,14 (dd, 2H, J = 11,4, 6,7 Hz, H-6), 4,08 (dd, 2H, J =
11,4, 5,9 Hz, H-6"), 2,05, 2,02, 1,87 (3xs, 3x6H, Me). *C{'H} NMR (dmso-ds, 101 MHz, 'H-*C
HSQC, 'H->C HMBC): 6 1700, 169,3, 169,0 (3xCO), 149,7 (CHpy), 1495 (Cypy)), 147,3 (Cqctuiay),
137,3, 123,3 (2xCHpy), 122,9 (CHria), 119,6 (CHpy), 81,6 (C-1), 74,6 (C-5), 68,8 (C-4), 66,8 (C-
2), 61,6 (C-3), 61,4 (C-6), 20,6, 20,3, 20,2 (3xMe). HRMS-ESI (m/z): [M + Na]* vypocteno pro
C3sHa2N5014SNa, 889,2433; nalezeno 889,2437.

3,3’-dideoxy-3,3’-bis-[4-(pyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-1,1’-sulfanediyl-di-p-D-
galaktopyranosid (3)

N TCH HO
N=
N=C N
NN 3 0 N"Sy
OH —
L HO~ OH

3

0,1 M roztok methanolatu sodného v methanolu byl piikapan do roztoku 2 (180 mg, 0,21 mmol)
ve smési methanolu (10 ml) a dichlormethanu (10 ml) az do dosazeni pH = 9. Reakéni smés byla
za laboratomi teploty michana pfes noc. Neutralizace kyselym iontoméni¢em DOVEX H', filtrace
a odpareni rozpoustédel poskytlo 3 (126 mg, 99%) jako bilou amorfni latku bez nutnosti dalsi
purifikace. Rr0,10 (CH>Clo/CH;OH 7:1). '"H NMR (dmso-ds, 400 MHz, 'H-'H COSY): 6 8,60 (dt,
2H,J=4.8, 1,5 Hz, CHy), 8,47 (s, 2H, CH1ra), 8,04 (dt, 2H,J = 8,0, 1,2 Hz, CHpy), 7,90 (ddd, 2H,
J=28,0,7,6,1,5Hz, CHpy), 7,34 (ddd, 2H, J= 7.6, 4,8, 1,2 Hz, CHpy), 5,53 (d, 2H, J = 6,9 Hz, OH-
2),5,32(d, 2H, J= 7.4 Hz, OH-4), 4,96 (d, 2H, J = 9,5 Hz, H-1), 4,92 (dd, 2H, J = 10,6, 3,1 Hz,
H-3), 4,77 (br s, 2H, OH-6), 4,19 (ddd, 2H, J = 10,6, 9.5, 6,9 Hz, H-2), 3,99 (dd, 2H, /=174, 3,1
Hz, H-4), 3,74 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-5), 3,56-3,54 (m, 4H, H-6). C{'H} NMR (MeOH-d., 101
MHz, 'H-"*C HSQC, 'H-*C HMBC): 6 150,2 (Cqyry)), 149.6 (CHpy), 146,6 (Cycrriay), 137,2, 122.8
(2xCHpy), 122,5 (CHria), 119,3 (CHpy), 83,5 (C-1), 79,3 (C-5), 67,6 (C-4), 67,0 (C-3), 66,9 (C-2),
60,1 (C-6). HRMS-ESI (m/z): [M + Na]" vypocteno pro CasH3oNzOzSNa, 637,1800; nalezeno
637,1812.

-12 -
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Komplex Ru s CI" (4)

Tmavé cCerveny roztok dichloro(p-cymene)ruthenatého dimeru (39 mg, 0,06 mmol) v
dichlormethanu (1 ml) byl pfidan k suspenzi 3 (39 mg, 0,06 mmol) ve smgési
methanol/dichlormethan 1:1 (2 ml). Skoro okamzit¢ bylo mozné pozorovat zménu barvy z Cervené
do Zluto-oranzov¢ a kompletni rozpusténi vychoziho materialu. Smés byla michana za laboratorni
teploty po dobu 10 min. Rozpoustédla byla odpafena na rotacni vakuové odparce, surova sm¢s byla
rozpus§téna v minimalnim mnozstvi metanolu a produkt byl vysrazen pomalym pridavkem
methyl(zerc.butyl)etheru ve form¢ zluté¢ pevné latky (52 mg, 67%) jako smés 4 diastercomeru v
pom¢ru 1:1:1:1. Pro ziskani analytického vzorku beze stop zbytkovych rozpoustédel byl produkt
rozpus§tén v malém mnozstvi methanolu a 3x kodestilovan s chloroformem. Ry 0,05
(CH.CL/CH;0H 1:1). 'H NMR (MeOH-ds, 400 MHz, 'H-'"H COSY): 6 9,42-9.41 (m, 4x1H,
CHpy), 9,15 (s, 1H, CHrvia), 9,14 (s, 2x1H, CHrria), 9,12 (s, 1H, CH1ria), 8,17-8,09 (m, 4x2H, CHpy),
7,67-7,64 (m, 4x1H, CHpy), 6,14-6,12, 6,08-6,03, 5,94-5,90, 5,85-5,81 (4=xm, 4x4x1H, CH,.cym),
5,23,5,22 (2xdd, 2x1H, J= 10,6, 2,9 Hz, H-3), 5,17 (dd, 2x1H, J= 10,6, 2,9 Hz, H-3), 5,02 (4xd,
4x1H, J=9,6 Hz, H-1), 4,78-4,68 (m, 4=x1H, H-2), 4,33, 4,32, 4,27, 4,26 (4xd, 4x1H, J= 2,9 Hz,
H-4), 3,96-3,93 (m, 4x1H, H-5), 3,87-3,70 (m, 4x2H, H-6a/b), 2,76 (hept, 4x1H, J= 6,9 Hz, CH..
pr), 2,24 (s, 2x3H, Mep.cym), 2,22, 2,21 (2xs, 2x3H, Mey.oym), 1,17, 1,16 (2xd, 4x3H, J = 6,9 Hz,
Me;p), 1,11, 1,10 (2xd, 2x3H, J= 6,9 Hz, Me; ), 1,07 (d, 2x3H, J= 6,9 Hz, Me;p;). *C{'H} NMR
(MeOH-ds, 101 MHz, 'H-"*C HSQC, 'H-"*C HMBC): § 156,8, 156,74, 156,71 (4xCHpy), 150,0,
149,92, 14991 (4xCqwy), 147,73, 147,71, 147.6 (4xCqcrin)), 141,5, 141,41, 141,40, 141,37
(4xCHpy), 127,39, 127,36, 127,3 (4xCHpy), 126,0, 125,8, 125,7 (4xCHrria), 123,51, 123,48, 123 4,
123,3 (4xCHpy), 106,51, 106,47, 106,45 (4<C4CH,p), 103,9, 103,72, 103,67 (4xCMe), 87,4, 87,3
(4xCHp.cym), 86,32, 86,30, 86,25 (4xC-1), 86,0, 85,9 (4xCH,.cym), 85,6, 85,4 (4xCHp.cym), 84,8,
84,7, 84,6 (4xCH,.ym), 81,12, 81,07, 81,0 (4xC-5), 71,1, 70,9, 70,8 (4xC-3), 69,6, 69,4 (4xC-4),
68,43, 68,41, 68,2 (4xC-2), 62,53, 62,51, 62,48 (4<C-6), 32,33, 32,26 (4xCH;p), 22,7, 22,64,
22,61 (4xMeipr), 21,96, 21,95, 21,84 (4xMei.p;), 18,80, 18,78, 18,75 (4xMep.cym). HRMS-APCI
(m/z): [M - CL5]** vypocteno pro CssHssCloNsOsRusS, 578,0781; nalezeno 578,0781.

Komplex Ru s PFs (5)

-13 -
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Tmavé cCerveny roztok dichloro(p-cymene)ruthenatého dimeru (33 mg, 0,05 mmol) v
dichlormethanu (1 ml) byl pfidan k suspenzi 3 (33 mg, 0,05 mmol) a KPFs (20 mg, 0,10 mmol) ve
smési methanol/dichlormethan 1:1 (2 ml). Skoro okamzit¢ bylo mozné pozorovat zménu barvy z
¢ervené do zluto-oranzové, kompletni rozpusténi vychoziho materialu a vysrazeni krystalka KCI.
Smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 10 min a zfiltrovana. Rozpoustédla byla
odparena na rotani vaukové odparce, surova smés byla rozpusténa v minimalnim mnozstvi
metanolu a produkt S byl vysrazen pomalym pfidavkem methyl(terc.butyl)etheru ve formé Zluté
pevné latky (45 mg, 58%) jako sm¢s 4 diastercomeru v pom¢ru 1:1:1:1. Pro ziskani analytického
vzorku beze stop zbytkovych rozpoustéd¢l byl produkt rozpustén v malém mnozstvi methanolu a
3x kodestilovan s chloroformem. R, 0,15 (CH.Cl./CH;OH 3:1). '"H NMR (MeOH-ds, 400 MHz,
'H-'H COSY): 6 9,42-9.40 (m, 4x1H, CHyy), 9,13, 9,12 (2xs, 2x1H, CHrra), 9,10 (2xs, 2x1H,
CHtria), 8,18-8,14 (m, 2x2H, CHpy), 8,10-8,08 (m, 2x2H, CHry), 7,67-7,64 (m, 4x1H, CHpy),
6,14-6,11, 6,07-6,03, 5,93-5,89, 5,85-5,81 (4xm, 4x4x1H, CHp.cym), 5,22, 5,21 (2xdd, 2x1H, J =
10,7, 2,9 Hz, H-3), 5,16 (dd, 2x1H, J = 10,6, 2,9 Hz, H-3), 5,02 (d, 2x1H, J = 9,5 Hz, H-1), 5,01
(2xd, 2x1H, J = 9,5 Hz, H-1), 4,78-4,67 (m, 4x1H, H-2), 4,32, 4,31, 4,27, 426 (4xd, 4x1H, J =
2,9 Hz, H-4), 3,97-3,92 (m, 4x1H, H-5), 3,89-3,72 (m, 4x2H, H-6a/b), 2,76 (hept, 4x1H, J= 6,9
Hz, CHir), 2,23 (s, 2x3H, Mep.cym), 2,22. 2,21 (2xs, 2x3H, Mep.cym), 1,17, 1,16 (2xd, 2x6H, J =
6,9 Hz, Me;r), 1,11, 1,07 (2xd, 2x6H, J = 6,9 Hz, Me;p;). >C{'H} NMR (MecOH-d., 101 MHz,
'H-"3C HSQC, 'H-"*C HMBC): 6 156,79, 156,76, 156,7 (4xCHypy), 150,0, 149,91, 149,89 (4xCypy)),
147,74, 147,72, 147,6 (4xCqyctria)), 141,5 141,41, 141,37 (4xCHpy), 127,40, 127,35 (4xCHpy), 126.0,
1259, 125.7, 125,6 (CHrria), 123,49, 123,45, 123,3 (4xCHywy), 106,50, 106,49, 106,47 (4xC,CH;.
pr), 103,91, 103,90, 103,7 (4xCMe), 87,5, 87,3 (4xCH,.ym), 86,33, 86,31, 86,25 (4xC-1), 86,04,
86,03, 85,9 (4xCH,.cym), 85,6, 85,4 (4xCH,.cym), 84,8, 84,6 (4xCHp.cym), 81,13, 81,08, 81,07, 81,06
(4=C-5),71,1,70,9, 70,8 (4xC-3), 69,63, 69,60, 69,4 (4xC-4), 68,41, 68,38, 68,23, 68,20 (4xC-2),
62,5 (4xC-6), 32,32, 32,26 (4xCH;p), 22,64, 22,62, 22,60 (4xMe;p;), 22,0, 21,9, 21,8 (4xMe;.p),
18,77, 18,75, 18,7 (4xMepcym). HRMS-APCI (m/z): [M - CLJ]* vypoéteno pro
CasHssCloNgOsRu»S, 578,0781; nalezeno 578,0787.

1,6-anhydro-2,4-di-O-acetyl-3-azido-3-deoxy--p-galaktopyranos (6)

mE

OAC

6
Latka 6 byla pripravena dle postupu z lit. (Mandal, S.; Nilsson, U. J., Tri-isopropylsilyl
thioglycosides as masked glycosyl thiol nucleophiles for the synthesis of S-linked glycosides and
glyco-conjugates. Organic & Biomolecular Chemistry 2014, 12 (27), 4816-4819).
Fenyl 2,4,6-tri-O-acetyl-3-azido-1-thio-f-p-galaktopyranosid (7)
AcO _-CH
o
N3 SPh
OAc
S1
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Trimethylsilyl thiofenol (1,4 ml, 7,14 mmol) a jodid zineénaty (1,27 g, 4,48 mmol) byly postupné
pfidany do roztoku 6 (600 mg, 2,24 mmol) v dichlorethanu (20 ml) a reak¢ni smés byla michana
za rt pres noc. Reakéni smés byla zrfedéna 60 ml dichlormethanu a promyta vodou (80 ml). Vodna
faze byla 2x promyta 50 ml dichloromethanu. Organické faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym
siranem sodnym, surova sm¢s byla zahusténa na rotacni vakuové odparce, rozpusténa v 50 ml
methanolu, okyselena 5 kapkami kyseliny octové a ponechana michat 20 minut. Rozpoustédla byla
odparena na rota¢ni vakuové odparce. Sloupcova chromatografie na 100 g silikagelu ve smési
EtOAC/PE 2:3 prvni poskytla fenyl 2,4-di-O-acetyl-3-azido-1-thio-a-p-galaktopyranosidu a-S1
(130 mg, 15%) nasledované fenyl 2,4-di-O-acetyl-3-azido-1-thio-B-p-galaktopyranosidu f-S1
(630 mg, 74%). K B-S1 rozpusténém v 40 ml pyridine byl pfidan Ac,O (30 ml, 0,27 mol) a smés
byla ponechana michat pres noc. Odpareni rozpoustédel a kodestilace s toluenem (3x) poskytla 7
(700 mg, 100% pouze acetylacni krok, 74% oba kroky dohromady) jako bilou krystalickou latku,
mp 105-106 °C (EtOAc/PE), Rr 0.50 (EtOAc/PE 1:1). NMR spektra jsou v souladu s lit. (WO
2013/110704 A1l).

Methyl  4-0-(2,4,6-tri-O-acetyl-3-azido-3-deoxy-f-p-galaktopyranosyl)-3,6-di-O-benzyl-2-
deoxy-2-ftalimido-f-D-glukopyranosid (8)

O o
O QM
N3 B,ES%&/ e

ACO NPhth

Methyl 3,6-di-O-benzyl-2-deoxy-2-ftalimido-p-D-glukopyranoside (pfipraven dle: Kurfiit, M.;
Dradinsky, M.; Cervenkova Stastna, L.; Cufinova, P.; Hamala, V.; Hovorkova, M.; Bojarova, P;
Karban, J., Selectively Deoxyfluorinated N-Acetyllactosamine Analogues as '°F NMR Probes to
Study Carbohydrate-Galectin Interactions. Chemistry—A Furopean Journal 2021, 27 (51), 13040-
13051) (150 mg, 0,30 mmol) byl spolu s glykosyl donorem 7 (170 mg, 0,40 mmol) kodestilovan s
toluenem (3x) a suSen na vakuové olejové pumpé po dobu 15 min. Pod ochrannou atmosférou
argonu byl pfidan destilovany dichlormethan (10 ml) a 3 A molekulova sita (1 g) a smés byla
michana za laboratormni teploty po dobu 1h. Do reakéni smési ochlazené na 0 °C byl pifidan N-
jodsukcinimid (134 mg, 0,60 mmol), pfikapana trifluormethansulfonova kyselina (20 ul) a smés
byla ponechana michat pfi 0 °C po dobu 1h. Reakéni smés byla zfedéna 30 ml dichlormethanu,
nasycenym roztokem NaHCO; do neutralniho pH a 10% roztokem Na>S,0; do odbarveni;
zfiltrovana, prevedena do délicky a promyta vodou (30 ml). Vodna faze byla extrahovana 2x 30
ml dichlormethanu. Spojené organické faze byly vysuSeny bezvodym siranem sodnym a
rozpoustédla byla odpafena na rota¢ni vakuové odparce. Sloupcova chromatografic na 30 g
silikagelu ve smési EtOAc/PE 2:3 poskytla 8 (220 mg, 80%) ve form¢ bezbarvého gelu. Ry 0.50
(EtOAC/PE 1:1). NMR spektra jsou v souladu s lit. (Helland, A .-C.; Hindsgaul, O.; Palcic, M. M ;
Stults, C. L.; Macher, B. A., Methyl 3-amino-3-deoxy-B-D-galactopyranosyl-(1— 4)-2-acetamido-
2-deoxy-fB-D-glucopyranoside: An inhibitor of UDP-D-galactose: f-d-galactopyranosyl-(1— 4)-2-
acetamido-2-deoxy-d-glucose (1— 3)-o-d-galactopyranosyltransferase. Carbohydrate research
1995, 276 (1), 91-98.).

Methyl 4-0-(3-azido-3-deoxy-B-D-galaktopyranosyl)-2-acetamido-2-deoxy-f-D-
glukopyranosid (9)
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Roztok Na>S:>04 (226 mg, 1,29 mmol) ve vod¢ (8 ml) byl pomalu prikapan ke smési 8 (210 mg,
0,26 mmol) a NaBrOs; (196 mg, 1,29 mmol)) v EtOAc (5 ml) a vod€ (4 ml). Sm¢s byla intenzivné
michana po dobu 6h, pfi¢emz reakéni smés zménila barvu z bezbarvé na oranzovo-Cervenou a
zpatky na bezbarvou, coz indikovalo konec reakce. Smés byla zfedéna 40 ml dichlormethanu,
pfevedena do d€licky a promyta vodou (30 ml). Vodna faze byla extrahovana 4x 30 ml
dichlormethanu. Spojené organické faze byly vysuseny bezvodym siranem sodnym a rozpoustédla
byla odparena na rotacni vakuové odparce. Sloupcova chromatografie na 30 g silikagelu ve smési
EtOAC/PE 2:1 poskytla meziprodukt S2 (145 mg, 89%) ve form¢ bezbarvého gelu. Ry 0,10
(EtOAC/PE 1:1). '"H NMR (CDCls, 400 MHz, '"H-'H COSY): J 7,84, 7,72 (2xdd, 2x2H, J = 5,3,
3,1 Hz, CHwm), 5,37 (d, 1H, J=3,4 Hz, H-4"), 5,21 (dd, 1H, J= 10,6, 8,0 Hz, H-2"), 5,19 (d, IH, J
=8,6Hz H-1),4,64 (d, 1H,J=8,0Hz,H-1"),4,42 (dd, 1H, /= 10,8, 8,4 Hz, H-3), 4,15-4,11 (m,
1H, H-6"a), 4,09 (dd, 1H,J = 10,8, 8,6 Hz, H-2), 3,99-3,94 (m, 2H, H-5", H-6'b), 3,91 (dd, 1H, J
=122, 2,1 Hz, H-6a), 3,72 (dd, 1H, J = 9.5, 8,4 Hz, H-4), 3,69 (dd, 1H, J= 12,2, 3,1 Hz, H-6b),
3,61(dd, 1H,J= 10,6, 3,4 Hz, H-3"), 3,56 (ddd, 1H, J=9.5, 3,1, 2,1 Hz, H-5), 3,44 (s, 3H, OMe),
2,20, 2,15, 1,85 (3xs, 3x3H, Mea). PC{'H} NMR (CDCl;, 101 MHz, 'H-"*C HSQC, 'H-"*C
HMBC): § 170,6, 170,0, 169,5 (3xCO), from HMBC 168,1 (2C0O), 134,2 (2CHpn), 131,9 2C,),
123,5 (2CHpr), 101,2 (C-17), 99,5 (C-1), 82,2 (C-4), 74,2 (C-5), 72,5 (C-57), 69,8 (C-3, C-2"), 67,7
(C-47),61,9(C-6"), 61,8 (C-3"), 60,9 (C-6), 57,3 (OMe), 56,0 (C-2), 20,9, 20,7, 20,3 (3xMex.).

Ethylendiamin (1,5 ml, 22,46 mmol) byl pfidan ke roztoku S2 (300 mg, 0,47 mmol) v methanolu
(5 ml) a sm¢s byla michana za refluxu po dobu 4h. Rozpoustédla byla odparena, surova sm¢s byla
kodestilovana s toluenem (3x), rozpusténa v 20 ml methanolu a po pridani Ac,O (5 ml, 52,94
mmol) michana dalSi 2h. Rozpoustédla byla odpafena na rotacni vakuové odparce. Sloupcova
chromatografie na 25 g silikagelu ve smési dichlormethan/methanol 6:1 poskytla 9 (178 mg, 89%
tyto 2 kroky, 79% vSechny 3 kroky dohromady) ve formé¢ bilych krystalka. R0,05 (DCM/MeOH
10:1), mp 254-256 °C (decomp., EtOAc¢/MeOH), 'H NMR (MeOH-ds, 400 MHz, 'H-'H COSY):
04,45, 1H,J=77Hz H-1"),4,32 (d, IH,J=8,3 Hz, H-1), 3,93 (dd, I1H, J= 12,2, 2,5 Hz, H-
6a), 3,90 (dd, 1H, J=3,1,0,9 Hz, H-4"), 3,87 (dd, 1H, J =122, 4 3 Hz, H-6b), 3,73 (dd, 1H, J =
11,5,7,4Hz, H-6"a), 3,75-3,61 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-2", H-5", H-6'b), 3,46 (s, 3H, OMe), 3,40
(ddd, 1H, J =92, 43, 2,5 Hz, H-5), 3,33 (dd, 1H, J = 10,6, 3,1 Hz, H-3"), 1,97 (s, 3H, Mea).
BC{'H} NMR (MeOH-ds, 101 MHz, 'H-'*C HSQC, 'H-"*C HMBC): 6 173,6 (CO), 105,1 (C-1"),
103,6 (C-1), 80,7 (C-4), 77,8 (C-3), 76,6 (C-5), 74,3 (C-5"), 70,7 (C-2"), 69,4 (C-4"), 66,7 (C-3"),
62,4 (C-6), 61,8 (C-6), 57,0 (OMe), 56,6 (C-2), 22,9 (Meac). HRMS-APCI (m/z): [M - N>+ H]*
vypocéteno pro CisH>7N2010, 395,1660; nalezeno 395,1656.

Methyl 4-0-{3-[4-(pyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-3-deoxy-B-D-galaktopyranosyl}-2-
acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosid (10)
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Ac,0 (5 ml, 52,94 mmol) byl pfidan k roztoku 9 (135 mg, 0,32 mmol) v pyridinu (7 ml) a smés
byla michana za laboratomi teploty pres noc. Rozpoustédla byla odpafena na rotacni vakuoveé
odparce, surova sm¢s byla kodestilovana s toluenem (3 %) a znovu rozpusténa v dimethylformamidu
(2 ml). Postupné byla pridana modra skalice (16 mg, 0,06 mmol), kyselina askorbova (11 mg, 0,06
mmol), 2-ethynylpyndine (39 ul, 0,38 mmol) a reakéni smés byla michana a zahrivana v olejové
lazni pfi 40 °C po dobu 2 h. Po ochlazeni reakéni smési na laboratomi teplotu byla reakéni smés
zfedéna 30 ml dichlormethanu a promyta vodou (30 ml), vodna faze byla promyta 2x 30 ml
dichlormethanu. Spojené organické faze byly suSeny bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédla
byla odpafena na rotac¢ni vakuové odparce. Sloupcova chromatografie na 25 g siligalu v EtOAc
poskytla S3 (209 mg, 89%) ve form¢ bilé amorfni latky.

0,1 M roztok methanolatu sodn¢ho v methanolu byl pfikapan do roztoku S3 (209 mg, 0,28 mmol)
v methanolu (10 ml) az do dosazeni pH = 9. Reak¢ni smés byla za laboratorni teploty michana pres
noc. Neutralizace kyselym iontoméni¢em DOVEX H', filtrace a odpafeni rozpoustédel poskytlo
10 (149 mg, 100% tento krok, 89% vsechny kroky dohromady) jako nazloutlou amorfni latku bez
nutnosti daldi purifikace. Ry 0,35 (DCM/MeOH 3:1), 'H NMR (MeOH-ds, 400 MHz, 'H-'H
COSY): 6 8,56 (br s, 2H, CHpy, CHr+ia), 8,10 (d, 1H, J= 6,0 Hz, CHpy), 7,93 (dd, 1H, J= 6,0, 8.4
Hz, CHpy), 7,38 (brs, 1H, CHyy), 4,90 (dd, 1H, J= 11,1, 3,2 Hz, H-3"), 4,68 (d, IH, J= 7,5 Hz, H-
17),4,35(d, 1H, J=8,2 Hz, H-1), 4,22 (dd, 1H, J= 11,1, 7,5 Hz, H-2"), 4,09 (d, 1H, J = 3,2 Hz,
H-4%), 3,95 (dd, 1H, J = 12,2, 2,5 Hz, H-6a), 3,91-3,87 (m, 2H, H-6b, H-5"), 3,80 (dd, 1H, J =
11,4, 7,1 Hz, H-6"a), 3,76 (dd, 1H, J = 10,4, 8,2 Hz, H-2), 3,75-3,64 (m, 3H, H-3, H-4, H-6'b),
3,47 (s, 3H, OMe), 343 (ddd, 1H, J =94, 42, 2.5 Hz, H-5), 1,98 (s, 3H, Mex.). *C{'"H} NMR
(MeOH-ds, 101 MHz, 'H-*C HSQC, 'H-'*C HMBC): d 173,6 (CO), from HMBC 1513 (Cqy)),
150,4 (CHpy), from HMBC 148, 1 (Cyctriay), 139,0 (CHpy), from HSQC 124,4 (CHpy), 123,8 (CH1via),
from HSQC 121,7 (CHpy), 105,3 (C-17), 103,6 (C-1), 80,7 (C-4), 77,9 (C-5), 76,6 (C-5), 74,4 (C-
3), 69,5/69.4 (C-2°/4"), 67,7 (C-3"), 62,3 (C-6"), 61,7 (C-6), 57,1 (OMe), 56,6 (C-2), 22,9 (Meax.).
HRMS-ESI (m/z): [M + Na]” vypoéteno pro C2:H31NsOioNa, 548,1963; nalezeno 548,1971.

LacNAc komplex s Ru (11)

11
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Tmavé cCerveny roztok dichloro(p-cymene)ruthenatého dimeru (18 mg, 0,03 mmol) v
dichlormethanu (1 ml) byl pfidan k roztoku 10 (31 mg, 0,06 mmol) ve smgési
methanol/dichlormethan 1:1 (2 ml). Skoro okamZzit¢ bylo mozné pozorovat zménu barvy z Cervené
do Zluto-oranzové. Smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 10 min. Rozpoustédla byla
odparena na rotani vaukové odparce, surova smés byla rozpusténa v minimalnim mnozstvi
metanolu a produkt byl vysrazen pomalym pfidavkem methyl(ferc.butyl)etheru ve formé Zzluté
pevné latky (42 mg, 86%) jako smés dvou diastereomeru v poméru 1:0,6. Pro ziskani analytického
vzorku beze stop zbytkovych rozpoustéd¢l byl produkt rozpustén v malém mnozstvi methanolu a
3x kodestilovan s chloroformem. Ry 0.25 (CH,Cl,/CH;OH 3:1). Hlavni diastereomer: 'H NMR
(MeOH-d, 400 MHz, 'H-'H COSY): 6 9,42-9.40 (m, 1H, CHpy), 9,13 (s, 1H, CHri), 8,20-8,14
(m, 2H, CHypy), 7,68-7,64 (m, 1H, CHry), 6,12 (dd, 1H, J= 6,3, 1,2 Hz, CHp.cym), 6,03, 5,92 (2xdd,
2x1H,J=16,1, 1,2 Hz, CHp.cym), 5,81 (dd, 1H, J=6,3, 1,2 Hz, CHcym), 5,16 (dd, 1H,J=11,1, 3,1
Hz, H-3"),4,74 (d, 1H, J=17,6 Hz, H-1"), 4,38 (d, 1H, J=8,2 Hz, H-1), 4,27 (dd, 1H,J=11,1, 7.6
Hz, H-2"), 4,15 (dd, 1H, J = 3,1, 1,1 Hz, H-4"), 3,97-3,88 (m, 3H, H-6a/b, H-5"), 3,85-3,65 (m,
SH, H-2, H-3, H-4, H-6"a/b), 3,47 (s, 3H, OMe), 3,45 (dt, 1H, J=9,6, 3,3 Hz, H-5), 2,78-2,71 (m,
1H, CH:»), 2,23 (s, 3H, Me,cym), 1,16, 1,06 (2xd, 2x3H, J = 6,9 Hz, Me, ;). C{'H} NMR
(MeOH-ds, 101 MHz, 'H-1*C HSQC, 'H-*C HMBC, 'H-*C HSQCTOCSY): 6 172,3 (C0O), 155,3
(CH,y), 148.,6 (Cqpy)), 146,3 (Cyerria)), 140,0, 125,9 (2xCHpy), 124,5 (CHtria), 122,0 (CHpy), 105,0
(CqCHipr), 103,7 (C-17), 102,5 (CqMe), 102,2 (C-1), 85,9, 84,5, 84,1, 83,3 (4xCHp.cym), 79,3 (C-
4), 76,4 (C-5"), 75,2 (C-5), 72,9 (C-3), 68,2 (C-3"), 67,9 (C-2"), 67,7 (C-4"), 60,7 (C-6"), 60,4 (C-
6), 55,7 (OMe), 55,5 (C-2), 30,8 (CHi.m), 21,5, 21,2 (2x2Mei.p;), 17,3 (Mep.cym).

Minor diastereomere: '"H NMR (MeOH-ds, 400 MHz, 'H-'H COSY): 6 9,42-9,40 (m, 1H, CHpy),
9,09 (s, 1H, CHryia), 8,20-8,14 (m, 2H, CHpy), 7,68-7,64 (m, 1H, CHwy), 6,11 (dd, 1H, J=6,3, 1,2
Hz, CHp.cym), 6,06, 5,89 (2xdd, 2x1H, J=6,1, 1,2 Hz, CHp.cym), 5,83 (dd, 1H, /=63, 1,2 Hz, CH,.
eym), 3,09 (dd, 1H, J=11,0,2,9 Hz, H-3"),4,73 (d, I1H,J=7,5Hz, H-1"), 4,37 (d, 1H, J=8,2 Hz,
H-1), 4,34 (dd, 1H,J=11,0, 7,5 Hz, H-2"), 4,20 (dd, 1H, J=2,9, 1,1 Hz, H-4"), 3,97-3,88 (m, 3H,
H-6a/b, H-5"), 3,85-3,65 (m, 5SH, H-2, H-3, H-4, H-6"a/b), 3,47 (s, 3H, OMe), 3,44 (dt, IH, J =
9,6, 3,3 Hz, H-5), 2,78-2,71 (m, 1H, CH;p), 2,22 (s, 3H, Mep.cym), 1,15, 1,09 (2xd, 2x3H, J=6,9
Hz, Me;p). BC{'H} NMR (MeOH-d;, 101 MHz, 'H-*C HSQC, 'H-'*C HMBC, 'H-'3C
HSQCTOCSY): 6 172,3 (CO), 155,3 (CHzy), 148.,6 (Cqpy)), 146,2 (Cycrria)), 140,0, 125,9 (2xCHpy),
1248 (CHrtria), 122,0 (CHpy), 105,0 (CqCH;.pr), 103,7 (C-17), 102,5 (C{Me), 102,2 (C-1), 86,0, 84,6,
84,0, 83,2 (4xCH,p.cym), 79,2 (C-4), 76,2 (C-5), 75,2 (C-5), 73,0 (C-3), 68,5 (C-3"), 68,0 (C-4"),
67,5 (C-2"), 60,7 (C-6"), 60,3 (C-6), 55,7 (OMe), 55,4 (C-2), 30,9 (CH;.pr), 20,5, 20,4 (2x2Me;p;),
17,4 (Mep.cym). HRMS-APCI (m/z): [M - CI]" vypocteno pro Csz:HisCINsOoRu, 796,1899;
nalezeno 796,1904.

Priklad 3: Stanoveni afinit latek 4, 5 a 11 k lidskym galektiniim I a 3

Inhibicni potencial pfipravenych latek 4, 5, 11 a standardu GB139 byl stanoven pomoci
fluorescencni anisotropie podle Sérme, P.; Kahl-Knutsson, B.; Huflejt, M.; Nilsson, U. J.; Leffler,
H., Fluorescence polarization as an analytical tool to evaluate galectin—ligand interactions.
Analytical Biochemistry 2004, 334 (1), 36-47, strana 39, odstavec ,,Fluorecence polarization®. Jako
kompetitivni fluorescencni sonda byla pfi méreni pouzita latka 3,3'-dideoxy-3-[4-(fluorescein-5-
yl-karbonylaminomethyl)-1H-1,2 3-triazol-1-yl]-3'-[4-(3-fluorophenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-
1,1'-sulfanediyl-di-f3-D-galaktopyranosid. Fluorescen¢ni anisotropie byla méfena pomoci pfistroje
Tecan Spark multimode microplate reader vybaveného vybaveného flitry pro fluorescencni
polarizaci av mikrotitraénich destickach (Coming®, 384 jamek z ¢erné¢ho polystyrenu s kulatym
dnem) ve vzorcich o finalnim objemu 200 uM. Vzorky byly inkubovany 30 minut ve tm¢ pred
meéfenim. Disociacni konstanta (K,) fluorescenéni sondy byla stanovena pomoci série méfeni s
konstantni koncentraci sondy (50 nM pri méfeni s galektinem 1 a 5 nM pfi méfeni s galektinem 3)
a narustajici koncentraci galektinu (6 nM-60000 nM pro galektin 1 a 0,3 nM-3000 nM pro galektin
3).
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Hodnota K, byla ziskana pomoci nelinearni regrese provedené pomoci software Prism 9.3.0
(GraphPad, San Diego, CA) pro pfimou interakci ligand-protein s vyuzitim vzorce: A = Ap + (Amax—
Ao) x (|GJ/(Ka + [G]), pfiCemz A, je anisotropic sondy bez pritomnosti galektinu, Am.c je
maximalni dosaZzena anisotropic sondy se zvySujici se koncentraci galektinu, [G] je celkova
koncentrace galektinu v konkrétnim vzorku a A je namérena anisotropie konkrétniho vzorku.
Inhibicni eseje pripravenych latek ke galektinu 1 byly provedeny s konstantni koncentraci proteinu
500 nM, konstantni koncentraci sondy 100 nM a vzrustajici koncentraci pfipraven¢ho inhibitoru
(1 nM-10000 nM pro latky 4, 5 a GB139, 10 nM-100000 nM pro latku 11). Inhibi¢ni eseje
pfipravenych latek ke galektinu 3 byly provedeny s konstantni koncentraci proteinu 50 nM,
konstantni koncentraci sondy 5 nM a vzristajici koncentraci pfipraveného inhibitoru (0,1 uM-
2500 uM pro latky 4, 5 a 11, 1 nM-10000 nM pro latku GB139). Hodnoty ICsy pro jednotliva
méfeni byly ziskany pomoci nelineami regrese provedené softwarem Prism 9.3.0 (GraphPad, San
Diego, CA) pro kompetitivni interakci dvou ligandii a jednoho vazebného mista proteinu s
vyuzitim pfedefinovaného modelu: ¢tyfparametrova zavislost odpovédi na logaritmu koncentrace
inhibitoru (logl vs. response—Variable slope, four parametres). Model vyuZziva rovnici: A=A +
Amint(Amax-Amin)/(1+10"((log/Cse-logl)*HillSlope)), pficemz A je hodnota anisotropic nam¢fena
v daném titracnim kroku, Amix je minimalniho hodnota anisotropie (Anisotropie naméfena pii
kompletnim vytésnéni sondy inhibitorem) a Ama.x je hodnota maximalni anisotropie (Anisotropie
sondy v pfitomnosti galektinu a bez pfitomnosti inhibitoru), logl je dekadicky logaritmu celkové
koncentrace inhibitoru v daném titracnim kroku a HillSlope je bezrozmémy parametr Hillovi
smémice. Zavislost A na logl byla fitovana pomoci metody nejmesich Ctverca, coz poskytlo
hodnoty ¢tyrech parametru: 10g/C'sp, Amin, Amax HillSlope.

Z takto ziskanych hodnot /Csp byly vypocteny hodnoty inhibi¢nich konstant Ki dle online
dostupného modelu: http://websites.umich.edu/~shaomengwanglab/software/calc_ki/index.html.
Model je popsan v nasledujici publikaci: Development and optimization of a binding assay for the
XIAP BIR3 domain using fluorescence polarization, Analytical Biochemistry, 2004, 332 (2), 261-
273. Naméfena data v porovnani se znamym inhibitorem galektini GB139 jsou zobrazena v
Tabulce 1. Latka 5 ma vyrazné lepsi afinitu ke galektinu-1 nez pouzita fluorescencni sonda a touto
metodou neni mozné presnou hodnotu K; stanovit a je proto uvedena pouze jako mozny rozsah
hodnot.

Tabulka 1: Hodnoty K; pripravenych latek a standardu GBI139 viici lidskym galektiniim 1 a 3
stanovené pomoci fluorescencni anizotropie. Uvedené hodnoty jsou priuméry a smérodatné
odchylky ze CtyF nezavislych méreni.

Latka K; vudi lidskému galektinu 1 | K; vidi lidskému galektinu 3
(nM) (nM)

GB139 0,077 £ 0,027 0,009 0 + 0,001

4 0,018+ 0,011 212+27

5 <0,005 152+0,2

11 1,17+ 0,16 1672 +42

Inhibicni potencial pripravenych latek 4, § a standardu GB139 vigi lidskym galektinim 1 a 3 byl
zaroven stanoven pomoci kompetitivni enzymové imunoanalyzy (ELISA). Jako imobilizovany
kompetitivni ligand byl pouzit asialofetuin (ASF), glykoprotein zakonéeny zbytky LacNAc, ktery
interaguje s galektiny. Jamky mikrotitracni desticky (96- w BRAND plates-F-pureGrade, BRAND,
Germany) byly potazeny ASF (5 mg/ml v pufru 0,1M COs>/HCOs" pH 9-9,8; 50 ul na jamku) a
inkubovany pfes noc ve vlhké komurce pri 40 °C. Poté byly jamky promyty 1 x 200 ul PBS. Po
kazdém z dalSich kroku nasledovalo promyti PBS-Tween 3 x 5 min. Jamky byly blokovany 3%
BSA v PBS (200 ul na jamku) a inkubovany po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté. Zvysujici se
koncentrace inhibitorii v pufru PBS byly smichany s Hiss-GST-Gal-3 nebo Hiss-GST-Gal-1 (cilova
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koncentrace 5 nebo 10 uM) a inkubovany v jamkach s ASF po dobu 1 hodiny. Anti-GST-protilatka
konjugovana s kfenovou peroxidazou (pfipravena v laboratofi) zfedéna 1:1000 v 1% BSA v PBS
byla pouzita pro znaCeni N-terminalniho GST-tag galektini a naslednou kolorimetrickou
imunodetekci. Jako substrat pro peroxidazovou reakci byl pouzit TMB (0,1mg/ml TMB v citrat
fosfatovém pufru pH 6,0: 75mM Na,HPQ., 25 mM kyselina citronova; 50 pl na jamku), a
inkubovan do viditelné modré zbarveni (20 min). Reakce byla zastavena pfidanim 1M roztoku
H,SOs (50 pl na jamku) a barevnym posunem do zluté. Intenzita signalu byla méfena
spektrofotometricky pomoci Multidetekéniho readeru Infinititte M1000 PRO (Tecan Group Ltd,
CH) pii 450 nm a odpovida mnozstvi navazaného galektinu. Pfislu$na inhibi¢ni konstanta (/C's)
byla vypoctena z nelinearni regrese (smémice inhibice odezvy na davku) sigmoidalnich kiivek
pomoci GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, USA). Namérena data v porovnanim se znamym
inhibitorem galektini GB139 jsou zobrazena v Tabulce 2.

Tabulka 2: Hodnoty ICs latek 4, 5 a standardu GB139 viici lidskym galektiniim [ a 3 stanovené
pomoci imunoanalytické metody ELISA. Uvedené hodny jsou priiméry a smérodatné odchylky ze 3
nezavislych méreni.

Latka ICsg ‘ vudi lidskému | ICsy vuéi lidskému
galektinu 1 (uM) galektinu 3 (uM)

GB139 0,148 £ 0,059 0,028 £ 0,016

4 0,026 + 0,004 872+44

5 0,006 0+ 0,000 8 103,8 + 38

Priklad 4: Stanoveni cytotoxickych viastnosti pFipravenych Idtek

Pomoci MMT eseje byly stanoveny cytotoxické vlastnosti pripravenych latek vaci nadorovym a
nenadorovym bunéénym liniim a vyjadreny jako hodnoty /Cso. Tato esej je zaloZena na redukeci
zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na
nerozpustny formazan (modr¢ krystaly hvézdicovitého tvaru). Reakce probiha na mitochondrialni
membrané Zivych bun¢k. Nasledné se formazan rozpusti pfidanim silného detergentu (DMSO) a
zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky pfi vinové délce 570-595 nm. Hodnota absorbance
roztoku odpovida mnozstvi zivych bun¢k (¢im tmavsi barva a tedy vyssi absorbance, tim vyssi
procento zivych resp. metabolicky aktivnich bunék).

K testu toxicity byly pouzity lidské bunééné linie odvozené od karcinomu vajecnika (A2780, SK-
OV-3), karcinomu prsu (MDA-MB-231, MCF-7), jako kontrolni byla pouzita nenadorova
epitelialni linie MCF-10A a bunééna linie odvozena z embryonalnich bunék ledvin HEK293.
Bunky A2780 byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), které obsahovalo 10%
fetalni bovinni sérum (Biochrom AG), 2 mM L-glutamin (Gibco) a 100 U/ml
penicilin/streptomycin (Biosera). Buitkky SK-OV-3 byly kultivovany v médiu McCoy’s (Sigma-
Aldrich) obsahujicim  10% fetalni  bovinni  sérum (Biochrom AG) a 100 U/ml
penicilin/streptomycin (Biosera).

Bunééné linie MDA-MB-231, MCF-7 a HEK293 byly kultivovany v médiu HG-DMEM (Sigma-
Aldrich), které obsahovalo 10% fetalni bovinni sérum (Biochrom AG), 100 U/ml
penicilin/streptomycin (Biosera) a 100 mg/L pyruvat (Invitrogen). Bunééna linie MCF-10A byla
kultivovana v médiu D-MEM F12 (Gibco) obsahujicim 5% koriské sérum (Gibco), 20 ng/ml EGF
(Sigma), 100 pg/ml hydrokortizon (UVAB Pharma), 10 pg/ml inzulin (Eli Lilly) a 100 U/ml
penicilin/streptomycin (Biosera).

Test probiha podle nasledujiciho postupu:
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1. Bunky byly nasazeny do jamek 96 jamkové desky v suspenzi 5000 bunék / 100 pul (MDA-
MB-231, MCF-7, SK-OV-3, HEK293), 8000 bun¢k / 100 ul (A2780, MCF-10A) kultivaéniho
média a inkubovany pfes noc v termostatu pti 37 °C, 5% CO,.

2.  Druhy den byla do jamek pfidana testovana latka v objemu 50 pl (koncentraéni fada latky:
300 pM, 75 uM, 30 pM, 15 uM, 7,5 uM, 3 uM, 0,6 uM, 0,15 uM) a buriky byly inkubovany v

termostatu 72 hodin.

3. Do jamek bylo ptidano 20 [l roztoku MTT (2,5 mg/1 ml PBS) a buiky inkubovany 3 h v
termostatu pti 37 °C, 5% CO..

4. Po inkubaci bylo odstranéno médium a pridano 50 ' DMSO (Dimethylsulfoxid).

5.  Po rozpusténi modrych krystalki byla méfena absorbance v jamkach desky na ELISA
Readeru pii vinové délce 570-595 nm.

6. Vyhodnoceni ICsp (preziti 50 % bunék) jako inflexni bod kfivky naméfenych hodnot
absorbance pomoci programu Graphpad Prism.

Stanovené hodnoty /Cs jsou zobrazeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Cytotoxické piisobeni pripravenych ldatek vyjddrené jako hodnoty ICsy viici vybranym
ndadorovym i nenddorovym bunécnym liniim stanovenym pomoci MMT eseje.

Latka ICsp viéi | ICs9 vuéi | ICso vuéi | ICs9 vuéi | ICs9 vuéi | ICsp  vuéi
HEK- A2780 SK-OV-3 | MDA- MCF-7 MCF-10A
293 (uM) | (M) (xM) MB-231 (xM) (xM)
(M)
4 158+42 >200 >200 >200 >200 >200
5 174428 n.d. >200 1418 n.d. n.d.
11 >200 >200 n.d. >200 n.d. n.d.
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PATENTOVE NAROKY

1. Slouéenina obecného vzorce (I)

m “Ru
R ; en—z OHOH
¢ = O
N { ‘§<_S; ::; \
W A
?f“\ v on
N

)

kde

R!, R?, R?, R* a R™ jsou nezavisle vybrané ze skupiny, zahmujici H a (C, az Cs)alkyl;
nje 1 nebo 2;

X je CHnebo N;

D, Y a Z jsou nezavisle CH, N nebo O;

A je vybrané ze skupiny zahmujici struktury (II) a (III)

O
oroNo), oo
NHAc
(I1)
R3
B
* 2 4
LR R
OH /g_‘:}N_“_ _‘Ru+—' R1 an
- 'it S‘X O i
E-S ) \;‘;--*' "
Ho” OH 2N
;b
Dénjf
n="
(I11)

B je vybrané ze skupiny zahmujici monovalentni zaporn¢ nabité ligandy a neutralni ligandy, s
vyhodou je B vybrané ze skupiny zahrnujici F-, CI-, Br, I, CN-, CO, CH;CN;

a pricemz kladny naboj slouceniny obecného vzorce (I) je kompenzovan aniontem, s vyhodou
vybranym ze skupiny zahrnujici F-, CI', Br, I', PFs -, Zn,Cls >, BF, ~a BR4 -, kde R je fenyl, ktery
muze byt dale nezavisle substituovany jednou az péti elektronakceptornimi skupinami, s vyhodou
vybranymi z F, Cl, CF;, CN a/nebo NO-.

2. Sloucenina obecného vzorce (I) podle naroku 1, kde alespori jeden z X, Y a Z je CH; a/nebo
alespon dvé D jsou CH.
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3. Slouéenina obecného vzorce (I) podle naroku 1 nebo 2, kde R!, R? R? R* a R™ jsou nezavisle
vybrané ze skupiny, zahrnujici H, -CHs nebo —CH(CHa).

4. Sloucenina obecného vzorce (I) podle naroku 1, 2 nebo 3, kde vSechna D jsou CH.

5. Slouéenina obecného vzorce (I) podle které¢hokoliv z pfedchozich naroku, kde Y je CH a
5 soucasn¢ X a Z jsou N.

6. Sloucenina obecného vzorce (I) podle které¢hokoliv z pfedchozich naroku, kde strukturni

jednotka (IV)
22
& BN
Iv)
10 je vybrana ze skupiny zahmujici cyklopentadien, pentamethylcyklopentadien, benzen, p-cymen,

1,3,5-trimethylbenzen a hexamethylbenzen.

7. Sloucenina obecného vzorce (I) podle které¢hokoliv z pfedchozich naroku, vybrana ze skupiny
sestavajici z:

15

pficemz kladny naboj slouceniny je kompenzovan aniontem, vybranym z Cl- a PFs ~.

8. Zpusob pfipravy slouceniny obecného vzorce (Ia)

-23 -



10

15

CZ 2023 -132 A3

(Ia)

kde B, D, R', R?, R, R* a R™ jsou definovany v naroku 1;

Ne. ) -1
s =_N--—Ru R m
OH %s’ég'\‘ ': R
(@] —_ i
O OH N

o OCHs HO R
HO ph A
NHAC N30
a kde E je nebo
vyznacfeny tim, ze zahrnuje nasledujici kroky:
(a) Huisgenova cykloadice azidového prekurzoru obecného vzorce (V)
OROR
O
N;S’\__._\_,A'
OR'
V),
OR' R'C
O N
O OCH ] 3
%o ? - o
NHAC ro” OR'
kde R’ je Hnebo Ac; akde A’ je nebo ’
a cthynyl derivatu Sesticlenného dusikatého heterocyklu obecného vzorce (VII)
P?ﬂw/”;‘m
Dﬁgﬁé
(VID), kde D je definovano v naroku

za vzniku meziproduktu obecného vzorce (Vla)
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__n OROR
_N =N S&C’:
FY&/N A"
D"\\__“' OR'
D/
(Vla),
OR'
O
o0 OCH;
R'O
NHAC
kde R* a D jsou definované vyse a A7 jJe nebo

(b) pokud R’ je Ac, potom bazicka hydrolyza skupin OR’ za vzniku meziproduktu obecného vzorce
(VIb)

__N OHOH
y N=N o
DAy M A
4 ) oH
\b—;D
(VIb),
OH
O
o OCH;
HO
. . NHAG
kde D jsou definované vyse; a A””” je nebo

(c) reakce slouceniny obecného vzorce (VIb) s komplexem ruthenia obecného vzorce [RulB:],, kde
L je strukturni jednotka (IV), jak je definovana v naroku 6, a B je definovano v naroku 1, za vzniku
slouéeniny obecného vzorce (Ia).

9. Pouziti slouceniny obecné¢ho vzorce (I) jako analytické sondy pro stanoveni afinit ligandu ke
galektinum, zejména ke galektinu-1.

10. Sloucenina obecného vzorce (I) podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki 1 az 7 pro pouZiti jako
1&¢ivo.
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11. Sloucenina obecného vzorce (I) podle které¢hokoliv z pfedchozich naroku 1 az 7 pro pouZiti pii

lé¢eni onemocnéni spojenych s nadprodukci galektind, zejména galektinu 1, s vyhodou vybranych
ze skupiny zahmujici nadorova onemocnéni, fibroticka onemocnéni, infekce HIV-1.

12. Sloucenina obecného vzorce (I) podle kteréhokoliv z predchozich naroki 1 az 7 pro pouziti k
inhibici galektinii in vivo.

13. Pouziti slouceniny obecného vzorce (I) podle které¢hokoliv z pfedchozich naroku 1 az 7 pro
inhibici galektinu in vitro, zejména pro inhibici galektinu-1.
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