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Vyuziti polymethiniovych soli jako mitochondrialnich sond

Oblast techniky

Vynéalez se tykd pouziti systéml zaloZenych na polymethiniovych solich. Tyto

systémy lze vyuZit v oblasti selektivni intracelularni lokalizace. Systémy jsou zaloZeny na
pouZiti  strukturniho motivu  polymethiniovych soli pfipravenych z pfislu$nych

malondialdehydi.

Dosavadni stav techniky

Mitochondrie jsou semiautonomni dynamické, pleomorfni organely (DiMauro, S.,

Schon, A. E. (2003): Mitochondrial respiratory chain diseases, N. Engl. J. Med. 348, 2656—

<2668), které tvoii aZ 40 % cytoplazmy metabolicky aktivnich eukaryotickych bunék.

Dynamika mitochondrii je dana jejich konstantnim pohybem véetné jejich neustalého déleni a
fuzovani, coZ je doprovdzeno zménami ve velikosti, tvaru, poftu a hmoté mitochondrii.
(Nisoli, E., Carruba, M. O. (2006): Nitric oxide and mitochondrial biogenesis. J. Cell Sci.
119, 2855-2862).

Hlavni roli mitochondrii v buiice je produkce energie ve formé adenosintrifosfatu
(ATP) prostfednictvim elektronového transportniho fetézce [ETC]. (Anderson, S., Bankier, A.
T., Barrell, B. G., de Bruijn, M. H., Coulson, A. R., Drouin, J., Eperon, C. I, Nierlich, D. P.,
Roe, A. B., Sanger, F., Schreier, H. P., Smith, A. J., Staden, R., Young, G. O. (1981):
Sequence and organization of the human mitochondrial genome. Narure 290, 457-465).
Kromé produkce energie hraji mitochondrie kli€ovou roli v fadé dalSich funkci tykajicich se
zprosttedkovani bunééné smrti apoptézy, termogeneze, translace .a transkripce
mitochondridlnich gent. (Leonard, J. V., Schapira, A. H. V. (2000): Mitochendrial
respiratory chain disorders I: mitochondrial DNA defects. Lancet 355, 299-304). Navic
jsou v nich lokalizovany nékteré metabolické procesy, jako je napf. beta-oxidace, citratovy
cyklus, degradace aminokyselin, biosyntéza hemu, metabolismus steroidi, mocovinovy
cyklus, (Mancuso, M., Calsolaro, V., Orsucci, D., Carlesi, C., Choub, A., Piazza, S., Siciliano,
G. (2009): Mitochondria, cognitive impairment, and Alzheimer's disease. Int J Alzheimers
Dis. Jul 6; 951548), udrZeni bunétného redoxné-oxidatniho potencidlu, homeostize
vapenatych iontd a dal$i. (Di Lisa, F., Bernardi, P. (1998): Mitochondrial function as a

determinant of recovery or death in cell response to injury. Mol Cell Biochem. 184, 379-

—391).



Mitochondrie jsou kfizovatkou na pomezi Zivota a smrti buriky a jejich poskozeni je
spojeno s fadou onemocnéni. To je &ini slibnym cilem pro vyvoj lékii a novych terapeutickych
pfistupti. (Anders, M. W., Robotham, J. L., Sheu, S. S. (2006): Mitochondria: new drug
targets for oxidative stress-induced diseases. Expert Opin. Drug. Metab. Toxicol. 2, 71-79).
Kromé& vySe jmenovanych funkci jsou mitochondrie hlavnimi producenty intracelularnich
reaktivnich kyslikovych ¢éstic, které vznikaji jako vedlejsi produkt oxida¢ni fosforylace. Diky
riznym deficiencim v oxida¢ni fosforylaci je sniZzeno zasobovéani bun€k energii a je zvySena
produkce reaktivnich kyslikovych &astic, kterd miZe indukovat mutace a oxidativni poskozeni
mitochondridlni DNA. (Larsen, B. N., Ramussen, M., Ramussen, J. L. (2005): Nuclear and
mitochondrial DNA repair: similar pathways? Mitochondrion 5, 89-108). Mnoho z téchto
poskozeni mitochondridlni DNA pravdépodobné pfispiva ke vzniku rakoviny, starnuti a
neurodegenerativnim onemocnénim. (Bohr, A. V. (2002): Repair of oxidative DNA damage
in nuclear and mitochondrial DNA, and some changes with aging in mammalian cells.
Free Radic. Biol. Med. 32, 804-812).

Pro studium mitochondrii jsou vyuZivany biochemické, genetické a elektron-

~mikroskopické piistupy. Pro studium aktivity mitochondrii v buiikach, je vyuzivano dvou
piistupli zaloZenych na jejich znaceni in situ nebo izolaci mitochondrii uvolnénych z bunék.
Pfi jejich izolaci je tkafi mechanicky rozru§ena a organely jsou purifikovany pomoci
gradientové nebo diferencidlni centrifugace. Izolované mitochondrie se v3ak nemuseji chovat
tak, jako za fyziologickych podminek a navic miZe dojit ke zni¢eni mitochondridlni sité.
Béhem lyze bun€k dochéazi k uvolnéni bunéfnych komponent vetn€ v nich obsaZenych
protedz, coZ miZe vést ke zniCeni anebo sniZené regeneraci organel. Vyvoj fluorescencnich
znadicich technik v kombinaci s mikroskopii umoznil studium komplexni struktury a funkce
neporuSenych organel in vivo. PouZitim sond je moZné se vyvarovat izolaci a purifikaci
organel a zachovat jejich strukturu. (Jakobs, S. (2006). High resolution imaging of live
mitochondria. Biochim. Biophys. Acta. 1763, 561-575). Nadéjné je zejména mikroskopie
bunék vrealném Case, kterd je nepostradatelnym nastrojem pro objasnéni Casoprostoroveé
mitochondrialni dynamiky.

Obecné vzato jsou mitochondrie obtiZzné pozorovatelné pomoci fazového nebo
Nomarského diferencialniho interferen¢niho kontrastu. Z tohoto divodu je vyvijena snaha
nalézt vitalni barviva pro specifické barveni mitochondrii v Zivych butikdch. Vstup vétSiny
barviv do mitochondrii je zavisly na membranovém potencialu té€chto organel v intaktnim
stavu. Ne&které z pozitivné nabitych, lipofilnich fluorescentnich barviv méni svou emisi

v zavislosti na bezprostfednim okoli a mohou byt proto pouZity pro kvalitativni nebo dokonce
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kvantitativni méfeni mitochondrialniho membranového potencidlu. (Plasek, J., Sigler, K.
(1996): Slow fluorescent indicators of membrane potential: a survey of different
approaches to probe response analysis. J Photochem. Photobiol. B. 33, 101-124).
V soucasnosti jsou pro znafeni mitochondrii vyuZivdny zejména lipofilni kationické
xantyliové derivaty jako tetrametylrosamin, rhodamin 123, rhodamin 6G. (Rothe. G,

Emmendorffer, A, Oser, A, Roesler, J, Valet, G. (1991): Flow cytometric measurement of

the respiratory burst activity of phagocytes using dihydrorhodamine 123. J. Immunol.
Methods 138, 133-135). Nicmén€ potencial téchto fluorescenénich barviv je zna¢né limitovan.
Nevyhodami jsou jejich nizka fotostabilita, nevhodné spektralni vlastnosti a vysoka
fototoxicita. Navic dochazi pfi fixaci mitochondrii k vymyti barviva z bun€k diky ztraté
membranového potencialu. (Poot, M., Zhang, Y. Z., Kramer, A. J., Wells, K. S., Jones, J. L.,
Hanzel, D. K., Lugade, A. G., Singer, L. V., Haugland, P. R. (1996): Analysis of
mitochondrial morphology and function with novel fixable fluorescent stains. J

Histochem. Cytochem., 44, 1363-1372).

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody odstrafiuje vyuziti polymethinioych soli, které vykazuji velmi
vyraznou fluorescenci a vysokou afinitu pro mitochondrie, jako mitochondriélnich sond.
Pfedmétem vynalezu jsou dale nové dosud nepopsané polymethiniové sole obecného

vzorce I,

Q ) "Q (1)
NW\/LN R ‘
A/ Y B \A

kde obé& koncové heteroaromatické skupiny methiniového fetézce jsou totoZné a tvori
je heteroaromatické cykly odvozené od benzenu, jejichz konkrétni struktura je
charakterizovéna skupinou A, B, X, Y a jednou nebo vice skupinami R na obou koncich
methiniové sole,

kde skupina A jsou alkyl Cl az Cl2x substituenty, glykolové fet€zce s poltem
glykolovych (-OCH2CH2—) opakujicich se jednotek 1 aZ 8 koncici O-alkyl substituentem C1
az C12 nebo -OH skupinou, alkyl C1 az C8 sulfonové kyseliny nebo odpovidajici jejich

lithné nebo sodné, nebo draselné, nebo cesné, nebo rubidné sole, benzylova skupina, allylova



skupina, 8-substituovany kobalt bis(dikarbollid) a nebo cyklodextrinovy kruh rizné velikosti
(a—7),

kde skupina B je aromaticky nebo heteroaromaticky kruh, pfipadr;lé oligoaromaticky
nebo oligoheteroaromaticky kruh, ktery muaZe byt dale substituovan jednim ¢i vice stejnymi
nebo rﬁzn)'/}mi substituenty vybranymi ze skupiny: fluor, chlor, brom, jod, hydroxy-,
trifluormedl, O-metyl, , O-e¥yl, O-propyl, O-trimegisilyl, thiol, S-me#yl, S-etyl, S-propyl,
amino, N-meWl, N-efyl, N-propyl, N-butyl, N-dimethyl, N-die#1, N-dipropyl, N-dibu‘tyl, N-

-bocyl, nitril, karboxyl, karboxymetyl, karboxyeﬁ, karboxypropyl, karboxybutyl, nitroso,

azid, kyanat,

kde v ptipadé¢ dvojnasobné¢ nabitych soli, skupinu B tvofi N-alkylamonium-
heteroaromat, trialkylamoniovy substituent nebo dialkylsulfoniovy substituent, pfi¢emz
kvarternizace na atomu dusiku nebo siry je provedena skupinou A,

kde skupina R je fluor, chlor, brom, jod, hydroxy, triﬂuormeﬁ, O-trimeﬁsilyl, thiol,
S-megl, S-e¥1, S-propyl, amino, N-me¥yl, N-e§1, N-propyl, N-butyl, N-dimethyl, N-diegll,
N-dipropyl, N-dibutyl, N-bocyl, nitril, karboxyl, karboxymegl, karboxye¥l, karboxypropyl,
karboxybutyl, nitroso, azid, kyanat, isokyanat, thiokyanat, isothiokyanat, N-alkyl, N-dialkyl
substituent s Cl1 az C 12x fetézcem, alkyl C1 az C12# substituent, O-alkyl C1 az Cl2«
substituent, glykolovy fetézec spoctem glykolovych jednotek 1 az 8 koncici O-alkyl
substituentem C1 az C12x nebo -OH skupinou, 8-substituovany kobalt bis(dikarbollid) a nebo
cyklodextrinovy kruh rizné velikosti (o ~ ),

kde X je dusik, kyslik, sira, selen nebo dimethyl methylenova skupina,

kde Y je chlorid, bromid, jodid, met?lsulfonét, toluensulfonat, nebo

nonafluorbutylsulfonat

a polymethiniové sole obecného vzorce 11,



kde obé& koncové heteroaromatické skupiny methiniového fetézce jsou totozné a tvoti
je heteroaromatické cykly odvozené od naftalenu a kde skupiny A, B, X, Y a R maji vpfedu
uvedeny vyznam.

Pfedmétem vynalezu jsou polymethiniové sole obecného vzorce I a I, pro piipravu
selektivnich buné¢nych sond pro znaceni mitochondrii, a to jak v Zivych i mrtvych burkach.
Polymethiniové sole jsou navic zadrZeny v mitochondriich i po fixaci riznymi ¢inidly (napf.
formaldehyd, glutaraldehyd), popf. permeabilizaci (aceton, metanol).

Pfedmétem vynélezu patentu jsou polymethirﬁové sole obecného vzorce 1 a II, pro pfipravu
sond pro znaleni izolovanych mitochondrii.

Zjistili jsme, Ze tyto sole vykazuji velmi vyraznou fluorescenci. In vitro studie téchto
latek zaméfené na jejich intracelularni distribuci ukézaly jejich vysokou afinitu pro
mitochondrie. Jejich mitochondridlni lokalizace byla nalezena pro nejriznéj$i strukturni
motivy téchto latek. Pfi vstupu, polymethiniovych soli do mitochondrii dochazi k jejich
obarveni a diky jejich vysoké fluorescenci, jsou fluorescenéné zna¢ené mitochondrie snadno
pozorovatelné a detekovatelné. Pro tento typ latek toto chovéani nebylo dosud pozorovéano.
Tento jev je zplisoben jejich vysokou specifitou pro kardiolipin, ktery je hojné zastoupeny ve
vnitini membrané mitochondrii.

Pouziti novych fluorescen¢nich vitdlnich barviv pro zobrazovéani mitochondrii by
mohlo slouZit jako neinvazivni, finanén€¢ nendro¢nd a funkéni alternativa komercné
dostupnych barviv specifickych pro mitochondrie. Tato barviva pro zobrazovaci techniky
mitochondrii by mohla byt pouzita pti studiu aktivity, morfologie a mnoZstvi mitochondrii
v burice a sledovani u¢inku farmakologickych derivatd. Tyto sondy by tak umoznily
monitorovani kli¢ové intracelularni organely v Zivych systémech v redlném cCase a ziskat tak
citlivy a specificky néhled do metabolismu, funkce, fyziologie a patofyziologie mitochondrii.
Polymethiniové sole, které jsou pfedmétem tohoto patentu, jsou zaloZeny na kondenzaci
vhodného aromatického malondialdehydu se soli ptislusného heteroaromatu (Schéma 1) tak,
jak je ptiprava popsana pro podobné systémy. (Btiza, T., Kejik, Z., Cisafova, 1., Krélova, J.,
Martasek, P., Kral, V. (2008): Optical sensing of sulphate by polymethinium salt
receptors: Colorimetric sensor for heparin. Chemical Communication. 1901-1903).
Nesymetrické polymethiniové sole lze pfipravit dle ndmi jiz diive popsanych postupi
tykajicich se podobnych struktur (Bfiza T., Kejik Z., Krélova J., Martasek P., Kral V.
Synthesis of unsymmetric cyanine dye via merocyanine and their interaction with DNA.

‘Coll. Czech. Chem. Comm. (2009), 74, 1081-1090) s tim rozdilem, Ze je pro jejich syntézu



vyuzito neutrdlniho merocyaninového barviva, které je findln¢ kondenzovano se soli
pfislusného heteroaromatu (Schéma 1).

Dvakrat kvarternizované symetrické nebo nesymetrické polymethiniové sole se
piipravuji tak, Ze se stl kvarternizuje na piislusném heteroatomu do druhého stupné

odpovidajicim alkyla¢nim €inidlem (Schéma 1).

Schéma 1




Piehled obrazka

Obrézek 1

Lokalizace latky 1 v mitochondriich bunék mysiho karcinomu mlééné zlazy 4T1.

a, fazovy kontrast; b, fluorescence latky 1; ¢, fluorescence mitochondridlni sondy
MitoTracker Green™; d, ptekryv snimkil b a ¢ znazorfiujici jejich shodnou lokalizaci

v mitochondriich.

Obrazek 2
Lokalizace latky 1 v mitochondriich v bun&né linii lidského osteosarkmou U208S
a, fazovy kontrast; b, fluorescence latky 1; ¢, fluorescence jaderné sondy DAPI; d, prekryv

snimkd b a ¢.

Obrazek 3

Lokalizace latky 3 v mitochondriich primarnich kufecich fibroblastii CEF.

a, fazovy kontrast; b, fluorescence latky 1; ¢, fluorescence mitochondridlni sondy
MitoTracker Green™; d, piekryv snimkii b a ¢ znazoriyjici jejich shodnou lokalizaci

v mitochondriich.

Vlastnosti a zplsob pfipravy nové piipravenych latek jsou doloZeny nasledujicimi

ptiklady, aniZ by jimi byly jakkoliv omezeny.

Ptiklady provedeni

Priklad 1

Pfiprava latky 1. Smés 2-quinaxolidinmalondialdehydu (50 mg), 2-me¢l-3-pr0pyl
benzothiazolu (180 mg) a suchého n-butanolu (7 ml) byla za michani zahfivana na 110 °C po
dobu 18 h. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés zfiltrovana, pevny podil promyt
metanolem (3 ml) a suSen ve vakuu. Produkt byl ziskan ve formé zeleného kovové lesklého

prasku. Vytézek 136 mg, 81%.



Struktura latky 1

Charakterizace: 'H-NMR: 8,65 (1H,s); 8,49 (IH,d, J=14,1 Hz); 8,32 (1H, d,
J=14,1 Hz); 8,24 — 7,99 (7TH, m); 7,82 — 7,58 (6H, m); 7,46 (1H, t, J=7,3 Hz); 4,82 (2H, s);
4,68 (2H, s); 2,05 (4H, m); 1,20 (6H, m). BC.NMR: 158,3; 149,0; 147,9; 141,2; 140,5; 139,1;
138,6; 129,1; 128,8; 128,5; 128,3; 128,2; 127,9; 127,8; 126,9; 126,5; 125,6; 124,9; 123,8;

123,2; 119,0; 115,3; 114,1; 106,4; 48,7; 47,3; 21,5; 20,4; 11,3; 10,8.

ES-MS vypo&teno: 547; nalezeno: 545 (M"-2H); HRMS nalezeno: 545,1823.

Elementarni analyza: vypocteno: C 58,75 %; H 4,63 %; nalezeno: C 59,12 %; H 4,87 %.

Absorb¢ni maxima latky 1 v riznych prostfedich

Prostiedi

Amax | €max/100000
dimetylsulfoxid 609 1,06
Methanol 608 1,34
Fosfatovy pufr (pH 7,4) | 493 0,33

Emisni maxima léfky 1 v rznych prostiedich

Prostredi Amax
dimetylsulfoxid 637
Methanol 630
Fosfatovy pufr (pH 7,4) | 627

Piiklad 2
Priprava latky 2. Smés

2-(4-pyridyl)malondialdehydu

(150 mg),

2-met§1-3-propyl

benzothiazolu (640 mg) a suchého n-butanolu (10 ml) byla za michani zahfivana na 110 °C



po dobu 18 h. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés pfefiltrovana, pevny podil promyt

metanolem (3 ml) a suSen ve vakuu. Produkt byl ziskdn ve formé zeleného kovoveé lesklého
prasku. Vytézek 498 mg, 79%.

Struktura latky 2

Charakterizace: "H-NMR: 8,94 (2H, d); 8,14-7,80 (8H, m); 7,58 (2H, t); 7.45 (2H, t); 6,20
(2H, d); 4,28 (4H, bs); 1,71 (4H, m); 0,85 (6H, t). *C-NMR: 156,9; 148,2; 143.,6; 141,3;
128,2; 127,1; 125,5; 123,2; 114,0; 98,3; 47,5; 20,9; 10,8.

ES-MS vypoéteno; 496,7, nalezeno: 496,3.

Elementarni analyza: vypocteno: C 57,78 %; H 4,85 %; nalezeno: C 57,86 %; H 4,93 %.

Absorbéni maxima latky 2 v riiznych prostfedich

prostiedi Amax | Emax/100 000
dimetylsulfoxid 656 0,76
metanol 645 0,82
fosfatovy pufr (pH 7,4) | 641 0,46

Emisni maxima latky 2 v rznych prostiedich

prostiedi Amax
dimetylsulfoxid 665
metanol ‘ 662
fosfatovy pufr (pH 7,4) | 667

Ptiklad 3 p
Pfiprava latky 3. Latka 2 (55 mg) byla rozpusténa v dimet§1formamidu (5 ml) a byl ptidén
nadbytek me¥ljodidu (2M roztok v t-BuOMe, 0,5 ml). Smés byla uzaviena v tlakové ampuli

a zahfivana pfes noc 60 °C. Druhy den byla reakéni smés probublavana dusikem, pro
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odstranéni ptebyte¢ného megljodidu. Poté byla smés odparfena dosucha. Pevny podil byl
promyt die¥léterem a suSen ve vakuu. Produkt byl ziskan ve formé& kovové lesklého prasku.
Vytézek 63 mg, 94%.

Struktura latky 3

Charakterizace: 'H-NMR: 8,96 (2H; d); 7,98 — 8,16 (6H, m); 7,60 (2H, t); 7,48 (2H, t); 6,32
(2H, d); 4,35 (7H, bs); 1,72 (4H, sextet); 0,85 (6H, t). "C-NMR: 166,4; 153,4; 147,9; 1453;
141,4; 128,3; 127.,8; 125,7; 125,6; 123,3; 114,2; 98,6, 47,7; 47,1; 34,4; 21,1, 10,9.

ES-MS vypodteno: 255,8, nalezeno: 255,6 (M>*/2).

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

Absorbéni maxima latky 3 v riznych prostiedich

prostfedi ' Amax | Emax/100000
dimetylsulfoxid 645 0,33
metanol 631 0,40
fosfatovy pufr (pH 7,4) | 628 0,42

Emisni maxima latky 3 v riznych prostredich

prostiedi Amax
dimetylsulfoxid 666
metanol 650
fosfatovy pufr (pH 7,4) | 654

Ptiklad 4 y
Ptiprava latky 4. Smé&s 2-(4-pyridyl)malondialdehydu (75 mg; 0,50mM), 2-mef§l-3-pr0pyl o-
~naftothiazolium jodidu (373 mg; 10,lmM) a suchého n-butanolu (10 ml) byla za michani

zahfivana na 110°C po dobu 18 h. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla smés
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prefiltrovana, pevny podil promyt efénolem (3 x 5 ml) a suSen ve vakuu. Produkt byl ziskan

ve formé zeleného kovoveé lesklého prasku. Vytézek 302 mg, 83%.

Struktura latky 4

Charakterizace: "H-NMR: 8,98 (2H, d, J=5,6 Hz); 8,2-7,9 (12H, m); 7,80 (2H, t, J=7,3 Hz);
7,67 (2H, t, J=7,5 Hz); 6,36 (2H, d, J=11,6 Hz); 4,45 (4H, t, J=6,5 Hz); 1,78 (4H, sextet,
J=7,2); 0,94 (6H, t, I=7,3 Hz). >C-NMR: 165,6; 140,2; 130,8; 130,1; 129,8; 129,4; 127,5;
126,6; 123,5; 122,1; 113,8; 48,5; 21,9; 11,3.

HRMS vypodteno: 596,2189 (M"); nalezeno: 596,2184 (M")

Elementarni analyza: vypocteno: C 63,06 %; H 4,74 %; nalezeno: C 63,11 %; H 4,80 %.

Absorbéni maxima latky 4 v riznych prostiedich

prostiedi Amax | €max/100 000
dimetylsulfoxid 686 0,99
Methanol 676 1,10
fosfatovy pufr (pH 7,4) | 600 0,32

Emisni maxima latky 4 v riznych prostfedich

prostiedi Amax
dimetylsulfoxid 707
Methanol 694
fosfatovy pufr (pH 7,4) | 699

Vyuziti polymethiniovych soli jako buné¢né sondy pro selektivni mitochondriilni
lokalizaci.
Latky uvedené vtomto patentu vykazuji selektivni lokalizaci v mitochondriich fady

bunéénych linii. Nové pfipravené, pozitivné nabité, symetrické polymethiniové soli maji
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vhodné spektroskopické vlastnosti: uzké excitatni i emisni spektra, minimélni fluorescenci ve
vodném médiu, maximalni fluorescenci p¥i inkorporaci do lipofilniho prostfedi membran
mitochondrii.  Tato barviva navic vykazuji vyrazn€¢ vy$8i fotostabilitu v porovnani
s xantyliovymi barvivy, komeréné pouZivanymi pro znafeni mitochondrii. Latky jsou navic
v mitochondriich zadrZovany permanentné, coz umoZiiuje jak vyménu média, tak fixaci a
permeabilizaci bun€k bez ztraty barveni.
Mitochondrialni lokalizace nami ptipravenych novych symetrickych polymethiniovych soli
byla pozorovana napf. v bun&énych liniich HeLa (odvozeny z karcinomu dé€loZniho ¢ipku),
LNCaP a PC-3 (butiky odvozeny z karcinomu prostaty), U20S (buriky z osteosarkomu),
MiaPaCa-2, BxPC-3, PaTu, CAPAN-2 (buiiky odvozeny z adenokarcinomu pankreatu),
HEK 293T (embryondlni ledvinové buriky), HL-60 (builky akutni myeloidni leukémie), KU-
—812 (buiiky chronické myelogenni leukémie), my$i buné¢na linie 4T1 (builky z karcinomu
mlééné Zlazy) a v primarnich kufecich embryondlnich fibroblastech (CEF). Témito pfiklady
viak neni pouziti naSich latek nijak omezeno. Tyto latky vykazuji vysokou selektivitu pro
mitochondrie, a tc; v odli$ném principu neZ béZzné pouzivana mitochondrialni barviva jako
naptiklad Mitotracker Green™. Vysok4 selektivita mitochondrialni lokalizace byla
pozorovana pii pouZiti téchtoh latek, naptf. 1-4, a to v ptipad¢ vSech testovanych linii (viz
Obrazek 1). V ptipadé bung&k U20S byla uinnost lokalizace v mitochondriich dokonce
znaéné vy38i nez pro komeréné dostupny MitoTracker Green™, jehoz distribuce

v mitochondriich byla slaba a neselektivni (Obrazek 2).

Priklad 1

Ptiprava zasobniho roztoku:

Vzhledem k nizké rozpustnosti naSich sloufenin ve vod€ byly sloueniny rozpuStény
\Y dimeﬁsulfoxidu (popf. dimetylformamid, metanol, eﬁxol). Koncentrace zasobnich
roztoki, které byly uchovavany ve tmé pii -20 °C, byla SmM. Pfed pouZitim byly vzorky za

nepfistupu svétla ustaleny na laboratorni teplotu cca 23 °C a fadn€ promichany.

Priklad 2

Ptiprava bunék pro znadeni mitochondrii

Buriky linie HeLa (popf. U20S, MiaPaCa-2, HEK 293T, 4T1) byly kultivovany v DMEM
médiu (Dulbecco’s Modified Eagle medium, Sigma USA), LNCaP v Iscove médiu (Sigma,
USA), BxPC-3 (popi. HL-60, KU-812) v RPMI-1640 médiu (Sigma, USA), CAPAN-2
v McCoy médiu (Sigma, USA), PaTu v DMEM:F12 (1:1) médiu (Sigma, USA) doplnénych

.
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0 10% fetélni bovinni sérum (FBS, Invitrogen, USA), 2mM Glutamax"™ (Invitrogen, USA) a
1% smés vitamind (MEM vitamins solution, Invitrogen, USA). Buiiky byly udrzovany
v logaritmické fazi ristu a kultivovany za standardnich podminek (37 °C, 5% C0,,95%
vlhkosti). Pro mikroskopické experimenty bylo inokulovano 100 000 bun€k na kultivacni
misky se sklenénym dnem (primér 35 mm, MatTek, USA). Buiiky byly inkubovany 16 ae’

24 h za standardnich podminek.

Priklad 3

Barveni mitochondrii v Zivych burikich

Buiiky ptipraveny podle Pfikladu 2 byly tfikrat omyty fosfatovym pufrem (PBS; pH 7,4) a
10 min. inkubovany s 0-200 nM polymethiniovou soli rozpu$ténou v kompletnim médiu. Pro
dosazeni co nejucinnéjsiho barveni mitochondrii a minimalniho nespecifického barveni byla
typicky pouZivana 20-50 nM koncentrace polymethiniovych soli. Po barveni byly busiky 2x

omyty fosfatovym pufrem a inkubovéany v erstvém kompletnim médiu bez fenolové Cerveni.

Priklad 4

Fixace mitochondrii

Mitochondrie znadené nasimi novymi fluorescenénimi sondami je mozno pozorovat nejen za
nativnich podminek, ale lze je také fixovat. Fixace je mozZnd napf. 8% roztokem
glutaraldehydu ve fosfatovém pufru; pH 7,4 pii pokojové teplot€ po 20 min. anebo 4%

roztokem paraformaldehydu ve fosfatovém pufru za stejnych podminek a mikroskopovény.

Priklad S

Kolokalizace dvou mitochondridlnich barviv

Buriky piipravené podle Piikladu 2 byly nejprve barveny roztokem polymethiniovych soli 1,
2, 3 nebo 4 s 20-50nM koncentraci. Po barveni byly butiky 2x omyty fosfatovym pufrem a
dobarvovany 120nM roztokem mitochondridlni sondy MitoTracker Green™ (Molecular
Probes) rozpusténié v kompletnim médiu, kultivace bun€k probihala za standardnich
podminek (37 °C, 5% CO,, 95% vlhkost) po dobu 10 min. Buriky byly 2x omyty fosfatovym

pufrem a inkubovany scerstvym kompletnim médiem bez fenolové cerveni a

mikroskopovany (viz Obrazek 1 a Obrazek 3).

Priklad 6

Znaceni mitochondrii a jinych organel v buiice
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Buriky pfipravené podle Piikladu 2 byly barveny 20-50nM roztokem polymethinovych soli 1,
2, 3 nebo 4. Po barveni byly buiiky 2x omyty fosfatovym pufrem a barveny po 20 min.
150nM roztokem sondy pro lysosomy LysoTracker Green (Molecular Probes) rozpusténé
v kompletnim médiu za standardnich kultivacnich podminek. Burky byly 2x omyty
fosfatovym pufrem a inkubovény 5 min. sroztokem jaderné sondy 4,6'-diamidino-2-
~fenylindolu (DAPI, 5 pg/ml) v kompletnim médiu (viz Obrazek 2). Buriky byly 2x omyty
fosfatovym pufrem a inkubovény v Cerstvém kompletnim médiu bez fenolové Cerveni.
Barveni mitochondrii je moZné kombinovat se znacenim dalSich buné¢nych organel, jako je

napt. endoplazmatické retikulum anebo Golgiho komplex.

Priklad 7

Mikroskopie

Butiky byly tfikrat omyty fosfitovym pufrem a pozorovany pomoci inverzniho

fluorescenéniho mikroskopu Cell*R (Olympus, Japonsko) za pouZiti 60x (numericka apertura

1,4), popt. 100x imersniho objektivu (Immersion oil 30cc, Olympus, Japonsko). V zavislosti

na spektroskopickych vlastnostech testované latky byl pouZit filtr pro Cerveny fluorescenéni

protein (RFP; ex. 535-555 nm / em. 570-625 nm, cut off 565 nm) anebo Cy5 filtr (ex. 590-
~650nm / em. 663-738 nm, cut off 660 nm). Byla studovana subbunétnd lokalizace

polymethiniovych soli v Zivych burikach jednotlivych bunéénych linii v realném ¢ase anebo

fixovanych preparati.
Mitochondridlni znadeni naSimi novymi pozitivné nabitymi symetrickymi polymethiniovymi
solemi je moZné kombinovat s barvenim dalSich studovanych proteini pomoci fluorescencné

znadenych protilatek.

Pramyslova vyuZitelnost v

Polymethiniové soli jsou vyuZitelné ve farmaceutickém prumyslu k ptipravé mitocBhdridlnich

sond pro vyuZiti v medicing.
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Patentové naroky

1. Vyuziti polymethiniovych soli obecného vzorce I,

o S
NWN R
A/ Y B \A

kde ob& koncové heteroaromatické skupiny methiniového fetézce jsou totozné a tvoii je
heteroaromatické cykly odvozené od benzenu, jejichZ konkrétni struktura je charakterizovana

skupinou A, B, X, Y a jednou nebo vice skupinami R na obou koncich methiniové sole,

kde skupina A jsou alkyl C1 az C12- substituenty, glykolové fetézce s poctem glykolovych
(-OCH,CH,;-) opakujicich se jednotek 1 aZ 8 konéici O-alkyl substituentem C1 aZz C12 nebo
-OH skupinou, alkyl C1 'ai C8 sulfonové kyseliny nebo odpovidajici jejich lithné nebo sodné,
nebo draselné, nebo cesné, nebo rubidné sole, benzylova skupina, allylova skupina,

8-substituovany kobalt bis(dikarbollid) a nebo cyklodextrinovy kruh riizné velikosti (o — ),

kde skupina B je aromaticky nebo heteroaromaticky kruh, pfipadné oligoaromaticky nebo
oligoheteroaromaticky kruh, ktery miiZe byt déle substituovan jednim & vice stejnymi nebo
riznymi substituenty vybranymi ze skupiny: fluor, chlor, brom, jod, hydroxy-, trifluorme®1,
O-me®l, 4 O-egl, O-propyl, O-trimetylsilyl, thiol, S-meW¥l, S-egl, S-propyl, amino, N-megl,
N-etyl, N-propyl, N-butyl, N-dimethyl, N-dieg;l, N-dipropyl, N-dibutyl, N-bocyl, nitril,
karboxyl, karboxymetyl, karboxyegl, karboxypropyl, karboxybutyl, nitroso, azid, kyanat,

kde v pfipad¢ dvojnasobné nabitych soli, skupinu B tvofi N-alkylamonium-heteroaromat,
trialkylamoniovy substituent nebo dialkylsulfoniovy substituent pii€emz kvarternizace na

atomu dusiku nebo siry je provedena skupinou A,
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kde skupina R je fluor, chlor, brom, jod, hydroxy, triﬂuormegi, O-trimeg:lsilyl, thiol, S-
-meWl, S-et@l, S-propyl, amino, N-me#}l, N-et§1, N-propyl, N-butyl, N-dimethy], N-diegi, N-
—dipropyl, N-dibutyl, N-bocyl, nitril, karboxyl, karboxymeg.l, karboxye¥!, karboxypropyl,

karboxybutyl, nitroso, azid, kyanat, isokyanat, thiokyanat, isothiokyanat, N-alkyl, N-dialkyl

substituent s C1 az C 12x fetézcem, alkyl C1 az Cl12¢ substituent, O-alkyl C1 az C12s
substituent, glykoiovy fet€zec spoltem glykolovych jednotek 1 az 8 kongici O-alkyl
substituentem C1 az C12¢ nebo -OH skupinou, 8-substituovany kobalt bis(dikarbollid) a nebo

cyklodextrinovy kruh rizné velikosti (o —y),
kde X je dusik, kyslik, sira, selen nebo dimethyl methylenova skupina,
kde Y je chlorid, bromid, jodid, meglsulfonét, toluensulfonat, nebo nonafluorbutylsulfonat

a obecného vzorce 11,

kde ob& koncové heteroaromatické skupiny methiniového fetézce jsou totoZné a tvoii je
heteroaromatické cykly odvozené od naftalenu a kde B, R, X, Y, a A maji vpfedu uvedeny
vyznam, pro piipravu selektivnich bunéénych sond pro znafeni mitochondrii, a to jak

v zivych i mrtvych burikach.

2. VyuZiti polymethiniovych soli obecného vzorce I a II, podle naroku 1 pro pfipravu sond

pro znadeni izolovanych mitochondrii.
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