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Transportér nukleosidtrifosfatii pies bunéénou membranu, zpiisob jeho pripravy a pouZziti

Oblast techniky
Vynélez spadd do primyslové a védni oblasti. Transportér nukleosidtrifosfatd ptes bunécnou

membranu muze byt vyuzit jak v procesu hledani novych 1éciv, tak pro dalsi vyvoj v
experimentalni bunééné biologii.

Dosavadni stav techniky

Chemicky modifikovana analoga nukleosidil jsou Siroce vyuzivana ve farmaceutickém primyslu
jako virostatickd a kancerostaticka 1éciva (Jordheim et al., 2013). Mechanismy jejich u¢inku
zahrnuji pfedev§im inhibici procest vedoucich k replikaci virt, resp. replikaci bunék. Ve vétsine
ptipadi nejsou aplikovana analoga nukleosidii sama o sob¢ aktivni — témi se stavaji az po
enzymy katalyzované kaskad¢ fosforylaci, které vedou ke vzniku nukleosidtrifosfatt, popft.
fosfonato—difosfatl. Teprve tyto latky jsou ucinnymi metabolity; napfiklad virostatické
modifikované nukleotidy mohou inhibovat replikaci viru nejcastéji mechanismem inhibice
reverzni transkriptazy, kterd katalyzuje proces pfepisu genetické¢ informace z ribonukleové
kyseliny (RNA) viru do deoxyribonukleové kyseliny (DNA) hostitelské buiky. Dalsim znamym
mechanismem je inkorporace takového modifikovaného analoga nukleotidu do DNA, ktery
znemozni pokra¢ovani syntézy fetézce DNA, a tim dojde k zastaveni replikace buiiky. Obdobné
mechanismy se mohou uplatnit i pfi inhibici syntézy RNA vir(.

V soucasnosti jsou pii testovani a aplikaci 1éCiv pouzivana nefosforylovand chemicky
modifikovana analoga nukleosidli, protoze fosforylované nukleotidy neprochazeji bunécnou
membranou. Je znamo, Ze modifikované nukleosidy se vSak v buiice fosforyluji s nizkou
konverzi, protoze zejména enzymy katalyzujici syntézu monofosfatti (monofosfat kindzy) jsou
velmi specifické. To vedlo k vyvoji tzv. "prodrugs" (proléciv), coz mohou byt monofosfaty nebo
monofosfonaty, jejichz fosfatova (resp. fosfonatova) funkce je prevedena napf. na ester; tento
derivat pak mnohem snadnéji pronika pfes bunécnou membranu a v cytosolu je enzymaticky
katalyzovanym odStépenim regenerovan monofosfat (monofosfonat), ktery dale vstupuje do
fosforylacni kaskady, jejiz produktem je aktivni trifosfat. Neexistuje ovSem univerzalni idealni
"prodrug"; naopak hledani optimalni struktury derivatu fosfatu vyzaduje testovani celé tady
strukturnich analog a pfi hledani aktivnich latek se k ptipravé "prodrug" derivatd pfistupuje az
vtom piipad€, ze jiz matecny nukleosid vykazuje aktivitu.

Z vyse uvedeného je ziejmé, Ze v procesu hleddni novych aktivnich latek mtze dochazet k
nezadouci eliminaci potencidln€ velmi u¢innych latek jen proto, Ze i) selhava jejich transport pies
bunécnou membranu, nebo ii) nukleosidy nejsou v bunce fosforylovany, pricemz neni technicky
a ekonomicky schiidné od kazdé nové struktury analoga nukleosidi pfipravit vSechny potencialné
ucinné derivaty — "prodrugs". Je ziejmé, Ze proces objevu novych aktivnich latek by mohl byt
znaéné efektivnéjsi, pokud by byly na bunécnych modelech, popiipad¢ in vivo, testovany pfimo
aktivni metabolity, tj. trifosfaty nukleosidi. Tyto latky ale neprochazeji pifes bunécnou
membranu, proto nebyl takovy postup dosud mozny. V neddvné dobé bylo v literatuie
publikovano nékolik piistupt k feSeni tohoto problému. Popsany byly pokusy transponovat
modifikované nukleosidtrifosfaty (dale NTP) ve formé komplext s lipozomy nebo s polymery
nesoucimi aminoskupiny (Hillaireau & Couvreur, 2009), ukazaly se vSak malo efektivnimi. Z
publikovanych praci lze za dostatecné prokazany transport NTP povazovat prace Vinogradova et
al., ktery komplexoval NTP do nanogeld, které fizuji s bunéénymi membranami a pfi tomto
procesu dojde k uvolnéni NTP do cytosolu. Dikaz byl proveden na trovni monitoringu
fluorescencné znacenych NTP (Vinogradov et al, 2005a) i stanovenim cytostatické aktivity
fludarabin—5—trifosfatu (Vinogradov et al., 2005b). Zasadni nevyhodou nosi¢e (nanogelu) je
obtizna reprodukovatelnost celého procesu, protoze polymerni material (nanogel) neni piresné
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definovan. Dale je z publikované prace (Vinogradov et al., 2005a) ziejmé, ze fluorescencné
znaeny NTP je lokalizovan pfedev§im mimo bunécné jadro, tj. tento zptisob transportu neni
vhodny v pfipadech, kdy mé dojit k inkorporaci do genomické DNA, ke které dochazi praveé v
jadre.

Jiny neddvno publikovany zplsob feSeni problému neprostupnosti NTP pies bunécnou
membranu spociva v piipravé nukleosidtrifosfatd modifikovaného diestery na y—fosfatu, ktery je
poté po proniknuti do cytosolu enzymaticky Stépen (Gollnest et al., 2015). Jedna se tedy o
"prodrug" piistup se vSemi specifiky a nutnosti optimalizace struktury pro kazdy jednotlivy
pripad aplikace.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu jsou slouceniny (transportéry), které jsou schopny tvofit definované
komplexy s NTP prostfednictvim nekovalentnich interakci s receptorem NTP (cyklodextrinovou
jednotkou) a transportovat je pfes bunéénou membranu do cytosolu. V ném jsou modifikované
nukleosidtrifosfaty uvolnény kompetetivnim vytésnénim ptirozenymi NTP, zejména adenosin
trifosfatem, ktery se v cytosolu nachazi az v milimolarnich koncentracich, tj. o n¢kolik fadu
vysSich, nez je predpokladand Zzadouci koncentrace modifikovaného NTP v cytosolu
(mikromolérni koncentrace). Uvolnény NTP se — v zavislosti na fazi bunéného cyklu — rychle, v
fadu minut, koncentruje v cytosolu i bunééném jadru, kde muize pisobit jako inhibitor RNA, resp.
DNA polymeraz. Za ptedpokladu, ze je substratem ptislusného enzymu (polymerazy), mize byt
popifipad¢ inkorporovan do RNA nebo DNA. Novost popisovaného feSeni spociva v
jednoduchosti a univerzalnosti jeho pouziti pro jakykoliv nukleosidtrifosfat bez nutnosti jeho
dalsich chemickych modifikaci, protoze podstatou interakce NTP a "vazebného mista" v
transportéru je nekovalentni interakce jakékoliv trifosfatové skupiny s cyklodextrinovou
jednotkou modifikovanou aminoskupinami, popi. guanidinoskupinami. Vyhodou popisovaného
zpasobu transportu NTP je moznost pripravit komplex transportéru a NTP odvozeného od
jakéhokoliv nukleosidu, a ten velmi rychle dopravit do bunééného cytosolu a jadra. Neni nutné
ptipravovat od kazdého NTP série "prodrug" derivatu, jejichz enzymaticky katalyzované Stépeni
na volny NTP v bunice zavisi na strukturnich parametrech, které nelze spolehlivé predpovédeét.

Komplex NTP a transportéru se pfipravi rozpusténim NTP a transportéru v médiu, jehoZz slozeni
je uvedeno dale, a pfimo se aplikuje na bunéénou kulturu po dobu minut az nékolika desitek

minut.

Predmétem vynalezu je slouc¢enina obecného vzorce 6,
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kde X je -NH-C(NH,)=N'H, CF3;COO  nebo —N'H; CF;COO™ a Y je linearni oligomer
sestavajici z argininovych jednotek (—Arg).—NH,, kde n = 6 az 10, nebo z arginin—
aminokapronovych jednotek zakonceny aminodimethylenamidovou jednotkou (—Arg—Aca),—
NH—(CHz)z—NHz, kde n=6az 10.

Predmétem vyndlezu je také zplsob pfipravy latek, jehoz vychozi slouceninou je sloucenina
heptakis(6—azido—6—deoxy)—p—cyklodextrin vzorce 1
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Tato sloucenina je piisobenim allylbromidu a hydridu sodného v dimethylformamidu a naslednou
separaci pfevedena na smés 2-O-allyl-heptakis(6—azido—6—deoxy)—B—cyklodextrinu a 3-O-
allyl-heptakis(6—azido—6—deoxy)—p—cyklodextrinu. Smés je pusobenim acetanhydridu, N,N'—
diisopropylethylaminu a N,N—dimethylaminopyridinu acetylovina a po chromatografické
separaci je izolovana sloucenina strukturniho vzorce 2
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Sloucenina 2 je v dalsim kroku deacetylovana plsobenim methanolatu sodného v bezvodém
methanolu. Produktem je 2'-O-allyl-heptakis(6—azido—6—deoxy)—B—cyklodextrin vzorce 3
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Sloucenina 3 je  pusobenim trifenylfosfinu a vodného amoniaku v  rozpoustédle

dimethylformamidu pfevedena na sloudeninu 2'-O-allyl-heptakis(6—amino—6—deoxy)—B—
"cyklodextrin heptakis(trifluoracetat) strukturniho vzorce 4
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Derivat 4 je pusobenim 1H-—pyrazol-1-karboxamidinu hydrochloridu pfevedena na 2'-O-allyl-
heptakis(6—guanidino—6—deoxy)——cyklodextrin heptakis(trifluoracetat) strukturniho vzorce 5
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Latky 4 a 5 byly pisobenim svétla o vinové délce 365 nm, fotoiniciatoru 2,2—dimethoxy—2—
fenylacetophenonu (popft. azobisisobutyronitrilu a zaht4ti) a thiold obecného vzorce SH—(CH,)s—
CO—(Arg)r—NH—CH,r>NH; a SHHCH,)s~CO—(Arg—Aca),—NH, pfevedeny na slouceniny obecného
vzorce 6,

X

o H .
X ¢ o’% = —-NﬂE:z CF3C007, Y= (-Arg-Aca),-NH,

OH H NH _

%H HO—- X= —N~ 2 CFsC00 ™, Y= (-Arg)-NH-(CHo)zNH
0 HO 2

X 0 + -

X = —NH3 CF3C00 , Y = (-Arg-Aca),-NH;

g” HO
OH Jx
OKKOSHD OH O.\—O\f X= —NHs  CFsCO0 , Y= (-Arg):-NH-(CH)2NH;
o)

Y
(6)
kde X je -NH-C(NH,)=N'H, CF3;COO nebo —N'H; CF;COC a Y je linearni oligomer
sestavajici z argininovych jednotek (—Arg):NH, kde n = 6 az 10, nebo z arginin—

aminokapronovych jednotek zakonceny aminodimethylenamidovou jednotkou (—Arg—Aca),—
NH—(CHz),-NHa, kde n = 6 az 10.

Predmétem vynalezu jsou dale latky obecného vzorce 6 pro pouziti jako nosice NTP pres
bunécné membrany, s vyhodou pro ucely inkorporace NTP do bunééné DNA nebo RNA. Roztok
slouceniny obecného vzorce 6 ve vodném pufru, jehoz slozeni je uvedeno nize, se smisi s NTP
tak, aby koncentrace nosi¢e a NTP byla vy3si nez 1 umol.™! a vysledny komplex je aplikovan na
bunécnou kulturu po dobu 1 az 60 min. Konfokalni mikroskopii a cytometrii bylo prokazano, ze
NTP prostupuje pies bunéénou membranu jiz béhem prvni minuty po expozici a koncentruje se v
jadfe. Monitorovani v delsim casovém intervalu prokazalo selektivni fluorescenci
chromozomalni DNA dé¢licich se bunék.

Pfedmétem vynalezu jsou dale latky obecného vzorce 6 pro pouziti jako nosice
nukleosidtrifosfatl pfes bunééné membrany pro ucely stanoveni virostatické aktivity
modifikovanych NTP. Bunécnd kultura infikovana virem je kratce (1 az 30 min) vystavena
pusobeni roztoku komplexu modifikovanych NTP a latek obecného vzorce 6 a poté jsou takto
oSetfené bunky inkubovany dle standardnich postupli. Vyhodnoceni virostatické aktivity je
provedeno srovnanim s kontrolnim experimentem, ve kterém jev médiu ptitomen standard po
celou dobu inkubace. Tento postup eliminuje negativni vysledky zplsobené nedostatecnou
fosforylaci zkoumaného nukleosidi bunéénymi kinazami.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Strukturni vzorec konjugatu 6a
Obr. 2: Strukturni vzorec konjugatu 6b
Obr. 3: Strukturni vzorec konjugatu 6¢

Obr. 4: Strukturni vzorec konjugatu 6d
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Obr. 5: a) Sledovani priniku komplexu latky 6a a fluorescenéné zna¢eného NTP (ChromaTide®
Alexa Fluor® 488-5-dUTP; ThermoFisher Scientific, kat. &.: C11397) do buné¢k U2-OS; b)
kontrolni experiment spo¢ivajici v naneseni NTP na bunéénou kulturu (ChromaTide® Alexa
Fluor® 488-5-dUTP; ThermoFisher Scientific, kat. ¢.: C11397) bez latky 6a.

Obr. 6. Sledovani mitézy bunck U2-OS, ve kterych bylo s pomoci latky 6b a NTP (Aminoallyl—-
dUTP-Cy3; Jena BioScience, kat. ¢. NU-803—CY3-S) dosazeno inkorporace fluorescen¢niho
NTP do genomické DNA (svétla mista na obrazcich).

Obr. 7. Graf zavislosti relativniho mnozstvi virovych castic na koncentracich latek aplikovanych
na bunéénou kulturu.

Predklddany vynalez bude dale ozifejmén v nasledujicich ptikladech, na které se ovSem
neomezuje.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Seznam zkratek:

ACN Acetonitril

HRMS Hmotnostni spektroskopie s vysokym rozliSenim
MALDI Ionizace laserem za piitomnosti matrice

NMR Nuklearni magneticka rezonance

NTP Nukleosidtrifosfat

TFA Trifluoroctova kyselina

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

DNA Deoxyribonukleova kyselina

LED Svétlo—emitujici dioda

HIV Virus lidské imunitni nedostatecnosti

Aminoallyl-dUTP — Cy3

5—(3—Aminoallyl)-2'-deoxyuridin—5'—trifosfat, nesouci
fluorescencni znacku Cy3

Cy3 Cyaninovy fluorofor

DMEM Dulbeccova modifikace Eaglova média
TZM-bl Linie bun¢k rakoviny délozniho Cipku
DMF Dimethylformamide

MeOH Methanol

Priklad 1

M4 [I-V|II 7I-VIL
Piiprava 21Vl 31-VIL,

undeca—O-acetyl-2'-mono—O-allyl-6"V!'-hepta—azido—6"V"'"-hepta—

deoxy—P—cyklodextrinu 2

K roztoku slouceniny 1 (2 g, 1,52 mmol) v bezvodém dimethylformamidu (40 ml) byl pfidan
hydrid sodny zbaveny oleje (54,8 mg, 2,28 mmol) a reakéni smés byla michana 3 hod pfi teploté
mistnosti pod atmosférou argonu. Poté byl do reakéni smési ptikapan allylbromid (200 pl,
2,30 mmol) a smés byla ponechana reagovat dalSich 12 hodin. Poté byl dimethylformamid
odparen a smé&s produktu precisténa sloupcovou chromatografii (silikagel, chloroform methanol
4:1); izolovana byla frakce obsahujici isomery 2'-O-allyl-heptakis(6—azido—6-deoxy)—f—
cyklodextrin a 3'-O-allyl-heptakis(6-azido—6—deoxy)—B—cyklodextrinu (celkem 740 mg). Tato
smés (600 mg, 0,44 mmol) byla rozpusténa v acetonitrilu (18 ml) a do roztoku byly postupné za
michani pfidany acetanhydrid (1 ml, 10,57 mmol), N,N'-diisopropylethylamin (3 ml,
17,22 mmol) a N,N—dimethylaminopyridin (70 mg, 0,57 mmol). Reakéni smés byla michana
12 hodin pfi teploté mistnosti, poté byla odpafena na rota¢ni odparce a odparek byl suspendovan
v chloroformu (100 ml) a vznikla suspenze byla promyta vodou (3 x 50 ml). Chloroformova
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vrstva byla suSena siranem sodnym, poté bylo suSidlo odstranéno filtraci na frit¢ a vysledny
roztok byl zkoncentrovdn na objem cca 10 ml a nanesen na chromatografickou kolonu (silikagel,
chloroform/aceton 5:1). Hlavni frakce obsahovala po odpafeni 2'-O-allyl-heptakis(6—azido—6—
deoxy)—p—cyklodextrin 2 (702 mg, 31 %).

Charakterizace: HRMS (MALDI): m/z vypocteno pro C7iHosN»1O41: [M+Na]™: 1918,5730;
nalezeno 1918,5758; elementarni analyza (%): vypocteno pro C71HosN21O41: C 44,96; H 4,94; N
15,51; nalezeno C 44,98; H 4,92; N 15,41. 'H a '*C NMR data — viz tabulky 1 a 2.

Priklad 2
Pfiprava 2'-O-allyl-heptakis(6—azido—6—deoxy)—B—cyklodextrinu 3

Sloucenina 2 (700 mg, 0,369 mmol) byla rozpusténa v roztoku methanolatu sodného v bezvodém
methanolu (0,1 mol.I'!,70 ml). Reakéni smé&s byla michana pii teplot€ mistnosti; v priib&hu
reakce bylo pozorovano vylucovani bilé srazeniny. Po 3 hodinach byla smés odpatfena dosucha,
odparek rozpustén ve smési methanolu a dimethylformamidu 1:1 (2 ml) a znovu piesrazen vodou
(100 ml). Srazenina byla zfiltrovana na frit¢ a suSena pod vakuem pfi teploté¢ mistnosti.
Sloucenina 3 byla izolovana ve vytézku 375 mg (75 %).

Charakterizace: HRMS (MALDI): m/z vypoéteno pro CisHezN21O2s [M+Na]™: 1372,4357,
nalezeno 1372,4362; elementarni analyza (%: vypocteno pro CisHs7N2102s: C 40,03; H 5,00; N
21,79; nalezeno C: 41,59; H 5,44; N 18,42. '"H a >*C NMR data — viz tabulky 1 a 2.

Priklad 3
Ptiprava 2-O-allyl-heptakis(6—amino—6—deoxy)—B—cyklodextrin heptakis(trifluoracetatu) 4

K roztoku slouceniny 3 (70 mg, 0,05 mmol) v dimethylformamidu (1,4 ml) byl pfidan
trifenylfosfin (190 mg, 0,72 mmol). Po 2 hodinach byl do reakéni smési ptidan roztok amoniaku
ve vode (0,5 ml 25% roztoku) a smés byla dale michana po dobu 16 hod. Poté se rozpoustédlo
odpaii a do vzniklého hustého sirupu byl pfidan aceton (20 ml). Vznikly bily precipitat byl
izolovan filtraci na frit¢ a poté suspendovan v smési methanolu (1,5 ml) a amoniaku (1,5 ml).
Smeés byla poté zahifivana v tlakové zkumavce na 60 °C po dobu 6 hod. a poté odpafena za
snizeného tlaku. Odparek byl rozpustén ve vodném 0,01% roztoku trifluoroctové kyseliny a
precistén ultrafiltraci na membrané s pory lkDa (Ultracell; vyrobce Merck Millipore) a
lyofilizovan. Vytézek slouceniny 4 je 53 mg (48 %).

Charakterizace: HRMS (MALDI): m/z vypo¢teno pro CisHeN7O2s [M+Na]™: 1190,5022;
nalezeno 1190,5036; elementarni analyza (%), vypocteno pro CssHs7N70258.7TFA.5H,0: C 34,46;
H 4,80; N 4,77; nalezeno C 34,42; H 4,80; N 4,37. '"H a '*C NMR data — viz tabulky 1 a 2.

Ptiklad 4

Piiprava 2'-O-allyl-heptakis(6—guanidino—6—deoxy)-B—cyklodextrin heptakis(trifluoracetatu) 5
Sloucenina 4 (35 mg, volnd baze) a 1H—pyrazolkarboxamidin hydrochlorid (219 mg) byly
suspendovany ve smési N,N'-diisopropylethylaminu (0,26 ml) a vody (0,26 ml). Smés byla
michéna pfi teplot€ mistnosti po dobu 24 hodin, poté byly solventy odpafeny za snizeného tlaku.
Odparek byl rozpustén ve vodném 0,01% roztoku trifluorooctové kyseliny a piecistén
ultrafiltraci na membrané¢ s péry lkDa (Ultracell; vyrobce Merck Millipore) a lyofilizovan.
Vytezek slouceniny 5 byl 33 mg (49 %).

Charakterizace: HRMS (MALDI), m/z vypoéteno pro Cs:HogN21Ozs [M+H]™: 1462,6728;
nalezeno 1462,6758; elementarni analyza (%), vypo¢teno pro CesHi02F21N2104.7TFA.6H,0 C;
33,47; H; 4,85; F; 16,84; N; 12,42; O; 32,42 'H a >*C NMR data — viz tabulky 1 a 2.
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Priklad 5
Syntéza konjugatu 6a (Obr. 1)

2,2-Dimethoxy—2—fenylacetofenon (0,89 mg),  thiol SH—(CH;)s—CO—(Arg—Aca)s—NH,
(44,90 mg; ptipraven standardni peptidovou syntézou na pevné fazi s pouzitim automatického
syntetizatoru ABI 433A, Applied Biosystems) a sloucenina vzorce 5 (34,7 mg) byly rozpustény v
smési DMF/MeOH (9:2). Smés byla rozmichana pomoci ultrazvuku a déale michana
magnetickym michadlem pod inertni atmosférou argonu. Smés byla periodicky ozafovana UV
zafenim o vlnové délce 365 nm generovaném LED diodou (1 W) za stalého michani po dobu 1
min, poté byla smés ponechana stat po dobu 20 min; cely proces byl opakovan 6krat. Reakcni
smés byla monitorovana pomoci HPLC po kazdém ozatovacim cyklu. Po ukonceni reakce byl
produkt srazen 10 ml AcOEt, odsat na frit¢ a promyt ethylacetatem (3 x 0,5 ml). Surovy produkt
byl vysusen, poté rozpustén v 15% ACN ve vod¢ a zlyofilizovan. Sloucenina byla ¢isténa pomoci
HPLC na kolon& Phenomenex Gemini 5 um NX-C18 250 x 21,2 mm (vyrobce Phenomenex®);
linearni gradient A a B: 7-18% B za 14 min, 100% B v 15 min; 14 ml/min; 25 °C; kde A byl
0,02% roztok TFA ve vod¢, B byl 100% ACN. Vytézek slouceniny: 27,8 mg (36 %).

Charakterizace: HRMS (MALDI): pro CissHsNexOssS [M+H]® vypocteno 3763,226; nalezeno
3763,231; analytické HPLC: kolona ZORBAX Poroshell 120 SB-C18; 3 x 50 mm (vyrobce
Agilent); 2,7 um; linearni gradient A a B: 0,5% B 0—1 min, poté linearni gradient do 22% B
béhem 10 min; 1 ml/min; 25 °C; kde A byl 0,05% roztok TFA ve vodé, B byl 100% ACN.
Reten¢ni ¢as slouceniny 6a = 8,6 min.

Ptiklad 6
Syntéza konjugatu 6b (Obr. 2)

2,2-Dimethoxy—2—fenylacetofenon (0,12 mg), thiol SHHCH)s—CO—(Arg)s—NH—(CH2)-NH,
(2,32 mg; pfipraven standardni peptidovou syntézou na pevné fazi s pouzitim automatického
syntetizatoru ABI 433 A, Applied Biosystems) a slouc¢enina vzorce 5 (5,58 mg) byly rozpoustény
v DMF/MeOH (1:5). Sloucenina byla pfipravena obdobn¢ jako sloucenina 6a. Vytézek 1,60 mg
(36 %).

Charakterizace: HRMS (MALDI): pro CiosH210Nss037S [M+H]" vypoéteno 2901,596; nalezeno
2901,595; analytické HPLC: kolona ZORBAX Poroshell 120 SB-C18; 3 x 50 mm (vyrobce
Agilent); 2,7 um; linearni gradient A a B: z 5% B do 20% B béhem 5 min; 1 ml/min; 25 °C; kde
A byl 0,02% roztok TFA ve vodé, B byl 100% ACN. Retencni ¢as slouceniny 6b = 2,6 min.

Piiklad 7
Syntéza konjugatu 6¢ (Obr. 3)

2,2-Dimethoxy—2—fenylacetofenon (0,84 mg), thiol SH—(CH»)s—CO—(Arg—Aca)s—NH, (29,3 mg;
ptipraven standardni peptidovou syntézou na pevné fazi s pouzitim automatického syntetizatoru
ABI 433A, Applied Biosystems) a sloucenina vzorce 4 (44,1 mg) byly rozpoustény v
DMF/MeOH (1:1). Sloucenina byla pfipravena obdobné jako sloucenina 6a. Vytézek 17,4 mg
(39 %).

Charakterizace: HRMS (MALDI): pro Cia7H279N4304sS [M+H]" vypoéteno 3469,073; nalezeno
3469,070; analytické HPLC: kolona ZORBAX Poroshell 120 SB-C18; 3 x 50 mm (vyrobce
Agilent); 2,7 um; linearni gradient A a B: z 5% B do 20% B béhem 5 min; 1 ml/min; 25 °C; kde
A byl 0,02% roztok TFA ve vodég, B byl 100% ACN. Retencni Cas slouceniny 6¢ = 3,7 min.

Priklad 8
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Syntéza konjugatu 6d (Obr. 4)

2,2-Dimethoxy—2—fenylacetofenon (0,13 mg), thiol SH—(CH:)s—CO—(Arg)s—NH-(CH,»—NH,
(2,22 mg; ptipraven standardni peptidovou syntézou na pevné fazi s pouzitim automatického
syntetizatoru ABI 433 A, Applied Biosystems) a sloucenina vzorce 4 (7,62 mg) byly rozpoustény
v DMF/MeOH (1:4). Sloucenina byla pfipravena obdobné jako slouCenina 6a. Vytézek 1,38 mg
(35%).

Charakterizace: HRMS (MALDI): pro Ci0iH196N41037S [M+H]" vypocteno 2607,443; nalezeno
2607,448; analytické HPLC: kolona ZORBAX Poroshell 120 SB-C18; 3 x 50 mm (vyrobce
Agilent); 2,7 um; linearni gradient A a B: z 5% B do 20% B béhem 5 min; 1 ml/min; 25 °C; kde
A byl 0,02% roztok TFA ve vodég, B byl 100% ACN. Retenéni ¢as slouceniny 6d = 2,2 min.

Tabulka 1. Chemické posuny '"H NMR (ppm) ve spektrech sloucenin 1-5. Spektra byla pofizena
pti frekvenci 600 MHz.

Slouéenina H-1 H-Z H-3 H-4 H-5 H-6a + H-6b
(rozpousté
dlo) |
5,092 4,794 5,290 3,74-3,59 (7) 14,00-3,92 (6)| 3.65-3,51 (14)
21 5,063 4,760 5,259 3,83
5,015 4,757 5,248
(CDCly) 5,012 4,746 5,234
5,009 4,732 5,225
5,007 4,725 5,221
4,845 3,251 5,155
5,063 3,75 3,62-3,57 (7)| 3.,40-3,32 (7) |3,78-3,72(7)| 3,78-3,73 (7)
3¢t 4,916 3,42-3,34 (6) 3,62-3,57(7)
4,907
T=40°C 4,900 (2)
4,898
4,894
5,295 3,69-3,65 (6) 4,065 3,61-3,58 (7) |4,07-4,03(7)| 3,42-3,38 (7)
4¢ 5,182 3,585 13,99-3,95 (6) 3,30-3,26 (7)
5,177 (2)
(D,0) 5,175
5,169
5,159
54 5233 | 3.65-3,68 (6) 4,05 3.57-3,51 (7) |4,08-4,03 (7)| 3,65-3,54 (7)
5,115 (3) 3,56 3,98-3,93 (6)
(D;0) 5,110 (2)
5,104

¢ O—CH,-CH=CH,: 5,75 dddd (J=17,3; 10,3; 5,9; 5,5; —-CH=); 5,20 dq (J=17,3; 1,6; 1,5; 1,5) a
5,15 dq (J=10,3; 1,5; 1,3; 1,2; 1H; =CH,-); 4,00 ddt (J=13,1; 5,9; 1,5; 1,2; 1H) a 3,92 ddt
(J~=13,1; 5,5; 1,6; 1,3; 1H; O-CHx>—); 2,041 s; 2,016 s; 2,014 s (4x); 2,007 s; 1,997 s; 1,995 s;
1,991 s; 1,988 s; 1,963 s a 1,934 s(13x OAc),

b O-CH,-CH=CH.: 5,88 ddt (J=17,2; 10,5; 5.9; 5,9; ~CH=); 5,30 dq (J=17.2; 1,7; 1,6; 1,6; 1H) a

5,17 dq (J=10,5; 1,7; 1,2; 1,2; 1H; =CHo); 4,31 ddt (J=12,7; 5,9; 1,6; 1,2; 1H) a 4,20 ddt (J=12,7;
5,9; 1,6; 1,2; 1H; O-CH,),

-10 -
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¢O-CH>-CH=CHa: 5,96 ddt (/=17,2; 10,3; 6,2; 6,2; -CH=); 5,38 dq (/=17,2; 1,5; 1,5; 1,5; 1H) a
5,31 dq (J=10,3; 1,5; 1,2; 1,2; 1H; =CH»—); 4,27 dt (J=6,2; 1,5; 1,2; 2H; O—CH,-),

¢ O—-CH,—CH=CHa: 5,95 ddt (J=17,2; 10,4; 6,3; 6,3; -CH=); 5,37 dq (J=17,2; 1,5; 1,4; 1,4; 1H) a
5,30 dq (J/=10,4; 1,5; 1,0; 1,0; 1H; =CH»—); 4,25 dt (J=6,3; 1,4; 1,0; 2H; O—CH,-).

Tabulka 2. Chemické posuny *CMR (ppm) ve spektrech sloucenin 1-5. Spektra byla poiizena
pti frekvenci 151 MHz.

Sloudécnina C-1 C-z C-3 C-4 -5 C-6
(rozpoustidle) ]
97,25 76,61 71,08 77.7 71.54(2) 50,62
2" 95,88 6944 ()| 70,11 | 7A4R 71,41 50,56
93,82 69.37 69,54 (2) 76,22 7133|5047
63,749 £9.31 49,49 76,08 71,28 50,43 (2)
(CDCly) 95,42 69.28 69,44 75,82 70,91 50,37
95,37 08,88 68,11 73,52 70,58 an.24
9514 | 73,13
102,35 72,37 7283 | 8344 7055(3) | SL34(6)
3 102,28 (%) 72,20 72,75 83,52 70,26 51,49
102,26 72,19 73,73 (3) | 8343 70,19
(DMSO+AcOD) 02,14 72,1602y 72,69 | 83,40
T=40°( 100,38 72,11 72,65 B35
| 71,92 83.36
79.51
104,18 81,28 74,86 83,37 70.54 42.56
4 104,13 74,44 74,81 84,45 (1) 70,52 42,30 (1)
104,12 7438(2)) 7480 84,42 70.51 42,36 (2)
(N0 10411 74.34 74,49 84,40 70,49 (2)
' 104,09 74,33 74,7 81,37 70,28
103,99 74,16 74,7 70,25
102,66 | 73,95
57 104,62 81,51 75,15 () 85,00 74,19 44,92 (7)
104,55 74,49 73,14 8537 73,00(2)
(D;0) 104,53 74,46 75,11 85,23 (3) | 73,58(2)
104,50 (2)| 74,44 85.21(2) 73,45
104,41 74,42 (2) 73,37
102,90 74,26

“13x0Ac: 169,78; 169,74; 169,62; 169,58; 169,55; 169,51; 168,65; 168,47; 168,42(2); 168,40(2)
a 168,13 (13x CO);

19,98; 19,83; 19,81; 19,79; 19,78; 19,76; 19,74 a; 19,72(6) (13xCHs3); O—-CH,-CH=CH,: 133,11
(-CH=); 116,98 (=CHs); 71,22 (O-CH,.),

> O-CH,-CH=CH,: 134,66 (-CH=); 118,12 (=CH>); 72,89 (O— CH>),

¢ O-CHy-CH=CHy: 135,76 (-CH=); 122,53 (=CH,); 75,95 (O-CH,); TFA: 119,12 q
(J(C;F)=292,0; —CF3); 165,58 q (J(C;F)=35,2; COOH),

¢ O-CH,-CH=CH,: 135,74 (-CH=); 122,55 (=CH.); 75,88 (O-CH,); H,N-C(=NH)-NH-:
160,43.
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Ptiklad 9
Transport nukleosidtrifosfatii nesouciho fluorescenéni znacku do cytosolu bunek U2-OS

Ptiprava pufru A pro aplikaci komplexi: Latky N-|tris(hydroxymethyl)methyl]glycin
(448,14 mg), chlorid vépenaty (100,6 mg), siran horecnaty (48,8 mg), chlorid draselny
(200,0 mg), glukoéza (1,001 g) a chlorid sodny (3,661 g) byly postupné rozpustény v 497 ml
deionizované sterilni vody. Kyselost vzniklého roztoku byla upravena 1 mol.l! roztokem
hydroxidu sodného na hodnotu pH 7,40 pfi teplote 31 °C. Roztok byl doplnén do 500,0 ml.

Sloucenina 6a byla rozpusténa v roztoku pufru A na koncentraci 20 pmol.l"!. Nukleosidtrifosfat
(ChromaTide® Alexa Fluor® 488-5-dUTP; ThermoFisher Scientific, kat. ¢.: C11397) byl rovnéz
rozpustén v roztoku pufu A na koncentraci 20 pmol.17!. Poté byly tyto roztoky smichany ve
stejnych objemovych pomérech (1:1) na finalni koncentraci komplexu 10 pmol.I"!. Buné&&na
kultura U2-0S pripravena standardnim zptsobem s konfluenci 50 az 100% byla kratce promyta
pufrem A a poté byly buinky prevrstveny roztokem piipraveného komplexu. Takto pfipraveny
vzorek byl ihned vloZen do konfokalniho mikroskopu a prinik NTP do bunééného cytosolu byl
sledovan v pravidelnych ¢asovych intervalech. Zbarveni cytosolu a jadra bylo pozorovatelné od
prvni minuty pocatku sledovani. Fluorescence byla pozorovatelna ve vSech sledovanych butikach
s riznou intenzitou (Obr. 5a). V kontrolnim experimentu, kdy byl aplikovan 10 uM roztok
samotného NTP (ChromaTide® Alexa Fluor® 488-5-dUTP) bez slouceniny 6a (Obr. 5b), nebyl
pozorovan prunik NTP do cytosolu, pritomnost NTP byla pozorovana pouze v mezibunééném
prostoru.

Priklad 10

Sledovani inkorporace znaceného NTP (Aminoallyl-dUTP-Cy3, Jena Bioscience) do DNA
bunék U2-0S

Komplex slouceniny 6b a NTP (Aminoallyl-dUTP-Cy3, Jena BioScience, kat. ¢. NU-803-CY3—
S) v pufru A v kone¢né koncentraci 40 umol.I"" byl nanesen na bun&énou kulturu TZM-bl a
inkubovan po dobu 10 minut. Poté byl roztok komplexu z bun¢k odsat a buniky byly pfevrstveny
médiem (DMEM) obsahujicim sérum a dale inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hod a pravidelné
monitorovany konfokalnim mikroskopem. Fluorescence chromozomalni DNA délicich se bunék
(Obr. 6) prokazuje, Ze fluorescencné znaceny NTP byl inkorporovan do genomické DNA bunék.

Priklad 11
Testovani virostatické aktivity adefovir difosfatu 8

Predmétem testovani byla sloucenina strukturniho vzorce 8 (adefovir difosfat), ktera je znamym
(Mulato & Cherrington, 1997) aktivnim metabolitem — inhibitorem reverzni transkriptazy — pii
inhibici replikace virové DNA virt HIV. Pfi stanoveni aktivity trifosfatu 8 byla jako standard
pouzita sloucenina 7 (tenofovir), kterd je schvalenym klinicky uzivanym preparatem pro 1écbu
HIV. Bunééné kultura TZM-bl infikovana virem HIV byla po dobu 10 min vystavena ucinku
roztoku 10 pmol.I"! komplexu slouceniny 8 a nosi¢e 6¢ v pufru A. Poté byl roztok komplexu
odstranén a infikované buiiky byly pfevrstveny médiem se sérem a inkubovany pti 37 °C.
Paraleln¢ byly provedeny kontrolni experimenty (bez infekce; infekce bez aktivni latky;
10 umol.I"! tenofovir 7 po celou dobu inkubace; sloucenina 8 bez nosice) Po tiidenni inkubaci
byla pozorovana virostaticka aktivita slou¢eniny 8, transportované pomoci slou¢eniny 6¢ po dobu
10 min, shodnd s kontrolnimi experimenty, kde byl roztok slouceniny 7 pfitomen v médiu po
celou dobu inkubace (Obr. 7). Z tohoto pozorovani lze dovodit, Ze sloucenina 8, pokud je
aplikovana ve form¢ aktivniho metabolitu (trifosfatu) za pomoci nosi¢e 6¢, je — vzhledem k
mnohem krat$i dobé aplikace — aktivnéjsi, nez klinicky uZzivané 1éCivo 7, zde pouzité jako
standard.

-12 -
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Prumyslova vyuzitelnost

Latky obecného vzorce 6 lze vyuzit ve farmaceutickém vyzkumu pfi testovani aktivit novych
virostatik na bazi nukleosidtrifosfati. Déle ji lze vyuzit v molekularni a bunécné biologii pro
inkorporaci zna¢enych NTP do DNA nebo RNA.

Ptehled pouzité literatury
1. Jordheim, L. P., Durantel, D., Zoulim, F. & Dumontet, C. (2013). Advances in the

development of nucleoside and nucleotide analogues for cancer and viral diseases.
Nature Reviews Drug Discovery 12, 447-464.

2. Hillaireau, H. & Couvreur, P. (2009). Nanoencapsulation of antiviral nucleotide analogs.
Journal of Drug Delivery Science and Technology 19, 385-390.
3. Vinogradov, S. V., Kohli, E. & Zeman, A. D. (2005a). Cross—linked polymeric nanogel

formulations of 5'-triphosphates of nucleoside analogues: Role of the cellular membrang
in drug release. Molecular Pharmaceutics 2, 449—461.

4. Vinogradov, S. V., Zeman, A. D., Batrakova, E. V. & Kabanov, A. V. (2005b). Polyplex
Nanogel formulations for drug delivery of cytotoxic nucleoside analogs. Journal of
Controlled Release 107, 143-157.

5. Gollnest, T., de Oliveira, T. D., Schols, D., Balzarini, J. & Meier, C. (2015). Lipophilic
prodrugs of nucleoside triphosphates as biochemical probes and potential antivirals.
Nature Communications 6.

6. Mulato, A. S. & Cherrington, J. M. (1997). Anti-HIV activity of adefovir (PMEA) and
PMPA in combination with antiretroviral compounds: in vitro analyses. Antiviral
Research 36,91-97.

PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina obecného vzorce 6

X
X_Promst)
OH HO o X

o OH
HO
0
X o
c?H HO
OH X
é\?fgr{o i o-\_oL
0
X ((‘:)//%/ Sl

X Y

(6)
kde X je -NH-C(NH;)=N'H, CF;COO  nebo —N'H; CF;COO a Y je linearni oligomer
sestavajici z argininovych jednotek (—Arg)»—NH,, kde n = 6 az 10, nebo z arginin—

aminokapronovych jednotek zakonceny aminodimethylenamidovou jednotkou (—Arg—Aca),—
NH—(CH,)>-NH, kde n = 6 az 10.

2. Zpusob ptipravy slouc¢eniny obecného vzorce 6, vyznacujici se tim, Ze vychozi slou¢enina
vzorce 1
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(1)

se prevede plsobenim allylbromidu a hydridu sodného v rozpoustédle dimethylformamidu na
smés 2'-O-allyl-heptakis(6—azido—6—deoxy)—B—cyklodextrinu a 3'-O-allyl-heptakis(6—azido—6—
deoxy)—B—cyklodextrinu;  tato smés se pak  pusobenim  acetanhydridu, N,N'-
diisopropylethylaminu a N,N—dimethylaminopyridinu v rozpoustédle acetonitrilu pfi teploté
mistnosti acetyluje a chromatografickou separaci se izoluje sloucenina strukturniho vzorce 2,

Ng
N3 O>~q o]
OA%COACO 9] N3
O OAc AcO
o0 — (0]
~ AcO
N3 (0]
OAc AcO
O
A
- cC)}'-\ut: OA%‘:C%\NB
0 AcO 0-£0
N3 o
N
(2)

ktera se v dal$im kroku deacetyluje ptisobenim methanolatu sodného v bezvodém methanolu za
vzniku produktu 2'-O-allyl-heptakis(6—-azido—6-deoxy)—B—cyklodextrinu vzorce 3

N3

o2
OHH

@
OHp Ns

oHO —— HO
olo—" o)
HO
Na

Ny O

]

OH
5 o]
OH HO Na
OH
OO, OHo-LO
N4 o
Ny
(3)
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z n¢hoz se plsobenim trifenylfosfinu a vodného amoniaku v rozpoustédle dimethylformamidu
pripravi sloucenina 2-O-allyl-heptakis(6—amino—6—deoxy)—B—cyklodextrin
heptakis(trifluoracetat) strukturniho vzorce 4,

cJHG‘.{;)

d OH NH,
HoN o]
0“ (CF3COOH); HO
OH
oHHO NH;
HO 0

4)

HoN
o

ktery se pusobenim 1H-pyrazol-1-karboxamidinu hydrochloridu pfevede na 2-O-allyl-
heptakis(6—guanidino—6—deoxy)—p—cyklodextrin heptakis(trifluoracetat) vzorce 5

HN NH

H
2 NH /g‘\
HO NH
o OH NH
0
HN H HO
YN 0
HoN H (cFsco0H), HO
_{JH2
HO
‘\3%\_ ¢ i

HN=(
NH,
HN N"'z

)

a poté se slouceniny 4 a/nebo 5 plisobenim svétla o vinové délce 365 nm, foto iniciatoru 2,2—
dimethoxy—2—fenylacetofenonu nebo radikdlového iniciatoru azobisisobutyronitrilu a thiolil
obecného vzorce SH-CH,)s—CO—(Arg)«—NH—(CH,),-NH, a SH—(CH,)s—CO—(Arg—Aca),—NH,
prevedou na slouceniny obecného vzorce 6,
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HO"yo o
o OH

X
o)
X o
c?H HO
OH 5 %
C()\iog”o = O'\—OL
0
X \((‘:)//%x/ SMY

X
& O O,ﬂ
OH
HO

(6)

kde X je —NH-C(NH2)=N'H, CF3;COO nebo —N'H3 CF:COO a Y je linearni oligomer
sestavajici z argininovych jednotek (—Arg),.—NH,, kde n = 6 az 10, anebo z arginin—
aminokapronovych jednotek zakonceny aminodimethylenamidovou jednotkou (—Arg—Aca),—
NH—(CH2),-NH,, kde n = 6 az 10.

3. Sloucenina obecného vzorce 6 podle naroku 1 pro pouziti jako transportér
nukleosidtrifosfat pres bunééné membrany.

4. Sloucenina obecného vzorce 6 podle naroku 1 pro pouziti jako nosic k pfenosu
modifikovanych analog nukleosidtrifosfat pfes bunééné membrany pro ucely inkorporace
takovych nukleosidtrifosfatti do bunééné deoxyribonukleové kyseliny nebo ribonukleové
kyseliny.

5. Sloucenina obecného vzorce 6 podle naroku 1 pro pouziti jako nosi¢ modifikovanych
nukleosidtrifosfati pres bunééné membrany pro stanoveni virostatické anebo kancerostatické

aktivity takovych nukleosidtrifosfatu.

3 vykresy
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Obr. 5

Obr. 6
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