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PouZziti multimodalnich systémii pro piipravu
piipravki k 1éché a diagnostikovani
nadorovych onemocnéni

(57) Anotace:
PouZiti multimodélniho systému pro pfipravu k 168bé a
diagnostikovani nidorovych onemocnéni, tvofeného
cyklodextrinem substituovanym oligopyrrolovym
makrocyklem (porfyrinem, calixfyrinem nebo korinem) ve
formé inkluzniho komplexu s lé¢ivem ze skupiny tvofené
doxorubicinem, taxolem, mitemycinem C, paraplatinem,
zitostopem, zitazoniem, methotrexatem, ieukeranem,
ftorafurem, bicnuem, deticenem nebo jinym léfivem s
aromatickou skupinou. Multimodalni systém mize byt déle -
tvofen metalokomplexem oligopyrrolvého makrocyklu, na
némz je vézan jako axidlni ligand mono- nebo polyklonalni
protititka.
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Vyndlez se tyka pouziti multimodalnich systémi uréenych pro cileny transport 1é¢iv
do nidorovych bungk pro pipravu pifpravkil k 163bé a diagnostikovéni nadorovych .

onemocnéni .

Tyto systémy jsou zaloZeny na porfyrinovém, korinovém skeletu nebo calixfirinovém skeletu,
ktery je vhodng substituovan cyklodextrinovymi jednotkami (CD), které tvoti s vybranym
lé¢ivem supramolekularni komplex. Navic tyto komplexy mohou byt rozdifeny o piislusné

metalokomplexy porfyrind s axilng vdzanou protilatkoy.

Dosavadni stay_techniky

Kombinovana terapie byla uz nskolikrat popsana,a to piedeviim v oblasti proti- -
nadorovych Iéki. Zakladem kombinované terapie je vyvoldni synergického Uginku
jednotlivych diléich Iéebnych metod. Obvykle se jednd o kombinace tinku samotného
léciva s terapeutickym  (iginkem jeho nosite. Muze jit o fotodynamickou terapii,
imunostimulaci & hormonaln terapil. Je popsina celd fada konjugdtu jak pirodnich, tak
syntetickych polymert s cytostatiky napf, doxorubicinem. Takovou moznost kombinované
terapie pedstavuji také transportni systémy na bézi porfyrinu s cytostatiky. Vazba borfyrinu
na makromolekularni nosic':i';[polymer, protein) vede ke zvyieni pasivniho transportu, nebot’
vyrazné vet$i molekuly jsou zadrZovany v néddoru podstatné lépe ne? malé molekuly. Diky
snadné vazbé metaloporhyrinu na hetoroaromaticky systém mize b)’fdt%gf_nto systém pouZit pro
cileny transport celé fady derivata a analogd hormont, peptida, baigf}(\(M. 1. Vicent, F. Greco,
R.I Nicholson, A. Paul, P. C. Griffiths, and R. Duncan. Polymer therapeutics designed for a
combination therapy of hormone-dependent cancer Angew. Chem. Int. Ed. Engl, 2005, 44,
4061-4066; B. Rihova, J. Strohalm, J. Prausova , K. Kubackova , M. Jelinkova, L.
Rozprimova , M. Sirova, D. Plocova, T. Etrych, V. Subr, T. Mikvan » M. Kovar, K. Ulbrich.
Cytostatic and immunomobilizing activities of polymer-bound drugs: experimental and first
clinical data 1 Control. Release, 2003, 91, 1-16)
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Zavainym problémem fady zajimavych protinddorovych latek je jejich nizka

Tozpustnost ve vodném prostreds, coz negativné ovliviiuje jejich distribuci. Jednim Zmoznych
teSeni nizké rozpustnosti jc komplexace téchto Jétiy s vysoce rozpustnymi slouteninami jako
Jsou cykiodextriny. Cyklodextriny json cyklicks oligoglukézové jednotky $ hydrofobni
kavitou pro komplexaci Ié¢iva 2 hydrofilnim povrehem zajistujici dobrou rozpustnost
komplexu{ Y. Liu, G. S. Chen, L. Li, LY. Zhang, D. X. Cao, Y, J. Yuan, Inclusion
complexation and solubilization of pachitaxel by bridged bis(beta-cyclodextrin)s containing a
tetracthylenepentaamino spacer, J. Med, Chem., 2003, 46, 4634-4637; S. Alcaro, D. Battaglia,
F. Ortuso Docking expetiments showing similar recognition patterns of paclitaxel when
interacting with different mactomolecular targets. Farmaco, 2003, 58, 691-698; S. K.
Dordunoo, H. M. Burt Solubility and stability of taxol: effects of buffers an cyclodextrins
Int. J. Pharm., 1996, 133, 191-201)
Porfyriny, koriny a calixfiriny substituované riznymi substituenty v poloze meso- byly zatim
vice €1 méng tspisng vyuZity jako fotosenzitizéry pro fotodynamickou terapii (C, N. Lunardi,
A. C. Tedesco. Synergic photosensitizers: 2 new trend in photodynamic therapy. Current Org.
Chem., 2005, 9, 813-821: D. Kessel. Relocalization of cationic porphyrins  during
photodynamic therapy. Photochem. Photobiol. Sci., 2002, 1, 837--840).

Cyklodextriny spolu s leCivy byly zkoumény jako mong transportni systémy (T.
Cserhﬁti; J. Holld, Interaction of taxol and other anticancer drugs with hydroxypropyl-Cl-
cyclodextrin. fnt. J. Pharm., 1994, 108, 69-75), ptidemz nekters tyto systémy jsou dnes
studovany a vyuZivany pro transport 1é¢iv do nddorovych bungk. Dosud viak nebyl
publikovdn ani patentovin pfistup, ktery by propojoval vlastnosti porfyrind s inkluznimi
komplexy cyklodextrin-légivo, : - -

VyuZiti porfyrinovich derivitii v PDT

Podstatou 1é¢by rakoviny pomoci fotodynamické terapie (PDT) je produkce vysoce
reaktivnich druhti kysliku (singletovy kyslik, kyslikové radikly), které reaguji s dileZitymi
biomolekulami a vyslednd dochazi k poskozeni nddorové buriky. Jedny z nejroziitendjsich
fotosensitezérd jsou potfyriny (K. Berg, P. K. Selbo, A. Weyergang, A. Dictzel, L.
Prasmickaite, A. Bonsted, B. 0. Engesaeter, E. Angelpetersen, T. Waorle, N. Frandsen, A.
Hogset Porphyrin-related photosensitizers for cancer imaging and therapeutic applications J.
Microscopy, 2005, 218, 133-147; K, Lang, J. Mosinger, D.M. Wagnerova. Photophysical
properties of porphyrinoid sensitizers non-covalently bound to host molecules; ﬁodels for

photodynamic therapy. Coord. Chem, Rev,, 2004, 248, 321-350; L Scalise, E. N. Durantinj.




'Photodynamic effect of metallo 5. -(4-carboxyphenyl)-10,15,20- -tris(4- -methylphenyl)

porphyrins in biomimetic AOT reverse micelles containing urease. J Photockem. Photobiol.
A4, Chem., 2004, 162, 105- 113)

Vyuiti protildthy

PouZiti vhodné protilitky, napf. proti nadorovym receptorim (Anti-HER2/neu) pit
cileném transportu 1édiv vede k vyraznému zvyseni selektivity systému. Kromé& toho jiz
samotnd hmotnost konjugaty zajiffuje pasivai transport do nadoru. Navic dochazi
k vyraznému prodlouzeni doby pobytu 1édiva v krevnim Fetisti, Vyznamny déinek protilatky
se miize projevit { pfi fotodynamické terapii, fotosensitizér vézany na protein je deagregovén
a tlinnost PDT systému j Je veétSi (G. P. Adams, L. M. Weiner, Monoclenal antibody therapy
of cancer. Nat. Biotechnol., 2005, 23, 1147-57; V. S. Jisha, K. T. Arun, M. Hariharan, D,
Ramaiah. Site-selective binding and dual mode recognition of serum albumin by a squaraine
dye J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 6024-6025; J. A. Kim. Targeted therapies for the treatment
of cancer. Am. J. Surg,, 2003, 86, 264-268).

Pro ptipravu supramolekularnich metalokomplexd sloui odpovidajic{ zine¢nat, médnaté,
cobalnaté, Zeleznaté cademnaté, nikelnaté a dal¥i sole piechodnych kova, protilitka a vybrany

cyklodextrin-porfyrinovy derivét vyuZivany pro ptipravu supramolekularnich komplext.

Metalokomplexy porfyring a koting jsou jiz popsany ( Y. Wangl, Q.-Y Hel, C. M.
Chel, J. F. Chiu. Proteomic characterization of the cytotoxic mechanism of gold (III)
parphyrin 1a, a potential anticancer drug. Proteomics, 2006, 6, 131- 142; N. Rubio, F. Prat, N.
Bou, J. Borrell, J. Teixido, A. Villanueva, A. Tuarranz, M. Can ete, J. C. Stockertb, S. Nonell.
A comparison between the photophyswal and photosensmsmg properties of tetraphenyl
'porphycenes and porphyrins. New J. Chem. , 2005, 29, 378-384; J. J. Shiang, A.G. Cole, R.]J.
Sension, K. Hang, Y. Weng, J. . Trommel, L. G. Marzilli, T. Lian. Ultrafast excited-state
dynamics in vitamin B12 and related Cob(IMalamins. J. Am. Chem, Soc., 2006, 128, 801-
808), tak jako vyuZiti moznosti na pg axialng vizat rizné ligandy (E. Gibbs, W. R.
Skowronek, W.T. Morgan, U. Miiller-Eberhard, R. F. Pasternack. Reactions of water-soluble
metalloporphyrins with the serum protein, hemopexin. J. Am, Chem. Soc., 1980, 102 3939.
3944, H. M. Marques, K. L Brown. Molecular mechanics and molecular dynamics
simulations of porphyrins, metalloporphyrms heme proteins and cobalt comnmds Coord. -
Chem. Rev., 2002, 225, 123— 158). Dosud viak nebyl publikovén ani patentovan Komplexm
ptistup, ktery by zkombinoval teraperutické monosti metaloporfyring (PDT) s tidinkem

protilatky ( Cileny transport, stimulace imunitniho systému), k niZ je nekovalentnd navézin
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ollgOpyr_olovy metalokomplex ( porfyrin, korin, calixfirin) s antinddorovym Gginkem lé¢iva

komplexovanym cyklodextrinem,

Proto bylo nadim cilem pfipravit takové oligopyrolové-cyklodextrin systémy , u
kterych by doslo k synergii jednotlivyeh dil¢ich teraperutickych 0&inkd, které nabizi
porfyrinovy skelet — (fotodynamicky efekt - PDT) a inkluzni komplex cyklodextrinové
jednotky s lééivem (cytotoxicita) a tyto systémy dale expandovat na piisluiné multimodalni
systémy (supramolekuldrni metalokomplexy), které umoziiuji teraperuticky Géinek tohoto
systému (metalooligopylol-cyklodextdn-lééivo) systémil rozdifit o udinek koordinagnd
navazané protilatky. Ptiprava tichto systémi a biclogické studie jsou predmétem tohoto
patentu. Hlavni myslenkou je vyu#iti takovychto systéma pro cileny trdnSport lééiva do

nadorovych bundk.

Podstata vyndlezu

Pfedmétem vynélezu je pouziti multimodalniho systému pro pfipravu pfipravki
k 1€Ebg a diagnostikovani nadorovych onemocenéni, ptiéems tento systém se sestdva ze

substituovaného makrocyklu obeeného vzorce I,

vybranym ze skupiny tvotené . porfyrinem, calixfyrinem nebo korinem,

kde v ptipadé tetrasubstituovaného porfyrinu vpblohéch meso plati, Ze Xi, X; je C, v
pripadé korinu X; netvot{ zidny atoma X, jeCav pipad¢ calixfyrinu je X a X; tvofeno bud’
‘CR'R‘ (uhlik nese dva stejné substituenty) , nebo CR'R¥(uhlik Je substituovan dvéma
odlisnymi substituenty) a kde substituenty R' a R? predstavuji alkyl vybrany ze skupiny
methyl, ethyl, propyl, butyl, i-propyl, i-butyl, fenyl,

kde R jsou substituenty zndzornéné obecnym vzorcem Al, A2, A3, nebo A4,
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kde Y pfedstavuje atom H nebo atom F,

kde Z v ptipadé substituenty zndzom&nym obecnym vzorcem Al znameni skupinu O-R, S-
Rl, NH-RL CHzO-Rl, CHzS-Rl neho CHzNH-Rl,

kde Z v ptipadé obecného vzorce A2 Jé stejny nebo réizny a znamens skupinu O-R, nebo §-
R1 nebo NH-RI .

akde Z v ptipadé obecného vzorce A3 znamens skupinu NH-R;

kde R; je cyklodextrin obecného vzorce B,kdenje 1 az 3,

2
)
Y OR,
0'HO
0"/ oH Ho o
0
HO d
OR,
)
n=1=alfa.CD
=2 = beta-CD
=3=gama-CD
(8) g

kde R; pedstavuje alkyl skupinu o poStu uhliki 1 a2 10, naptiklad methyl (Me), ethyl (Et),
propyl (Pr), kterd miZe byt navic vétvend jako napiiklad isopropy! (i-Pr) , cyklodextrinovy
kruh obecného vzorce B je rizné velikosti od alfa-cyklodextrinu n = 1 (alfa-CD), beta-
cyklodextrinu n =2 (beta-CD) aZ po gama-cyklodextrin o = 3 (gama-CD),

pficemz cyklodextrinovy kruh obecného vzorce B tvoH inkluzni komplex s lécivem

vybranym ze skupiny tvofené doxorubicinem, taxolem, mitomycinem C, paraplatinem,




zitostopem, zitazoniem, methotrexatem, ieukeranem, ftorafurem, bicnuem, deticenem nebo

jinym lé¢ivem s aromatickou skupinou,
- . r1 - v W ol
Ptedmétem vynalezu je dale metalokomplex oligopyrolvého makrocyklu, ktery je v logicke

souvisloti ze substituovanym makrocyklem obecného vzorce I, aje z n¢ho vytvoten inserci M

@ navazénim axidlnich ligandt, obecného vzorce (1)

kde R, Xi, X; maji vpiedu uvedeny vyznam a Lial, jsou monoklonalni protilétka
(MABSs) nebo polyklonalni protilatka (PABs) aM je ko, vybrany ze skupiny tvotené zinkem,

kobaltem, niklem, stf{brem, manganem, Zelezem nebo médi.

Metalokomplex oligopyrolvého makrocyklu obecného vzorce (IT) lze rovnes pouZit pro
pfipravu pfipravku k lé¢hé a diagnostikovani  nddorovych onemocnéni, zejména jako

stabilnho transportniho systému selektivniho vigi nadoru,

Prekurzory pro piipravu supramolekulamich komplexi a metalokomplexd jsou:

Lporfyrinové, korinové a calixfyrinové derivaty substituované v meso-poloze vhodnou

fenylovou skupinou.

2.0, B, y-cyklodextriny s vhodnou funkén skupinou - HN;, SH, OH, CH,Br, OTs.
J.acetaty vybranych kovii (Zn, Co, Ni, Mn, Fe, Cu) nebo acetylacetonaty téchto kovi.
4.vhodné I1é€ivo napiiklad doxorubicin, taxol

5.monoklonalni nebo polyklonaln{ protilstka

Cely multimodalni (supramolekuldrni) systém tedy tvoii makrocyklicky skelet, ktery
je preferencneé akumulovan v nadorovych tkénich a ma fotofyzikélni vlastnosti umoziiujict

fotodynamickou terapii (PDT). Dalii komponenta systému- cyklodextrin (kovalentng vézany




na makrocyklus) tvofi stabilni inkluzni komplexy s cytostatiky, a tim je vytvaien daly
lé€ebny mod. Vedle toho, diky tvorbg metalokomplexi makrocyklického systému (porfyrin,
korin, calixfirin)  vnaime dalg selektivni transportnt a létebny mod zalozeny na pouZiti
mono-  a polyklonalnich protilatek vazanych jako akiélm’ ligand na metalomakrocyklu.
Vysledkem je tedy systém, ktery je selektivng akumulovan v nadorové tkani, umoziuje PDT
terapii, dale umoziiuje selektivni transport cytostatik do nadorovych bunk a v neposledni
fadé terapeutické vyuziti mono- a po]yklon.élni'ch protilatek ve smyslu cileného transportu

supramolekularniho systému do nadorovych bunék.

Supramolekulirn{ komplexy jsou zaloZeny na porfytinovém, korinovém nebo
calixfirinovém skeletu, ktery tvoii fotoaktivni jadro celého komplexu, jeho¥ CD subtituent

umozni komplexaci vlozeného 16¢iva formoy inkluzniho komplexu.

Porfyrin nebo korin muge byt substituovany ve viech nebo ve vybranych meso-
polohich fenylovou skupinou. Fenylova skupina miZe byt ve viech nebo ve vybranych
polohdch substituovana halogeny, hydroxylovymi skupinami, methoxylovymi, ethoxylovymi
hebo jinymi alkoxylovymi skupinami, alifatickym linedrnim & vétvenym uhlovodikem,

glykelovou & oligoethylenglykolovou skupinou.

Ve viech piipadech, alespori jedna tato fenylova skupina nese v poloze para
cyklodextrinovou jednotku riizné velikosti (a, B, y), kter4 je k fenylové skuping piipojena
pomoci methylenové spojky a nebo pomoci heteroatomu Q, N nebo S. Cyklodextrinov4
jednotka navic miize byt  substituovna ve viech nebo ve vybranych polohch riznymi
substituenty jako je amino skupina, methyl skupina, lineArn{ & vétveng alkylové fetézce rizné

delky, karboxylové skupina, fosfitov4 neho sulfatova skupina.

Dile je k tomuto porfyrinu nekovalentnd vazino lé¢ivo jako je taxol, doxorubicin,
mitomycin C, paraplatin, zitostop,  zitazonium, methotrexate, ieukeran, florafur, bicnu,
deticene, nebo jiné lé&vo nesouci aromatickou skupinu, Tato nekovalentni vazba je
zprostiedkovana pomoci jedné nebo vice cyklodextrinovych jednotek (v zavislosti na stupni
substituce heteroaromatického jadra cyklodextrinovou Jednotkou) Cyklodextrinova jednotka
tvofi s danym Ié&ivem inkluzni komplex a cely systém lze tak oznait jako supramolekularni

komplex.

Dalgi skupinc;u multimodalnich systémd jsou supramolekuldtni metalokomplexy

s proteiny, které jsou odvozeny od vy8e popsanych cyklodextrin-porfyrinovych derivati tim




zplisobem, Ze pfisluiny derivat (porfyrin, korin nebo calixfirin) tvoii s vybranym kovem

odpovidajici metalokomplex, na ktery se axidlng vaZe protilatka.

Timto kovem mitde byt naptiklad zinek, méd, mangan, cobalt, Zelezo, nikl a dal¥
pechodné kovy, jejiZ prostorova orientace orbitali] umoziiuje zawjmout geometrii tetragonélni
pyramidy nebo tetragonalni bipyramidy. V pfipads metalokomplexu vyuZivajiciho kov, ktery
zaujimé geomelrii tetragonalni pyramidy, bude na tento kov vazan axialng pouze jeden ligand.

V pripadé kovu, kiery zaujimé geometrii tetragonalm b1pyram1dy, budou na kov axilng

vézény dva ligandy.

Axidlnim ligandem je v tomto pfipadé myslcna vybrani 11dska monoklonalnf

polyklonalni protiltka, napt{klad - Endoglobulin $/D od ﬁnny Baxter,

Z&kladnim vychozim materidlem pro  vytvoreni stabilnich supramolekulamich
komplexti jsou meso-fenyl-substituovand porfyriny, cyklodextrinové derivaty, vhodna 1é€iva,

monoklonalni a polyklonalni protilatky.

Hlavni myslenkou je vyuiti takovychto systémé pro cileny transport [é¢iva do
nadorovych bungk. Vlastni destrukce nadorove butiky je potom vysledkem synergického
i¢inku cytotoxicity légiva a fotodynamického efektu porfyrinového skeletu aktivovaného
ozafenim svétlem dané vinové délky. Zapojent protilatky do tohoto systému vyramé zvy¥
Jeho selektivity vi&i nadorovym butikdm. Navie posileni imunitniho systému Gginkem

protilatky vyrazné omezi riziko recidivy nadoru,

Priprava oligopyrolovych makrocykld, respekti.vc cyklodextrin-porfyrinovych derivati -
probihd tak, Ze na ptislugny porfyrin s¢ plsobi vhodnym cyklodextrinem elektrofilniho
charakteru (derivét s tosylatovou (OTs) skupinow) nebo nukleofilniho charakteru (derivat
sOH, SH nebo NH; skupinou) v rozpoustédle vybraném ze skupiny dimethylformamidu,
dimethylsulfoxidu, acetonittilu, tetrahydrofurany, glymu, diglymu, triglymu a tetraglymu.
Teplota pfi které je substituce prov4dina se pohybuje v rozmezi 20 a# 160 °C, doba reakee se

pohybuje v rozmezi 1 a2 10 dng.

V ptipadé cyklodextrinovych a porfyrinovych derivatt nesoucich OH funkéni skupiny
s¢ na jednu z nich pfed zapodetim jejich vlastni reakce puisobi hydridem sodnym, hydridem
draselnym, uhli¢itanem draselnym nebo uhli¢itanem cesnym v prostiedf suchého rozpoustsdla
vybraného ze skupiny dimethylformamidu, dim;thylsulfoxidu, acetonitrilu, tetrahydrofurany,
glymu, diglymu, triglymu a tetraglymu Po vygenerovani pfislusné sodné, draselné nebo cesné

soli, se na tuto sil (porfyrinu nebo cyklodextrinu) piisobi odpovidajicim porfyrinovym
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derivatem [porfyrinové derivaty s pentafluorfenylovou skupinou nebo spara- & meta-
(brommethyl)fenyl  skupinou v meso poloze]  korinovym, calixfyrinovym  nebo
cyklodextrinovym derivitem (cyklodextriny s funkéni skupinou OTs). Teplota, pH kieré je

substituce provadéna se pophybuje v rozmezi 20 a¥ 160 °C, doba reakce se pohybuje

vrozmezi | az 10 dni.

V piipadé potfyrinovych a cyklodextrinovych derivati nesoucich SH, NH,, CH; nebo
OTs funkéni skupiny, se do reakén{ smési ptidava baze, kterou je naptiklad pyridin,
triethylamin nebo jina vhodna béze, Ptipravené produkty se izoluji a gisti pomoci macerace,

chromatografie a krystalizace.

Stejny zplisob lze powsit na pfipravu korin‘cyklodextrinovych deriviti a calixfyrin-

cyklodextrinovych derivati,

Priprava metalokomplexii je zaloZena na reakc; piisludného porfyrin-cyklodextrin
derivitu korin-cyklodextrin derivitu nebo calixfyrin-cyklodextrin derivatu s odpovidajicim
acetylacetondtem nebo octanem kovu (Zn, Ni, Co, Fe atd.). Vysledni reakéni smés je poté

odpafena do sucha a promyta dichlormethanem. Produkt je vakuové sugen.

Pfiprava supramolekuldrnich komplexti (inkluznf komplexy porfyrin-cyklodextrin,
korin-cyklodextrin a calixfyrin-cyklodextrin) s lé¢ivy je zaloZena na plisobeni létiva na
porfyrin-cyklodextrin, korin-cyklodextrin a calixfyrin-cyklodextrin derivat, pfipadné na
piistuSny metalokomplex, pritems vysledny supramolekuldrni komplex je uchovivan ve

formé roztcku.

Metalokomplexy s axidlng vézanou protildtkou na kovu se pfipravuji tak, Je se na
prislusny  metalokomplexovy . derivat porfyrin-cyklodextrin, korin-cyklodextrin nebo

calixfyrin-cyklodextrin s lé¢ivem puisobf{ vybranou protilatkou v prostfedi dimethylsufoxidu.

Ptiklady provedeni

Priklady pfipravenych systémi Jsou uvedeny v nésledujici tabulce [, kde Z=0R, = (a), SR, =
(b}, NHR; = (c), CHOR, = (d), CH,SR, = (), CH;NHR, = (f), kde mal4 pismena v zivorce
vyjadiuji tyto skupiny v tabulce jednotlivych deriviti a kde substituent R, znamend

cyklodextrin obecného vzorce B s podtem sacharidovych jednotek 6-alfa, 7-beta, 8-gama,




Slouenina| X | R | re | OO Pt L2 | Léivo
kruh | CD
1 CH A1 F H beta 1 0 0 0 0
2 CH At F H beta 2 0 0 0 0
3 CH A1 F H beta 4 0 0 0 0
4 CH A1 F H beta 1 0 0 0 taxol
5 CH A1 F H beta 2 0 0 0 taxol
6 CH Al F H beta 4 0 0 0 taxol
7 CH Al F H heta 1 Zn 0 0 0
8 CH A1 F H beta 2 zn o g 0
9 CH A F H beta 4 Zn 0 0 0
10 CH At F H  beta 1 Zn 0 0 taxol
11 CH Al F H beta 2 Zn 0 0 taxol
12 CH Al F H beta 4 Zn 0 0 taxol
13 CH Al F H beta 1 Zn  PABs PABs 0
14 CH Al F H beta 2  Zn PABs PABs 0
15 CH Al F H beta 4 Zn  PABs PABs 0
16 CH Al F H bela 1 Zn  PABs PABs taxol
17 CH A1 F H beta 2 Zn  PABs PABs taxol
18 CH A1 F H beta 4 Zn  PABs PABs taxol
19 CH Al F H gama 2 0 0 0 0
20 CH A1 F H gama 2 0 0 0 doxorubicin
21 CH Al F H gama 2 Zn 0 0 0
22 CH A1 F H gama 2 Zn 0 0  doxorubicin
23 CH A1 F H gama 2 . Zn PABs PABs 0
24 . CH. Al F H gama 2 Zn  PABs PABs doxorubicin

Vlastnosti nové pfipravenych ltek a zpiisob ptipravy jsou doloZeny nasledujicimi piklady

aniZ by jimi byly jakkoliv omezeny.

Priklad |

PHiprava porfyrin mono-B-cyklodextrin konjugatu (Porf-B-CD-1), sloudeniny typu 1

(dle tabulky 1, kde a predstavuje OR;, kde R, je cyklodextrinovy kruh). 5, 10, 15, 20-

tetrakis(perfluorfenyl)porfyrin byl rozpuitn v dimethylformamidu a smichdn se sodnou soli

p-cyklodextrinu v poméru 1:8. Smés byla michdna p# 20 °C po dobu 5 dni. Poté byl
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dimethylformamid odpaten a pevny zbytek promyt dichlormethanem, Surovy produkt byl
pfecidtén pomoci kolonové chromatografie na reverzni fazi C-18 (eluent-voda/methanol 5:95

(v/v)). Ziskany produkt, Porf-B-CD-1 typu 1, ve formé tmavé Cervens pevné litky byl

vakuové suSen.

'H-NMR (DMSO}) 5 -3.2 (bs 2H, NH), 3.2-3.9 (m, H-CD), 4.4-5.0 (m, H-CD), 5.5-6.0 (m, H-
CD), 94 (bs, 8H, Ar-py); "F-NMR (DMSO) & 135 (m), -137.5 (m), -149.5 (m), -152 (m),
-158.5 (m); MALDI-TOF vypoéteno 2106, nalezeno: 2108

Prikiad 2

Piprava porfyrin bis-B-cyklodextrin konjugétu (Porf-B-CD-2), sloueniny typu 2 (dle
tabulky 1, kde a piedstavuje OR,, kde Ry je cyklodextrinovy kruh). 5, 10, 15, 20-
tetrakis(perfluorfenyl)porfyrin byl rozpustén v dimethylformamidu a smichan se sodnou solf
B-cyklodextrinu v poméru 1:2. Smés byla zahtivina na 50 °C po dobu 12 hodin. Poté byl
dimethylformamid odpaien a pevny zbytek promyt dichlormethanem. Surovy produkt byl
pfeéi§téq pomoci kolonové chromatografie na reverzni fizi C-18 (eluent-voda/methanol 25:75

(v/v)). Ziskany produkt, Porf-B-CD-2 typu 2, ve formé tmavé dervené pevné latky byl

vakuové susen.

'H-NMR (DMSO) 5 -3.2 (bs 2H, NH), 3.2-3.9 (m, H-CD), 4.4-5.0 (m, H-CD), 5.5-6.0 (m, H-
CD), 9.4 (bs, 8H, Ar-py); ““F-NMR (DMS0) 135 (m), -137.5 (m), -149. (m), -152 (m),
-158.5 (m); MALDI-TOF vypogteno 3290, nalezeno; 3285

" Piiklad 3

Ptiprava porfyrin tetrakis-B-cyklodextrin konjugatu (Porf-B-CD-4), slouteniny typu 3
(dle tabulky 1, kde a ptedstavuje OR,, kde Ry je cyklodextrinovy kruh). 5, 10, 15, 20-
tetrakis(perﬂuor-fenyl)porfyrin byl rozpudtén v dimethylformamidu a smich4n se sodnou solf
B~cykiodextrinu v poméru 1:8. Smés byla zahfivana na 90 °C po dobu 6 hodin. Poté byl
dimethylformamid odpaten a pevny zbytek promyt dichlormethanem. Surovy produkt byl
piecistén pomoci kolonové chromatografie na reverzni fazi C-18 (eluent-voda/methanol 50:50
(v/v)). Ziskany produkt, Porf-B-CD-4 typu 3, ve forme tmavé Servené pevné latky byl

vakuové susen.




Charakterizace :

H-NMR (DMSO) & -3.1 (bs 2H, NH), 3.1-3.80 m, H-CD), 4.4-4.9 (m, H-CD), 5.5-5.8 (m,

H-CD), 92 (bs, 8H, Ar-py); “F-NMR (DMSO) §-142 (m), -156.7 (m); MALDI-TOF
vypocteno: 5431,nalezeno: 5437.

Ptiklad 4

Ptiprava porfyrin bis-y-cyklodextrin konjugétu (Porf-y-CD-2), slouceniny typu 19 (dle
tabulky 1, kde a predstavuje OR,, kde Ry je cyklodextrinovy kruh). 5, 10, 15, 20-
tetrakis(perfluor-fenyl)porfyrin byl rozpustén v dimethylformamidu a smich4n se sodnou solil
y—cyklodextrinu v poméru 1:2. Smés byla zahtfvana na 50 °C po dobu 12 hodin. Poté byl
dimethylformamid odpaten a pevny zbytek promyt dichlormethanem. Surovy produkt byl
ptetistén pomoci kolonové chromatografie na reverzni fazi C-18 (eluent-voda/methanol 25:75
(viv)). Ziskany produkt, Porf-y-CD-2 typu 19, 've. formé tmavé Eervend pevné latky byl

vakuové suden

Charakterizace :

'H-NMR (DMS0) § -3.2 (bs 2H, NH), 3.2-3.9 (m, H-CD), 4.4-5.0 (m, H-CD), 5.5-6.0 (m, H-
CD), 94 (bs, 8H, Ar-py); “F-NMR (DMSO) 5 -135 (m), -137.5 (m), -149.5 (m), -152 (m),
-158.5 (m); MALDI-TOF vypoéteno 3471, nalezeno: 3470

Priklad 5

- Pfiprava  zineCnatého metalokomplexu mond-f—cyklodextrin  porfyrin konjugétu

(MPorf-B-CD-1) typu 7 (dle tabulky 1, kde a ptedstavuje OR,, kde R, je cyklodextrinovy
kruh).
Porfynin-cyklodextrin konjugat typu 1 (dle tabulky 1) byl rozpustén v DMSO a k roztoku byl
pfidan acetylacetonat zine&naty. Smés byla pfi laboratorni teploté michéna 7 dni. Reakee byla
monitorovana pomoci ‘UV-VIS spektroskopie. Poté byla pfidana voda a dichlormc_athan a
provedena extrakee. Vodnd fize obsahujici MPorf-B-CD-1 typu 7 byla odpatena. Ziskany
produkt, MPorf-B-CD-1 typu 7, ve formé tmavé fialové pevné latky byl vakuove sugen,

Sloueniny typu &, 9 a 21 byly pfipraveny analogickym postupem s tim rozdilem, 7¢ v plipadé

slouceniny typu 8 (dle tabulky 1) byl pouzit konjugét typu 2 (dle tabulky 1), v plipadd
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slouceniny typu 9 (dle tabulky 1) byl pouZit konjugat typu 3 a v pripadg slouteniny typu 21
(dle tabulky 1) byl pousit konjugat typu 19,

Pifklad 6

Priprava inkluzntho komplexu porfyrin cyklodextrin konjugétu a 1égiva (Porf-CD-

lé¢ivo), slou¢eniny typu 4 {(dle tabulky 1, kde a piedstavuje OR), kde R; Je cyklodextrinovy
kruh).

A
K 0,2\LmM vodnému roztoku Porf-CD) typu 1 s 2% DMSO(v/v) bylo pfidano odpovidajici
mnozstvi roztoku taxolu (c=28,6 mM) vDMSO. Pro Porf-CD typu 1 byla vysledna
n
koncentrace cytostatika v roztoky 0,198 { mM. Vysledny Porf-CD-1é¢ivo typu 4 byl
\/

lyofilizovan, vakuové sugen a ziskén ve formé svétle dervené latky.

Analogickym postupem byly pfipraveny inkluzn komplexy Porf-CD-lé¢ivo typu 5, 6 a 20
(dle tabulky I, kde a ptedstavuje OR, kde R, je cyklodextrinovy kruh), pfigemz pro Porf-CD
typu 5, 6 byl pouzit taxol jako l&&ivo a pro Porf-CD typu 20 byl pousit doxorubicin jako
Ié&¢ivo. Koncentrace 1édiva byla O,337ImM pro Porf-CD typu 5 a 20, a 0,67{1\ mM pro Porf-
CD typu 6.

V piipadé cyclodextrin porfyrinu dokazuji vznik komplexii nize uvedend skuteénosti.
Taxol je litka s velmi nizkou Tozpustnosti ve vodé(ng/l) bez pfitomnosti cyclodextrin-
~ porfyrinu se nerozpusti za nami uZivanych koncentrac (0, JmM } nerozpust{, v piitomnosti
¢yelodextrin-porfyrinu snadno. v
Komplexace taxol a doxorubicinu yelodextrin porfyriny byla také ovéfena pomoci UV-
Vis spektroskapie (graf. 7). ' ‘
UVIS spektroskopie byla pouzita také pro stanoveni vazebnych konstant komplexu.

System fLo gKs K&mplex
1+taxol 3.4 1:1
2axol |51 11l

[9+doxorubicin |10,5 2:1

JHtaxol 11,8 2:1

Porovname-li silu téchto s%ilou konstant uviding komplexy samotného cyklodextrinu
staxolem a doxorubicinem Log Ks jsou 2 pro taxol a 3 pro doxorubicin je- ziejmé
cyclodextrin porfyrin dosahly vyraznho zlepient. ‘
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Ptiklad 7

Pfiprava metalokomplexu s protilatkou (MPorf-CD-protilatka), slouceniny typu 13
(dle tabulky 1, kde a predstavuje OR,, kde R, je cyklodextnnovy kruh). Kpnslusnemu
vodnému roztoku MPorf-CD typu 7 o koncentraci 0 2]mM s obsahem DMSO 216%(v/v) byla
ptidana polyklonalni lidska protildtka (Endoglobuhn S$/D od firmy Baxter) tak, aby jeji
celkovd koncentrace byla 0,1mM. Tyto roztoky byly pfipraveny t&sne pted pouZitim.

Metalokomplexy s protilitkou typu 14, 15 a 23 (die tabulky 1, kde a predstavuje ORy, kde R,
je cyklodextrinovy kruh) byly pfipraveny stejnym zpiisobem, pouze byl powZit jiny
porfyrinovy derivat; v pripadé litky MPorf-CD-protiltka typu 14 byl poumt Porf-CD typu 2,
dle tabulky 1, v pfipadé latky MPorf-CD- -protildtka typu 15 byl pouzit Porf-CD typu 3, dle

tabulky 1 a v pfipadé latky MPorf- -CD-protilatka typu 23 byl pouit Porf-CD typu 19, dle
tabulky 1.

Priklad 8

Piiprava inkluznich komplexd s metaloporfyrinem (MPorf-CD-1é&ivo) typu 7, 8, 9 a
21 dle tabulky 1. K vodnému roztoky MPorf CD se 2% DMSO(v/v) o koncetraci 0 2]mM
byla pfidéna odpovidajici mnozstvi 28 6ImM roztoku cytostatika (taxol pro MPorf-CD typu 7,
8,9 dle tabulky 1 a doxorubicin pro MPorf CD typu 21 dle tabulky 1) v DMSO. Celkova
koncentrace cytostastlka v roztoku pro MPorf-CD typu 7 byla 0 198[ mM, pro MPorf-CD typu
8a2lbyla0 337]mM a pro MPorf-CD typu 9 byla 0,675mM. Roztoky byly lyofilizovany a

ve formé svétle Gervené ldtky suseny.

Piiklad 9

Ptiprava inkluzniho komplexu s protilstkou a létivem (MPorf-CD-protilétka-1é&ivo),
slougeniny typu 16 (dle tabulky 1, kde a pfedstavuje OR,, kde R, je cyklodextrinovy kruh).
K pislusnému vodnému roztoku inkluzniho komplexu MPorf-CD-Ié&ivo typu 10, dle tabulky
[ s obsahem DMSO 2-5%(v/v) byla ptidana polyklonalni lidska protilatka (Endoglobulin $/D
od firmy Baxter) tak, aby jeji celkova koncentrace byla 0,ImM. Tyto roztoky byly plipraveny
tésné pied pouzitim.

Slougeniny typu 17, 18 a 24 (dle tabulky 1, kde a pfedstavuje OR,, kde R, je cyklodextrinovy
kruh) byly pfipraveny stejnym zptisobem, pouze byly pouity jiné vychozi inkluzni komplexy
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MPorf-CD-lé¢ivo. V ptipads systému MPorf-CD-protilitka-1éivo typu 17, byl pouzit
inkluzni komplex MPorf-CD-lééivo typu 11 (dle tabulky 1), v ptipads l4tky systému MPorf-
CD-protilatka-légive typu 18, byl pouzit inkluzni komplex MPorf-CD-18ivo typu 12 (dle
tabulky 1) a v ptipadé systému MPorf-CD-protilatka-1é&ivo typu 24, byl pouzit inkluzni
komplex MPorf-CD-1égivo typu 22 (dle tabulky 1).

Tyto komplexy lze podle patentu vyusit nésledovns:

Cileny transport 1égiv a jeho spojeni s fotodynamickou terapii

MozZnost vyuZit inkluzniho komplexu porfynn—cykodextnn-lecwo jako kombinace
dvou riznych metod protinidorové terapie (cileny transport 1é&iv a fotodynamicke terapie)
byla testovina na modelu mys$ich inbrednich kment se syngenmm karcinomem prsni Zlizy a
karcinomem tlustého stfeva a nebo na modclu 1munodeﬁc1entn1ch n/nu mysi s
aplikovanymi lidskymi nadory rizného piivodu (viz seznam). Nitrozilni aplikace
supermolekulimiho komplexu a nisledné ozafovani bylo provadéno prvni a sedmy den
experimentu. My byly sledovany po dobu 30 dni. V pritbéhu pokusu byly nddory méteny
(délka a, vy¥ka b, Sitka ¢ tumoru) a vysledny objem byl vypodten podle vzorce V=r/6*a*h*c.
Jak je patmé z nasich vysledki (viz. Graf, | az 4)kombinace téchto dvou metod za pouziti

naich komplexi méZe vést k vyraznému potlateni riistu nidoru oproti kontrole a proti Gi¢inku

samotného Jé¢iva, nebo samotné fotodynamické terapie.

Seznam pouZitych nadorovyeh linij

adenokarcinom pankreatu (pancreas adenocminoﬁa) - Capan-2
adenokarcinom prostaty (prostate adenocarcinioma) PC-3

adenokarcinom mlédné zlazy (mammary gland adenocarcinoma) MDA-MB-231
nédof mle¢né Zlazy (mammary tumor gland) 4T1

kolorektalni adenokarcinom (colorectal adenocarcinoma) SW-480), SW-620, HCT116
karcinom tlustého steva (colon carcinoma) CT26.CL25

neuroblastom (neuroblastoma) SK-N-AS

plicnf karcinom (lung carcinoma) A549

adenokarcinom cervixu (cervix adénocarcinoma) HeLa

epidermélni karcinom (epidermoid carcinoma) A431NS

melanom {melanoma) SK-MEL-3, C32, B16-F1

karcinom vajecniku (ovarian carcinom) A 2780




Kombinovani terapie

Dalsiho zesileni protinddorového U¢inku, zejména potlateni recidivity nadord Ize
dosdhnout vyuZitim multimodalnich systémi (supramolekuldrnich metalokomplextl), které

vlastnosti porfyrin-cyklodextrinovych systémil navic rozsitujf o Ginek navdzané protilitky.

Pouziti takovychto komplextt v kombinované terapii  bylo testovano na riznych typech
nadorll jak mySich, tak lidskych, jak se zmingno vySe a dle seznamu. Nitroziln{ aplikace
supermolekulamiho komplexu a ndsledné ozafovani bylo provadéno prvni a sedmy den

experimentu. Mysi byly s ledovany po dobu 30 dni, V pribehu pokusu byly nadory méfeny

(délka a, vyska b, §itka ¢ tumor) a vysledny objem byl vypodten podle vzorce V=n/6*a*b*c,
Usp&snost kombinované terapie je dolozena nejvyrazngj§im potlaéenim ristu nddory (Graf-5,
6 latky 17 a 24). Tyto komplexy MPorf-CD-protiltka-létivo se ukazaly jako nejisp&ingj¥im
lé¢ebnym systémem 7z ndmi pfipravenych. Umoziiuj{ jednak cileny transport |é&iva
kombinovany s PDT a navic vyrazng potladuji recidivitu nédorula to tak, Ze nador po Gsp&iné
terapti se jiZ zpétn& neobjevuje jak to dokladaji obrazky 1-3.

VyuZiti porfyrinového jadra jako transportniho systému pro_radioaktivni isotopy kovi do
nédorovych bunék

Je velmi dobfe znamo, e porfyriny maji selektivity viigi nédorovym buiikéam. Jejich
dal3i vlastnosti je tvorba velmi silnych komplex s celou tadou kovii. Pousitim radioaktivnich
isotopt vede k jejich cilenému transportu do nadorovych bungk a zefektivngni protinddorové
terapie (M. Q. Islam, P. Hambright. Lithium complexes and the kinetics of interactions of zinc
ions with tetra(N-methyl-4-pyridyl)porphyrins in basic solution, T; ransition Met. Chem., 1998,
23,727-733; R. Z. Renno, J. W, Miller. Photosensitizer delivery for photodynamlc therapy of
choroidal neovascularization. Adv. Drug Deliv. Rev,, 2001 52, 63~78 Gan no Rinsho he
affinity of malignant tumors and organs of tumor-bearing animals for porphyrin compounds.
II. Staining with 65Zn- and 203Hg-labeled fluorescent porphyrin. (1959), 5, (9), 513.
CODEN:GANRAE ISSN:0021-4949)

Diagnostika padorti

Vyse popsané porfyriny a jejich komplexy jsou akumuloviny ve vy$3i koncentraci
v rakovinovych butikich nez ve zdravych. V¥hodou je rovnéz vysoka fluorescence porfyrind.
Na téchto jejich vlastnostech je zalozena Jejich vice neZ dobra pouzitelnost pro vy8e zminénou

oblast.(J. Kralova, A, Synytsya, P. Pouckova, M, Koc¢, M. Dvorak, V. Kral. Novel porphyrin
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conjugates with a potent photodynamic antitumor effect: differential efficacy of mono- and
bis-B-cyclodextrin derivatives in vitro and in vivo. Photochem, Photobiol,, 2006, 82, 432-438;
Kral V, Davis J, Andrievsky A, Kralova J » Synytsya A, Pouckova P, Sessler JL.. Synthesis and
biolocalization of water-soluble sapphyrins. J. Med. Chem., 2002, 45, ‘1073-8).

VyuZiti metalokomplexu cyklodextrin-porfyrin s kladnym nébojem pro transport nukleovych
kvselin do bunék '

Kladné nabité porfyrinové metalokomplexy piechodnych kovil jsou nekovalentné
vizany k bagim nukleovych kyselin, Supramolekulami systémy s kladhym nabojem jako napt.
aminocyklodextriny, se pouZivaji pro transport nukleovych kyselin do bungk. Cyklodextrin-
porfyfinovfr metolokomplex by tudiz byl velmi dobrym systémem pro teﬂto ucel. (B, Ward,
A. Skorobogaty, J. C. Dabrowiak. DNA binding specificity of a series of cationic
metalloporphyrin complexes. Biochemistry, 1986, 25, 7827-7833; Y. Choi, T. Thomas, A.
Kotlyar, M. T. Islam, J, R. Baker. Synthesis and functional evaluation of DNA-assembled

polyamidoamnine dendrimer clusters for cancer cell-cpecific targeting, Chem. Biol,, 2005, 12,
35-43).

Vysledky kombinované terapie pomoei multimodalnich systémil

Pripravené latky byly testovany na mysich s karcinomem mlééné Zlazy. Vysledky

terapii pro riizné latky jsou uvedeny v nésledujicich grafech 1 - 4,

Primyslovd vyuZitelnost

Multimodalni systémy podle vynalezu Jsou vyuZitelné ve zdravotnictvi a ve farmaceutickém

primyslu pro pfipravy plipravkll  k 1é¢bé a diagnostikovani nadorovych onemocnani.
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Patentové niroky

1. Pouziti multimodélniho systému pro pripravu piipravkdl  k 168bé a diagnostikovani
nadorovych onemocnéni, pficems tento systém se sestava ze substituovaného makrocyklu

obecného vzorce I,

vybranym ze skupiny tvofené y porfyrinem, calixfyrinem nebo korinem,
I

kde v pfipad¢ tetrasubstituovangho porfyrinu v polohch meso plati, 7e X, X, jieC v
piipade korinu X; netvoti Zidny atom a X, je C av piipads calixfyrinu je X a X, tvoteno bud
CR'R' | uhlik nese dva stejné substituenty nebo CR'R® |, uhiik je substituovin dvéma
odhiSnymi substituenty a kde substituenty R! a R? predstavuji alkyl vybrany ze skupiny
methyl, ethyl, propyl, butyl, i-propyl, i-butyl, fenyl,

kde R jsou substituenty zndzornéné obecnym vzorcem Al, A2, A3, nebo A4,
Y ¥ Y ¥ v z Y ¥
W
Y Y 7 Y . Y Z Y Y
(A1) (A2) (A3) (A4)

kde Y predstavuje atom H nebo atom F,

kde Z v ptipadé substituentu znazoménym obecnym vzorcem Al znamend skupinu O-R;, S-
R], NH-RL CHzo-R1, CHzS-Rl nebo CHzNH—Rh,

kdeZ v pfipadé obecného vzorce A2 je stejny nebo rizny a znamend skupinu O-R, nebo S-
R, nebo NH-R;

akde Z v ptipads obecného vzorce A3 znamend skupinu NH-R |,

kdeR; je cyklodextrin obecného vzorce B,kdenjelaz3,



OR,

R
OH'g OR,

OH HO

HO

o] OH
OH

0
J R,
' Ho [ 0
OH oH ,
OR, HO 0
0=
OR,/n n=1=alfa-CD

=2=heta-CD
(B) =3 =gama-CD

kde R, predstavuje alkyl skupinu o po&tu uhlika 1 a¥ 10, naptiklad methyt , ethyl, propyl,
kterd miZe byt navic vétvend jako napfiklad isopropyl, cyklodextrinovy kruh obecného
vzorce B je rizné velikosti od alfa-cyklodextrinu n = 1, beta-cyklodextrinu n = 2 az po

gama-cyklodextrinn=3 |

piidemz cyklodextrinovy kruh obeendho vzorce B tvofi inkluzni komplex s lédivem
vybranym ze skupiny tvoiené doxorubicinem, taxolem, mitomycinem C, paraplatinem,
zitostopem,  zitazoniem, methotrexatem, ieukeranem, frorafurem, bicnuem, deticenem neho

Jinym Jégiver s aromatickou skupinou,

2. Pouziti cyklodextrin-porfyrin, cyklodextrin-korin, cyklodextrin‘-calixﬁrin derivata
obecného vzorce I podle néroky 1 pro pffpravu pf'l’pra:fku umoiﬁujic{/"{é;nsport vybranych
1€Civ, pro kombinaci fotodynamické terapie a 1é8by nadorovych onemocnéni vybranym
lé¢iver.

T p Ao
3. Metalokomplex oligopyroltého makrocyklu, ktery je v logické souvisidti 7e substituovanym

makrocyklem obecného vzorce I, podle néroku 1 a je z ného vytvofen inserci M a navizinim

axidlnich ligandd, obecného vzorce (1)
i

"S;Z)'IGJ rf"QM / 1/’/‘{\ e




kde R, X, X; maji vpiedu uvedeny vyznam a Lial, jsou monoklonaln protilétka
(MABSs) nebo polyklonlni protilatka (PABs)a M je kov, vybrany ze skupiny tvofeng zinkem,

kobaltem, niklem, stifbrem, manganem, Zelezem nebo médi.

yor . 7, " .
4. Pouziti metalokomplexu ollgOp)r}volveho makrocyklu obecného vzorce (I1), podle niroku 3
pro pfipravu pfipravku k lésbe a diagrostikovani nddorovych onemocnéni, zejména jako

stabilntho transportniho systému selektivniho viiki nadoru.

5. PouZiti podle nérokli 1 a2 a4 ve spojeni s proteiny, polymery, nukleovymi kyselinami,
nukleotidy, oligonukleotidy, sacharidy, polysacharidy, oligasacharidy, bazemi nukleovych
kyselin, peptidy, hormony, analogy a derivéty vyse uvedenych pro pifpravu piipravki pro

kombinovanou terapii nadorovyeh onemocnéni,

6. Pouziti cyklodextrin-porfyring, cyklodextrin-korint, cyklodextrin-calixfiring podle narok{

1,2 a 4 pro pfipravu pfipravki pro cileny transport radioaktivnich isotopt kova.

7. Pougit] cyklodextrin-porfyrind, cyklodextrin-korint, cyklodextrin-calixfiring podle niroki

1,2 a4 pro pfipravu pfipravki pro diagnostiku nidorov{ch bungk.

8. Pouziti cyklodextrin-porfyrin, cyklodextriri-korin, cyklodextrin-calixfirin podle ndrok 1,2
a4 pro piipravu pifpravkii pro transport nukleovych kyselin dfo bunék.

9. Poutiti podle podle narokt 1,2 a 4 a2 8, v]}ﬁznaéuj-icLse-tiﬁ;Tid nadorovymi onemocnénimi
se mini : adenokarcinom pankreaty - Capan-2, adenokarcinom prostaty PC-3,adenokarcinom
mlééné Zlaizy MDA-MB-231, nador mlé¢né Zlazy 4T1, kolorektaln{ adenokarcinom SW-480,
SW-620, HCT116, karcinom tlustého stfeva CT26.CL25,neuroblastom  SK-N-AS, plicni
karcinom A3549, adenokarcinom cervixu HeLa, epidermalni karcinom A431INS, melanom
SK-MEL-3, C32, B16-F1 karcinom vajecniku A 2780.
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Graf 1- Vliv PDT na riist karcinomu mlégng Zlazy (4T1) u inbrednich mysi BALB/c pHi
pouiti latek typu 2 a 5, dle tabulky 1.
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Graf 2- Vliv kombinované terapie na riist karcinomu mlééné Zlizy (4T1) u inbrednich my3

BALB/e pii pouziti latek typu 19 a 20, dle tabulky 1.
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Graf 3- Vliv kombinované terapie na rist karcinomu mléiné Zlazy (4T1) u inbrednich mysi

BALB/c pti pouiti latek typu 1 a 4, dle tabulky 1.
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Graf d- V1iv kombinované terapie na rist karcinomu mlétng Zlazy (4T1) u inbrednich my§
BALBY/c pti pouziti latek 3 a 6 dle tabulky 1.
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Graf 5- Vliv konjugovangch porfyrint a ndsledné PDT na riist lidského melanomu (C-32) u nu/nu

objem tumoru (cm3)
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Graf 6- Vliv konjugovanych porfyrini a nasledné PDT na riist lidského melanomu (C-32) u nwnu

mysi
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Obr.2 Nekréza melanomu C-32 vyvoland kombinovanou terapii po podani komplexu MPorf-
CD-Ié¢ivo-protilatka a aplikaci svételns davky 120 Jem™ (PDT). 7. den po aplikaci PDT.

Obr. 3 Po tspéiné 16¢he - nador zcela zmizel 2 JiZ se neobjevuje (30 dnit po terapii)
‘ o 7
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