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2. Teoreticka Cast

2.1 Derivaty purinu

2.1.1 Uvod do problematiky purinovych derivati

Purinovy skelet je bezpochyby jednim znejvyznamnéjSich heterocykla
vyskytujicim se v fad¢ ptirodnich i syntetickych latek. V pribéhu minulych desetileti
byly purinové derivaty intenzivné studovany, pfiCemz byla nalezena tada sloucenin
S rozmanitymi biologickymi l'léinky.2 Drtiva vétSina studia struktury purinovych
derivatii se zam&fovala na substituci v polohach C? C® a CB. Objevily se vSak
i slouGeniny vykazujici strukturni variabilitu v poloze N°, nicménd spife Vv niZ$im
zastoupeni.>*® Tyto derivaty s rozlinou substituci vykazuji diametralng odlignou
biologickou aktivitu a je tedy zfejmé, ze typ substituce v této poloze ma na ucinek

Vv zivych organismech nemaly vliv.°

2.1.2 Antibiotika

Antibiotika jsou jednou z hlavnich skupin antimikrobialnich latek. Jejich
primarnim uc¢elem je bojovat proti bakterialnim infekcim v lidském téle. Vzhledem
K tomu, ze bakterie jsou znamé piedevsim svou rychle se rozvijejici antibiotickou
rezistenci, je v této skupiné 1é¢iv kladen velky diiraz na vyzkum a vyvoj novych latek.
V pravém slova smyslu fadime mezi antibiotika pouze latky ptirodniho ptivodu, tedy
nikoliv latky syntetické. Neni tedy divu, Ze mezi uzivanymi latkami nalezneme zastupce
pochézejici z fad purinovych derivati."®

Jednou z latek pouzivanych proti infekcim je kordycepin (Obrazek 2). Tato
sloucenina byla poprvé izolovana z cizopasné houby housenice ¢inské, dnes se vSak jiz
vyrabi synteticky. Ma velmi mnoho rGznych biologickych €inki, mimo jiné pravé
antibakteridlni. Konkrétn¢ byl studovan jeji vliv na inhibici ristu bakterii rodu
Clostridium. Bylo prokazano, ze kordycepin je schopen pusobit na bakterie C.
paraputrificum a C. perfringens. Druha zminovana bakterie je pfi¢inou nékolika
zavaznych chorob, napf. plynaté snéti, a také byvd velmi Castym plvodcem otravy

z jidla. >



Obrazek 2: Chemicky vzorec kordycepinu (1), latky s antibakterialnimi ti¢inky
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Krom¢ ptfimych purinovych derivati se v této skupiné nachazeji jesté derivaty
deazapurinti, konkrétn& pyrazolo[4,3-d]pyrimidiné. Substituce v poloze N° je pak

analogicka jako v ptipadé kordycepinu.™

2.1.3 Antimykobakterialni latky

| mezi slouceninami plisobicimi jako antimykobakteridlni latky lze najit vybrané
derivaty z fady purinli. Vyvoj novych aktivnich latek v této oblasti je velmi Zadany,
nebot’” v soucasné dob& je zhruba tfetina svétové populace infikovdna bakterii
Mycobacterium tuberculosis, ktera je povazovana za extrémné nebezpecnou. Ve vétsiné
pfipadt se §ifi vzduchem a postihuje plice infikovaného. Hlavnimi symptomy jsou
chronicky krvacivy kaSel, zvySena teplota a ubytek télesné hmotnosti. MiiZze se vSak
také usadit v jinych oblastech, napt. v centralnim nervovém systému, kde pochopitelné
snizené imunity usnadiuje infekci M. tuberculosis, a postupné narustajici rezistence této
bakterie vznika vysoka poptavka po G€innych lécivech. Diverzita vyvijenych latek je
velmi pestra, jelikoZ je nutné se zaméfovat na takové biologické cile, kde je nizsi riziko
vzniku nové rezistence na aplikované 16¢ivo. "

Potencialnimi 1é¢ivy v této oblasti se ukazuji byt 9-aryl-, 9-arylsulfonyl-
a 9-benzyl-6-(2-furyl)purinové derivaty (Obrazek 3). Obzvlasté posledni zminované
vykazuji velky potencial v 1é¢bé proti M. tuberculosis. Jednim z hlavnich faktora pro
ucinnost proti témto mykobakteriim je pravé substituce v poloze N®. Latky bez
substituce v této poloze, resp. se substituci v podobé velmi kratkého uhlovodikového
fetézce byly ve studii proti M. tuberculosis inaktivni. Spolu s faktem, ze tyto derivaty
vykazuji nizkou toxicitu proti savéim builkdm, je mozné tyto latky pouzit jako zaklad

novych 1éki proti vysoce rezistentnim mykobakteriim.*?



Obrazek 3: 9-aryl-6-(2-furyl)puriny (II), 9-arylsulfonyl-6-(2-furyl)puriny (I11)
a 9-benzyl-6-(2-furyl)puriny (1V) jako latky s antimykotickymi G¢inky
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Dalsimi moznymi derivaty, které maji vysoky potencial pro pouziti v oblasti
antimykobakteridlnich latek, jsou derivaty 6-thiopurinu, opét s vhodnou substituci
v poloze N° (Obrazek 4). Jako kontrola dileZitosti této substituce byla pii studii aktivity
6-thiopurini na bakteriich Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium avium
testovana i sada pyrimidint a pyridind. Tyto analoga ovSem byly kompletn¢ neaktivni.
Bylo tedy prokazano, ze substituce v poloze N® je pro antimykobakterialni aktivitu

purinovych derivati kli¢ovym faktorem.™

Obrazek 4: Struktura 6-thiopurinti (V) studovanych pro antimykobakterialni aktivitu

SR!
NN R' = alkyl, aryl
| D R2 = H, CH,COOEt
“ N
N, X=H,0H,Cl

\Y

O mechanismu piisobeni purinovych derivati jakozto antimykotik je zndmo
zatim velmi malo. Ukazuje se, ze Mycobacterium tuberculosis obsahuje ve svém
genomu sekvence urcené k syntéze purind, ¢imzZ se podoba Clovéku a ostatnim vysSim
organismiim. Podrobnéj$i informace o konkrétnich vlastnostech substratu pro
mikrobialni enzymy zprostfedkovavajici tuto syntézu vSak zndmé nejsou. Tyto derivaty

byly tedy piipraveny pro zjednoduseni studia mechanismu t&chto G&inki.™



2.1.4 Antiparazitika

Parazitujici mikroorganismy postihuji ve velké miie hlavné zvirata, nicmén¢ se
muzeme s nékterymi témito parazity setkat i u ¢loveka. Prikladem muze byt naptiklad
Toxoplasma gondii. Tento mikroorganismus neni nijak ojedinély, jelikoz pozitivni
indikace v séru byla zjisténa u 60 % populace Spojenych statt americkych. Pritomnost
tohoto parazita mtize byt problémem pievazné pro plod v téle infikované matky nebo
pro pacienta s AIDS. Resenim tohoto problému by se mohla stat latka NBMPR, neboli
nitrobenzylthioinosin, pfip. jeji analoga (Obrazek 5). Tato latka je schopna byt
selektivné fosforylovana pravé parazitickymi organismy, nikoliv vSak savCimi
kinasami. Tim je umoznéno efektivné cilit 1écbu na T. gondii a potlacit tak riziko

projevu toxoplasmozy.**!

Obrazek 5: Latka NBMPR (VI) a jeji analoga (VII, VIII) fungujici jako antiparazitika
Cl
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2.1.5 Antivirotika

Antivirotika se obecné zaméfuji na 1é¢bu virovych infekci. Sirokou $kalou
mechanisml narusuji metabolismus virli, ¢imz brani Sifeni infekce. Napadené bunky
potiebuji pro rozmnozovani vét§si mnozstvi purinovych nukleotidii nez bunky zdravé.
Hlavni cast téchto nukleotidd je vyuZita na syntézu virdlni RNA a DNA. Neni tedy
nahodou, Ze na poli uZivanych antivirotik 1ze najit také purinova analoga. Asi nej€astéji
se objevujicimi latkami s antivirotickymi u¢inky jsou rizné substituované nukleosidy.
Biologické tc¢inky purinovych antivirotik jsou v8ak velmi komplexni a zahrnuji n€kolik

druhi ptisobeni na multiplikaci virg.



2.1.5.1 Latky ovliviiujici syntézu virovych nukleovvch kyselin

Mechanismus syntézy virovych nukleovych kyselin je velmi dobfe prostudovany
proces. Je fizen pievazné DNA polymerasami, ale také dalSimi enzymy, na které je
mozné cilit terapii v pfipadé virovych onemocnéni.

Jednim z moznych cili terapie purinovymi analogy je inosin monofosfat
dehydrogenasa (IMPDH). Tento enzym je klicovym katalyzatorem pro de novo syntézu
purinovych nukleotidii. Vyhodou je také to, ze struktura savci IMPDH se od virdlni
dostatecnym zplisobem odliSuje. Tim je umoznéno vyvijet latky selektivni pouze na
viry zasazena mista. Mezi inhibitory IMPDH patii naptiklad purinové a inosinové
nukleosidy vhodng substituované v poloze C? (Obrazek 6). V poloze N° se pak

(obdobné jako u RNA bazi) nachazi D-ribdza, eventudlné ribdza monofosfat.’®

Obrazek 6: Purinové (IX) a inosinové (X) nukleosidy s u¢inkem inhibice IMPDH

cl 0 R= =
N—"SN N NH .o oA
TN ST re =
HO NTOR HO. NOR R= <
(6] (0] F
R= 4=
OH OH OH OH R= i __F
IX X

Riboza viak neni jedinym cukrem, ktery se v poloze N° u antivirotik vyskytuije.
Dalsim ptikladem je arabindza, ktera se nachdzi v adeninarabinosidu, druhém
nejstar§im antivirotiku znAmym pod komer&nim nazvem Vidarabin™. Tento cukr byl
poprvé izolovan z moiskych Zivo€ichii, coZ spustilo fadu testovani, které vedlo az
K vyvinuti adeninarabinosidu. Hlavnim biologickym cilem je inhibice herpesvirové
DNA polymerasy. Jedna se o jednu z mala latek majicich zaklad v molekule izolované
z moiskych zivocicht. Od této struktury pak byly odvozeny i dal§i antivirotika,
tentokrat analoga monofosfatu. Tyto latky maji lipofilnéjsi charakter, diky kterému maji
oproti adeninarabinosidu niz§i tendenci podléhat rozkladnym metabolismim

v organismu.**%

-10-



Obrazek 7: Chemicky vzorec adeninarabinosidu (X1) a jeho analog (XI1)
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Pozd¢ji bylo zjisténo, Ze pro antivirotické ucinky neni vyhradné nutné, aby byla
poloha N° substituovana skeletem sacharidu. Jednim zdikazii je skupina
cyklopropanovych nukleosidi. Monosacharidové jednotka je u téchto latek nahrazena
jednodusim alicyklickym skeletem. Piikladem je latka A-5021, analog inosinu.?* Tato
latka pak byla nasledn¢ dale modifikovana a byly vyvinuty dal§i podobné

cyklopropanové derivaty odvozené od kyseliny fosforité (Obrazek 8).%

Obrazek 8: Antiviroticky u¢inna latka A-5021 (XIII) a jeji derivaty (XIV)

o) o
NfLNH N NH
&l |l
<N p <N N/*R

N R =H, NH,

_OH

11 "OH
o

X1 XV

Mezi jedny z nejpouzivanéjsich antivirotik patficich do fad purinovych derivatt
patii acyklické nukleosidy. Jejich spoleénym znakem je pravé substituce v poloze N®,
Obsahuji totiz pouze ¢ast ptivodniho sacharidového ligandu. Cyklus je v tomto piipadé
zjednoduSen na alifaticky fetézec.

Prvnim zastupcem této skupiny je aciclovir (ZoviraxTM). Pouziva se na
herpetické viry vSech druhli. Ganciclovir se vyuziva na 1écbu cytomegalovird. DalSimi
latkami jsou penciclovir a jeho profarmakum famciclovir. U téchto latek je obecné
velky problém s jejich omezenou rozpustnosti, kterd zna¢né€ limituje jejich uplatnéni.
Aciclovir je naptiklad dostatecné rozpustny az v alkalickém pH, takZze je vylouceno
intravendzni pouziti. Proto se podava predevsim topicky. Tento problém byl odstranén
svyvojem daldi generace téchto 16¢iv, kam se fadi valaciclovir (Valtrex™). Ten

obsahuje ve své molekule valin, ktery je vazan pies esterovou vazbu, ¢imzZ je zajiSténa

-11-



vy$$i rozpustnost 1é¢iva. Tato generace 1é¢iv zahrnuje hlavné profarmaka jiz zminénych

latek (Obrazek 9).23

Obrazek 9: Antivirotika z fad acyklickych nukleosida: aciclovir (XV), ganciclovir
(XV1), penciclovir (XVI1), famciclovir (XV1I1) a valaciclovir (XIX)
N

N N

HN N HN N HN N
OH OH
HZN/k\N N H2N/k\N N H2N/L\N N
ko/\/OH ko OH OH
XV XVI XVII
o} NéiN\
>
TS o SRS SN
HNT N NL)/\/ O/\/OW
OAc o)
XVIII XIX

U vSech téchto derivati dochazi k ovlivnéni biosyntézy virovych nukleovych
kyselin pusobenim na specifické enzymy, tzv. kinasy. Kinasy slouzi k pfenosu
fostatového zbytku z molekuly s vysokou energetickou hodnotou (napt. ATP) na cilovy
substrat (v tomto ptipadé antivirotikum). Dané 1éCivo se pak v této forme zabuduje do
fetézce virové DNA, ¢imz zamezi replikaci viru. Acyklické nukleosidy se vazi
selektivné pouze na virové kinasy, ¢imz je zajiSténa jejich vysoka specifita.?*

Do skupiny antivirotik se fadi také lobucavir (Obrdzek 10). Tento analog
deoxyguaninu ma velmi pestrou antiviralni aktivitu. Mimo pouziti jako 1é¢iva na HIV se
uplatnuje 1 jako aktivni latka proti hepatitidé B, viru herpes simplex a mimo jiné také
lidského cytomegaloviru, konkrétné cytomegaloviru infikujiciho sitnici a zptisobujiciho
jeji zanét. Mechanismem jeho u¢inku je opét inhibice virdlni DNA polymerasy. Je
mozné jej pouzit u takovych druhi cytomegalovird, které jsou rezistentni vici ostatnim
jindy G¢innym antivirotikim, napt. vicéi gancicloviru. Pomérné zajimavym strukturnim
motivem je cyklobutanovy kruh vazany v poloze N, Je tedy opét dokazéano, ze zaména
substituentu v této klicové poloze miize mit st€zejni vliv na biodostupnost a ti¢innost

. ixi 2
daného 1égiva.?®

-12-



Obrazek 10: Struktura viceucelového antivirotika lobucaviru (XX)

o}
N
N
¢ ]I\)L|
N N)\NHZ
OHT H

OH”

XX

2.1.5.2 Latky pusobici na reverzni transkripci

Reverzni transkriptasa (RT) je enzym, ktery katalyzuje piepis virové genetické
informace hostitelské DNA. Je sledovan pfevazné proto, ze je krucialni pro replikaci
viru HIV. Proto se mnohé oblasti vyzkumu 1écby HIV zaméfuji pravé na inhibici tohoto
enzymu. Reverzni transkriptasa vSak miize byt také cilem v 1é€bé hepatitidy B, ktera
(ptesto, ze se fadi mezi DNA viry) tento enzym také vyuziva. V principu Ize inhibitory
reverzni transkriptasy rozd¢lit na tfi hlavni kategorie — nukleosidové inhibitory (NRTI),
nukleotidové inhibitory (NtRTI) a nenukleosidové inhibitory (NNRTI). Vzhledem
K tomu, Ze tato Cast prace je zaméfena na purinové derivaty, bude fe¢ hlavné o prvnich
dvou skupinach téchto inhibitor.?®?’

Mezi skupinu purinovych NRTI patii naptiklad abacavir (Obrazek 11). Ten se
ukazal jako nadéné lécivo pii infekci HIV. Jeho hlavnim vedlejSim uCinkem je
hypersenzitivita, coz je porucha imunity, pii které dochazi k poskozovani organismu, a
u pacientl muize eskalovat az v amrti. I pfesto je vSak hojné pouzivan, pfevazné
v kombinaci s jinymi druhy 1&&iv proti viru HIV .28

Utinky podobné abacaviru mé i didanosin (Obrazek 11), u kterého je purinovy
skelet nahrazen hypoxantinem. Jinak je ale princip Gc¢inku totozny, tzn. vlastni aktivni
formou je az intracelularné fosforylovany analog didanosinu (pfipadné abacaviru).*

Po chemické strance je poloha N° substituovéna opét zjednodugenym skeletem
rib6zy. Hydroxylové skupiny v poloze 2 a 3 jsou na tomto ligandu nahrazeny dvojnou
vazbou mezi piislusnymi uhliky Vv pfipadé abacaviru, u didanosinu je pak tato vazba

pouze jednoducha.
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Obrazek 11: Chemicky vzorec abacaviru (XXI) a didanosinu (XXII), 1&¢iv proti HIV

ANH o)
/N >N /Nj\)LN
HO <NfN\/)\NH2 HO <N | ”J
) e
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Krom¢ latek uzivanych proti HIV se ve skupiné NRTI vyskytuji i 1éCiva
pasobici na hepatitidu B. Mezi n¢ patii naptiklad jiz zminovany famciclovir nebo
ganciclovir (Obrazek 9), 0 nichz jiz byla fe¢. Dal$imi pouzivanymi latkami jsou
adefovir, tenofovir a entecavir. (Obrazek 12).

Adefovir byl piivodné vyvinut jako 1é¢ivo proti HIV. Diky vysoké nefrotoxicité
vSak neprosSel schvalenim, a teprve po snizeni davek a objevu ucinkl proti hepatitidé
mohl byt fadn¢ schvalen. Uziva se v podobé adefoviru dipivoxilu, ktery podléha
hydrolyze po prichodu bunéénou membranou. Po fosforylaci bunécnymi kinasami
dochazi k jeho aktivaci.

Tenofovir je pro zménu pouzivan v podobé disoproxil fumaratu, a je tedy opé&t
intracelularné¢ hydrolyzovan na aktivni formu. Nevyhodou se jevi niz$i selektivita
nékterych metabolickych intermediat, kdy dochazi i k ataku na lidskou polymerasu,
nicméné studie dokazujici mutagenitu nebyly potvrzeny.

Entecavir je multifunkéni 1é¢ivo pii boji proti hepatitidé B. Kromé inhibice
reverzni transkriptasy pusobi i na biosyntézu DNA. Vétsinou se pouziva v kombinaci
S jinymi antivirotiky, v samostatné formé je aplikovan pievazné pii transplantaci jater.

Vhodnym lé¢ivem kombinovatelnym s entecavirem je napt. vyse zminény tenofovir.**

Obrazek 12: Struktura adefoviru (XXII1), tenofoviru (XXI1V) a entecaviru (XXV)

NH, 1)

NH,
N—Z>N N >N N
¢ fl ¢ f\ ) NH
/)N \N) N \N) <N |N//kNHz

V HO
Ho_ Ho, /~©
HO’F’\\O HO-Ry

(¢} OH
XX XXIV XXV
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2.1.6 Cytostatika

2.1.6.1 Klasicka cytostatika

Do skupiny klasickych cytostatik patii latky inhibujici bunéény rast, konkrétné
u rakovinnych bunék. V této skupiné jako velmi efektivni ukazuji pravé antimetabolity
purinti. Samotny mechanismus ucinku je velmi slozity a zavisi na spousté limitujicich
faktorti, napf. na roli transportérii téchto 1é¢iv, na odbouravacich mechanismech atp.
| presto si purinova cytostatika vyslouzila &estné misto mezi hojné uzivanymi latkami.*

Prvni skupinou latek vyuzivanych pro 1é€bu riznych nadorovych onemocnéni
jsou derivaty 6-merkaptopurinu (Obrazek 13). 6-merkaptopurin se ukazal jako efektivni
proti n€kolika onemocnénim, zejména akutni lymfatické leukémii a stifevnim zanétim,
napt. Crohnové chorobé. Podobné ucinky ma také jeho prolécivo azathioprin. Ten se
Vv téle metabolizuje praveé na 6-merkaptopurin, ktery je dale pfeménén na aktivni formy,
thioguanin nukleotidy.>*3*

Zdanlivé podobnou latkou je také tioguanin, neboli 6-thioguanin. Ten se ovSem
metabolizuje jinymi drdhami nez 6-merkaptopurin, a navic ma vyssi toxicitu, zejména

v kostech. 1 tak se viak vyuzivé jako cytostatické 16&ivo.*>3°

Obrazek 13: Chemicky vzorec 6-merkaptopurinu (XXVI), jeho proléciva azathioprinu
(XXVII) atioguaninu (XXVIII)

NO,

T
4
SH N S SH
N™ N

I % | ) L
kN/ N kN/ N H2N/kN N
XXVI XXVII XXVIII

U derivatd 6-merkaptopurinu s protinadorovou neni substituce v poloze N®
obvykld. Nicméné se objevuji 1 latky, obsahujici v této poloze alespont zakladni
alifaticky ligand v podobé ethyl nebo butyl skupiny.37

Naproti tomu napiiklad cladribin (Obrazek 14), dalsi purinovy analog uzivany
jako cytostatikum, jiz obsahuje o néco rozvétvengjsi substituent, a sice deoxyribosu.
Jeho hlavni aplikace spociva v 1é¢bé specifického typu leukémie z vlasatych bunék, ale
byl aplikovan i pfi 1é¢bé jinych lymfomt. Mimo to byl také testovan i jako lé¢ivo pro

pacienty trpici roztrousenou sklerozou. %%
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Obrazek 14: Struktura cladribinu (XXIX), Ié¢iva s cytostatickymi G¢inky

NH,
N N N
¢ fx
N —
HO N Cl
(0]

OH
XXIX

Mezi purinové cytostatika se fadi i clofarabin a fludarabin (Obrazek 15).
Molekuly téchto latek maji kromé zakladniho skeletu spolecnou jesté jednu véc, a to
pfitomnost atomu fluoru ve struktufe. Clofarabin se pouzivd pro 1écbu akutni
lymfoblastické leukémie, a to hlavné u détskych pacientti. Byl vSak uspésné otestovan
I na dal$i druhy leukémii. Atom fluoru se zde nachdzi na cukerné ¢asti molekuly. V této
poloze je schopen zabranit glykosidickému Stépeni a tim stabilizuje 1é¢ivo v kyselém
plrostfedi.40

Fludarabin se aplikuje pfevazn€ pfi chronické lymfatické leukémii. Tento derivat
se ukazal byt efektivnim i v takovych pfipadech, kdy pacienti nereaguji na 1écbu
standardnimi antileukemiky. Byva také uzivan v kombinaci s jinymi lé¢ivy. V ptipadé

fludarabinu je fluor vazan pfimo na purinovém heterocyklu v poloze C2.*+2

Obrazek 15: Antileukemika clofarabin (XXX) a fludarabin (XXXI)

NH; NH,

</N fN </N | N
N /)\ N //]\
HO N Cl HO N F
(e} (0]
F HQO,
OH OH
XXX XXXI

Vyvoj novych 1éCiv v oblasti purinovych cytostatik stdle probiha. Dukazem
mohou byt napiiklad derivaty 6-chlorpurintt (Obrazek 16). Tyto derivaty byly pivodné
navrzeny jako antibakterialni latky, nicméné se ukazalo, Ze proti testovanym bakteriim
nebyl pozorovan znatelny uc¢inek. Namisto toho vSak prokdzaly aktivitu proti
rakovinnym bunkam z hrtanu. Latky z této série se vyznacuji rozvinutou substituci ve

; 4
sledované poloze N° %3
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Obriazek 16: Nove zkoumané latky s potencialni protinddorovou aktivitou (XXXII)

C
N/ N
D
NTN ge R'=CI, NO,, OH
N R%=H, CH,
7/ IR R3 = H, 4-Cl, 2-NO,, 4-F, 4-Br, ...
R! =
XXXII

Dalsim piikladem za vSechny mohou byt 2,6-disubstituované puriny (Obrazek
17), které byly testovany hned na nékolika typech nadorovych linii (plic, tlustého stieva,
mozku, prsu, ...). Nékteré ztéchto latek prokazaly vysokou cytotoxickou aktivitu
u vétsSiny testovanych tkani, diky c¢emuz by mohly slouzit jako vicetucelova
cytostatika. U téchto latek bylo také prokazano, ze pti pouziti N’ substituovanych purinli
nebylo dosazeno pozadovanych u&inkd, tak jako tomu bylo u substituce v poloze N°,

coz opét demonstruje vliv substituce této polohy na biologickou aktivitu.**

Obrazek 17: Piiklady viceucelové aktivnich latek (XXXII, XXXIV, XXXV) v oblasti

1é¢by nadort

R2 R? R?
NN NN
s Y PN
R1J|\JNIN\> RPN RPN R',R2=H, CI
R? R®=H, Br
\ )
\ R3

Cl Cl Cl
XXX XXXV XXXV

2.1.6.2 Inhibitory cyklin-dependentnich kinas

Mezi cytostatika se fadi 1 velka podskupina specificky zamétenych latek, a to
inhibitory cyklin-dependentnich kinas (CDK). Tyto aktivni latky se zamétuji enzymy,
které fidi bunéény cyklus. CDK funguji tak, ze reguluji riznd mista bunécného déleni
a tim tidi cely replikacni proces. Proto se dnes vyviji potencialni 1é¢iva, kterd by mohla
inhibovat tyto enzymy a tim padem zamezit d&leni rakovinovych bungk.*

Prvni latkou ze skupiny inhibitordt CDK stojici za zminku je bezpochyby
olomoucin (Obrazek 18). Byl vyvinut jako inhibitor CDK1. Vzhledem k jeho tehdejsi

uspésnosti  zapocal vyvoj dal§ich inhibitortt cyklin-dependentnich kinas. Velmi
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vyznamnou aktivni substanci se stal roscovitin (komeréni nazev Seleciclib™). Ten se
zamétuje hlavné na CDK2, CDK7 a CDK®9. Dalsim ptikladem téchto derivati je
purvalanol. V soucasné dob¢ se vSak vyviji spousty dalSich latek odvozenych od téchto
vyznamnych derivatg. 0474849

Tyto latky viak maji obecné velmi nizkou variabilitu substituce polohy N°.
Nejcastéji se objevuje uhlovodikovy fetézec v podobé methylové, isopropylové nebo

cyklopentylové skupiny

Obrazek 18: Olomoucin (XXXVI), roscovitin (XXXVII) a purvalanol (XXXVIII),
latky piisobici jako inhibitory CDK

¢ e A,
NN N)\jiN\
HO i)\/IN\> HOJ\N)I\)NI"P HOINJ\N/ N>
SNV : )~ : )~

XXXVI XXXVII XXXVIII

2.1.7 Purinové derivaty obsahujici specificky ligand v poloze N®

Na vySe zminénych piikladech biologicky aktivnich latek bylo ukazéano, Ze
purinové derivaty maji nepieberné mnozstvi Uc¢inki. Tato kapitola se zaméfuje na
takové latky, které maji zakladni strukturni motiv ligandu v poloze N® podobny motivu
latek ptipravenych v ramci vypracovavani této diplomové prace, tedy strukturu

pochazejici z pfirodnich aminokyselin (Obréazek 19).

Obriazek 19: Obecna struktura derivatl purinu obsahujici sledovany strukturni motiv

Prvnim ptikladem jsou derivaty purinu, obsahujici v poloze N® strukturni motiv

hydroxamové kyseliny (Obrazek 20), které byly navrzeny a pfipraveny za ucelem
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sledovani inhibice histon deacetylasy. V této testovaci sérii bylo nalezeno hned n¢kolik

derivatd, které byly z hlediska této inhibice velmi G&inné.>

Obrazek 20: Zakladni skelet derivatu purinu (XXXIX) s protinddorovou aktivitou

@ J
R'=H, NH,, ‘f\N
H
A > H
o J S
\\«N\X R2 = ;N }LH _E_N O
H
H, “f
(/ 1-6

Podobny skelet jako vlastni pfipravené latky obsahuji i substituované derivaty

XXXIX

neaminl (Obrazek 21). U téchto latek se osvédcil specificky linker v podobé motivu
lysinu, ktery spojuje zminéné neaminy se strukturami nukleobazi, mimo jiné také
adeninu a guaninu. Takto pfipravené derivaty byly testovany proti TAR-RNA, coz je
jeden z faktort kontrolujicich spousténi virové replikace. Potencidlni aplikaci téchto

latek je tedy 1é&ba virovych infekci s diirazem na HIV-1.>"

Obrazek 21: Struktury modifikovanych neamind (XL, XLI)

NH,
(@) N=\ (@) N;{
H N H NH
o A o TS
NH, 0 sy N, NH, o 5y ©
HO 0 HO 0
HO HO
NHa| 1N NHz|  HN
HO NH; HO NH,
OH OH
XL XLI

Na prvni pohled odlisny skelet maji nové ptipravené purinové derivaty, které
byly substituovany estery kyseliny dusiéné (Obrazek 22). Zakladni struktura
substituentu v poloze N° viak opdt vykazuje podobnost s derivaty, které byly
syntetizovany pro tuto praci. V sérii biologického testovani protizanétlivych ucinka se
derivat s touto substituci ukazal jako min¢ G€inny, 1 tak je vSak znovu poukézano na

vysokou variabilitu derivatt, které v této poloze obsahuji sledovany strukturni motiv.*?
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Obrazek 22: Derivat purinu substituovany esterem kyseliny dusi¢né (XLII)

)

N

NN
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N N\\\<“\/\ONO2
o}
XLII

Nové latky s podobnou strukturou ligandu se objevuji také mezi molekulami
uréenymi k diagnostice nervovych poruch, napt. Alzheimerovy choroby. Piikladem
mohou byt purinové derivaty, které obsahuji cyklickou formu cilového skeletu v poloze
N? (Obrazek 23). Tyto latky byly pfipraveny k pouZiti ve form¢ radioaktivnich sond,
které umozni neinvazivni screening nervové soustavy. Mimo jiné byla sledovana

interakce se Synapsinem |, fosfoproteinem G&astnicim se nervovych synapsi.”®

Obrazek 23: Struktury potencialnich radioaktivnich sond (XLIII) odvozenych od

¢

purinu

HN
N
/Nl\ S R =H, CH,
FONT N
Oﬂ
N"So
R
XL

Dalsim z mnoha piikladi jsou latky testované pro jejich vliv na tzv. Janus kinasy
(Obrazek 24). Tyto kinasy se ucastni hned nékolika dé&ja v lidském téle. Série
zminénych derivatl byla soustfedéna na inhibici jedné z té€chto kinas, konkrétné TYK?2
kinasy. Tato kinasa miZe byt pfi¢inou n€kolika onemocnéni, prevazné zpiisobenych
mutaci tohoto genu. Jedné se hlavné o rtizné druhy imunodeficience, a tudiz je inhibice
TYK2 kinasy v téchto piipadech zadanym jevem. Mezi nejvyznamnéj$i choroby
spojené s metabolickymi drahami TYK2 kinasy patii napf. revmatoidni artritida nebo

. .54
ateroskleroza.®
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Obrazek 24: Purinovy derivat (XLIV) testovany jako inhibitor TYK2 kinasy

NH, cl
N
Néi \
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Q\) cl
o

NH,

XLIV

Zdaleka nejvétsi podil vyznamnych zastupct purinovych derivati analogickych
k pfipravenému skeletu se vyskytuje u stavebnich prvki tzv. PNA, tedy peptidovych
nukleovych kyselin. PNA jsou uméle vytvorené fetézce nukleovych kyselin, kde na
rozdil od struktury klasické DNA nebo RNA je spojovaci cast tvofena nikoliv
strukturou sacharidu, ale peptidu.™

Pro tyto modifikované fetézce nukleovych kyselin se purinové derivaty se
sledovanym motivem v poloze N® jevi jako idedlni stavebni jednotky. Pfi pouziti
substituentli s vhodnymi fluorescen¢nimi vlastnostmi je pak mozné sledovat afinitu
syntetické PNA k pfislusnému fetézci DNA nebo RNA. To by umoznilo vytvofit latku
plusobici na konkrétni gen. Za timto ucelem byly sledovany napt. derivaty
8-vinylguaninu (Obrazek 25), které mohou slouzit jako vySe zminéné stavebni jednotky.
V tomto piipadé se jedna o latky substituované Fmoc skupinou, ktera slouzi jako

fluorescenéni sonda k analyze interakce s cilovou nukleovou kyselinou.

Obrazek 25: Vzorec stavebni jednotky pro syntézu PNA (XLV)

XLV

U vyse zminénych derivati obsahujicich sledovany ligand byl v poloze N° pouzit
strukturni motiv vychazejici z purin-9-yloctové kyseliny, resp. amidu této kyseliny.
Z divodu malo pestré substituce byly v této praci navrzeny takové struktury, které
umoznuji modifikaci na vedlejSim fetézci této kyseliny. Pro syntézu cilovych produktii
byly vyuzity komeréné dostupné aminokyseliny, které umoznily ptipravu vhodné

substituovanych purinovych derivata.
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2.2 Derivaty deazapurina

2.2.1 Uvod do problematiky deazapurinii

Deazapuriny, konkrétn¢ imidazopyridiny, patii také mezi velmi zkoumané latky
z davodu jejich pestré biologické aktivity. Obecné se jednd o latky, které jsou oproti
purinovému jadru o jeden dusik chudsi. Tato kapitola je primarn¢ zamétena na derivaty
1-deazapurinu a 3-deazapurinu, tedy imidazo[4,5-b]pyridiny a imidazo[4,5-c]pyridiny.
Vzhledem k tomu, Ze zavislost struktury a biologické aktivity je v pfipadé téchto dvou

skupin latek velmi podobnd, budou v nésledujicich podkapitolach feSeny spolecné.

2.2.2 Antivirotika

Prvni skupinou, kterd obsahuje derivaty imidazopyridint, jsou antiviralni latky.
Velmi vyznamnou strukturou v oblasti této 1écby je imiquimod (Obrazek 26). Funguje
jako tzv. modifikator imunitni odpovédi. Plisobi na syntézu riznych druhd cytokint,
které slouzi jako signalni molekuly. Po dlouhou dobu nebylo zndmo, v ¢em konkrétné
spo¢iva antivirdlni aktivita imiquimodu a jeho derivati. Bylo zjisténo, Ze spousti
specifickou drahu receptoru TLR7, ktery je kliCovy pro vytvofeni odezvy imunitniho
systému na piipadnou infekei.”’

Kromé imiquimodu se v této skupiné objevuji i dal$i derivaty, a sice resiquimod
a gardiquimod. Resiquimod se uzivd ve formé gelu, a je tedy uren primarné proti
herpetickym virim. Gardiquimod funguje podobné jako imiquimod, ale jeho G€innost je

nekolikanasobné vyssi. Navic ma také vyssi specifitu na zminény receptor TLR7.%8%

Obrazek 26: Deazapurinova antivirotika imiquimod (XLVI), resiquimod (XLVII)
a gardiquimod (XLVIII)

NH, NH,

NH,
N NN o/ NN in—
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Mezi deazapurinovymi antivirotiky lze najit i jinou skupinu derivati, a sice
analoga substituovanad hydroxybenzylovou skupinou (Obrazek 27). Tyto latky byly
ptipraveny na zakladé diive tspé$ného benzimidazolového derivatu HBB (XLIX) se
stejnou substituci. Ukazalo se, ze tyto latky jsou schopné zamezit rGstu oblasti
postizenych virem, co se velikosti ty¢e. Na rozdil od zminéného benzimidazolu vSak
postradaji schopnost vyraznéji zamezit replikaci viru, coz miize byt jejich hlavni

neV}'/hodou.Go’61

Obrazek 27: Vychozi struktura HBB (XLIX) a od n& odvozeného derivatu
imidazopyridinu (L)

OH

Iz =z
—z
\ 7/
Iz =z

XLIX L

vvvvvv

mastnych kyselin (Obrazek 28). U téchto latek byla prokézana antivirdlni aktivita,
konkrétn¢ proti hepatitidé typu C. Zajimavosti je, ze tyto latky neplsobi pfimo na
metabolismus virll jako takovy, ale ovliviiuji jej nepfimo pravé omezenim syntézy

mastnych kyselin, coz mize vést k likvidaci infekce.®?

Obrazek 28: Priklady latek vykazujicich aktivitu v oblasti antivirotik

LI LI

2.2.3 Cytostatika

Zastupce imidazo[4,5-b]pyridinti i imidazo[4,5-C]pyridini lze najit i mezi
latkami uzivanymi k 1é€bé rakoviny. Prvnim piikladem mizou byt derivaty testované
kvali antimitotické aktivité (Obrazek 29). Antimitotika jsou latky, které specificky

inhibuji mitotické déleni a tim zabraiiuji rozSifeni rakovinnych bunck. Podobnym
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zptisobem funguji napi. vinca alkaloidy, které slouzily jako strukturni vzor pro tyto

latky. Pripravené latky byly efektivni in vitro a v n&kterych p¥ipadech také in vivo.*®

Obrazek 29: Vybrané derivaty imidazo[4,5-b]pyridina (LIII) a imidazo[4,5-C]pyridind

(LIV) testovanych na antimitotickou aktivitu

NH, NH,
o) XN /_Q N
Peus 20
/\O N N N /\O N Z N
H NH, H H
LI LIV

Dalsi oblasti 1écby rakoviny, ve které najdeme piiklady deazapurinovych
derivatl, je inhibice Akt kinas. Tyto kinasy jsou dilezitymi regulatory bunécnych
metabolismt a jejich aktivita v nadorech je oproti zdravym builkdm mnohem vyssi.
Latka GSK690693 (Obrazek 30) je schopna prokazatelné slouzit jako kompetitivni
inhibitor pro Akt kinasy a navic brani fosforylaci jinych substrati pro tyto enzymy.
Biologické ucinky této latky byly potvrzeny i u testovani na lidskych nadorech.®*

Od této latky se postupem casu zacaly odvozovat dalsi derivaty, jejichz hlavnim

cilem bylo usnadnit biodostupnost této latky, prevazné z hlediska peroralniho uzivani.®®

Obrazek 30: Latka GSK690693 (LV) fungujici jako kompetititivni inhibitor Akt kinas
a ptiklady od ni odvozenych derivata (LV1)

OH OH R= '%‘CHzNHZ
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Imidazopyridinové derivaty se velmi Casto objevuji jako inhibitory dalSich druht
kinas (Obrazek 31). | vsoucasné dobé probihd vyznamny vyzkum v této oblasti.
Hlavnim divodem je jejich bioisosterita s purinovymi bazemi, ktera jim zajistuje
potencialni schopnost interakce s DNA, RNA nebo proteiny. Mezi hlavni skupiny kinas
slouzicimi jako biologické cile novych deazapurinovych derivati patifi naptf. Aurora

kinasy, FLT3 kinasy nebo TBK 1/IKKze kinasy.?®®"®
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Obrazek 31: Vybrané inhibitory kinas z fad derivatd imidazo[4,5-b]pyridinu
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inhibitor Aurora kinasy inhibitor FLT3 kinasy inhibitor TBK1/IKKz¢ kinasy

2.2 .4 Protizanétlivé latky

Pro 1é¢bu zanétlivych onemocnéni (revmatoidni artritida, astma aj.) je ve vetSing
pfipadii vyvoj novych 1€ki cilen na inhibici enzymu cyklooxygenasy, konkrétné
COX-2. Cyklooxygenasy katalyzuji metabolizaci kyseliny arachidonové za vzniku tzv.
eikosanoidl, kam patii mimo jiné prostaglandiny a leukotrieny. Tyto latky plsobi v téle
jiz pti velmi nazkych koncentracich a slouzi k bunééné signalizaci, zejména k vyvolani
zanétlivé odpovédi. Inhibitory COX-2 musi byt vysoce selektivni latky, jelikoz
pusobenim na COX-1 dochdzi k zdvaznym zdravotnim komplikacim. Proto je snadnéjsi
volit takové latky, které inhibici cyklooxygenasy obchdzeji. Ptikladem mohou byt
imidazo[4,5-c]pyridin-6-karboxamidy (Obrazek 32), které se zamé&fuji na tzv. MAPEG
enzymy. Ty se uplatituji az v dalSich ¢astich syntézy prostaglandinti a jevi se tak byt

vhodnym terapeutickym cilem.®®"

Obriazek 32: Ptiklady inhibitordt MAPEG, potencialnich protizanétlivych latek
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inhibitory leukotrien A, (LTA;) hydrolasy. Leukotrieny patii podobné jako
prostaglandiny do skupiny medidtord spoustéjicich zanétlivou reakci. Vhodné

substituované deazapuriny jsou schopny tento enzym uspé$né inhibovat, coz bylo
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prokdzano 1 vtestech na laboratornich mysSich. Jak imidazo[4,5-b]pyridiny, tak
imidazo[4,5-c]pyridiny se ukazaly byt aktivni, pfi¢emz prvni zmifiované mély inhibujici

schopnost o nékolik fada vyssi (Obrazek 33).71

Obrazek 33: Potencialni inhibitory LTA4 hydrolasy

rrrrrr

p38a kinasy, které jsou zodpovédné za mimobunééné stimulace zpusobujici produkci
ruznych cytokinli. Mtize také vyvolat indukci enzymu COX-2, coz je v piipadé zanétu
nezéadouci. K inhibici této kinasy bylo vyvinuto nékolik derivati benzimidazola a také
imidazopyridind. Imidazopyridinové derivaty (Obrazek 34) vykazovaly vyss$i inhibi¢ni
schopnosti, coZ jen potvrzuje, Zze jsou vhodnym skeletem pro rozlicné biologické

aplikace.’*™

Obrazek 34: Piiklady imidazopyridinovych inhibitorti p38a kinasy
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2.2.5 Imunosupresory

V prvni skupiné¢ deazapurinovych imunosupresiv byla testovdna skupina
imidazo[4,5-C]pyridind. Ty byly pfevedeny na odpovidajici analogy nukleosidii pomoci
enzymatickych reakci. Jak zakladni struktury, tak tyto nukleosidové derivaty byly
testovany na kultivovanych lidskych bunkéch pro jejich schopnost imunosuprese.
Nejslibnéjsim kandidatem se ukazal 3-deazaadenosin, (Obrazek 35), resp. jeho analog

s 2’-deoxyribosou.”
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Obrazek 35: 3-deazaadenosin (LXVI), derivat deazapurinu s prokazanymi

imunosupresivnimi schopnostmi, a jeho 2’-deoxy analog (LXVII)

NH, NH,
N = N =
HO HO
o} o}
OH OH OH
LXVI LXVII

Dalsi skupina imunosupresorti byla odvozena od struktury vyse zminéného
imiquimodu (Obrazek 26). U této latky byla zjiSténa mimo jiné také schopnost potlaceni
faktoru TNF-a. Tento protein je uvoliiovan pravé pii imunitni reakci organismu. Pokud
je ovSsem produkovan v nadbytku, mize dojit az k sepsi. Na zaklad¢ tohoto poznatku
byla struktura imiquimodu modifikovana a vedla az k derivatu s velmi vysokou
schopnosti suprese faktoru TNF-o (Obrazek 36).”

Obrazek 36: Ptiklady latek odvozenych od imiquimodu se schopnosti suprese TNF-a.
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2.2.6 Dalsi latky

Kromé vySe zminénych tfid biologicky aktivnich latek se imidazopyridinové
derivaty vyskytuji jesté v celé skale dalsich skupin. Prvnim ptikladem mohou byt latky
sulmazol a isomazol (Obrazek 37). Sulmazol byl piivodné vyvijen pro 1é¢bu srde¢niho
selhani jako tzv. inotropikum. Byl ale stazen vzhledem k toxicité. I tak vSak byla jeho
struktura zkoumana a optimalizovana. Isomazol se ukazal byt i¢innéj$im nez sulmazol.
Od objevu téchto struktur jiz bylo vyvinuto né€kolik dalSich inotropik, nicméné

vzhledem k problémiim s toxikologickymi vysledky byl jejich vyzkum ukon&en.”®’""®
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Obrazek 37: Struktury v minulosti zkoumanych

a isomazolu (LXXI)
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Deazapurinové derivaty se vyskytuji také mezi antimykobakteridlnimi latkami

(Obrazek 38). Podnétem pro studium téchto latek byla jako v piipad¢ purinovych analog

snaha vyvinout nové ucinné latky pro 1é¢bu tuberkulozy.

V sérii téchto latek byly mimo

imidazopyridinové derivaty testovany také purinové derivaty se stejnou substituci. Bylo

ukazano, ze antimykobakterialni aktivita proti Mycobacterium tuberculosis je u obou

skupin latek pfiblizn€ stejnd, u imidazopyridinii se vSak objevila vyssi toxicita vici

oy w17
savéim buikam.”®

Obrazek 38: Derivaty imidazo[4,5-c]pyridinu s antimykobakterialnimi G¢inky
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I mezi antihistaminiky lze najit derivaty imidazopyridinli. Vybrané latky

obsahuji mimo substituce na jadie také skelet s piperidinovym jadrem, které je v tomto

ptipad¢ jednou z klicovych ¢asti molekuly zodpovédnou za aktivitu v oblasti blokace

i¢inkd histaminu (Obrazek 39).%

Obrazek 39: Ptiklady antihistaminik z fad deazapurinovych derivata
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VétSina z latek zminénych v této kapitole nebyla citovana v dalSich publikacich,
I tak vSak tyto struktury ukazuji, ze derivaty imidazo[4,5-b]pyridinti a imidazo[4,5-
Clpyridinit jsou molekulami s Sirokym spektrem biologickych ucinka. Pievazna Cast
uspéchu téchto latek je déana jejich podobnosti s purinovymi bazemi, diky cemuz jsou
testovany jako inhibitory nepfeberného mnozstvi enzymi. Deazapurinova analoga jsou

tedy latky s vysokym potencidlem v oblasti biologicky aktivnich substanci.

2.3 Zakladni piehled 5-HTg receptort a jejich liganda

2.3.1 Uvod a déleni 5-HT receptorii

Pod pojmem 5-HT receptory rozumime pienasece, jejichz pfirozenym
substratem je serotonin, neboli 5-hydroxytryptamin. Toto oznaceni je odvozeno
Z historického vyvoje objevli novych receptorti. Serotonin sam o sob& funguje jako
neurotransmiter pii pfenosu vzruchii v centralni i periferni nervové soustave, ale také
v jinych soustavach lidského t¢la. Prestoze maji 5-HT receptory spole¢nou piirozenou
afinitu Kk serotoninu, jejich schopnosti interakci s jinymi ligandy jsou velmi pestré.
Tento fakt je umocnén mimo jiné vyvojem novych receptorovych genti, které daly
vzniknout nepfebernému mnozstvi agonistil i antagonistli serotoninovych pfenaSeci.
Studie biologické aktivity na 5-HT receptorech jsou ukazkovym piikladem vyvoje
novych latek slouZicich jako selektivni ligandy t&chto terapeutickych cili.®

Vsechny podskupiny serotoninovych receptori (s vyjimkou 5-HT3) patéi mezi
receptory sprazené s G proteiny (tzv. GPCR). Jsou pfitomny v bunééné membrané,
pii¢emzZ na vnitini strané této membrany interaguji pravé s vybranymi druhy G proteind.
Ty jsou schopny na sebe vazat GTP a tim vyvolavat bunéénou signalizaci. Clenéni
serotoninovych receptori zapocalo v 50. letech 20. stoleti. Pfipravou rtiznych selektivné
pusobicich ligandi bylo postupem ¢asu mozZné rozliSit nékolik tfid 5-HT receptord.
K dne$nimu dni je zndmo 7 hlavnich skupin téchto receptorti.

5-HT; receptory plni inhibiéni funkeci pfi nervovych ptenosech. Jsou piipojené
na G;j protein, ktery je zodpovédny za inhibici syntézy cAMP z ATP.

5-HT; receptory jsou spfazeny s jinym typem G proteinu, a sice Gq proteinem.
Ten tidi hydrolyzu fosfatidylinositolu 4,5-difosfatu na diacylglycerol a inositol trifosfat.

Diacylglycerol pak zistdva v bunééné membrané, kde slouzi jako aktivator

-29-



proteinovych kinas. Inositol trifosfat pokracuje do bunky, kde slouZzi jako zdroj fosfatt
pro rizné druhy proteini.

Skupina 5-HTj3 receptorti neni spiazena s G proteiny, ale patii mezi tzv. iontové
kanaly. Konkrétné jde o takovy druh iontovych kanald, ktery umoziiuje vyménu Na*,
K*, Ca®" nebo CI iontd v zavislosti na navazani specifického ligandu (v tomto piipadé
serotoninu, ptip. jeho analog). U této skupiny receptorii se objevuje také vliv na CNS,
jelikoz 5-HT3 receptory maji velké zastoupeni praveé v této soustaveé. Jejich stimulace
fidi hned né¢kolik fyziologickych projevli, napt. vnimani bolesti, kognitivni funkce,
zvraceni a v neposledni fad¢ také emocni projevy. Z tohoto diivodu mohou byt zapojeny
pii psychdzach a drogovych zavislostech.

Na rozdil od 5-HT; receptori ptisobi 5-HT4 uplné opaénym Ucinkem. Jejich
ulohou je zvySovani hladiny cAMP. Spifazeny jsou s jinym druhem G proteinu, G
proteinem.

Oproti tomu 5-HTs receptory slouzi analogicky k 5-HT1 receptorim, jsou tedy
sptazené s G; proteinem a snizuji hladinu cAMP.

5-HTg receptory jsou z naseho pohledu nejzajimavéjsi skupinou serotoninovych
receptord. Podobné jako 5-HT, receptory jsou sptfazeny s Gs proteinem. Hlavni funkci je
tedy opét zvySovani hladiny cAMP. Vzhledem k jejich funkci hraji dulezitou roli
Vv oblastech motoriky, emocnich projevli, vnimdni a paméti. I nékterd znama
antipsychotika (clozapin, olanzapin) a antidepresiva (amitryptylin, nortryptylin)
vykazovala antagonismus k témto receptorim. Proto jsou tyto receptory velmi slibnymi
biologickymi cili pfi 1é€be schizofrenie a depresivnich poruch.

Posledni hlavni skupinou jsou 5-HT7 receptory. Ty jsou opét spiaZzeny s G

proteinem a jsou zodpovédné opét za zvySovani koncentrace cAMP.#

2.3.2 Popis a zakladni funkce 5-HTg receptort

V pribéhu analyz 5-HTs receptori byla zkoumadna mimo jiné také jejich
schopnost interakce sriznymi druhy lé¢iv. Bylo prokazano, ze farmakologické
vlastnosti téchto receptorti zajiStuji relativné vysokou afinitu k velké spousté
antipsychotik. Jiz pfi prvnich studiich 5-HTg receptorii bylo objeveno, ze dochdzi ke
stimulaci adenylat cyklasy,a tedy fizeni tvorby cAMP. Ten se pak uplatiluje v Siroké
Skale dalSich bunécnych procest. Pro spravnou regulaci koncentrace cAMP v buiice je

tedy zapotiebi jak rozvoj agonistii 5-HTg receptorti, tak také jejich antagonistﬁ.84'85
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Na zékladé genetickych rozbort 5-HTg receptoru byla zjisténa vysoka podobnost
mezi lidskym 5-HTg receptorem a jeho analogem piitomném v laboratornich mysich.
Diky tomu je mozné efektivné provadét testovani novych biologicky aktivnich latek
pusobicich na tento druh receptort. Vzhledem k tomu, Ze jsou vSak 5-HTg receptory
vysoce homologni s jinymi serotoninovymi receptory, je velmi teézké ziskat

u potencialnich 16¢iv dostate¢nou selektivitu.®

2.3.3 Piehled ligandl pro 5-HTg receptory

Mezi zastupci ligandii pasobicich na 5-HTg receptory lze najit latky ptsobici
riznymi druhy mechanismi. Patii sem jak celkovi, tak caste¢ni agonisté, antagonisté
ataké inverzni agonisté. Kazda z téchto podskupin ligandi v sobé zahrnuje znacné

mnozstvi strukturné variabilnich struktur s jes$té rozmanitéj$im poctem biologickych

ucink.

2.3.3.1 Agonisté 5-HT, receptori

Agonisté, tedy latky vyvolavajici fyziologickou odpovéd, maji u 5-HTg
receptord hned nékolik schopnosti uc¢inku. Relativné zajimavou myslenou se ukazuje
byt zjisténi, ze agonisté 1 antagonisté mohou v tomto piipadé vyvolat podobnou
odpovéd’. To by znamenalo, ze jak inhibice, tak aktivace 5-HTs receptord muze vést
k cilovému efektu. I tak je zde vSak viditelna zjevna strukturni variabilita mezi agonisty
a antagonisty téchto prenasecti (Obrazek 40).

Prvni moznost vyuziti biologicky aktivnich latek jako ligandt 5-HTg receptort
vychazi z informace, ze agonisté¢ téchto prenaseci maji schopnost zlepSovat pamét’
a schopnost ucit se u zvifecich modeli. Toho se v tomto pfipadé vyuZziva pro studium
1écby Alzheimerovy choroby, jednim z hlavnich zdrojii demence u lidi starSiho veku ¥

Jin4 skupina téchto derivati byla testovana kvili schopnosti zvysit koncentraci
GABA pomoci navazani se do vazebného mista 5-HTg receptoru. Bylo tedy prokazano,
Ze tento prenaSe¢ ma i tak komplexni vliv, Ze ma schopnost regulovat syntézu GABA.
To nabizi potencidlni uplatnéni v oblasti 1lécby napf. obsedantné kompulzivni
poruchy.288
Agonisti 5-HTg receptortt lze vyuzit napiiklad i pro studium vlivu na

koncentraci cAMP. Jak jiz bylo zminéno, syntéza cAMP je primarnim dé&em
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regulovanym pravé témito receptory. Na zdkladé¢ méteni hladiny cAMP je tedy mozné
optimalizovat strukturu agonisti serotoninovych receptord a vyvijet tak nové molekuly

W M r 4 > ~ )4 gO
s vyssi afinitou k vazebnému mistu pienasece.

Obrazek 40: Prehled n¢kolika zékladnich agonistti 5-HTg receptort
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2.3.3.2 Antagonisté 5-HTg receptort

Nalezeni vhodnych antagonist serotoninovych receptorti je obecné¢ jednodussi
nez v ptipad¢ agonisti. Antagonisté jsou obecné takové ligandy, které jsou schopny se
vazat na dany receptor, ale nespusti jeho odpovéd’. Toho lze opét vyuzit pii 1écbe
ruznych druhti chorob souvisejicich s CNS.

Jak jiz bylo zminéno v minulé kapitole, antagonist¢ mohou vyvolat stejnou
fyziologickou odpovéd’ jako agonisté. Prikladem muzou byt latky vyvijené pro 1écbu
Alzheimerovy choroby, ov§em s diirazem na antagonismus 5-HTg pfenasect.. Ukéazalo
se, ze klicovymi strukturnimi motivy pro silnou afinitu k vazebnému mistu jsou
pravdépodobné indolovy skelet nebo jeho bioisoster, a arylsulfonova skupina. Na
zakladé tohoto zjiSténi byly vyvinuty latky majici svij potencidl prave v lécbé
Alzheimerovy nemoci a schizofrenie.*

Jind studie ukdazala, Ze krom& vySe zminénych strukturnich motivi ma na
vysokou afinitu vliv také ptitomnost piperazinového kruhu. Ten simuluje postranni
fetézec serotoninu a zvysSuje tak schopnost antagonistti vazat se na 5-HTg receptory.92

Kromé téchto strukturnich motivil 1ze vSak u antagonistii 5-HTg receptorti najit
I mnohé dalsi funkéni skupiny, které jim zajist'uji cilovou biologickou aktivitu (Obrazek
41). Objevuji se zde i latky, které se dostaly do dalsich fazi klinickych zkousek, napf.
cerlapirdin  (LXXXII), a latrepirdin (LXXXIV). Vétsina se zaméiuje na lécbu
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Alzheimerovy nemoci a podobnych chorob, ale napfiklad latrepirdin je znamy mimo
jiné jako antihistaminikum a potencialni 16&ivo pro Huntingtonovu chorobu.**%*
Je tedy zjevné, ze strukturni variabilita téchto latek je opravdu vysoka

a v mnohych ptipadech je jiz plivodni skelet serotoninu jen tézce rozeznatelny.

Obrazek 41: Prehled n¢kolika zastupct antagonisti 5-HTg receptort
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2.3.3.3 Inverzni agonisté 5-HTg receptort

O wvyuziti ligandl pro 5-HTg receptory jako inverznich agonistli neni zndmo
mnoho. Inverzni agonista funguje opacnym zptisobem nez bézny agonista. Po navazani
do vazebného mista dojde ke spusténi protichtidné odpovédi, nez jakou by vyvolal
pravé plny agonista.

Prestoze se vyzkum v oblasti serotoninovych receptorli zamétoval z majoritni
¢asti na agonismus/antagonismus, lze najit 1 prace zamétujici se na inverzni agonismus.
Cilovym terapeutickym ucinkem je pak podobné jako u agonistli a antagonistii 1é¢ba

Alzheimerovy choroby, nespavosti, obezity a depresi.*

Obrazek 42: Prehled ligandl vyvijenych jako inverznich agonistl 5-HTg receptort
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Je tedy spousta variant ligandu, které jsou cileny na agonismus/antagonismus

v oblasti 5-HTg receptort.
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3. Vvsledky a diskuze

Prakticka ¢ast této diplomové prace je Clenéna na tii hlavni kapitoly. Prvni
Z nich se vénuje rozvinuti metodiky pfipravy purinovych derivatd, které jsou v poloze
N? substituovany skeletem pochazejicim z a-aminokyseliny, to vie s vyuzitim syntézy
na pevné fazi. Obecna syntetickd cesta jiz byla testovana v ramci vypracovani
bakalarské prace, a to na ¢tyfech modelovych derivatech. Pro ovéfeni variability této
metodiky byla navrzena rozsahlejsi knihovna latek s rozliénymi substituenty v polohach
C® (resp. C?), C® a pochopitelng i N°. Druh4 &ast prace je vénovéana pripravé derivati
imidazo[4,5-b]pyridinu  a imidazo[4,5-C]pyridinu, neboli také 1-deazapurind
a 3-deazapurinl. Prvni série latek z této skupiny byla pfipravena pomoci syntézy na
pevné fazi. Syntéza téchto latek je v mnohych aspektech analogicka k ptipravé vyse
zmifiovanych N° substituovanych puring, a tim padem spolu tyto dvé metodiky velmi
uzce souvisi. Samotnd syntéza vychazela z diive publikovaného postupu’ za ugelem
pfipravit vhodné substituované deazapuriny za ucelem studii aktivity na 5-HT®
receptory. Syntéza téchto derivati probihala v rdmci pracovni staZze na Farmaceutické
fakulté Jagellonské univerzity v Krakové.

V zavérecné  fazi prace je  diskutovana  syntéza  série  derivati
imidazo[4,5-b]pyridinu, tentokrat jiz klasickou roztokovou syntézou. Tato prace byla
realizovana ¢aste€né na Farmaceutické fakult¢ v Krakovée, ve zbyvajicim case pak na
Ustavu molekularni a translaéni mediciny v Olomouci. Hlavnim cilem ptipravy téchto
latek byla opét aplikace pro SAR studie, srovnani biologickych uc¢inka s dfive
pfipravenymi derivaty a v neposledni fadé¢ optimalizace reakénich podminek
jednotlivych krok.

Latky se strukturnim motivem deazapurini byly a budou dale testovany na
potencialni agonismus/antagonismus 5-HT receptord, s hlavnim zaméfenim na 5-HTg

receptory.

3.1 Syntéza derivatu purinu na pevné fazi

Tato kapitola se zabyvé syntézou novych derivati purinu, které jsou v poloze N°
substituovany strukturnim motivem pifirodnich a-aminokyselin. Zakomponovanim
tohoto ligandu na purinovy skelet byly ziskany hned dv¢é variabilni mista v cilené

poloze, a to postranni fetézec aminokyseliny a funk¢ni zbytek od aminu, ktery byl na
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danou kyselinu vazan ve formé& amidu. Dalsi dv& pozice na purinovém skeletu, C° (resp.
C?) a C® byly substituovany pestrou $kalou ligandd majicich svij pivod v dostupnych
sekundarnich aminech a aldehydech. VSechny tyto vychozi latky byly voleny tak, aby
ovefily variabilitu a univerzalnost navrzené metodiky. Presto, ze piipravené latky
nemély analogii k zddnym doposud popsanym biologicky aktivnim molekulam, byly

otestovany v zakladnim screeningu na dvou nadorovych liniich.

3.1.1 Obecné schéma celkové syntézy

Obecné a optimalizované schéma syntézy je shrnuto ve Schématu 1. Vychazi
z reak¢éni sekvence uvedené v bakaldiské praci, nicméné bylo déle optimalizovano

a upraveno.

Schéma 1: Obecné schéma reakéni sekvence*

o l//N cl
cho O R (i if) (iv) N ]
QL/ QL/\H — N NHy ——— QIL o NO,
1
L = BAL linker 1 R'" R? N NH
1(R") 5 R2
2(RR?) R R
3(R" R?)
3
R3 R3 R
. ) NN,
r/N N qs r/N N [ R
v Q \IN vy Q N (vii) "N
, L © NO L © NH, Q- 9 /
L NH L N Lo ke
N N v i, R
R1 R2 R1 RZ 1 R
4R' R? R%) 5(R",R% R%) 6(R",R% R3,R%

3 3
R‘N”R
N
(viii) NS\ pa
N N
O¥‘R2

HN~R1

7(R" R R3,R%

* (i) amin, AcOH, bezv. DMF, ts, 16 h., poté NaBH(OACc)s, tian, 4 h.; (ii) Fmoc-aminokyselina, HOBt,
DIC, DMF, DCM, tj,, 16 h.; (iii) piperidin, DMF, t5,, 30 min.; (iv) 4,6-dichlor-5-nitropyrimidin, DIEA,
bezv. DMF, t4, 16 h.; (v) sekundarni amin, bezv. DMF, 60 °C, 16 h.; (vi) Na,S;04, K,CO3, TBAHS,
DCM, H,0, tia, 16 h.; (vii) aldehyd, DMSO, 100 °C, 72 h., nebo aldehyd, DMSO, 100 °C v mikrovinném
reaktoru, 1 h.; (viii) TFA, DCM, ty4, 2 h.
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Z hlediska dil¢ich reakci se nejprve jednalo o ukotveni Backbone Amide
Linkeru (BAL, 4-(4-formyl-3-methoxyfenoxy)butanové kyseliny)*® na vychozi
aminomethylovou pryskyfici. Na tento linker byl reduktivni aminaci imobilizovan
ptislusny amin za vzniku zakladni struktury 1(R1). Nasledn¢ bylo provedeno navazani
chranéné o-L-aminokyseliny amidickou vazbou na ukotveny amin. Tento
imobilizovany meziprodukt byl nasledn¢ deprotekci Fmoc skupiny na aminokyseling
pfeveden na derivat 2(R',R%), ktery byl arylovan 4,6-dichlor-5-nitropyrimidinem za
tvorby struktury 3(R*,R?). Zbyvajici chlor na pyrimidinovém jadie byl v dalsim kroku
substituovan sekundarnim aminem za poskytnuti intermediatu 4(R*,R%R®). Ten byl
nasledné podroben redukci a vznikly derivat 5(R*,R*R® byl v nasledném kroku
podroben cyklizaci s aldehydem, coZ dalo vznik struktufe 6(R',R%R*R?). Poslednim
krokem reakéni sekvence bylo odstépeni findlni latky z pryskyfice za poskytnuti
finalniho produktu 7(R*,R%R*R*), ktery byl po odpafeni §tSpici smési pre&iitén pomoci

semipreparativni HPLC.

3.1.2 Reseni problematiky reakéni sekvence

V ¢asti vénované optimalizaci reakéni sekvence jsou uvedeny ty problémy, které
nejsou podrobné rozebirdny v bakalafské praci. Piestoze byla reakéni sekvence na
nckolika ptipadech optimalizovéna, pfi pouziti SirSi skupiny vychozich latek bylo treba
nekteré kroky znovu modifikovat za u€elem zvySeni univerzalnosti vyvinuté metodiky.

Konkrétni problémy a modifikace jsou zminény v této kapitole.

3.1.2.1 Volba vhodné pryskytice

Prvnim klicovym bodem celé reakéni sekvence byla volba nosice, na kterém
bude ukotven vychozi amin pro navazani dalSich strukturnich motivi a vystavbu
cilového skeletu. Pro zékladni primarni aminy, v tomto pfipadé propylamin
a benzylamin, byla jako nejvhodnéjs$i nosi¢ zvolena aminomethylova polystyrenova
pryskyfice s navazanym BAL linkerem. Na karbonylovou skupinu linkeru byl amin
ukotven pomoci reduktivni aminace.

V pfipadé¢ pouziti funkén€ substituovanych amint, tj. piperazinu

a aminoethanolu, byla pro syntézu vybrana Wangova pryskyfice, jejiz linker zaroven
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slouzil i jako protektivni skupina pro vedlejsi funkci vychoziho aminu. Piperazin byl
vazan pres karbamatovou vazbu, aminoethanol pak pies vazbu etherovou.

Celkem tedy byly pouzity Ctyfi strukturné rozdilné aminy, ze kterych byly
piipraveny zakladni vychozi imobilizované struktury 1(R1) (Schéma 2). Dale pak
reak¢ni sekvence pokracovala analogicky k obecnému schématu uvedenému v kapitole

3.1.1.

Schéma 2: Imobilizace vychozich amint na jednotlivé pevné nosice*

Q. _CHo 0) Qe Q._oH (ii) QL/O\/\NH2
L = BAL linker :1) L = Wang linker 13

NH
Q cro O, QL/\”/\© Q.o (il QL/o\g/N\)
L = BAL linker 12) L = Wang linker 1(4)

* (i) propylamin nebo benzylamin, AcOH, bezv. DMF, t;y, 16 h., poté NaBH(OAC)3, tia, 4 h.; (ii) a)
trichloracetonitril, DBU, DCM, t;;, 1 h., b) 2-(Fmoc-amino)ethanol, BF3-Et,0, THF, t;;, 30 min., c)
piperidin, DMF, t;,p, 20 min.; (iii) a) CDI, pyridin, DCM, t., 2 h., b) piperazin, DCM, t,, 16 h.

3.1.2.2 Test reakcéni sekvence s pouzitim 2.4-dichlor-5-nitropyrimidinu

Vzhledem k tomu, Ze navrZzend metoda uvaZovala pro finalni struktury ligand
pochézejici ze sekundarniho aminu pouze v poloze C®, byla testovédna i syntéza dalsiho
izomeru nesouci tento substituent v  poloze C?  Namisto puvodniho
4,6-dichlor-5-nitropyrimidinu byl pouzit jeho polohovy izomer 2,4-dichlor-
S-nitropyrimidin, ktery by zajistil cilenou substituci aminu do polohy C? (Schéma 3).

Bohuzel vsak pfi testovani této sekvence vznikl zvoleny analog 12(1,1,1,1)
pouze v 53% Cistoté surové smési. Po purifikaci byl pak stanoven vytézek na pouhych
7 %. Problematickou ¢asti syntézy se stala cyklizace. Bylo testovano nékolik alternativ,
jak vychozi diamin 10(1,1,1) kvantitativné zcyklizovat.

Prvni z nich vychazela z pouziti DDQ, jehoz aplikace na cyklizaci analogickych
purinovych derivati byla popsana v literatufe,”” nicméné v daném piipadé¢ nebyl
pozorovan zadny pozitivni vliv. Nésledné byly cyklizace katalyzovany ptfidavkem 5%

AcOH, pfip. p-toluensulfonové kyseliny. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o kyselé
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prostiedi, byl monitorovan i reak¢ni roztok kvili pfipadnému nezadoucimu §tépeni z
pryskyfice. Ani tyto reakce vSak nevedly ke kvantitativnimu pfevodu na cilovy

cyklizovany produkt 11(1,1,1,1).

Schéma 3: Modelové schéma reakéniho postupu pro syntézu C? polohového izomeru*

Cl\r/N l O“ N

o) Q. oMV
Q. NH, () L N NOz i Q|_ o " >no,
L HN HNJW/ I\N)H/NH

2(1,1) 8(1,1) 9(1,1,1)
O\l N N
e g O*N N
X NH, (iv) QL o] N /N v O¥\
L J\rNH \_ »\(
HN \ >: HN\\\

10(1,1,1) 11(1,1,1,1) 12(1,1,1,1)

* (i) 2,4-dichlor-5-nitropyrimidin, DIEA, bezv. DMF, ti,, 16 h.; (ii) piperidin, bezv. DMF, 60 °C, 16 h.;
(iii) NayS,04, K,CO3, TBAHS, DCM, H,0, ta, 16 h.; (iv) benzaldehyd, DMSO, 100 °C, 72 h.; (v) TFA,
DCM, tj, 2 h.

Proto bylo k reakci pouZito mikrovlnného reaktoru, kde byla testovana cela fada
reakci, at’ uz s kyselou katalyzou nebo s pouzitim DDQ, pfi¢emz bylo pouzito vysSich
teplot (100 °C, 130 °C, 150 °C a 200 °C) a rozliénych rozpoustédel (DMF, DMSO,
NMP), ale ani jedna z testovanych reakci neprobihala dle ocekavani.

Byla tedy zvazovana alternativa, zda se chlory na nesymetrickém 2,4-dichlor-5-
nitropyrimidinu nesubstituuji v opacném pofadi, coz by tedy vedlo k opacnému izomeru

8(R',R?-A) (Schéma 4), ktery by nebylo mozné podrobit finalni cyklizaci.

Schéma 4: Hypotéza vzniku opacného izomeru u arylace s 2,4-dichlor-5-

nitropyrimidinem

Cl N %Kru
\( | Ccl_ _N |

Q N S Q Ny N
L 0 NO, | e— N {— L 0
k NH NO, k NH
N N
R! R? cl R! R2
8 1 p2_
8(R1,R2) (R :R A)
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Prestoze v literatuie je uvadéna prioritni substituce chloru v poloze 4, chlor
Vv poloze 2 je také relativné aktivovany a v zavislosti na podminkéch a vychozim aminu
muze dochazet k prednostni substituci pravé v poloze 2,989

Byla tedy provedena analogicka reakce, ktera vyuzivala nejprve reakci 2,4-
dichlor-5-nitropyrimidinu s piperidinem, a poté ukotveni vzniklého intermediatu 9(1,1)-
A na ptipravenou strukturu 2(1,1) (Schéma 5). Bohuzel vSak nevznikal pozadovany
produkt. Misto toho vznikal rovnou disubstituovany produkt 9(1,1)-X, ktery byl navic

znacn¢ znecistén vedlejSimi produkty. Pomér necistot vznikal nezavisle na ekvivalentu

piperidinu.

Schéma 5: Test obracené substituce 2,4-dichlor-5-nitropyrimidinu*

QL o
kN)k‘/NHZ
C ﬁ 8(1,1) G\IYN |
N N N\ (ii) , Q le) Ny NO
T 2
Z>No,
Cl N (i)

cl
N~ 9(1,1)-A

e
e

9(1,1,1)

cl N&\JENoz CIYN\
| U
O‘)\\N '\O + Nj)\NO + dal$i necistoty
2
C
9(1,1)-X

0,
47 % 15 %

* (i) piperidin, DIEA, DMSO, ti, 16 h.; (i) DIEA, DMSO, 70°C, 16 h.

Jednou z dalsich moznosti feSeni syntézy vySe zminéného polohového izomeru
muze byt studium derivatu 10(1,1,1) pomoci pokro¢ilych NMR experimentu, které by
prokazaly konstituci molekuly a tedy pfednostni orientaci substituce 2,4-dichlor-5-

nitropyrimidinu. Tato studie neni soucasti této diplomové prace.

3.1.2.3 Optimalizace podminek finalniho $tépeni

Pro findlni $tépeni z pryskyfice byly oproti standardnim podminkdm S$tépeni -
50% TFA/DCM, rt, 30 min. - pouzivany tvrdsi podminky, tj. 100% TFA, 60 °C, 2 h. na
zaklade poznatktl z bakalaiské prace, kde se tento postup jevil jako efektivni pro ziskani

lepSich vytézki, nebyl vSak podloZen relevantnimi daty.
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Navic, pfi jeho nasledném pro derivaty a-L-asparagové kyseliny dochazelo pii
findlnimu odstépeni produktu 7(1,6,1,1) z pryskyfice ke vzniku dvou vedlejSich
derivati, které byly charakterizovany pomoci uHPLC-MS jako produkty castecné
hydrolyzy, tj. 7(1,6,1,1-A) a intramolekularni cyklizace, tj. 7(1,6,1,1-B) po vystaveni

cilového produktu t€émto $tépicim podminkam (Schéma 6).

Schéma 6: Vznik vedlejSich produkti pii findlnim Stépeni latky 7(1,6,1,1)

Z pryskytice*
x—N i x—N x—N x—N
(IO - OO - O - L0
N~ N N7 N N~ N N~ N
o)
(0] OQX\\
COOH COOH HOOC  oom N
N NH N
N 0
L\o
7(1,6,1,1) 7(1,6,1,1-A) 7(1,6,1,1-B)
6(1,6,1,1) 27 % 45 % 28 %

* (i) 100% TFA, 80 °C, 16 h.

S cilem ovéfit optimélni podminky pro findlni $tépeni byla provedena detailni

studie zavislosti slozeni Stépici smési a podminkam Stépeni na celkovém vytézku

a Cistoté finalnich produktt (Tabulka 1).

Tabulka 1: Test podminek pro finalni $t€peni produkti (A), (B) a (C)

. PLOCHA SIGNALU* CISTOTA*
KO,_\II_IC:'E/ND-I;:RN'T‘CE TEPLOTA| CAS A 5 c A 5 c
50% tiab 0,5h. | 3854813 | 5733241 | 10009938 | 77 % | 80 % | 81 %
50% tiab 2h. | 3845045 | 7289515 | 9204768 | 71% | 74 % | 74 %
50% tiab 18 h. | 3895007 | 7192114 | 6674195 | 70% | 73% | 75 %
50% 80 °C 0,5h. | 4262385 | 7746333 | 7908226 | 71 % | 70 % | 67 %
50% 80 °C 2h. | 4174587 | 7879978 | 71100913 | 78 % | 75 % | 65 %
50% 80 °C 18 h. | 3826720 | 6804818 | 4849265 | 80 % | 76 % | 48 %
100% tiab 0,5h. | 4061959 | 6784700 | 10310203 | 73% | 79 % | 78 %
100% tiab 2h. | 3984714 | 7450037 | 7726500 | 70% | 71 % | 69 %
100% tiab 18 h. | 3787913 | 8452276 | 7360631 | 70 % | 68 % | 68 %
100% 80 °C 0,5h. | 4055981 | 7680416 | 7617413 | 72% | 70 % | 70 %
100% 80 °C 2h. | 4150952 | 7831843 | 7714563 | 78 % | 75 % | 63 %
100% 80 °C 18 h. | 4043596 | 7694977 | 4543394 | 73 % | 74 % | 36 %

* Cistota a plocha signalu stanoveny na zakladé integrovanych chromatogrami.
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Pro tuto studii byly vybrany meziprodukty 6(1,1,1,1) (A), 6(1,2,1,1) (B)
a6(1,3,1,1) (C). Tyto latky byly podrobeny rozdilnym podminkam S$tépeni.
Proménnymi byly koncentrace TFA ve Stépicim roztoku, teplota pouzitd pro Stépeni a
reak¢éni Cas. Na zakladé Cistoty a plochy piki produkti z uHPLC-MS analyz byla
hledéana idedlni stépici smés pro vSechny finalni produkty (Tabulka 1).

Z udaja v Tabulce 1 vyplyva, Ze u derivatu 7(1,1,1,1) nebyl vyraznéjsi vliv
podminek na vytézek pozorovan, u derivatu 7(1,2,1,1) bylo sledovano zlepsSeni vytézku
s vy$8imi koncentracemi i teplotami a del§imi reak¢énimi ¢asy, u derivatu 7(1,3,1,1)
tomu bylo naopak. Cistota latek byla v priméru nejvy$si pii pouziti mirngjsich
podminek.

Nebyl tedy potvrzen zasadni vliv téchto podminek na celkovy vytéZzek nebo
Cistotu reakéni smési, ktery byl navrzen v bakalaiské praci. Na zaklad¢ tohoto testu byly
jako optimalni podminky zvoleny 50% TFA/DCM, rt, 2 h. Delsi reakéni ¢as oproti
standardnimu protokolu byl ponechan pievazné z toho divodu, aby doslo ke
kvantitativnimu odchranéni protektivnich skupin na postrannim fetézci aminokyselin,

zejména O-tBu protektivni skupiny postranniho fetézce serinu.

3.1.2.4 Vznik vedleijgich produktii bez substituentu v poloze C®

V pribehu syntézy se u nékterych derivatii pii analyzach cykliza¢niho kroku
v reakéni smeési objevovaly vedlejsi produkty, které podle uHPLC-MS analyzy
odpovidaly analogické struktufe bez substituentu v poloze C? (Schéma 7). Nejvyssi
zastoupeni tohoto vedlejsiho produktu se objevovalo u derivatu 12(1,1,1,1). Proto byl
tento analog z reak¢éni smési vyizolovan a jeho struktura byla potvrzena pomoci NMR.
Bylo tedy testovano, zda tento derivat pochdzi z procesu §tépeni, nebo jiz z cykliza¢ni
reakce.

Na zékladé vysledkl vySe zminéného testu Stépicich smési bylo vylouceno, ze
by se tento derivat vytvarel az pii St€peni produktl z pryskyfice. Dal§im testem tedy
bylo zahiivani vychozi latky 5(1,1,1,1), ptip. 10(1,1,1,1) v samotném DMSO, ktery byl
pouzit jako rozpoustédlo pro cykliza¢ni krok s aldehydem. Ani to vSak vznik tohoto
vedlej$iho produktu neprokézalo. Byl tedy testovan zdhfev v. DMF, které se mohlo
V polymernim nosi¢i nachazet v rezidudlnim mnoZzstvi v disledku Spatného promyti

z ptedchozich krokl, a potencidlné¢ fungovat jako cyklizacni €inidlo pifi termickém

-41-



rozkladu na dimethylamin a formaldehyd. Ani v tomto ptipadé nebyl derivat 12
detekovan.

Reakéni sekvence vybranych derivati byly nasledné¢ opakovany pro dalsi
studium ptivodu tohoto vedlejSiho produktu, avSak tento jiz nebyl v analyzach piitomen.

Z dtvodu této nereprodukovatelnosti nebyl fenomén déale zkouman.

Schéma 7: Vyskyt vedlejsiho produktu bez substituce v poloze C® po cyklizaci

a Stépeni*
(o
T | (i, ii)
Q|L o Ny NH, — O\‘
N/U\‘/NH
H 10(7,1,1)

* (i) benzaldehyd, DMSO, 100 °C, 72 h.; (i) TFA, DCM, tia, 2 h.

o~ ol
HN\\\ 1

12(1,1,1,1) 12(1,1,1,H)

3.1.3 Stanoveni optické Cistoty

Vzhledem k tomu, Ze pro reakéni sekvenci byly pouZzivany opticky cisté
L-aminokyseliny, bylo nutné ovéfit, zda béhem syntézy nedochazi k ataku na chiralni
centrum vedouci k ¢aste€né nebo 1 celkové racemizaci. Tento jev byl u podobnych

e . 100,101
reakci dfive pozorovan. 0010

7°5(1,3,1,1), slouzici jako racemicky

Z toho divodu byla pfipravena latka
standard pro vyvinuti vhodné separacni metody obou enantiomert. Pfiprava tohoto
racematu probihala v souladu s podminkami reakci uvedenymi v kapitole 4.1.1,
s vyuzitim ekvimolarni smési Fmoc-L-Ser(OtBu)-OH a Fmoc-D-Ser(OtBu)-OH pro
acylaci. Vzniknuvsi racemicky produkt byl poté rozdélen na chiralni koloné. Stejnou
metodou byl analyzovan i derivat 7(1,3,1,1) (Obrazek 43). Bylo prokazano, ze k ataku
na chirdlni centrum v tomto piipad¢ prakticky nedochazi.

K podobnym vysledkim dospély i1 analyzy nékolika dalSich pfipravenych
derivati. Opticka Cistota analyzovanych findlnich produkti byla vyssi nez 95%. Druhy
enantiomer byl v méfenych vzorcich detekovan jen v minimalnim obsahu. Vysledky pro

jednotlivé produkty jsou shrnuty v Tabulce 2.

-42-



Obrazek 43: Chiralni separace racematu 7°(1,3,1,1) (nahote) a latky 7(1,3,1,1) (dole)
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3.1.4 Prehled vvchozich latek a shrnuti vysledku syntézy

Pro ovéfeni vyvinuté metodiky byly pro syntézu pouZity rizné substituované
vychozi latky zftad priméarnich a sekundarnich aminli, aminokyselin a aldehydl
(Obrazek 44). Cilové derivaty 7(R1,R2,R3,R4) byly pfipraveny ve vysoké Ccistoté
a ptijatelnych vytézcich (Tabulka 2).

Obrazek 44: Pichled pouzitych vychozich latek

HoN OH
Aminy (R") HoN o~ 2 /\© FmocHN™ >~ HN  NH
1 2 3 4
Fmoc-aminokyseliny (R?) HO wCHz A k 3
o HO™ ™
NHFmoc o NHF HO CHs
HO™ ™ moc NHFmoc
NHFmoc
1 2 3 4
(0] (6] O
K NHB KY
HoJ\" SN TTEOC HoJﬁ” ~ Ao
NHFmoc NHFmoc
5 6
o N HO OH
w0 () Q) S D
N N N N
H H N H H
1 2 3 4 5
CHO CHO CHO
4 X
Aldehydy (R*) @ fj éo CH3CHO
sz =
N
1 2 3 4
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Tabulka 2: Prehled pfipravenych derivatl, jejich Cistoty a celkové vytézky reakéni

sekvence
Slougenina | R! R R? R* éi(ﬁ/z;ta Egigtta Vg/to‘;*fﬁk
(%)
7(1,1,1,1) S Me :L;:> g@ 94 99+ 38
7(1,1,1,2) N Me :L;:> -;@N 84 NT 35
7(1,113) A Me :L;:> }S@ 80 99+ 35
7(1,1,1,4) S Me :L;:> Me 90 99+ 37
7(1,1,2,1) SN Me 1;:/\0 g@ 94 99+ 37
7(1,1,3,1) S Me ?;CN— g@ 76 99+ 47
TA141) | o~ Me Honl, ;@ 66 99+ 29
7(1,1,5,1) S Me ;:\ g@ 91 99+ 52
7(1,2,1,1) I ‘EQ t:,:> g@ 79 99+ 32
70311 | &~ | 4 OH [ ;@ 51 98,5 26
7(1,4,1,1) A ﬁ/ :L“,:> ;@ 82 NT 33
7(1,5,1,1) R0 S I e VTR :f,:> 5@ 78 NT 47
7(1,6,1,1) e~ ~§_COOH :;:> ;@ 76 NT 58
72111 | ;Q Me i) ;@ 82 95,0 30
7(3,1,1,1) ZNOH Me 1:;:> ;@ 78 99+ 42
7(4,1,1,1) ?I\/:/\NH Me 1;;:> g@ 89 99+ 61
12(1,1,1,1) | s~ Me :L;:> g@ 53 99+ 7

* Cistota stanovena na zakladé analyzy po finalnim odtépeni z pryskyfice

z integrovanych uHPLC-UV chromatogramii.

** Opticka Cistota stanovena na zaklad¢ chiralni separace vyc¢isténych latek

z integrovanych uHPLC-UV chromatogrami. NT — nebylo testovano.

*#% Celkovy vytézek reakeni sekvence po HPLC purifikaci.
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3.1.5 Biologické testovani

K dtkazu toho, ze piipravované latky maji biologicky potencidl, byly finalni
produkty testovany na protinadorovou aktivitu na bunéénych liniich rakoviny prsu a
myeloidni leukémie, konkrétné linie MCF7 a K562. Vyhodnoceni pak bylo provedeno
pomoci Calcein AM Assay. U této studie se vyuziva hydrolyza barviva Calcein AM.
Produkt hydrolyzy Calcein je pak uvoliiovan v cytoplazmé a diky svym fluorescenénim
schopnostem slouzi ke kvantitativnimu stanoveni cytotoxicity U dané linie bunék.

M¢fitelné hodnoty ICso byly stanoveny u 5 derivati (Tabulka 3). Nejslibnéjsi
hodnotu ICsy vykazoval derivat 7(2,1,1,1), ktery se svou aktivitou na linii K562 blizil

roscovitinu.

Tabulka 3: In vitro aktivita pfipravenych derivatt

ICso (M) ICs0 (MM)
Sloucenina Sloucenina
K562 MCF7 K562 | MCF7
7(1,1,1,1) 81 >100 | 7(1,3,1,1) | >100 | >100
7(1,1,1,3) 92 >100 | 7(1,2,1,1) | 75 87

7(1,1,1,4) >100 >100 7(1,4,1,1) | >100 [ >100

7(1,1,1,2) >100 >100 7(1,6,1,1) | >100 | >100

7(1,1,5,1) >100 >100 7(1,5,1,1) 84 >100

7(1,1,2,1) | >100 >100 | 7(2,1,1,1) | 53 88

7(1,1,3,1) >100 >100 7(3,1,1,1) | >100 | >100

7(1,1,4,1) >100 >100 7(4,1,1,1) | >100 | >100

roscovitin 47 14

Na zéklad¢ vysledki zvySe zminéné studie byla u nejslibnéjSiho derivatu
7(2,1,1,1) testovana také zavislost koncentrace na biologickém ucinku. Na linii K562
byl postupné davkovan 80 puM roztok tohoto derivatu v ¢asovém rozmezi 24 hodin.
Vysledek plsobeni na bunécnou linii byl zmapovan pomoci pritokové cytometrie
(Obrazek 45). Ani pii nejvysSich davkach latky nedochazelo k pfimému ovlivnéni
poméru fazi bunééného cyklu, nicméné latka zvysila pocet sub-G1 populaci oproti

kontrolni analyze (A).
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Zvyseni této populace je jednim z indikatori probihajici apoptdzy. Apoptoza je

fizena smrt bun€k a je zajistovana kaskadou aktivaci specifickych proteas - kaspas.

Bylo prokazano, ze mira apoptozy vyjadiend procentudlnim zastoupenim apoptickych

bunék je pfimo tmérna koncentraci sledované latky 7(2,1,1,1) (B). Byla tedy sledovana

aktivita kaspas v buné¢nych liniich po vystaveni plsobeni tohoto derivatu. V této studii

pak bylo potvrzeno, Ze cilovy derivat ma skute¢né vliv na mechanismus apoptdzy

pomoci inhibice kaspas (C).

Obrazek 45: Vliv latky 7(2,1,1,1) na proliferaci a apoptdézu bunééné linie K562 po 24

hodinach
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Ptesto, ze meéfeni optické Cistoty ani stanoveni biologické aktivity nebylo

provadéno v ramci experimentalni ¢asti diplomové prace, jsou zde vystupni data

z téchto analyz vloZena v ramci studia cilovych sloucenin.
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4. Experimentalni ¢ast

Pro ptipravu purinovych a deazapurinovych derivati na pevné fazi byly vyuzity
plastové stiikacky opatfené fritou z polypropylenu. Promyvani pryskyfice a samotné
reakce byly provadény na laboratorni tfepacce. Pti uziti vySSich reakénich teplot pak
byla k reakci pouzita sklenénd vialka umisténa v olejové 1azni, ptip. mikrovinny reaktor.

K piipravé deazapurini klasickou roztokovou syntézou byly pouzity standardni

reak¢ni naddoby, k zédhfevu pak slouzila olejova lazen.

4.1 Pristroje a metody

Acquility UHPLC-MS (Waters)

e hmotnostni spektrometr s jednoduchym kvadrupolem a PDA detektorem

e mobilni faze : 0,1% octan amonny v HoO:AcCN; linearni gradient z 20 % na
80 % AcCN po dobu 2,5 minut, poté ekvilibrace kolony 20% AcCN po dobu 1
minuty

e prutok 0,6 ml/min

e X Select kolona (HSS T3; 2,5 mikront)

e dalsi parametry: odpatovaci teplota 400 °C, kapilarni teplota 200 °C

Semipreparativni HPLC Breeze

e separace na zakladé specifickych absorbanci v UV-VIS oblasti
e mobilni faze: 0,1% octan amonny v H,O:AcCN
e prutok 20 ml/min

o YMC kolona (YMC Pack ODS-A, S5pm, 100x20 mm)

Autopurifikator Waters

e C*® kolona (reverzni faze, 5 pm, 100x19 mm)
e mobilni faze: 0,1% octan amonny v H,O:AcCN

e pritok 15 ml/min

NMR JEOL (500 MHz), Varian (400 MHz), Bruker Advance (300 MHz)
e m¢ieni spekter v.dg DMSO (pfi 23 °C)

e chemicky posun v ppm, interakéni konstanty v Hz
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Meéfeni optické Cistoty

® kolona Chiralpak HSA (5 pm, 150x4 mm)

e mobilni faze: 0,1% octanu amonny (90 %), isopropylalkohol (10 %)

e prutok 0,8 ml/min

Lyofilizator SCANVAC
® k odstranéni zbytki rozpoustédel (AcCN, H,O, DMSO) z vysledného vzorku

Mikrovlnny reaktor

e Discover Benchmate (CEM Microwave Technology Ltd.)

M¢éteni HRMS
e Orbitrap Elite High-Resolution Mass Spectrometer
e Thermo Fischer Scientific, MA, USA
e mod skenu 120 000 FWMH v rozsahu 200-900 m/z

e ionizace elektrosprejem, teplota 300 °C

4.2 Priprava derivatu purinu na pevné fazi

421 Stépeni vzorKu z pryskyfice a provedeni analyzy

Postup pro S$tépeni vzorku pro analyzu a samotné provedeni analyzy je

analogicky k postupu popsaném v bakalarské praci (BP).

4.2.2 Postup pro kvantitativni stanoveni loadingu pryskytice

Postup pro stanoveni loadingu pryskyfice je analogicky k postupu popsaném

v BP.

4.2.3 Imobilizace aminu na aminomethylovou pryskyfici - 1(1),

1(2)

Postup pro imobilizaci primarniho aminu na pfipraveny BAL linker ukotveny na

aminomethylovou pryskyfici je analogicky k postupu popsaném v BP.

-48-



4.2.4 Imobilizace Fmoc-aminoethanolu na Wangovu pryskyiici —

1(3)

Wangova pryskytice (0,52 mmol/g; 500 mg) byla promyta 3x bezvodym DCM.
Nasledné byl ptidan roztok trichloracetonitrilu (0,75 mmol; 0,75 ml) v bezvodém DCM
(5 ml). Do dalsi stiikacky byl pfidan roztok DBU (0,32 mmol; 50 ul) v bezvodém DCM
(1 ml). Ob¢ stiikacky byly néasledné na 30 minut vlozeny do mrazéku. Po uplynuti této
doby byly obsahy spojeny do jedné stiikacky a reakéni smés byla tfepana 1 hodinu pii
laboratorni teploté. Pryskyfice byla dale promyta 3x DCM a 3x bezvodym THF. Poté
byl pfidan roztok 2-(Fmoc-amino)ethanolu (1,5 mmol; 425 mg) v bezvodém THF (5
ml), nasledovany piikapanim BF3; H,0 (0,25 mmol; 32 pl). Reakéni smés byla tiepana
30 minut pii laboratorni teploté, promyta 3x THF, 3x DCM, 3x MeOH a vysusena.

Loading pryskytice 1(3): L = 0,28 mmol/g.

4.2 .5 Imobilizace piperazinu na Wangovu pryskyftici — 1(4)

Wangova pryskyiice (0,52 nebo 0,87 mmol/g; 1 g) byla promyta 3x DCM
areagovana s roztokem CDI (5 mmol; 810 mg) a pyridinu (5 mmol; 400 pl) v DCM
(10 ml) po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté. Po promyti 3x DCM byl ptidan roztok
piperazinu (5 mmol; 430 mg) v DCM (10 ml). Reak¢ni smés byla tiepana pies noc pii
laboratorni teploté, nasledné byla pryskyfice promyta 5x DCM.

Loading pryskyftice 1(4): L = 0,27 mmol/g pfi pouziti pivodniho loadingu 0,52 mmol/g;
L = 0,63 mmol/g pii pouZiti ptivodniho loadingu 0,87 mmol/g.

4.2.6 PokraCovani reakéni sekvence

Ukotveni aminokyseliny, arylace s 4,6-dichlor-5-nitropyrimidinem, redukce

nitro skupiny a finalni cyklizace probihaly podle postupu popsaného v BP.

4.2 .7 Finalni $tépeni produkti

Prabéh opét analogicky s postupem v BP, zménény pouze podminky $tépeni na
50% TFA v DCM po dobu 2 hodin za laboratorni teploty.
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4.5 Analvticka data pripravenvch derivata

4.5.1 Derivaty purinu

7(1,111)

Vytezek 23,4 mg (38 %). ESI-MS m/z = 393 [M+H]". *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.75 (t, J=7.16 Hz, 3 H) 1.35 (sxt, J=7.22 Hz, 2 H) 1.48 - 1.59 (m, 4 H) 1.60 -
1.71 (m, 5 H) 2.88 - 3.06 (m, 2 H) 4.18 (br. 5., 4 H) 5.01 (q, J=7.26 Hz, 1 H) 7.45 - 7.55
(m, 3 H) 7.55 - 7.66 (m, 2 H) 7.92 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 8.16 (5, 1 H). *C NMR (125
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 11.79 (C1), 16.81 (C2), 22.66 (C3), 24.81 (C4), 26.27 (C5),
41.35 (C6), 54.94 (C7), 119.61 (C8), 129.20 (C9), 129.89 (C10), 130.42 (C11), 130.68
(C12), 149.38 (C13), 151.78 (C14), 152.48 (C15), 153.38 (C16), 169.10 (C17). HRMS
(ESI-TOF) m/z vypogitano pro C2H2sNgO [M+H]" 393,2397, naméfeno 393,2401.

7(1,1,1,2)

()

N

NN/~
O

Vytezek 21,7 mg (35 %). ESI-MS m/z = 394 [M+H]*. *H NMR (500 MHz, DMSO-de) 5
(ppm): 0.74 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.34 (sxt, J=7.22 Hz, 2 H) 1.51 - 1.60 (m, 4 H) 1.60 -
1.70 (M, 5 H) 2.81 - 3.11 (m, 2 H) 4.19 (br. 5., 4 H) 5.13 (q, J=7.26 Hz, 1 H) 7.60 - 7.64
(M, 2 H) 7.97 (t, J=5.44 Hz, 1 H) 8.18 (s, 1 H) 8.69 - 8.74 (m, 2 H). ©*C NMR (125
MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 11.80 (C1), 16.91 (C2), 22.63 (C3), 24.78 (C4), 26.27 (C5),
41.37 (C6), 54.90 (C7), 119.79 (C8), 124.13 (C9), 138.18 (C10), 146.83 (C11), 150.61
(C12), 152.45 (C13), 152.73 (C14), 153.63 (C15), 163.93 (C16). HRMS (ESI-TOF) m/z
vypoéitano pro Cz1Hz7N70 [M+H]* 394,2350, naméieno 394,2335.
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7(1,1,1,3)

()

N

NN -N 0
|)i\ |
N7 N>_<\J
Oﬁ)\

NH

Vytézek 20,9 mg (35 %). ESI-MS m/z = 383 [M+H]*. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.70 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.25 - 1.38 (m, 2 H) 1.57 (d, J=4.01 Hz, 4 H) 1.61 -
1.74 (m, 5 H) 2.84 - 2.95 (m, 1 H) 2.94 - 3.04 (m, 1 H) 4.19 (br. s., 4 H) 5.48 (q, J=7.06
Hz, 1 H) 6.67 (dd, J=3.15, 2.00 Hz, 1 H) 7.01 (d, J=3.44 Hz, 1 H) 7.84 (t, J=5.73 Hz, 1
H) 7.86 (s, 1 H) 8.15 (s, 1 H). *C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11.78 (C1),
16.97 (C2), 22.59 (C3), 24.81 (C4), 26.28 (C5), 41.37 (C6), 54.15 (C7), 112.56 (C8),
113.12 (C9), 119.63 (C10), 139.87 (C11), 144.71 (C12), 145.36 (C13), 152.09 (C14),
152.38 (C15), 153.28 (C16), 168.88 (C17). HRMS (ESI-TOF) m/z vypogitino pro
CaoH2sN6O, [M+H]* 383,2190, naméfeno 383,2198.

7(1,1,1,4)

)
-
.

NH

Vytézek 18,7 mg (37 %). ESI-MS m/z = 331 [M+H]". 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.75 (t, J=7.45Hz, 3 H) 1.30 - 1.40 (m, 2 H) 1.49 - 1.56 (m, 4 H) 1.60 - 1.66 (m,
5H) 2.44 (s,3H) 2.91 - 3.04 (m, 2 H) 4.13 (br. s., 4 H) 5.24 (q, J=7.26 Hz, 1 H) 7.93 (t,
J=5.44 Hz, 1 H) 8.08 (s, 1 H). 3¢ NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 11.81 (C1),
15.54 (C2), 17.17 (C3), 22.67 (C4), 24.86 (C5), 26.22 (C6), 40.95 (C7), 41.27 (C8),
52.76 (C9), 118.39 (C10), 148.07 (C11), 151.23 (C12), 152.26 (C13), 152.77 (C14),
169.17 (C15). HRMS (ESI-TOF) m/z vypo¢itano pro Ci7H2sNeO [M+H]" 331,2241,
naméfeno 331,2248.
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7(1,1,2,1)
O
)
-

NH

Vytézek 22,3 mg (37 %). ESI-MS m/z = 395 [M+H]". *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.75 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.35 (sxt, J=7.33 Hz, 2 H) 1.66 (d, J=6.87 Hz, 3 H) 2.92
-3.05 (M, 2 H) 3.62 - 3.75 (m, 4 H) 4.06 - 4.33 (m, 4 H) 5.02 (q, J=7.26 Hz, 1 H) 7.47 -
7.56 (m, 3 H) 7.57 - 7.65 (m, 2 H) 7.92 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 8.21 (s, 1 H). **C NMR (125
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 11.80 (C1), 16.82 (C2), 22.66 (C3), 41.36 (C4), 55.00 (C5),
66.80 (C6), 119.82 (C7), 129.22 (C8), 129.91 (C9), 130.53 (C10), 130.55 (C11), 149.96
(C12), 151.84 (C13), 152.69 (C14), 153.57 (C15), 169.02 (C16). HRMS (ESI-TOF) m/z
vypoéitano pro Ca1HzsNgO2 [M+H]" 395,2190, naméfeno 395,2175.

7(1,1,3,1)

|
N

L

N

(0]

Vytézek 30,3 mg (47 %). ESI-MS m/z = 408 [M+H]". 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.75 (t, J=7.45Hz, 3H) 1.31-1.39 (m, 2 H) 1.61 - 1.71 (m, 3 H) 2.40 (t, J=4.58
Hz, 3 H) 2.50 (s, 4 H) 2.98 (dt, J=12.60, 6.30 Hz, 2 H) 4.20 (br. s., 4 H) 5.01 (d, J=7.45
Hz, 1 H) 7.47 - 7.56 (m, 3H) 7.58 - 7.64 (m, 2 H) 7.91 (t, J=5.44 Hz, 1 H) 8.18 (s, 1 H).
¥C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11.80 (C1), 16.81 (C2), 22.66 (C3), 40.97
(C4), 41.35 (C5), 46.28 (C6), 54.97 (C7), 55.17 (C8), 119.77 (C9), 129.21 (C10),
129.92 (C11), 130.49 (C12), 130.61 (C13), 149.76 (C14), 151.84 (C15), 152.64 (C16),
153.53 (C17), 169.04 (C18). HRMS (ESI-TOF) m/z vypogitano pro CyoHzoN;O [M+H]"
408,2506, naméieno 408,2494.
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7(1,1,4,1)
HO OH
1S
(@]

NH

Vytézek 25,3 mg (29 %). ESI-MS m/z = 413 [M+H]". *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.72 - 0.80 (m, 3 H) 1.36 (sxt, J=7.33 Hz, 2 H) 1.59 - 1.70 (m, 3 H) 1.74 - 1.95
(m, 2 H) 2.91 - 3.06 (m, 2 H) 3.80 (br. s., 3 H) 4.27 (br. s., 3 H) 5.02 (q, J=7.26 Hz, 1
H) 7.46 - 7.54 (m, 3 H) 7.54 - 7.66 (m, 2 H) 7.93 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 8.15 (s, 1 H). *C
NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11.80 (C1), 16.80 (C2), 21.93 (C3), 22.68 (C4),
41.34 (C5), 54.95 (C6), 119.60 (C7), 129.20 (C8), 129.89 (C9), 130.37 (C10), 130.76
(C11), 149.63 (C12), 151.77 (C13), 152.38 (C14), 154.14 (C15), 169.13 (C16). HRMS
(ESI-TOF) m/z vypocitano pro Cy1H2sNsO3 [M+H]" 413,2296, naméfeno 413,2286.

7(1,1,5,1)

»
-

NH

Vytézek 31,1 mg (52 %). ESI-MS m/z = 379 [M+H]". 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6
(ppm): 0.76 (t, J=7.16 Hz, 3 H) 1.36 (sxt, J=7.22 Hz, 2 H) 1.66 (d, J=6.87 Hz, 3 H) 1.82
-2.00 (m, 4 H) 2.91 - 3.06 (m, 2 H) 3.61 (d, J=6.87 Hz, 2 H) 3.84 - 4.27 (m, 2 H) 5.01
(9, J=7.06 Hz, 1 H) 7.48 - 7.54 (m, 3 H) 7.58 - 7.64 (m, 2 H) 7.92 (t, J=5.73 Hz, 1 H)
8.15 (s, 1 H). 3¢ NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 11.79 (C1), 16.84 (C2), 22.67
(C3), 24.28 (C4), 26.27 (C5) 41.34 (C6), 47.55 (C7), 48.99 (C8), 54.96 (C9), 55.00
(C10), 120.11 (C11), 129.14 (C12), 129.85 (C13), 130.28 (C14), 130.90 (C15), 149.87
(C16), 151.98 (C17), 152.25 (C18), 152.92 (C19), 169.17 (C20). HRMS (ESI-TOF) m/z
vypocitano pro Cy1H2sNgO [M+H]+ 379,2241, naméieno 379,2246.
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7(1,2,1,1)

N

N
N7 N

(6]
NH

y

Vytézek 24,5 mg (32 %). ESI-MS m/z = 469 [M+H]". 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6
(ppm): 0.80 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.41 (sxt, J=7.22 Hz, 2 H) 1.54 (d, J=5.73 Hz, 4 H) 1.59
-1.68 (m, 2 H) 3.02 - 3.10 (m, 2 H) 3.41 (dd, J=13.75, 4.01 Hz, 1 H) 3.63-3.75(m, 1
H) 3.93 - 4.39 (m, 4 H) 4.99 (dd, J=11.74, 3.72 Hz, 1 H) 6.53 (d, J=7.45 Hz, 2 H) 6.93 -
7.00(m,2H)7.01-7.08(m,3H)733-740(m,2H)741-7.48 (m, 1 H) 8.13 (t,
J=5.73 Hz, 1 H) 8.24 (s, 1 H). 3¢ NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11.85 (C21),
22.68 (C2), 24.79 (C3), 26.21 (C4), 34.80 (C5), 41.46 (C6), 61.42 (C7), 119.61 (C8),
126.96 (C9), 128.66 (C10), 128.85 (C11), 128.88 (C12), 129.63 (C13), 130.11 (C14),
130.24 (C15), 137.78 (C16), 150.12 (C17), 151.92 (C18), 152.47 (C19), 153.50 (C20),
168.06 (C21). HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéitano pro CogHzNeO [M+H]" 469,2710,
naméfeno 469,2728.

7(1,3,1,1)

Vytszek 17,1 mg (26 %). ESI-MS m/z = 409 [M+H]". *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.75 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.30 - 1.40 (m, 2 H) 1.57 (d, J=3.44 Hz, 4 H) 1.61 -
1.70 (m, 2 H) 2.91 - 3.06 (m, 2 H) 4.09 (dd, J=11.46, 4.58 Hz, 1 H) 4.11 - 4.28 (m, 4 H)
4.30 (dd, J=10.88, 9.16 Hz, 1 H) 4.93 (dd, J=8.88, 4.87 Hz, 1 H) 7.48 - 7.54 (m, 3 H)
7.60 - 7.66 (m, 2 H) 7.95 (t, J=5.44 Hz, 1 H) 8.13 - 8.18 (m, 1 H). **C NMR (125 MHz,
DMSO-dg) & (ppm): 11.77 (C1), 22.64 (C2), 24.84 (C3), 26.31 (C4), 41.12 (C5), 59.64
(C6), 62.24 (C7), 119.61 (C8), 129.15 (C9), 130.05 (C10), 130.33 (C11), 130.58 (C12),
150.37 (C13), 151.68 (C14), 152.50 (C15), 153.50 (C16), 167.13 (C17). HRMS (ESI-
TOF) m/z vypogitano pro CoHzsNgO2 [M+H]" 409,2347, naméfeno 409,2339.
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7(1,4,1,1)

N

N
”ﬁH)
“ N

N

O:{>‘T(
NH

Vytezek 22,1 mg (33 %). ESI-MS m/z = 421 [M+H]". 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.33 (d, J=6.41 Hz, 3 H) 0.77 (t, J=7.33 Hz, 3 H) 0.88 (d, J=6.87 Hz, 3 H) 1.39
(d, J=7.33 Hz, 2 H) 1.57 (d, J=5.04 Hz, 4 H) 1.61 - 1.68 (m, 2 H) 2.96 - 3.14 (m, 3 H)
3.88 - 4.34 (m, 4 H) 4.37 (d, J=10.99 Hz, 1 H) 7.51 - 7.57 (m, 3 H) 7.67 (dd, J=6.64,
2.98 Hz, 2 H) 8.23 (s, 1 H) 8.65 - 8.73 (m, 1 H). 3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 6
(ppm): 11.87 (C1), 19.59 (C2), 20.05 (C3) 22.60 (C4), 24.74 (C5), 26.23 (C6), 28.45
(C7), 41.15 (C8), 68.92 (C9), 119.42 (C10), 129.28 (C11), 130.14 (C12), 130.25 (C13),
130.63 (C14), 150.13 (C15), 151.90 (C16), 152.08 (C17) 153.60 (C18), 168.70 (C19).
HRMS (ESI-TOF) m/z vypoéitino pro CasHzoNgO [M+H]" 421,2710, naméieno
421,2723.

7(1,51,1)

N

N
T )
“ =N

N
o

NH,

Vytézek 33,5 mg (47 %). ESI-MS m/z = 450 [M+H]". 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6
(ppm): 0.65 - 0.81 (m, 4 H) 0.83 - 0.98 (m, 1 H) 1.19 - 1.30 (m, 2 H) 1.38 (sxt, J=7.24
Hz, 2 H) 1.56 (d, J=4.58 Hz, 4 H) 1.64 (d, J=4.58 Hz, 2 H) 1.98 - 2.14 (m, 1 H) 2.37 (d,
J=10.08 Hz, 1 H) 2.48 - 2.59 (m, 2 H) 2.94 - 3.10 (m, 2 H) 4.19 (br. s., 4 H) 4.86 (dd,
J=11.45, 458 Hz, 1 H) 7.45 - 7.56 (m, 3 H) 7.56 - 7.63 (m, 2 H) 8.10 (t, J=5.72 Hz, 1
H) 8.16 (s, 1 H). 3¢ NMR (125 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 11.81 (C1), 22.68 (C2),
23.10 (C3), 23.22 (C4), 24.80 (C5), 26.27 (C6), 27.33 (C7), 28.72 (C8), 38.91 (C9),
41.31 (C10), 51.01 (C11), 59.13 (C12), 59.89 (C13), 116.26 (C14), 119.25 (C15),
119.51 (C16), 129.21 (C17), 129.93 (C18), 130.48 (C19), 130.75 (C20), 149.96 (C21),
151.99 (C22), 152.63 (C23), 153.51 (C24), 158.58 (C25), 158.88 (C26), 168.88 (C27).
HRMS (ESI-TOF) m/z vypocitano pro CysH3sN;O [M+H]" 450,2976, naméfeno
450,2973.
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7(1,6,1,1)
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Vytézek 39,9 mg (58 %). ESI-MS m/z = 437 [M+H]". *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
(ppm): 0.77 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.31 - 1.40 (m, 2 H) 1.56 (d, J=4.01 Hz, 4 H) 1.63 (d,
J=4.58 Hz, 2 H) 2.91 - 3.07 (m, 4 H) 4.18 (br. s., 4 H) 5.26 - 5.39 (m, 1 H) 7.45 - 7.51
(m, 3 H) 7.64 - 7.67 (m, 2 H) 8.14 (s, 1 H) 8.52 - 8.64 (m, 1 H). **C NMR (125 MHz,
DMSO-dg) & (ppm): 11.78 (C1), 22.74 (C2), 23.04 (C3), 24.87 (C4), 26.29 (C5), 39.04
(C6), 40.91 (C7), 41.22 (C8), 57.41 (C9), 119.56 (C10), 128.94 (C11), 129.98 (C12),
130.13 (C13), 131.24 (C14), 150.04 (C15), 151.70 (C16), 152.84 (C17), 153.45 (C18),
169.41 (C19), 173.70 (C20), 173.88 (C21). HRMS (ESI-TOF) m/z vypogitino pro
Ca3H2sNO3 [M+H]+437,2296, naméfeno 437,2304.

7(2,1,1,1)

Vytézek 20,7 mg (30 %). ESI-MS m/z = 441 [M+H]". *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 1.52 - 1.59 (m, 4 H) 1.60 - 1.67 (m, 2 H) 1.70 (d, J=7.45 Hz, 3 H) 4.21 (dd,
J=15.46, 5.73 Hz, 4 H) 4.24 - 4.38 (m, 2 H) 5.08 (q, J=7.06 Hz, 1 H) 7.15-7.20 (m, 1
H) 7.22 - 7.29 (m, 4 H) 7.46 - 7.55 (m, 3 H) 7.57 - 7.62 (m, 2 H) 8.21 (s, 1 H) 8.49 (t,
J=6.01 Hz, 1 H). ®*C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 16.70 (C1), 24.83 (C2),
26.28 (C3), 43.06 (C4), 54.93 (C5), 119.68 (C6), 127.17 (C7), 127.62 (C8), 128.64
(C9), 129.22 (C10), 129.91 (C11), 130.44 (C12), 130.57 (C13), 139.80 (C14), 149.35
(C15), 151.95 (C16), 152.46 (C17), 153.49 (C18), 169.40 (C19). HRMS (ESI-TOF) m/z
vypoéitano pro CosHzgNgO [M+H]" 441,2397, naméieno 441,2393.
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7(3,1,1,1)

.
-

NH
HO

Vytezek 21,1 mg (42 %). ESI-MS m/z = 395 [M+H]". *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 1.51-1.59 (m, 4 H) 1.60 - 1.67 (m, 5 H) 3.05 - 3.16 (m, 2 H) 3.29 - 3.38 (m, 2
H) 4.18 (br. s., 4 H) 5.04 (q, J=7.06 Hz, 1 H) 7.47 - 7.54 (m, 3 H) 7.57 - 7.64 (m, 2 H)
7.94 (t, J=5.44 Hz, 1 H) 8.15 (s, 1 H). *C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 16.81
(C1), 22.20 (C2), 24.81 (C3), 26.26 (C4), 42.44 (C5), 54.86 (C6), 60.00 (C7), 116.52
(C8), 118.91 (C9), 119.60 (C10), 129.22 (C11), 129.90 (C12), 130.39 (C13), 130.65
(C14), 149.33 (C15), 151.93 (C16), 152.52 (C17), 153.48 (C18), 169.42 (C19). HRMS
(ESI-TOF) m/z vypogitano pro Ca1H2sNgO2 [M+H]" 395,2190, naméteno 395,2202.

7(4,1,1,1)

®
o~
"

Vytszek 24,4 mg (61 %). ESI-MS m/z = 420 [M+H]*. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 1.54 (br. s., 4 H) 1.64 (d, J=6.87 Hz, 5 H) 2.65 - 3.04 (m, 4 H) 3.34 (br. s., 4 H)
4.17 (br. s., 4 H) 5.57 (d, J=6.87 Hz, 1 H) 7.51 (q, J=6.49 Hz, 3 H) 7.57 (d, J=7.45 Hz,
2 H) 8.19 (s, 1 H). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 17.57 (C1), 17.60 (C2),
24.79 (C3), 26.22 (C4), 40.93 (C5), 40.97 (C6), 43.56 (C7), 52.40 (C8), 119.16 (C9),
129.05 (C10), 130.05 (C11), 130.54 (C12), 130.74 (C13), 148.96 (C14), 152.24 (C15),
152.28 (C16), 152.63 (C17), 153.49 (C18), 167.89 (C19). HRMS (ESI-TOF) m/z
vypoéitano pro CasHzgN7O [M+H]* 420,2506, naméieno 420,2507.
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12(1,1,1,1)

N
0
“ N

Vytezek 4,1 mg (7 %). ESI-MS m/z = 393 [M+H] *. *H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
(ppm): 0.74 (t, J=7.45 Hz, 3 H) 1.28 - 1.40 (m, 2 H) 1.41 - 1.56 (m, 4 H) 1.54 - 1.63 (m,
2 H) 1.67 (d, J=7.45 Hz, 3 H) 2.87 - 3.08 (m, 2 H) 3.63 - 3.78 (m, 4 H) 4.92 (g, J=7.45
Hz, 1 H) 7.43 - 7.58 (m, 3 H) 7.57 - 7.71 (m, 2 H) 7.96 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 8.67 (s, 1 H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11.78 (C1), 16.48 (C2), 22.74 (C3), 24.94
(C4), 25.71 (C5), 41.31 (C6), 45.43 (C7), 54.75 (C8), 126.94 (C9), 129.25 (C10),
129.69 (C11), 130.51 (C12), 130.54 (C13), 148.74 (C14), 152.75 (C15), 154.99 (C16),
158.53 (C17), 169.06 (C18).

12(1,1,1,H)

D

NH

ESI-MS m/z = 317 [M+H]". 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 0.79 (t, J=7.16
Hz, 3 H) 1.33 - 1.42 (m, 2 H) 1.44 - 1.52 (m, 4 H) 1.55 - 1.62 (m, 2 H) 1.65 (d, J=6.87
Hz, 3 H) 2.93 - 3.06 (m, 2 H) 3.70 - 3.76 (m, 4 H) 5.10 (q, J=7.45 Hz, 1 H) 8.17 (s, 1 H)
8.27 (t, J=5.73 Hz, 1 H) 8.62 (s, 1 H). *C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 11.76
(C1), 18.32 (C2), 22.71 (C3), 24.91 (C4), 25.74 (C5), 41.01 (C6), 45.36 (C7), 52.15
(C8), 126.76 (C9), 142.55 (C10), 148.88 (C11), 153.29 (C12), 158.88 (C13), 169.97
(C14).
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6. Seznam pouzitych zkratek

AcOH
AcCN, MeCN
Boc
CDI
DBU
DCM
DDQ
DIC
DIEA
DMF
Fmoc
HOBt
MeOH
TBAHS
TFA
THF

kyselina octova

acetonitril

terc-butyloxykarbonyl
N,N-karbonyldiimidazol
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
dichlormethan
2,3-dichlor-5,6-dikyano-1,4-benzochinon
N,N -diisopropylkarbodiimid
N,N-diisopropylethylamin
N,N-dimethylformamid
fluorenylmethyloxykarbonyl
hydroxybenzotriazol

methanol

hydrogensiran tetrabutylamonny
kyselina trifluoroctova

tetrahydrofuran
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