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1. Uvod

Slovo ,,chemoterapie* pouzil poprvé na pocatku dvacatého stoleti zndmy némecky
chemik Paul Ehrlich a definoval jej jako ,,vyuziti chemikalii k 16¢b& nemoci®.!*?
Pocatky vyuziti chemoterapie k 1é¢bé rakoviny se datuji rovnéz do zacatku dvacatého
stoleti, kdy byla snaha z(zit spektrum sloucenin, které by mohly mit vliv na vyvoj
nemoci, jejich screeningem s vyuzitim transplantace nadort do hlodavcd. Prvni

s Do Sedesatych let

transplantabilni systém tehdy vyvinul George Clowe
dominovala 1écbé rakoviny chirurgicka a radioterapeuticka cesta, ktera ovsem nemohla
fesit problém metastdze. Moznost 1éCit akutni détskou leukémii a pokrocila stadia
Hodgkinovych lymfomi s vyuzitim chemoterapie v Sedesatych letech a na pocatku
sedmdesatych let pifekonala silny pesimismus tykajici se terapie pokrocilého
nadorového onemocnéni. Prvnim programem, ktery dovoloval screening vétSiho
mnozstvi latek (pres 3000) v mezinarodnim métitku byl Sheariv program (1935), z n¢jz
ovSem nevzeslo Zadné terapeutikum[7]. V roce 1939 zapocala éra hormonalni terapie,
kterou odstartoval Charles Huggins (na zakladé vlivu estrogenti na rakovinu prsu
popsaném Beatsonemt? vroce 1896), kdyz 1é¢il hormony muZe s rakovinou
prostaty!*®],

Hitchings a Elion vyvinuli roku 1951 dva derivaty (6-thioguanin a 6-merkaptopurin),
které byly vyuzivany nejen k 1é¢bé akutni leukémie, ale také pti infekcich herpes vird a
jako imunosupresivum b&hem transplantaci.[14’15] Za to obdrzeli Nobelovu cenu v roce
1988. V polovin¢ padesatych let Charles Heidelberger a kolektiv na Wisconsinské
univerzit¢ vyvinuli 1éCivo cilené na 1é¢bu nehematologickych nadori na zakladé
pozorovani vyss§i spotfeby uracilu v hepatomu potkana oproti jeho zdravé tkani.!®!
Takto vznikl 5-fluorouracil (5-FU) vyuzivajici se do dne$nich dni k 1é¢bé nadort
tlustého stieva.

Nukleosidovd analoga jsou jiz skoro 50 let soucdsti klinické terapie pacientli
S nadorovymi ¢i virovymi onemocnénimi. Nicméné v oblasti nukleosidové chemie je
stale potencial v objevovani novych poznatkli a 1 nadale jsou vyvijeny nové derivaty
s cilem poskytnout lepsi terapeuticky ti¢inek a méné negativnich vedlejSich ucink.

Jelikoz nekteré derivaty cytokinini vykazuji také nezanedbatelnou protinadorovou

aktivitu in vitro a jelikoz se v fad¢ ptipadl jedna rovnéz o nukleosidové slouceniny,



nemohou byt opomenuty V teoretické cCasti této prace a spolu se zékladnimi
informacemi o znamych a uzivanych nukleosidovych derivatech s protinadorovymi a

antivirotickymi ucinky tvofi jeji ucelenou podobu.



2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je podat komplexni reSerSi zabyvajici se problematikou
nukleosidovych derivati jak v oblasti purinovych cytokinint, tak nukleosidovych
antiproliferativnich 1é¢iv. Dal§im cilem je mimo jiné také studium nukleosidovych
analog vyuzivajicich se k 1é¢bé virovych onemocnéni a souhrn vybranych vyznamnych
syntetickych postupt piipravy nukleosidovych derivati.

Dale pak je predmétem této prace ptiprava fady nukleosidovych derivati, konkrétné
rizng N°-substituovanych 9-(f)-D-2"-deoxyribofuranosylpurinii. K N°-substituci
byly vybrany na benzenovém jadie rtizné substituované derivaty benzylaminu. Jak je
V teoretické  &asti prace popsano, N°-benzylaminopurin vykazuje vyznamné
cytokininové ucinky, jeho (f)-D-ribosid zase cytotoxické ucinky vuci nadorovym
liniim a  vtéto  praci  piipravovanym  N°-substituovanych  9-8-D-2'-
deoxyribofuranosylpurinim nejvice ptibuzny analog, N°-benzyalmino-9-(8)-D-2’-
deoxyribofuranosylpurin, vykazuje zajimavé antivirotické u¢inky.

Ptipravené derivaty je v planu podrobit biologickému testovani cytokininové,

protinadorové a antivirotické aktivity.
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3. Teoreticka cast

3.1 Cytokininy

3.1.1 Cytokininy, jejich cytokininova a protinadorova aktivita

Cytokininy jsou derivaty purinu, konkrétné N®-substituované adeniny a jejich ribosidy,
ribotidy a glykosidy, vyznamné zejména pro rostliny, u nichz zastupuji hormonalni
funkci a podili se na fizeni mnoha procesi, at’ uz se jedna o tvorbu pupent, rust rostlin,
fizeni apikalni dominance, rast a tvar listd nebo o vznik chloroplastt, tvorbu semen c¢i
samotné starnuti rostliny v zavislosti na environmentalnich podminkach. [17-19)-

Cytokininy byly objeveny jako faktory podporujici bunétné déleni bunck tkané
tabaku® a jsou schopny indukovat rediferenciaci kalusu v adventitivni pupeny®!.
Kalus je tvoten clustery dediferencovanych bunék, které se chovaji obdobné jako buiiky
karcinomu a mohou ovlivnit proliferaci a diferenciaci lidskych nadorovych bunék
signalnimi transduk¢énimi systémy[zz].

V zavislosti na N°-substituentech d&lime cytokininy na isoprenoidni a aromatické a
tato substituce ovliviiuje jejich biologickou aktivitu®!. Nejznaméjsimi jsou zeatin a
isopentenyladenin (iP), ale jejich vyskyt zavisi na druhu rostliny a stadiu jejiho vyvoje.
Napiiklad trans-zeatin a iP se vyskytuji pfedev§im v A. thaliana, cis-zeatin v ryzi,
cizmé a kukufici.”? Cytokininy s aromatickou substituci jsou BAP, kinetin a o- a m-

topolin. 12!

Mnoho experimentalnich dat ukazalo silné antioxidac¢ni vlastnosti
kinetinu, nachazejiciho se naptiklad v kapalném endospermu cerstvych kokosovych
ofechi!®®, které dokaZou ochranit DNA ptred oxidativni destrukci pfi Fentonové reakci
[27]

Nepurinové cytokininy jsou nejvétsi skupinou syntetickych  sloucenin
s cytokininovou aktivitou!?®! obsahujici podskupiny: benzimidazoly, pyrimidiny, O-6-
substituované derivaty hypoxanthinu a guaninu a aromatické derivaty mocoviny.

Jedingm znamym cytokininem vyskytujicim se v Zivodisné Fisi je N-(A%-
isopentenyl)adenosin (iPA), jenz byl detekovan v cytosolu mnoha eukaryotnich a
prokaryotnich bun¢k jako volnd baze nebo vazéan k tRNA.® U saven je tRNA-

isopentenyltransferdza domnély tumor-supresor.[3°]
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Obrazek 1: Chemicka struktura nékterych cytokinini a jejich ribosidi
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3.1.2. Cytokininova signalizace

Zda se, Ze vSechny déje ovlivnéné cytokininy, v€etné programované bunécné smrti, jsou
zprostfedkovany specidlni signalni drdhou, jeZ vyuZzivd histidin-kinazové receptory
(HKs), histidin-fosfotransferové proteiny (HPs) a regulatory odpovédi (,,response
regulators®, RRs)[?’l]. U prototypického dvousloZzkového modelu se receptory skladaji ze
dvou proteind, senzorového a RR proteinu. Aktivni formou jsou homo- nebo
heterodimerické kombinace. Senzorovy protein je sloZzen ze dvou domén: externi a
interni. Externi doména je zodpovédna za vazbu ligandu a vjem signélu[32], zatimco
interni doména (HPs) podléha autofosforylaci a nasledné pienasi fosforylovou skupinu
na RRs, napt. aktivator ¢i represor v jadfe, kde muze zplsobit zmény v bunécné
fyziologii pomoci genové exprese[33].

Cytokininové signaly jsou pfijimany extraceluldrni vstupni doménou hybridniho
(hybridni, protoze histidinové kindzy obsahuji pfidavnou pfijimaci doménu) HK
receptoru - CHASE doménou®?. Po vazbé ligandu podléha vnitini histidinova doména
receptoru autofosforylaci a fosforylova skupina je transportovdna na aspartat-
histidinovy zbytek pfijimaci domény histidinového receptoru, potom je fosforylova

skupina pfenesena pomoci HP na aspartat v N-terminalni ¢asti pfijimaci domény RRE,

12



Vystupni domény RR, GARP domény, jsou aktivovany po fosforylaci pfijimaci domény
a jsou Casto zapojeny do indukce jadernych signalnich komponent[‘%].

Multikrokovy systém cytokininové signalizace je dobie znam u A. thaliana, kde
existuji tfi A. thaliana HKs (AHK2, AHK3, CRE1/AHK4), které jsou odpovédné za

pifjem cytokininovych signalal”

a vyskytuji se ptevazné v endoplazmatickém retikulu i
plazmatické membran&®®. Mimo jiné jsou popsany také tii HPs u této rostliny: AHPI,
AHP2 a AHPS, které zprosttedkovavaji ptenos fosforylové skupiny mezi AHKs a
ARRsP. AHPs funguji jako pozitivni regulatory CK signalizace[4o] a vyskytuji se jak

V cytoplazmé, tak v jédfe[“]

. Kone¢n¢ RRs podilejici se také na piijmu a pfenosu
signalll jsou rozdeleny do ¢ty podskupin: typ A, typ B, typ C a APRRs (Arabidopsis
pseudo RRs), z nichz regulatory typu A a B jsou zapojeny v cytokininové signalizaéni

drazet*

. ARRs typu A (ARRs) jsou slozen z deseti malych proteind, které nesou
pfijimaci doménu s Asp-reziduem a kratkou C-terminalni vystupni doménu. ARRs
funguji jako primarni transkripéni cile cytokinini — jejich transkripty jsou po podani
cytokininti rychle akumulovény[42]. Vétsina ARRs byla lokalizovéana v jadfe a hovoii se
o nich jako o negativnich reguldtorech cytokininové signalizace[43]. ARRs typu B se
skladaji z jedenacti RRs a maji delSi C-termindlni pfijimaci doménu nez ARRs typu
Al vazajici se s DNA a trans-aktivujicim motivem*. Hraji roli pozitivnich regulatort
cytokininové signalizace, které hlidaji transkripci mnoha cytokininy regulovanych cili
véetné indukce ARRs typu Al

[46]

Obrazek 2: Model cytokininové signalizace
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3.1.3 Derivaty cytokininii a jejich vliv na cytokininové receptory a

nadorové linie

Programovana bunécna smrt je proces, ktery je nezbytny pro vSechny mnohobunécné
organismy rostlinné i zivo¢iSné fiSe a u rostlin je bézny béhem tvorby semen, vyvoje
rostliny i senescence.’*”*! Dva pfirozené cytokininy (kinetin a benzylaminopurin) jsou
ve vysokych koncentracich schopny indukovat programovanou bunéénou smrt u rostlin
in vivo a BAP je toho navic schopen i u rostlinnych kultur in vitro, kdezto kinetin pouze
u zivych rostlinnych tkani.[47485H

Kinetinem vyvolana apoptdza postihuje u rostlin (Vicia faba ssp. Minor) bunky kury

47521 " ale nepostihuje lidské ¢i zviteci buflky[53‘54]. Kinetin také snizuje délku a

kotene
Sitku kofenil, vyvolava tvorbu kyselych vakuol a kyslikovych radikald a snizeni Ca?*
ionti®?. Zeatin nevyvolavéa programovanou bunéénou smrt ani u A. thaliana ani u D.
carota.

Je nutno zde brat v potaz rozdilnou chemickou strukturu BAP, zeatinu a kinetinu,
kterd ma vliv i na rozdilnou biologickou aktivitu. 5256

Bylo zjisténo, ze jeden z cytokininovych receptori A. thaliana (CRE1/AHKA4) je
zapojen do vzniku BAP-stimulovaného procesu apopt(’)zy[5l] spiSe, nez zbylé dvé
(AHK2 a AHK3). Benzylaminopurin je jeden z nejucinnéjsich cytokininl vyuzivajicich
se v mnoha mikropropagacnich systémech, ale u nékterych rostlin zptisobuje rozdilnosti
V rlstu a inhibici vyvoje korenal". Moznym zplsobem, jak tyto nevyhody eliminovat,
je vyvoj lépe biologicky dostupnych BAP derivata. Napiiklad u meta-topolinu (mT)
byla popsana vyssi biologicka dostupnost[58’59], coz bylo potvrzeno srovnanim rustu
kofent a klicka Spathiphyllum floribundum in vitro na ristovém médiu s BAP a mT (pfi
koncentraci 10 uM), kde rostliny kotfenily mnohem lépe na médiu obsahujicim mT nez
na médiu s BAP. Diivodem jsou rozdily v metabolismu téchto dvou cytokinint B

Dolezal® et al. ptipravili 38 derivati BAP s riznymi substitucemi na benzenovém
jadre, u nichz byla testovana cytokininova aktivita, zejména senzitivita viici AHK3 a
CRE1/AHKA4, a také protinadorova aktivita (HOS, HL-60, K-562, MCF-7, NIH-3T3, G-
361, B16 a CEM). Zde bylo zjisténo, Ze cytokininovou aktivitu BAP ptekonaly nejvice
derivaty 2-fluoro-BAP a 3-fluoro-BAP. AHK4 receptor byl aktivovan nejvice derivaty
3-fluoro-BAP, 4-fluoro-BAP a 3-methoxy-BAP, ackoliv s mnohem mensi citlivosti

V porovnani s trans-zeatinem. Protinddorova aktivita byla nejvice zajimava u derivatu
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2-hydroxy-3-methoxy-BAP (ICso = 26,6 umol/l pro MCF-7). Velmi podobné derivaty
(2-hydroxy-4-methoxy-BAP a 2,3-dihydroxy-BAP) nevykazovaly aktivitu zadnou.
Cytokininové baze jsou schopny indukovat diferenciaci lidskych bun¢k za relativné
vysokych koncentraci cytokininu (25-100 puM), coz bylo demonstrovdno na
keratinocytech® a n&kolika bun&énych liniich leukémie, véetnd HL-60 a K-562%.
Ovsem ribosidy téchto bazi zptsobuji rychlou apoptézu u bunék leukémie a to jiz za
mikro-molarnich koncentraci, kdy dojde k vyCerpani ATP, aktivuji se kaspazy a

[62]

mitochondrie se depolarizuji. Bylo zjisténo, ze mikro-molarni koncentrace

cytokininu a jeho pfislusného ribosidu miize také u rostlinnych bunék zpisobit

31 Voller et al. popsal piipravu a biologickou aktivitu 47 derivat

apoptozu.
odvozenych od cytokininti véetné jejich ribosidi a to i ve formé mono-, di- a
trifosfatt.’® V tomto ptipadé byl median ziskanych hodnot ICsy na naddorovych liniich
pro oTR, BAR, KR aiPR 2,27, 4,15, 5,10 a 5,95, resp., tedy mnohem niZsi, nez u vyse

zminéného BAP. Vice tabulka ¢. 1.

Tabulka 1: Srovnani hodnot ICs, protinadorové aktivity pfislusnych cytokininovych bazi a

jejich ribosida®

CEM HL- K562 RPMI HOS MCF7 G361 HELA BJ
60 82 26
BA >166 >166 140 >166 >166 >166 >166 >166 >166
BAR 13 0,93 5,9 4,6 13,6 3,7 15,0 1,9 1,7
BARMP 11 0,95 3,7 5,3 14,4 5,0 >166 2,3 2,6
BARDP 20 13 4,0 4,5 8,0
BARTP 2,3 4 3,9 47 11
K 155 >166 >166 >166 >166 >166 >166 >166 >166
KR 1,6 0,8 10,5 7,4 5,9 4,3 21,9 4,3 2,1
iP 92 >166 150 >166 >166 >166 >166 >166 >166
iPR 1,7 0,71 5.2 6,4 11,7 6,9 >166 55 2,5
oT 118 78 >166 >166 >166 >166 >166 >166 >166

0TR 0,5 0,6 2,4 1,5 3,1 7,7 116 2,13 15
mT >166 >166 >166 >166  >166 >166 >166 >166 >166

mTR >166 24 >166 >166 >166 >166 >166 >166 3,9
pT >166 123  >166 >166  >166 >166 >166 >166 >166

pTR >166 7,5 >166 >166 >166 >166 >166 15,3
tZz >166 >166 >166 >166 >166 >166 >166 >166 >166
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tZR >166
cZ >166
cZR 18,8

95,9
>166
7,9

>166
>166
>166

>166
>166
>166

>166
>166
>166

>166 >166 >166
>166 >166 >166 >166
>166 >166 42,3 552

Z uvedenych hodnot by mohl vyplyvat potencial cytokininovych ribosidii k 1écbé

nadorovych onemocnéni. Nicméné tak jako od baze BAP byly odvozeny na

benzenovém jadie rizné

substituované derivaty

[60]

, byly pfipraveny také na

benzenovém jadfe rizné substituované derivaty N°-benzylaminopurin-9(8)-D-ribosidu

(BAR)®®!, které byly testovany na nadorovych linifch.

Tabulka 2: Srovnani hodnot cytotoxicity Glso (umol/l) rizné substituovanych derivath

adenosinu v poloze N°na riznych nadorovych liniich!®

HOS K-562 MCF7 BJ G-361 CEM  HL60

2-hydroxybenzylamino 2,5 4 10,5 43,2 13,5 1,3 0,48
3-hydroxybenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 51,9 23,7
4-hydroxybenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 39,7 9,5
2-methoxybenzylamino 21,2 11,2 >166,7 >166,7 >166,7 3,2 2,3
3-methoxybenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 7,6 4,9
2-chlorobenzylamino >166,7 64 >166,7 >166,7 14,5 1,6
3-chlorobenzylamino >166,7 30,4 >166,7 >166,7 1,6 0,75
4-chlorobenzylamino >166,7 16,1 >166,7 >166,7 6,5 5,3
2-fluorobenzylamino >166,7 33,2 >166,7 4,6 3,2
3-fluorobenzylamino >166,7 7 16,6 >166,7 15,7 4 0,92
4-fluorobenzylamino 20 6,4 14 >166,7 1,5 0,86
2-methylbenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 14 3,3
3-methylbenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 19,1 6,4
2-bromobenzylamino >166,7 10 >166,7 >166,7 12,3 6,6
3-bromobenzylamino >166,7 19,7 >166,7 >166,7 5 8
4-bromobenzylamino >166,7 68,2 >166,7 >166,7 20,6 47,7
2,4-dimethoxybenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 39
2-chloro-4-fluorobenzylamino >166,7 11,7 >166,7 >166,7 20,9 9
3-chloro-4-fluorobenzylamino >166,7 4,1 >166,7 >166,7 34 3,5
2,3-dimethoxybenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 109
2,4-dichlorobenzylamino >166,7 85,7 126,9 >166,7 86,7 96,3
2,4-difluorobenzylamino >166,7 7,4 >166,7 >166,7 7,1 34
2,3,4-trifluorobenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 58,2 13
3,4-dichlorobenzylamino >166,7 6,5 88,8 >166,7 3 1,1
3,5-difluorobenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 24,5 9,1
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3,5-dimethoxybenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 18,8

2,3,6-trifluorobenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 13
2-hydroxy-3-methoxybenzylamino 24,1 2,1 30,4 69,7 27,9 0,3 0,5
3-hydroxy-4-methoxybenzylamino >166,7 >166,7 >166,7 >166,7 79,3 68,9
2-hydroxy-5-methoxybenzylamino 6,4 15,4 21 87,9 12,3 0,9 0,54
2-hydroxy-5-chlorobenzylamino 10,6 15,7 18 63,4 12,5 0,6 0,47
2-hydroxy-5-fluorobenzylamino 91 13,4 16 58,7 10,7 0,5 0,53

Hodnoty cytotoxicity v této tabulce (tabulka ¢. 2) jsou u nékterych derivati
vyznamné (napt. 2-hydroxybenzylaminopurin-9(f)-D-ribosid, 2-hydroxy-3-
methoxybenzylaminopurin-9-(f)-D-ribosid, 4-fluoro-benzylaminopurin-9-(5)-D-ribosid
nebo 3-chloro-benzylaminopurin-9(5)-D-ribosid), a proto bylo pfedmétem prace
V ramci experimentalni ¢asti pfipravit prave tyto a dalsi derivaty BAR nikoliv ve formé
9-(f)-D-ribosidu, ale ve formé 9-(8)-D-2'-deoxyribosidu a zjistit vliv 2'-hydroxyskupiny

na cytokininovou aktivitu i cytotoxicitu cytokininového derivatu.

3.2. Nukleosidy a nukleosidova analoga

Mezi ptirozené se vyskytujici nukleosidy patii purinové nukleosidy (adenosin, guanosin
a inosin) a pyrimidinové nukleosidy (uridin, cytidin a thymidin). Nukleosidy hraji
dilezitou roli ve fyziologii buiiky, kde tvoii metabolické prekurzory mnoha zakladnich
biologickych molekul (napt. DNA, RNA, ATP) a pisobi také jako signalni molekuly a
neuromodulatory. Zijici organismy si je dokaZou de novo syntetizovat v adekvatnim
mnozstvi, ale ne vSechny tkané toto dovedou v potiebné mife, zejména bunky stievni
sliznice, hematopoetické bunky kostni dfené ¢i buniky mozkové tkané. Proto také obsah
exogennich nukleosidt a nukleotidl je podstatny. V roce 1993 bylo naptiklad popsano
vyznamné zvySeni rezistence mys$i vi¢i MRSA (methicilin rezistentni Staphylococcus
aureus), kdyz jim byla intraperitonealné podana smés nukleosidi a nukleotidi (23%
inosin, 35% GMP.2Na, 21% cytidin, 16% uridin a 5% thymidin).[*¢¢"]

Adenosin je vSudypiitomna molekula, ktera fidi funkénost kazdé tkang a organul®
zejména aktivaci rodiny Ctyf s G-proteinem spfazenych membranovych receptort
(GPCRs) A1, Aza, Azg a Asz. Subtypy Aza As maji inhibi¢ni efekt na aktivitu adenylyl
cyklazy (AC), naopak Aza @ Agg ji stimuluji a dochazi ke zménam hladiny cAMP®!,
Adenosin mize byt intracelularné produkovan hydrolyzou AMP nebo S-adenosyl-
homocysteinu (SAH) intracelularni 5'-nukleotidazou nebo SAH hydrolazou, nicméné

hlavnim mechanismem zpusobujicim vysoké hladiny extracelularniho adenosinu je
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ATP defosforylace zprostiedkovana ekto-nukleosidtrifosfat difosfohydroldzou CD39 a
5'-nukleotidazou CD73[%®!. Biodostupnost adenosinu zavisi na jeho transformaci
na inosin za pomoci adenosindeamindzy (ADA), kterd je pfitomna jak intracelularné,
tak extracelularn¢ a také na intracelularnim transportu nukleosidovymi transportéry
(NTs), jelikoz nukleosidy jsou hydrofilni molekuly a jejich pasivni transport pies
biologické membrany je omezeny. V buiice je adenosin bud'to fosforylovan na AMP,
nebo je degradovan na inosin adenosinkinazou a adenosindeaminazou. Tvorba
adenosinu je zavisld na metabolickém stavu buniky. U normélni zdravé buiky je
koncentrace extracelularniho adenosinu v nanomolarnim rozsahu, ale roste za podminek
vys$sich metabolickych pozadavkl a pfi nizkém piisunu kysliku, naptiklad patologické
stavy jako je epilepsie, ischemie, bolest, zanét nebo rakovina®. A v t&chto pripadech se
adenosin snazi ,,odvetné” napravit nerovnovahu mezi energetickymi pozadavky a

/[69]

dostupnosti*™ a ochranuje tkan a funkci organti zvySenim nebo rebalanci dodavky

..... [70]

Obrazek 3: Schematické znazornéni metabolismu adenosinu a adenosinovych receptorai™

% ADK ADA

AMP s Adenosine == |nosine

AMP ADA

A Adencsine == Inosine
cD73

A; a A; subtypy inhibuji aktivitu AC a indukuji stimulaci PLC. A; receptory také ovliviuuji K a
Ca?* kandly. Ao a A receptory stimuluji AC s ndaslednym zvysenim hladiny cAMP a A
receptory aktivuji PLC, coz vede ke zvySeni hladiny Ca**. Regulace PAK a PKC spousti
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signalizaci, ktera miize ovlivnit transkripci genii majicich viiv pri zanétech a bunécné regulaci,
napr. NFKB, CREB a HIF-1.

Zkratky: AC adenylylcykliza;, ADA adenosindeamindza;, ADK adenosinkindza; cAMP cyklicky
AMP; CREB ,,cAMP-responseelement-bindingprotein; HIF-1 hypoxicky inducibilni faktor;
NF-kB , nuclear factor” kB; NT nucleosidovy transportér, PKA proteinkinaza A; PKC
proteinkinaza C; PLC phospholipaza C.

Chemoterapie nukleosidovymi analogy je stale dulezitéjsi terapii mnoha
hematologickych a solidnich malignanci ¢i virovych onemocnéni. VétSina téchto 1éciv
je rozpoznavana nukleosidovymi transportéry urcujicimi farmakologické vlastnosti
1é¢iv ovlivnénim jejich biodostupnosti a nasledné odpovédi na 16¢bu > Terapeuticka
nukleosidova analoga napodobuji pfirozené nukleosidy tak, ze podléhaji stejnym
procesim vychytavani a metabolismu a jsou zaclenény do nové syntetizované
DNA/RNA, ¢imz dochazi k ukonceni syntézy a apoptéze. Nicméné pro spravné
pusobeni je zapotiebi funkénich NTs, ktera mohou byt v opacném piipadé zodpovédna

za toxicitu nebo rezistenci vigi 16¢ivu. 4!

3.2.1 Nukleosidovy transport

Nukleosidové transportéry jsou rozdéleny do dvou hlavnich skupin: ekvilibrativni NTs
(ENTs) a koncentrativni (CNTs). Byly identifikovany na zakladé molekularniho
klonovani a expresi cDNA kodujicich nukleosidové transportéry mnoha ZivocisSnych
druhi (savci, prvoci ¢i bakterie).[76'78]

Jsou znamy ¢tyfi lidské (,,human®; h) ENT podtypy: hENT1, hENT2, hENT3 a
hENT4 a tii CNT podtypy: hCNT1, hCNT2 a hCNT3.[®®) Specificky transportni
inhibitor nitrobenzylmerkaptopurin ribonukleosid (NBMPR) je schopen rozlisit hENTT,
zprostifedkovavajici ekvilibrativni NBMPR-senzitivni (es) transportni aktivitu od
hENT2, ktery zprostfedkovava ekvilibrativni NBMPR-insenzitivni (ei) transportni
aktivitu."*8%% vazodilatatni 16¢iva jako dilazep a dipyridamol jsou nenukleosidové
inhibitory hENTI i hENT2, ackoliv hENT] je az tfikrat citliv&jsi nez hENT2.5"#8 Oba
tyto pfenasece vyskytujici se prevazné na plazmatickych membranach akceptuji jak
purinové, tak pyrimidinové nukleosidy a hENT2 pfenasi 1 nékteré nukleobaze, napf.
hypoxanthin[sg]. Siroce selektivni hENT3 je ziejmé pienaseem intracelularnich

[81,90,91]

membran , zatimco hENT4 pfenasi adenosin a monoaminové neurotransmitery

pfes plazmatickou membranu v mozkové a srdecni tkani. hENT3 ani hENT4 nejsou
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citlivé vii¢i NBMPR, dilazepu ani dipyridamolu.®?**%1 hENT pienasede usnadiiuji
oboustrannou difuzi nukleosidii membranou na zakladé koncentracniho gradientu a

hENT3 a 4 vykazuji zvySenou aktivitu v kyselém pH, coZ by mohlo souviset s protony

spfazenym mechanismem. [61,93]

Obrazek 4: Struktury n€kterych inhibitorti nukleosidovych prenasect

NO,

OH
Sy o
s A N\\rN\/\OH o j\
NﬁjN» HO\/\N)l\N/ N HeCO Op°
Ay H LNJ

N

o HsCO  OCH,
HO OH
H;CO OCH
HO OH OCH33
NBMPR dipyridamol dilazep

hCNTs ptendseji nukleosidy na rozdil od hENTs proti koncentra¢nimu gradientu
spojenim vnitiniho transportu nukleosidii s vnitiné smérovanymi elektrochemickymi
Na* gradienty; hCNT3 je schopen transportu s protony sprazenym mechanismem.®®
Vsechny hCNTs jsou schopny transportovat uridin, ale ostatni nukleosidy pienasi
s rozdilnou selektivitou; hCNT1 preferuje pyrimidinové nukleosidy a adenosin, hCNT2

. , . . g 2 4
zase purinové nukleosidy a uridin!®%83.949%]

a hCNT3 je schopen transportovat purinové 1
pyrimidinové nukleosidy®. Pro hCNTs neni zndm 7adny selektivni inhibitor jako je
tomu u hENTSs, ale jejich funk¢énost miize byt inhibibovana ligandy adenosinovych
receptorﬁ[%] :

Ackoliv jsou hCNTs spisSe pienaseci plazmatické membrany, hCNT3 byl pozorovan
také v intracelularnich  kompartmentech prolymfocytickych bun¢k pacient

s lymfocytarni leukemiit®"!

a rovnéz u hENTs, pfevazné membranovych transportért, je
znam vyskyt 1 intracelularni. Spoluucast hENTs a hCNTs v jaternich buitkach mtZze byt
zadouci pro pfenos nové syntetizovanych nukleosidi do krve nebo také ,,zachranu*
nukleosid (ziskanych z potravy ¢i z degradace nukleovych kyselin) napft. pfi poskozeni
jater. 189

ENTs a CNTs jsou strukturné neptibuzné rodiny proteint. Napi. hENT3 je z 29% a

hENT4 z 18% identicky s hENT1P, naproti tomu hCNT2 a hCNT3 jsou identické
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ShCNT1 z 72% a 48%, resp.®>® D3 se ocekavat, 7e strukturni rozdily
nukleosidovych 1é¢iv maji vliv na rozdilnou permeacni selektivitu riznych typt NTs.
Také rozdily ve vyskytu a cCetnosti vyskytu ve vSech typech tkéni hraji roli
v odlisnostech distribuce 1éciva v tkénich, coz v koneéném dusledku ovliviiuje
farmakokinetiku a toxikologické vlastnosti. A ackoliv vétSina protinadorovych
nukleosidovych 1é¢iv pisobi na spole¢né intracelularni cile, kazdé také zvlast’ vykazuje
specifické interakce vedouci k rozdiliim v aktivité u mnoha malignanci.[73]

Rozdilné subtypy NTs poskytuji rozdilnou selektivitu propustnosti nukleosidovych
protinddorovych a antivirotickych 1éciv. Gemcitabin™®, Cytarabin[loz], 4'-thio-(p)-D-
arabinofuranosyl cytosint®! cladribin®, fludarabin™®! a 5'-deoxy-5-fluorouridin
(metabolit capecitabinu)!*®! jsou transportovany hENT1. hENT2 a rENT2 (,rat“, r)
vykazuji vys$i uCinnost transportu antivirotickych 3'-deoxy-nukleosidi jako je
zidovudin (AZT, 3'-azido-3'-deoxythymidin), zalcitabin (ddC, 2',3'-dideoxycytidin) a

[108]

didanosin (ddl, 2',3-dideoxyinosin).'”! hENT2 pienasi gemcitabin'®, cladribin a

clofarabin’®. hCNT!1 se Ggastni transportu gemcitabinu s vysokou afinitou [101,109] 5
transportu cytarabinu, lamivudinu a 5'-deoxy-5-fluorouridinu s niz§i afinitou 20114,
Ackoliv didanosin a cladribin vykazuji dobrou prichodnost pifes rCNT2, ptes hCNT2,
jenz transportuje fludarabin a clofarabin, je jejich transport omezent%*112-114 hCNT3
disponuje SirSim rozsahem selektivit vi¢i nukleosidovym analogim nez hCNTI1 ¢&i
hCNT2 a je schopen transportu jak pyrimidinovych (5-fluorouridin, 5'-deoxy-5-
fluorouridin, gemcitabin, zebularin), tak purinovych (fludarabin, cladribin, clofarabin)
nukleosidovych 1€¢iv s vysokou Ui€innosti [85,104],

Jakmile je 1éCivo transportovano do buiiky pomoci ENTs nebo CNTSs, je
fosforylovano  nukleosidkindzami  (deoxycytidinkindza, = deoxyguanosinkindza,
thymidinkin4dza) a nékterd analoga mohou podléhat degradaci deaminaci za katalyzy
adenosindeamindz nebo cytidindeamindz. Ne&které cytoplazmatické 5'-nukleotidazy
antagonizuji nukleosidkindzy tim, Ze defosforyluji monofosforylované nukleosidové
derivaty, které jsou jinak dale fosforylovany 5'-nukleosidmonofosfatkinazami a 5'-
nukleosiddifosfatkindzami. Zaclenéni aktivniho derivatu ve formé trifosfatu s 3'
modifikaci do DNA a RNA mize vést k bunécné smrti. Neékterd cytotoxicka
nukleosidovd  lé¢iva mohou  vykazovat nepfimou  cytotoxicitu  inhibici
ribonukleotidreduktazy, coz sniZzuje produkci 5'-deoxynukleosid difosfati (dNDPs).
Snizené mnozstvi pfitomnych dNDPs ¢asto zvySuje zaclefiovani derivati ve formé 5'-

deoxynukleosid trifosfati do struktury DNA .
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Nukleosidovymi pienaSeci zprosttedkovany bunéény transport je pro mnoho lé¢iv
pocatecnim krokem K jejich piisobeni. Vysoka rychlost proliferace nadorovych bunék je
spojena s vysokou hladinou es (napf. hENT1) transportni aktivity!”™. Vyskyt hENTI byl
s vyuzitim anti-hENT1 monoklonalnich protilatek pozorovan vice u bunék nadoru prsu
nez u normélnich bungk!™ a snizena exprese hENT1 mRNA byla spojena s niz§im
rizikem recidivujici akutni myeloidni leukémie u pacientii 1éSenych cytarabinem!%%,
Teorie, ze hENT1- zprostfedkovany nukleosidovy transport je urcujici pro odpoveéd’
organismu na lécbu byla také potvrzena u pacientli s adenokarcinomem slinivky biisni,
kde u téch pacientt, u kterych byla detekovana vyssi hladina proteinu hENTI1, byla
popsana delsi doba pfeziti neZ u pacientli s nizkou hladinou hENT1M®. Zavedeni
hCNT2 do NT-deficientni bunééné kultury akutni lymfoblastické leukémie (CEM)
pomoci transferu genu obnovilo citlivost bunék vici fluoropyrimidinovym
nukleosidovym 16¢ivim™”. Nicméné samotna role nukleosidovych prenasect (NTs)
neni dostatecné urcujici a je nutno brat v vahu i dalSi proteiny metabolizujici
nukleosidy, které spolupracuji a dohromady urcuji citlivost rakovinné builkky na

1écbul™,

3.2.2 Nukleosidova analoga K terapii proliferativnich onemocnéni

Nukleosidovd analoga a nukleobaze jsou farmakologicky rozmanitd skupina
cytotoxickych sloucenin, antivirotickych latek a imunosupresivnich molekul. 8]
Cytotoxickd nukleosidova analoga jsou antimetabolity, jez interferuji se syntézou
nukleovych kyselin a zaflenénim do struktury ¢i zménou DNA a RNA, interakcemi
s enzymy zapojenymi do syntézy nukleovych kyselin nebo modifikaci metabolismu

fyziologickych nukleosidii vykazuji svou toxicitu v bufice.!

3.2.3. Analoga purinovych nukleosidu

3.2.3.1 Thiopuriny

Merkaptopurin a thioguanin jsou analoga hypoxanthinu a guaninu. Aby mohly byt
biologicky aktivni, je nutnd jejich fosforylace hypoxanthin-guanin fosforibosyl-
transferdzou za vzniku thioinosinmonofosfatu a thioguanosinmonofosfatu. Ty jsou dale

pfevedeny na trifosfity, které mohou byt zalenény v syntéze nukleovych
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kyselin®®21 - Katabolismus merkaptopurinu a thioguaninu vede ke vzniku kyseliny
thiomocové a kyseliny mocové za pomoci Xxanthinoxidazy. Hlavnim divodem
cytotoxického ucinku thiopurinti je inkorporace jejich trifosfati do nukleovych kyselin,
které interferuji s funkci DNA-polymeraz, ligdiz a endonukle4dz. Paradoxn¢ ale vyssi
davka vede ke snizeni uc€inku, jelikoz zaclenéni merkaptopurinu do struktury DNA
muze byt snizeno, kdyZ je celkova syntéza DNA inhibovana nedostatkem purinﬁ[m].
Dale ale mohou pusobit také inhibici enzymt 5-fosforibosyl-1-pyrofosfat,
amidotransferaza, IMP dehydrogenaza nebo ribonukleotidreduktaza, které jsou
zapojeny do de novo syntézy purini. Thiopuriny jsou dilezita 1é¢iva akutnich leukémii.
Denni davka pii 16¢b& détské akutni lymfoblastické leukémie je okolo 75 mg/m?
merkaptopurinu™®!, nebo 50 mg/m? thioguaninu™®¥. K 1é¢b& akutni myeloidni
leukémie se vyuziva thioguanin v kombinaci s daunorubicinem a cytarabinem
(DAT)[125]. Nejbeéznéjsim toxickym efektem thiopurinovych 1é¢iv je deprese kostni
dien¢ a allopurinol se nékdy pridava k1é€bé merkaptopurinem k prevenci

hyperurikémie a urikosurie, které nasleduji po uhynuti leukemickych bungk.M!

Obrazek 5: Struktury thiopurinovych derivati

H
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HN N N N
) R
HZN)\\N N kN N
H H

thioguanin 6-merkaptopurin

3.2.3.2 Starsi a novéjsi purinova analoga

Mezi star$i PNAs se tadi fludarabin (2-fluoro-9-(p-D-arabinofuranosyl)adenin; FA),
cladribin (2-chloro-9-(2'-deoxy-f-D-ribofuranosyl)adenin; 2-chloro-2"-
deoxyadenosine; 2-CdA), a pentostatin (2’-deoxycoformycin; (8R)-3-(2-deoxy-p-D-
erythro-pentofuranosyl)-3,4,7,8-tetranydroimidazo[4,5-d][1,3]diazepin-8-ol; DCF).
Tato analoga, podobnd vzajemné svou chemickou strukturou, jsou transportovana do
cilové buniky pomoci nukleosidovych transportérii, fosforylovana deoxycitidin kinazou
(dCK) a defosforylovéna 5 -nukleosidazou (5'-NT).'?%?] Hlaynim vysledkem jejich
pusobenti je vyvolani apoptdzy bunky a ucinek je Casto posilen kombinaci cytotoxickych

l1é¢iv navzajem ¢i S monoklondlnimi protilétkami.[128’129] DCF s 2-CdA se vyuZzivaji
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k 166b& leukémie vldsenkovych bungk (subtyp chronické lymfoidni leukémie)*®, FA
s 2-CdA k1écbe chronické lymfocytické leukémie a také non-Hodgkinovych lymfomu
(NHL) T- a B-lymfocyta™™* a tato kombinace PNAs pomahé také pacientiim trpicim
Waldenstromovou makroglobulinemii a kutdnnim lymfomem T-lymfocytﬁ[ls‘r"m].
Nov¢jsimi PNAs jsou nelarabin (6-methoxy-9-(p-D-arabinofuranosyl)guanin; pro
ara-G), forodesin (7-(3,4-dihydroxy-5-hydroxymethylpyrrolidin-2-yl)-3,5-
dihydropyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-on; BCX-1777, immucillin H) a clofarabin (2-
chloro-9-(2"-deoxy-2 -fluoro-g-D-arabinofuranosyl)-adenin;  CAFdA).1*®¥!  CAFdA
vykazuje pozitivni U€inky u akutni myeloblastické leukemie (AML), akutni
lymfoblastické leukemie (ALL), chronické myelogenni leukemie ve fazi blastu (CML-
BP) a myelodysplastického syndromu (MDS).[139'141] Nelarabin je prolécivo 9-4-D-

arabinofuranosylguaninu (ara-G)!*#>*44

, jenz je selektivné toxicky vii¢i zralym T-
lymfocytim a nezralym T-lymfoblastim. B-lymfoblasty nebo NK (natural killer) buniky
jsou vici ara-G rezistentni.  Forodesin je inhibitorem purinnukleosidfosforylazy
(PNP)54€1 3 hisobi pozitivnd pii chronické lymfoblastické lekukémii, NHL B-

lymfocytt a T-lymfocyti.

Obrazek 6: Chemicka struktura analog purinovych nukleosida
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Fludarabin vyuzivajici se k1éébé CLL a dalSich lymfoidnich malignanci je
V nepozmeénéné formé neaktivni kvuli nizké rozpustnosti. Proto komeréné dostupnou
variantou je jeho ,,prodrug™ ve form¢ 5'-monofosfatu (FA-MP). Jakmile je dopraven do
buniky, musi byt pifeveden deoxyguanosinkinazou (dGK) nebo deoxycytidinkindzou
(dCK) na 5'-trifosfat, biologicky aktivni formu fludarabinu.**! Cladribin, rezistentni

o . ., [148,149
vii¢i  adenosindeaminazel 1

vyzaduje intracelularni fosforylaci k ziskani
cytotoxické aktivity a jako fludarabin je také pomoci dCK pfeveden na 5'-trifosfat a
vV této form¢ je akumulovan v buiice™®. Nasledné dochazi k negativnimu ovlivnéni
prabéhu celého bunééného cyklu poklesem syntézy DNA, bud’to zaclenénim analoga do
struktury DNA, inhibici DNA-polymeraz, inhibici schopnosti buriky opravit svou DNA
nebo kumulaci ¢asti poSkozenych DNA fetézcl. Cladribin také inhibuje aktivitu
ribonukleotidreduktidzy, coz vede ke vzniku nerovnovdhy v mnozstvi ptitomnych
deoxynukleotid trifosfatii a aktivaci endonukleaz."****"! Clofarabin kombinuje nejlepsi
farmakokinetické vlastnosti fludarabinu a cladribinu a zaroven je snizen potencial

(1521541 Vykazuje zvySenou rezistenci k deaminaci a

toxicity zéavislé na davce.
fosforolyze nez fludarabin a cladribin a i clofarabin je po dosazZeni intracelularniho
prostoru bunky pieveden pomoci dCK na 5 -trifosfat.™* Nelarabin (2-amino-9-4-D-
arabinosyl-6-methoxy-9H-guanin, GW506U78) je desetkrat Iépe rozpustnym
prolé¢ivem 9-f-D-arabinofuranosyl-guaninu (ara-G) a v krvi dochazi k demethylaci
adenosindeamindzou za vzniku ara-G. Aktivnim metabolitem v tomto piipadé neni
trifosfat, nicméné k fosforylaci dochézi pomoci dCK nebo dGK za vzniku cytosolické ¢i
mitochondrialni ara-GTP, resp.. Ara-G kompetuje s deoxynukleosidy jako substrat pro
zaclenéni do struktury DNA DNA-polymerélzami.[156'159] V 1. fazi klinického testovani
tento derivat vyvolal u 54% pacientt s malignancemi T-lymfocytl ¢aste¢nou nebo

.[160]

uplnou remisi*™ " po jednom nebo dvou cyklech 1écby. Byla pozorovana také na dévce

[ Forodesin, inhibitor

zavisld neurotoxicita s malou klinickou myelosupresi.
purinnukleosidfosforyldzy (PNP), je V nepfitomnosti PNP intracelularné rovnéz
fosforylovén za ptitomnosti dCK ¢i dGK na dGMP formu, a ta je poté pomoci mono- a
difosfokinaz pievedena na aktivni dGTP formu.'®  Purinnukleosidfosforylaza
katalyzuje fosforolyzu purinovych nukleosidi vedouci ke vzniku piislusnych bazi a a-
D-riboza-1-fosfata. 163164 7 popisu vzacnych forem imunodeficienci u déti, jimZ chybi
tento enzym, vyplyva jeho dilezitost pro celistvost imunitniho systému. PNP-
deficientni pacienti maji nizky pocet T-lymfocytl, coz vypovida o dulezitosti PNP pii

tvorbé téchto bundk.®?%) Nicméng inhibitory PNP mohou pomoci u onemocnéni

25



zpusobenych nespravnou funkci T-lymfocytl, napt. T-lymfocytarni leukémie, psoridza,
revmatoidni artritida ¢i pfi odmitavé reakci organismu u transplantaci.[168’169]
Adenosinova analoga 8-chloro-adenosin a 8-amino-adenosin redukuji syntézu
RNA a indukuji bunéénou smrt snizenim intracelularni koncentrace ATPIO g
amino-adenosin indukuje redukci syntézy RNA i DNA a 8-chloro-adenosin se nachazi
v . fazi klinického testovani u pacientii s CLL a zamé&fuje Se spiSe na redukci syntézy
RNA s preferenci mRNAIM4 - Agkoliv tato snizend syntéza mRNA vede ke snizené
expresi tfady proteinti, cytotoxicita tohoto derivatu je pfipisovana sniZzené expresi
HGF/MET receptoru (u bunék myelomu) a cyklinu E (u bunék rakoviny prsu)[175'176].

8-chloro-adenosin trifosfat také inhibuje polymerizaci aktinu a aktivitu topoizomerazy
[|277.178]

3.2.4 Pyrimidinova nukleosidova analoga a nukleobaze

3.2.4.1 Derivaty deoxycytidinu

Cytarabin (1-p-D-arabinofuranosylcytosin, ara-C), analog deoxycytidinu, je pouzivan
k 1é¢bé hematologickych malignich onemocnéni bez aktivity na nadory solidni. Je to
jedno z nejaktivnéjsich 1é¢iv akutni myeloidni leukémie. Bézné denni davky 100-200
mg/m® vedly ke kompletni remisi (30% pripadd), pfi podani cytarabinu
s anthracyklinem se procento zdvojnésobilo.[llg] Jakmile se toto lé¢ivo dostane do

buniky, rychlost limitujicim krokem intracelularniho anabolismu je konverze na

[179]

arabinosyl CMP deoxycytidin kinazou Cytarabin se degraduje na netoxicky

metabolit uracil arabinosid cytidin deamindzou a arabinosyl CMP muize byt

.[180]

defosforylovan cytoplazmatickymi 5'-nukleotidazami'™ . Cytotoxicita cytarabinu je

zplisobena piimou inhibici DNA-polymerdaz a zaclenénim do DNAMEH, Vedlej$imi

ucinky cytarabinu jsou leukopenie (granulocytopenie), thrombocytopenie, nevolnost a
zvraceni, ztrata vlast, bolesti hlavy, dysartrie, letargie a dal§i™®?.

Gemcitabin (difluorodeoxycytidin, dFdC) ptsobi na solidni nadory, vykazuje
aktivitu vii¢i nadorim slinivky bfisni, prsu, plic a vajecnikd a jelikoz je mnohem
lipofiln€j8i neZ cytarabin, je lepSim substratem nukleosidovych membranovych
pfenase¢u a také ma vétsi afinitu k deoxycytidin kindze. Tyto vlastnosti dodavaji
gemcitabin trifosfatu schopnost u¢innéjsi akumulace a delsi retence v nddorové burice, a

([183]

tim také vyssi GCinnost™ 7. Gemcitabin pusobi pfimo zaclenénim do DNA/RNA i
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nepiimo inhibici ribonukleotid reduktézy[184]

, tedy blokaci de novo syntézy DNA.
Aktivita gemcitabinu se potencuje, jakmile dojde ke sniZzeni koncentrace pfirozenych
nukleosidii (hlavné dCTP), je zvySena jeho inkorporace do DNA a také se zvysi tvorba
gemcitabin difosfatu a trifosfatu. Nizkd bunécnd koncentrace dCTP také snizuje
metabolickou  clearance  nukleotidii  gemcitabinu  deoxycytidin  monofosfat
deaminazou!®*%, Vysoka koncentrace gemcitabin trifosfatu piimo inhibuje dCMP
deaminazu a CTP syntetézu[187‘188].

Troxacitabin (BCH-4556; (-)-2-(S)-hydroxymethyl-4-(s)-(cytosin-1'-yl)-1,3-
dioxolan; p-L-dioxolan cytidin) je analog deoxycytidinu vykazujici protinadorové
aktivity jak u leukemii, tak u malignich epitelidlnich onemocnéni. Na rozdil od
ostatnich nukleosidovych analog transportovanych do cilové buiiky nukleosidovymi
pfenaSeCi vstupuje troxacitabin do intracelularniho prostoru piedevsim difuzi.[*®
Troxacitabin je rezistentni vi¢i deaminaci cytidin deaminazou a uvniti buiiky podléha
transformaci na trifosfat deoxycitidinkinazou, dale dojde k inkorporaci do struktury
DNA a ukondeni fetézeel™®. Ve II. fazi klinického testovani (2007) byl troxacitabin
podavan 34 pacientﬁm[lgl] S lymfoproliferativnim onemocnénim nebo mnohocetnymi
myelomy intraven6zné po dobu 4 tydnti. U vSech pacientli byl pozorovan nejméné jeden
vedlejsi ucinek, vaznymi vedlej§imi GCinky trpélo 62% pacienti. Doslo k tfinacti
umrtim, ale ani jedno neni pfipisovano piimo troxacitabinu. Stabilizace onemocnéni
byla u 44% pacientli, ovSem caste€nou odpoveéd na l1é€bu méli pouze dva pacienti
(13%), jsou proto nutné dalsi studie a modifikace davkovani.

Tezacitabin (MDL-101731, KW-2331, FMdC, (E)-2'-deoxy-2'-
(fluoromethylen)cytidin) je fosforylovan na aktivni metabolity deoxycytidin kinazou a
také podléhd deaminaci cytidin deaminazou. Po zaclenéni do struktury DNA zabratuje
tezacitabin trifosfat vazbé dalSich nukleotidi DNA-polymerazou. Tezacitabin difosfat

192,1 . ,
[192198] 2 ma také

inhibuje ribonukleotid reduktazu, pro coz byl pivodné navrzen
antiangiogenni uc¢inek, coz bylo pozorovano u mysich nadorovych xenograftﬁ[194]. VI
fazi klinického testovani (2002)1%] byl podavan pacientim s refrakternimi solidnimi
nadory, vysledkem bylo obecné¢ dobré pfijeti 1écby. Na déavce zavisla myelotoxicita
(pfedevSim neutropenie) byla dominantnim toxickym ucinkem. Dévkovani urcené

pro 1. fazi klinického testovéani bylo 4 mg/m? denné po dobu pé&ti dni, intravenozné.
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Obrazek 7: Chemicka struktura analog pyridinovych nukleosidu
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CNDAC ((1-(2-kyano-2'-deoxy-(B)-D-arabino-pentofuranosyl) cytosin) byl ptivodné
syntetizovan jako analog cytarabinu schopny, diky nukleofilnimu ataku kyano skupiny,
indukovat zlomy fetézce DNA po své inkorporaci do DNA. CNDAC 1 jeho ordln¢
dostupny derivat sapacitabin vykazuji znanou aktivitu na lidské nadorové xenografty
in vivo. Klinické testovani faze I a II samotného sapacitabinu ¢i v kombinaci s jinymi
protinadorovymi 1é¢ivy probihalo u pacientll s CLL, AML, rakovinou plic a rozsdhlymi
[196] g4

solidnimi nadory

diagnostikovanou AML.1*%]

¢zejni testy III. faze byly zapocaty na starSich pacientech s nové

Na zékladé€ zjisténi, Ze purinové i1 pyrimidinové cyklopentenylové derivaty vykazuji
biologickou aktivitu, byl pfipraven fluoro-cyklopentenyl-cytosin (RX-3117)81 Tato
latka disponuje cytotoxickou aktivitou in vitro i protinadorovou aktivitou in vivo. Jedna
se o substrat nukleosidovych ptenasecu a pied zaClenénim do struktury DNA/RNA je
rovnéz fosforylovan cytidin kindzou a také inhibuje DNA methyltransferazu 1.1299]

T-araC (OSI-7836, 4'-thioaracytidin, thiarabin) je na cukerné ¢asti modifikovanym

nukleosidem s protinddorovou aktivitou zjisténou ve fazi I klinického testovani
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(2006)1°%. Jeho aktivita je pFipisovéana del3i intracelularni retenci aktivniho metabolitu

V porovnani s Cytarabinem_[2°1'202]

3.2.4.2 Derivaty fluoropyrimidinu

Fluorouracil (nukleobaze) a floxuridin (nukleosid) maji ucinky na rakovinu tlustého
stteva, prsu, hlavy a krku. Aktivace fluorouracilu je podminéna konverzi na floxuridin
monofosfat, fluorouridin trifosfat ¢i floxuridin trifosfat. Floxuridin monofosfat inhibuje
pfimo thymidylat syntdzu, ktera katalyzuje reduktivni methylaci deoxyuridin
monofosfaitu na deoxythymidin monofosfat Vv pfitomnosti kofaktoru 5,10-
methylentetrahydrofolatu. Deoxythymidin monofosfat je dale fosforylovan a pouzit pti
syntéze DNA. Nicmén¢ po vazbé floxuridin monofosfatu k thymidylatsyntaze je tento
enzym blokovan v ternarnim kovalentnim komplexu (thymidylatsyntdza, floxuridin
monofosfat a folat) a dokud je tento komplex stabilni a thymidin nukleotidd je
pfitomnych velmi maélo, je inhibovdna syntéza DNA, dokud neni pfipraven enzym
novy. Inhibice thymidylat syntazy vede k rapidnimu sniZeni koncentrace deoxythimidin
trifosfatu a expanzi dUMP, jenzZ je pfeveden na dUTP a ten také mize byt zaclenén do
DNA a nésledné ,,vyfiznut* uracil-DNA glykosidazou.”®® Toto vede ke vzniku jedno-
¢i dvouretézcovych DNA zlomt a apoptoze. Fluorouracil je také zaclefiovan do RNA
(vice nez do DNA) a ovliviiuje tak transkripci, intracelularni distribuci a translaci.[?%
Ke zvySeni uc¢innosti fluorouracilu je mozno jej podavat spolecné s kyselinou listovou,
ktera sama o sob¢ toxicka neni, podporuje vSak cytotoxicitu fluorouracilu zvysSenim
tvorby ternarniho komplexu. Byly vSak zjiStény zvySené vazné gastrointestinalni
vedlejsi ucinky, je proto dulezité dbat na spravné davkovanil?®!.

Mezi nové oralné dostupné fluoropyrimidinové nukleosidy patii napt. capecitabin,
ktery po poziti prochazi ptes stievni sliznici a je rychle metabolizovan na 5'-deoxy-5-
fluorocytidin a 5'-deoxy-5-fluorouridin. Fluorouracil je generovan nasledn¢€ za pomoci
thymidin fosforylazy, jejiz pfitomnost je zndma u nadorovych bunék ve vEétsi mife, nez
u bunck zdraV}’/ch[ZOG]. U metastatické rakoviny tlustého stfeva plisobi capecitabin stejné
dobie jako fluorouracil s kyselinou listovou, ale je méné toxicky®®”. Preklinicka
synergie kombinace capecitabinu a taxani se zdd byt zpusobena upregulaci

intratumoralni thymidin fosforylazy, indukovanou paclitaxelem a docetaxelem!®®®! a

29



vykazovala pozitivni ucinky ve fazi I klinického testovani u pacientli S metastatizujici
rakovinou prsu (capecitabin + 175 mg/m? paclitaxel nebo 100 mg/m? docetaxel)?%%),

Fluorouracil je primarn¢ katabolizovan dihydropyrimidin dehyrogenazou na inaktivni 5-
fluorodihydrouracil a inhibici tohoto enzymu lze zvysit aktivitu fluorouracilu jak ve
zdravych tak nadorovych buiikach. Bylo zjisténo, ze exprese tohoto enzymu souvisi
srezistenci  lidskych  nadorovych  mysich  xenografti  k fluorouracilu a

fluoropyrimidinovych nukleosidi®.

Obrazek 8: Struktury derivatt fluoropyrimidinu

FO FOA %x

fluorouracil floxuridin capecitabin

Eniluracil je ireversibilni inaktivator dihydropyrimidin dehydrogenazy, ktery pozitivné
ovliviuje vyuziti a biodostupnost fluorouracilu®.  Eliminace fluorouracilu
z organismu se tak posouva z metabolizace dihydropyrimidin dehydrogenazou na
renalni exkreci. U pacientli s metastatizujici rakovinou tlustého stieva se tak uc¢innost
oralné podavané kombinace fluorouracilu, eniluracilu a kyseliny listové (nebo bez ni)
jevi stejna jako intravendzné podand kombinace fluorouracilu a kyseliny listove!?*,
UFT je kombinace uracilu a ftorafuru (tegafur, prolécivo fluorouracilu) v molarnim
pomeéru 1:4. Ftorafur je transformovéan na fluorouracil diky jaternimu cytochromu P450
a uracil chrani fluorouracil pfed degradaci kompetitivni inhibici dihydropyrimidin
dehydrogenazy. Dochazi tedy ke zvySeni polocasu ,,zivota® fluorouracilu a tim také ke
zvySeni koncentrace a délky i ucinnosti jeho pﬁsobeni.[llg] Koncentrace plazmatického
fluorouracilu byla po ordlnim podani UFT obdobna jako po intravendéznim podani
ekvimolarntho mnozstvi fluorouracilu v infuzi®®. UFT skyselinou listovou dava
obdobné vysledky protinadorové aktivity jako intravenozné aplikovany fluorouracil

. : y X A sy o [214
s kyselinou listovou oviem s méné vaznymi vedlejsimi G&inky? .
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S-1 je kombinace ftorafuru se dvéma modulatory fluorouracilu: 5-chloro-2,4-
dihydroxypyridin a oxonat draselny (allantoxanat draselny ¢i draselné stl kyseliny 4,6-
dihydroxy-1,3,5-triazin-2-karboxylové). 5-chloro-2,4-dihydroxypyridin je potencialné
lepSim inhibitorem dihydropyrimidin dehydrogenazy nez uracil a oxonat draselny je
schopen selektivni inhibice fosforylace fluorouracilu v gastrointestindlni sliznici, ¢imz
je sniZzena véaznost prijmu, zpuisobeného ftorafurem. U potkanich xenograftovych
modeli byla tato kombinace selektivnéjsi v porovnani s fluorouracilem!?*.,

Trifluridin-tipiracil®® (TAS-102) je oraln& biodostupna kombinace cytotoxického
pyrimidinového analoga trifluridinu (5-trifluoro-2’-deoxythymidin, TFT) a inhibitoru
thymidin fosforylazy (TPI) tipiracil hydrochloridu v molarnim poméru 1:0,5 (TFT:TPI)
s potencialni antineoplastickou aktivitou k 1é¢bé metastatické rakoviny tlustého stieva
(schvalen FDA 2015). Po podéani dochézi k fosforylaci TFT na aktivni monofosfat TFT-
MP, jenz se kovalentn¢ vaze do aktivniho mista thymidylat syntdzy, ¢imz redukuje
koncentraci nukleotidi potifebnych k syntéze DNA pii replikaci. TFT ve formé
trifostatu miize byt zaclenén do struktury DNA, indukuje DNA fragmentaci a inhibuje
rist nddoru. TPI hraje roli pii inhibici thymidin fosforyldzy, ktera je dilezita
v metabolismu nukleotidd a dalSich procest, véetné angiogeneze, a také napomaha
zvySovat biodostupnost normalné kratkodob¢ ptitomnych antimetaboliti TFT ochranou
jeho degradace na inaktivni formu trifluorothymin. Tento synergenni efekt TAS-102
muze vysvétlovat cytotoxickou aktivitu na 5-fluorouracil rezistentnich nadorovych

bunék.

Obrazek 9: Dalsi struktury pyridinovych analog
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3.2.5 Strategie ke zlepSeni ucinnosti nukleosidovych 1é¢iv

vvvvvv

)[217]

odpoveéd a mocového méchyie byla potvrzena uc¢innost kombinace gemcitabinu a

cis-platiny, ktera je doporucovanou kombinaci k 1é¢bé pokrocilych onemocnéni a je
doxorubicin a cis-platina)!?*®l. Tolerabilita je zvyiena vyuzitim zdmény cis-platin
carboplatinou v kombinaci s gemcitabinem!?*®!. Také kombinace 1é&iv cilend na
mikrotubuly, jako jsou taxany s gemcitabinem, ukazuji slibné vysledky u pacienti

s rakovinou prsut?!

. K1é¢b¢ chronické lymfocytické leukémie je ucinna kombinace
fludarabinu a cyklofosfamidu'®*). U FLAG rezimu (kombinace fludarabinu, cytarabinu
a G-CSF) vede kombinace fludarabinu a cytarabinu k vét$i mife inkorporace cytarabinu
do struktury DNA??. Kombinace nelarabinu a fludarabinu je také Gdinnou a 1épe
tolerovanou 1é¢bou fludarabin-refrakternich indolentnich chorob!???],

Ke zlepSeni u¢inku nukleosidového 1é¢iva je také nutné zvysit jeho koncentraci
Vv bunikach pomoci aktivace ¢i inaktivace enzymu podilejicich se na jejich metabolizaci.
Vystaveni in vitro nadorovych bunék etoposidu vede ke zvyseni deoxycytidin kinazy,
coz je enzym aktivujici nukleosidova analoga. Také pacienti s AML jejichz blasty
exprimuji vice cN-ll 5'-nukleotiddzu maji hors$i progndézy nez pacienti s normalni
expresi tohoto enzymu, takZe inhibice enzymu by mohla zlepsit 1écbu cytarabinem[lso].
Také pfidani hydrofobni skupiny k nukleosidovému lé¢ivu za vzniku proléciva
Stépeného esterazami, které je schopno projit cytoplazmatickou membranu difuzi, je
pfistup ke zvySeni koncentrace v buiicel?.
Samoziejmé& také uplné pochopeni mechanismu NTs je nutnosti pro zlepSeni

transportu nukleosidovych 1é¢iv do bunécného cile.

3.3.6 Rezistence

Lékova rezistence je redukce efektivity 1€€by onemocnéni a diivodl a zptsobt jejiho
vzniku je mnoho. Mezi hlavni mechanismy vzniku rezistence patii inaktivace c¢i
modifikace lé¢iva, zména cilového vazebného mista (napf. u enzymi), zména
metabolické drahy, do které ma léCivo zasahovat, pfipadné snizend akumulace 1é¢iva

v buiice??,
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Membranové transportéry

Pro uspésnou léCbu je zapotiebi dostatecné mnozstvi funkcnich nukleosidovych
prenasecu. Bylo provedeno mnoho studii s kulturami NT-deficientnich buné¢nych linii,
které vykazovaly vysokou rezistenci viici 1é¢bé nukleosidovymi analogy[lol]. O vyskytu
hENT proteinti se hovoii jako o urcujicim faktoru pro farmakologickou aktivitu ¢i
rezistenci 1éc¢iv, jelikoz jejich vyskyt se 1i$i druhem nadoru, napf. v riiznych typech non-
Hodgkinovych lymfomii a nadorech prsu lze nalézt rozdilné mnozstvi téchto proteint a
mohly by pifedpovédét, zda bude pacient k chemoterapii nukleosidovymi 1éCivy
rezistentni nebo nikolivi*?® a jelikoz hENT1 i hENT2 jsou obousm&rmné a na
koncentraci zavislé transportni proteiny, je dal$im moznym mechanismem rezistence
eflux nukleosidovych 1é¢iv. Jakmile se nukleosidové 1é€ivo dostane do intracelularniho
prostoru, dalSimi ,,pfekdzkami“ jsou intracelularni NTs. Naptiklad mitochondridlni
hENT1 u bunéénych kultur zplsobil vyssi cytotoxicitu 1é¢iva vici mitochondrifm™*,
ale naopak u pacientl s chronickou lymfocytickou leukémii s vy$si hladinou hCNT3
mRNA byla pozorovéna slabsi odezva na 1écbu fludarabinem, coz vedlo k nazoru, ze
rezistence k fludarabinu mutze byt zavisla na intracelularnim umisténi hCNT3
proteinu[97]. hENT3 protein, detekovan v lysosomalnich membranach, ukazuje moZznost
rezistence zpusobenou akumulaci a degradaci nukleosidovych 1é¢iv v intracelularnich

kompartmentech nadorovych bunek®Y,

Deoxycytidin kinaza (dCK)

Tento enzym je rychlost urcujici katalyzator prvotni 5'-fosforylace deoxycytidinu na
dCMP a mnoha nukleosidovych analog na jejich pifsluiné monofosfaty??’ 2%l Aktivita
tohoto enzymu je vysoka i u klidovych buné¢k, kde je potfeba opravovat poskozenou
DNA. V pfipad¢, ze se buikka nachdzi v S-fazi, je aktivita enzymu mnohonasobné
vy$$1.2%%3 U riizngeh bundenych linii rezistentnich k nukleosidovym analogiim byla
prokdzéna aktivita dCK velmi mald az 7adna!®*®". Transfekce dCK-deficientnich
nadorovych linii genem dCK obnovilo in vitro senzitivitu vici ara-C[#38:2%], Nejvyssi
aktivita dCK byla pozorovéna v buiikach kostni dfen¢ a lymfoidnich tkani, u nichz také
aplikace nukleosidovych analog vedla k nejvétSim lispéchﬁm[24o‘24l]. U détskych
ALLPZ228] - oM 244249] lymfoproliferativnich onemocnéni?*®! byla pozorovéna
snizend exprese dCK genu nebo vyznamné snizeni aktivity enzymu, coz je jeden

Z mechanismi vzniku rezistence k ara-C, fludarabinu a 2-CdA, ovSem néktefi autofi
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nenalezli zddny vztah mezi aktivitou dCK a klinickym piisobenim nukleosidovych

anal 09[247,248]_

Deoxyguanosin kinaza (dGK)

Je to enzym zodpovédny za fosforylaci purinovych deoxynukleosidi u savéich bunék,
vykazujici  Sirokou  substratovou  specificitu  v0¢i  pfirozenym  purinovym
deoxynukleosidim stejné¢ jako k nukleosidovym analoglim, napft. ara-G ¢i 2-CdA*
252 Pfevazné se vyskytuje v mitochondriich®?, kde v matrix odpovida za fosforylaci
deoxynukleosidii a jejich analog a poskytuje tak dNTP pro syntézu DNA[Z#+257],
Cytoplazmatickd dGK zase dodava purinové deoxynukleotidy pro jadernou syntézu

DNA pii replikacich a opravé[258]. Zda inaktivovany enzym ovliviluje rezistenci vici

nukleosidovym analoglim, neni zcela znamo.

5'-nukleotidaza (5'-NU)

5-NU defosforyluje nukleosid monofosfaty a cytotoxické mononukleotidy hydrolyzou
esterové vazby mezi 5'-uhlikem a fosfatovou skupinou. Funkce tohoto enzymu je
opatna nez dCK. Dvé skupiny téchto enzymi se podileji na rezistenci bunék
k nukleosidovym analogiim: cytosolické a membranové 5'-NUs. Membranova, neboli
»ecto-5'-NU* je znama také jako CD73 a u akutnich leukémii je hodné
exprimovéna[259’26o]. Fyziologicka funkce CD73 je pfevod extracelularnich nukleotidi
na nukleosidy schopné prichodu bunéfnou membranou transportnimi proteiny.
Nicméné zatim nebyl identifikovan Zadny vétsi vliv tohoto enzymu na klinickou

rezistenci pacientll k 1é¢bé nukleosidovymi analogy[%l].

Cytidin deaminaza (CDD)
CDD Kkatalyzuje inaktivaci cytidinu na uridin a deoxycytidinu na deoxyuridin a

deaminuje také ara-C a gemcitabin!?®%

, coz bylo doloZeno také studiemi na mySich
fibroblastech a hematopoetickych buiikach, do nichz byl transfegovan lidsky gen pro
CDD a vysledkem byla 1¢kové rezistence vici ara-C a gemcitabinu?®*?®°, V/ klinickém
meéftitku byla zjiSténa spojitost mezi vyssi hladinou aktivity CDD a 1ékové rezistence u
pacientt AML [245,266-268] ' picméné Tattersal et al. nenalezl zadny vztah mezi zvySenou

hladinou CDD a rezistenci v terapii AML pacientﬁ[244]

. Strukturni analyzou byl
korelovan polymorfismus kodonu 27 genu CDD s rozdilnymi stupni deminace ara-C in

vitro®!, Nicméné tato strukturni aberace ziejm¢e nehraje hlavni roli v pozorovanych
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rozdilech aktivit CDD u pacientl ara-C-senzitivnich a ara-C-rezistentnich. Byla ovSem
pozorovana vyznamna korelace mezi mnozstvim CDD mRNA a aktivitou CDD enzymu
u AML blasttl, z cehoz vyplyva, ze rozdily v aktivit¢ CDD vychazeji z rozdilné genové

exprese spise, nez z aberaci genu CDD?%®!,

Koncentrace dCTP
Mnoho buné¢nych linii a AML blasta s vysokymi hladinami dCTP prokazovalo ara-C

rezistencil?’%-?72 [244]

. dCTP inhibuje aktivitu dCK, coz snizuje fosforylaci ara-C
allostericky aktivuje enzym katabolismu CDD®" a kompetuje s ara-CTP pfi moznosti
zacClenit se do struktury DNA[?7:274] Byla také zjisténa schopnost dCTP, v dostatecné
vysoké koncentraci, obejit ara-C zpuspenou DNA terminaci a pokracovat v elongaci
fetézce 1 se zaclenénym ara-C"®l, dFd-CTP také kompetuje s dCTP o zaclenéné do

struktury nukleové kyseliny DNA-polymerazou?’®.

Ribonukleotid reduktaza

Ribonukleotid reduktdza je slozend ze dvou neidentickych proteini R1 a R2. R1
obsahuje vazebnd mista pro substrat a efektor a je pfitomen béhem celého bunécného
cyklu u proliferujicich bunék. Protein R2 je dimer obsahujici nehemové Zelezo a volné
tyrosylové radikaly nutné pro reduktazovou aktivitu. Jeho exprese je specificka pro S-
fazi bunééného cyklu a u klidovych bunék neni detekovana R1 mRNA ani R2
MRNA.?71 Naptiklad Goan et al. publikoval jako vysvétleni rezistence lidskych KB
nadorovych bunéénych linii na gemcitabin pravé vysokou miru exprese R2

podjednotky!?’!.

DNA-polymerazy
Inhibice DNA-polymerazy a obecné syntézy DNA je hlavnim cilem ptsobeni vétSiny

nukleosidovych analogl?’®%%

, ovSem ne vSechna pisobi stejnou meérou. DNA-
polymeraza o se zda byt citlivéjsi k ara-CTP nez DNA-polymeraza B[Zgl] a F-ara-ATP
neni potencidlnim inhibitorem DNA-polymerédz 3 a y ¢i DNA-priméz[282‘283]. Nadmérna
exprese DNA-polymeraz mize byt vyznamnym faktorem vedoucim k rezistencit®*,
Také bylo popsano, ze citlivost DNA-polymerazy o k ara-CTP a F-ara-ATP byla nizsi u
blastocytit ALL pacientli neZ u bunék ziskanych od AML pacientd, z ¢ehoz byl vyvozen
zaveér, ze DNA-polymerdza o u pacientd trpicich ALL ma niz$i afinitu k lécbé

nukleosidovymi analo gy[285].
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Defektivni mechanismy bunééné smrti a p53 exonukleazova aktivita

Poskozeni DNA zplsobené nukleosidovymi analogy indukuje expresi p53, coz vede
k indukci proapoptotickych molekul a redukci antiapoptotickych proteinﬁ[286‘288]. Toto
vede ke vzniku apoptozy?®*?°), B-CLL a AML pacienti s mutacemi genu p53 vykazuji
rezistenci ¢i slabsi odezvu k fludarabinu, 2-CdA a ara-C?°+2%4_ j50u ale autori, ktefi u
t&chto onemocnéni nepozoruji 7adny vliv abnormalit genu p53%%*?®! Dalsimi geny
regulujicimi apoptozu jsou Bcl-2, Bcl-X/L, Mcl-1 nebo Bag-1 a i tyto by mohly
ovliviiovat citlivost 1é¢by nukleosidovymi analogy™®’>%4. Role proteinu p53 ve vzniku
rezistence zahrnuje také jeho exonukleazovou aktivitu, kdy je schopen odstranit
z tetézce DNA inkorporované nukleosidové 1é¢ivo. Také existuje informace, ze ac¢koliv
3-5' exonukleazova aktivita wild-type p53 (wt-p53) proteinu je schopna vazat a
odstranit gemcitabinova rezidua z DNA in vitro, odstranéni 1é¢iva z bunééného prostoru
je vsak pomalé a u rezistentnich bunék smutovanym p53 dokonce

nedetekovatelné!30>-30¢1,

3.3 Antivirotika

3.3.1 Viry

Viry jsou cCastice (viriony) slozené z nukleové kyseliny (RNA ¢i DNA) a kapsidy, coz je
glykoproteinovy obal slozeny z opakujicich se jednotek. Kapsidy maji symetricky tvar
(ikosaedralni nebo helikalni) a mohou nést jesté navic lipidovou membranu, kterou
ziskavaji z bunééné membrany pii uvolnéni z buiiky. Viry mizeme rozdélit na DNA
viry (jednovldknové ssDNA/dvouvldknové dsDNA), RNA viry (jednovladknové
ssRNA/dvouvldknové dsRNA) a retroviry (DNA 1 RNA viry vyuZivajici reverzni
transkriptazu). Viry samostatné nemohou existovat, jsou zavislé na svém hostiteli, ktery

jim exprimuje viechny potiebné soudasti ke spravnému mnozeni.*’)

Déleni vira ohroZujicich ¢lovéka:

DNA-viry obalené:

celed’ Poxviridae: linearni dsDNA
- variola, vakcinie, pravé neStovice, kravské neStovice,

nestovice U opic
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¢eled’ Herpesviridae:

¢eled’ Hepadnaviridae:

DNA-viry neobalené:

geled” Adenoviridae:

¢eled’ Papovaviridae:

geled’ Parvoviridae:

RNA-viry obalené:

¢eled” Orthomyxoviridae:

celed’ Paramyxoviridae:

éeled’ Coronaviridae:

éeled’ Filoviridae:

éeled’ Arenaviridae:

éeled’ Rhabdoviridae:

¢eled’ Togaviridae:

geled’ Flaviviridae:

linearni dsDNA
- HSV-1, HSV-2, VZV (varicella-zoster virus), EBV
(virus Epsteina a Baarové), CMV (cytomegalovirus),
HHV-6 (lidsky herpesvirus 6), HHV-7, HHV-8
kruhova dsDNA
- HBV (virus hepatitidy typu B)

linedrni dsSDNA
- lidské adenoviry
kruhova dsDNA
- lidské papillomaviry, polyomaviry, JC virus (,,John
Cunningham virus*), BK virus (zpis. napf. nefropatii)
linedrni ssDNA

- parvovirus, virus B19

(-)ssRNA
- viry chiipky A, B, C
(-)ssRNA
- viry parainfluenzy, piiusnice (virus epidemické
parotitidy), virus spalnicek, lidsky respira¢ni syncycialni
virus (RSV)
(+)ssRNA
- SARS (,,Severe Acute Respiratory Syndrome*)
(-)ssSRNA
- virus Ebola, virus Marburg
(-)ssSRNA
- virus Lassa, Junin virus (argentinskd hemorrhagicka
horecka), Tacaribe virus
(-)ssSRNA
- virus vztekliny
(+)ssRNA
- alphaviry (encefalitida) a rubiviry (zardénky)
(+)ssRNA
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- HCV (virus hepatitidy typu C), virus Zika (pienos
egyptskymi komary, horecka, mikrocefalie plodu)
celed Retroviridae: (+)ssRNA
- déli se na tfi podéeledi: Oncovirinae, Lentivirinae a
Spumavirinae
- HTLV-1, HTLV-2, HIV (,,Human Immunodeficiency
Virus®)

RNA-viry neobalené:

¢eled’ Picornaviridae: (+)ssRNA
- enteroviry (polioviry, viry coxsackie A,B a echoviry
(EV 68-71)) a rhinoviry
- HAV (virus hepatitidy typu A)
¢eled Reoviridae: dsRNA

- rotaviry a orbiviry

Virus HIV

Virus HIV je virus, ktery zplsobuje onemocnéni AIDS, svétové nejrozsirenéjsi
onemocnéni poprvé popsané roku 1981. HIV ni¢i imunitni systém tim, ze likviduje
CD4+ T-lymfocyty, coz vede k vyraznému oslabeni imunitniho systému. VétSina
pacientii o své nemoci nevi, protoze trva 1 nékolik let, nez dojde k takovému oslabeni
poctu CD4+ T-lymfocytil, Ze si imunitni systém neporadi ani s dalSimi onemocnénimi
doprovazejicimi AIDS jako jsou pneumonie, infekce intestindlniho traktu, mozku, oci,

ztrata hmotnosti, prijmy a také rakovina.2%®

Obrazek 10: Replikagni cyklus viru HIVE®

cellular DNA

N
integrated | unintegrated
proviral DNA <—__linear DNA
CD4 molecule
Wi gp120
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budding (.’ © v
o : fusion
@ @ protein synthesis,
mature HIV virion processing and assembly

38



Pro 1écbu HIV bylo k roku 2012 schvaleno 26 1é¢iv zahrnujicich NRTIs, NNRTIs,
inhibitory protedzy, fuzni inhibitory, CCRS koreceptorové inhibitory a inhibitory

integrézy[309].

3.3.2 Nukleosidova a nenukleosidova antivirotika s pievazné anti-HIV

aktivitou

1. Inhibitory S-adenosylhomocystein hydrolazy (SAH)
(S)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin (DHPA)
2. (E)-5-(2-bromovinyl)-2'-deoxyuridin (BVDU)
-inhibitor replikace viru varicella-zoster
3. 2',3'-dideoxynukleosidy (ddNs)
NRTIs (nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy) pro 1écbu HIV
4. NNRTIs (nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy) pro 1é¢bu HIV
5. Bicyklamy
6. Nukleosidové fosfonaty
a) Acyklické nukleosidfosfonaty
Cidofovir, adefovir, tenofovir — 1é¢ba infekci DNA viry a retroviry
b) Cyklické nukleosidfosfonaty

3.3.2.1. Inhibitory S-adenosylhomocystein hydrolazy (SAH)

DHPA
DHPA je $irokospektré antivirotikum piisobici proti fadé RNA i DNA viraP'. Aktivitu
mu zapujcuje specificka fosforylace pomoci herpes simplex virem kodované thymidin
kindzy®L312]
Inhibitory SAH hydrolazy blokuji $tépeni S-adenosylhomocysteinu (SAH) na dvé
¢asti, homocystein a adenosin, ktery mtize byt didle metabolizovdn na AMP, adenin ¢i
inosin. Disledkem této inhibice se SAH kumuluje a jelikoz SAH je zéroven produktem
i inhibitorem reakce vedouci z S-adenosylmethioninu (SAM) k SAH, je tato reakce

utlacena. SAM je esencialni pro methylacni procesy, napt. capping virové mRNA, tudiz

pokud jsou methyla¢ni reakce blokovany, nedochéazi k dozravani virové mRNA a tedy 1
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ke vzniku pro vir potfebnych proteind. Inhibitory SAH mohou byt G¢inné napfi. proti
rhabdovirim, filovirGm, arenavirim, reovirGm, paramyxovirim, retrovirim,
herpesvirim a poxvirﬁm.[313‘3l4] Pouziva se k topickému osSetfeni oparti pod nazvem

Duvira gel®.

Obriazek 11: Struktura DHPA
NH,
NTX—N
t)l >
N N

HO OH

(S)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin
DHPA

3-deazaadenosin (C-c®Ado) a 3-deazaneplanocin A
U 3-deazaadenosinu byla nalezena schopnost plné ochranit BALB/c mysi proti viru

B a4 obdobné protektivni U¢inky byly

Ebola pomoci jediné injekce (80 mg/kg)
pozorovany taktéz u 3-deazaneplanocinu A, kdy u Ebolou infikovanych mysi dochazelo
K masivnimu  vzristu mnozstvi interferonu, u neinfikovanych nikoliv. 3-
deazaneplanocin A zfejmé, kromé inhibice methyla¢nich reakci, zabrafiuje uvolnéni
molekul mRNA, ¢imz se tvoii komplexy téchno mRNA s (-)RNA teplatem, kumuluji se

dvouretézcové RNA komplexy indukujici interferon!®'®).

Obrazek 12: Struktury karbocyklickych analog adenosinu

NH, NH,
NTX—N NTX—N
LAy LAy
X~ "N X~ "N
HO HO
HO OH HO OH
X=N: karbocyklicky adenosin X=N: Neplanocin A
X=CH: karbocyklicky 3-deazaadenosin X=CH: 3-deazaneplanocin A

3.3.2.2. BVDU, (E)-5-(2-bromovinyl)-2'-deoxyuridin, brivudin

Jedna se o selektivni antivirové agens va&i viru HSV-1 (herpes simplex virus 1)E7 a

VZV (varicella-zoster virus)P'®. Prave (E)-5-(2-bromovinyl) substituent v pozici C-5
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uracilu urcuje specificitu virové odpoveédi. Mezi nejznaméjsi derivaty BVDU patii
sorivudin (BVaraU) s aktivitou vii¢i HSV-1 a VZV jako BVDUE™. Pro selektivitu je
stéZejni specificka fosforylace BVDU na 5'-monofosfat (BVDU-MP) a 5'-difosfat
(BVDU-DP) pomoci HSV-1 nebo VZV thymidin kinazy. BVDU-DP je dale
fosforylovana na 5'-trifosfat nukleosiddifosfat kinazou (NDPK, nebo jinou bunétnou
kinazou) a BVDU-TP kompetuje sdTTP jako substrat pro DNA-polymerazu viru.
Dojde k inhibici syntézy DNA viru nebo ke vzniku nefunkéni molekuly DNA.F!

HSV-2 uz neni tak citlivy k BVDU, coz se vysvétluje neschopnosti HSV-2 TK
fosforylovat BVDU na 5-mono- a difosfat. BVDU se nesmi podavat pacientim
uzivajicim 5S-fluorouracil, jelikoz BVDU je také snadno pirevedeno thymidin
fosforylazou na volnou bazi BVU (E)-5-(2-bromovinyl)uracil, ktery inhibuje
dihydropyrimidin dehydrogendzu (DPD), enzym zodpovédny za degradaci thyminu a
uracilu. A tento enzym (DPD) degraduje i 5-fluorouracil, takze podani BVDU a 5-

b r ~ O W 140" . . b r r I 1
fluorouracilu zaroveii miize zvysit toxicitu protinadorového 16&ival®),

Obrazek 13: Chemicka struktura BVDU

HO

HO

(E)-5-(2-bromovinyl)-2°-deoxyuridin
BvVDU

Dalsimi latkami s anti-VZV aktivitou, nikoliv vSak anti-HSV, jsou bicyklicka
furo[2,3-d]pyrimidinnukleosidova analoga (BCNAs)P?32 mezi nimi Cf1742 a
Cf17438% Tyto latky inhibuji replikaci in vitro v subnanomolarnich koncentracich
(ECs0: 0,1-1 nM), coz je desetkrat nizsi koncentrace nez u BVDU a desettisickrat nizsi
nez u acycloviru a pencicloviru, potiebna k inhibici VZV replikace®*?. Musi byt zfejmé
rovnéz fosforylovany VZV-TK a NDPK na formu 5'-trifosfatu. Jisté ale je, Zze nedochazi
ke vzniku volné baze a tedy neni substratem thymidin fosforylazy (TPéaza). Pokud

k tomu dojde, neinhibuje se DPD a neinterferuje s degradaci 5-fluorouraciluf®?.
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Obrazek 14: Chemicka struktura bicyklickych furo[2,3-d]pyrimidinnukleosidovych analog
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3.3.2.3. Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NRTIs)

Mezi 2',3'-dideoxynukleosidova 1é¢iva pusobici inhibi¢né na reverzni transkriptazu
k1lécbe¢ HIV infekci patii schvalena 1é¢iva zidovudin (AZT, 3'-azido-2',3'-
dideoxythymidin,  Retrovir®)#+3%],
Videx®)B263271  zalcitabin (ddC, 2',3-dideoxycytidin, Hivid®)*2* stavudin (d4T,
2' 3"-dideoxy-2',3"-didehydrothymidin, Zerit®)*?%27] Jamivudin (3TC, 2',3"-dideoxy-3'-

thiacytidin, (-) enantiomer Epivir®), abacavir (ABC, (1S,1R)-4-(2-amino-6-

didanosin (ddl, 2',3'-dideoxyinosin,

cyklopropylamino)-9H-purin-9-yl)-2-cyklopenten-1-methanolsulfat, Ziagen®) a
emtricitabin ((-)FTC, (-)-4-L-3-thia-2',3"-dideoxy-5-fluorocytidin, Emtriva®™).?"!

Tabulka 3: Shrnuti pouzivanych nukleosidovych antivirotik

Latka Rok schvaleni/uvedeni Komercni nazev
natrh

Zidovudin 1987 Retrovir®
Didanosin 1991 Videx®
Zalcitabin 1992 Hivid®
Stavudin 1994 Zerit®
Lamivudin 1995 Epivir®
Abacavir 1998 Ziagen®

Emtricitabin 2003 Emtriva®
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Obrazek 15: Chemicka struktura pouzivanych nukleosidovych antivirotik

(@] NH, NH>

HN | s \> )j Oi;'
ﬁ ol P

zidovudin didanosin zalcitabin lamivudin

OHZN\JNT xt ) NA'IF
HO/\ﬁ ﬁ //Qﬂ

stavudin abacavir emtricitabin

Na konci 80. let Balzarini a jini autofi popsali dalsi 2',3'-dideoxynukleosidova
analoga  jako 2'3'-didehydro-2',3"-dideoxycytidin (d4C)®¥?®,  3'-fluoro-2',3'-
dideoxythymidin (FLT) a 3'-fluoro-2',3'-dideoxyguanosin (FLG)E2%3%],

Obrazek 16: Chemicka struktura 2',3'-didehydro-2',3'-dideoxycytidinu a 3'-fluoro-2',3'-

ﬁ s
)

d4C FLG

dideoxyguanosinu

U alovudinu (FLT, MIV-310, FddThd) byla vbifeznu 2015 ukoncena II. faze
klinickych zkousSek, antivirotickad aktivita byla potvrzena, ovSem ucinnost nedosdhla

pozadovanych cilt a také toxicita neptizniveé ovlivnila dalsi vyvoj jes],
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Obrazek 17: Chemicka struktura alovudinu
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U p-D-Fd4C (5-fluoroderivat d4C, Reverset™), cytosinového analoga podobajiciho se
3TC (Epivir) a FTC (Emtriva), byla vroce 1998 porovnavana antiviroticka a
cytotoxicka aktivita s f-L-Fd4C a 3TC (lamivudin) a ukazalo se, ze f-L-Fd4C
(elvucitabin, ACH-126443) je ze zminénych ti nejucingjsi™*?. V roce 2008 ukézala IL.
faze klinického testovani obdobnou Uc¢innost a bezpecnost elvucitabinu jako tomu je u
lamivudinu.®*¥ Nyni je déle vyvijen v Cing, Hong Kongu a Taiwanu!®**,
Lagociclovir valaktat (MIV-210, oraln¢ dostupné prolécivo FLG): v roce 2013 byla
preruSena I. faze klinického testovani®*®.,
Racivir® (PSI-5004, racemicka smés FTC) byl testovan jiz ve II. fazi klinickych
zkousek !,
Amdoxovir (DAPD, diaminopurin dioxolan): prolécivo, jenz je deaminovano adenosin
deaminazou na DXG (9-(8-D-1,3-dioxolan-4-yl)guanin)E. DXG je dale fosforylovan na
DXG-TP a dochazi k inhibici HIV-1 RT zac¢lenénim do struktury DNA viru. DXG-TP
také vykazuje Uc¢inky proti HBV u lidskych hepatocytﬁ[337’338].
(-)-8-D-(2R,4R)-dioxolanthymin (DOT) je analog thymidinu aktivni in vitro proti
NRTI-rezistentnimu wt-HIV-1. Nicmén¢ anti-HIV aktivita DOT je limitovana malou
konverzi na monofosfat, coz je prvni krok k aktivaci nukleosidového 16¢ival®®®34 Neni
to vhodny substrat nukleosid kinazy a takovychto latek je viceP*, bohuzel prvotni
fosforylace je rychlost urcéujicim krokem. K odstranéni tohoto problému jsou vyvijeny
fosforamidaty a také u DOT byla pfipravena fada jeho fosforamidatovych analog[342].
Mechanismus pusobeni je pro vSechna 2'.3'-dideoxynukleosidova analoga (ddN)
stejny jako u AZTE*®] Dochazi ke konverzi na ptislusné 5'-mono-, di- a trifosfaty a
aktivované lé¢ivo (5'-trifosfat) kompetitivné inhibuje jako alternativni substrat cilovy

enzym, HIV-TK. Pokud dojde k zaclenéni 1é¢iva do fetézce DNA (ve form¢ ddNMP),
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elongace se okamzité ukonci, jelikoz neni k dispozici 3'-OH skupina pro tvorbu esterové
vazby s vedlejsim nukleotidem.

4'-ethynyl-2-fluoro-2'-deoxyadenosin (EFdA) ma 3'-OH skupinu k dispozici a je

proto ucinngjsi k rezistentnim a wt-HIV, HIV replikaci infikovanych jednojadernych
perifernich bunék krve inhibuje s G¢innosti ECs=0,05 nM a mechanismus jeho
pasobeni se lisi. Reverzni transkriptaza mize vyuzit EFAA-TP jako substrat mnohem
ucinnéji nez ptirozeny substrat dATP, inkorporovany monofosfat EFdA-MP ptisobi
jako terminator RT-katalyzované syntézy DNA, protoze dochdzi k potizim u
translokace RT na primeru obsahujicimu 3'-terminalni EFdA-MP (proto je EFdA-TP
translokacni-defektivnim inhibitorem RT) a snizena translokace udrzuje primerovou 3'-
termindlni EFdA-MP v idedlnim misté¢ pro fosforolytické vystfizeni, nicméné pokud

k nému dojde, EFdA-TP se okamzité zacleni znovu.B¥

Obrazek 18: Struktury nékterych novych nukleosidovych analog
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Nékteré nové anti-HIV nukleosidové derivaty

Apricitabin je deoxycytidinovy analog druhé generace s potencialni anti-HIV aktivitou,
zejména proti HIV-1 a klinickym izolatdm s mutaci reverzni transkriptazy (mutace
M184V, L74V a mutace na kodonu 69).2**3%! vstup do faze III. klinickych zkousek
byl schvalen v roce 2011347
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Festinavirt®*!

je analog stavudinu s pfidanou ethynylovou skupinou v poloze 4' ribozy,
coz snizilo hlavné mitochondridlni toxicitu a zvySilo U¢innost a mél by byt proto
vhodny pro jednodenni davkovani®*®, Nachazi se ve II. fazi klinického testovani.
Vroce 2013 byl piejmenovan na censavudin, protoze piipona ,—navir® je

charakteristicka pro inhibitory HIV-proteazy (napf. tipranavir, lopinavir).

Obrazek 19: Chemicka struktura apricitabinu a censavudinu
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3.3.2.4. Nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NNRTIs)

Oproti nukleosidovym inhibitorim RT, které jako 5'-trifosfaty (ddNTPs) kompetu;ji
S pfirozenymi substraty (ANTPs) o vazebné misto HIV reverzni transkriptazy, interaguji
NNRTIs s allosterickym vazebnym mistem (,,kapsa“) umisténym cca 15 A od
katalytického mista. NNTIs tedy interaguji nekompetitivné. Jen HIV-1 RT umoziiuje
vazbu NNRTIs v ,,kapse® a proto tyto latky pisobi pravé na HIV-1, nikoliv H Iv-2.5271
Mezi prvni NNRTIs patii HEPT (1-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-6-(fenylthio)-
thymin)®%% a TIBO (tetrahydroimidazo[4,5,1-jk][1,4]-benzodiazepin-2(1H)-thion)*Y a
dale pak slouceniny jako: nevirapin (11-cyklopropyl-4-methyl-5H-dipyrido[2,3-e:2',3'-
f][1,4]diazepin-6-on, Viramune®™), delavirdin (N-(2-(1-(3-(isopropylamino)pyridin-2-
yl)piperazin-4-karbonyl)-1H-indol-5-yl)methansulfonamid, ~ Rescriptor®), efavirenz
((4S)-6-chloro-4-(2-cyklopropylethynyl)-4-(trifluoromethyl)-1H-3,1-benzoxazin-2-on,
Sustiva®), capravirin  ([5-(3,5-dichlorofenyl)sulfanyl-4-propan-2-yl-1-(pyridin-4-
ylmethyl)imidazol-2-yl]Jmethylkarbamat, S-1153, AG1549), thiokarboxanilid (N-[4-
chloro-3-(3-methylbut-2-enoxy)fenyl]-2-methylfuran-3-karbothioamid, UC-781),
dapivirin (4-[[4-(2,4,6-trimethylanilino)pyrimidin-2-ylJamino]benzonitril, TMC-120,
R-147681), etravirin (4-[6-amino-5-bromo-2-(4-kyanoanilino)pyrimidin-4-ylJoxy-3,5-
dimethylbenzonitril, TMC-125, R-165335, Intelence®) a rilpivirin (4-[[4-[4-[(E)-2-
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kyanoethenyl]-2,6-dimethylanilino]pyrimidin-2-ylJamino]benzonitril,  Edurant®, R-
278474). Ackoliv se vSechny lisi strukturou, maji spolecny rys a to je ,,buterfly* typ
konformace s centralni polarni ¢asti a dvéma lateralnimi hydrofobnimi kiddly™?” a diky
rozpoznani této skutecnosti byly pfipraveny i dalsi derivaty, napf. emivirin*®Y 192353
Mezi NNRTIs druhé generace patii rilpivirin a etravirin, testovani nukleosidového
inhibitoru putsobiciho jako NNRTIs emivirinu bylo bohuzel ukonceno, jelikoz
zpusoboval zvySenou degradaci dalsich 1éciv metabolizovanych cytochromem P4508%4,
Inhibitory reverzni transkriptazy jsou velmi dulezitymi 1é¢ivy, ale bohuzel nejsou

schopny permanentné potladovat chronickou replikaci viru a progresivni depleci CD4"

T-lymfocytd.

Obrazek 20: Struktury nenukleosidovych inhibitorti reverzni transkriptazy
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3.3.2.5. Bicyklamy

Tento typ latek odstartoval snahou piipravit komplex cyklam-kov, ktery by pisobil
inhibi¢n¢ na replikaci HIV, podobn¢ jako polyoxometalatové komplexy (HsSiW12040,
IM1493)B%1. Bylo pripraveno mnoho derivatii jak s alifatickymi, tak s aromatickymi
mastky, mezi nimi JM2763%°% a JM3100 (AMD3100)°"). AMD3100 (znam jako
Plerixafor) vykazoval aZz stonasobné vysSi anti-HIV aktivitu s EC50=1-5 nM neZ
JM2763.

Plerixafor putsobi jako mobilizator kmenovych bun¢k blokaci CXCR4
chemokinového receptoru. Blokace CXCR4 spousti rapidni uvolnéni kmenovych bunék
do krve, ¢ehoz se vyuzivd zejména u pacienti s niadorovym onemocnénim u
transplantace kostni diené. Prvni anti-HIV aktivita byla pozorovana béhem 1. faze
klinickych zkousek, kdy AMD3100 zvySoval pocet leukocyti po jediné intravendzni
davce, coz bylo zptsobeno jiz zminénou mobilizaci hematopoetickych bunék kostni
dieng do krevniho ob&hul®*®. V prosinci 2008 byl schvalen FDA pro pouziti ve forms
subkutanni injekce spolu s granulocyty stimulujicim faktorem (G-CSF) k mobilizaci
hematopoetickych kmenovych bun¢k do periferalni krve pro kolekci a naslednou
autologni transplantaci u pacient s NHL a mnohoc¢etnym myelomem[359].

Bicyklamy jako antivirova 1éc¢iva puisobi jako selektivni inhibitory replikace HIV-1 i
HIV-2. Blokuji prvni krok zivotniho cyklu viru - adsorpci k CD4 receptoru a jeho

reverzni transkripci.

Obrazek 21: Struktura nékterych bicyklamt s alifatickym a aromatickym piemosténim
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3.3.2.6. Nukleosidové fosfonaty

Z diitvodu mnohdy malé afinity nukleosidovych analog k pfisluSnym kinazam a tedy i
kvali malé konverzi na aktivni nukleosidtrifosfat byly pfipravovany jiz
monofosforylované nukleotidy, nicméné ty jsou snadno hydrolyzovatelné ptitomnymi
fosfatdzami v buiice. Proto zaména fosfatové skupiny za isosterni a isoelektronovou
fosfonatovou skupinu vedlo ke vzniku chemicky i enzymaticky stabiln€jsich nukleosid
fosfonatli, které se svou CH,-P-vazbou nejsou substraty fosfodiesteraz a fosfatdz,
nicméné dochdzi k enzymatické fosforylaci za vzniku aktivnich metaboliti. Nukleosid
fosfonaty mizeme rozdé€lit do dvou hlavnich skupin: acyklické nukleosid fosfonaty

(ANPs) a cyklické nukleosid fosfonaty (CNPS)[36O].
a) Acyklické nukleosidfosfonaty (ANPs)

Puvod téchto sloucenin lze nalézt u DHPA ((S)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin),
znéhoz byl pomoci kyseliny fosfonomravenéi (PFA, foscarnet) pfipraven prvni
zastupce této skupiny antivirotik HPMPA ((S)-9-(3-hydroxy-2-
fosfonomethoxypropyl)adenin) aktivni vi¢i DNA  viram®®"

prodavan ke klinickému tu&elu. Po HPMPA nésledoval cidofovir (HPMPC)E

, ktery ovSem nebyl

vykazujici také G&inky proti cytomegaloviru a uziva se pod ndzvem Vistide® k 16¢bg
CMV retinitidy (cytomegalovirovy zanét sitnice) u pacientll s AIDS. Cidofovir je navic
ucinny i proti polyomaviram, HPV, HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, HHV-7, HHV-8 a
poxvirﬁm[363'364].

Nejprve dochazi k fosforylaci HPMPC bunéénymi enzymy na HPMPCp a
HPMPCpp, jenZ je povazovan za aktivni metabolit®*®®, Ten pak kompetuje s dCTP
0 zaclenéni do struktury DNA a dochazi k terminaci elongace. Podava se intravendzné,
ale také topicky, napt. u na acyclovir rezistentnich mukokutannich infekci HSV-1 a
HSV-2.2%

Dalsim zéastupcem je adefovir (PMEA, 9-(2-fosfonomethoxyethyl)adenin)®Y, ktery
byl ve form¢ bis(pivaloyloxymethyl)-derivatu (bis(POM)PMEA, adefovir dipivoxil)
vyvinut jako anti-HIV kandidat, ale v davce 120 mg/den byl (nefro)toxicky. Po snizeni

davky na 10 mg/den byla zapocata jeho GspéSna draha 1é¢iva proti chronické hepatitidé
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typu B (Hepsera® )% Adefovir je Gginny proti virim jako jsou herpesviry (HSV-1,
HSV-2, VZV, EBV, CMV), hepadnaviry (HHBV) a retroviry (HIV-1, HIV-2).

Tak jako u HPMPC, je nutna dvojnasobna fosforylace za vzniku PMEApp. Toho
muze byt dosazeno, kromé AMP kinazy a ATP, také pomoci PRPP (5-fosforibosyl-1-
pyrofosfét)[365]. Po odstranéni difosfatové skupiny pilisobi jako termindtor elongace u
HIV-RT i HBV-RT, nicméné PMEA ve form¢ oralniho proléciva (adefovir dipivoxil) je
uzivan piedevsim k 1écbé HBV infekce.

Anti-HIV vlastnosti tenofoviru ((R)-PMPA)E%® byly poprvé pospany v roce 1993.
Pro docileni ordlni dostupnosti je také prodavan ve formé& proléciva
bis(isopropyloxykarbonyloxymethyl)-derivatu  (bis(POC)PMPA) jako tenofovir
disoproxil fumarat®® (TDF) pod nazvem Viread®. Tenofovir piisobi proti
hepadnavirim a retrovirim a oproti adefoviru nevykazuje U¢inky vic¢i herpesvirm.
TDF se vyuziva k 1écbé AIDS a chronické hepatitidy typu B. K 1écbé AIDS se rovnéz
vyuziva ve formé tablety/den kombinace Viread® 300 mg a Emtriva® ((-)FTC) 200 mg
pod komerénim ndzvem Truvada®.

Tenofovir alafenamid (TAF, GS-7340, 9-[(R)-2-[[(S)-1-
(isopropoxykarbonyl)ethyl]Jamino]phenoxy-phosphinyllmethoxy]-propyl]adenin) byl
popsan jako novym, pievazné v lymfatické tkédni se kumulujicim, fenyl
monofosforamidatovym prolé¢ivem (R)-PM PAR¥7% Hlaynim initelem intracelularni
hydrolyzy GS-7340 je lysosomalni karboxypeptiddza kathepsin AP po spontanni
eliminaci fenolové skupiny je rozdélen alanin a tenofovir fosfoamidat (R)-PMPA
(ztejmé fosfoamidazou) a (R)-PMPA je pak fosforylovan na formy (R)-PMPAp a (R)-
PMPApp (aktivni metabolit)[372]. TAF je vporovnani s TDF G¢innéji dopraven do
buné¢k lymfoidni tkdné, coZ umoziuje vyssi antiviroticky potenciadl za soucasného

podavani nizsich davek légival™.
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Tabulka 4: Shrnuti komeréné dostupnych antivirotik

Latka/kombinace latek Rok Komer¢ni Utinek

schvaleni/ nazev

uvedeni na

trh
(S)-DHPA 1987 Duvira gel® Herpes labialis (opary)
Cidofovir 1996 Vistide® Systémové 1é¢ba HCMV

retinitidy i pacientti s AIDS

Adefovir dipivoxil 2002 Hepsera® Chroncka hepatitida typu B
Tenofovir disoproxil fumarat (TDF) 2001 Viread” HIV
Tenofovir disoproxil fumarat (TDF) 2008 Viread” HBV
TDF + (-)FTC 2004 Truvada® HIV
TDF + (-)FTC cervenec Truvada® Prevence HIV/AIDS

2012
Truvada® + efavirenz (Sustiva®) 2006 Atripla® HIV
Truvada® + rilpivirin (Edurant®) 2011 Complera®  HIV

Eviplera”

TDF + (-)FTC + cobicistat srpen 2012 Stribild® HIV

(farmakoenhancer) + elvitegravir

Obrazek 22: Chemické struktury acyklickych nukleosidovych fosfonatt
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Latky GS-9191 a GS-9219 mohou byt povazovany jako prolé¢iva cCPrPMEDAP
(N°-cyklopropyl-9-(2-fosfonylmethoxyethyl)-2,6-diaminopurin), ~ ktery  je  zase
prolécivem latky PMEG (9-(2-fosfonylmethoxyethyl)guanin). PMEG byl nakonec

ohodnocen jako piili§ toxicky pro dalsi vyvoj jako antivirotikum®*

, nicméné je
v procesu vyvoj jeho hexadecyloxypropylového proléciva pro 1écbu proliferativni
vitreoretinopatie, jelikoz PMEG vykazoval inhibi¢ni aktivitu vici proliferujicim RPE
(,,retinal pigment epitelial®) buitkamB™). Aktivnim metabolitem PMEG je PMEGpp,
jenz kompetuje s ptirozenym dGTP o DNA-polymerazami zprostiedkované zaclenéni
do struktury DNA. Protinadorova aktivita CPrPMEDAP byla poprvé popsana na

potkanich modelech®™®

a enzymem zodpovédnym za konverzi CCrPMEDAP na aktivni
metabolit je dlouhou dobu neznama N°-methyl-AMP aminohydroléza[377]. U latky GS-
9191 byla zjisténa moznost topické aplikace na genitilni bradavice zptsobené HPV
viremPB® a latka GS-9219 zase vykazuje ucinnost proti NHL u psti po intraven6znim
podéni[379]. GS-9219 také inhibuje opravu DNA u chronické lymfocytické leukémie

(CLL) a tim aktivuje signaliza¢ni drahy vedouci k buné¢éné smrti*®),

Obrazek 23: Chemicka struktura PMEG a jeho oralné dostupnych profarmak
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O-DAPy  fosfonatova  analoga jsou  6-((2-fosfonylmethoxy)alkoxy)-2,4-
diaminopyrimidiny: (R)-HPMPO-DAPy, PMEO-DAPY a (R)-PMPO-DAPy8138]
(R)-HPMPO-DAPYy je aktivni obdobn¢ jako cidofovir ((S)-HPMPC) na herpesviry,
polyomaviry, papillomaviry, adenoviry ¢i poxviry, zatimco pole ptisobeni PMEO-
DAPy, 5-X-PMEO-DAPYy a (R)-PMPO-DAPY je obdobné aktivit¢ PMEA (adefoviru) a
(R)-PMPA (tenofoviru), tedy hlavn¢ vuci viraim HIV a HBYV . [384-38] 5-methyl-PMEO-
DAPy je také kandidatem s anti-HIV u¢inky dokonce lep$imi nez adefovir s mensi
toxicitou®* a (R)-PMPO-DAPYy se zase vyznaduje spise aktivitou vii¢i pixviram®". O-
DAPy fosfonatova analoga pasobi na syntézu virové DNA jako mimetika purinovych
nukleotidi, dochazi k fosforylaci na (O-DAPy)p a (O-DAPy)pp a difosfat nasledné
kompetuje s dATP o za¢lenéni do struktury DNALPe8]

Obrazek 24: Chemicka struktura 6-((2-fosfonylmethoxy)alkoxy)-2,4-diaminopyrimidint
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Mezi sledovana 5-azaC fosfonatova analoga obsahujici triazinovy 5-azacytosin misto
pyrimidinového cytosinu patii napt. (S)-HPMP-5-azaC, cyklicky (S)-HPMP-5-azaC a
také prolécivo ve formé hexadecyloxyethylového (HDE) derivatut®®2%%. Analoga (S)-
HPMP-5-azaC vykazuji obdobnou antivirotickou aktivitu jako (S)-HPMPC?* a HDE
prolé¢ivo (S)-HPMP-5-azaC vykazuje znacnou aktivitu vUci polyomavirﬁmBgz] a
orthopoxvirim piibuznym tém, kteti zplisobuji pravé nesStovice (variola).’* 5-azaC
fosfonatova analoga podléhaji rovnéz fosforylaci za vzniku (5-azaC)p a (5-azaC)pp a

nasleduje kompetice s dCTP o misto ve struktufe DNA virul*®,
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Obrazek 25: Struktury triazinovych fosfonatovych analog
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b) Cyklické nukleosidfosfonaty (CNPs)

Tyto derivaty se daji povazovat za prava nukleosidova analoga obsahujici bazi i
cukernou ¢ast. Neni jich mnoho v porovnani s ANPs a ztrata jejich antivirové aktivity se
obecné vysvétluje tim, Ze nejsou prili§ vhodnymi substraty pro bunééné a virové kinazy.
Ve snaze obejit jejich nedostatky byly navrzeny latky s fosfonoalkoxy-skupinou
v poloze 3'. Ptikladem jsou (L)-2-deoxythreosyl nukleosidfosfonaty PMDTAP* 3
PMDTTE®! jakozto selektivni anti-HIV latky%).

Obrazek 26: Chemicka struktura cyklickych nukleosidovych fosfonatl
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3.3.3 N°-benzylamino-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurin

Na zacatku této prace, Vv ¢asti zabyvajici se cytokininy, byla popsana cytokininova
aktivita benzylaminopurinu a cytotoxickd aktivita jeho ribosidu. 2’-deoxyribosid této
purinové baze je ovSem znam pro své antivirotické vlastnosti. V roce 2008 Pohjalal*®”
et al. uvedli vysledky testovani antivirotickych vlastnosti 29 nukleosidii na replikaci
Semliki Forest viru (SFV) a Sindbis viru, patficich do ¢eledi alfavird. Mezi témito
nukleosidy byl také N°-benzylamino-2’-deoxy-9-(5)-D-ribofuranosylpurin (v grafu na
obr. ¢. 27 pod ¢islem 11).

Obrazek 27: Grafické zndzornéni vysledku primarniho screeningu pomoci dvou ruznych
metod (viz.**) po dobu 14 h pii koncentraci 200 pmol a struktury nukleosidovych analog
S nejvyssimi antivirotickymi ucinky.
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12, Ry = furfuryl, R = OH 16, R = NHCOCF,
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3.4 Zakladni principy syntézy ribosidi a 2 -deoxyribosidi

Oblast chemie zabyvajici se syntézou nukleosidi ma své zaatky v roce 1914, kdy

Fischer a Helferich®%l

ptipojili tetra-O-acetyl-a-D-glukopyranosylbromid ke stfibrné
soli derivatu purinu, coz vedlo mj. ke vzniku 9-(f)-D-glukopyranosyl)adeninu a 9-(3-D-
glukopyranosyl)guaninu. Asi o tficet let pozd¢ji byla tato metoda pouzita pro ptipravu

adenosinu a guanosinu vychazejici z 2,3,5-tri-O-acetyl-D-ribofuranosychloridu®*® (viz

schéma 1).
Schéma 1:
NH, NH,
O ..cl NTX—N N
A
NH, Aco/\;__zw PP N\>70I )NI\ S—cl
CI” °N “ N
N)\/[N\}u AcO  OAc MeOH, NH cI” N
. o) .
Cl)l\N/ N xylen, reflux 70% o
Ag 50% AcO HO
AcO OAc HO OH
H,, Pd/BaSO,
NaOH, rt, 7h
66%
NH,
NN
LD
N N
(0]
HO
HO OH
adenosin

Dalsim postupem pro syntézu 9-(f)-purinovych ribonukleosidi byla ,,rtutnata
metoda® vyuzivajici Hg2+ soli ke zvySeni vytéznosti reakce uvedenda Davollem a
Lowym roku 1951¥% 7 chloromerkuri-6-benzamidopurinu (vzniklym sraZenim
ptislusné baze s HgCl,) a 2°,3",5-tri-O-acetyl-D-ribofuranosyl chloridu (bromidu) byl
ziskan adenosin a obdobné s vyuzitim chloromerkuri-2,6-diacetamidopurinu mohl byt

pfipraven guanosin (viz schéma 2).
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Schéma 2:

NHAc NH,

NHAc AcO/\QM r i/i'\? )l\)j:’\?
N

N AcHN™ N methanolicky AcHN
N7 AcO OAc NH
ULy A2 o o : ]
= _—
AcHN™ °N N xylen, rejlux,1h ACO ACO
HgC| 60%
AcO  OAc AcO  OAc

NaONO, CH3;COOH,
(CH3CO0),Pb, NH5/H,0, H,S,
Na/MeOH

deprotekce NH3;/MeOH

HO OH
guanosin

U pyrimidinti zde vznikaji nejprve O-substituované derivaty, které v pfitomnosti HgCl,
piesmykuji na N'-izomery a u purinovych derivati se nejprve substituuje N* a az poté

dojde k migraci a vzniku N°-izomeru**”!

. Dtlezité je, aby v poloze 2' byla acylova
chranici skupina, ktera po odstépeni halogenidového aniontu stabilizuje vznikly kation
jako karboniovy kation a ten urcuje, po pfichodu baze, vznik vyhradné ,B-anomeru[3°7].
Bohuzel vyuziti rtutnatych soli je nevyhodné ztoho divodu, Ze je velmi obtizné
odstranit stopova mnozstvi iontll rtuti, ktera vyvolavaji faleSnou biologickou aktivitu
produktul**”.

Jako méné toxicka varianta rtutnatych soli a levngj$i varianta stfibrnych soli jsou
sodné soli, které sice maji dobrou vytéznost, ale vznikd vice regioizomerii nez
s vyuzitim t&7kého kovu™ (sm&s N°- a N'-nukleosidi, hlavnim produktem je ale N°-

izomer). Robins et al.**

zde ukazali syntézu 2'-deoxytubercidinu, 2'-deoxyadenosinu a
2'-deoxynukleosidil s vyuzitim piimé stereospecifické glykosylace s vyuZzitin sodné soli,

ktera byla pfipravena in situ za pomoci hydridu sodného v acetonitrilu.
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Schéma 3:
Cl

N NN
c Nwt > DR
rt, 30 min

k \> > O + Clo

H 2.50°C, 2h TolO TolO
O ~Cl TolO TolO
TO'O/\S_jw 59% 11%
TolO MeOH/NH,
100°C, 12h
NH,
N
LD
N N
o)
HO
HO 789,

Dal8i metodou je tzv. ,,fuzni metoda® ptipravy nukleosidi. Witkowskil**® uved|
Vv roce 1972 synteticky postup piipravy methyl esteru kyseliny 1-(2,3,5-tri-O-acetyl-(5)-
D-ribofuranosyl)-1,2,4-triazol-3-karboxylové ~ (A) a  1-(2,3,5-tri-O-acetyl-f-D-
ribofuranosyl)-1,2,4-triazol-5-karboxylové (B), kde se methyl ester kyseliny 1,2,4-
triazol-3-karboxylové zahtival spolu s 1,2,3,5-tetra-O-acetyl-(f)-D-ribofuranosou pti
160-165°C dokud se smés nerozpustila. Pak byl pfiddn BPNP (bis(p-nitrofenyl)fosfat,
Lewisova kyselina) a zahfivani pokracovalo za snizeného tlaku 15-20 min. Krystalizaci
byl ziskan derivat A a z filtratu pak byl sloupcovou chromatografii ziskan olejovity
derivat B. Vytéznost reakce byla 85% derivati A a B v poméru 10:1. Tato reakce byla

vyuZita napk. u syntézy ribavirinul*’,

Schéma 4:
COOMe
O.__0Ac N . COOMe
AcO |
+ QN,N _BPNP_ N N \>—COOMe
AcO OAc H 160-165°C N ~N
o o)
ACO ACO
AcO OAc AcO OAc
A B

58



Prikladem ,,fuzni metody“ u purini mohu wuvést reakci derivatu 6-(N-
benzylamino)purinu s chranénym furanosylacetatem za ptitomnosti 3,4-dinitrofenolu
jako Lewisovy kyseliny pii teploté 140-145°CH%®. Kromé 3,4-dinitrofenolu lze pouzit
také ZnCl,, 4-toluensulfonovou kyselinu, BF3, SnCl; a TiCly, ale vzdy se bude tvofit

smés anomeru.

Schéma 5:

NO, NHBn

HO NN
NHBn < /> NO; H:[ N
o N
OAc "N 140-145°C N
BzO | S>— - o
+ 90%

BzO OBz N H BzO

BzO OBz

Prvni syntézy uridinu a cytidinu vyuzivaly Hilbert-Johnsonovu®®* metodu
S vyuzitim ribosylbromidu a 2,6-diethoxypyrimidinu, jenz byl piipraven z 2,6-

dichloropyrimidinu s ethanolatem sodnym.

Schéma 6:

OEt OEt OEt

N~ N7

A Lo

N7 |
EtO” N EtO OZ\N
e, —= o] | — o
AcO/\;__zw\/l AcO -EtBr AcO
AcO OAc

AcO OAc AcO OAc

methanolicky

O NH; NH,
HN)j il N
cytidin
oéI\N deamlnaza )\
0)
HO
HO OH
uridin cyt|d|n
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Nishimural*!l et al. v roce 1963 publikovali v podstats obménu Birkoferovy metody

N-acylace heterocyklickych bazi prostfednictvim jejich trimethylsilylovych reaktivnich

l412.413]

derivat . Trimethylsilyl derivaty purini a pyrimidini byly pfipraveny tehdy

[414,415 416] [411]

znamou metodou a pozity k fuzi s acylglykosylhalidy'

Schéma 7:
0 Ouwel [0 oTMS |
OTMS BzO/\q
'i)j TMS-CI, TEA N Bz0 OBz j\ﬁ
b _ o
o) H sgoz/fn TMSO)\\N 180-190°C O~ 'N
o)
BzO
BzO OBz
aq. EtOH
42%
o) o)
HN | HN)j
MeONa
Oéi\N ~ e Oéi\N
83%
o) o)
HO BzO
HO OH BzO OBz

Vorbriiggenova silylovd metoda vyuzivd reakci halogenosy se silylovanou
pyrimidinovou nebo purinovou bazi v pfitomnosti SiCls jako Lewisovy kyseliny.
Provadi se v acetontrilu za laboratorni teploty a vyhodou je, Ze k hydrolyze TMS-skupin

stadi pridani vody k reakéni smesit®’ 47,

Schéma 8:
OTMS : O
- O _OAc dichlorethan Et
N7 . Bzo/\;__zw SnCl, Hj\ |
I rt, 48h
TMSO)\ N/ BzO OBz 95% (@) N
(@)
BzO
BzO OBz
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Sniady™® et al. tuto reakci vroce 2011 obménili a provedli ji v acetonitrilu
v mikrovinném reaktoru pfi teploté 150°C s vyuzitim Bronstedovy Kyseliny pyridinium
triflatu jako katalyzatoru (5 mol%) a obdrzeli vytézek 98%. Pro porovnani, kdyzZ tuto
reakci provedli bez ptitomnosti jakéhokoliv katalyzatoru, vytézek byl nulovy.

Vorbriiggen!**!

také roku 1978 publikoval moznost zjednoduseni syntézy
uridinovych derivatl z uracilu (konkrétné napt. 5-methoxyuracil) a 1'-O-acetyl-2,3,5-tri-
O-benzoyl-f-D-ribofuranosy, kde neni potiecba nejprve silylovat prislusnou bazi, ale
ksilylaci i ke wvzniku nukleosidu dochazi v jednom reakénim kroku. Misto
v dichlorethanu se reakce provadi v acetonitrilu a misto katalyzatoru SnCly se pouziva
C4F9SO2K (draselna sul perfluorobutansulfonové kyseliny) a dale se do reakéni smési

ptidava TMS-Cl a HMDS (hexamethyldisilazan).

Schéma 9:
o 0
O._.OAc OMe

HN OMe B0 - - HN |
A | + 1. C4FgSOK P

N BzO OBz HMDS, TMS-CI O™ 'N

H acetonitril o

2. NaHCO;
BzO
BzO OBz

Obrazek 28: Mechanismus Vorbriiggenovy syntézy pyrimidinovych nukleosidal*?:

H;C CH;
SI—OTf

i/. CHy

BzO

- /'sg
TtO
BzO [e) BzO O.
E + TMSOT!
’l
B20 O CeHs BzO OBz
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Obrazek 29: Mechanismus Vorbriiggenovy syntézy purinovych nukleosidal*®:

Ph, ‘_)OGONth
N, BSA ~N N
) S e
Ale)\N N “‘}N)%N N
™S 7 SMey
O~

AcO OAc HO OH

Roku 1995 byl Vorbriiggenem™! publikovan dalsi pokrok v syntéze a to moznost
vyuziti nejen nechranéné baze, ale také cukerné casti, ktera je ochranéna in situ. Tato
moznost je zejména vyhodnd, neni-li dostupna chranéna cukerna ¢ast. Bohuzel neni

mozné ji vyuZzit pro 2'-deoxyribdzu.

Schéma 10:
NH,
NN
NH N
2 H O_ oy !-HMDS, TMS-CI 'KN/ N>
N)j:N HO/\S_JM acetonitril, 80°C
L N/> + 2.1,1 eq. TMSOTf 0o
N HO OH acetonitril, 80°c  BzO
3. MeOH, NH3 BzO OBz
4. MeOH, 80°C

Vyzkum Zhanga a Davese!?  z roku 1992 pfinesl moZnost paladiem-
zprostiedkované couplingové reakce pyranovych a furanovych glykala (1,2-
nenasycenych cyklickych uhlovodikt) s pfisluSnym aglykonem pro tvorbu regio- a
strereospecifické tvorby C-glykosylové vazby. Pti tiikrokové pripravée 2'-
deoxypseudouridinu s vytézkem 63% byla klicovou reakci couplingova reakce 5-
iodouracilu s 1,4-anhydro-2-deoxy-3-O-[(1,1-dimethylethyl)difenylsilyl]-D-erythro-
pent-1-enitolem. Vznikl -C-nukleosid, ktery byl bez izolace desilylovan fluoridovymi

ionty za vzniku 2'-deoxy-3'-keto C-nukleosidu a nakonec triacetoxyborohydrid sodny
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stereospecificky redukoval 3'-ketoskupinu z f-strany furanového kruhu a vznikl 2'-

deoxypseudouridin.

Schéma 11:
I 1
o o Pd(OAc), HN™ "NH HN™ "NH
| N _ - N
HN HOA(_] AsPh, 0o n-BuysN‘F o
d b ) o o)
9 ” t-Bu(Ph),SiO HO HO
t-Bu(Ph),SiO o}
Na*HB(OAC)y
0
HN/lLNH
X0
o
HO
HO

Zajimava je také mozZnost tvorby glykosylové vazby pomoci Mitsunobu reakce, ktera
byla v cukerné chemii vyuzita jiz roku 1979 Grynkiewiczem!*?. Ten podrobil D-
glukozu Mitsunobu podminkam za pfitomnosti nadbytku fenolu za vzniku
fenylglykosidu v dobrém vytézku a diastereoselektivité (o8 1:8). Schmalisch®?¥ et al.
pak v roce 2013 vyvinul neutralni katalytické podminky pro reakci nechranéné D-ribozy
Vv pfitomnosti nadbytku alkoholového akceptoru pro termodynamicky pribéh reakce za

vzniku pfevazné f-anomeru.

Schéma 12:

Grynkiewicz 1979

O ,OPh
P(,Bu);, DEAD HO

PhOH (nadbytek)  HO™

“'OH
OH
Schéma 13:
Schmalisch 2013
O. .OR
(@) OH O ~OH PPh,, CB
3 T4
o~ == () - ol
R HO" - “oH ROH (nadbytek) HO x ‘OH
HO  ©OH & OH
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AvsSak pro syntézu purinovych nukleosidii ¢asto neni zadouci nutnost pouziti

nadbytku baze jako akceptoru alkoholu, a proto Downey[425] et al. vroce 2015 piisli

S moznosti pfipravy purinovych i pyrimidinovych nukleosidii s dobrymi vytézky S-

anomeru, a-anomer nepozorovali. Pyrimidinové derivaty reagovaly pomérné hiie

V porovnani s purinovymi a smési pyrano- a furanosidi byly ned¢litelné sloupcovou

chromatografii.
Schéma 14:
cl cl
N N
¢l o on P(n-Bu); (2eq), DIAD (2,1 eq) N')j: N N')\i N
N)\iN\> O“\ ribdza (2eq), CH3CN, 0°C-rt,12h kN/ N kN/ N
| + ‘ ) +
LN/ N  HO" > OH béaze (DBU) o o
H OH HO
HO™ ~ TOH HO  OH
OH L _

K tomu, aby produktem byl hlavné furandézovy derivat,

byla pouzita labilni

protektivni skupina, ktera chrani 5'-OH skupinu a inaktivuje ji a hlavné¢ uzamyka rib6zu

ve furan6zové podob¢ a to 4-methoxytritylova skupina (MMTr), tritylether by byl pfili§

stabilni skupinou. Jako testovaci bazi pouzivali 6-chlorpurin a reakci s ochranénou

ribézou bylo izolovano 53% produktu za uvedenych podminek (schéma 15).

Schéma 15:

1. DBU (1 eq), CH3;CN
rt, 15 min

N .
N ~

HO OH

cl
o
N OH
NI\ S . MMTrO/\Q”N
L \/
N H

1eq 0°C-rt, 12h
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NN
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Tato Downeyho metoda bohuzel také vyzaduje pfitomnost 2'-OH skupiny na cukerné
Casti, tedy kdyZz byla pouzita pro reakci 2'-deoxy-D-ribdza vznikla smés produkti,
kterou nebylo mozné rozdélit. Benzoylovymi skupinami plné ochranénd ribdza, jiz
pravé benzoyl (acyl) v poloze 2' umoziiuje usnadnit reakci za podminek Vorbriiggenovy
reakce, poskytla za téchto podminek jen stopy produktu na TLC a 2'3'-
isopropylidenderivat rib6zy nereagoval vitbec*?,

Moznou metodou piipravy 2'-deoxyribosidu je deoxygenace 2'-OH skupiny dle

Robinse a Wilsona z roku 1981%%! za pomoci chrénicich skupin.

2’-Deoxyadenosin je kliCovym intermedidtem k syntéze dalSich 2’-deoxyribosidu.

V diskuzni ¢asti bude popsano jeho vyuziti v syntéze cilovych derivati této prace.

Schéma 16:
NH, NHo L
N N
NI _ . N™™S
\ -
Ly wmsoe LD amosa LD
idin, rt, 2h i
o pyriain O 4-(dimethylamino)pyridin, 0
HO o CHeCN,it,t6h O
Ho  OH (I—Pr)23|b g on (/-Pr)28|b O 0SCOCgHs
T=Si(i-Pr), TSi(iPr),

1. n-BusSnH, AIBN,
PhCHs;, N,
75°C, 3h

2. n-BuyN*F~

Zde uvedenou chrénici skupinu lze vyuzit i k vazbé baze na cukernou ¢ast tak, jak
ukazal Chanteloup vroce 1994. 2'-O-alkyl-g-ribonukleosidy pfipravil s vyuzitim
vhodné ochranéné ribozy a silylované baze za podminek Vorbriiggenovy reakce.

Glykosylace bylo dosazeno s dobrymi vytézky a vysokou stereoselektivitou.
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Schéma 17:

O_o_ _ccl, silylovana o
/O/\S__Z/ \ﬂ/ nukleobaze /O
(i-Pr),Si NH T™MSOTT, . (-Pr)Si

\ O\ OR ! \ O
\
\Si(i-Pr)z ;i;chloroethan, —5

Baze

OR
i(i-Pr)s

R = methyl, propyl

Kromé¢ deoxygenacéni metody Ize 2'-deoxy-f-ribonukleosidy pfipravit za pouZziti

[428] gt al.. Protoze zde nelze vyuzit vyhody

vhodn€ chranéné 2'-deoxyribdzy dle Zhanga
zapojeni 2'-O sousedni skupiny, je vyuzita vhodnéd skupina v 3'-O poloze (napi. N-
acetyl-glycyl), ktera slouzi jako donor elektronti ke stabilizaci oxokarbeniového

intermediatu pii participaci 1' a 3' poloh. Baze se pouziva silylovana.

Schéma 18:
o)
o)
OTMS | /’K‘
NH
o
BnG OMe +\ﬁN TMSOTS o N“T0 L NaOH | N/go
0 N//I\OTMS -78°C,2h BnO THF/H,O 1/1 o
o )‘k (@) BnO

TN o)
(@] H N)J\

o 87-95%

Sugimural®® et al. publikoval N-bromosukcinimidem podpofenou reakci mezi
deoxyfuranosidy a silylovanymi pyrimidinovymi bazemi za vzniku pfevazné p-
nukleosidti. Hannesian!®” zase zavedl NBS k aktivaci thioglykosidd. Isopropylenova
skupina se za téchto podminek ukazala jako nejlepsi a v pfipad¢, ze byl NBS zaménén

za NIS/TMSOTT, stereoselektivita byla ztracena.

OSiMes HN
0 A |
o + N™X NBS, DCM e N
S SPh Mo
G Me;Sio” "N 0

Schéma 19:
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Jelikoz vétSina studii se zabyva tvorbou v pfirodé nejcastéjsi bioaktivni 1',2'-trans-N-
glykosylové vazby (f-nukleosidy) neni mnoho zptsobu jak efektivné pfipravit 1',2'-Cis
nukleosidy (a-nukleosidy). V porovnani s pf-nukleosidy musi byt pro vznik a-
nukleosidil furandzova ¢ast atakovana nukleofilni bazi z nejvice stericky branéné strany,
coz vyzaduje vice energie. Prévost™® publikoval vysoce diastereoselektivni cestu k
1',2'-cis nukleosidovym analogim v sériich D-ribo, D-lyxo, D-xylo- a D-arabinosidu.
Péticlenny kruh podléha selektivni N-glykosylaci v pfitomnosti bromodimethylboranu a

prabeh vzniku produkti je predpokladan pies S\? tranzitni stavy.

Schéma 20:

N(TMS), BnO OBn
O._OH
BnO/\;_I + )Nl\)j/ m nebo /K[(
~
BnO  OBn  TMSO™ N - /\Q\
BnO OBn N

d

_N
NH,

Vyuziti 3-methoxy-2-pyridyloxidu (MOP) a 2-thiopyridylkarbonatu (TOPCAT) jako
odstupujicich skupin také vede ke vzniku a-anomernich nukleosidi ve vytézku az pies
90%.%*% Toluen je pro tuto reakci nejvhodnégjsi v porovnani s napt. benzenem, DCM,
etherem a DMF; acetonitril a THF podporuji vznik f-anomeri. Reakce s MOP skupinou
poskytuji vyssi vytézky, ale reakéni doba je obvykle dlouhd (cca 20h), kdezto reakce
s TOPCAT skupinou je rychlejsi (0,5-6h), ale vytéZky byvaji niZsi.
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Schéma 21:

BnO N
silylovana baze
BnO OBn TMSOTf [0)

toluen BnO/\Q\
nebo
N—
BnO OBn ‘.
0«84@ Baze
(@]

BnO OBn

Y

(@)
BnO

V neposledni fadé je nutno zminit také metodu vystavby heterocyklického jadra na
cukerné Casti, napf. na dusiku v poloze C-1' aminoribdzy, jak popsal Shaw!*¥ v roce
1958. 2',3',5'-Tri-O-benzoyl-f-D-ribosylamin byl pfipraven katalytickou hydrogenaci
2',3',5'-tri-O-benzoyl-f-D-ribosylazidu ziskaného reakci ribosylhalidu a azidu sodného

(431 42 v roce 1930

v acetonitrilu™¥, coz je rozsireni metody, kterou popsal Bertho
(ptipravoval 2,3.4,5-tetra-O-acetylglukosylazid a D-glukosylamin). Pribéh reakce za

vzniku uridinu je zobrazen na schématu ¢. 22 a vedl ke vzniku smési obou anomert.

Schéma 22:
O O O
/\)k )J\ HN
EtO N~ “OEt |

o) H PN

NH, 7 N
BzO -
o)
EtOAc, TEA
BzO OBz 2. MeONa/MeOH HO
HO OH

Purinové nukleosidy lze ziskat napt. vystavbou vychazejici z imidazoderivatu dle

[437) et al. z roku 1968 (priprava N’-izomeru). V tomto piipad& byl 5-bromo-

Rousseaua
4-nitro-1-(2',3',5'-tri-O-acetyl-f-D-ribofuranosyl)imidazol pfipraven zahfivanim smési
4(5)-bromo-5(4)-nitroimidazolu s tetra-O-acetyl-f-D-ribofuranézou za pfitomnosti
kyseliny chloroctové pii 180-185°C ve vytézku 72%. Pti této reakci vznikl taktéz 4-
bromo-5-nitro-1-(2',3',5'-tri-O-acetyl-f-D-ribofuranosyl)imidazol, jenz byl izolovan
do etheru. K 5-bromo-4-nitro-1-(2',3',5'-tri-O-acetyl-f-D-ribofuranosyl)imidazol byl bez
deprotekéniho kroku pfidan jodid draselny, kyanid draselny a v DMSO vzniklo 82% 5-
kyano-4-nitro-1-(2',3',5'-tri-O-acetyl-5-D-ribofuranosyl)imidazolu. Nasledujici redukce
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nitroskupiny byla nejprve provedena pomoci Ra-Ni v atmosféie Hy, ale toto vedlo ke
vzniku smési a ke ztrat¢ materialu. Proto jako mnohem vyhodné;jsi byla redukce pomoci
vodiku a 5% Pd/C v ethanolu, zde vzniklo 87% vyhovujiciho produktu. K takto
pfipravenému  4-amino-5-kyano-1-(2',3',5'-tri-O-acetyl-(f)-D-ribofuranosyl)imidazolu
byl dale pridan diethoxymethylacetat (reflux) za vzniku 4-ethoxymethylenového
intermediatu, ke kterému byl dale pfiddn methanolicky amoniak a takto byl ziskan 6-

amino-7-(f)-D-ribofuranosyl)purin s vytézkem 93%.
Schéma 23:

NC NO, NC NH,

Br>:<N02 o Y—=( Y=(

5% Pd/C, H,

Kl KCN AcO N__N T2 N N
ACO\SEZ/NVN DMSO \q N ethanol \Q/

AcO OAc

2, MeOH/NH3

AcO OAc
CICH,COOH |
180-185°C NS
NH2
AcO-_O<_0Ac Br\/ ‘/NO2
ﬁ " NN
AcO OAc N
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4. Diskuze a vysledky

V experimentalni &sti prace bylo cilem pfipravit riiznd N°-substitované derivaty 2'-
deoxyadenosinu s vyuzitim fady rizné substituovanych benzylamini. Byly vyzkouseny
dvé rozdilné metody:

1. vedouci z 2'-deoxyinosinu, ptipadné jeho 3°,5"-di-O-acetylderivatu a

2. vedouci z 6-chloro-3",5"-di-O-acetyl-2"-deoxyadenosinu, jenz byl pfipraven z 2'-
deoxyadenosinu.

K prvni metodé byla vyuzita jednokrokova reak¢ni cesta popsand Wanem et al .1+
v roce 2005 vychazejici z nechranéného inosinu nebo 2’-deoxyinosinu.

Schéma 24: Obecné reakéni schéma z literatury!*®!

R<
NH
| > DIPEA (1,5-2,0 eq.) | %
N N : N N
@) R-NH, (1,2-5,0 eq.) (@)
HO DMF/EtOH  HO

(65-99%)
HO X HO X

X = H, OH

Tato reakce byla nejprve vyzkousena k piipravé N°-benzylamino-2’-deoxy-9-(8)-D-

ribofuranosylpurinu (BAPdR, 2) s vytézkem 25% a cistotou 98,5% (viz Exp. Cast).

Schéma 25: Mechanismus jednokrokové syntézy N°-benzylamino-2’-deoxy-9-(5)-D-

ribofuranosylpurinu z 2”-deoxyinosinu

FOL.F ' — —
F:'?\F \O\j | \
F /N—%—N\ (\ Baze N\@N_ NH,
/N\ ~p
H AN
o) —N NH
\
N N N N
HN N7 N N
LY — I L) DieEaDvE W IO —— SI\>
N~ N N~ N rt, 18h N~ N -HMPA N~ N
o) o -OBt o o)
HO HO HO HO
HO HO L HO _ HO
1 2
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Nadseni ale vysttidalo zklamani pti pokusech o totoznou reakci se substituovanymi
benzylaminy (byly pouzity derivaty 2-hydroxy, 2-hydroxy-3-methoxy, 3-methoxy, 2-
methyl, 3-methyl a 4-methylbenzylamin). U vSech reakci (schéma 25) byly vyzkouSeny
rizné podminky (tabulka 5), TLC kontrola byla provadéna s mobilni fazi
CHCI3:MeOH:NH,OH v poméru 4:1:0,05 a pro vSechny tyto reakce byla snaha o
rozdéleni smeési sloupcovou chromatografii, nicméné nikdy nebylo dosazeno
uchopitelného pozadovaného produktu. Vzdy vznikla nedélitelna smés obsahujici velké
mnozstvi vychozi latky, N°-substituovaného purinu nebo samotného adeninu. Ani
ochranéni 2’-deoxyinosinu pomoci acetanhydridu v pyridinu, dle*), nevedlo
k pozadovanému cili a pouziti mikrovinného reaktoru jen mnhonasobné zkratilo dobu,

za kterou vznikla tatdz smés za 30 minut oproti cca za 2 dny bez ng;.

Schéma 26: Schematické zobrazeni vSech reakci provedenych metodou vychazejici z 2'-

e

deoxyinosinu (1. metoda)

N

H

N;IN\ N

k\N N> o}
Aﬁ "o

HO

HO 4

NH
NZ N\ N JI \>
o
) ]
HO HO
8 7
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Schéma 27: Vyuziti 3" a 5” chranéného 2’-deoxyinosinu™** k pokusu piipravy derivatu 4

Acetylace 2’-deoxyinosinul43°]
O (0]
HNT N\> N HN)iN\>
L\N N Ac,0, pyridin L\N N
o 2h, rt o
HO AcO
HO AcO
1 9
OCHs
OH
NH>
CH;
OCHj OH
NH
N OH 2 N
HNL > NH Nk >
SNN 2 o SN
o BOP, DIPEA o
HO DMF HO
HO HO
1 4

Tabulka 5: Shrnuti reakénich pokusti metodou vychazejici z 2’-deoxyinosinu ¢i jeho 3°,4'-

di-O-acetyl-derivatu

Pozadovany Reakéni komponenty Reakéni podminky Vysledek
produkt
2’-deoxyinosin (1) 1 eq. la. 12h/rt 1. 25% HPLC-MS
BOP 1,5 eq. 1b. 3h/50°C a stale znac¢ny podil
DIPEA 2 eq. 1c. 2h/60°C vychozi latky (TLC)
3 2-OH-BA leq. 1d. +0,3eq. BOP  pracné a netispésné
DMF 18h/60°C ¢isténi sloupcovou
inert. atm. 2. MW reaktor chromatografii
50W

30 min/80°C 2. obdobny vysledek
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2’-deoxyinosin (1) 1 eq. la. 12h/rt 1. 22% HPLC-MS

BOP 15eq. 1b. 3h/50°C nedélitelnd smés

DIPEA 2 eq. lc. 2h/60°C a stale znacny podil
4 2-OH-3-OMe-BA  1leq. 1d. 18h/60°C vychozi latky (TLC)

DMF 2. MW reaktor

inert. atm. 50W

30 min/80°C 2. obdobny vysledek

2’-deoxyinosin (1) 1 eq. la. 18h/rt Produkt nedetekovan
BOP 1,5eq. Ib. 1h/50°C
DIPEA 1,8 eq. lc. 18h/50°C
6 2-CH3-BA 1,5eq.
DMF
inert. atm.

2’-deoxyinosin (1) 1 eq. 1. 18h/50°C Produkt nedetekovan
BOP 1,5 eq.
DIPEA 1,8 eq.
8 4-CH3-BA 1,5 eq.
DMF
inert. atm.




Je mozné, Ze oproti samotnému benzylaminu zplsobuje substituce v jakékoli poloze
benzenového jadra elektrondonorni skupinou oslabeni reaktivity a ze substituenty se
zépornym mezomernim efektem by reaktivitu naopak zvysily. Tato metoda bude nadale
predmétem studia, nicméné metoda druhd, vychazejici z 2'-deoxyadenosinu, se ukazala

v

byt spolehlivéjsi.

Druha metoda vychazela z2’-deoxyadenosinu (10), u né&hoz byly chranény
hydroxylové skupiny pomoci acetanhydridu v pyridinu za vzniku 1114 S takto
ziskanym meziproduktem byla provedena deamina¢ni-chloracni reakce dle literatury!!
zroku 2003. Tak byl ziskan chlorovany intermediat (12) K pfipravé vcech cilovych

derivatu.

Schéma 28: Schematické zobrazeni reakénich kroka vedoucich k hlavnimu intermediatu

(12) druhé metody ptipravy cilovych derivatt

NH, NH, |
] > Ac,0 | Y TMS-CL {BULONO Ny >
N — N N —, DUl > N N
pyridin, rt, 2h DCM, -5°C - rt, 14h
0) i. atm. 0]
HO AcO AcO
HO AcO AcO
10 11 12

Schéma 29: Obecné schéma nukleofilni substituce intermediatu 12 a piislusné

[442]

substituovaného benzylaminu na motivy literatury*™~ a nasledna deprotekce hydroxylovych

skupin
X R X R
B Bl
Z Z
X R
| T NH NH
= N
N 7z
T T
NH, . Sy~ ~N 5% NH3/MeOH> N7 N
TEA, 1-propanol /o) 12h, rt (@)
AcO oh, 50°C  Aco HO
AcO AcO HO
12 3-8, 13-20
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Ve formé 3°,5'-di-O-acetyl derivatu byl pomoci sloupcové chromatografie izolovan
pouze derivat 3a, nicméné nebylo mozné touto separacni metodou ziskat produkt
s Cistotou nad 90%, proto byla reakce vedouci k 3 a ostatnim dale provadéna bez
separace chranéného produktu a rovnou se pokracovalo deprotek¢nim krokem. 3" a 5'-
diacetylované derivaty budou predmétem dalSiho studia, bude ale nutné vychazet

z vétsitho mnostvi vychoziho chlorderivatu 12.

Obrazek 30: Struktura derivatu 3a

AcO
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Obrizek 31: Shrnuti 14 piipravenych novych N°-substituovanych derivatt 2"-deoxy-9-(5)-

D-adenosinu
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Tabulka 6: Shrnuti vytéznosti reakci a &istot piipravenych 14 novych N°-substituovanych
derivatt 2’-deoxy-9-(5)-D-adenosinu a také derivatu 3a

Derivat Vytézek Cistota HPLC-MS Vzhled

3 19% 97,4% Bila az nazloutla pevna latka
3a 41% 86% Zlutohnéda amorfni latka
4 32% 96,8% Zlutooranzova pevna latka
5 20% 90,4% Svétle Zluta amorfni latka
6 25% 95,2% Svétle zluta amorfni latka
7 28% 98% Svétle zluta amorfni latka
8 27% 90,20 Svétle zluta amorfni latka
13 24% 94,3% Svétle Zluta amorfni latka
14 9% 94,4% Bila péna

15 31% 96,7% Nazloutly pevny odparek
16 30% 94,2% Nazloutly pevny odparek
17 29% 99,5% Bila péna

18 44% 98,2% Bila péna

19 34% 96,6% Bila péna

20 23% 93,1% Bila lehce nazloutla péna

Derivata 3 a 4 bylo dosaZzeno v pomérné vysoké Cistoté bez nutnosti separace
sloupcovou chromatografii, pomoci krystalizace. Bylo vSak nutné vyzkouSet rizna
rozpoustédla (methanol, ethanol, 1-propanol, aceton) a kazda ztéchto dvou latek
vykrystalizovala v jiném rozpoustédle. Konkrétné derivat 3 vykrystaloval z 1-propanolu
a derivat 4 7z absolutniho ethanolu a pfitom byla vyzkouSena vSechna zminéna
rozpoustédla. Krystaliza¢ni proces vzdy probihal po dobu minimaln€ dvou dni. Z tohoto
casového divodu bylo u dalsich derivati piiklonéno spise k separaci sloupcovou
chromatografii. Je nutno zminit urychleni separace u derivatd 16-20 pomoci metody
preparativni TLC na sklenéné destiéce, ktera byla nejvhodnéjsi jak z divodu Casu, tak
z diivodu eliminace zna¢nych ztrat produkti, jelikoz reakce vzdy vychazely z navazky

okolo 100 mg intermediatu 12.
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5. Experimentalni ¢ast

Material a metody

Pouzité metody

Tenkovrstevnd chromatografie: TLC na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60

WEF 254 (Merck KGaA); vizualizace desek s nanaesenymi vzorky pomoci UV lapmy
(Camag) o vinové délce 254 nm nebo 366 nm.

Preparativni tenkovrstevna chromatografie: TLC na sklenénych deskach pokrytych

silikagelem 60 WF 254 (Merck KGaA); vizualizace desek s nanaesenymi vzorky
pomoci UV lapmy (Camag) o vinové délce 254 nm nebo 366 nm.

Nuklearni magneticka rezonance (NMR): Varian 500 MHz (*H, 13C) a pouzita byla
deuterovana rozpoustédla CDCl; a DMSO-d°.

Hmotnostni spektra: hmotnostni spektrometr Waters ZMD 2000 s vyuzitim pozitivni

ionizace elektronsprejem. Detekce snimani kladnych iontl probihala ve full scan modu

V rozmezi m/z 50-800 Da.

Pouzité chemikalie

Reak¢éni komponenty: Sigma Aldrich

2’-deoxyinosin, (benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium hexafluorofosfat
(BOP), diisopropylethylamin (DIPEA), 2’-deoxyadenosin, trimethylsilylchlorid (TMS-
Cl), tert-butylnitrit, benzylamin, 2-hydroxy-3-methoxybenzylamin, 2-
hydroxybenzylamin, 2-, 3-, 4-methylbenzylamin, 2-,3-,4-methoxybenzylamin, 2-,3-,4-
chlorobenzylamin, 2-, 3-, 4-fluorobenzylamin, MgSQO,4, NaHCOg, triethylamin (TEA)
Rozpoustédla: Lach-Ner, Sigma Aldrich, OlChemIm

Methanol, ethanol, 96% ethanol, aceton, suchy dimethylformamid (DMF), propan-1-ol,
diethylether, ethylacetat, methyl-tert-butyl ether (MTBE), voda, chloroform,
dichlormethan (DCM), nasyceny roztok NaCl, 7M methanolicky roztok amoniaku,
pyridin, acetanhydrid, toluen
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5.1 Syntéza

Piiprava N°-benzylamino-2°-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinul®®! (2)

Reakéni schéma:

\ N~ N\
> N gﬁg

N

BOP DIPEA
THF 0
HO AcO

HO AcO 2

Postup:
2’-Deoxyinosin (252 mg; 1 mmol) byl pfedlozen do banky s kulatym dnem a
rozpustén v 5 ml suchého DMF. Poté bylo ptfidano Castrovo ¢inidlo (BOP; 531 mg;
1,5 mmol), benzylamin (131 ul; 1,5 mmol) a DIPEA (261 ul; 1,5 mmol). Reak¢ni
sm¢s byla inertizovana proudem argonu a po uzavieni michana za laboratorni teploty
ptes noc. Doslo k rozpusténi pevné faze a ke vzniku nazloutlého roztoku. Jakmile
bylo pomoci TLC detekovano ukonceni reakce (stopy vychozi latky), byla reak¢ni
smé&s odpaiena na rota¢ni vakuové odparce. Nahnédly olejovity odparek byl poté po
piidavku vody (50 ml) extrahovan ethylacetatem (3x 25 ml) a spojené organické faze
byly vysuSeny MgSO, a odpafeny na RVO do sucha. Produkt byl izolovéan
sloupcovou chromatografii (mobilni faze stejného sloZzeni jako u TLC) a po
opctovném odpateni do sucha rozpustén v acetonu, z n¢hoz vykrystaloval ve formé
,,snéhu®.

Sumarni vzorec: C17H19N503

Molarni hmotnost: 341,36 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH:25% roztok NH,OH (4:1:0,05)

Vytézek: 25%

HPLC-MS (ESI*): 98,5%

'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,23 (m, 1H, C*-H"); 2,65-2,71 (m, 1H, C*-H®);

3,45-3,48 (m, 1H, C*-H"); 3,55-3,58 (m, 1H, C*-HP); 3,82-3,84 (q, J=10, 1H, C*-H);

4,35-5,36 (t, J=5, 1H, C*-H); 4,65 (bs, 2H, CHy-benzylu); 5,12-5,26 (bd, 1H, OH);

6,29-6,32 (t, J=15, 1H, C'-H); 7,27-7,28 (d, J=5, 2H, 2x(0-Ar-H)); 7,22-7,25 (t, J=15,
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2H, 2x(m-Ar-H)); 7,14-7,17 (t, J=15, 1H, p-Ar-H): 8,15 (s, 1H, C%): 8,32 (s, 1H, C?;
8,43 (bs, 1H, N°H)

Piiprava 3°,5"-di-O-acetyl-2"-deoxyinosinul*! (9)

Reakeéni schéma:

N

rt, 2h B
o}
HO AcO

HO 1 AcO 9

o)
HN | N\> HN)iN>
L\ N Ac,0, pyridin L\N N

o

Postup:
K roztoku 2’-deoxyinosinu (297 mg; 1,18 mmol) v bezvodém pyridinu (23 ml) byl
pfidan acetanhydrid (1 ml) a reakéni smés byla michana za laboratorni teploty 2
hodiny. Po této dob& byl odpafen pyridin do sucha a odparek byl ponechan
krystalovat z vody v lednici za vzniku ,,jehlickového* produktu.

Sumarni vzorec: C14H16N4O6

Molarni hmotnost: 336,30 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH:25% roztok NH,OH (4:1:0,05)

Vytézek: 51%

HPLC-MS (ESI): 95%

'H NMR (500 MHz, DMSO-d°): 1,97 (s, 3H, CHa); 2,04 (s, 3H, CHs); 2,48-2,53 (m,

1H, C*-H"); 2,96-3,02 (m, 1H, C*-H®); 4,13-4,16 (m, 1H, C°-H?™); 4,20-4,21 (g, J=10,

1H, C*-H) 4,22-4,25 (m, 1H, C°-H®): 5,30-5,33 (m, 1H, C*-H); 6,27-6,30 (m, 1H, C' -

H); 8,03 (s, 1H, C?); 8,26 (s, 1H, C?); 12,38 (bs, 1H, NH)

BC NMR (500 MHz, DMSO-d®): 170,70; 157,06; 148,56; 146,51; 139,25; 125,14;

84,06; 82,25; 74,75; 64,05; 36,20; 21,33; 21,07
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Piiprava 3°,5"-di-O-acetyl-2"-deoxyadenosinu (11)

NH, NH,
SR
k\N N Ac,0, pyridin . k\N N

rt, 2h /\ﬁ
HO AcO

AcO
HO 4o 1

Reakéni schéma:

Postup:
K 1 g 2’-deoxyadenosinu.H,O (3,8 mmol) ve 13 ml pyridinu bylo po kapkach za
michani pfiddvano 3,5-4 ml acetanhydridu (80 mmol) a reakéni smés byla déle
ponechana za michani 2 hodiny pfi teploté¢ laboratofe. Poté byla reakéni smés
ochlazena v ledové lazni a bylo piidano 47 ml DCM, nasledovala extrakce s 12 ml
10% vodného roztoku NaHCOj3 a poté s 10 ml vody. Organicka faze byla odpatena
do sucha a zbytkova rozpoustédla byla odpafena s 3x 10 ml toluenu. Odparek byl
krystalovan z absolutniho ethanolu v lednici pfes noc. Produkt byl zfiltrovan a
promyt ledovym absolutnim ethanolem a suSen v exikatoru nad P,Os az do
konstantni hmotnosti.

Sumarni vzorec: C14H17NsOs

Molarni hmotnost: 335,32 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)

Vytézek: 82%

HPLC-MS (ESI"): 99,6%

'H NMR (500 MHz, CDCls): 2,08 (s, 3H, CHa3); 2,12 (s, 3H, CHs); 2,60-2,64 (m, 1H,

C*-H™); 2,91-2,97 (m, 1H, C*-H®); 4,32-4,36 (m, 2H, C*-H”, C*-H); 4,39-4,42 (m,

1H, C*-H®); 5,41-5,43 (m, 1H, C*>-H); 5,78 (bs, 2H, NH,); 6,41-6,44 (m, 1H, C'-H);

7,98 (s, 1H, C®); 8,35 (s, 1H, C?)

3C NMR (500 MHz, CDCls): 170,43; 155,43; 152,99; 149,72; 138,76; 120,26; 84,66;

82,63; 74,61; 63,87; 37,64; 21,04; 20,90
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Piiprava 6-chloro-37,5"-di-O-acetyl-2"-deoxyadenosinu (12)

Reakéni schéma:

NH,
N N
N= N
L\ﬁ > LY
N N t-BUuONO, TMS-CI . N N
DCM /o)
AcO AcO
AcO AcO
1 12

Postup:
Do fadné vysusené trojhrdlé banky opatiené septy byl vlozen 3°,5'-di-O-acetyl-2’-
deoxyadenosin (400 mg; 1,19 mmol) v suchém DCM (34 ml), vSe bylo inertizovano
pomoci N, (balonek) a vychlazeno za michani v ledové lazni na 0°C. Jakmile byla
smés fadné vychlazena, ptes septum byl ptidan TMS-CI (1,51 ml; 12 mmol) a po
chvili byl rovnéz ptes septum piikapavan tert-butyl nitrit (0,71 ml; 5,98 mmol) v 6
ml suchého DCM. Tato reak¢ni smés byla michana v ledové lazni asi 2 hodiny a po
odstranéni ledové lazné dalSich 12 h za laboratorni teploty. Na druhy den bylo
k reak¢éni smési pridano 170 ml DCM a 170 ml 5% vodného roztoku NaHCOs; a
organicka faze byla dale promyta 3x 50 ml vody a 3x 50 ml nasyceného roztoku
NaCl, vysusena MgSO, a odpatfena. Vznikl Zluty medovity odparek.

Sumarni vzorec: C14H15CIN,4O5

Molarni hmotnost: 354,75 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)

Vytézek: 68%

HPLC-MS (ESI): 92%

'H NMR (500 MHz, CDCls): 2,06 (s, 3H, CH3); 2,12 (s, 3H, CHs); 2,65-2,69 (m, 1H,

C*-H%); 2,94-3,00 (m, 1H, C*-H®); 4,08 (m, 1H, C*-H"); 4,21-4,25 (m, 1H, C*-H®);

4,35-4,40 (m, 3H); 5,41-5,43 (m, 1H); 6,46-6,49 (m, 1H, C'-H); 8,33 (s, 1H, C%); 8,74

(s, 1H, C?)
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Priprava N°-(2-hydroxybenzylamino)-2°-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (3)

Reakéni schéma:

0" % HO
|
\> 5% NHy/MeOH_ K \>

k\'N\> -

N

TEA, propan-1-ol
0) 100°C, 5h
AcO

AcO
12

Postup:

Do tlakové ampule bylo vlozeno (107 mg; 0,3 mmol vychozi latky 12 v 10 ml 1-
propanolu. Dale bylo pfidano 37,4 mg 2-(aminomethyl)fenolu (0,3 mmol) a smés
byla inertizovana proudem argonu. Byl pfidan triethylamin (127 pl; 0,9 mmol) a
ampule byla ihned uzaviena a vlozena do vyhtaté olejové lazné. Za michani byla
takto ampule ponechédna 5 h pii 100°C. Po ukonceni reakce a vychlazeni ampule na
laboratorni teplotu byla smés pfevedena do baiky s kulatym dnem a odpafena do
sucha na RVO. Odparek byl suspendovan ve vod¢ a extrahovan (15 ml MTBE s 3x
10 ml destilované vody). Organicka faze byla vysuSena MgSQO, a odpaiena.

Pro ziskani derivatu 3a byl odparek po extrakci rozdélen sloupcovou chromatografii
a pro zisk derivatu 3 byl odparek rozpustén v 10 ml 5% methanolického roztoku NHs
a michén za chlazeni v ledové lazni 2 h a poté za laboratorni teploty 12 h. Pribé&h
deprotekce byl sledovda pomoci TLC a po ukonceni reakce byla reakéni smés
odpaiena do sucha. Odparek byl rozpustén v 0,5 ml 1-propanolu a ponechan v lednici
dva dny za vylouceni krystalické latky, ktera byla zfiltrovana, promyta vychlazenym

1-propanolem a suSena v exikatoru nad P,Os do konstantni hmotnosti.

Derivat 3a:

Sumarni vzorec: C>1H23N506

Molarni hmotnost: 441,44 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)

Vytézek: 41%

HPLC-MS (ESI): 86%

'H NMR (500 MHz, CDCls): 2,06 (s, 3H, CHs); 2,11 (s, 3H, CH3); 2,58-2,62 (m, 1H,

C?-H"); 2,85-2,90 (m, 1H, C*-H®); 4,13-4,19 (m, 1H, C°-H"); 4,23-4,26 (m, 1H, C°-
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H®); 4,32-4,44 (m, 1H, C*-H); 4,36-4,40 (m, 1H, C*-H); 4,63-4,64 (bd, 2H, CH,-
benzylu); 5,38-5,40 (m, 1H, C*-OH); 6,37-6,40 (m, 1H, C'-H); 6,78-6,82 (m, 1H, Ar-
OH); 6,83-6,86 (M, 1H, Ar-H); 6,92-6,94 (m, 1H, Ar-H); 7,18-7,21 (m, 2H, Ar-H); 7,93
(s, 1H, C®-H), 8,41 (s, 1H, C*-H)

Derivat 3:

Sumarni vzorec: C17H19N504

Molarni hmotnost: 357,36 g/mol

TLC mobilni faze: CHCl3:MeOH (9:1)

Vytézek: 19%

HPLC-MS (ESI"): 97,4%

'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,24 (m, 1H, C*-H"); 2,66-2,70 (m, 1H, C*-H®);
3,47-3,49 (m, 1H, C°-H"); 3,82-3,84 (m, 1H, C*-HP®); 3,82-3,84 (m, 1H, C*-H); 4,33-
4,38 (m, 1H, C*-H); 4,55 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,16-5,18 (t, J=10, 1H, 3-OH); 5,28-
5,29 (d, J=5, 1H, 5-OH); 6,29-6,32 (m, 1H, C'-H); 6,64-6,67 (t, J=15, 1H, p-Ar-H);
6,74-6,75 (d, J=5, 1H, 0-Ar-H); 6,98-7,04 (m, 2H, m-Ar-H); 8,15 (s, 1H, C®-H), 8,20
(bs, 1H, 0-Ar-OH), 8,32 (s, 1H, C?-H); 9,88 (s, 1H, NH)

3C NMR (500 MHz, DMSO-d®): 155,39; 154,91; 152,70; 148,70; 140,24; 128,65;
128,28; 126,12; 120,24; 119,39; 115,82; 88,52; 84,49; 71,45; 62,37

Piiprava N°-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-

ribofuranosylpurinu (4)

Reakéni schéma:

N |
cO
12

H;C

HO

\> 5% NHy/MeOH_

AcO

TEA, propan-1 oIV
100°C, 5h fi /\d

Do tlakové ampule bylo vlozeno (107 mg; 0,3 mmol vychozi latky 12 v 10 ml 1-

A

Postup:

propanolu a 57 ul 2-(aminomethyl)-6-methoxyfenolu (0,37 mmol) ve formé
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hydrochloridu. Po pfidani 5 eq. triethylaminu (197 pl) byla reakéni smeés
inertizovana a ponechdna michat 5 h pfi 100°C v olejové lazni. Po ukonceni reakce
byla RS odpaiena do sucha na RVO a odparek byl extrahovan (15 ml MTBE a 3x 10
ml vody). Organicka faze byla vysuSena MgSO, a odpafena. Odparek byl rozpustén
v 10 ml 5% methanolického roztoku NH3 a za chladu v ledové 1azni michan 2 h a
poté 12 h za laboratorni teploty pies noc. Po uréeni konce reakce pomoci kontroly
TLC byla RS odpaiena a odparek byl rozpustén v 0,5 ml absolutniho ethanolu a
vlozen do lednice, kde po dvou dnech vykrystaloval produkt 4 jako pevna latka. Ta
byla zfiltrovana, promyta ledovym absolutnim ethanolem (300 pl) a vysusena

Vv exikatoru nad P,Os az do konstantni hmotnosti.

Sumarni vzorec: C18H21N505

Molarni hmotnost: 387,39 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)
Vytézek: 32%

HPLC-MS (ESI"): 96,8%

'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,18-2,23 (m, 1H, C*-H"); 2,64-2,69 (m, 1H, C*-H®);
3,43-3,48 (m, 1H, C*-H"); 3,53-3,58 (m, 1H, C*-HP®); 3,81-3,83 (m, 1H, C*-H); 4,33-
4,38 (m, 1H, C*-H); 4,55 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,14-5,17 (t, J=15, 1H, 3'-OH); 5,27-
5,28 (d, J=5, 1H, 5-OH); 6,28-6,30 (m, 1H, C'-H); 6,60-6,63 (t, J=15, 1H, m-Ar-H);
6,66-6,67 (d, J=5, 1H, 0-Ar-H); 6,75-6,77 (d, 1H, p-Ar-H); 8,15 (s, 1H, C3-H), 8,21 (bs,
1H, 2-Ar-OH), 8,31 (s, 1H, C3-H); 9,88 (bs, 1H, NH)

3C NMR (500 MHz, DMSO-d®): 154,81; 152,65; 148,88; 148,22; 144,42; 140,25;

126,72; 120,66; 120,21; 119,18; 111,16; 88,51, 84,48; 71,44; 62,35, 56,29

Piiprava NG-(2-meth0xybenzyIamino)-2’-deoxy-9-(/)’)-D-ribofu ranosylpurinu (13)

Reakéni schéma:

H5CO % H;CO
H,CO
N '
NH, k \> 5% NHy/MeOH_ k \>
TEA, propan-1-ol
100°C, 5h
AcO

AcO
12
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Postup:
Do tlakové ampule bylo vlozeno 100 mg (0,28 mml) vychozi latky 12 v 10 ml 1-
propanolu a bylo ptidano 36,4 ul (0,28 mmol) 2-methoxybenzylaminu. Po ptidavku
118 ul TEA (3 eq.) byla reakéni smés inertizovana a zahfivana za michani 5 h pfi
100°C. Po ukonceni reakce a odpafeni rozpoustédla nasledovala extrakce (15 ml
MTBE + 3x 10 ml voda). Vysusena, pomoci (MgSO,) a odpafena OF byla dale
zbavena chranicich skupin michanim v 5% methanolickém roztoku (10 ml) za chladu
V ledové lazni (2 h) a dale za laboratorni teploty (12 h). Na druhy den po kontrole
TLC byla RS odpaiena a odparek byl rozdélen sloupcovou chromatografii (MF jako
pro TLC). Byl ziskan produkt 13.

Sumarni vzorec: C18H21N504

Molarni hmotnost: 371,39 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)

Vytézek: 24%

HPLC-MS (ESI"): 94,3%

'H NMR (500 MHz, CDCls): 2,24-2,28 (m, 1H, C**-H); 3,04-3,10 (m, 1H, C*®-H);

3,74-3,78 (m, 1H, C**-H); 3,94-3,97 (m, 1H, C°B-H); 4,18-4,19 (m, 1H, C*-H); 4,56-

4,60 (m, 1H, C*-OH); 4,77-4,78 (m, 1H, C*-H) 4,82 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,53-5,55

(m, 1H, C*-OH); 6,25-6,28 (m, 1H, C'-H); 6,41 (bs, 1H, NH); 6,87-6,90 (m, 2H,

2x(Ar-H)); 7,22-7,28 (m, 1H, Ar-H); 7,33-7,37 (m, 1H, Ar-H); 7,73 (s, 1H, C3-H); 8,34

(s, 1H, C*-H)

3C NMR (500 MHz, CDCls): 157,76; 155,19; 152,65; 139,49; 129,72; 129,10; 120.62;

110,39; 98,65; 89,88; 73,74; 63,63; 55,46; 44,14; 41,04, 28,88
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Piiprava N°-(3-methoxybenzylamino)-2’-deoxy-9-(f)-D-ribofuranosylpurinu (5)

Reakéni schéma:

NH NH
NH: T | > 5%NHyMeOH N S
TEA, propan-1-ol N N N N
100°C, 5h o
AcO HO

AcO HO
5

Postup:

V tlakové ampuli bylo 100 mg (0,28 mmol) 12 a 36,1 pl 3-methoxybenzylaminu
(0,28 mmol) v 10 ml 1-propanolu. Po pfidani 118 ul TEA (3 eq.) a inertizaci proudem
argonu byla ampule zahtivana v olejové 1dzni za michani 5 h pii 100°C. Po ukonceni
reakce (kontrola TLC) byla RS odpafena do sucha, byla provedena extrakce (15 ml
MTBE + 3x 10 ml voda; vysuseni MgS0O,), a odparek po extrakci byl rozpustén v 5%
methanolickém roztoku NHj3 za chladu vledové lazni a ponechan michat 2 h. Po
odstaveni z ledové lazné byl roztok dale michan 12 h pfi teploté laboratofe. Po ukonéeni
reakce byla RS odpaiena a produkt 5 byl izolovan sloupcovou chromatografii (MF jako
u TLC).

Sumarni vzorec: C18H21N504

Molarni hmotnost: 371,39 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)

Vytézek: 20%

HPLC-MS (ESI*): 90,4%

'H NMR (500 MHz, CDCls): 2,26-2,30 (m, 1H, C*#-H); 3,06-3,11 (m, 1H, C*B-H);
3,76-3,79 (m, 1H, C*A-H); 3,77 (s, 3H, CH3); 3,95-3,98 (m, 1H, C°B-H); 4,20-4,21 (m,
1H, C*-H); 4,56-4,60 (m, 1H, C°-OH); 4,78-4,79 (m, 1H, C*-H) 4,81 (bs, 2H, CH,-
benzylu); 5,53-5,55 (m, 1H, C*-OH); 6,27-6,30 (m, 1H, C*-H); 6,34 (bs, 1H, NH);
6,80-6,82 (m, 1H, Ar-H); 6,90-6,91 (m, 1H, Ar-H); 6,93-6,95 (m, 1H, Ar-H); 7,23-7,26
(m, 1H, Ar-H); 7,75 (s, 1H, C®-H); 8,35 (s, 1H, C*-H)
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'H NMR (500 MHz, DMSO-d%): 2,19-2,23 (m, 1H, C**-H); 2,65-2,71 (m, 1H, C*B-H);
3,45-3,48 (m, 1H, C°*-H); 3,55-3,58 (m, 1H, C>B-H); 3,82-3,84 (m, 1H, C*-H); 4,35-
4,37 (m, 1H, C*-H); 4,62 (bs, 2H, CH,-benzylu); 6,29-6,32 (m, 1H, C'-H); 6,72-6,74
(m, 1H, Ar-H); 6,84-6,88 (m, 2H, 2x (Ar-H)); 7,13-7,16 (m, 1H, Ar-H); 8,15 (s, 1H, C*-
H), 8,32 (s, 1H, C*-H); 8,39 (bs, 1H, NH)

3C NMR (500 MHz, CDCls): 159,98; 155,11; 152,68; 139,73; 129,89; 120,05; 113,49;
113,04; 99,56; 98,65; 89,90; 87,99; 72,55; 63,63; 63,24; 55,34; 44,15; 40,93; 28,88

Priprava N°-(4-methoxybenzylamino)-2°-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (14)

Reakéni schéma:
CHs CH;

CHs

NH, L)ji D 5% NHyMeOH__ EI
TEA, propan-1-ol
100°C, 5h f /\d

Ke 100 mg 12 (0,28 mmol) v 10 ml 1-propanolu v tlakové ampuli byl ptidan 4-

Postup:

methoxybenzylamin (36,8 ul, 0,28 mmol), TEA (118 pul, 3 eq.), RS byla inertizovana
proudem dusiku (mlZe byt i argon) a michdna 5h pii 100°C v olejové 1azni. Po
odpateni rozpoustédla byla provedena extrakce (15 ml MTBE + 3x10 ml vody,
vysuSeni MgSQ,) a odparek organické faze po extrakci byl rozpustén v 10 ml 5%
methanolického roztoku NHsz a michan za chlazeni v ledové lazni 2h a poté za
laboratorni teploty 12h. Po odpafeni rozpoustédla byl Zlutohnédy odparek
purifikovan sloupcovou chromatografii za pouZziti mobilni faze jako pro TLC.

Sumarni vzorec: C1gH21N504

Molarni hmotnost: 371,39 g/mol

TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)

Vytézek: 9%

HPLC-MS (ESI'): 94,4%
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'H NMR (500 MHz, CDCls): 2,24-2,28 (m, 1H, C*“-H); 3,04-3,09 (m, 1H, C*B-H);
3,75-3,78 (m, 1H, C*A-H); 3,78 (s, 3H, CH3); 3,94-3,97 (m, 1H, C°B-H); 4,19-4,20 (m,
1H, C*-H); 4,74-4,79 (m, 3H, C*-H + CHy-benzylu); 6,24-6,27 (m, 1H, C'-H); 6,36
(bs, 1H, NH); 6,84-6,87 (m, 2H, 2x(Ar-H)); 7,26-7,29 (m, 2H, 2x(Ar-H)); 7,71 (s, 1H,
C8-H); 8,34 (s, 1H, C*-H)

'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,23 (m, 1H, C*-H); 2,65-2,71 (m, 1H, C*B-H);
3,45-3,48 (m, 1H, C°*-H); 3,55-3,59 (m, 1H, C*B-H); 3,81-3,85 (m, 1H, C*-H); 4,35-
4,37 (m, 1H, C*-H); 4,57 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,27 (bs, 1H, OH); 6,29-6,31 (m, 1H,
C'-H); 6,78-6,81 (m, 2H, 2x (Ar-H)); 7,21-7,24 (m, 2H, 2x (Ar-H)); 8,15 (s, 1H, C®-H);
8,31 (s, 1H, C2-H); 8,33 (bs, 1H, NH)

13C NMR (500 MHz, CDCls): 159, 20; 155,01; 152,67; 139,65; 130,19; 128,28; 114,20;
89,87; 87,65; 73,64; 63,61; 55,40; 44,11; 40,92; 28,88

P¥iprava N°-(2-methylbenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (6)

Reakéni schéma:

H5;C

N e
\> 5% NHy/MeOH_ k
TEA, propan-1 oI
100°C, 5h
AcO
AcO
12

Postup:

Postup je analogicky k postupu piipravy latek 4, 5, 13, 14.
tlakova ampule (inert. atm.): 12 (100 mg; 0,28 mmol), 2-methylbenzylamin (35
ul; 0,28 mmol), TEA (118 pl; 3 eq.), 1-propanol (10 ml), Sh, 100°C
extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda
deprotekce: 10 ml 5% methanolického roztoku NHs
purifikace: sloupcova chromatografie: CHCl3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C1gH21N503
Molarni hmotnost: 355,39 g/mol
TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)
Vytézek: 25%
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HPLC-MS (ESI"):  95,2%

'H NMR (500 MHz, CDCl5): 2,25-2,29 (m, 1H, C*-H); 2,35 (s, 3H, CHs); 3,05-3,10
(m, 1H, C*®B-H); 3,76-3,79 (m, 1H, C**-H); 3,95-3,99 (m, 1H, C*®-H); 4,18-4,20 (m,
1H, C*-H); 4,56-4,59 (m, 1H, C°-OH); 4,77-4,83 (m, 3H, C* -H + CH,-benzylu); 5,53-
5,55 (m, 1H, C*-OH); 6,23 (bs, 1H, NH); 6,26-6,29 (m, 1H, C'-H); 7,15-7,23 (m, 3H,
3x(Ar-H)); 7,29-7,31 (m, 1H, Ar-H); 7,73 (s, 1H, C5-H); 8,36 (s, 1H, C*-H)

'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,24 (m, 1H, C**-H); 2,29 (s, 3H, CHs); 2,66-
2,72 (m, 1H, C*B-H); 3,48-3,49 (m, 1H, C°*-H); 3,56-3,57 (m, 1H, C*®-H); 3,82-3,85
(m, 1H, C*-H); 4,03-4,07 (m, 1H, C*-OH); 4,35-4,38 (m, 1H, C*-H); 4,62 (bs, 2H,
CH,-benzylu); 6,29-6,34 (m, 1H, C'-H); 7,02-7,08 (m, 2H, 2x(Ar-H)); 7,10-7,12 (m,
1H, Ar-H); 7,14-7,15 (m, 1H, Ar-H); 8,14 (s, 1H, C%):; 8,30 (bs, 1H, NH); 8,31 (s, 1H,
C?)

3C NMR (500 MHz, CDCl3): 155,00; 152,70; 139,64; 136,68; 135,75; 130,67; 128,59;
128,00; 126,33; 99,54; 98,64; 73,68; 63,22; 42,51; 40, 93; 28,88; 19,17

P¥iprava N°-(3-methylbenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (7)

Hs
Hj
NH, LJE S 5% NHy/MeOH_ EI
TEA, propan-1-o|
100°C, 5h f /\d

Postup je analogicky k postupu piipravy latek 4, 5, 13, 14.

Reakéni schéma:

Postup:

tlakova ampule (inert. atm.): 12 (108 mg; 0,30 mmol), 3-methylbenzylamin (39
ul; 0,31 mmol), TEA (118 pul), 1-propanol (10 ml), Sh, 100°C
extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda
deprotekce: 10 ml 5% methanolického roztoku NH3
purifikace: sloupcova chromatografie: CHCl3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C18H21N503
Molarni hmotnost: 355,39 g/mol
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TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)

Vytézek: 28%

HPLC-MS (ESI*): 98%

'H NMR (500 MHz, CDCls): 2,27-2,31 (m, 1H, C**-H); 2,32 (s, 3H, CH3); 3,06-3,12
(m, 1H, C*B-H); 3,76-3,80 (m, 1H, C*A-H); 3,95-3,99 (m, 1H, C*B-H); 4,20-4,21 (m,
1H, C*-H); 4,57-4,60 (m, 1H, C>-OH); 4,77-4,81 (m, 3H, C*-H + CH,-benzylu); 5,54-
5,55 (m, 1H, C*-OH); 6,24 (bs, 1H, NH); 6,28-6,32 (m, 1H, C'-H); 7,07-7,11 (m, 1H,
Ar-H); 7,15-7,17 (m, 2H, 2x (Ar-H)); 7,20-7,23 (m, 1H, Ar-H); 7,76 (s, 1H, C®-H); 8,35
(s, 1H, C%-H)

'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,21 (s, 3H, CHs); 2,22-2,25 (m, 1H, C**-H); 2,66-
2,71 (m, 1H, C*B-H); 3,45-3,48 (m, 1H, C°*-H); 3,55-3,59 (m, 1H, C*®-H); 3,82-3,85
(m, 1H, C*-H); 4,35-4,37 (m, 1H, C*>-H); 4,62 (bs, 2H, CH»-benzylu); 5,27 (bs, 1H,
OH); 6,29-6,32 (m, 1H, C'-H); 6,96-7,0 (m, 1H, Ar-H); 7,06-7,09 (m, 2H, 2x (Ar-H));
7,11-7,14 (m, 1H, Ar-H); 8,15 (s, 1H, C3-H); 8,32 (s, 1H, C?-H): 8,40 (bs, 1H, NH)

13C NMR (500 MHz, CDCls): 139,73; 138,59; 137,97; 128,74; 128,50; 124,90; 99,57;
98,65; 89,89; 87,98; 87,74; 73,76; 72,59; 63,61; 44,17; 40,95; 28,88; 21,48

Piiprava N°-(4-methylbenzylamino)-2°-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (8)

Reakéni schéma:

Hs Hj
Hj
I
N ’s N /
N S NH, \> 5% NHy/MeOH_ k \>
N N TEA, propan-1- oI
@) 100°C, 5h
AcO
AcO
12
Postup:

Postup je analogicky k postupu piipravy latek 4, 5, 13, 14.

tlakova ampule (inert. atm.): 12 (100 mg; 0,28 mmol), 4-methylbenzylamin (35,6
ul; 0,28 mmol), TEA (118 pul), 1-propanol (10 ml), Sh, 100°C

extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda

deprotekce: 10 ml 5% methanolického roztoku NH3
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purifikace: sloupcova chromatografie: CHCl3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C1sH21N503
Molarni hmotnost: 355,39 g/mol
TLC mobilni faze: CHCl3:MeOH (9:1)
Vytézek: 27%
HPLC-MS (ESI*): 90,2%
'H NMR (500 MHz, CDCls3):2,24-2,28 (m, 1H, C*-H"%); 2,31 (s, 3H, CHjs); 3,01-3,08
(m, 1H, C*-H®); 3,74-3,77 (m, 1H, C*-H"); 3,94-3,97 (m, 1H, C*-H®); 4,17-4,19 (m,
1H, C*-H); 4,56-4,58 (m, 1H, C*-OH); 4,75- 4, 81 (m, 3H, C*-H + CH,-benzylu);
5,52-5,55 (m, 1H, C*-OH); 6,23-6,27 (m, 1H, C'-H); 6,49 (bs, 1H, NH); 7,12-7,16 (m,
2H, 2x(Ar-H)); 7,23-7,28 (m, 2H, 2x(Ar-H)); 7,71 (s, 1H, C-H); 8,34 (s, 1H, C*-H)
3C NMR (500 MHz, CDCls): 155,09; 152,71; 139,62; 137,42; 135,10;129,48 ; 127.86;
99,53; 98,64; 87,94; 73,56; 63,58; 63,21; 44,06; 40,92; 28,88; 21,21

Priprava N°-(2-chlorobenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (15)

Reakéni schéma:

Cl Cl

Cl

NH, L \> 5% NHy/MeOH_ k \>
TEA, propan-1 oI
100°C, 5h fi /\d

Postup je analogicky k postupu piipravy latek 4, 5, 13, 14.

Postup:

tlakova ampule (inert. atm.): 12 (150 mg; 0,42 mmol), 2-chlorobenzylamin (51,2
ul; 0,42 mmol), TEA (177 pl; 3 eq.), 1-propanol (13 ml), Sh, 100°C
extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda
deprotekce: 15 ml 5% methanolického roztoku NH3
purifikace: sloupcova chromatografie: CHCl3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C17H15CIN50O5
Molarni hmotnost: 375,81 g/mol
TLC mobilni faze: CHCI3:MeOH (9:1)
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Vytézek: 31%

HPLC-MS (ESI"):  96,7%

'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,20-2,24 (m, 1H, C**-H); 2,67-2,72 (m, 1H, C*B-H);
3,46-3,49 (m, 1H, C°*-H); 3,56-3,59 (m, 1H, C*B-H); 3,83-3,85 (m, 1H, C*-H); 4,34-
4,39 (m, 1H, C*-H); 4,70 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,27 (bs, 1H, 3 -OH); 6,30-6,33 (t,
J=15, 1H, C'-H); 7,18-7,24 (m, 3H, H**®-Ar); 7,39-7,40 (m, 1H, H*-Ar); 8,14 (s, 1H,
C8-H), 8,36 (s, 1H, C*H); 8,40 (bs, 1H, NH)

B3C NMR (500 MHz, DMSO-d°): 154,94; 152,84; 140,37; 137,21; 132,22; 129,58;
128,83; 128,40; 127,63; 120,31; 88,55; 84,51; 79,76; 79,50; 79,23; 71,47; 62,38; 41,49

Priprava N°-(3-chlorobenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (16)

Reakéni schéma:

Cl Cl
Cl
|
N7 N
N S NH, L \> 5% NHy/MeOH_
N N TEA, propan-1 oI
0) 100°C, 5h
AcO
AcO
12
Postup:

Postup je analogicky k postupu ptipravy latek 4, 5, 13, 14.
tlakova ampule (inert. atm.): 12 (150 mg; 0,42 mmol), 3-chlorobenzylamin (51,7
ul; 0,42 mmol), TEA (177 pl; 3 eq.), 1-propanol (13 ml), Sh, 100°C
extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda
deprotekce: 15 ml 5% methanolického roztoku NH3
purifikace: preparativni TLC na sklenéné desce; MF: CHCl3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C17H18CIN50O3
Molarni hmotnost: 375,81 g/mol
TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)
Vytézek: 30%
HPLC-MS (ESI"): 94,2%
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'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,24 (m, 1H, C**-H); 2,66-2,71 (m, 1H, C*B-H);
3,45-3,49 (m, 1H, C°>*-H); 3,55-3,59 (m, 1H, C>B-H); 3,82-3,84 (m, 1H, C*-H); 4,34-
4,39 (m, 1H, C*-H); 4,65 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,14-5,17 (t, J=15, 1H, 3 -OH); 5,27-
5,28 (d, J=5, 1H, 5-OH); 6,30-6,32 (m, 1H, C'-H); 7,21-7,29 (m, 3H, H*>®-Ar); 7,33
(s, 1H, H?-Ar); 8,16 (s, 1H, C-H), 8,34 (s, 1H, C*-H); 8,45 (bs, 1H, NH)

3¢ NMR (500 MHz, DMSO-d®): 154,81; 152,85; 143,20; 140,28; 133,39; 130,67;
127,40; 127,10; 126,33; 88,54; 84,49; 71,47; 62,38; 42,91

P¥iprava N°-(4-chlorobenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (17)

I E
/
NH, \> 5% NHy/MeOH_ k
TEA, propan-1-o|
100°C, 5h /\Q f) l

Postup je analogicky k postupu ptipravy latek 4, 5, 13, 14.

Reakéni schéma:

Postup:

tlakova ampule (inert. atm.): 12 (120 mg; 0,34 mmol), 4-chlorobenzylamin (41,2
ul; 0,34 mmol), TEA (142 pl; 3 eq.), 1-propanol (10 ml), Sh, 100°C
extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda
deprotekce: 12 ml 5% methanolického roztoku NHj
purifikace: preparativni TLC na sklenéné desce; MF: CHCIl3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C17H18CINsO3
Molarni hmotnost: 375,81 g/mol
TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)
Vytézek: 29%
HPLC-MS (ESI"): 99,5%
B3C NMR (500 MHz, DMSO-d®): 154,86; 152,84; 140,21; 139,61; 131,64; 129,50;
128,68; 88,53; 84,49; 71,47; 62,38; 42,76
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'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,23 (m, 1H, C**-H); 2,66-2,71 (m, 1H, C*B-H);
3,46-3,49 (m, 1H, C°*-H); 3,55-3,58 (m, 1H, C>B-H); 3,82-3,84 (m, 1H, C*-H); 4,34-
4,38 (m, 1H, C*-H); 4,63 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,15-5,17 (t, J=10, 1H, 3 -OH); 5,27-
5,28 (d, J=5, 1H, 5-OH); 6,29-6,32 (m, 1H, C'-H); 7,26-7,33 (m, 4H, Ar-H); 8,15 (s,
1H, C®-H); 8,32 (s, 1H, C3-H); 8,43 (bs, 1H, NH)

Priprava N°-(2-fluorobenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (18)

E F
! F
k\ S NH, L \> 5% NHy/MeOH_ k \>
N TEA, propan-1-ol
/\ﬁ 100°C, 5h fi /\d
AcO

Postup:

Reakéni schéma:

Postup je analogicky k postupu ptipravy latek 4, 5, 13, 14.

tlakova ampule (inert. atm.): 12 (107 mg; 0,30 mmol), 2-fluorobenzylamin (34,5

ul; 0,30 mmol), TEA (126 ul; 3 eq.), 1-propanol (10 ml), 5h, 100°C

extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda

deprotekce: 10 ml 5% methanolického roztoku NHj

purifikace: preparativni TLC na sklenéné desce; MF: CHCl3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C17H18FN503
Molarni hmotnost: 359,35 g/mol
TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)
Vytézek: 44%
HPLC-MS (ESI"): 98,2%
'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,24 (m, 1H, C**-H); 2,66-2,71 (m, 1H, C*B-H);
3,44-3,49 (m, 1H, C°*-H); 3,55-3,59 (m, 1H, C*B-H); 3,82-3,84 (m, 1H, C*-H); 4,34-
4,38 (m, 1H, C*-H); 4,70 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,14-5,16 (t, J=10, 1H, 3 -OH); 5,26-
5,27 (d, J=5, 1H, 5-OH); 6,29-6,32 (m, 1H, C'-H); 7,04-7,07 (m, 1H, H3-Ar); 7,10-
7,14 (m, 1H, H>-Ar); 7,20-7,23 (m, 1H, H*-Ar); 7,24-7,27 (m, 1H, H°-Ar); 8,15 (s, 1H,
CB-H); 8,34 (s, 1H, C2-H); 8, 37 (bs, 1H, NH)
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3C NMR (500 MHz, DMSO-d®): 161,47; 159,54; 152,85; 140,27; 129,36; 129,04;
124,75; 115,59; 115,42; 88,53; 84,48; 71,47; 62,38

Priprava N°-(3-fluorobenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (19)

Reakeéni schéma:

F
F
E 4
NH K \> 5% NHy/MeOH_ EI S
- 3
N N TEA, propan-1-ol
100°C, 5h
AcO
AcO
12

Postup:

Postup je analogicky k postupu ptipravy latek 4, 5, 13, 14.
tlakova ampule (inert. atm.): 12 (123 mg; 0,35 mmol), 3-fluorobenzylamin (39,6
ul; 0,35 mmol), TEA (145 pl; 3 eq.), 1-propanol (10 ml), Sh, 100°C
extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda
deprotekce: 12 ml 5% methanolického roztoku NHj
purifikace: preparativni TLC na sklenéné desce; MF: CHCI3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C17H18FN503
Molarni hmotnost: 359,35 g/mol
TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)
Vytézek: 34%
HPLC-MS (ESI*): 96,6%
'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,24 (m, 1H, C**-H); 2,66-2,71 (m, 1H, C*B-H);
3,45-3,49 (m, 1H, C°*-H); 3,55-3,59 (m, 1H, C*B-H); 3,82-3,84 (m, 1H, C*-H); 4,35-
4,38 (m, 1H, C*-H); 4,66 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,14-5,16 (t, J=10, 1H, 3 -OH); 5,26-
5,27 (d, J=5, 1H, 5-OH); 6,29-6,32 (m, 1H, C'-H); 6,97-7,01 (m, 1H, Ar-H%); 7,07-
7,09 (d, J=10, 1H, Ar-H®); 7,11-7,13 (d, J=10, 1H, Ar-H*); 7,26-7,31 (m, 1H, Ar-H°);
8,16 (s, 1H, CB-H); 8,33 (s, 1H, C*H); 8, 43 (bs, 1H, NH)
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3C NMR (500 MHz, DMSO-d®): 163,67; 161,73; 152,85; 148,87; 140,25;130,72;
130,66; 123,61; 88,53; 84,49; 71,47; 62,38; 42,94

Priprava N°-(4-fluorobenzylamino)-2’-deoxy-9-(8)-D-ribofuranosylpurinu (20)
Reakéni schéma:
F

! E
I
N ’s N /
NH, \> 5% NHy/MeOH_ k \>
N N TEA, propan-1- oI
0) 100°C, 5h
AcO

Postup:
Postup je analogicky k postupu ptipravy latek 4, 5, 13, 14.
tlakova ampule (inert. atm.): 12 (103 mg; 0,29 mmol), 3-fluorobenzylamin (33,2
ul; 0,29 mmol), TEA (120 pl; 3 eq.), 1-propanol (10 ml), Sh, 100°C
extrakce: 15 ml MTBE + 3x 10 ml voda
deprotekce: 10 ml 5% methanolického roztoku NH3
purifikace: preparativni TLC na sklenéné desce; MF: CHCl3:MeOH (9:1)
Sumarni vzorec: C17H18FN503
Molarni hmotnost: 359,35 g/mol
TLC mobilni faze: CHCIl3:MeOH (9:1)
Vytézek: 23%
HPLC-MS (ESI*): 93,1%
'H NMR (500 MHz, DMSO-d®): 2,19-2,23 (m, 1H, C**-H); 2,65-2,71 (m, 1H, C*B-H);
3,44-3,49 (m, 1H, C°*-H); 3,55-3,59 (m, 1H, C*B-H); 3,82-3,84 (m, 1H, C*-H); 4,34-
4,38 (m, 1H, C*-H); 4,62 (bs, 2H, CH,-benzylu); 5,15-5,17 (t, J=10, 1H, 3 -OH); 5,26-
5,27 (d, J=5, 1H, 5-OH); 6,29-6,32 (m, 1H, C'-H); 7,04-7,08 (m, 2H, m-Ar-H); 7,30-
7,33 (M, 2H, 0-ArH); 8,15 (s, 1H, C®-H); 8,32 (s, 1H, C%-H); 8, 40 (bs, 1H, NH)
3C NMR (500 MHz, DMSO-dG): 162,57, 160,64; 152,85; 140,18; 129,65; 129,58;
115,51, 115,35; 100,00, 88,53; 84,49; 71,47; 70,30; 62,39; 42,71
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5.2 Vysledky studia biologické aktivity

Cytokininova aktivita

U vsech nové pripravenych derivati (kromé derivatu 3 z divodu malého mnozstvi
latky) byla testovana cytokininova aktivita, konkrétné AHK4 receptorové testy.
Nekteré z testovanych latek slabé aktivuji cytokininovy receptor AHK4, nejvice latka
BAPdR (39 %), dale pak MV1009 (19 %) a MV1014 (14 %). Ostatni latky aktivuji jiz

velice slabé (< 10 %), nebo vibec.
Testy byly provedeny na pracovisti CRH — Oddé&leni biologické chemie a genetiky,
objekt H1, Slechtitelit 27, Olomouc a pod&kovani za né nalezi zejména Mgr. Zuzané

Mickové.

Tabulka 7: Seznam testovanych latek a vysvétleni, ktery kod v grafu nalezi jakému derivatu

BAPdR =2 MVI1012 =14

MV1006 =4 MV1013 =15
MV1007 =8 MV1014 =16
MV1008 =7 MV1015 =17
MV1009 =6 MV1016 =18
MV1010 =13 MV1017 =19
MV1011 =5 MV1018 =20

Grafy 1 a 2: Grafické znazornéni vysledka testovani cytokininové aktivity noveé

pfipravenych sloucenin
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Protinadorova aktivita

Kromé¢ testovani cytokininové aktivity bylo provedeno také testovani antiproliferativni
aktivity novych sloucenin na nadorovych bunéénych liniich K562 a MCF7. Témito
testy byly podrobeny vSechny nové slouceniny (véetné¢ 3 a 2 (BaPdR)), nicméné pro
vSechny byla vysledna hodnota ICsq vétsi nez 100 uM. Potencial téchto 2"-deoxy-9-(5)-

D-nukleosidl jako protinddorovych 1éc¢iv je timto povazovan za negativni.

Testy na nadorovych liniich byly provedeny na pracovisti CRH - Laboratof
rastovych regulatort, Piirodovédecka fakulta Univerzity Palackého a Ustav

experimentélni botaniky AV CR, v.v.i. a zde moc dékuji zejména Mgr. Evé

Reznickové.
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6. Zavér

Tato diplomova prace obsahuje V reSer$ni ¢asti zakladni informace o cytokininovych
derivatech a jejich cytokininové i1 protinadorové aktivité. Popisuje protinadorova
nukleosidova analoga a vénuje pozornost nukleosidovym antivirotikim i syntetickym
pfistupim k dosazeni derivati nukleosidi. Experimentalni ¢ast popisuje zejména
Gsp&snou syntetickou cestu vedouci ke 14-ti novym N°-substituovanym derivatim 2'-
deoxy-9-(f)-D-ribofuranosylpurinu (2’-deoxyadenosinu), u nichz byla testovana
cytokininovd a protinddorova aktivita. V porovnani s aktivnim cytokininem trans-
zeatinem vykazovaly nejvyssi cytokininovou aktivitu derivaty 2 a 6 a 17.

Derivat 2 je zndm pro své antivirotické G&inky a jeho 2’-hydroxy derivat N°-
benzylamino-9-(5)-D-ribofuranosylpurin  vykazuje, jak je popsano v kapitole
Cytokininy, zajimavé antiproliferativni ucinky. V této praci je popsana také
cytokininova aktivita derivatu 2.

Ptipravené latky jsou strukturné velmi podobné s antiviroticky t¢innym derivatem 2,
ktery ovSem nevykazuje protinadorovou aktivitu. Ani vSech 14 novych derivata (3-8,
13-20) nevykazuje protinadorové G¢inky.

V budoucnu je dale nutno provést také testy osvétlujici jejich vlastnosti viaci virim.
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7. Seznam zkratek

3TC
5-FU
5'-NT
AD
ADA
AHK
ALL
AML
ANPs
Ara-C
Ara-G
ATP
B16
BAP, BA
BAR
BARDP
BARMP
BARTP
BJ

BOP

BPNP
BSA
BVaraU
BvDU
CAMP
CDD
CEM
CLL
CML
CNDAC

lamivudin

5-fluorouracil

5’-nukleosidaza

adenosindeamindza

adenosindeaminaza

histidin-kinazovy receptor u Arabidopsis thaliana
akutni lymfatickd leukémie

akutni myeloidni leukémie

acyklické nukleosidfosfonaty

cytarabin

9-(B)-D-arabinofuranosylguanin

adenosin trifosfat

mys$i bunky kozniho melanomu

N°- benzylaminopurin

N°- benzylaminopurin-9-f-D- ribosid

N°- benzylaminopurin-9--D-ribosid difosfat
N°- benzylaminopurin-9-B-D-ribosid monofosfat
N°- benzylaminopurin-9--D-ribosid trofosfat
normalni lidské fibroblastické bunky

Castrovo ¢inidlo, (benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium
hexafluorofosfat

bis(p-nitrofenyl)fosfat
bis(trimethylsilyl)acetamid

sorivudin

brivudin

cyklicky adenosin monofosfat

cytidin deaminéza

buiiky T-lymfoblastické leukémie

chronicka lymfaticka leukémie

chronicka myeloidni leukémie

(1-(2-kyano-2'-deoxy-p-D-arabino-pentofuranosyl) cytosin

101



CNPs
CNTs
d4c
DBU
DCF
dCK
ddNs
drFdC
dGK
DIAD
DIPEA
DMSO
dNDPs
DOT
DPD
EFdA
ENTs
FA
FLG
FLT
FTC
G-361
hCNTs
HELA

hENTSs
HKs
HL-60
HMDS
HMPA
HOS
HPs

cyklické nukleosidfosfonaty

koncentra¢ni nukleosidové transportni proteiny
2',3'-didehydro-2',3'-dideoxycytidin
1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en

pentostatin

deoxycytidinkinaza

2',3'-dideoxynukleosidy

gemcitabin

deoxyguanosinkinaza
diisopropyl-azodikarboxylat
diisopropylethylamin

dimethylsulfoxid

5'-deoxynukleosid difosfaty

dioxolanthymin

dihydropyrimidin dehydrogenéza
4'-ethynyl-2-fluoro-2'-deoxyadenosin
ekvilibrativni nukleosidové transportni proteiny
fludarabin

3'-fluoro-2',3'-dideoxyguanosin
3'-fluoro-2',3'-dideoxythymidin

emtricitabin

lidské buiikky maligniho melanomu

lidské koncentra¢ni nukleosidové transportni proteiny
nadorové linie lidskych epitelidlnich buné€k izolovanych roku 1951
z nadoru délozniho hrdla Henrietty Lacks
lidské ekvilibrativni nukleosidové transportni proteiny
histidin-kinazové receptory

lidské bunky promyelocytické leukémie
hexamethyldisilazan

hexamethylfosforamid

lidské buiiky osteosarkomu
histidin-fosfotransferové proteiny

isopentenyladenin

102



IPA

K-562
KR
MCF-7

MF
MRSA
mT
MTBE
M-VAC
NBMPR
NBS
NDPK
NHL
NIH-3T3
NNRTIs
NRTIs
NTs
O-DAPy
OF

ol
PMEG
PNAs
PNP

pT
RPMI-8226
RRs
RVO
SAH
T-araC
TAS-102
TDF

N-(A2-isopentenyl)adenosin

Kinetin

lidské nadorové bunky leukémie cervenych krvinek
Kinetin ribosid

nadorové buiky rakoviny prsu izolované roku 1970 z 69 leté bélosské
zeny

mobilni faze

methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
meta-topolin

methyl-tert-butylether

methotrexat, vinblastin, doxorubicin a cis-platina
nitrobenzylmerkaptopurin ribonukleosid
N-bromosukcinimid

nukleosiddifosfatkinaza

non-Hodgkinv lymfom

mysi embryonické fibroblastické bunky
nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
nukleosidové transportni proteiny
6-((2-fosfonylmethoxy)alkoxy)-2,4-diaminopyrimidiny
organicka faze

ortho-topolin

9-(2-fosfonylmethoxyethyl)guanin

purinova nukleosidova analoga
purinnukleosidfosforylaza

para-topolin

lidské buitky mnohocetného myelomu

»response regulators®, regulatory odpoveédi
rota¢ni vakuova odparka
S-adenosylhomocystein (hydrolaza)

thiarabin

trifluridin-tipiracil

tenofovir disoproxil fumarat
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TFT

TLC
TMS-CI
TMSOTT
TOPCAT
TPéaza

tZ

tZR

UFT
\VVAYS

trifluridin

tenkovrstevna chromatografie
trimethylsilylchlorid

trimethylsilyl trifluoromethansulfonat
2-thiopyridylkarbonat
thymidinfosforylaza

trans-zeatin

trans-zeatin ribosid

kombinace uracilu a ftorafuru

varicella-zoster virus
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