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1 CiLE PRACE

Cilem této bakalarské prace byla literarni reserse dané problematiky, syntéza prekurzord C2
purinové substituce, syntéza Gcinnéjsich derivatl roskovitinu s vy$si metabolickou stabilitou a

posléze studium biologické aktivity ptipravenych sloucenin.



2 LITERARNI RESERSE DANE PROBLEMATIKY

2.1 Uvod

Komplexy cyklinG a cyklin depedentnich kindz hraji vyznamnou roli v bunééném cyklu.
Nddorové bunky se vyznacuji Castou deregulaci bunécného cyklu, coz vedlo k aktivnimu
hledani uméle syntetizovanych kindzovych inhibitor s vysokou afinitou a specifitou k cyklin-
dependentim kindzam, které by mohly slouZit jako potencidlni chemoterapeutika cilend
zejména proti nadorovym onemocnénim (Legraverend et al., 1999). Prvnim syntetizovanym
specifickym CDK inhibitorem, patfici do skupiny 2,6,9-trisubstituovanych derivat purinu, byl
olomoucin selektivné inhibujici CDK1 a CDK2 (Vesely et al., 1994). Studiem vztahu struktury

a aktivity byly vyvinuty dalsi Ucinnéjsi inhibitory jako roskovitin, bohemin a olomoucin Il.

Bylo zjisténo, Ze struktura substituentl v pozicich C2, N6, N9 vyrazné ovliviiuje
biologickou aktivitu téchto latek. Vhodna struktura je taktéZ dlleZitd pri metabolismu téchto
latek. Bylo prokdzano, ze alifaticky hydroxylovy retézec olomoucinu, boheminu a R-roskovitinu
v C2 pozici je citlivy k hlavnim metabolickym reakcim (konjugacni reakce, oxidacni reakce;
Cervenkova et al., 2003). Nevyhodou vzniklé karboxylové kyseliny, kterd tvoFi majoritni slozku
isopropylové skupiny v poloze N9. Tento metabolit ale tvofi minoritni slozku z celkového
mnoZstvi metabolitd (Nutley et al., 2005). Cilem je tedy pfipravit takovou latku, kterd by
blokovala progresi bunécného cyklu, indukovala apoptdézu, vykazovala silné protinddorové

ucinky a byla odolna vici hlavnim metabolickym procesim.



2.2 Cyklin dependentni kinazy

Savéi bunécny cyklus je ftizen cyklin dependentnimi kindzami (CDK), jejichz cinnost je
ovliviiovdna aktivatory (cykliny) nebo inhibitory (INK4 a Cip/Kip inhibitory; Malumbres
et Barbacid, 2009). Cyklin dependentni kindzy jsou Ser/Thr kinazy, které fosforyluji cilové
proteiny, tedy umoziuji pfenos fosfatové skupiny z ATP na postranni retézec aminokyseliny
daného proteinu (Alberts et al., 1998). Struktura cyklin dependentnich kinaz se sklada ze dvou
domén, N-termindlni domény slozené prevainé z R listd a C-termindlni domény sloZené
z a-helix. Mezi touto N- a C- termindini doménou se nachazi vazebné misto pro ATP (i

inhibitor (Otyepka et al., 2000).

Cyklin dependentni kindzy jsou v bunééném cyklu neustdle, pouze jejich aktivita je
zavisla na cyklinu. Po navazani cyklinu na CDK vznikd komplex sloZeny z katalyzujici
podjednotky (CDK) a podjednotky regulacni (cyklin; Alberts et al., 1998). Tento komplex
je aktivovany fosforylaci threoninu (Thrl4) nebo tyrosinu (Tyrl5) molekuly CDK. Fosforylace
je provadéna pomoci Wee-1 kinazy, diky které komplex cyklin-CDK zlstava neaktivni, az do

doby defosforylace tyrosinu fosfatazou cdc25 (Fattaey et al., 1997).

2.2.1 Role komplexti CDK/cyklin v bunééném cyklu

V bunééném cyklu jsou obsaZzeny cykliny dependentni kindz metafazické (CDK2, CDK4 a CDK6),
mitotické (CDK1 — znama i jako Cdc2) a 10 cyklinG délici se do 4 t¥id (cykliny A, B, D, a E;
Malumbres et Barbacid, 2009). Cyklin dependentni kindzy reguluji prabéh bunécného cyklu
v G1, S a M fazi (,,Obr. 1“; Fischer et Lane, 2000).

V G1 fazi extracelularni signaly moduluji aktivaci CDK4 a CDK6, které jsou spojené
s cykliny D. Tyto komplexy fosforyluji a inaktivuji retinoblastoma protein (Rb protein), coz vede
k uvolnéni transkrip¢nich faktord E2F a DP1, které ovliviiuji expresi genl potifebné pro prechod
G1/S a S-fazi bunétného cyklu (Fischer et Lane, 2000). V pozdni fazi G1 se nachazi hlavni
kontrolni bod bunééného cyklu. V tomto bodé dochazi k aktivaci CDK2/cyklin E, kterd je fizena
CDK inhibitory p21 a p27. V pfipadé poSkozeni DNA je indukce inhibitoru p21 zprostifedkovana
pomoci proteinu p53 (Malumbres et Barbacid, 2009).

Béhem S-faze dochazi ke zméné cyklinu CDK2 z cyklinu E na cyklin A, coZ zpUsobi
inaktivaci transkripéniho faktoru E2F. Ke konci S-faze dochazi k syntéze cyklinG B aktivujici
CDK1. Aby byl mozny prechod z S-faze do anafaze je nutna degradace cyklinu B a inaktivace

CDK1 (Knockaert et al., 2002).
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Obr. 1: Role CDK v bunécném cyklu.

2.3 Inhibitory cyklin dependentnich kinaz

Aktivita komplext CDK/cyklin je regulovana pomoci inhibitor( cyklin dependentnich kinaz
(CDKI) (Sherr et Roberts, 1999). Mnohdy jsou cyklin dependentni kindzy hyperaktivni
v dusledku genetické Ci epigenetické udalosti, ktera ma vliv na jejich regulacni drahy. Selektivni
inhibice cyklin dependentnich kindz by tedy mohla docilit vyznamného omezeni progrese
nadorovych bunék v bunétném cyklu a mohla by navodit az bunécénou smrt (Lapenna et

Giordano, 2009).

U savcich bunék jsou cyklin dependentni kindzy regulovany dvéma skupinami CDK
inhibitorG: INK4 a Cip/Kip. INK4 se vazi pouze na CDK4 a CDK6 a do této skupiny patfi
inhibitory p15, p16, pl18 a pl19. Do Cip/Kip skupiny patfi inhibitory p21, p27 a p57.
Tato skupina je typicka pro svoji schopnost vazat se jak na cykliny, tak i na CDK podjednotky
na rozdil od rodiny INK4 (Malumbres et Barbacid, 2009; Rizzolio et al., 2010; Sherr et Roberts,
1999).

Po zjisténi, Ze CDK inhibitory jsou atraktivni jako potencidlni protinadorova léciva,

zejména diky jejich antiproliferaénim uUcinklm a indukci apoptdézy na rlznych typech
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nadorovych liniich (Knockaert et al., 2002), doslo k rozvoji syntézy mnoha strukturnich motiva.
Bylo pripraveno nékolik hlavnich tfid CDK inhibitorl, jako napf¥. flavonoidy, puriny,
stautosporin, butyrolakton-I, paullony a indigoidy (Fischer et Lane, 2000). | pres jejich odlisné
struktury maji nékolik spole¢nych vlastnosti:

1) maji nizkou molekulovou hmotnost (<600),

2) jsou ploché hydrofobni heterocykly,

3) kompetuji s molekulami ATP o volné ATP-vazebné misto na molekule CDK,

4) skindzou se vaii pomoci hydrofobnich vazeb ¢ vodikovych mdastki

(Knockaert et al., 2002).
Podle selektivity délime uméle syntetizované CDK inhibitory do tfi tfid. Na ty, které nejsou
selektivni k zadné CDK (flavopiridol), na ty, které inhibuji CDK1,2,5 (mozna i CDK9)

(olomoucin, R-roskovitin) a na ty, které inhibuji CDK4,6 (CINK4; Knockaert et al., 2002).

2.3.1 Biologické tcinky inhibitorti CDK

Inhibici cyklin dependentnich kindz v pridbéhu bunécného cyklu dochazi k defosforylaci jejich
prirozenych substratl (napf. Rb protein, E2F, DNA polymerasa a, survivin, laminy a dalsi), ¢imz
je mnoho mechanismd v bunééném cyklu naruseno. Napfiklad, nefosforylovany Rb protein
nereaguje s transkripénimi faktory (E2F) a burika tedy nemze prejit z G1/S faze do S-faze
bunécného cyklu (Wesierska-Gadek et Krystof, 2009). Rovnéz nefosforylovany nukleofosmin
zpUsobi poruchu oddéleni centriol a centrozomu, kdy burika nemuze prejit do S-faze, jelikoz

nukleofosmin je vazan na centrozomy (Grisendi et al., 2006).

CDK inhibitory jsou schopné rovnéz regulovat transkripci. Bylo zjiSténo, Ze po podani
inhibitoru (napf. roskovitin) dochazi ke snizeni syntézy mRNA. Inhibitor inhibuje fosforylaci
na C-terminalni doméné RNA polymerazy Il (Wesierska-Gadek et Krystof, 2009). Fosforylaci
RNA polymerazy Il uskutecnuji CDK7 a CDK9, které jsou inhibitorem inhibovany. Neaktivni RNA

polymeraza Il je poté degradovana.

Porusena transkripce ma také za ndasledek akumulaci nddorového supresoru p53
v aktivni formé (Wesierska-Gadek et Krystof, 2009). p53 se vyznacuje svymi protinadorovymi
mechanismy. MUze zastavit bunéény cyklus v G1/S kontrolnim bodé bunécéného cyklu, jestlize
dojde ke genotoxickym Skodam. Pokud je DNA masivné poskozena, p53 spousti apoptotickou
drahu, kterd muZe koncit az bunécnou smrti. Po podani inhibitord na nadorové buriky,
u kterych je gen pro p53 nejcastéji mutovanym genem, dochazi k indukci apoptézy, coz je

spojeno s potlacenim transkripce (Golias et al., 2004).
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Inhibice transkripce ma nejvétsi dopad na proteiny s kratkym polocasem rozpadu. Mezi
tyto proteiny patfi antiapopticky Mc1-1, XIAP a survivin. Vzhledem k jejich dlleZitosti v burice

mUzZe jejich nedostatek zplsobit aZz apoptdzu (Blagosklonny, 2004).

2.3.2 Inhibitory CDK, rakovina a jina onemocnéni

Nddorova burika vykazuje Sest zakladnich zmén v bunécné fyziologii, které spolecné uréu;ji
maligni rdst. Jedna se o sobéstacnost rlstovych signall, necitlivost k inhibitordm ristovych
signdll, vyhybani se programované bunécné smrti, neomezeny potencial replikace, trvala

angiogeneze, tkanova invaze a metastazovani (Hanahan et Weinberg, 2000).

Deregulace cyklin dependentnich kindz, a tim spojena overexprese nékterych cykling,
a mutace endogennich CDK inhibitort jako p16™“*, p21"AF a p27*®, je spole¢nym rysem
rakovinnych bunék (Mclnnes, 2008; Lapenna et Giordano, 2009). Tyto buriky jsou typické pro
neplanovanou proliferaci, genomickou (DNA mutace a chromozomalni aberace)
a chromozomalni nestabilitu (zména poc¢tu chromozomu; Malumbres et Barbacid, 2009).

U ndadord dochazi k nadmérné expresi cyklinu D1. To je zpUsobeno inaktivaci

INK4A

pfirodniho inhibitoru p16 (Shapiro et al., 1995; Ruas et al., 1998). Zvysena exprese cyklinu
D1 a jeho akumulace v jadrech nadorovych bunék mudze vyplyvat z chromozomadlini translokace
a amplifikace genu (Diehl, 2002). Maligni buriky tedy unikaji kontrole rlistu a neomezené

se déli. Overexprese cyklinu D1 a ztrata inhibitoru p16™**

zpUsobi zvySeni koncentrace CDK4,
které se spojuji v komplex budto s cyklinem D nebo s Cip/Kip proteiny, coZz podporuje aktivaci
cyklinu E/CDK2. Tato aktivace ma za nasledek inaktivaci Rb proteinu jeho zvySenou fosforylaci.
Inhibice aktivity cyklinu D - dependentni kindzy vede tedy ke sniZeni nddorového ristu,

popfipadé i k bunécné smrti (Shapiro, 2006).

Konkrétnéji, cyklin D1 je exprimovan u nadorl pfistitnych télisek, leukemie, rakoviny
tlustého streva, zaludku, jicnu, plic, ledvin a prsu. Aberantni aktivace CDK1 byla pozorovana
u nékolika primarnich nadord (prsu, tlustého stfeva, prostaty, jicnu a plic) v ddsledku
overexprese cyklinu B1. CDK2 je deregulovdna u rakoviny plic, melanomu, osteosarkomu
a ovariadlniho karcinomu, nejcastéji v dUsledku overexprese cyklinu E a cyklinu A nebo
inaktivaci Cip/Kip inhibitord. Transkripéni kindza CDK9 je exprimovéana v myelomu a u rakoviny

prostaty a plic (Lapenna et Giordano, 2009).

Po intenzivnim studiu bylo zjisténo, Ze cyklin dependentni kindzy nehraji daleZitou roli
pouze u nadorovych onemocnéni, ale i u dalSich chorob, napf. Alzheimerovy a Parkinsonovy
choroby, pfi onemocnéni ledvin, mrtvici, ischemii, virovych a parazitickych onemocnéni,

diabetes mellitus 2. typu a dalSich (Knockaert et al., 2002; Galons et al., 2010).
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U neurogenerativnich poruch nervového systému, jako Alzheimerova choroba
¢i amyotrofni laterdrni skleréza, dochazi k deregulaci CDK5, ktery je za normdlnich okolnosti
aktivovany proteiny p35 a p39. Pfi onemocnéni dochazi k pfeméné téchto proteinli na proteiny
p25 a p29, které s CDK5 fosforyluji cytoskeletalni proteiny (u Alzheimerovy choroby se jedna
o protein tau, u amyotrofni laterdlni sklerézy neurofilamentovy protein NF-H; Knockaert et al.,

2002).

Mezi kardiovaskuldrni onemocnéni vhodné pro IéCbu inhibitory patfi ateroskleréza,
restenoskleréza a srdecni hypertrofie (Knockaert et al., 2002). Srdecni hypertrofie je
onemocnéni, pfi kterém je typické zesileni stény levé komory srdce v dlsledku zatiZeni.
Dochazi ke zvétseni velikosti srde¢nich myocyt(, coZ je spojeno s jejich nadmérnou transkripci
a translaci. To je zplsobeno chronickou aktivaci CDK9, ktery fosforyluje C-terminalni doménu
RNA-polymerazy Il. CDK9 mUZe tedy predstavovat novy cil pro léky srde¢ni hypertrofie (Krystof
et al., 2010).

Mezi nejcastéjsSi onemocnéni ledvin patii IgA — nefropatie. Toto onemocnéni se
vyznacuje nadmérnou proliferaci mezangialnich bunék a produkci matrix. Po podani nékterych
inhibitord dojde k inhibici jejich tvorby, ¢imz dochazi ke zlepSeni stavu ledvin (Pippin et al.,

1997).

Inhibitory cyklin dependentnich kindaz maji mozné vyuZiti i u virovych onemocnéni. Viry
ke svému preziti potfebuji aktivni cyklin dependentni kindzy pro jejich replikaci. Nékteré
dokonce koduji své vlastni cykliny, ¢imz mohou ovliviovat cyklus hostitelské buriky. Bylo
prokazano, Ze pusobenim inhibitoru (napf. roskovitin) na viry dojde kinhibici transkripce
a DNA syntézy. Jednd se zejména o prozkoumané herpes simplex viry, lidské cytomegaloviry

a papilomaviry (Knockaert et al., 2002).

Inhibitory mohou také slouzit jako potencidlni IéCivo parazitickych onemocnéni, ktera
postihuji zejména africké staty. Jedna se hlavné o parazity jako Trypanosomu cruzi zodpovédna
za spavou nemoc nebo Plasmodium falciparum zpUsobujici malarii. Bylo zjisténo, Ze tito
parazitiCti prvoci maji nékteré klicové molekuly (cyklin dependentni kindzy, cykliny) bunécného
cyklu velmi podobné molekuldm savéim (Knockaert et al., 2002). Bylo prokazano, ze po podani
nékterych inhibitord mzou nastat dvé situace. Budto inhibitor plsobi stejné na parazitické
a lidské cyklin dependentni kindzy nebo muZe byt selektivni pouze k savéim kindzam. Cilem je
tedy vyrobit takové inhibitory, které by byly esencialni viéi parazitim a jejich vyvoji, zaroven
vSak musi byt dostatecné rozdilné od savcich kinaz, aby nedoslo k jejich ohroZzeni (Hammarton

etal., 2003).
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2.4 2,6,9- trisubstituované purinové derivaty jako inhibitory CDK

2.4.1 Vyvoj 2,6,9- trisubstituovanych purinovych inhibitorti CDK

Jak jiz bylo feceno, CDK inhibitory hraji duleZitou roli v diferenciaci, proliferaci, stari
a programované smrti bunék (Chellappan et al., 1998). Mezi prvni uméle syntetizované
inhibitory, které byly klinicky zkoumany, patfi flavopiridol (,,Obr. 2“) a 7-hydroxystaurosporin
(Senderowicz et al., 1998). JelikoZ tyto inhibitory nebyly pfilis selektivni, byla pfipravena druha
skupina inhibitort, kterd méla selektivitu jiZz vyssi a s ni i vyssi specifitu k vybranym cyklin

dependentnim kindzam (CDK1, CDK2, CDK5; Meijer et Raymond, 2003).

OH 0O

Obr. 2: Struktura flavopiridolu.

U purinovych derivatd byla zkoumana jejich antiproliferacni aktivita od doby, kdy bylo
zjisténo, ze N°-dimethyl-aminopurin inhibuje bunééné déleni inhibici CDK2 v embryich
mofrského jezka (Neant et Guerrier, 1988; Meijer et Pondaven, 1989). Béhem testovani novych
potencidlnich  purinovych inhibitord  byla objevena latka svys$si specifitou,
a to 2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin (olomoucin; ,Obr. 3“; Vesely et al.,
1994). Bylo zjisténo, Ze olomoucin prednostné inhibuje dilezité kroky bunééného cyklu, in vitro
aktivitu faktor podporujici M-fazi bunécného déleni a in vitro DNA syntézu u vajicek Xenopus

laevis (Vesely et al., 1994).

Po studiich olomoucinu byly pfipraveny dalsi inhibitory bohemin a roscovitin (,,Obr. 3%
Havlicek et al., 1997), které navozuji inhibici bunééného cyklu a apoptézu v lidskych
nadorovych bunkach. Mezi neprostudovanéjsi 2,6,9-trisubstituované CDK inhibitory patii
R-enantiomer roscovitinu - R-roskovitin (CYC202, Seliciclib). S-enantiomer roskovitinu ma
mensi inhibi¢ni aktivitu proti CDK2, proto se vyzkum zabyva predevsim R-enantiomerem
(Havlicek et al., 1997, Wang et al., 2001). R-roskovitin patfi mezi silné inhibitory lidské
CDK2/cyklinu E, CDK1/cyklin B, CDK7/cyklinu H a CDK9/cyklinu T1 a CDK5 (Raynaud et al.,
2005). Snizuje fosforylaci Rb proteinu (Whittaker et al., 2004) a inhibuje fosforylaci RNA

polymerasy Il a jeji proteinovou aktivitu, coZ ma za nasledek snizenou expresi cyklinti D1,
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A a B1. Diky témto vlastnostem dochazi ke sniZeni podilu bunék v G1-fazi, snizené DNA
syntéze v S-fazi a mirnému nardst bunék v G2 / M (Whittaker et al., 2004; Raynaud et al.,
2005).

Porovnanim tfi zminénych trisubstituovanych aminopurinovych CDK inhibitord
olomoucinu, boheminu a R-roskovitinu bylo zjisténo, Ze jako nejucinnéjsi inhibitor proti
kindzdam CDK2, CDK7, CDK9 je R-roskovitin (Raynaud et al., 2005). Aktivita téchto tfi latek
ukazuje, Ze bohemin a R-roskovitin maji Siroké spektrum protinadorové aktivity a nezaméruji
se na urcity typ nddorovych bunék. Protinddorova ucinnost téchto latek in vitro je v poradi
olomoucin (ICsg = 56 umol / L) <bohemin (ICso = 27 umol / L) <R-roskovitin (ICso= 15 pmol / L),
coz odpovida jejich plasobeni jako CDK inhibitord. Tyto tfi latky vyvolavaji snizenou fosforylaci
Rb a expresi cyklinu D1, nejméné vsak expresi cyklinu E. DlleZité vsak je, Ze po 24 hodinové

expozici dojde k 11-15% ubytku poctu bunék v S-fazi bunécného cyklu (Raynaud et al., 2005).

HN HN HN
NN NTX—N NTX~N
Y SN T
HO\/\N)\N N HO/\/\N/I\N N HO N)\N N
H \ H P H P

Olomoucin Bohemin R-roskovitin

Obr. 3: Strukturni vzorce vybranych 2,6,9-trisubstituovanych inhibitord.

Na zakladé predchozich zkuSenosti byla pfipravena sloucenina purvalanol A (,,Obr. 4)
(Gray et al., 1998) a olomoucin Il - 6 -[(2-hydroxybenzyl) amino] -2 - {[1 - (hydroxymethyl)
propyl] amino}-9-isopropylpurin (,,Obr. 4“; Krystof et al., 2002). U¢innost Olomoucinu Il byla
stanovena na lidskych proteinovych kindzach a byla zjisténa specifita proti CDK7 a CDK9, coz
jsou kinazy uplatiujici se v regulaci transkripce RNA (Krystof et al., 2005). Na zakladé téchto
studii bylo zjisténo, Ze Olomoucin Il je desetkrat silnéjSim inhibitorem neZli olomoucin

a dvakrat silnéjsi nez R-roskovitin (,Tab. 1“; Krystof et al., 2002).
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Olomoucin II Purvalanol A

Obr. 4: Strukturni vzorec olomoucinu Il a purvalanolu A.

Tab. 1: Inhibicni aktivita 2,6,9 — trisubstituovanych inhibitort proti CDK1/cyklin B (podle Krystof
etal., 2002).

Latka Substituent 1Cso
c2 C6 N9 (uM)
Olomoucin  2-Hydroxyethylamino benzylamino methyl 7
Bohemin 3-Hydroxypropylamino benzylamino isopropyl 1,1
Roscovitin [1-(Hydroxymethyl)propyllamino benzylamino isopropyl 0,45
Olomoucin Il [1-(Hydroxymethyl)propyllamino 2 - hydroxybenzylamino isopropyl 0,02
Purvalanol A [1-(Hydroxymethyl)-2-methylpropyl]amino 3 - chloroanilino isopropyl 0,05

2.4.2 Vztah struktury a aktivity 2,6,9 — trisubstituovanych purinovych derivatt (SAR)

R1\ R: = benzyl, substituovany benzyl ¢i fenyl
NH
NN N R, = hydroxyalkylamino ¢i aminoalkylamino
A\
)I\ _ > Rs = nizéi alkyl (C1-C3)
R;™ "N~ N
R3

Obr. 5: Zdkladni struktura 2,6,9 — trisubstituovanych purind.

Inhibi¢ni aktivita je dana strukturou daného 2,6,9-trisubstituovaného CDK inhibitoru (,,Obr. 5“).

Bylo zjiSténo nékolik poznatk( ohledné jejich vhodné struktury:

Pozice C2: V této pozici jsou mozné hydrofobni interakce, ale i tvorba vodikovych mustk(
(prostfednictvim OH-skupiny) (Fischer et al., 2000). Velmi vhodnymi substituenty jsou
aminoalkoholy (odvozené od a-aminokyselin - predevsim valin a isoleucin) a aminoalkylaminy

s nejméné ctyfmi uhlikovymi atomy (Chang et al., 1999). Odstranénim 2-hydroxyethylamino
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skupiny v poloze C2 se vyrazné snizi inhibicni efekt. SniZeni inhibicni aktivity zpUsobi

i pfitomnost atomu chloru ¢i amino skupiny v této poloze (Vesely et al., 1994).

Pozice C6: V této pozici jsou castymi substituenty hydrofobni zbytky jako benzyl,
hydroxybenzyl, isopentenyl (Vesely et al., 1994). Na zakladé strukturnich analyz bylo zjiSténo,
Zze benzyl vtéto poloze dava této rodiné inhibitort typické inhibi¢ni vlastnosti, jelikoz
interaguje s aminokyselinovymi zbytky, které neinteraguji s ATP (Legraverend et al., 1999).
Odstranéni benzylu v C6 pozici tedy vede k dramatickému poklesu inhibi¢ni aktivity az na
uroven neucinné molekuly. Inhibicni aktivita je pfiblizné stejna po substituci benzylem nebo
3-hydroxybenzylem, avsak po substituci isopentenylem se inhibice snizi (Vesely et al., 1994).
Inhibiéni aktivita se také méni s pridanim substituent na benzyl. Inhibi¢ni aktivita se zvysi po
substituci hydroxylové skupiny do polohy ortho (Krystof et al., 2002). Dale substituce v poloze
meta na benzylu objemnéjsi lipofilni skupinou (chlér, brom, jéd) zpUsobi taktéz zvySeni

inhibicni aktivity (Legraverend et al., 1999; Fischer et Lane, 2000).

Pozice N9: Opét je zde duleZitd pritomnost hydrofobnich alifatickych ¢i alicyklickych zbytk(
(C1-C5; Vesely et al., 1994; Fischer et Lane, 2000). Odstranéni alkylové skupiny v C9 poloze
vyrazné snizuje inhibic¢ni aktivitu. Po vyméné methylové skupiny (olomoucin) za isopropylovou
skupinu v C9 pozici dojde ke zvyseni aktivity (olomoucin Il), proto se substituce isopropylem
jevi jako velmi vhodna. Pfitomnost sacharidu v této poloze je nezadouci, jelikoZ zrusi inhibi¢ni

aktivitu (Vesely et al., 1994).

2.4.3 Syntéza 2,6,9-trisubstituovanych derivatd purinu

Syntéza 2,6,9-trisubstituovanych derivatQ zahrnuje tfi hlavni kroky pfipravy (,0br.6“). Prvni
krok vychazi z komeréné dostupného 2,6-dichlorpurinu, ktery prostrednictvim Mitsunobu
alkylace reaguje s isopropyl alkoholem za vzniku 2,6-dichlor-9-isopropylpurinu (Weibing et al.,
2007). Ve druhém kroku takto vznikly meziprodukt reaguje svhodné
substituovanym benzylaminem, kdy dochazi k substituci v pozici C6 (Imbach et al., 1999).
Ve tfetim kroku reakci s aminoalkoholem vznikd konecny 2,6,9 — trisubstituovany derivat

purinu (Legraverend et al., 1999; Imbach et al., 1999; Fischer et al., 2009).
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Obr. 6: Syntéza 2,6,9-trisubstituovanych derivatu purinu.

Syntéza prekurzorl C2 purinové substituce zahrnuje tfi zakladni kroky, a to protekci
aminoskupiny esteru aminokyseliny, reakci s Grignardovym cinidlem a nasledné deprotekci
aminoskupiny (,Obr.7“). PFi protekci reaguje dany ester aminokyseliny a di-tert. butyl
bikarbondt za vzniku N-Boc-amino-methylesteru. Ndslednd reakce s Grignardovym Ccinidlem
zahrnuje pfipravu Grignardového cinidla (CH;Mgl) a dale reakci Grignardového Cdinidla
s Boc-amino-methylesterem za vzniku N-Boc-aminoalkoholu. V poslednim kroku pfipravy

prekurzord dochazi k deprotekci Boc-aminoalkoholu (Gibson et al., 2005).

O o]

R (BOC)QO CHSMgI / Etzo

NH HN. HN.
2 Boc Boc

1) HCI
2) 7M NHy/MeOH

OH
NH,

Obr. 7 : Syntéza prekurzort pro C2 substituci.
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2.4.4 Metabolismus 2,6,9- trisubstituovanych derivata purinu

Aby bylo mozné potencialni uziti olomoucinu, boheminu a R-roskovitinu pti |é¢bé nadorovych
onemocnéni, je nutné, abychom znali jejich metabolismus, popfipadé jejich toxicitu pro lidské
télo (Mcclue et Stuart, 2008). Metabolismus trisubstituovanych purinovych derivatld byl
studovan in vitro a byly urceny cesty primarniho metabolismu a glukuronidace (Chmela et al.,

2001; Rypka et al., 2002; Cervenkova et al., 2003).

Jednim z dlleZitych poznatkl je, Ze alifaticky hydroxylovy fetézec olomoucinu,
boheminu a R-roskovitinu v C2 pozici je citlivy k hlavnim metabolickym reakcim (konjugacni
reakce, oxidaéni reakce). Retézec je glukosylovan nebo glukuronidovan UDP glukdzou ¢&i
UDP-glukuronovou kyselinou. Poradi citlivosti glukosidace a glukuronidace v mysich

mikrosomech je bohemin >> R-roskovitin > olomoucin (Cervenkova et al., 2003).
Bohemin

Bohemin byl Uplné metabolizovan in vivo a z obéhu prakticky zmizel béhem 60 min
po intravendznim podani. Byly identifikovany tfi hlavni metabolity boheminu: M1 (bohemin
R-glukuronid), M2 (bohemin R-glukosid) a M3 (bohemin karboxylova kyselina). Metabolity byly
Castecné odbourdvany v hepatobilidarnim traktu a v ledvinach. Metabolit M3, ktery tvori hlavni
¢ast metabolitl obsazenych v krvi ¢i jatrech a prevladajici v téle mysi i po dobé pozorovani,
byla karboxylova kyselina - 6-benzylamino-2-(2-karboxyethylamino)-9-isopropylpurin. Tento
metabolit je z hlediska inhibice CDK témér inaktivni. V ledvinach, stfevé, mocovém méchyfi
prevlddal metabolit M2. Malé mnozZstvi boheminu bylo zjisténo i v proximalnim stfevé,

v mocovém méchyri nikoliv (Chmela et al., 2001).

Bohemin O-B-D-glukosid (M2) byl nejvice se vylucujicim metabolitem. Enzymaticky
mechanismus zodpovédny za glukosidaci boheminu vyZaduje pfitomnost UDP-glukosidového
donoru. Proto dalsi glukosidacni produkty byly pozorovany po pfidani UDP-glukoronidu,

UDP-xylazy, UDP-galaktosy nebo UDP-N-acetylglukosaminu (Chmela et al., 2001).

Vyznamnou funkci v metabolismu boheminu hraje systém NAD'/NADPH. Zakladni reakce
NADP’s boheminem je oxidace (M3), hydroxylace (M6), dva typy dealkylace (M4 a M8)
a debenzylace (M5; Rypka et al., 2002). Déle bylo prokdzano, Ze NAD®' dependentni
alkoholdehydrogenasa | katalyzuje transformaci boheminu v kyselinu (Chmela et al., 2001).
Nejen alkohol dehydrogenasa (Chmela et al., 2001), ale i jaterni mikrosomy obohacené

o NADPH mohou produkovat tuto karboxylovou kyselinu boheminu (M3; Rypka et al., 2002).
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R-Roskovitin (CYC202)

Metabolismus R-roskovitinu je primarné mikrosomadlni, je inhibovan v pfitomnosti inhibitoru
CYP SKF-525A a je zavisly na NADPH (Nutley et al., 2005). Proto byl R-roskovitinu inkubovan
s mikrosomy (od rlznych Zivocisnych druh) po dobu 60 min (McClue et Stuart, 2008). Po této
dobé bylo 86,7 % R-roskovitinu metabolizovano, z ¢ehoz 60 % tvofi jeden hlavni metabolit.
Tento metabolit je karboxylova kyselina, kterda wvznikla oxidaci hydroxylové skupiny
aminoalkoholu v C2 pozici purinového skeletu (,,Obr. 8“; Nutley et al., 2005; McClue et Stuart,
2008). Tento produkt je nejvice se vylucujicim metabolitem v moci hlodavcu a je opét prakticky

neucinny z hlediska CDK inhibice, resp. protinadorové aktivity (Nutley et al., 2005).

DaleZitou roli v metabolismu R-roskovitinu hraje cytochrom CYP3A4 (McClue et Stuart,
2008). Transformace R- roskovitinu na karboxylovou kyselinu je zprostfedkovdna pomoci
cytochromu P450 CYP3A4 a CYP2B6 a je zavisld na NADPH. Cytochrom CYP3A4 je zodpovédny
za metabolismus nejen R-roskovitinu, ale i mnoha xenobiotik (léky pro IéCbu rakoviny,
antibiotika), proto je dulleZitd znalost jeho interakce s dalSimi léky podavané spolecné
s R-roskovitinem (Guengerich, 1999). Mezi dalsi cytochrom patii CYP2B6, ktery je zodpovédny
za 2-4 % metabolismu R-roskovitinu. Tento cytochrom metabolizuje i protinddorova léciva jako

je cykloposfamid a ifosfamid (Code et al., 1997).

Mezi dalSi metabolické cesty patfi oxidativni N-dealkylace. Bylo zjisténo, Ze
isopropylova skupina u R-roskovitinu je citliva na N-dealkylaci. Tento metabolit ale tvofi
minoritni slozku z celkového mnoZstvi metabolitli (2,6 %). Dale dochazi k oxidaci v pozici C8 na
purinovém kruhu. Tato reakce je zprostfedkovana nékolika enzymatickymi systémy zahrnujici
xantin oxidazu, aldehyd oxiddzu a CYP oxidazu. TaktéZ C8-oxo-R-roskovitin patfi mezi minoritni

slozku z celkového mnozstvi metabolitl (4,9 %; ,,Obr. 8“; Nutley et al., 2005).
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3 MATERIAL

3.1 Analytické metody

Body tani novych pripravenych latek byly zjistény na bodotavku (B-540 Buchi Melting Point
Apparatus, 120V - Buchi®). Cistota meziproduktli a produktd byla sledovdana pomoci
tenkovrstevné chromatografie (TLC) na na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 WF 55,
(Merck). Spektra nukledrni magnetické rezonance (*H NMR) byla ziskdna na Bruker Avance AV
300 spektometru pfti frekvenci 300 MHz. Latky byly rozpusténé v DMSO-ds nebo chloroformu.

Hodnoty chemického posunu jsou udany v ppm jednotkach.

HPLC cistota byla provedena na RP-sloupci (150 mm '4.6 mm, 5mm, Microsorb C18,
Varian). Vzorky byly rozpustény v mobilni fazi, naneseny na kolonu a oddélené slozky byly
vymyty linedrnim methanolickym gradientem pfi pratoku 0,6 ml / min. Vyvijeci slouceniny byly

detekovany pomoci skenovani UV absorbance eluatu mezi 240 a 300 nm.

3.2 Pouzité chemikalie

Béhem pripravy nékolika novych CDK inhibitord byly pouZity tyto chemikalie: hydrochlorid
glycin methylester, hydrochlorid alanin methylester, di-tert. butyl bikarbonat (Boc,0), hofcik
prasek, suchy diethylether, jéd, N,N-Diisopropylethylamine (DIPEA) od firmy Sigma Aldrich;
methyljodid od firmy Fluka; triethylamin, metanol, diethylether, ethylacetat, chloroform,
isopropanol, petrolether od firmy Lach-ner; N-methyl-2-pyrrolidon (NMP) od firmy Riedel de
Haen; 2,6-dichlor-9-isopropylpurin (DCIP), 2-hydroxybenzylamin a 5-chlor-2-

hydroxybenzylamin byly pfipraveny Laboratofi rlistovych regulatord v Olomouci.

3.3 Pouzité pufry pro kinazovy test

Pfi provedeni kinazového inhibi¢niho testu byly pouZity tyto pufry: 2x kindzovy pufr pro
kindzovy inhibi¢ni test: 100 mM Hepes (pH = 7,4), 20 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 20 mM
2-glycerolfosfat, 2 mM NaF (pH = 7,4); 2x reakcni pufr pro kinazovy inhibicni test: 2x kindzovy
pufr, 30 uM ATP, [y-33P]ATP.
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4 METODIKA

4.1 Priprava prekurzorl pro C2 substituci

4.1.1 1,1-dimethylglycinol

Pfriprava N-Boc-glycin methylesteru

K 7,12 g (0,057 mol) hydrochloridu glycin methylesteru ve smési THF (120 ml) — methanol
(30 ml) bylo pfiddno 14,4 g (0,17 mol) suchého hydrogenuhli¢itanu sodného pfi teploté 0°C.
Poté 12,4 g (0,057 mol) di-tert. butyl bikarbonatu (Boc,0) a smés byla michana po 20 hodin
za laboratorni teploty. Poté byla smés zfedéna 100ml destilovanou vodou a byla provedena
extrakce etherem (3x 50 ml). Spojené extrakty byly vytfepany 10 ml 5% hydrogenuhli¢itanu
sodného a bylo provedeno vysuseni bezvodym siranem horecnatym (5 g). Smés byla zahusténa

na RVO za vzniku zZlutého olejovitého odparku.

0

H
o 0. 0. 0 NaHCO; 0 N\)L/
/E/\NHZ ++TT\~/ THF ﬂ/\cl)r 0

0O O

HC methanol

Obr. 9: Schéma reakce pripravy N-Boc-glycin methylesteru.
Priprava methylmagnesium jodidu a jeho reakce s N-Boc-glycin methylesterem

Do tfihrdlé bariky bylo vlozeno 3,99 g (0,164 mol) hofciku a 36 ml abs. diethyletheru a zrno
jédu pro aktivaci hotciku. Po zahajeni reakce bylo pfikapano 10,1 ml (0,163 mol) methyljodidu
v etheru (18,04 ml) a smés byla privedena k refluxu a michana po dobu 40 minut. Poté bylo
Grignardovo Ccinidlo ochlazeno na 5°C a byl pfikapan roztok 7,7 g (0,04 mol) Boc-glycin
methylesteru v 36 ml diethyletheru, tak aby teplota nepfesahla 20°C. Smés byla michana po
12 hodin. Poté byla smés ochlazena ledovou lazni na 5°C a bylo pfidano 182 ml nasyceného
roztoku chloridu amonného. Etherovd faze byla uschovdna a vodna faze trikrat byla
extrahovana etherem (140 ml). Etherové extrakty byly tfikrat protfepany destilovanou vodou
(60 ml), jedenkrat thiosiranem sodnym (110 ml), jedenkrat nasycenym roztokem chloridu
sodného (10 ml) a poté vysuseny bezvodym siranem sodnym a smés byla odparena na RVO na

Zlutooranzovy medovity odparek.

0}
H g
O

0]

Obr. 10: Schéma reakce pripravy Boc-1,1-dimethylglycinolu.
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Deprotekce N- Boc -1,1-dimethylglycinolu

5,6 g (0,029 mol) Boc-1,1-dimethylglycinolu bylo rozpusténo v 74 ml ethylacetdtu a k roztoku
bylo pfidano 3 M HCI (74 ml). Dvoufazova reakéni smés byla michana 16 hodin za laboratorni
teploty. Poté byla smés zahusténa na RVO na medovity odparek, ktery byl rozpustén v7 ml
ethylacetdatu. Vznikly roztok byl zneutralizovan 4,2 ml 7 M methanolickym amoniakem, tak aby
vysledné pH bylo alkalické. Vylouceny chlorid amonny byl odfiltrovan, promyt malym
mnozZstvim ethylacetatu a filtrat byl zahustén na RVO na medovity odparek, ktery predstavoval
surovy produkt. Kontrola byla provedena pomoci TLC, kde mobilni faze byla chloroform-

methanol (4 : 1), detekce byla provedena ninhydrinem.

H HCI
O_. N
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Obr. 11: Schéma deprotekce Boc-1,1-dimethylglycinolu.

4.1.2 1,1-Dimethyl-L-alaninol

Pfiprava N-Boc-L-alanin methylesteru

K 7,91 g (0,056 mol) hydrochloridu L-alanin methylesteru ve smési THF (133 ml) — methanol (33
ml) bylo pfiddno 16 g (0,18 mol) suchého hydrogenuhli¢itanu sodného pfi teploté 0°C. Poté
bylo pridano 13,8 g (0,056 mol) di-tert. butyl bikarbonatu (Boc,0) a smés byla michana po
20 hodin za laboratorni teploty. Poté byla smés zfedéna 110 ml destilovanou vodou a byla
provedena extrakce etherem (3x — 500 ml). Spojené extrakty byly vytfepany 5%
hydrogenuhli¢itanem sodnym (200 ml) a bylo provedeno vysuseni bezvodym siranem

hofe¢natym. Smés byla zahusténa na RVO za vzniku Zlutého olejovitého odparku.
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Obr. 12: Schéma reakce pripravy N-Boc-L-alanin methylesteru.
Priprava methylmagnesium jodidu a jeho reakce s N-Boc-L-alanin methylesterem

Bylo pfipraveno Grignardovo cinidlo dle postupu pfipravy methylmagnesium jodidu, kdy bylo
pouzito 4,28 g (0,176 mol) hofciku se 39 ml abs. diethyletherem a 10,86 ml (0,175 mol)
methyljodidu v etheru. Po ochlazeni Grignardova cinidla byl pfikapan roztok Boc-glycin
methylesteru v 39 ml diethyletheru, tak aby teplota nepfesahla 20°C. Smés byla michana po

12 hodin. Poté byla smés ochlazena ledovou lazni na 5°C a bylo pfidano 190 ml nasyceného
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roztoku chloridu amonného. Etherovd faze byla uschovana a vodna faze byla trikrat
extrahovdna etherem (150 ml). Etherové extrakty byly tfikrat protfepany destilovanou vodou
(120 ml), jedenkrat thiosiranem sodnym (10 ml), jedenkrat nasycenym roztokem chloridu

sodného (10 ml) a poté vysusily bezvodym siranem sodnym a smés byla odparena na RVO.
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Obr. 13: Schéma reakce pfipravy Boc-1,1-dimethyl-L-alaninolu.
Deprotekce N- Boc -1,1-dimethyl-L-alaninolu

6,97 g (0,034 mol) Boc-1,1-dimethyl-L-alaninolu bylo rozpusténo v 85 ml ethylacetatu
a kroztoku se pridal 3 M HCI (85 ml). Dvoufazova reakéni smés byla michana 16 hodin
za laboratorni teploty. Poté byla zahusténa na RVO na medovity odparek, ktery byl rozpustén
v10 ml ethylacetdtu. Vznikly roztok byl zneutralizovan 4,86 ml 7 M methanolickym
amoniakem, tak aby vysledné pH bylo alkalické. Vylouceny chlorid amonny byl odfiltrovan,
promyt malym mnoiZstvim ethylacetatu a filtrat byl zahustén na RVO na medovity odparek,
ktery predstavoval surovy produkt. Kontrola byla provedena pomoci TLC, kde mobilni faze byla

chloroform:metanol, 4 : 1; detekce byla provedena ninhydrinem.
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Obr. 14: Deprotekce Boc-1,1-dimethyl-L-alaninolu.
4.2 Priprava purinového prekurzoru

4.2.1 P¥iprava 2-chlor-6-(2-hydroxy-5-chloro-benzylamino)-9-isopropylpurinu

Do barnky (50 ml) bylo predloZzeno 2,31 g (0,01 mol) 2,6-dichlor-9-isopropylpurinu (DCIP), 1,58 g
(0,01 mol) 2-aminomethyl-4-chlorfenolu a 4,5 ml (0,03 mol) triethylaminu. Reakcni smés byla
vyhrata pomoci olejové 1azné k reflexu (95 — 98°C) a michana 4 hodiny. Poté byla ochlazena na
laboratorni teplotu a zahusténa na RVO na odparek, ktery byl zpracovan svodou (40 ml).
Vylouéena pevna faze byla odfiltrovana a promyta vodou (3 x 5 ml) a vysusena do konstantni

hmotnosti. Surovy produkt byl krystalovan z isopropanolu (25 ml). Z matecnych louhl se po

vvvvvv

-26 -



Cl

Cl OH OH
(T - y
/L = n-propanol
c~ >N N EtN NS
)\ Cl )|\ P >
Cl N N

)=

Obr. 15: Schéma reakce pfipravy  2-chlor-6-(2-hydroxy-5-chloro-benzylamino)-9-

isopropylpurinu.

4.3 Priprava novych 2,6,9 — trisubstituovanych derivatti purinu

4.3.1 4-chlor-2- {[2-(2-hydroxy-2-methyl-propylamino)-9-isopropyl-9H-purin-6-ylamino] -
methyl} —fenol (latka 1)
Do sklenéné tlakové ampule s uzavérem o 35 ml do 2/3 jejiho objemu bylo umisténo 0,55 g
(1,56.10" mol) 2-chlor-6-(2-hydroxy-5-chloro-benzylamino)-9-isopropylpurinu, 0,785 g (8,8. 10
*> mol) 1,1-dimethylglycinolu, 9,9 mI NMP a 2,75 ml DIPEA. Ampule proplachnuta argonem byla
vloZena do rozehtatého oleje na 160°C a béhem michani byla smés zahfivana 24 hodin. Poté
bylo pfidano 100 ml vody a 100 ml ethylacetatu. Po vytfepani byla uschovdna organicka faze
a vodna byla znovu vytfepdna s ethylacetatem. Organické faze byly promyty vodou (30 ml)
a vysuseny bezvodym siranem hofecnatym. Smés byla odparena do sucha na RVO. K odparku
bylo pfiddno 75 ml diethyletheru a produkt pozdéji vykrystalizoval az po odpareni
diethyletheru. Bylo nutné precisténi na koloné o 130 g silikagelu (mobilni faze: chloroform :
methanol, 9 : 1) vzhledem k tomu, Ze ve smési zlistalo znacné mnoZstvi nezreagované vychozi
latky. Po odpareni na RVO byl produkt zpracovan s cyklohexanem a poté byl odsat na frité
a promyt cyklohexanem. Produkt byl dale rozpustén v 5 ml ethylacetatu za horka. Poté bylo
pfidano 10 ml horkého petroletheru. Produkt byl krystalovan za laboratorni teploty, zfiltrovan
a vysu$en do sucha. Cistota byla kontrolovdna pomoci TLC (chloroform : methanol, 85 : 15)

a nasledného zméreni NMR a HPLC.
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Obr. 16: Priprava 2,6,9-trisubstituovaného derivdtu purinu odvozeného od glycinu.

4.3.2 4-chlor-2- {[2-((S)-2-hydroxy-1,2-dimethyl-propylamino)-9-isopropyl-9H -purin-6-
ylamino] —-methyl} —fenol (latka 2)
Do sklenéné tlakové ampule s uzavérem o 35 ml do 2/3 jejiho objemu bylo umisténo 0,82 g
(2,34.10% mol) 2-chlor-6-(2-hydroxy-5-chloro-benzylamino)-9-isopropylpurinu, 1,69 g
(0,016 mol) 1,1-dimethyl-L-alaninolu, 13,4 ml NMP a 4,1 ml DIPEA. Ampule proplachnuta
argonem byla vloZena do rozehratého oleje na 160°C a béhem michdani byla smés zahtivana 24
hodin. Poté bylo pfiddno 120ml vody a 150 ml ethylacetatu. Po vytfepdani byla uschovana
organicka faze a vodna byla znovu vytfepana s ethylacetatem. Organické faze byly promyty
vodou (30 ml) a vysuseny bezvodym siranem horecnatym. Smés byla odparena do sucha na
RVO. K odparku bylo pfidano 75 ml diethyletheru a produkt pozdéji vykrystalizoval aZ po
odpareni diethyletheru. Bylo nutné precisténi na koloné o 130 g silikagelu (mobilni faze:
ethylacetdt : petrolether, 2 : 1) vzhledem ktomu, Ze ve smési zlstalo pomérné mnoho
nezreagované vychozi latky. Po odpareni na RVO byl produkt zpracovan s diethyletherem a
poté opét do sucha odpafen na RVO. Cistota byla kontrolovdna pomoci TLC (chloroform :

methanol, 85 : 15) a nasledného zméreni NMR a HPLC.
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Obr. 17: Priprava 2,6,9-trisubstituovaného derivatu purinu odvozeného od alaninu.
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4.4 Testovani pfipravenych CDK inhibitora

4.4.1 Kinazovy inhibicni test

Reakce byla provadéna v 96-ti jamkové mikrotitracni desticce s kulatym dnem. Testované latky
byly nafedény 5 mM HCI a destilovanou vodou na poZadovanou koncentraci 10 mM. Do jamek,
zacinajici jamkou B2, bylo napipetovano 2 pl testované latky, 1 ul roztoku histonu, 1 pl
enzymu CDK2/cyklin E a 1 ul destilované vody. Reakce se poté nastartovala pfidanim 5 pl
2x reakéniho pufru a desti¢ka se nechala inkubovat 40 minut pfi 30°C za mirného trepani.
Po inkubaci se reakce zastavila pfidanim 5 pl 3% kyseliny fosfore¢né. Po protfepani se
z kazdé jamky odebralo 5 ul na fosfocelulosovy papir P-81 o potiebné velikosti s pfedem
pfipravenou mfizkou. Po zaschnuti (5 minut) se desticka 3x promyla 200 ml promyvacim
roztokem kyseliny fosforecné. Poté se fosfocelulosovy papir oplachl 96% etanolem
a po zaschnuti byl zabalen do potravinové félie. Fosfocelulosovy papir byl exponovan pres
noc v kazeté s citlivou deskou. Druhého dne byl papir oskenovan pomoci Image Readeru
BAS-1800 a bylo provedeno vyhodnoceni zdvislosti kindzové aktivity na koncentraci

v programu OriginPro 8.5.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava prekurzora pro C2 substituci
5.1.1 1,1-dimethylglycinol

N-Boc-glycin methylester

Vytézek: 7,95 g (74 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & ppm: 1.43 (s, 9H), 3.73 (s, 3H), 3.89 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 5.09 (bs,
1H).

N- Boc -1,1-dimethylglycinol
Vytézek: 5,6 g (73 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & ppm: 1.22 (s, 6H), 1.46 (s, 9H), 3.12 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 4.95 (bs,
1H).

1,1-dimethylglycinol

Vytézek: 2,15 g (82 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 ppm: 1.17 (s, 6H), 2.33 (bs, 3H), 2.63 (s, 2H).
5.1.2 1,1-dimethyl-L-alaninol

N-Boc-L-alanin methylester

Vytézek: 9,1 g (79 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 ppm: 1.21 (d, J = 7.3 Hz, 3H), 1.37 (s, 9H), 3.61 (s, 3H), 4.01
(p, J=7.3Hz, 1H), 7.27 (d, J = 7.3 Hz, 1H).

N- Boc -1,1-dimethyl- L-alaninol
Vytézek: 6,97 g (78 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl;) & ppm: 1.12 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.43 (s, 9H),
2.47 (bs, 1H), 3.58 (p, J = 7.2 Hz, 1H), 4.76 (bs, 1H).

1,1-dimethyl-L-alaninol
Vytézek: 1,75 g (50 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & ppm: 1.12 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 2.89 (q, J =
6.6 Hz, 1H), 3.31 (bs, 3H).
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5.2 Priprava purinového prekurzoru
5.2.1 2-chlor-6-(2-hydroxy-5-chloro-benzylamino)-9-isopropylpurin
Vytézek: 1,94 g (54,5 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1.49 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 4.55 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 4.67 (hept,
J=6.6 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.10 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.64
(bs, 1H), 9.95 (s,1H).

5.3 Ptiprava novych 2,6,9 — trisubstituovanych derivatt purinu

5.3.1 4-chlor-2- {[2-(2-hydroxy-2-methyl-propylamino)-9-isopropyl-9H-purin-6-ylamino] -
methyl} —fenol (latka 1)
VytéZzek: 370 mg (57,86 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 1.30 (s, 6H), 1.53 (d, J = 6.7 Hz, 6H), 1.86 (bs, 2H), 3.47
(d,J = 6.2 Hz, 2H), 4.52 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 4.59 (h, J = 7.0 Hz, 1H), 5.18 (bs, 1H), 5.37 (bt, J = 4.0
Hz, 1H), 6.83 — 6.87 (m, 2H), 7.15 — 7.16 (m, 2H), 7.52 (s, 1H), 11.56 (bs, 1H). (,PFiloha & 1)

3C NMR (75 MHz, CDCl;) & ppm: 22.6, 27.6, 41.0, 46.9, 53.7, 71.8, 114.5, 119.6, 124.3, 126.9,
129.7, 130.6, 135.4, 150.1, 154.2, 154.8, 159.3. (, Pfiloha &. 2”)

Cistota HPLC-MS: 99,3 %.
Bod tani: 183 - 186 °C.
5.3.2 4-chlor-2- {[2-((S)-2-hydroxy-1,2-dimethyl-propylamino)-9-isopropyl-9H -purin-6-

ylamino] —-methyl} —fenol (,latka 2)
Vytézek: 460 mg (47,18 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 1.25 — 1.31 (m, 9H), 1.53 (d, J = 6.6 Hz, 6H), 4.02 (p, J = 7
H, 1H), 4.50 — 4.55 (m, 2H), 4.59 (h, J = 6.9 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 6.99 (bs, 1H), 7.13 — 7.15 (m, 2H), 7.52 (s, 1H). (,Pfiloha &. 3%)

BC NMR (75 MHz, CDCl5) 6 ppm: 17.0. 22.5, 24.5, 28.3, 40.9, 46.9, 56.7, 74.1, 114.2, 119.4,
124.2,126.9, 129.5, 130.6, 135.2, 150.1, 154.2, 154.8, 158.7. (,Pfiloha ¢. 4”)

Cistota HPLC-MS: >99 %.

Bod tani: 67 — 71°C.
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5.4 Testovani pripravenych CDK inhibitora

5.4.1 Kinazovy inhibicni test
Na zdkladé tohoto testu byly urcéeny hodnoty ICsq pro latky 1 a 2. ICsy vyjadfuje koncentraci

inhibitoru, pti které je aktivita daného enzymu 50%. Tyto hodnoty jsou srovnany s dalSimi

2,6,9-trisubstituovanymi inhibitory.

Vysledky ukazuji, Ze obé latky 1 a 2 jsou ucinnymi inhibitory CDK2/cyklin E. Hodnota
ICso u latky 1 byla 0,033 uM (,,Obr. 18“) a u latky 2 0,051 uM.
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Obr. 18: Graf zavislosti kindzové aktivity CDK2/cyklin E na koncentraci testované Idtky 1, kde
ICsp je 0,033 uM.
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Obr. 19 : Srovndni kindzového inhibi¢niho testu na CDK2/cyklin E R-roskovitinu (ICsp= 0,162 uM)
alatky 1 (ICso = 0,033 uM).
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5.4.2 Cytotoxicita
Cytotoxicita latek 1 a 2 byla provedena na nékolika vybranych liniich a bylo uréeno ICsy pro
kazdou znich. Opét byla prokdzana jejich vysoka ucinnost. Hodnoty ICs, jsou uvedeny

v tabulce ¢.2.

Tab. 2: Hodnoty ICsy (uM) ldtek 1 a 2 pro rizné nddorové linie.

Latka Inhibice ristu riznych nadorovych bunécnych linii IC5, (LM)

K562 MCF7 G361 HOS HELA HCT116 CELA
myeloidni  karcinom kozni cervikalni kolorektalni lymfoidni
leukemie prsu melanom osteosarkom karcinom adenokarcinom leukemie

1 5,08 2,73 4,25 4,36 6,84 4,03 3,91
2 1,95 1,4 n.d. n.d. n.d. 1,82 n.d.

-33-



6 DISKUSE

Cilem této bakalaiské prace byla priprava dvou novych CDK inhibitor(i odvozené od struktury
roskovitinu. Tyto nové syntetizované inhibitory CDK se vyznacuji pritomnosti dvou
methylovych skupin na uhliku fetézce v poloze C2 purinu, plvodné nesouci primarni
hydroxylovou skupinu (,,0br.20“). Tato transformace by méla zajistit vysokou stabilitu takto
vzniklého terciarniho hydroxylu vici oxidaci a dalSim reakcim (glukuronidace, glukosylace;

Cervenkovd et al., 2003).

Tyto nové syntetizované trisubstituované puriny byly testovany pomoci kindzového
inhibi¢nim testu na CDK2/cyklin E. Obé latky prokazaly vysokou inhibi¢ni schopnost, kde latka 1
m3a hodnotu ICs0 0,033 uM a ldtka 2 0,051 uM. Je zfejmé, Ze tyto hodnoty jsou srovnatelné se
slou¢eninami jako purvalanol A a olomoucin Il, kde hodnota ICso pro purvalanol A je 0,05 uM a

pro olomoucin Il je 0,02 uM (Krystof et al., 2002).

Méreni cytotoxicity téchto latek na rizné nadorové linie (napf. MCF7, K562, HOS, G361
a dalsi) opét ukazalo velmi dobré vysledky (,Tab. 2“). Obé latky vykazovaly nizsi I1Csy nez
olomoucin Il ¢i roskovitin (Krystof et al., 2002). U latky 1 byla obecné hodnota ICsq vyssi
v porovnani s latkou 2, cozZ je zfejmé zplsobeno zdménou substituentu v poloze C2. Latka 1
byla nejucinnéjsi na bunécnou nadorovou linii MCF7, coZ se jednd o karcinom prsu, kde 1Cs
bylo 2,73 uM. Déle nésledovala linie lymfoidni leukemie a kolorektalni adenokarcinom. Latka 2

vykazovala nejvyssi Gcinnost opét na linii MCF7, kde hodnota ICsobyla 1,4 uM.
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Obr. 20: Nové pripravené 2,6,9-trisubstituované derivaty purinu (ldtka 1 a 2).
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7 ZAVER

Byly pfipraveny dvé nové latky, které patfi do skupiny 2,6,9-trisubstituovanych derivatd purinu,
které jsou odvozeny od struktury roskovitinu, a to 4-chlor-2-{[2-(2-hydroxy-2-methyl-
propylamino)-9-isopropyl-9H-purin-6-ylamino]-methyl}—fenol (latka 1) a 4-chlor-2-{[2-((S)-2-
hydroxy-1,2-dimethyl-propylamino)-9-isopropyl-9H-purin-6-ylamino] —methyl}—fenol (latka 2).
Tyto latky by mély mit vyssi metabolickou stabilitu zejména v pozici C2, kde v pfipadé
roskovitinu dochazi k oxidaci hydroxylu primarniho aminoalkoholu. Byla potvrzena jejich
vysoka inhibiéni U¢innost na CDK2/cyklin E. Hodnota ICs pro latku 1 je 0,033 uM a hodnota pro
latku 2 je 0,051 uM. Z vysledkl méreni cytotoxicity vyplyva, Ze Gcinnéjsi latkou je latka 2

vykazujici nizsi hodnoty ICs nez latka 1.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP adenosin trifosfat

Boc,0 di-tert. butyl bikarbonat

CDC25 Tyr fosfatasa (cell division cycle 25)

CDK cyklin-dependentni kindza

Cip/Kip prirozené inhibitory CDK (CDK interacting protein/ kinase inhibitory protein)
CYC202 R-roskovitin

CYP P450 cytochrom P450

DCIP 2,6-dichlor-9-isopropylpurin

DIAD diisopropyl azodicarboxylat

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid

DP-1 transkripcni faktor rodiny DP-1

E2F transkripcni faktor rodiny E2F

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

1Cso koncentrace zpUsobujici 50% inhibici enzymu
INK4 pfirozeny inhibitor CDK (inhibitor CDK4)
Mcl-1 antiapoptoticky protein (myeloid-cell leukemia 1)
mMRNA medidtorova ribonukleotidova kyselina
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NMP N-methyl-2-pyrrolidon

NMR nukledrni magneticka rezonance

ploINKA4 CDK4 inhibitor p16-INK4A

Ph;P trifenylfosfin

pRB retinoblastoma protein

RNA ribonukleotidova kyselina
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SKF-525A

THF

TLC

ubP

XIAP

Prodiafen — inhibitor cytochromu P450

tetrahydrofuran

chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)
uridin difosfat

antiapoptoticky protein (X-linked inhibitor of apoptosis protein)
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