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1 Uvod

Cyklin-dependentni kinasy (CDKs) jsou klicovymi regulatory ptredev§im bunécného
cyklu. V bunééném cyklu jsou specificky aktivovany asociaci s cykliny a takto vzniklé
komplexy nasledné fosforyluji cile zahrnujici transkripcni reguléatory, které nésledné
vyvolaji genovou expresi, stimulaci DNA replikace ¢i iniciaci mitosy (Krystof &
Uldrijan, 2010; Lapenna & Giordano, 2009). Poruchy ¢i jisté odchylky v expresi,
aktivit¢ nebo regulaci CDKs maji za nasledek rGzna virova, neurodenenerativni c¢i
nadorova onemocnéni. Tento fakt pfimél vyzkumné tymy se zaméfit na studium malych
molekul CDKs inhibitort (CDKi), u kterych bylo prokazano, ze umi inhibovat aktivitu
CDKs a maji taktéz terapeutické vyuziti (Cicenas & Valius, 2011). V dne$ni dob¢ se
fada z nich nachazi v preklinické ¢i klinické fazi testovani a pocet novych CDKi
neustale roste (Dai & Grant, 2003).

Jednim z prvnich CDKi, které vstoupily do klinickych studii, byl Flavopiridol
(Whitlock et al., 2005; Phelps et al., 2009; Blum et al., 2010) a Roskovitin z fady 2,6,9-
trisubstituovanych purint (Havlicek et al., 1997). Usp&snost roskovitinu dale
inspirovala k syntéze strukturn¢ podobnych slouc¢enin odvozenych od této latky, z nichz
nckteré vykazovaly az stonasobné vyssi selektivitu nez zminény roskovitin (Jorda et al.,
2012). Vysoka selektivita a také pozitivni klinické vysledky byly prokazany u latky
zvané dinaciclib, ktera se momentalné nachazi jiz ve III. fazi klinickych studii
zamétenych na 1é¢bu pacientil trpicich chronickou lymfocytni leukémii CLL (Paruch et
al., 2010; Parry et al., 2010; Feldmann et al., 2011).

Vyzkum téchto latek trva jiz pres 20 let (Krystof & Uldrijan, 2010; Lapenna &
Giordano, 2009), dosud vsak nebyl pfipraven takovy CDKs inhibitor, ktery by nemé¢l
nezadouci vedlejSi projevy na lidsky organismus. Ani toto védomi védce neodrazuje,
naopak vybizi k vyvoji dalSich novych chemoterapeutik odvozenych od CDKi, které
blokuji postup bunééného cyklu, spoustéji bunéénou smrt, a projevuji silné

protinadorové ucinky nejen na bunéénych liniich, ale i in vivo (Krystof & Strnad, 2001).
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2 Cile prace

Cilem prace byla piiprava fady novych 2-(4-aminocyklohexylamino)-6-subst.
arylamino-9-cyklopentyl-9H-purinti, jako potencialnich inhibitorti cyklin dependentnich
kindz. Na zakladé pfedchozich studii byly vybrany substituenty uvedené v (Tab. 1).
Prace zahrnovala sérii tfistupnovych syntéz s optimalizaci nukleofilni substituce,
zékladni metody strukturni analyzy pfipravenych latek a vyhodnoceni dat

z biologickych experimenti.

Tabulka 1: Substituce purinového jadra v poloze N9, C6 a C2.

Poloha N9 Cyklopentyl

4-morfolin-4-yl-fenylamino

R3
N7 X N 4-morfolin-4-yl-methylfenylamino
| \> Poloha C6
)\ 4-(4-ethylpiperazin-1-yl)fenylamino
Ry~ N7 N
’ R

1 2-thienyl-5-pyrimidinamino

Poloha C2 Trans-1,4-diaminocyklohexylamino
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3 Teoreticka Cast

3.1 Fyziologické funkce cyklin-dependentnich kinaz
3.1.1 Struktura a Kklasifikace cyklin-dependentnich kinaz

Cyklin-dependentni kinazy (zkracené CDKs) jsou heterodimerni enzymy, neboli téz
protein kinasy, které zahrnuji jak katalyckou podjednotku CDK, tak 1 regulacni
cyklinovou podjednotku (Malumbres & Barbacid, 2005; Chem et al., 2006). Aktivace
samotné CDK spociva ve dvou krocich. Nejprve dojde k asociaci CDK s cyklinem za
vzniku komplexu, ktery kindzu castecné aktivuje (Morgan, 1995). K uplné aktivaci
kindzy je nutna fosforylace komplexu CDK-cyklin aktivac¢ni kindzou CAK (Fisher &
Morgan, 1994; Espinoza et al., 1996; Kaldis et al., 1996). Kompletni CDK nésledné
katalyzuje ptenos fosfatové skupiny z ATP na serinovy ¢i threoninovy zbytek v dané
sekvenci aminokyselinového fetézce (Krystof a Strnad, 2001). Takto aktivované kinazy
poté mohou byt potlaceny 2 rodinami inhibujicich proteinti buné¢ného cyklu, a to
Cip/Kip a INK4 (Sherr & Roberts, 1995). Struktura CDK (pfedev$im CDK2) je tvofena
mens$i N a vét§i C termindlni doménou, kde N doména je slozena z B listd a C-
terminalni doména z a-helixti. Vazba ATP a vSech inhibitort je uskute¢néna pravé mezi

témito dvéma doménami (Schulze-Gammen et al., 1995; De Azevedo et al., 1997).

Genom u clovéka koduje 20 CDK, avSak vfizeni bunééného cyklu ma
pravdépodobné piimé uplatnéni pouze 5 z nich, konkrétné se jedna o CDK1, CDK2,
CDK3, CDK4 a CDK®6 (Malumbres & Barbacid, 2005; Chen et al., 2006). Ke kazdé
fazi bunécného cyklu je ptifazena specificka CDK. Postup bunky G1 fazi je regulovan
CDK4, CDKG6-cyklin D a CDK2-cyklin D. GO faze je ovlivnéna komplexem CDK3-
cyklin C, prubéh S faze fidi spojeni CDK2-cyklin A a CDK1-cyklin A a komplex
CDK1—cyklin B je dilezity pii pfechodu z G2 do M faze. Mimo regulaci bunéného
cyklu maji CDK dulezitou ulohu napt. v apoptéze (CDK2), dale se uplatiuji pii fizeni
bunééné diferenciace v nervovych a svalovych bunkéch (CDKS5) a v neposledni fadé

maji zasluhu i na aktivaci transkripce (CDK7-9) (Knockaert et al., 2002).

Funkce CDK1, CDK2, CDK3, CDK4 a CDKG®, kter¢ se podili na regulaci bunécného
cyklu, je podrobngji popsana v kapitole 3.1.2 Role cyklin-dependentnich kinaz

V bunééném cyklu (viz nize).
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V post-mitotické fazi neurondlnich bun¢k (oblasti neurontt) ptisobi ptedevsim CDKS,
kterda je schopnd fosforylovat nékolik cytoskeletalnich proteini (Malumbres &
Barbacid, 2005). CDKS je téz velmi diilezita pro neuronalni zastaveni bunécného cyklu,
diferenciaci a jeji deregulace je typicka pfi riznych nervovych onemocnénich (Zhang et

al., 2008; Maestre et al., 2008).

CDK?7 az CDKI11 maji dilezitou tlohu v transkripci, nékteré z nich se vSak uplatiuji
i pfi fizeni bunétného cyklu (Lolli & Johnson, 2005). Komplex CDK7/cyklin H je
schopen fosforylovat a zaroven aktivovat CDK bunécného cyklu, jedna se piedevsim o
CDK2 a CDK1 (Larochelle et al., 2007). Krom¢ toho je tento komplex spojovan
S iniciaci transkripce pomoci transkripénich faktord TFIIH a také s fosforylaci C-

terminalni domény RNA polymerazy II (Fisher, 2005).

Nedilnou soucasti holoenzymu RNA polymerazy je asociace CDKS8 s cyklinem C
(Akoulitchev et al., 2000). Vznikly komplex CDK&8/cyklin C ma né&kolik funkci: a)
fosforyluje cyklin H pro inhibici CAK aktivity a za b) spolu s komplexem
CDKOY/cyklinT dokadze regulovat transkripci fosforylaci C-termindlni domény jiz
zminéné RNA polymerazy II. Tvorba komplextt CDK9/cyklinT a CDK9/cyklinK dava
vznik transkripénim faktorim P-TEFDb, které maji podil na transkripcni elongaci RNA

polymerazy II (Garriga & Grafia, 2004).

CDKI10 pravdépodobné reguluje piechod z G2 do M faze, nicméné dosud nebyl
k této CDK zjistén piislusny cyklinovy partner. Mimo tuto funkci zastava CDK10 roli i
pii transkripci u sav€ich bunck, kde potlacuje (brzdi) transaktivaci transkripcnich

faktort Ets2 (Kasten & Giordano, 2001).

CDKI11, které po navazani cyklinu L tvoti komplex CDK11/cyklinL, interaguje nejen
s RNA polymerazou II, nybrz i s nascentni mRNA (Loyer et al., 2005).

3.1.2 Role cyklin-dependentnich kinaz v bunééném cyklu

RozmnoZovani buiiky je zahdjeno sledem dé&ju, pfi nichz dochdzi k jejimu ristu,
znasobeni komponent, replikaci DNA a néaslednému rozdéleni na dvé dcefinné bunky,
které¢ jsou naprosto shodné s matefskou. Cely tento kolobéh je pak oznacovan jako
bunéény cyklus (Garrett, 2001). Tento cyklus zahrnuje celkem 4 faze: G1 (first gap), S,
G2 (second gap) a M. V G1 fazi reaguje buitkka na mimobunééné signaly a rastové

faktory, coz ji umozni pfimy ptfechod z G1 do tzv. S (synetické) faze. Po kompletni
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syntéze DNA v G2 fazi buiika vstoupi do M faze (neboli mitozy), kde se tvoii mitoticka
vieténka, dojde zde Kk segregaci sesterskych chromatid a nakonec k rozdéleni buiky.
Kontrolni body zajist'uji, aby builtka nevkrocila do dalsi faze, dokud neni zcela
dokoncena piedchozi. Pii poruseni této zasady by totiz mohlo dojit k poskozeni ¢i
mutaci bunky. Stimulem pro piechod zklidové GO faze do fize Gl je mimo jiné

plisobeni mitogennich a réstovych faktor (Israels® & Israels®, 2000).

Vyznamnou roli béhem fizeni bunééného cyklu plni cyklin dependentni kinazy
(CDK). V bunééném cyklu piimo figuruje pouze 7 podjednotek CDK, konkrétné CDK
1,2,3,4,6,10,11 a ¢tyfi cykliny A,B,D a E (De Lartigue, 2014). Pro uplnou aktivaci
téchto proteinkindz je zapotiebi jejich vazba s cykliny. Tim se vytvoii komplexy, které

jsou charakteristické pro danou fazi cyklu (Garrett, 2001).

V necyklické GO fazi se nachazi protein Rb (jaderny fosfoprotein vyskytujici se
Vv defosforylovaném stavu), ktery je vyslednym produktem retinoblastoma genu a lze jej
zatadit mezi tumorsupresorové geny. K blokaci proliferace a Kk setrvani buiky
v klidovém stavu je potieba, aby se transkripcni faktory E2F a DP1 spojily s dal§imi tzv.
,pocket* proteiny p107, p130. Bun&cny cyklus je pak odstartovan v G1 fazi fosforylaci
téchto ,,kapesnich™ proteini a povolenim vazby E2F a DP1 (Vit, 2004). Ve stiedni az
pozdni G1 fazi se spojuje cyklin E (CE) s CDK 2 a soucasné cyklin D (CD) s CDK 4/6.
Vznikly komplex CD s CDK 4/6 spusti fosforylaci pRb, dojde k aktivaci cilovych genli
E2F, bunka piekona restrik¢ni bod a je pfipravena na prechod z G1 do S faze (De
Lartigue, 2014). V S fazi se slucuje CDK2 scyklinem A vkomplex, ktery diky
schopnosti fosforylovat substraty umoziiuje syntetizovat DNA a sou€asné inaktivovat
transkripéni faktory E2F (Knockaert et al., 2002). Pro G2 fézi je typickd CDKI1
proteinkindza (oznacovana také jako cdc2) vdzana na cyklin A. Nezbytna pro mitdzu je

téz CDK1, jejimz vazenbnym partnerem je ovSem cyklin B (Shah & Schwartz, 2006).

Zatimco antiproliferani kontrolni body bud’ to inhibuji aktivitu CDK4 a CDKS6,
nebo indukuji expresi téchto CDK pomoci inhibitoru p16"™* z rodiny INK4, mitogenni
signaly naopak stimuluji funkci CDK4 a CDK®6, ¢imZ umoziuji vstup do bunécného
cyklu (Obr. 1). Aktivované komplexy CDK4/CycD a CDK6/CycD poté iniciuji
fosforylaci (P) kliCcovych substrati, véetné nadorového supresoru RB, ktery spousti
program genové exprese fidici rodinu transkripénich faktord E2F. V G1 fazi je tedy

zahdjena transkripce, v S fazi se tvofi komplexy CDK2 s cykliny E a A, které dale
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fosforyluji RB a podnécuji k replikaci DNA (Asghar et al., 2015). Replikacni kontrolni
body v S fazi (Xu et al., 2001) mohou piimo inhibovat aktivitu CDK2 nebo pifimét
CDK k vzajemné spolupraci s protein-inhibicni kindzou CIP/KIP, tfidou inhibitorti
p21C'P1, p27K'P1, vazat se k témto CDK2 komplexiim a inhibovat je. Po dokonceni
replikace DNA vytvari asociace CDKI1 a cykliny A a B fosforylacni cile v G2 fazi.
Pokud neni poSkozena DNA nasleduje segregace chromozomi, aktivace bunky
komplexem CDKI1/CycB a jeji vstup do mitosy. Silné kontrolni body vSak mohou
omezit aktivitu CDK1 a zabranit tak postupu do mitosy. Proto je pro postup anafazi a
tvorbu 2 dcetfinnych bunék nutna degradace cyklinu B. Béhem tohoto ptechodu z M do
G1 faze dochazi k defosforylaci proteinu RB a reakci na antiproliferacni a mitogenni

signaly se cyklus znovu opakuje (Asghar et al., 2015).

Mitogenni
signaly

Kontrolni body

Cyklinové
proteasy

® p21°Ft
. l_-,27"l

/

Kontrolni body

Obr. 1: Postup bunécného cyklu pohdaneného CDK (upraveno podle Asghar et al.,
2015).

Jak bylo podotknuto vySe, CDKs pro svou aktivaci musi podstoupit dva kroky.
Nejprve dojde k castecné aktivaci vazbou s cykliny, nasledné je vytvofeny komplex

fosforylovan tzv. CDK-aktiva¢ni kindzou (CAK) (Fisher & Morgan, 1994; Espinoza et
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al., 1996; Kaldis et al., 1996). Takto aktivované kinazy mohou byt poté utlumeny 2
rodinami inhibujicich proteint, a to Kips/Cips a INK4s (Sherr & Roberts, 1995).
Kips/Cips neboli proteiny inhibujici kindzy zptsobuji negativni regulaci komplexi
CE/CDK2 a CA/CDK2. Do této skupiny lze fadit inhibitory p21"e™ p27KPerl 4
p57XPPZ (Sherr & Roberts, 1999). V lidskych karcinomech se nejhojngji vyskytuje
zmutovany gen nadorového supresoru p53, ktery svym prostfednictvim napoméha
inhibujicimu proteinu p21Wafl zastavit bunéény cyklus (Levine, 1997). Inhibitor
p27KPP! peni obvyklym nadorovym supresorem, geny se v ném totiz neméni, aviak
jeho nizka hladina navozena degradaci u nékterych typt rakoviny, souvisi se Spatnou
klinickou prognézou (Porter et al.,1997). Dalsi rodinou jsou INK4s (pro inhibitory
CDK4), napf. pl6"™* p15"™4® pighkic n19'k4d  1ieré umi navazat a inhibovat
komplexy CD/CDK2, CD/CDK4 a CD/CDKG6 (Sherr & Roberts, 1999). Bylo zjisténo,
Ze u jedné tretiny vSech nadord se objevuje pravé nadorovy supresor p16'”k4a

al., 1993; Kamb et al., 1994; Nobori et al., 1994).

(Serrano et

Z davodu casté deregulace funkce CDK u fady nadort jsou CDK dobrym
terapeutickym cilem a vyvoj nizkomolekularnich inhibitordt CDK trva jiz 20 let (KryStof
& Strnad 2001).

3.1.3 Specifika cyklin-dependentnich kinaz u vybranych patologickych procesi

Cyklin-depenentni kinaza 5 vyzaduje pro svou aktivaci proteiny p35 a p39, které se
nachazi v lidském mozku. Takto aktivovana CDKS5 poté fosforyluje fadu substrati
(Kesavapany et al., 2004; Cruz & Tsai, 2004) a kromé toho se mize podilet na rozvoji a
spravné funkci neuront (Li et al., 2002). Bylo prokazano, Ze riizna neurotoxicka
napadeni zprostiedkovana kalpainem vyvolavaji postupnou na vapniku zavislou
konverzi proteind p35, p39 az po p25 a p29. Hyperaktivni komplexy vzniklé asociaci
CDKS5 s p25 ¢i CDKS s p29 néasledné fosforyluji proteiny cytoskeletu, coz se v
kone¢ném dutsledku projevi smrti nervovych bunék (Patrick et al., 1999; Lee et al.,
2000). Deregulace CDKS5 objevujici se u fady neurodegenerativnich poruch, jako je
Alzheimerova, Parkinsonova ¢i Hungtingtonova choroba (Cheung & Ip, 2012),
naznacuje mozny pozitivni vliv inhibitort CDKS5 na pribéh ¢i projevy praveé téchto

onemocnéni (Knockaert et al., 2002).

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni postihujici prevazné

star§i pacienty. Projevuje se deregulaci mozkové cinnosti, ztratou jazykovych
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dovednosti a postupnou a nevratnou zmeénou paméti (Gravitz, 2011). Je nejcastéjsi
pfi¢inou demence a konc¢i smrti (Jirdk, 2009). Pro AD je charakteristicka
hyperfosforylace Tau proteinu (zodpovédného za bunéfnou smrt a tvorbu
neurofibrilarnich spleti (klubek)) (G6tz et al., 2012) a amyloidni-B tvorba (odpovédna
za produkeci extracelularnich amyloidnich plaki) (I‘[‘[nerb & Gotz, 2011). Tyto dva hlavni
znaky AD jsou spole¢né pro nékolik proteinovych kindz. Védci vsak zjistili, ze vzorky
odebrané z mozkové tkan¢ zesnulych pacientli, jez podlehli AD, vykazuji zvySenou
aktivitu pfedev§im u CDKS. Studie AD na zvifatech nasledn¢ potvrdila, ze pii tomto
onemocnéni dochdzi k deregulaci CDKS, kterd ma vliv na ubytkek neuronti (Cruz &
Tsai, 2004). Intracerebrovertikularni injekce amyloidniho-f (AP) peptidu (1-40)
provedena na mySich hyperaktivuje diky tvorbé proteinu p25 CDKS. Hyperaktivni
CDKS poté hyperfosforyluje Tau protein, nasledkem ¢ehoZ dochéazi k atypické indukci
bunééného cyklu, synaptické toxicité a smrti neuronti (Lopes et al., 2010). Nadmérna
exprese proteinu p25 zvysuje CDKS5 zprostfedkovanou transkripci B-sekretazy BACEIL,
kterd zpasobi abnormalni zpracovani AB (Wen et al., 2008a). Aktivace CDK5 u
transgennich mysi nadmérné exprimujicich p25 zvySuje tvorbu AP, naopak inhibice
CDKS5 produkei AB vyrazné snizuje (Cruz et al., 2006; Wen et al., 2008b). Inhibitory
CDKS5 mohou tedy u pacienti postizenych Alzheimerovou chorobou zabranit tvorbé
amyloidnich plakl, patologii neurofibrilarnich spleti a ztrat¢ synapsi (Monaco, 2004;

Glicksman et al., 2007).

Parkinsonova choroba (PD) postihuje piedev§im CNS a fadime ji mezi nemoci
napadajici motoricky systém. Béhem tohoto onemocnéni dochézi k redukci neuront
soustfedénych v mozku v misté zvaném substantia nigra. Tyto neurony produkuji
neurotransmiter dopamin, jehoz roli je pfenaSet signaly mezi jednotlivymi neurony.
Takto fungujici dopaminergni systém je zodpovédny za celkové chovani organismu,
napf. emoce, fidi systém hypotalamu, hypofyzy a funkci motorickych neuronti v
bazalnich gangliich. Nedostatek dopaminu zplsobuje postupnou a nevratnou ztratu
koordinace pohybtli (Parkinsonova choroba podle ¢lanku Nadace Michaela J. Foxe pro
vyzkum Parkinsonovy choroby, Svriek J.
http://natura.baf.cz/natura/2005/7/20050701.html). Vyzkum PD na mySich modelech
prokazal, ze 1éCba 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinem (MPTP) zvySuje

hladinu komplexu CDK5/p25 v dopaminergnich neuronech, coz vede k zadniku neuronti

(Smith et al., 2003). Irreverzibilni ptiznaky PD jsou zpisobeny pravé 1écbou
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zprostfedkovanou MPTP, kterd v ¢asti mozku zvané substantia nigra ni¢i dopaminergni
nervové bunky. CDKS5 fosforylaci endophilinu B1 spousti autofagii (Wong et al., 2011).
Deregulace autofagie souvisi s patogenezi PD a k akumulaci autofagozoému dochazi
nejen v mozkové tkani pacientli s Parkinsonovym onemocnénim, ale i v mysich PD

modelech (Anglade et al., 1997; Zhu et al., 2003).

3.2 Moznosti inhibice cyklin-dependentnich kinaz

Poruchy ¢i jisté odchylky v expresi, aktivité nebo regulaci CDK maji za nasledek rtizna
virova, neurodenenerativni a rakovinova onemocnéni. Tento fakt piimé¢l vyzkumné
tymy zam¢éfit se na studium malych molekul CDK inhibitord, u kterych bylo dokazano,
7e umi inhibovat aktivitu CDK a maji taktéz terapeutické vyuziti (Cicenas & Valius,
2011). V soucasnosti se vice nez 20 latek nachéazi v riznych fazich klinického testovani
(Krystof & Uldrijan, 2010; Lapenna & Giordano, 2009) a pocet novych CDKi neustale
roste (Dai & Grant, 2003).

Kazdy inhibitor mé jinou strukturu, avSak vlastnosti maji vSechny inhibitory
spole¢né. Vyznacuji se piedevs§im nizkou molekulovou hmotnosti (<600) a plochou
hydrofobni heterocyklickou molekulou (Hardcastle et al., 2002). Mechanismy pisobeni
ruznych typt CDK inhibitori jsou rozdilné a detailné jsou popsany nize. Jednak soutézi
S ATP o vazebné misto, interaguji s fosfothreoninem v tzv. T-kli¢ce, maji vliv na vazbu
s cykliny a zaroven na vazbu nizkomolekularnich proteind, ovliviiuji téZ aktivacni
fosfatdzu cdc25, mimo to jesté napodobuji interakci prirozenych inhibi¢nich proteint,

zpusobuji proteolyzu cyklint, a tak dale (Meijer, 1996).

3.2.1 Strucny prehled inhibitori CDK

Objev pfirozenych proteinovych inhibitorti, tedy regulatorti aktivity CDK, zce souvisi
s nasledujicim vyvojem a vyzkumem inhibitord chemickych (Krystof & Strnad, 2001).
Ty lze rozdélit do dvou skupin na nespecifické a specifické. Mezi nespecifické
inhibitory fadime 6-dimethylaminopurin, dale produkt plisni rodu Streptomyces zvany
staurosporin a suramin, coz je pfirozeny glykosaminoglykan, ktery ma velmi rozmanité
vyuziti napf. jako antiprozoikum, antihelmintikum, inhibitor topoisomersy II a
cytostatikum (Rialet & Meijer, 1991). Nasledujicim inhibitorem topoisomerasy je 9-
hydroyellipticin, nizce selektivni derivat alkaloidu z rostlin rodu Ochrosia (Ohashi et
al., 1995). Druhou skupinou jsou specifické inhibitory, jejichz ¢leny jsou ku ptikladu

butyrolakton-I a olomoucin. Dal§imi latkami inhibujicimi CDK jsou flavonoidy,
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trisubstituované puriny, paulony a indigoidni latky (KrysStof & Strnad, 2001). Vybrani

zastupci budou podrobnéji uvedeni nize.

Butyrolakton-1 1 byl vyseparovan z plisn¢ Aspergilus a je kompetitivnim inhibitorem
CDK1 vzhledem k ATP (Kitagawa et al., 1993). Inhibuje téz CDK2, av§ak CDK4 ne.
Tento inhibitor, navzdory jeho $patné propustnosti, vykazuje protinadorové ucinky vuci
mnoha bunécnym liniim, jako je napfiklad rakovina plic, slinivky bfisni ¢i tlustého

stieva (Noshio et al., 1996; Wada et al., 1998; Yamamoto et al., 1998).

Mezi flavony drzi prvenstvi semisynteticky flavonoid a zaroven synteticky analog
rohitukinu zvany flavopiridol 2 (Tab. 2), téz pod oznacenim NSC 649890, L86-8275
nebo HMR 1275, izolovany zkury indické rostliny Dysoxylum binectariferum
(Senderowicz, 2002; Sedlacek et al., 1996). Tato latka inhibuje CDKs ucastnici se
bunécného cyklu, a to CDK1 (IC5=30nM), CDK2 (1C5,=100nM), CDK4 (I1C5,=20nM),
CDKG6 (IC5=60nM), CDK7 (I1C5,=10nM) a CDK9 (IC50=10nM), ktera ma diilezidou
roli v transkripci mRNA a fosforylaci RNA polymerazy II (Kaur et al., 1992).
Flavopiridol je zndmy pifedevSim tim, Ze se stal prvnim inhibitorem CDK , ktery byl
zahrnut do klinického testovani (Whitlock et al., 2005; Phelps et al., 2009; Blum et al.,
2010). Podstoupil II fazi klinickych studii tykajici se 1é¢by akutni myeloidni a chronické
lymfocytni leukémie. Bylo prokazano, ze soucasné podani této inhibujici latky spolu s
jinou cytotoxickou latkou, jako je tfeba docetaxel ¢i cisplatin, sniZuje mnoZstvi
flavopiridolu a jeho nezadoucich vedlejsich ucinkt (Diaz-Padilla et al., 2009; Abate et
al., 2013). Nasledné byla vyvinuta i druha generace flavond, do niz fadime inhibitor
P276-00 3. Ten u¢inn¢ inhibuje CDK1 (IC5=79nM), CDK2 (IC5p=224nM), CDK4
(IC5=63nM) a CDK9 (IC5=20nM) a ve srovnani s favopiridolem pfedstavuje vyssi
antiproliferacni aktivitu v riznych nadorovych liniich. Momentalné se latka P276-00
(Tab. 2) nachazi ve II fazi klinickych studii zaméfenych na 1é€bu nadord nadmérné
exprimujicich cyklin D, mezi které patii lymfom z plaStovych bunc€k, mnohocetny
myelom a melanom (Joshi et al., 2007a; Joshi et al., 2007b; De Azevedo et al., 1996;
Murthi et al., 2000).
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Obr. 2: Struktury vybranych CDK inhibitorii.

Jednou z prvnich latek s prokazanou CDK inhibi¢ni aktivitou je derivat 2,6,9-
trisubstituovaného purinu, olomoucin 4. Objev CDK inhibi¢nich vlastnosti olomoucinu
podnitil systematické¢ studium vztahu mezi struktutrou a ucéinkem v fadé 2,6,9-
trisubstituovanych purinovych derivath a pozdéji také v analogickych tadach
bioisosternich heterocyklickcych jader. Podrobnéji je této problematice vénovana cast

3.3. (Vesely et al., 1994).

Do rodiny indigoidnich latek fadime tzv. Indirubiny 5 (Hoessel et al., 1999), u nichz
bylo po klinickém testovani zjist€no, Ze jsou jen malo toxické, nemaji témét zadné
nezadouci ucinky a vykazuji 26% remisi u odlisnych typt leukémii (Cooperative Group
of Chemical Therapy of Indirubin, 1980). Kompetivné inhibuji CDK1/2 a 4 (Krystof &
Strnad, 2001).

Paulony jsou taktéz velmi i€innymi a specifickymi inhibitory CDK. Jsou to hlavné
latky odvozené od derivata 7,12-dihydroindolo[3,2-d][1]-benzazepinu, jejichz
nejvyznamé&jSim predstavitelem je pravé kenpaullon 6 (Zaharevitz et al., 1999).
Kenpaullon (neboli NSC 664704) slouzi k inhibici CDK1 s hodnotou I1Cs5=0,4pum,
CDK2 s I1C50=0,7um, CDK 5 s IC50=0,9um a o néco hiife inhibuje CDK4 ICsp > 100pum.
Mimo CDK1,2,5 inhibuje i GSK-3p. Navzdory tomu, Ze jde o komeréné¢ dostupny
inhibitor jevici se jako pouzitelny pfi vyzkumu, nikdy nebyl podroben klinickému

testovani (Cicenas & Valius, 2011).
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Obr. 3: Struktura olomoucinu, indirubinu a kenpaulonu.

Pyrimidinovy derivat dinaciclib 7 (Tab. 2), také znamy jako SCH727965 nebo MK-
7965, je ucinnym inhibitorem CDK1, CDK2, CDKS5 a CDKO in vitro s hodnotami 50%
inhibi¢ni koncentrace (ICsp) v nanomolarnim rozmezi 1-4nM (Paruch et al., 2010;
Parry et al., 2010; Feldmann et al., 2011; Mita® et al., 2014). Tato sloudenina umi
inhibovat transkripci apoptotickych proteinli, zaroven migraci, rist a vznik kolonii
nejen pankreatickych nadorovych bungk, ale i1 fady dalSich nadort, které se tvofi v
lidském téle. Zminény 1écivy kandidat, ktery byl zahrnut do klinického testovani
solidnich a hematologickych malignit spolu s rakovinou prsu, se v soucasné¢ dobé
nachazi ve III fazi klinickych studii zaméfenych na pacienty s chronickou lymfocytni

leukémii CLL (Paruch et al., 2010; Parry et al., 2010; Feldmann et al., 2011).

Latka skryvajici se pod znac¢enim SNS-032 8 (Tab. 2), diive BMS-387032, inhibuje
CDK2 (ICsp> 0,038um) , CDK7 (ICs0 > 0,062pum) a CDK9 (ICs > 0,004um) (Heath et
al., 2008). Diky svym protinadorovym t¢inkim byl inhibitor SCN-032 zatazen do prvni
faze klinickych zkouSek u hematologickych malignit (jako je napt. chronick4d myeloidni
— CML ¢i lymfocytni leukémie — CLL) a riiznych solidnich nadorti (Chen et al., 2009;
Wu et al., 2012; Tong et al., 2010).

Sloucenina AT7519 9 (Tab. 2) selektivné inhibuje CDKI1 (IC5,=190nM), CDK2
(IC50=44nM), CDK4 (IC5=67nM), CDK5 (IC5=18nM) a CDK9 (IC5<10nM)
(Mariaule & Belmont, 2014). Prvni faze klinického testovani byla vénovala 1é¢bé
solidnich nadorl, nyni se latka AT7519 nachazi ve II. fazi klinickych studii, kterd jsou

soustiedéna na pacienty s mnohocetnymi myelomy (Mahadevan et al., 2011).
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Obr. 4: Struktura dinaciclibu, SNS-032, AT7519.

Dalsi inhibitor, ktery se jevi jako vhodny pii 1é€bé rakoviny, je oznacen zkratkou
PD0332991 10 (Tab. 2) (Fry et al., 2004). Jde o latku s vysokou inhibi¢ni schopnosti
pro CDK4 (IC50=11nM) a CDK®6 (ICs5p=16nM), avsak s nulovou inhibi¢ni aktivitou k
ostatnim 36 proteinovym kinazam (Fry et al., 2004). U PD0332991 byl zjistén
antiproliferacni efekt proti Rb-pozitivnim nddorovym bunkdm, které jsou zodpovédné
za pozastaveni bunéfného cyklu v Gl fazi a za sniZeni fosforylace retinoblastoma
proteinu (Niesvizky et al., 2010). Tato latka, znama téz pod nazvem palbociclib, se v
prvni fazi klinickych studii projevila nadé€jnou klinickou tc¢innosti a dobrou toleranci
profilové toxicity u pacientll s RB-pozitivnimi a pokrocilymi stadii solidnich nadora a
non-Hodgkinova lymfomu (Schwartz et al., 2011). Mimo to PD0332991 vykazuje
pozitivni vysledky testli provadénych na pacientech s lymfomem z plastovych bungk,
mnohocetnym myelomem v kombinaci s léky bortezomibem a dexamethasonem a
karcinomem prsu v kombinaci s letrozolem. Nyni se nachazi ve IL. ¢i III. fazi klinickych
zkousek zamétenych na rakovinu prsu, liposarkom a lymfom z plastovych bunék

(Misra et al., 2004).

Konkurence schopnym drug-kandidatem palbociclibu se zda byt latka s oznacenim
LEE-011 11 (Tab. 2), ktera je nejen strukturné velmi podobna inhibitoru PD0332991,
jejich podobnost vsak spociva predevsim ve vysoké selektivit¢ k CDK4 a CDK6. Diky
povzbudivym vysledkiim byla tato slouc¢enina zahrnuta do tfeti faze klinického

testovani pro 1é¢bu rakoviny prsu (Kurt, 2014).

LY-2835219 12 (Tab. 2), neboli abemaciclib, také selektivné inhibuje CDK4 a
CDK6. Abemaciclib byl zatazen do prvni faze klinickych studii pro lécbu
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nemalobunééného karcinomu plic a kladné vysledky projevil i u studii 1é€by rakoviny
prsu (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02057133?term=LY2835219&rank=5, na
zaklad¢é ¢ehoz se momentalné nachazi v kombinaci s 1ékem fulvestrantem ve III. fazi
zkousek zaméfenych na lécbu Zen s HER2-negativnim metastazujicim karcinomem prsu

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02107703?term=LY2835219&rank=9).
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Obr. 5: Struktura PD0332991, LEE-011, LY-28352109.

EM-1421 13 (Tab. 2), jinym nazvem terameprocol, inhibuje CDK1 (Smolewski,
2008) a je zarazen do I/II faze klinickych studii, ktera jsou vénovana 1é¢bé refrakternich

solidnich nadort (Galons et al., 2013).

RGB-286638 14 (Tab. 2) je t¢inym inhibitorem CDK1-4 a CDK9 s ICsy v rozmezi
1-5nM. Byla dokoncena pouze prvni faze klinického vyvoje této latky na pacientech s

mnohocetnymi myelomy (Cirstea et al., 2013).

PHA-848125 15 (Tab. 2), téZ milciclib, selektivné inhibuje CDK1 (ICs=2nM),
CDK2 (IC5=3nM) a CDK4 (ICsp=5nM), v soucasnosti je ve II. fazi klinického
testovani pro 1é¢bu karcinomu thymu (brzliku)
(http://clinicaltrials.gov/show/NCT01011439) a nedavno byl dokonce patentovan k
1é¢bé mezoteliomu (WO 2010/058006 Al).

Pyrimidinovy derivat TG02/SG1317 16 (Tab. 2) in vitro inhibuje CDK1 (IC5,=9nM),
CDK2 (IC5p=5nM), CDK3 (IC5,=8nM), CDK5 (IC5,=4nM) a CDK9 (IC5,=3nM), nese
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zodpovédnost za pozastaveni bunééného cyklu v G1 fazi a indukuje apoptézu v mnoha
nadorovych bunéénych linii (Goh et al., 2012). TG02/SG1317 byl zalenén do prvni
faze klinické studie u pacientii s akutni myeloidni (AML) a akutni lybfoblastickou
leukémii (ALL), chronickou lymfocytni leukémii, myelomem a myelodysplastickym

syndromem (Roboz et al., 2012).

Latka BAY-1000394 17 (Tab. 2) inhibuje CDK1-4, ktera jsou zapojena do buné¢ného
cyklu a zaroven CDK7 a CDK9, kterd maji svij podil na regulaci transkripce s
hodnotami 1C5,=5-25nM (Mariaule & Belmont, 2014). Tento pan-selektivni inhibitor
potvrdil svou aktivitu proti fadé rtznych lidskych nadorovych linii pfi in vivo
experimentech na mySich modelech a momentalné se nachazi v rané fazi klinického

vyvoje (Siemeister et al., 2012).
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Obr. 6: Struktury latek EM-1421, RGB-286638, PHA-848125, TG02/SG1317, BAY-
1000394.
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Tabulka 2: Prehled CDK inhibitorii nachdzejicich se v klinickém testovani.

ZkouSené 1écivo

Zptsob podavani

CDK inhibiéni
profil: 1Csg

Faze klinického testovani

Roskovitin

oralné

CDK1=2,7uM
CDK2=0,1pM
CDK7=0,51M

CDK9=0,8uM

Flavopiridol

intravenozné

CDK1=30nM
CDK2=100nM
CDK4=20nM
CDKG6=60nM
CDK7=10nM
CDK9=10nM

P276-00

intravendzné

CDK1=79nM
CDK2=224nM

CDK4=63nM

CDK9=20nM

Dinaciclib

intraven6zné

CDK1=3nM
CDK2=1nM
CDK5=1nM
CDK9=4nM

SNS032

intravenozné

CDK2=38nM
CDK7=62nM

CDK9=4nM

AT7516

intraven6zné

CDK1=190nM
CDK2=44nM
CDK4=67nM
CDK5=18nM
CDK9<10nM

1711

PD0332991

oralné

CDK4=11nM
CDK6=16nM

LEE-011

oralné

CDK4,6=N/A

LY2835219

oralné

CDK4,6=N/A

(1)

EM-1421

intraven6zné

CDK1=N/A

1
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Tabulka 2: Prehled CDK inhibitori nachdzejicich se v klinickém testovani.
(pokracovani)

CDK1=2nM
CDK2=3nM
RGB-286638 intraven6zné CDK3=5nM |
CDK4=4nM
CDK9=1nM

CDK1=2nM
CDK2=3nM

PHA-848125AC oralné I
CDK4=5nM

CDK5=4nM

CDK1=9nM
CDK2=5nM

TG02/SG1317 oraln¢ CDK3=8nM |
CDK5=4nM

CDK9=3nM
BAY-1000394 oraln¢ CDK1-4,7,9=5-25nM |

3.2.2 Terapeuticky potencial CDK inhibitori ve vztahu k selektivité k CDK

Inhibitory CDKs lze rozd¢€lit do tfi skupin na: za a) neselektivni pro nespecifickou CDK
(pt.flavopiridol, oxindol 16 a 91), za b) inhibujici CDKI1,2,5, respektive 9 (pf.
olomoucin, (R)-roskovitin, purvanol B) a za c¢) selektivni pro CDK4 a 6 (jako je
naptiklad fascaplysin, CINK4, PD0183812 a dalsi) (Honma et al., 2001a; Honma et al.,
2001b). Doposud nebyla nalezena zadna latka ihbibujici CDK, ktera by byla uplné
selektivni pro jednu CDK. Védci vSak dale hledaji vhodné ptirodni latky ¢i struktury na
bazi syntetickych sloucenin, které jsou selektivni pro danou CDK, konkrétné pro

CDK1,2 a 4 (Sausville et al., 2002).

Bylo zjisténo, Ze inhibitory CDK maji v sou€asnosti uplatnéni nejen pii lécbé
nadorovych onemocnéni, ale i dalSich, napf. virovych infekci, neurodegenerativnich a
kardiovaskularnich chorob, glomerulonefritidy, onemocnéni vyvolanych

jednobunéénymi parazity, atd. (Knockaert et al., 2002).
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Glomerulonefritida se v nefrologii ¢asto projevuje proliferaci glomerularnich bunék
vedouci k nespravné funkci ledvin a vzniku zénétu (Shankland, 1997). Inhibitor CDK
Roskovitin umi in vivo inhibovat tuto nekontrolovatelnou proliferaci a tim zlepSit ¢i

obnovit funkce ledvin (Pippin et al., 1997).

Kardiovaskularni onemocnéni, které je charakterizovano abnormalnim rlstem
vaskularnich buné€k, obvykle souvisi s dal§imi chorobami, jako je aterosklerdza, post-
angioplasticka restendza, a dalsi (Braun-Dullaeus et al., 1998). Inhibitory CDK tlumi
proliferaci téchto bunék. Konkrétn¢ analog Olomoucinu a Roskovitinu — latka CVT-313
se u krys jevi jako vhodny in vivo inhibitor bujeni neointimalnich bunék (Brooks et al.,

1997).

Zodpovédnost za mnoho celosvétove rozsifenych nemoci nesou pravé jednobunééni
parazité. Mezi n¢ fadime napf. prvoky Trypanosomu brucei (piivodce spavé nemoci),
Plasmodium falciparum (zpusobujici malarii), Leishmaniu major (vyvolavajici nemoc
leishmaniozu) a Toxoplasmu gondii (ktera je pii¢inou vzniku choroby zvané
toxoplazmosa). Zminéné¢ mikroorganismy vykazuji podobnost s lidskymi CDKs, jde o
tzv. CRK (Cdc2 — related kinases). Parazitalni CRK sdili spolu s lidskou CDK 40-60%
homologii (Doerig et al., 2002). Odlisnosti ve struktufe mezi hostitelskou a parazitalni
CDK mohou mit za nasledek riiznou afinitu inhibujicich latek. Rada sloudenin
syntetizovanych pro studium vztahu struktury a aktivity sav€ich inhibitori CDK
ptredstavuje vyznamné zdroje pro vyzkum CRK-selektivnich inhibitor. Tento postoj by
nasledné mohl byt rozsifen o dalsi tfidy parazitd, a to mnohobunécné parazity ¢i houby
(pt. hlisty, hlistice a jiné). I ptes to, ze nékteré lidské inhibitory projevili t¢inek k dané
CRK se pfedpokladd moznost nalezeni parazitdlnich CDK specifickych inhibitori.
Nedéavno byla PfCK1 identifikovéna jako hlavni slozka purvalanolu, ktera se nachdzi u

prvoka Plasmodium falciparum (Knockaert et al., 2000).

Jistd skupina u¢innych inhibitori CDK vykazuje i mozné uplatnéni v neurologii.
Dosud neznamym zpisobem dokézi tyto latky inhibovat bunéénou smrt nervovych
bunék (Park et, al., 1996; Park et al., 1997; Marcus et al., 1997). CDKS5 je ve spojeni
S proteinem p35 zodpoveédna za hyperfosforylaci mikrobubularni vazby tau proteinu
v mozku u lidi trpicich Alzheimerovou chorobou (Imahori & Uchida et al., 1997). Pfi
Alzheimerové chorobé se projevuje také komplex CDKl/cyklin B (Vincent et al.,
1997).
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Virova replikace probiha obvykle v souladu sbunéénym cyklem. Pro spusténi
replikace vyzaduje tfada virt aktivaci CDKs, nekteré viry dokonce koéduji své vlastni
cykliny, coz jim umoznuje regulovat bunécny cyklus hostitelské buiiky. Jako vhodné
latky pro zamezeni virové replikace in vitro se v poslednich letech osvédcily inhibitory
CDK (Schang, 2001). Napft. inhibitor Roskovitin je schopen zabranit replikaci lidského
cytomegaloviru a podobny ucinek se projevuje i u CDK2 dominantni negativni mutace
(Bresnahan et al., 1997). Olomoucin a Roskovitin téz brani replikaci herpes simplex
viru (HSP) (Schang et al., 1998). Roskovitin spolu s Flavopiridolem inhibuji transkripci
viru HIV. Tento jev miize byt zpisoben inhibici CDK9/cyclin T1, kde bunécny kofaktor
vyzaduje pro HIV-1 transaktivator Tat (Nelson et al., 2001).

3.3 CDKinhibitory 2,6,9-trisubstituované purinové iady

Dlouholeté studie purinovych derivatl, odvozenych od rostlinnych hormont cytokinin,
vyustila v objev 2,6,9-trisubstituovanych purint, které odhalily existenci mnoha vysoce
aktivnich inhibitori CDK (Vesely et al., 1994).

Jednim z prvnich inhibitord této purinové fady byl 2-hydroxyethylamino-6-
benzylamino-9-methylpurin, Olomoucin (Meijer & Raymond, 2003). Olomoucin
selektivné inhibuje CDK1 (ICs0 = 7 um), CDK2 (ICsp = 7 um), CDKS5 (ICsp = 3 um) a
ERK1 kindzu (ICsp = 25 uM). Nebyl vSak podroben klinickym zkouskam (Cicenas &
Valius, 2011).

Dalsim  vyznamnym inhibitorem ztéto skupiny byl 2-(R)-(1-ethyl-2-
hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurin S pozdéjsim oznacenim
Roskovitin 19. Pro jeho R- enantiomer (R-roskovitin) se Casto pouzivaji i jiné nazvy,
jako CYC-202 ¢i Seliciclib. Podobn¢ jako Olomoucin inhibuje CDK1,2 a 5, navic jesté
CDK 7 s hodnotou ICsp =0,2-0,5 um (Cicenas & Valius, 2011; Meijer & Raymond,
2003). Jeho antiprolifera¢ni aktivita souvisi s defosforylaci pRb a snizenim regulace
CDK a regulaénich podjednotek - cyklint (Barrie et al., 2003; MacCallum et al., 2005;
Paprskarova et al., 2009; Raynaud et al., 2005; Whittaker et al., 2004). Potlacuje
transkripci gentl, které brani apoptoze, coz muize zlepsit jeho protinadorovou aktivitu
(Alvi et al., 2003; Hahntow et al., 2004; Kim et al., 2004; MacCalum et al., 2004).
V soucasnosti se roskovitin nachazi v preklinické fazi testi u polycystickych
ledvinovych onemocnéni (Bukanov et al., 2006), mrtvice, Alzheimerovy choroby
(ptiprava) (Menn et al., 2008) a zanétd (Rossi et al., 2006). V prvni fazi je hodnocen na

riznych onemocnénich ledvin (glomerulonefritida) (Bukanov et al., 2006) a ve II fazi
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klinického testovani se nachdzi u pacienti s diagnézou rakoviny nosohltanu,
nemalobunééného karcinomu plic (Hsieh et al., 2009) nebo jinych typt nadort (Le et
al., 2010). Pro dalsi terapeutické vyuziti vS8ak muze byt omezujici jeho kratky
biologicky polocas, slabsi ucinnost ¢i pomérné rychly metabolismus (Obr. 8) na
neaktivni derivaty (Nutley et al., 2005; Bettayeb et al., 2008a; Bettayeb et al., 2010).

| o

N __~

©/\NH ©/\NH NH
N7 XN N XN NTX—N
| S | > | >
\iNl\):N/ ;>\ HN)\N/ ;>\ HN/LN/ ;>\
HaC OH (‘\ ‘)\
CH, OH CH, OH

18 19 20
{R)-olomoucin I (R)-roskovitin {(R)-CR-8

Obr. 7: Struktura (R)-olomoucinu I, (R)-roskovitinu a (R)-CR-8.
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Obrazek 8: Model mechanismu pusobeni R-roskovitinu a jeho inhibice NF-«xB drahy.
(a) Kanoickda TNF-a indukovana NF-kB aktivacni drahou. (b) R-roskovitinova inhibice
TNF-indukované fosforylace a degradace IxBa (zndzornéno carkované). Vzhledem k
tomu, Ze se IkB vdzany na p63 neméni a diky R-roskovitinem zprostredkované inhibici
IKK blokii jeji cinnosti, je i fosforylace proteinu p65 na serinu 536 ovlivnéna touto
lécbou. Lécba R-roskovitinem nakonec brani nuklearni lokalizaci p65, ¢imZ snizuje
regulaci drahy NF-kB a jeho riiznych genovych produktii, které jsou zapojeny do invaze
bunek, bunécné proliferace a antiapoptozy (Dei et al., 2008).

Uspésnost Roskovitinu inspirovala k dal§imu vyvoji podobnych derivati purinovych
CDK inhibitorti korelujicich s optimalizaci substituentti v danych pozicich purinového
jédra, dale se zaménou uhliku za dusik nebo piidanim dusiku zpisobujici zménu
heterocyklického skeletu purinu a s kombinaci obou jiz zminénych. Byla pfipravena
fada vysoce ucinnych purinovych inhibitord, mezi které patii napi. sloucenina s ndzvem

Purvalanol A (Chang et al., 1999; Gray et al., 1998), dale H717 (Dreyer et al., 2001) 21,
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NU2058 22 a NU6102 23 (Davies et al., 2002; Hardcastle et al., 2004), CR8 (Bettayeb
et al., 2008a), 3-chloranilino derivaty (Oh et al., 2001) a také 6-biaryl, resp. heterobiaryl
substituované derivaty (Oumata et al., 2008; Trova et al., 2009a; Trova et al., 2009b).
Nekteré z téchto purinovych sloucenin vykazuji minimaln€ stondsobné vyssi selektivitu

nez Roskovitin (Jorda et al., 2012).

NH 0] o 0 O
i
& NN NN ¥ NN
| AL PR l; ol
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NN H,N” N N NN
H % H H H
21 22 23
H717 NU2058 NU6102

Obr. 9: Struktura H717, NU2058, NU6102.

CR-8 20 patfi mezi biarylové derivaty roskovitinu substituované v pozici N6
(Bettayeb et al., 2008a). Latka selektivné inhibuje CDK1, 2, 5, 7, 9 a pfi inhibici téchto
kinaz jsou oba jeji izomery 2-4 krat u¢innéj$i nez R-roskovitin. Inhibuje také kasein
kinasu 1 (CK1) &/ a GSK-3a/p (Bettayeb et al., 2008a). V preklinické fazi testovani
traumatického poskozeni mozku bylo zjiSt€no, Ze sniZuje ztratu neuront v kife,
hipocampu a thalamu, a také kladn¢ plsobi na snizeni objemu 1ézi (Kabadi et al.,
2014).

Purvalanol A 24 je 1000 krat u¢inngjsi inhibitor néz Olomoucin. [18] Stejné jako u
Olomoucinu a Roskovitinu byla také u této latky popsana krystalova struktura
kokrystalu s CDK2 (Gray et al., 1998; Krystof & Strnad, 2001). Projevuje vysokou
selektivitu k CDK2 (ICso =4-70 nm) a CDKS5 (ICsp = 75 nm), naopak méné inhibuje
CDK4 (ICso =850 nm). Purvalanol B 25 je stejné jako Purvalanol A selektivni pro
CDK2 (ICsp = 6-9 nm), CDKS5 (ICsp = 6 nm), navic inhibuje jesté CDKI1 s (ICso = 6 nm)
a je neselektivni k CDK4/6 a ostatnim kinazam (1Csp > 10000) (Cicenas et al., 2014).
Purvalanol A spolu s Olomoucinem Il 18, latkou podobné¢ t¢innou spadajici taktéz do

skupiny novych 2,6,9-trisubstituovanych purinovych inhibitori odvozenych od
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Roskovitinu, dokazi blokovat transkripci esencidlnich gentl, zabranit proliferaci bunék a
indukovat apoptozu (Krystof et al., 2002; Gray et al., 1998; Krystof et al., 2005;
Villerbu et al.,2002; Monaco et al., 2004). Purvanol A nebyl nikdy podroben klinickému
testovani (Cicenas & Valius, 2011).

24 15
purvalanol A purvalanol B

Obr. 10: Struktura Purvalanolu A a Purvalanolu B.

Do série biarylamino derivati odvozenych od roskovitinu fadime latku s oznacenim
R-DRF053 26. Jde o velmi silny ATP kompetitivni inhibitor CDK1/cyclin B (ICso = 220
nm), CDK5/p25 (ICso = 80 nm) a CK1 (ICsp = 14 nm). Diky inhibici CK1 a CDKS5
ptredstavuje mozné uplatnéni pii 16Cbé zejména Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby

(Oumata et al., 2008).
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Obr. 11: Struktura R-DRF053.
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Navazanim biarylmethylamino skupiny na purinovou kostru do polohy C6 vznikne
latka 27 s CDK inhibi¢ni schopnosti podobnou Roskovitinu, avSak s jeSté vyssi
antiproliferacni aktivitou (vykazuje 50x vétsi rastovou inhibici Hela bun€k). Pozitivni
ucinky této latky rozpoutaly dal$i systematické studie vztahu struktury a aktivity
purinovych sloucenin, jejichz soucasti je pravé biarylmethylamino skupina
substituovana v pozici C6 (Trova et al., 2009b).

Nejlepsi vysledky tykajici se inhibice CDK a riistu Hela bunék se projevily u latky
28 s trans-1,4-aminocyklohexylamino skupinou v poloze C2, bifenylmethylamino
skupinou v C6 a s isopropylem vazanym na purinovém jadie v misté N9. Ta ptedstavuje
dokonce Skrat vyssi antiproliferani ucinky nez latka 27 (Trova et al., 2009b;
Malinkova, 2013).

Diky vysoké antiprolifera¢ni aktivité latky 28 (Glsp = 0,077 um) byly derivatizaci
distalni aminoskupiny vytvoreny dalsi jeji derivaty. Jako pomérné ¢inna se projevila
latka 29 s téméf shodnymi antiproliferatnimi ucinky, jako ma latka 28. Nasledné byly
studovany latky s trans-1,4-aminocyklohexylamino skupinou v poloze C2, p-
bifenylmethylamino skupinou v C6 a rtznou alkylovou skupinou navazanou v pozici
NO. Pozitivni vysledky Vv inhibici CDK2/cyklin E byly prokdzany u latky 30
s inhibi¢ni hodnoutou (ICso = 0,09 um) (Trova et al., 2009Db).

Ze série téchto latek substituovanych v poloze N9 vykazuje N-ethylovy analog (latka
31) podobnou antiprolifera¢ni aktivitu jako N-isopropylovy derivat 28 (Obr. 12 a Tab.
3) (Trova et al., 2009b; Malinkova, 2013).

Obr. 12: Struktury vybranych biarylmethylamino latek odvozenych od roskovitinu.
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Tabulka 3: Porovnani ICsy) CDK2 a Glsg roskovitinu s vybranymi biarylmethylamino
derivaty roskovitinu 19 (Trova et al., 2009b).

CDK2/cycA CDK2/cyc E

Slouc¢enina ICspv UM ICspv UM Hela 1ICso v uM
19 0,46 0,52 20
27 2 0,6 0,4
28 0,4 0,1 0,077
29 0,5 0,4 0,097
30 0,1 0,09 0,4
31 - - 0,048

Slozitéjsi proces syntetické obmény purinové kostry zapocal vyvoj purinovych
bioisosterd (Jorda et al., 2012). Jde piedevsim o strukturné velmi podobné latky, které
se vSak mohou liSit vzajemnym uspotfadanim atomli v molekule, pfipadné nékterymi
atomy ¢i funkénimi skupinami. Pravé syntetické modifikace mohou zpiisobit ptiznivou
zménu vlastnosti latek, napf. snizeni (eliminaci) uréitych negativnich vlivi, zlepSeni
metabolické stability 1éCiv, biologické dostupnosti a farmakokinetiky (Popowycz et al.,
2009). Bioizostery se déli podle po¢tu dusikii obsazenych v purinovém jadfe na
a)Ctyirdusikaté (nejvetsi skupina), b)dvoudusikaté, c)tfidusikaté a d) pétidusikaté
(nejmensi skupina) (Jorda et al., 2012).

Byly v8ak popsany pouze 4 tfidy nejucinnéjSich bioisostert,, a to pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triaziny (Bettayeb et al., 2008b; Popowycz et al., 2009; WO 2005/082908 Al),
pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny (Paruch et al., 2007; Williamson et al., 2005), pyrazolo[1,5-
a]pyridiny (Fischmann et al., 2008) a pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny (Jorda et al., 2011;
Krystof et al., 2006). Celkem bylo pfipraveno a biologicky testovano jen 6
roskovitinovych bioisosteri (Obr. 13 a Tab. 4), mezi néz patii LGR1404 32(z
pyrazolo[4,3-d]pyrimidint) (Jorda et al., 2011), N&N-1 33(z fady pyrazolo[1,5-a]-
1,3,5-triazin1), N&N-2 34(z imidazo[2,1-f]-1,2,4-triazint) (Bettayeb et al., 2008b;
Popowycz et al., 2009), dale R-perharidin A 35 (z imidazo[4,5-a]pyrimidint) (WO
2009/034411 A1), latka 36 (spadajici do skupiny 8-azapurini) (Havlicek et al., 2005) a
37 (z pyrazolo[1,5-a]pyrimidind) (WO 2008/151304 A1).
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Obr. 13: Struktury vybranych roskovitinovych bioisosterii.

Tabulka 4: Inhibicni aktivita CDK2 vybranych roskovitinovych bioisosteri (Jorda et
al., 2011; Bettayeb et al., 2008b; Popowycz et al., 2009; WO 2009/034411
Al; Havlicek et al., 2005; WO 2008/151304 A1).

Bioisostericka skupina slou¢enina ¢islo CDK2fcyc A CDK2/cyc E

ICo v uM ICso v UM
pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny LGR1404 32 - 0,04
pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny N&N1 33 0,04 0,026
imidazo[2,1-f]-1,2,4-triaziny N&N2 34 0,22 0,16
imidazo[4,5-a]pyrimidiny perhaFrzi-dinA 35 0,3 0,18
8-azapuriny - 36 >1 -
pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny - 37 - 4,1
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3.3.1 Vztah mezi strukturou a u¢inkem CDK inhibitori 2,6,9-trisubstituované

purinové Fady

Mnoho purinovych analog je substituovanych v C2 poloze hydroxyethylamino ¢i
aminoethylamino skupinou (Imbach et al., 1999). Odstranénim 2-hydroxyethylamino
skupiny z mista C2 se snizi inhibi¢ni aktivita. K Gbytku aktivity dochazi i pfi substituci
chloru nebo amino skupiny vtéto pozici (Vesely et al., 1994). Naopak zcela
nejucinngjsi latky ziskame rozvétvenim necyklické hydroxyalkylamino skupiny ve
zminované poloze dalSim alkylem vicinalnim na aminoskupiné (Brooks et al., 1997).

Velmi uc¢inné jsou derivaty purinu substituované v pozici C6 anilinem ¢i
benzylaminem. Pokud do ortho polohy navazeme anilin, dojde k poklesu aktivity.
Naopak zvySeni aktivity docilime u chlor- a bromderivatl v poloze meta. O néco mensi
zvySeni aktivity lze pozorovat u stejnych derivata substituovanych v para poloze.
Nejaktivnéj$i latkou substituovanou v misté C6 purinové Kkostry 3-chlor-4-
karboxyanilino skupinou je Purvalanol B, jehoz soucésti je solny mistek spojujici
karboxylovou skupinu s Lys® v ATP vazebném mist& (Gray et al., 1998). Se zvy3enou
ucinnosti Purvanolu B souvisi také pokles protinddorové aktivity, coz je pravdépodobné
zptisobeno nizkou propustnosti bunééné membrany. U C6-aminobenzylovych derivati,
na rozdil od Cé6-anilino derivati, nema ptidavek dalSiho substituentu na aromatické
jadro zéasadni vliv na CDK inhibi¢ni aktivitu. Nékteré substituce methoxy skupiny (v
para poloze) nebo jodu (v meta poloze) mohou souviset se zvysenim aktivity (Fisher &
Lane, 2000).

Co se ty¢e inhibice CDK je obména substituentii v poloze 9 na purinovém skeletu
limitovana. Pfijatelné jsou mensi alicyklické, alifatické ¢i hydroxylové skupiny (Schow
et al., 1997). Vhodnym zbytkem navazanym v pozici N9 se jevi isopropyl (Havlicek et
al., 1997), ktery vykazuje zvySenou CDK2 inhibi¢ni aktivitu vzhledem k ethylové,
cyklopentylové ¢i methylové skupiné (Legraverend et al., 1999). Zavedeni stéricky
objemn¢jSich skupin do tohoto mista je nevhodné, protoze vyrazn€ snizuji inhibi¢ni

aktivitu (Legraverend et al., 1999).
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3.3.2 Syntetické pristupy k 2,6,9-trisubstituovanym purinovym derivatim

V soucasné dob¢ se pro piipravu C2,C6,N9-trisubstituovanych purinovych sloucenin
pouziva nékolik metod. Mezi nejbeznéjsi patii klasicka organicka syntéza, organicka
syntéza na pevné fazi a syntéza probihajici za asistence mikrovin.

Klasickd organickd syntéza purinovych latek v roztoku je pouze 3-stupnova.
Obvykle byva zahajena komer¢né dostupnym 2,6-dichlorpurinem (neboli 2,6-DCP),
piipadné mize byt misto atomu chloru v poloze C2 reaktivnéjsi atom fluoru nebo jodu
(Havlicek, 2004). Existuje cela fada moznosti jak pomoci této syntézy piipravit dané

puriny.

Schéma 1: Priklad klasické organické syntézy derivatu 2,6,9-trisubstituovanych purinii:
(@) 1. RyBr (1), K;CO3, DMSO nebo 2. Mitsunobu alkylace R;OH, DEAD,
Pphs; (aa) RuNH,, 40-115°C; (aaa) 1. RsX;H (X, = NH ¢i S), /N-
methylpyrrolid-2-on/, nebo 2. ArNH,, Buchwald- Hartwing Pd-katalyzovana
reakce, nebo 3. alkynylace podle Hecka Pd(PPh3)Cl, (Havlicek, 2004).
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V prvnim kroku reakce (Imbach et al., 1999) se tvoti nevyhodny N7-alkylderivat,
coz je zpusobeno prevazné pii methylaci, pii zavadéni objemnéjsich skupin (isopropyl)
k N7 tato reakce nehraje roli. Pribéh reakce je zkomplikovan vznikem Spatné
rozpustnych sloucenin, které se tvofi kondenzaci purinu (Havli¢ek, Strnad -
nepublikované vysledky) (spojeni C6-N9 a C6-N7). Tato synteticka cesta je vhodna
tehdy, pokud je R; zbytek citlivy k alkylaci (pf. obsahuje fenolyticky hydroxyl).
Vyhodnéji je mozné alkylaci provést Mitsunobu reakci (Toyota et al., 1993) u
substituentll, u kterych mulzZe dojit k presmyku karbokationtu pii alkylaci
alkylhalogenidem. Mitsunobu alkylace je sice draz§i nez halogenidova reakce, ktera
vyuziva levnéjSich prekurzori, avSak vykazuje mnohem vyssi selektivitu. Abychom se
vyhli regioselektivni komplikaci v poloze N7, je nutné provést reakci za mirnych
Mitsunobu podminek a laboratorni teploty (Demange et al., 2013). Naptiklad pfi
ptipraveé 9-cyklopentyl-2,6-dichloro-9H-purinu za Mitsunobu podminek je alkylace pies
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90% selektivni k izomeru N9. Tvoii se I malé mnozstvi izomeru N7, které vSak lze
odstranit krystalizaci z ethanolu (Gucky et al., 2013). Jako pomérné obtizné
substituovatelny se jevi atom chloru v C2 pozici (3. reakéni krok). Vyzaduje nejen
vysoké teploty, ale také dlouhy reak¢ni Cas. Reakce je navic doprovazena piitomnosti
velkého prebytku aminu nebo vhodného rozpoustédla, kterym se osvédcil N-
methylpyrolid-2-on. Jde o nereaktivni, ale G¢innou bazi se silnymi rozpoustécimi
vlastnostmi. Rozvétvenéjsi aminy vSak reaguji méné ochotné a syntéza s citlivymi C6-
NHR; je neuspésna. Tato potiz je vyieSena pouzitim reaktivnéjSich C2-F ¢i C2-I
derivatl, kdy aminace C6-Cl pro sviij pritb¢h potiebuje pouze 40 °C a aminace C2-1 120
°C teplotu (Havli¢ek, 2004).

Schéma 2. Jiny priklad klasické organické syntézy derivatu 2,6,9-trisubstituovanych
purinu (Imbach et al., 1999).

H,N cl
1. \©/ R /©\

b pentanol HN Cl DMSO nebo t-butanol HN Cl
NJ?:N\> 100°C, kvant. N7 X N\> 150°C, 3 h N7X N\>
R
Cl)\N/ N 2.Et-1, K,CO4 ci” >N N 43-88% N7 N N
DMF, rt. Yo H .
v 78-85% vi Vil

V prvnim kroku reaguje zminény 2,6-DCP V s 3-chloranilinem v prosttedi alkoholu
pentanolu 3 hodiny pfi teploté 100°C. Pted alkylaci je nutné provést nahradu pozice C6
chlorem proto, aby se zabranilo alkylaci v pozici N7, ktera je nevyhodna a probéhla tak
jen v poloze N9. Vznikly meziprodukt VI (Kjellberg & Johansson, 1989) posléze
reaguje s vhodnym aminem ve vysokovroucim rozpoustédle DMSO ¢i t-butanolu.
Nakonec ziskam 2,6,9-trisubstituovany purin, tedy latku V11, jejiz vytézek se pohybuje
okolo 43 - 88% (Imbach et al., 1999).

Mimo klasickou syntézu lze derivaty 2,6,9-trisubstituovanych purinti ziskat i pomoci
tzv. syntézy na pevné fazi. Tento synteticky pfistup umoziiuje snadné a rychlé provedeni
vetstho mnozstvi reakci (paralelni syntéza) a kromé jinych vyhod dokdze jednoduse a
univerzalné izolovat intermediaty z reakéni smesi

(http://www.bioorganickachemiesite.upol.cz/site/?page_id=8522). Idealnim nosi¢em pro

organickou syntézu na pevné fazi je polymerni pryskyfice. Na ni ulpivaji (se
zachytavaji) nékteré reaktanty, které¢ je mozné po uplynuti reakce oddélit. Praveé

spojnice mezi timto polymernim nosi¢em a imobilizovanou komponentou, tzv. linker
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umi Setrné a za presné definovanych podminek odsStépit (mezi)produkt z polymeru
(Soural et al., 2010).

Jako ptiklad je uvedena priprava latky XIl, kde je nejprve nutna aktivace
aminopryskyfice kyselinou 5-(4-formyl-3,5-dimethoxyfenyloxy) valerovou. Upravena
pryskyfice nasledné podlehne reduktivni aminaci za vzniku modifikované pevné faze
IX. Aby byl zajistén hladky prubch reakce je tifeba provést v poloze N9 derivatizaci
trimethylsilylethoxymethylem, nasledkem ¢ehoz pak slouceniny I1X a X kondenzuji za
mirnych podminek. Po deprotekci dusiku N9 tetrabutylamonium fluoridem dojde v této
pozici k alkylaci vhodnym ligandem a zaroven k zdméné halogenu v mist¢ C2 za
zadany substituent. Koneéného odstépeni ¢i uvolnéni latky XIl dosdhneme reakei s

kyselinou trifluoroctovou (Havlicek, 2004).

Schéma 3: Obecny postup organické syntézy 2,6,9-trisubstituovanych purinii na pevné

fazi (Havli¢ek, 2004; Chang et al., 1999).

O’\N/\Ph
H

CI/ 1. Aminace HN/R1
IX §
N|/Lj: N\> 4. Stepeni N| ™ N\>
)\N/ N R )\N/ N
/F H \ N R
vill R,—OH _—
R3—NH, 2. Mitsunobu alkylace
3. Aminace X

Xl

Velmi pozitivni metodou se v poslednich letech jevi mikrovinné asistovana organicka
syntéza (MAOS). Ve srovnani s tradi¢nimi moznostmi ohfevu se vyznaluje velmi
rychlym pribéhem reakci, vysokou Cistotou a vytéznosti produktl, schopnosti snizit
pocet nezadoucich vedlejSich reakci atd (Krstenansky & Cotterill, 2000). Lze ji
kombinovat jak s klasickou organickou syntézou v roztoku, tak i s organickou syntézou
na pevné fazi. Jako pfiklad je uvedena organickd syntéza na pevné fazi za asistence
mikrovin.

Sled reakci je zapocat navdzanim vhodného aminu na pryskyfici. Takto vznikla (jiz
vySe uvedend) modifikovana pevna faze XVIII (Austin et al., 2002a) dale reaguje s
X1 pii teploté 60°C v prosttedi NMP a DIEA zhruba 7 hodin. Po uplynuti reakce
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dostaneme X1V, ktera nasledné podleha Mitsunobu alkylaci s isopropylalkoholem v

ptitomnosti diisopropyl azodikarboxylatu a trifenylfosfinu v THF za tvorby XV. Dalsi

krok pak probiha v mikrovinném reaktoru pii 200°C cca 30 minut, kdy dochazi u

pryskyfice XV k zaméné jodu v pozici C2 dvéma typy alifatickych amina

(diethanolaminem ¢i propanolaminem). Podobn¢ jako tomu bylo u pfedchozi metody je
vysledny produkt XVI (Verdugo et al., 2001) ¢i XVII (Otyepka et al., 2000) z

pryskyfice odstépen pomoci kyseliny trifluoroctové ve smeési s vodou zahiaté na 60°C

(Austin et al., 2002b).

Schéma 4: Priklad organické syntézy na pevné fazi 2,6,9-trisubstituovanych purinit za

N“pPh + Nl o N\>
O,\H |)\N/ 'I:J'

Xviil

Cl

X

asistence mikrovin (Austin et al., 2002b).

DIEA, NMP O\NAPh O\NAP"

60°C, 7h NN i-PrOH, DIAD NN
— 0y —— I
|~ N7 y{ PhsP, THF |~ >N N

XIV XV

1. diethanolamin / propanolamin | 2. 92:8TFA:H,0

NMP 60°C, 1h
Microwave irradiation (MW)
200°C, 30 min
HN-"Ph

Oy
Ri~ N/ N
R

XVI, XVl

XVI: Ry = Ry = HOCH,CH,, 45% z XVIII
XVII: Ry = H, Ry = HOCH,CH,CHy, 59% z XVIII
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4 Dosazené vysledky

Schéma 5: Syntéza prekurzorit a cilovych inhibitorii.

NO5 MH5
Pd(dba),, PPhg,
= Ho/Pt-C 5% s MasCO4, R-B({OH)y
- e
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4.1 Syntéza prekurzori

Priprava 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purinu 42 vychazi z komercné dostupného 2,6-
dichlor-9H-purinu 41, ktery byl substituovan v poloze N9 cyklopentanolem za mirnych
podminek tzv. Mitsunobu alkylace (Shum et al., 2001). Mitsunobu alkylace vykazovala
vySsi regioselektivitu nez halogenidovd metoda. Pii syntéze této latky za mirnych
Mitsunobu podminek byla alkylace ptes 90% selektivni k izomeru N9. Vzniklo jen malé
mnozstvi izomeru N7, které bylo odstranéno krystalizaci z ethanolu (Gucky et al.,
2013).

Redukce nitroskupiny pro pripravu 6-brompyridin-3-aminu 39 z 2-brom-5-
nitropyridinu 38 byla nejprve provedena za pfitomnosti katalyzatoru Pd/C. Kvuli tvorbé
vedlejsiho produktu dehydrohalogenace, 3-aminopyridinu, bylo nutné reakci zopakovat,
tentokrat vSak za pouziti jiného, a to Pt/C katalyzétoru, diky némuz byla ziskana latka
6-brompyridinyl-3-amin 39 bez vedlejSich produkti. Nebylo ani nutné pouzit
katalyzator Pt-S/C, jak je uvedeno v (Kasparian et al., 2011).

Latka 6-(thiofen-2-yl)pyridin-3-amin 40 byla ptipravena z 6-brompyridin-3-aminu
39 za podminek Suzukiho couplingu s pouzitim katalyzatoru Pd(dba); a trifenylfosinu.
Trifenylfosfin a trifenylfosfinoxid, které znecistovaly produkt 40, byly odstranény

extrakei z kyselého prostiedi.

4.2 SN2 v poloze C6

Vychozi latkou pro ptipravu 2-chlor-9-cyklopentyl-N-(4-morfolinofenyl)-9H-purin-6-
aminu  43a, 2-chlor-9-cyklopentyl-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)-9H-purin-6-aminu
43b, 2-chlor-9-cyklopentyl-N-(4-(4-ethylpiperazin-1-yl)fenyl)-9H-purin-6-aminu 43c a
2-chlor-9-cyklopentyl-N-(6-(thiofen-2-yl)pyridin-3-yl)-9H-purin-6-aminu 43d byl 2,6-
dichlor-9-cyklopentyl-9H-purinu 42, jehoz pfiprava je popsana vyse. Rekce probihaly
za podminek Sn2 v tlakové ampuli za bazické katalyzy N,N-diisopropyl-N-ethyleminem
pouzitim rozpoustédla n-propanolu. Pro zisk cCistych latek bylo nutné provést extrakci

ethylacetatem a surové produkty krystalovat z ethanolu.

4.3 SN2 v poloze C2

Vsechny 4 prekurzory pifipravené za podminek Sy2 43a - 43d byly nasledné podrobeny

substituci nukleofilni 2 v pozici C2, kdy chlor ve vSech ptipadech nahrazen trans-1,4-
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diaminocyklohexylamino skupinou za vzniku cilovych inhibitord 44a - 44d. Reakce
probihaly v tlakové ampuli, avSak bez pouziti rozpoustédla v taveningé. Ptiprava latek
vyzadovala vyssi teplotu, ale za to kratSi reak¢éni dobu nez pfiprava prekurzorti za
podminek Sn2 substituovanych v poloze C6. Pro zisk Cistych latek bylo nutné provést

extrakci ethylacetatem a nésledn¢ ziskané produkty jesté vycistit na kolong.

4.4 Biologicka aktivita piipravenych inhibitora 44a — 44d

Piipravené cilové inhibitory 44a — 44d byly piedany k testovani vybranych
biologickych aktivit Laboratofi riistovych regulatori PiF UP a UEB AV CR. Zejména se
jednalo o testovani CDK inhibi¢ni aktivity a testy cytotoxicity na vybranych bunéénych
leukemickych liniich (K562 a U937). Na tomto testovani jsem se osobné nepodilela,
avSak pro Gplnost shrnuji piedbézna data v tabulce 5. Ve vSech ptipadech se jedna o data

ziskana ze tfi méfeni, smérodatna odchylka neptesahuje hodnotu 15 %.

Tabulka 5:
Koéd latky Cytotoxicita  Cytotoxicita CDK 2 CDK 5 CDK 7
Linie K562 Linie U937 inhibi¢ni inhibiéni inhibiéni
aktivita ICsy;  aktivita ICsy  aktivita ICsg

IC5o (UM IC5o (UM

443 1,19 2,13 0,017 - -

44b 0,45 0,62 0,007 0,034 0,178

44c 0,57 0,79 0,002 - -

44d 1,05 0,61 0,028 - -

Na zéklad¢ ziskanych vysledkl biologickych experimentl 1ze konstatovat, Ze vSechny
ptipravené cilové inhibitory 44a — 44d vykazuji silnou cytotoxicitu a zaroven

vyznamnou CDK inhibi¢ni aktivitu.

43



5 Experimentalni ¢ast

Material a metody
Silikagel (Grace), TLC desky (Merck), rozpoustédla DMSO-ds a CDCl; (Sigma
Aldrich), ostatni rozpoustédla (Lach-Ner), 2,6-dichlorpurin (OLChemim), ostatni
chemikalie (Sigma Aldrich).

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla méfena na NMR spektrometru
Bruker Avance AV 300 pii frekvenci 300 MHz (*H) a 75 MHz (**C) nebo na Jeol ECA
500 spektrometru pii frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C). Pipravené latky byly
rozpustény v deuterovaném chloroformu CDCl3, ¢i v DMSO-d6 a hodnoty chemickych
posuntl byly zaznamenany v jednotkdch ppm. Cistota meziproduktii a produkti byla
kontrolovana pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) na hlinikovych deskach
pokrytych silikagelem 60 WF 254 (Merck KGaA). Vizualizace TLC byla sledovéana pod
UV lampou (Camag) pii vinové délce A 254 nm nebo 366 nm. Analyza pfipravenych
latek byla provedena na plynovém chromatografu GC Trace Ultra (Thermo Scientific).
Byla pouzita kapilarni kolona DB 5-MS (Agilent Technologies) [20 m, 0,18 mm, 25
um], nosny plyn He, typ injektoru: splitless (teplota injektoru 250°C), bezdélicové
davkovani (1ul) s teplotnim programem: (60°C drzeno 1 min; 20°C/min ramp do
260°C; 25°C/min ramp do 280°C, 280°C drzeno 5 min). Hmotnostni spektra byla
meéfena na hmotnostnim spektrometru Polaris (Thermo Scientific) s vyuzitim
elektronové ionizace EI (elektron impact), s ionizacni energii 70 eV. Detekce sniméni
kladnych iontil byla provedena ve full scan modu v rozmezi 50-500 m/z. HPLC analyza
produktii byla provedena chromatografii na reverzni (C18) fazi [150 mm x 4,6 mm, 5
um] (Microsorb C18, Varian). Vzorky byly rozpuStény v mobilni fazi, naneseny na
kolonu a oddélené slozky byly vymyty linedrnim methanolickym gradientem pfii
prutoku 0,6 ml/min. Detekce byla provedena skenovanim UV absorbance eluatu mezi
240 a 300 nm. Hmotnostni spektra byla zméfena na hmotnostnim spektrometru (Waters
ZMD 2000) s vyuzitim pozitivni ionizace elektrosprejem. Detekce snimani kladnych
iontd byla provedena ve full scan modu v rozmezi m/z 50-800 Da. Hodnoty teplot tani
zhotovenych novych latek byly méfeny na bodotavku (B-540 Biichi Melting Point
Apparatus, 120 V-Biichi).
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5.2 Syntéza prekurzori
5.2.1 2,6-Dichlor-9-cyklopentyl-9H-purin (Mitsunobu alkylace) (Shum et al.,
2001)

Smés 2,6-dichlor-9H-purinu (30.0 mmol), cyklopentanolu (60.0 mmol) a trifenylfosfinu
(36.0 mmol) byla rozpusténa v suchém tetrahydrofuranu (120 ml) a ochlazena v ledové
lazni na teplotu 0°C. K tomuto roztoku byl za stdlého michani a chlazeni vodou
pridavan po kapkach roztok diisopropyl azodikarboxylatu (36.0 mmol) v THF (30 ml)
takovou rychlosti, aby teplota nepiesdhla 20°C. Reak¢ni smés byla poté michana za
laboratorni teploty pod argonem po dobu 2 hodin. Poté byla reakéni smés odpaiena za
snizen¢ho tlaku a odparek byl rozpustén ve vroucim toluenu (100 ml). Po ochlazeni na
laboratorni teplotu byl roztok inokulovan krystalem trifenylfosfinoxidu a roztok byl
ponechan krystalizaci po dobu 24 hodin pfi teplot¢ 5°C. Vylouceny trifenylfosfinoxid
byl zfiltrovan a filtrat byl odpaten za snizeného tlaku. Odparek byl kone¢né krystalovan
z ethanolu, pri¢emz byl ziskan 2,6-dichlor-9cyklopentyl-9H-purin.

Cl

2N

N
' \
Cl)\N/ N>

e

Vytézek: 56%, t.t.: 118-120°C.
Sumarni vzorec: C1oH10CIoN4 (257.12)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 46.71; H, 3.92; N, 21.79. Nalezeno: C, 46.95; H,
3.81; N, 21.70.

HPLC-MS (ESI+): 258.10; HPLC-UV (99.6%).

'H NMR (DMSO-dg): 1.64-1.69 (m, 2H), 1.81-1.96 (m, 4H), 2.09-2.15 (m, 2H), 4.92
(qui, J=7.53, 1H, CH), 8.82 (s, 1H, CH).
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5.2.2 6-Brompyridin-3-amin (Kasparian et al., 2011)

2-Brom-5-nitropyridin (2,50 mmol) byl rozpustén v tetrahydrofuranu (10 ml).
Katalyzator (5 % platina na aktivnim uhli; 12,3 pmol; 0,5 mol%) byl suspendovan
v atmosféie dusiku v tetrahydrofuranu (10 ml) v 50 ml dvouhrdlé kulaté bance. Poté
byla pfipojena plynova byreta s vodikem za normadlniho tlaku, proveden proplach
aparatury 500 ml vodiku a po dobu 30 min ponechan katalyzator k syceni. Poté byl
prikapavaci nalevkou prfidan pfipraveny roztok 2-brom-5-nitropyridinu a za
intenzivniho michani byla provedena hydrogenace s kontrolou spotieby vodiku (teor.
spotfeba 163 ml). Po ukonceni reakce byl zfiltrovan katalyzator pies kiemelinu a filtrat
odpaien za snizeného tlaku na rota¢ni vakuové odparce. Surovy produkt byl déle pouzit

do reakce bez dal$iho ¢isténi.

Vytézek: 98%, t.t.: 76-77°C.
Sumarni vzorec: CsHsBrN; (173,01)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 34,71; H, 2,91; N, 16,19. Nalezeno: C, 34,42; H,
3,12; N, 15,28.

HPLC-MS (ESI+): 174,25; HPLC-UV 95,5%.

'H NMR (DMSO-ds): 3,52 (s(br), 2H, NHy), 7,88 (d, J=8,02, 1H, ArH), 8,46 (s, 1H,
ArH), 9,20 (d, J=8,02, 1H, ArH).
GC-MS: viz Pfiloha 1

5.2.3 6-(Thiofen-2-yl)pyridin-3-amin (Suzuki coupling) (WO 2012014994 A1)

Smés 2-brom-5-nitropyridinu (1,0 mmol) rozpusténého ve 175 ml ethanolického
roztoku, 2-thienylborité kyseliny (1,86 mmol), trifenylfosfinu (0,50 mmol) v 15 ml
DME a 7,5 ml vody byla po ptidavku katalyzatoru Pd(dba), pod argonem a za stalého

michéni zahtivana v tlakové ampuli pti teploté 120 °C po dobu 2 hodin. Po 90 minutach
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byla provedena kontrola pomoci GC-MS. Po skonceni reakce byla smés ochlazena na
laboratorni teplotu, ziedéna 25 ml vody a podrobena extrakci 3x25 ml ethylacetatu.
Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a
odpafeny na rota¢ni vakuové odparce. Odparek byl poté rozdélen mezi 10 ml DcM a 10
ml H,O + 2 ml 1 M HCI Organicka faze byla jesté jednou protiepana se smési 10 ml
H,O + 2 ml 1 M HCL Vodna faze byla zalkalizovana na pH=8,0 40 % K,CO; a
extrahovana 2x10 ml DcM. Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuseny

bezvodym siranem sodnym a vakuové odpateny.

Vytézek: 32%, t.t.: 56-57°C.
Sumarni vzorec: CoHgN,S (176,24)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 61,34; H, 4,58; N, 15,90. Nalezeno: C, 61,52; H,
4,33; N, 15,70.

HPLC-MS (ESI+): 177,28; HPLC-UV (98%).

'H NMR (DMSO-ds nebo CDCls): 3,38 (s(br), 2H, NH,), 7,25 (t, J=5,23, 1H, ArH),
7,42-7,55 (m, 2H, ArH), 7,65 (d, J=7,80, 1H, ArH), 8,22 (s, 1H, ArH), 8,88 (d, J=7,75,
1H, ArH).

GC-MS: viz Ptiloha 2.

5.2.4 Obecny postup piipravy latek 43a — 43d.

Smés 2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purinu (5,00 mmol), pfislusného aromatického
aminu (5,05 mmol) a N-ethyl-N,N-diisopropylaminu (15,0 mmol) v n-propanolu
(10,0 ml) byla zahtivana v tlakové ampuli za stalého michani pfi teploté 120 °C po dobu
20 hodin. Po ovéfeni pribéhu reakce pomoci tenkovrstevné chromatografie na
silikagelu s pouzitim mobilni faze chloroform — methanol 19:1 byla reakce ukoncena.
Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés odpafena za snizeného tlaku na

rotacni vakuové odparce. Odparek byl rozdélen mezi vodu (20 ml) a ethylacetat (20 ml).
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Vodna vrstva byla jesté 2 x extrahovana 15 ml ethylacetatu. Spojené organické faze byly
promyty vodou, solankou, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a odpafeny za

snizeného tlaku na rota¢ni vakuové odparce. Surovy produkt byl krystalovan z ethanolu.

5.2.4.1 2-Chlor-9-cyklopentyl-N-(4-morfolinofenyl)-9H-purin-6-amin (43a)

o

{J
AT

\N

N
/l/\>
ci"~N“ "N

)

Vytézek: 35%, t.t.: 203-204°C.
Sumarni vzorec: CyoH23NgOCI (398,89)

Elementarni analyza: Vypoéteno: C, 60,22; H, 5,81; N, 21,07. Nalezeno: C, 60,53; H,
6,21; N, 20,67.

HPLC-MS (ESI+): 398,6; HPLC-UV (97,97%).

'H NMR (CDCly): 1,82-1,85 (m, 2H): 1,88-1,95 (m, 4H); 2,27-2,36 (m, 2H); 3,14-3,17
(m, 4H, 2xCH,); 3,87-3,91 (m, 4H, 2xCH,): 4,93 (qui, J=7,32, 1H, CH); 6,97 (d,
J=8,94, 2H, ArH); 7,65 (d, J=8,94, 2H, ArH); 7,80 (s(br), 1H, NH); 7,83 (s, 1H, CH).
13C NMR (CDCl3): 23,91; 33,04; 49,89; 55,97; 66,96; 116,54; 119,28; 121,89; 130,84;
138,78; 148,11; 150,70; 152,48; 154,03.
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5.2.4.2 2-Chlor-9-cyklopentyl-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)-9H-purin-6-amin

(43b)

N
N7

N\

Cl)l\ N7 N>

43b

Vytézek: 79%, t.t.: 239-242°C.
Sumarni vzorec: C,1HosNgOCI (412,92)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 61,08; H, 6,10; N, 20,35. Nalezeno: C, 60,78; H,
5,94; N, 20,02.

HPLC-MS (ESI+): 413,82; HPLC-UV ( 96,5%).

'H NMR (CDCl3): 1,81-1,84 (m, 2H); 1,84-1,96 (m, 4H); 2,28-2,36 (m, 2H); 2,40-2,52
(m, 4H, 2xCH5); 4,95 (qui, J=7,05, 1H, CH); 7,37 (d, J=8,22, 2H, ArH); 7,74 (d, J=8,22,
2H, ArH); 7,84 (s, 1H, NH); 7,87 (s, 1H, CH).

5.2.4.3 2-Chlor-9-cyklopentyl-N-(4-(4-ethylpiperazin-1-yl)fenyl)-9H-purin-6-amin
(43d)
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Vytézek: 43%, t.t.: 210-212°C.
Sumarni vzorec: CaH2gNCl (425,96)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 62,03; H, 6,63; N, 23,02. Nalezeno: C, 62,10; H,
6,41; N, 22,81.

HPLC-MS (ESI+): 425,7; HPLC-UV (98,54%).

'"H NMR (CDCl3): 1,16 (t, J=7,2, 3H, CHa); 1,77-1,81 (m, 2H); 1,90-1,95 (m, 4H);
2,26-2,32 (m, 2H); 2,48 (q, J=7,02, 2H, CH,); 2,62-2,66 (m, 4H, 2xCH,); 3,21-3,25 (m,
4H, 2xCH,); 4,91 (qui, J=6,9, 1H, CH); 6,97 (d, J=9,00, 2H, ArH); 7,63 (d, J=9,00, 2H,
ArH); 7,80-7,83 (m, 2H, CH, NH).

C NMR (CDCly): 11,40; 17,90; 23,26; 32,42; 48,92; 51,82; 52,24; 55,28; 57,79;
116,15; 118,63; 121,18; 129,79; 138,06; 147,64; 150,01; 151,85; 153,40.

5.2.4.4 2-Chlor-9-cyklopentyl-N-(6-(thiofen-2-yl)pyridin-3-yl)-9H-purin-6-amin

(43c)
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Vytézek: 56%, t.t.: 154-157°C.
Sumarni vzorec: C19H17NgSCI (396,90)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 57,50; H, 4,32; N, 21,17. Nalezeno: C, 57,82; H,
4,69; N, 21,03.

HPLC-MS (ESI+): 397,82; HPLC-UV ( 96,7%).

'H NMR (DMSO-dg): 1,59-1,65 (m, 2H); 1,73-1,94 (m, 4H): 2,05-2,22 (m, 2H); 4,85
(qui, J=6,95, 1H, CH); 7,14 (t, J=5,25, 1H, ArH); 7,59 (d, J=5,32, 1H, ArH); 7,74 (d,
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J=5,32, 1H, ArH); 7,80 (d, J=5,01, 1H, ArH); 7,85 (d, J=5,01, 1H, ArH): 8,41 (s, 1H,
ArH); 8,27 (s, 1H, CH): 8,87 (s (br), 1H, NH).

5.3 Syntéza cilovych inhibitora
5.3.1 Obecny postup piipravy latek 44a - 44d.

Smés 2-chlor-6-subst.arylamino-9-cyklopentyl-9H-purinu (1,00 mmol) a trans-1,4-
diaminocyklohexanu (20,0 mmol) byla zahiivana za stdlého michani pfi teploté¢ 160 °C
v tlakové ampuli po dobu 240 minut. Po ovéfeni pribéhu reakce pomoci tenkovrstevné
chromatografie na silikagelu s pouzitim mobilni faze chloroform — methanol 4:1 byla
reakce ukoncena. Po ochlazeni reak¢ni smési na teplotu ptiblizn¢ 100 °C byla tako smés
za stalého michani zfedéna vodou (15 ml) a vznikla suspenze extrahovana 3 x 15 ml
ethylacetatu. Spojené organické faze byly promyty vodou, solankou, vysuSeny
bezvodym siranem sodnym a odpafeny za snizené¢ho tlaku na rotacni vakuové odparce.
Surovy produkt byl ¢istén kolonovou chromatografii na silikagelu s pouzitim mobilni
faze o slozeni chloroform — methanol — konc. vodny hydroxid amonny; 4 : 1 : 0,05
(vol.).

5.3.1.1 N%(4-Aminocyclohexyl)-9-cyclopentyl-N°-(4-morfolinofenyl)-9H-purin-

2,6-diamin (44a)
0O
(O
ST
ON)LN/ N>
H
w O

Vytézek: 87%, t.t.: 112-118°C.
Sumarni vzorec: CpsH3sNgO (476,62)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 65,52; H, 7,61; N, 23,51. Nalezeno: C, 65,41; H,
7,39; N, 23,12.
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HPLC-MS (ESI+): 477,59; HPLC-UV (96,4%).

'H NMR (DMSO-dg): 1,08-1,32 (m, 4H), 1,65 (s(br), 2H, NH,), 1,68-2,07 (m, 12H),
2,54 (sep, J=3,93, 1H, CH), 3,14-3,18 (m, 4H), 3,87-3,91 (m, 4H), 3,60 (sex, J=3,66,
1H, CH), 4,69 (qui, J=7,11, 1H, CH), 6,50 (d, J=7,41, 1H, NH), 7,41 (d, J=8,85, 1H,
ArH), 7,90 (s, 1H, CH), 8,04 (d, J=8,85, 1H, ArH), 9,58 (s(br), 1H, NH.

5.3.1.2  N?-(4-Aminocyklohexyl)-9-cyklopentyl-N°-(4-(morfolinomethyl)fenyl)-9H-

purin-2,6-diamin (44b)

O

H
44b

Vytézek: 35%, t.t.: 223-225°C.
Sumarni vzorec: C,7H3sNgO (490,64)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 66,09; H, 7,81; N, 22,84. Nalezeno: C, 66,12; H,
7,55; N, 22,47.

HPLC-MS (ESI+): 490,8; HPLC-UV (94,5%).

'H NMR (CDCly): 1,16-1,40 (m, 4H); 1,70-2,25 (m, 12H); 2,62-2,65 (M, 4H, 2XCH,);
2,73 (s (br), 2H, NH,); 2,76 (sep, J=5,34, 1H, CH); 3,48 (s, 2H, CH,); 3,71-3,74 (m, 4H,
2xCH,); 3,81 (s, J=5,45, 1H, CH); 4,72 (qui, J=6,93, 1H, CH): 4,77 (d, J=6,56, 1H,
NH); 7,31 (d, J=8,31, 1H, ArH); 7,52-7,56 (m, 2H, CH, NH); 7,76 (d, J=8,31, 1H, ArH).

5.3.1.3 N°-(4-aminocyklohexyl)-9-cyklopentyl-N°-(4-(4-ethylpiperazin-1-yl)fenyl)-

9H-purin-2,6-diamin (44d)
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Vytézek: 77%, t.t.: 114-116°C.
Sumarni vzorec: CagHaiNg (503,69)

Elementarni analyza: Vypocteno: C, 66,77; H, 8,20; N, 25,03. Nalezeno: C, 66,71; H,
8,02; N, 24,76.

HPLC-MS (ESI+): 504,75; HPLC-UV (97,25%).

'H NMR (CDCls): 1,16 (t, J=7,20, 3H, CHs); 1,23-1,44 (m, 4H); 1,76-2,32 (m, 14H);
2,48 (g, J=7,20, 2H, CH,); 2,60-2,66 (m, 4H, 2xCH,); 2,85 (m, 1H, CH); 3,20-3,22 (m,
4H, 2xCH,); 3,80 (m, 1H, CH); 4,70 (d, J=5,25, 1H, NH); 4,76 (qui, J=6,83, 1H, CH);
6,95 (d, J=8,76, 1H, ArH); 7,40 (s (br), 1H, NH); 7,45 (s, 1H, CH); 7,66 (d, J=8,76, 1H,
ArH).

5.3.1.4 N%(4-aminocyklohexyl)-9-cyklopentyl-N°-(6-(thiofen-2-yl)pyridin-3-yl)

9H-purin-2,6-diamin (44c)
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Vytézek: 72 %, t.t.: 123-127 °C.

Sumarni vzorec: CosH3zoNgS (474,62)
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Elementarni analyza: Vypocteno: C, 63,26; H, 6,37; N, 23,61. Nalezeno: C, 63,55; H,
6,78; N, 23,12.

HPLC-MS (ESI+): 475,78; HPLC-UV (98,2%).

'H NMR (DMSO-dg): 1,23-1,44 (m, 4H); 1,59-1,65 (m, 2H); 1,76-2,32 (m, 14H); 1,73-
1,94 (m, 4H); 2,02-2,24 (m, 2H); 4,87 (qui, J=6,95, 1H, CH); 7,19 (t, J=5,35, 1H, ArH);
7,68 (d, J=5,33, 1H, ArH); 7,85 (d, J=5,32, 1H, ArH); 7,80 (d, J=5,01, 1H, ArH); 7,85
(d, J=5,01, 1H, ArH); 8,49 (s, 1H, ArH); 8,32 (s, 1H, CH); 8,80 (s (br), 1H, NH).
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6 Zavér

Béhem feSeni bakaldfské prace byly splnény navrzené cile. Byl optimalizovan
synteticky pfistup k prekursorim heterobiarylaminim, dale byly tfistupfovym
procesem syntézy v dobrych vytézcich a odpovidajici Cistoté ptipraveny celkem 4 nové
inhibitory CDK' z fady 2,6,9-trisubstituovanych purint, a to 44a - 44d. Z vysledki
biologickych experimentii je patrné, ze vSechny latky vykazuji silnou cytotoxicitu a

vyznamnou CDK inhibi¢ni aktivitu.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AP

AD
ALL
AML
ATP
BACE1

CAK
cdc25

CDK/CDKs
CDKi
Cip/Kip

CK1
CLL
CML
CNS
CRK
cyc
DCM
DCP
DEAD
DIAD
DIEA/DIPEA
DME
DMSO
DNA
DP1
E2F

GC

GSK
ICso
IxB/IKK

INK4
Hela
HER?2
HIV
HPLC
HSV
MAQOS
MPTP
MRNA
MW
NF-xB

Amyloid-Beta

Alzheimerova choroba

Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni myeloidni leukémie

Adenosintrifosfat

Beta sekretasa 1 (beta-site amyloid precursor protein cleaving
enzyme 1)

Cyklin-aktiva¢ni kinasa

Fosfatasa bunécného cyklu specificky defosforujici cyklin-
dependentni kinasy

Cyklin-dependentni kinasa/Cyklin-dependentni kinasy
Inhibitory Cyklin-dependentnich kinas

Ptirozené inhibitory CDK (CDK interacting protein/Kinase
inhibitory protein)

Kasein kinasa 1

Chronicka lymfocitni leukémie

Chronickéd myeloidni leukémie

Cévni nervova soustava

Cdc2-related kinase

Cyklin

Dichlormethan

Dichlorpurin

Diethyl azodikarboxylat

Diisopropyl azodikarboxylat

N,N-Diisopropylethylamin

Dimethylether

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Transkripéni faktor rodiny DP1

Transkrip¢ni faktor rodiny E2F regulujici transkripci genti
potiebnych pro syntézu DNA

Plynova chromatografie

Glykogen synthasa kinasa

Koncentrace zpusobujici 50% inhibici enzymu

Nuclear factor kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor

Ptirozeny inhibitor cyklin-dependentni kinasy 4

Bunécna linie lidskych epitelidlnich bunék

Human epidermal growth factor receptor 2

Virus lidské imunitni nedostate¢nosti

Vysoce uc¢inné kapalinova chromatografie

Herpes Simplex Virus

MikrovInné asistovana organicka syntéza
1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin

Mediatorova ribonukleotidova kyselina

Microwave

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

73



NMP
NMR

P

P130, p107
p53
p65
pRB
PD
PPh;
P-TEFb
RNA
SAR

THF
TNF
TLC
TFIIH
Tat
uv

N-methyl-2-pyrrolidon

Nuklearni magneticka rezonance

Fosforylace

,Kapesni proteiny

Nadorovy supresor

Transkripéni faktor p65 (RELA genu)

Retinoblastoma protein

Parkinsonova choroba

Trifenylfosfin

(Positive transcription elongation factor b)
Ribonukleotidova kyselina

Vztah mezi strukturou a aktivitou (structure and activity
relationship)

Tetrahydrofuran

Faktor nddorové nekrdzy (tumor necrosis factor)
Chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)
Transkripéni faktor RNA polymerasy 11

Transaktivator transkripce

Ultrafialové
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9 Prilohy

Piiloha 1: GC-MS pro 6-brom-pyridin-3-amin.
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Priloha 2: GC-MS pro 6-(thiofen-2-yl)pyridin-3-amin.
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