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Uvod

Modifikované purinové baze nukleovych kyselin Adeninu a Guaninu, ¢i rostlinné
rustové regulatory, napiiklad cytokininy, hraji vyznamnou roli na poli vyzkumu novych 1é¢iv.
Nejen rozlicné mnozstvi substituovanych derivatd v polohdch C2, C6 a N9, ale i zdsah do
purinového skeletu nabizi rozsahlé moznosti vyuziti.

Je tomu 20 let, kdy byl pod vedenim profesora Strnada a jeho tymu z Laboratote
Ruistovych Regulatori UP a UEB AVCR, objeven Olomoucin. Latka zcela pfirodniho motivu,
z fad rostlinnych hormond — cytokininti, ktera prokazala schopnost potlacovat aktivitu kinaz
bunééného cyklu. ™ Nasledng byl odstartovan rozsahlejsi vyzkum 2,6,9 — trisubstituovanych
purind. Prave tento motiv se ukazal i po 20 letech velmi u¢inny zvlasté v boji proti rakoving,
nebot’ trisustituované derivaty purind vykazuji vyraznou inhibi¢ni aktivitu na kinazach,
regulujici bunéény cyklus (tzv. cyklin dependentni kinazy). Celd série CDK inhibitorti byla
odstartovana pilotni slougeninou, dale pfes Roskovitin, Olomoucin II, Purvalanol A,®Y az po

nejnové&jsi derivat CR8% (viz obr. 1).
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Obr. 1 - Inhibitory CDK
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Jak jiz bylo zminéno vyse, modifikace purinového skeletu je jedna z cest, ktera nabizi
sirokou Skalu potencialnich ucinkd. Cela fada purinovych bioisosterii prokazala zajimavou
biologickou aktivitu v inhibici cyklin dependentnich kinaz (CDK). Jejich inhibi¢ni aktivita byla
v nékterych ptipadech podobna jako u purinti, u nékterych derivati prekvapiveé vyssi, obvykle
vSak nizsi. Prikladem latek s podobnou, ¢i vyssi afinitou a selektivitou k CDK, z tiidy
tiidusikatych bioisosterti prokazujicich stejny u¢inek jsou Imidazo[4,5-d]pyridiny , (viz obr.
2).

Naopak latky s vyssi aktivitou, nezli parentni purinovy skelet, vykazuje skupina Ctyt
typt bioisostert, Ctyfdusikaté: pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny, pyrazolo[4,3-d]pyrimidiny,
t¥idusikaté: pyrazolo[1,5-a]pyrimidiny a dale také dvoudusikaté:pyrazolo[1,5-a]pyridiny ©! (viz
obr. 2).

pyrazolo[4,3-d]pyrimidin

pyrazolo[1,5-a]pyrimidin pyrazolo[1,5-a]pyridin

Obr. 2 - Biologicky aktivni bioisosterni skelety

V prvnim piipadé se jednd o substituované pyrazolo[1,5-a]-1,3,5-triaziny, u kterych
bylo piipraveno velké mnozstvi derivatil, zahrnujicich analog purvalanolu A a roskovitinu.™
Jeden z pripravenych analog roskovitinu, zvany 7a (N-&N1, GP0210, NSC 743927) se ukazal
jako castetn€ selektivnim CDK inhibitorem, pfedevS§im s 2-3krat veétsi aktivitou, nezli

roskovitin samotny. Zaroven je zajimavé, Ze se tento derivat vaze v aktivnim mist¢ CDK2
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podobng jako roskovitin .} Praimérné je latka 7a (N-&N1, GP0210, NSC 743927) &trnactkrat
uéinnéjsi, nezli roskovitin, coz bylo dokazano v testech za pouziti in vitro screeningu na
Sedesati nadorovych liniich (The Human Tumor Cell Line Assay (NCI-60))."

Dalsimi zastupci z fad velmi aktivnich, ¢tyfdusikatych bioisosterti, jsou pyrazolo[4,3-
d]pyrimidiny. Ve zminéné ftad¢ latek byly zprvu pfipraveny pouze 3-, 7- disubstituované
derivaty ¥, nicméng se ukézaly uginng&j§imi, nezli pivodni purinovy skelet. Z tohoto diivodu se
pokladalo za nezbytné nasyntetizovat i trisubstituovana analoga Vv polohach 3,5, a 7 o,
Napriiklad, LGR-1406 - ukazkovy derivat zrodiny bioisostera (viz obr. 3) se jevil jako
potencialni inhibitor cévnich bunék hladkého svalstva s abnormalni proliferaci. Patologické
chovani téchto bun€k prispivd k zGzovani cév, tzv. patogenezi restenozy. Studie uvadéji
porovnani Roskovitinu s LGR-1406 z hlediska inhibice CDK. V uvedené studii se tentyz derivat
ukazal jako méné ucinnym, avSak dokazal zastavit proliferaci cevnich bun€k hladkého

svalstva.l!”!

HN
NH; N n
N
T )
e
N N
H

Obr. 3 — Ldtka LGR-1406

Dulezitym faktem vSak zlstava, ze roskovitinovy analog ve zminéné fad¢ prokazal lepsi
vlastnosti z hlediska anti-protein kinazové selektivity a protirakovinové aktivity po porovnani
s ptivodnim motivem "%, bez ohledu na analogicky zpiisob vazani do aktivniho mista CDK2.
Existujici vlastnost nasledné prokazala rentgenostrukturni analyza krystalu (PDB: 3PJ8) 1,

Jednou ze sloucenin zrodiny tfidusikatych pyrazolo[1,5-a]pyrimidint, kterou nelze
opomenout je Dinaciclib. Uvedeny derivat, ktery byl zvolen po uspéSnych preklinickych
testech, postoupil do sérii klinickych fazi testovani P ", Velmi zajimavym faktem u této
slouGeniny se jevi inhibiéni aktivita viigci CDK2, ktera je fadové nanomolarni B+ 13 1) 115]
Nicmén¢, po porovnani Roskovitinu s pyrazolo[1,5-a]pyrimidinym analogem, nebyla zji§téna

vyrazngjsi selektivita .
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V naSem piipadé jsme pro syntézu a naslednou biologickou aplikaci zvolili péti
dusikaty bioisoster 8-azapurin, systematicky: 1,2,3 - triazolo[4,5-d]pyrimidin. Latky 8-
azapurinového charakteru se z hlediska heterocyklické chemie fadi mezi pomérné star§i motivy,

ale naopak z pohledu biologické aktivity skytaji velky potencial.
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Cile bakalarské prace

Hlavnim cilem prace je syntéza 2,6,9 — trisubstituovanych 8-azapurint, jeji optimalizace
a nasledné studium biologické aktivity.

R1

Obr.4 - Skelet triazolo[4,5-d]pyrimidinu (Cislovani vievo), trividlné 8-azapurin (Cislovani dle
purinii — vpravo)

NiZe je uvedeno shrnuti jednotlivych cilu prace:

e Syntéza 8-azapurind z kliCovych vychozich latek: cyklopentyl, resp. benzyl halogenid a
azid sodny

e Optimalizace syntézy s ohledem na vytéznost jednotlivych, syntetickych krokt, dale
také na jednoduchost metodiky zpracovani meziprodukta.

e Identifikace meziproduktii a koneénych produktii, analytickymi metodami (*H, *C
NMR, HPLC-MS).

e Studium biologické aktivity:
Biologické testy:
- na buné¢nych liniich: MCF-7 a K562

- inhibice CDK2

14



Teoreticka cast

Teoreticka cast prace se zabyva problematikou syntézy 8-azapurini a studiem jejich

potencialnich molekularnich cili - cyklin-dependentnich kinaz.

1 Syntéza 8-azapurint

1.1 Pocatky vyzkumu 8-azapurinu

Jak jiz bylo zminéno v tvodu, 8-azapurinovy skelet neni na poli heterocyklické chemie
74dnou novinkou. Nékteré literarni prameny se o 8-azapurinech zmifiuji uz v letech 1945 a
1950 ™. Jednalo se viak o syntézu 8-azaguaninu, (dle tehdejiiho systematického nazvu: 5-
amino-7-hydroxy-v-triazolopyrimidin), ktery  pozd&ji nasel uplatnéni jako protiplisiiové
antibiotikum. Déle byl uvedeny derivat podroben testim jako latka s potencidlnimi
protirakovinovymi vlastnostmi.

Cely koncept syntézy 8-azaguaninu spocival v diazotaci a nasledné cyklizaci, za tvorby
triazolového kruhu pomoci nitrosylového kationtu (dusitany v kyselém prostiedi, substituované

nitrity apod.), z vychozi latky 2,4,5-triamino-6-hydroxypyrimidinu (viz schéma ¢&. 1). !

OH

OH
NH, H
NN HNO, N \
PN P
e ™ e

H,N

Schéma €. 1 — Syntéza 8-azaguaninu

Jedno z nejvétsich piekvapeni v oblasti chemie 8azapurint, resp. v oblasti vyzkumu 8-
azaguaninu prislo o 17 let pozdgji od roku 1945, kdy dvojice japonskych védcu publikovala
praci, zabyvajici se izolaci a urCenim struktury antibiotika, produkovanym bakteriemi rodu
Streptomyces Albus. Naslednd mu byl piitazen nazev Pathocidin."® Dalsi obrat piisel v roce
1961, kdy Anzai K. a Suzuki S. odhalili strukturu Pathocidinu. Za timto tajemnym antibiotikem

se neskryvalo nic jiného, nez 8-azaguanin. *®
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1.2 Syntetické metody vystavby 8-azapurinu

1.2.1 Synteticka metoda vychazejici z pyrimidinového kruhu

V pribéhu Casu byly vypracovany dvé hlavni cesty syntézy 8-azapurini. Prvni vychazi
ze 4,5-diaminopyrimidinového skeletu. Po nasledné diazotaci a cyklizaci dostdvame vysledny
8-azapurinovy skelet.

Déle je mozné vytvofit substituovany 8-azaadenin s vyuzitim kyseliny dusité a poté
v poloze C6, nukleofilni substituci chléru, primarnim aminem viz.(schéma ¢.2.) 2%, Vychozimi
latkami pro tuto metodu jsou komeréné dostupné latky jako naptiklad: 5-nitro-4,6-
dichloropyrimidin 5-Amino-4,6-dichloropyrimidin, 5-Amino-4,6-dichloro-2-methylpyrimidin,
6-chloropyrimidine-4,5-diamin a dalsi. Velkou nevyhodou uvedené metodiky je vysoka cena

vychozich latek, z tohoto diivodu jsme ji k syntéze nevyuzili.

cl cl N

cl
N o R-NI1> N o HNO; NN N\\ R3-NH N N\\
/“\ F )I\ )|\ /N /“\ /N
Ry N cl Ry N/ NH R N/ N\ R N

| ‘ \
Ro L Rq
NHyipron !

R;=-CHs
Ra
Cl Cl HN/
NHz N
N HNO, N TRy N\ ReNIb N TR N\\
)l\ )|\ /N _*)|\ N
R N/ NH; R, r/ N R, N/ ﬁ/

Schéma ¢&.2 — Syntéza 8-azapurinag, vychdzejici z pyrimidinového skeletu
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1.2.2 Syntetickd metoda vychazejici z 1,2,3-3H-triazolového kruhu

Druha metodika vychazi z konceptu vystavby triazolového cyklu a nasledné dostavby
pyrimidinového kruhu. Nespornou vyhodou daného postupu je cena vychozich latek. Metoda je
dale rozdélena na dvé dil¢i syntetické cesty. Ob¢ vychazi z reakce substituovaného azidu.
V prvnim pripadé se jednd o reakci s 2-kyanoacetamidem (pfes 2,6,9-trisubstituovany 8-
azahypoxantin®" a7 na 2,6,9-trisubstituované 8-azapuriny ( viz schéma ¢&. 3, cesta L)).
V druhém piipad¢ je reaktantem malononitril (vedouci k 2,9-disubstituovanym 8-azaadeniniim
(220251 (yiz schéma &. 3., cesta IL)).

V piipadé prvni cesty byla dle dostupné literatury pfipravena série 2,9 -
disubstituovaného 8-azahypoxantinu, pfes meziprodukt 5-amino-1-substituovany-1,2,3-triazolo-
4-karboxamid, ktery nebyl izolovén, ale nasazen v dal§im stupni s esterem piislusné kyseliny.?"
Intermediat 2,9 - disubstituovany 8-azahypoxantin, mize byt dale pfeveden na pfislusny
monochlor derivat pomoci POCI; (bez pouziti baze, coz nezdvisle potvrdily optimalizacni
reakce provedené v ramci této prace). Dany meziprodukt mize byt ndsledné pouzit k syntéze
2,9-disubstituovaného a N® — substituovaného 8-azaadeninu, za pomoci nukleofilni substituce
(Sn2) atomu chloru na pozici C6 pozadovanym aminem. Rovné€Z je mozné pouZiti
hexamethyldisilazanu (HMDS), vhodného aminu s 2,9-disubstituovanym 8-

azahypoxantinem®*.
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Schéma &. 3 — Syntéza 8-azapurinii, vychazejici z vystavby triazolového cyklu
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2 Molekularni cile

2.1 — Cyklin-dependentni proteinkinazy

Vseobecné se onkologicka onemocnéni vyznacuji zvySenou proliferaci bunék. Zasadni
vliv na proliferaci nddorové i zdravé bunky, maji enzymy bunécného cyklu. Bunéény cyklus je
nezbytny souhrn enzymatickych déji, pro vytvoreni dcefinych bun€k z buniky matetskeé.
Zahrnuje v sobé Ctyfi stadia, ve kterych se bufika nachazi, pti¢emz kazdé stadium je pro
replikaci buiiky svou funkci specifické.

RozlisSujeme néasledujici Ctyii stadia bunécného cyklu: G1, S, G2 a M. Piechody mezi
jednotlivymi stadii jsou piisné kontrolovany skrze regula¢ni enzymy buné¢ného cyklu, mezi
které se fadi cykliny a cyklin-dependentni proteinkinazy (CDK).) Nazvy téchto proteind byly
zvoleny cilené. V ramci bunécného cyklu totiz dochdzi k nartistu a poklesu koncentraci
jednotlivych druht cyklind a cyklin-dependentnich proteinkinaz. Jak je patrné z obr. 5, kazda
dvojice cyklinu a cyklin-dependentni proteinkinazy funguje jako katalyzator fosforylace dalsich
proteintl V kaskadé, na hydroxylovych skupindch serinu a threoninu. Zminéné déje probihaji
vzdy vramci jednoho stddia, ¢i faze bunééného cyklu, proto se dané enzymy staly velmi
oblibenymi molekularnimi cili pro vyvoj syntetickych CDK-inhibitort, které by mohli sehrat

vyznamnou roli v 1é¢b& onkologickych onemocnéni.P*”!

Cdk1/CycA, m
CycB y Cdk 2,3,4/CycD

(Mitosis)
M o

(Gap262 |
; Gl (Gap 1)

Cdk2/CycE

/

Cdk2/CycA

Obr. 5 — Schéma bunécného cyklu prevzato z (Kirschstein a Skirboll, 2001)
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Bunéény cyklus jako takovy, je pfisné kontrolovanym souborem enzymatickych
procesu, tudiz i pfechody mezi jednotlivymi fazemi mohou mit zasadni vliv nejen na buiiku, ale
i na cely organismus. Z téchto divodi zde existuje systém kontrolnich bodl, kde dochazi
k vyhodnoceni pfipravenosti buniky pro vstup do dalsi faze. Mezi kontrolni body patii piechody
G1/S a G2/M, kde muze dojit k zastaveni celého cyklu. Mimo pouziti klasickych kontrolnich
bodi mtize buiika pozastavit bunécny cyklus i béhem replikace DNA v S-fazi a pti déleni bunky
Vv M-fazi. B!

Za ptechody mezi jednotlivymi fazemi jsou zodpovédné piedev§im koncentracni skoky
cyklini a jejich nasledna vazba na CDK. Principem cyklin-CDK indukovanych procest, je
uvolnéni katalytického mista na CDK ihned po uskute¢néni vazby, a pravé timto zplisobem
mohou aktivované proteinkinasy fosforylovat cilové proteiny celé kaskady. Mezi cykliny a
CDK hraje pomérné velkou roli také jejich exprese béhem bunécného cyklu. Zatimco jsou
cykliny exprimovany pouze v ur¢ité fazi, exprese CDK je prakticky kontinualni. V mnoha
onkologickych onemocnénich dochazi k deregulacim a ptredevsim blokacim kontrolnich bodt
bunécéného cyklu, coz zplsobuje i nekontrolovanou proliferaci bun¢k. S vyuzitim znalosti o
CDK a jejich vlivu na bunécny cyklus, bylo navrzeno pomérné velké mnozstvi CDK-inhibitort,
které se dokazi navazat na vazebné misto piislusné CDK pro ATP. Specificka vazba na doménu
pro ATP zamezuje fosforylaci proteini nasledujici v kaskads.*?

Doposud je znadmo kolem deviti cyklin dependentnich kinaz, které piimo
zprostiedkovavaji vazbu s cykliny (A-K a T). Blize tedy K funkci nékterych cyklin
dependentnich proteinkinaz. Z celkového poctu deviti CDK jsou do regulace bunécného cyklu
zapojeny pouze CDK 1-6, zbylé hraji roli zejména V aktivaci transkripce, predev§im skrze
fosforylaci RNA polymerazi II. Nékteré druhy CDK maji tzv. dvoji funkci, mimo fosforylacni
funkci mohou také regulovat aktivaci ostatnich CDK. Nazornym piikladem tomu je u CDK7.
(3435 y¢tsina CDK uplatituje sviij vliv béhem interfaze (G1 — zagatek S faze), ale i zde lze najit
vyjimky jako napiiklad CDK 1, ktera ovliviiuje buiiku pedeviim jako mitoticky regulator, ]

V regulaci bunécného cyklu také hraji velmi vyznamnou roli dal§i proteiny, jako
napiiklad retinomablastomovy protein (pRB), ktery ve své nefosforylované formé zabraiuje
buiice zahajeni bun&éné cyklu.®*B" podstata jeho role pfi regulaci tkvi ve vazbé na transkripéni
faktory (E2F), které jsou uvolnény po fosforylaci pRB, zprostfedkované CDK4, CDK6 a
pozdéji i CDK2. Uvolnéné E2F transkripcni faktory pak slouzi k nastartovani exprese gent
nutnych pro piechod pies kontrolni bod G1/S. B4 3¢ 1¥7]

Kaskada reakci vedena k aktivaci CDK2 skrze cyklin E a naslednymi fosforylacemi,

konéi Gtlumem genti nutnych pro iniciaci S faze. Vyznamny regulator bunééného cyklu CDK2

fosforyluje ve své regulaéni draze i mnohé dalsi proteiny.® Vyznamny zlom nastava bshem
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S faze, ve které dochazi k replikaci DNA, kdy CDK2 méni svého vazebného partnera cyklin E
za cyklin A. I pfesto, Ze se jednad o zdanlivé nepatrnou zménu, vede k inaktivaci E2F, ¢imz je
udrzen replika¢ni aparat v chodu. B4 (¢

Dutivodt, pro¢ se blize zabyvat detailnim popisem funkce CDK2 a zkoumanim jejiho
vlivu na bunéény cyklus je pomérné hodné. Jednim z nich je jeji ptimy vliv na G1/S kontrolni
bod bunééného cyklu, proto ma inhibice CDK2 zasadni vliv a promitne se vyraznym zpisobem
na fungovani bunky.

Znalost vySe zminéného faktu o roli inhibice CDK2 byla nepostradatelnou pii syntéze
mnoha biologicky aktivnich latek. Nékteré derivaty 2,6,9-trisubstituovanych purint jsou velmi

vyznamnymi zastupci ze skupiny CDK2-inhibitorg.
2.1.1 — Inhibice cyklin-dependentnich proteinkinaz

Spravnou regulaci bunécného cyklu zprostfedkovanou cykliny-CDK zajistuji bunécné
inhibitory CDK tzv. CDK-inhibi¢ni proteiny (CKI). Zminéna skupina inhibitorti je dale
rozdélena na dve rodiny proteini.

Prvni rodinou je Cip/Kip tj. (CDK Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein), ve které

o ciP1 KIP1 KIP2
se nachazi inhibitory p21 , p27 a p57 . Dané proteiny se Gcastni inhibice u CDK4,

CDK6, CDK2 a CDK1. B Protein p21 se vyznaduje tim, Ze jeho transkripénim faktorem je p53,
ktery hraje podstatnou roli jako marker zastaveni bun&ného cyklu & apoptozy.l*”! Zasadni
vyznam ma také navaznost d&ju spjatych s proteinem p21, ktery inhibuje CDK2. Jak bylo
zminéno vyse, jeho exprese je fizena transkripcnim faktorem p53, tudiz v okamziku, kdy dojde

k poruse DNA, je ihned exprimovan. [ [+

INK4B
Druhou rodinou se schopnosti inhibice CDK je INK4. Zahrnuje proteiny pl5 :

INK4A INK4C ARF
pl16 , p18 a pl9 . Najdeme zde také rozdily ve zpusobu inhibice, naptiklad protein

INK4a RF

A
p16 inhibuje CDK4 a CDKS6, oproti tomu pl9 se vaze na MDM2 a blokuje destrukci

INK4B INK4C ARF
p53. Dale také proteiny pl5 , p18 a pl9 inhibuji komplex CDK4/cyklin D a

CDKa®6/cyklin D. B

V mnoha rakovinovych bunkach vsak dochazi velmi ¢asto k mutacim genti pro INK4,
méné Casto pak pro CiP/KiP. Na druhou stranu, k mutacim genti u proteinti p21 a p27 dochazi
pouze ve vyjime¢nych ptipadech. Pokud vSak dojde k mutacim genu p53 transkripéniho
faktoru, je vyrazné ovlivnéna aktivita p21 a regulace bunééného cyklu jako takového. Nékteré
zdroje uvadéji velmi Spatnou prognézu pro pacienty s nizkou hladinou p21, oproti tomu jiné

uvadgji fatalni vlivy vysoké hladiny p21. ™!
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Velmi vyznamny faktor, ktery ovliviiuje regulaci bunééného cyklu resp. ptechod G1/S je
mutace v genech pro p15 a p16. Disledkem této mutace je naruSena funkce pRB proteinu, skrze
aktivaci CDK4-cyklin D1. U nadorovych onemocnéni je charakteristickym jevem zvySena

exprese cyklinu D1 a CDK4 a velmi Casté inaktivace proteinu p16.
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2.2 —Vyvoj syntetickych CDK-inhibitoru
2.2.1 CDK-inhibitory - obecny pi‘ehled

V oblasti inhibice cyklin dependentnich kindz, bylo syntetizovano velké mnozstvi latek
s inhibi¢ni aktivitou, at’ uz selektivni, ¢i neselektivni vié¢i jednotlivym druhtim CDK. Jednou
z prvnich latek, u které byla pfekvapivé objevena inhibiéni aktivita je Staurosporin. Jedna se o
ptirodni latku produkovanou Streptomyces sp., ktera je schopna inhibovat CDK1 a také
proteinkinazu C (PKC). Timto motivem byla samoziejmé inspirovana dalsi fada syntetickych
inhibitorti inhibujicich mimo PKC a CDK2 v porovnéni s parentnim motivem Staurosporinem

viz obr. 6. ¥

o
N
o
T

N N
0. O
o -
HN HN
s
staurosporin synteticky analog UCN-01

Obr. 6 — CDK inhibitory na bazi Staurosporinového skeletu

Dalsi skupinou CDK-inhibitor jsou latky odvozené od Flavopiridolu i samotny
Flavopiridol, které jsou strukturné naprosto odli$né od ptedchozi skupiny. Tyto latky, specialné
Flavopiridol, patfici do rodiny alkaloidd rohitukinu a strukturné ptibuzného kvercetinu, inhibuje
vyraznym zpusobem CDKI1, CDK2 a CDK4. Z fady Flavopiridold (viz obr. 7) jsou to 3-
chlorfenoxy- a 3-chlorfenyl-sulfanyl- analoga, kterd vykazuji pomérnou selektivitu v inhibici
CDKZ1. ™
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Obr. 7 — Inhibitory CDK na bazi Flavoripidolu

Velké uplatnéni jako potencidlni CDK-inihibitory nasly slouceniny chinazolinového a
indolového motivu (viz obr. 8), kdy derivaty chinazolinu prokazaly inhibi¢ni u¢inky na CDK2 a
CDK4. Indolové derivaty tzv. indirubiny, naproti tomu dokazi byt velice G¢innymi v celém
spektru CDK. %

Pomérné velkou skupinu tvoti purinové CDK inhibitory, kterym je vénovana samostatna

kapitola.
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Obr. 8 — CDK inhibitory na bazi chinazolinu a indolu tzv. indirubiny
Predposledni skupinou inhibitort CDK jsou tzv. Paullony. Vzniku téchto syntetickych

latek predchazelo in silico modelovani vazebného mista pro ATP. Jak je z obr. 9 patrné, jedna

se o benzazediazepinové derivaty, s Sirokospektralni inhibici, mimo CDK4. Pro selektivni
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inhibici CDK4 zde 1ze vyuzit napt. fascaplysin (ptirodni latka z motskych hub Fascaplysium) ¢i
latku NSC645787. &

H —
N

(. -0

H

HN Q fascaplysin ©
NO, o o
\/

ALSTERPAULLONE \NH

o F
HN\/Q/
NSC645787

Obr. 9 — Priklad derivatu z rodiny inhibitorii Paullonii a selektivni inhibitory CDK4

Posledni skupinou CDK inhibitorti, které jsou zde uvedeny, jsou latky odvozené od
diarylmocoviny (viz obr. 10). Jedna se o latky se schopnosti zastavit mitotické déleni bunék

Molt-4 v G1 fazi, v intervalu koncentraci 0,1 — 0,4 uM. B

Obr. 10 — Piiklad derivatu diarylmocoviny

Dale nemtize byt opomenuta prace RNDr. Petra Cankate, Ph.D. z Katedry Organické
chemie, Univerzity Palackého v Olomouci zaméfena na derivaty 3,5 — diamino-1H-pyrazolu.
Konkrétné derivat CANS08 (viz obr. 11) prokazal o poznani vyssi afinitu k CDK9/cyklinu T1,
nezli ostatni inhibitory CDK9, jako napfiklad Flavopiridoly.”® Latka CAN 508 navic vykazuje i

zajimavou anti-angiogenni aktivitu. 4 [*’]
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Obr. 11 — CAN 508, derivat 3,5-diamino-1H-pyrozolu
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2.2.2 Purinové CDK-inhibitory

Vyvoj purinovych CDK inhibitort m¢l nesporny vliv na tuto praci z hlediska pouzitych
substituentd v pozicich C2, C6 a N9. Substituce vyuzité na nové sérii 2,6,9- trisubstituovanych
8- azapurinll patii mezi nejnovéjsi. Jsou prevzaty od purinovych CDK inhibitorti Purvalanolu A
a CR&8. Latky typu CR8 a Purvalanol A patfi v dne$ni dobé mezi jedny z nejaktivnéjsich CDK
inhibitort. Hlavnim diivodem zaméfeni se v této praci pravé na CDK inhibici je objev 2,6,9-
trisubstituovanych purind, latek schopnych velice efektivné inhibovat zminéné kinazy. Prvnim
zkoumanym CDK inhibitorem je Olomoucin, strukturné velice jednoduchy motiv 6-
(benzylamino)-2-[(2-hydroxyethyl)amino]-9-purin (viz obr. 1), ktery vykazoval zajimavou
antimitotickou aktivitu. Vyhodou Olomoucinu se zdala také jeho relativni selektivita (CDK4 a
CDKa®). V disledku pomérné jednoduché struktury byla mozna i jeji dalsi modifikace. 1*%

Nedlouho po objevu Olomoucinu, se na poli CDK inhibitorG objevil Roskovitin,
systematicky - 6-(benzylamino)-2-[[1-(hydroxymethyl)propylJamino]-9-isopropylpurin. Latka
strukturnd podobna, nicméng az 20krat u¢inn&jsi, zejména v inhibici CDK1 a CDK2.1%

Pti vyvoji dalSich CDK inhibitord jako naptiklad Olomoucin II a Purvalanol se ukazalo,
jak dalezity faktor hraji funkéni skupiny na aromatickém jadie, které je vazané N°® pozici.
V pribchu casu se nékteré substituce staly pomérné zastaralymi a byly nahrazeny novymi a
ucinnéjsSimi. Pro nasi praci bylo dualezité vyuziti téch substituci, které by zarucily Zadanou
biologickou aktivitu, tj. zastaveni bunécného cyklu ¢i apoptdzu skrze inhibici CDK2. Mezi tyto
pouzité substituce, na N9-cyklopentylové tadé 8-azapurini ,jsme vyuzili nasledujicich
substientd, pozici C2: trans-1,4-diamino-cyklohexan, N-methylpiperazin a napozici C6: 3-
chloro-anilin a 4-(pyridin-2-yl)fenyl)methylamin (CR8 - amin).

Z hlediska chronologie vyvoje CDK inhibitorti na bazi purinii se tyto substituce do
zna¢né miry lisi. Kuptikladu, oba C2 substituenty byly vyuzity pti syntéze novejSich generaci
CDK?2 inhibitori (viz obr. 12), které strukturné vzesly z Olomoucinu Il a Roskovitinu. Tato
generace se vyznacovala jednim, rGzné€ substituiovanym aromatickym jadrem. V sérii
ptipravenych derivata byly vpoloze C2 zahrnuty substituce jako piperazin-1-yl, N-
methylpiperazin-1-yl, 4-aminocyklohexanamino a jiné dal3i."*® Zajimavéa fakta poskytla SAR
(Structure Activity Relationship), téchto latek. Naptiklad, v ramci této fady derivati bylo
prokazano, ze C2 substituce piperazinem a N-methylpiperazinem a trans-1,4-
diaminocyklohexanem, pfispivaji ke zvyseni celkové cytotoxicity latek (viz br. 12). Nicméné
piperazinové a N-methylpiperazinové substituce, maji negativni vliv na selektivitu inhibice
CDKZ2, nebot’ dochazi k interakcim i s dalsimi CDK a jinymi kindzami. Dale zabranuji Casté

oxidaci substituentim s vazanym hydroxylem na karboxylovou skupinu, znamé v pfipade
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Roskovitinu tj. (u C2 substituentu (R,S)-2-aminobutan-1-ol). Zminéna inhibice oxidace pfispiva
ke zvyseni anti-CDK aktivit&."*® Za zminku stoji i aromatické jadro vézané pies methylenovy
mustek na pozici N®. Zajimava pozorovani byla dosazena porovnani aktivit derivatd, u nichz se
funéni skupiny (pfedevsim atomy halogend), nachazely v meta poloze vzhledem k
methylenovému mustku. Vylepseni oproti Olomoucinu II vedlo ke zvySeni inhibi¢ni aktivity

t&chto derivati ¥ a je zde zfejma souvislost s nasazenim C6 substituce 3-chloranilinem.

. L
Aﬁ\ ] At\>

/5: CDK2 inhibitor - 3i

CDK2 inhibitor - 30

CDK2 inhibitor - 3g

Obr. 12 — CDK?2 inhibitory s aktivitou: latka 3g (CDK2 1Csy = 340 nM, cytotox.= 9,2 uM), 3i
(CDK2 I1Cso = 890 nM, cytotox. = 12,6 uM), 30 (CDK2 ICsy = 25nM, cytotox.= 2,4 uM)

Zavérem bude vénovana pozornost C6 substituci CR8-aminem a celkovému zhodnoceni
pouzitych modifikaci na novych derivatech 2, 6, 9-trisubstituovanych-8-azapurint. V nejnovéjsi
sérii 2,6,9- trisubstituovanych purinti se uplatnilo pfedevs§im biarylové uspotradani substituentu
na pozici C6. V neposledni fadé N9 cyklopentylova substituce a na C2 pozice trans-1,4-
diaminocyklohexan. ™ V ramci dané série byly detailng prozkouméany i interakce mezi
vazebnym mistem CDK2 a jednotlivymi substituenty. Napiiklad, u trans-4-
aminocyklohexanamino skupiny byla zjisténa interakce s Asp145 a Thrl4, z tohoto divodu se
substituent stal doposud nejlepsi moznou alternativou. Nésledné pouzity substituent na pozici
C2, 4-hydroxycyklohexylamino skupina je také schopna vytvaret vodikovou vazbu, ale pouze
s jednim aminokyselinovym zbytkem, jiz zminény Asp 145.%%) Co se tyée N9 cyklopentylu,
jedna se opé€t o skupinu, kterd zapada do hydrofobni jamky pobliz vedlejsiho fetézce Phe80.

Vétsi objemnost samotného cyklopentylu ve srovnani s isopropylem (Roskovitin, CR8 a jiné
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dal$i derivaty purini) nebo methylem (Olomoucin), pfispiva také k vyS$si afinit¢ k aktivnimu
mistu CDK2. V publikaci vénované biarylové fadé CDK2, je dale popsana interakce jednoho
z nejaktivnéjsich derivatd 2,6,9-trisubstituovanych purinit — latka 6b (viz obr.13). S hodnotami
ICsy inhibice na CDK2 (7,1nM ) a CKD1 (47nM ) nesrovnatelné pfevySuje prvni a predchozi
fady CDK-inhibitorti. Latka byla rovnéz otestovana na celé fadé rakovinovych linii, kde se

hodnota ICs, pohybovala v intervalu 0,016-0, 035uM. 12

OH

NH

H N N

Obr. 13 — CDK?2 inhibitor, ldtka 6b

V nasledujicim ¢asti jsou rozvedeny divody pouziti CR8 — aminu. Na Krystalu
CDK2/cyklinu A spolu s (R)-CR8 a (R) — Roskovitinem byly detailn¢ zkoumany vlivy
pouzitych substituentd. Vyhodou biarylového uspotfadani na pozici C6, je jeji vzdalenost oproti
roskovitinovému aromatickému jadru. Velka elektronova hustota kolem pyridinového kruhu
oproti benzylu u roskovitinu ma za nasledek, ze po vnofeni do kapsy tvorené Ile10, Phe82 a

Glu8 dochazi ke zvyseni afinity dané latky a tim padem selektivity a cytotoxickych uginki.[*’!
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223 2,6,9 - Trisubstituované 8-azapuriny, potencialni CDK2
inhibitory

Jak jiz bylo zminiovano v prib&hu celé prace, postup pii syntéze byl inspirovana publikaci
doc. Havlicka a kol.””! Jelikoz bude v této Gasti prace blize rozvedena biologicka aktivita,
nemohou zistat bez pov§imnuti vysledky inhibice CDK2 a testi na bunéénych liniich (viz tab.
1). Shodou okolnosti vyuzil doc. Havli¢ek a kol. pro testovani derivati tytéz linie, které jsme
zvolili pro testovani 2,6,9-trisubstituovanych 8-azapurini. Pouzity byly linie MCF7 a K562,
avsak testy byly provedeny i na jinych druzich bunék, naptiklad HOS a G361. Pro vybrané

derivaty 8,11, 16 a 19 (viz obr. 14) byl poté proveden test na panelu 17-ti bunéénych linii.””

ICs0 (0M)

Latka CDK2 K562 MCF7
8 1,2 33,1 22,1
11 16,4 21,3 20,2
16 2,8 24,3 18,7
19 1,1 5,7 5,5

Tab. 1 — Biologicka aktivita vybranych derivati 8-azapurint, piipravenych doc. Havli¢kem a
kol.
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NH OH

CDK2 inhibitor - litka 8
CDK2 inhibitor - latka 11

OH

CI

Uxﬁ Uxﬁ

CDK2 inhibitor - latka 16 CDK2 inhibitor - latka 19

Obr. 14 — Vybrané derivaty CDK?2 inhibitorii na bazi 8-azapurinového skeletu
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Syntéza a jeji optimalizace

Jednim z cili prace je syntéza a optimalizace metodou vyuzivajici 2-kyanoacetamid,
cyklopentyl a benzyl azid jako vychozi latky.
V zésadé¢ se schéma zvolené syntézy podoba prvni cesté obecné piipravy 8-azapurinl
vychazejici z 1,2,3-1H-triazolového cyklu (viz schéma ¢. 3), az na nékteré vyjimky. V druhém
kroku (tj. 1,3-dipolarni adice) jsme vSak izolovali a identifikovali meziprodukty 5-amino-1-
cyklopentyl-1,2,3-triazolo-4-karboxamid a  5-amino-1-benzyl-1,2,3-triazolo-4-karboxamid.
Namisto pouziti monoesteru kyseliny pro zavedeni prislusné substituce a uzavieni
pyrimidinového kruhu, byl v nasem ptipadé pouzit diethylester kyseliny uhli¢ité rovnéz zndmy
jako ,.diethyl karbonat®“. V diisledku pouziti tohoto ¢inidla byl obdrZen strategicky meziprodukt
pro dalsi derivatizace 9-cyklopentyl - 8-azaxantin a 9-benzyl- 8-azaxantin. Synteticka cesta

byla zvolena na zékladg ¢lanku doc.Havlicka a kol.” (viz schéma ¢.4.).

o)
L o, HNOC m .
2 \ HN N\ POCh Z
Rg—N3* —_— ‘ | ‘ N
CN / / lutidin
N N
HoN \ (o} u \ Cl
cl v \
) 9
NHRg
N N\\ Rg——NH,
| N
= N/
cl N \
cl

Schéma ¢&.4 - Syntéza 2,6,9- trisubstituovanych 8- azapurinii provedena dle doc.Havlicka a kol.

V Casti vénované problematice syntézy byla zaméfena pozornost na optimalizaci
jednotlivych krokli a jeji nésledny vliv na vytézky a zpiisob izolace meziproduktti. Nasledné
bylo porovnano provedeni zvolenych optimalizaci s pivodnim postupem. V neposledni fadé byl

taktéz pozorovan rozdil reaktivity meziproduktti cyklopentylové a benzylové fady.
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3.1.1 Azidace

Cyklopentyl azid (1.)

Samotny cyklopentyl azid, jakozto prvni krok celé syntézy, byl pfipraven z azidu
sodného a cyklopentyl bromidu. Cela reakce probihala za laboratorni teploty v DMSO, pficemz
se vyt&zek pohyboval v rozmezi 79-81%. ! Z diivodu uspokojivého vytézku se reakce obesla

bez nasledné optimalizace.

Benzyl azid (1.)

Podobn¢ jako tomu bylo v cyklopentylové fadé, dosahli jsme rovnéz v pripadé
benzylové fady uspokojivych vytézkd v intervalu 79-81%, pfi stejnych podminkach, bez
nutnosti optimalizace. Reakce probéhla za pouziti vychozich latek benzylbromidu a azidu

sodného v DMSO.
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3.1.2 Cyklizace I.
5-amino-1-cyklopentyl-1H-1,2,3-triazolo-4-karboxamid (11.)

Cyklizace 1,2,3-1H-triazolového cyklu substituovaného v pozici 1, v prvnim ptipadé
cyklopentylem a nasledné benzylem, se vSak jiz neobesla bez optimalizace reakénich podminek

(viz tab. 2)

Optimalizace - Cyklizace 1. ( 5-amino-1-cyklopentyl-1H-1,2,3-triazolo-4-karboxamid)

Teplota Vytézek

Baze |Rozpoustédlo [°C] Aparatura | Reak¢ni doba [hod.] [%6]
K,COs CH;0H 68 reflux 21 -
MeONa CH5OH 68 reflux 21 -
MeONa CH;OH 86 tlakova ampule 21 8
EtONa EtOH 86 tlakova ampule 21 35

Na/EtOH EtOH 86 tlakova ampule 21 39
t-BuOK t-BuOH 86 tlakova ampule 21 55

Tab. 2 — Optimalizace cyklizace I.

Na cyklopentylové tadé derivati byly ovéfeny celkem ctyii baze. Z ekonomického
hlediska se zdaly byt nejvhodnéjsi uhlicitan draselny a methanolat sodny. Mezi dalsi vyhody
téchto bazi patii bezesporu pouziti v bezvodém methanolu. Nicméne, po nékolika
experimentech, at’ uz za pouziti varné banky (reflux), ¢i tlakové ampule jiz bylo ziejmé, ze pro
tuto reakci nejsou vhodné.

Poté jsme reprodukovali postup doc. Havlicka a kol. ¥ tj. pouZiti ethanolatu sodného,
ktery se po dlouhou dobu zdal byt vhodny. V postupu doc. Havli¢ka, byl pouzit ethanolat sodny
pfipraveny rozmichanim sodiku v bezvodém (absolutnim) ethanolu tésné pted reakci, dale byla
cela reakéni smés refluxovana po dobu jednadvaceti hodin.

V nasem ptipadé jsme pouzili komercni ethanolat a pozdé&ji i ethanolat pfipraveny tésné
pied reakci. V druhém piipadé se oproti reprodukované proceduie (pouziti refluxu), ukazal
znaény potencial aplikace tlakové ampule. Zajimavé srovnani nam poskytla reakce Cerstvé
pfipraveného ethanolatu, jimz jsme zvysili vytézek o 4 %.

Po dlouhou dobu byly vytézky dosazené ethanoldtem sodnym brany jako dostatecné,
nebot z hlediska syntézy byl kladen dliraz na vytvofeni prvniho koncového derivatu. Nicméné i

tato optimalizace méla zna¢né nedostatky, a to nejen z diivodu nutnosti aplikace vétSich nasad.
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Nejvétsim znich byla neefektivni extrakce meziproduktu do ethylacetatu, kdy dochazelo
k ubytkim vytézku.

Jako elegantni feseni vzniklého problému se ukazalo pouziti baze terc-butanolatu
draselného, kde i samotna reakce probihala v heterogenni fazi. Izolace meziproduktu se pak
znatelné zjednodusila. Stacila jiz pouhd filtrace, pfi které bylo ziskdno majoritni mnozstvi
meziproduktu jiz v prvnim podilu. Naslednou extrakci bylo ziskano dal$i mnozstvi
triazolokarboxamidu i v druhém podilu. Izolované podily meziproduktu se podafilo ziskat ve
vysoké Cistoté a to bez vétSich ztrat oproti pfedchozi metodé. Jednoduchost izolacnich operaci -
tj. odpateni rozpoustédla, vysrazeni produktu vodou, konecné zfiltrovani pod vakuem (prvni
podil) a extrakce druhého podilu, se ukdzala byt hlavni vyhodou této metody. Jak je patrné
Z tab. 2, vytézek dosazeny za pouziti terc-butanolatu se zvysil o 16%, oproti vysledku za pouziti
ethanolatu sodného pfipraveného tésné pred reakci (39%).

I ptesto, ze se vytézek 55% mulze zdat byt nedostatecné uspokojivy, jedna se vSak o
prialomové provedeni tohoto syntetického kroku. I pfi vétSich nasadach doslo k efektivnéjsimu

zpracovani reakéni smeési a k vetSi vyt€Znosti ve srovnani s pfedchozimi postupy.

5-Amino-1-benzyl-1H-1,2,3-triazolo-4-karboxamid (I1.)

Jak jiz bylo zminéno dfive, pro optimalizace na cyklopentylové fadé byl jakozto
startovni baze vybran ethanolat sodny. Dana baze byla vyuzita rovné€Z pro optimalizaci na
benzylové fadé. Za téchto podminek cyklizace | probihala jiz za laboratorni teploty. Téméf
okamzité po pfidani benzyl azidu, se reakéni smés zbarvila z pivodni bilé na Zlutou barvu.
Zmingna reaktivita benzyl azidu byla jiz popsana v publikaci (Kislyi,V.P.; Danilova, E. B.;
Semenov, V. V.; Russian Chemical Bulletin, 2003, 52, 1770-1776). Syntéza meziproduktd v
benzylové fadé vykazovala vétsi reaktivitu oproti fadé cyklopentylové. Pro znaény vytézek
(69%) a jednoduchost izola¢nich operaci (tj. filtrace 1. podilu a extrakce 2. podilu), nebylo

v pripad¢ uvedenych derivati tfeba ptistoupit k naslednym optimalizacim.
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3.1.3 Cyklizace 1.
3-Cyklopentyl-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin 5,7(4H,6H)-dion (111.)

Cyklizace Il se stala bezesporu nejefektivnéjsim krokem celé syntézy. Jeji pivodni
provedeni vyuziva reakce substituovaného 1,2,3 — 1H — triazolo — 4 — karboxamidu
s diethylesterem kyseliny uhlic¢it¢é a baze ethanolatu sodného (pfipraveného pied reakci)

Vv absolutnim ethanolu, za pouziti varné baiiky pod zpétnym chladi¢em (reflux).

Optimalizace - Cyklizace 11. (3-cyklopentyl-3,4-dihydro-5H-[1,2,3]triazolo[4,5-
d]pyrimidin-5,7(6H)-dion)
Baze EtONa MeONa | t-BuOK
Ekvivalent baze 4,6 3 45 5 5 5 5
Ekvivalent Et,CO;| 1,5 2 2 2 3 3 3
Rozpoustédlo EtOH | EtOH EtOH EtOH EtOH MeOH [ t-BuOH
Teplota [°C] 78 86-96 85-90 85-90 92 92 100
tlak. tlak. tlak. tlak. tlak. tlak.
Aparatura reflux | amp. amp. amp. amp. amp. amp.
Reak¢ni doba
[hod.] 4,5 4,5 21 21 21 21 21
Vytézek [%] - - 35 44 34,5 - 64

Tab. 3 — Optimalizace cyklizace II.

Krok cyklizace II. se stal pomyslnym vrcholem optimalizaci v ramci celé syntézy 8-
azapurini. Divodd je hned né&kolik. V porovnani s prvni serii optimalizaci provedené na
cyklizaci 1., jsme vé€novali pozornost detailnéj§imu zkoumani vlivu pouziti a provedli
nejriznéjsi druhy uprav reakénich podminek (zmény pouzité baze a mnozstvi baze, sledovani
teplotni zavislosti, zmény pouzité aparatury apod.) majici vliv na pribéh samotné reakce a
vytézek.

Zprvu jsme provedli reprodukci piivodniho postupu popsaného doc. Havlickem a kol.
271 nicméng za pouziti komeréniho ethanolatu sodného (prvni sloupec, metoda EtONa).
Nicméné se tento postup nepodaftilo zreprodukovat. Plivodni procedura zahrnuje pouziti varné
banky pod zpétnym chladiCem, za pomérné nizké teploty a reak¢ni doby, a mnozstvi vychozi
latky (diethyl esteru kyseliny uhli¢ité). Ovlivnéni téchto faktorG sehralo vyznamnou roli z
hlediska efektivnéjsiho provedeni daného kroku a vyssiho vytézku 9-cyklopentyl-8-
azaxanthinu.

Jak je patrné z tab. 3, strategie optimalizace cyklizace II. byla ze zacatku zaméfena na

zvySeni mnozstvi vychozi latky diethyl karbonatu, pouziti tlakové ampule a snizeni mnozstvi
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baze (druhy sloupec, metoda EtONa). Dany postup se vSak ukazal jako nepfili§ efektivni i
ptesto, ze produkt byl v reakéni smési prokazan, avSak pouze v malé koncentraci. Domnivali
jsme se tedy, Ze prodlouzeni reakéni doby a zvySeni mnozstvi baze by mohlo vést k tvorbé
vétsiho mnozstvi produktu. Uprava reakénich podminek (3. sloupec, metoda EtONa), se ukazala
jako velmi uzite¢na, navic se meziprodukt 9-cyklopentyl-8-azaxanthin podaftilo izolovat ve
vysoké Cistoté s pomérne velkym vytézkem. Z pokusu je patrné€, ze v ramci cyklizacni reakce je
dulezita nasada vétsiho mnozstvi baze, delsi reak¢ni Cas a v neposledni fadé¢ zde sehrala
znacnou roli i pouzitd aparatura. Schéma reakcnich podminek se pro prekvapivy vysledek
ponechalo i do dal§iho experimentu. Jak bylo jiz zmin€no, baze sehrdla v reakci zcela zasadni
roli, proto se v nasledném experimentu zvysila o pil ekvivalentu ethanolatu sodného (Ctvrty
sloupec, metoda EtONa). Jiz nepatrné navySeni baze vedlo k pfirtstku vytézku o 9%. Jednalo se
o nejlepsi optimalizaci reakcnich podminek, provedenou na cyklizaci II v ramci EtONa metody.
V souvislosti s danou metodou, jsme vypozorovali vliv zvySeni mnozstvi diethyl karbonatu
(¢tvrty sloupec, metoda EtONa) a teploty na vytézek reakce. Jak je vSak patrné ztab. 3,
kyzeného vysledku nebylo dosazeno.

Vyznamu teploty pro reakci, jsme v ramci nékolika experimentd vénovali zna¢nou
pozornost. V jednom z experimentd se podafilo vysledovat zvySovani koncentrace produktu,
metodou tenkovrstvé kapalinové chromatografie, v zavislosti na teploté. Pfi nizSich teplotach
nebyl produkt téméf prokazan ( T=55°C, reakéni doba = 21 hod., metoda EtONa — 5. sloupec,
mobilni faze CHCl; : MeOH, stacionarni faze nemodifikovany silikagel). Zajimavé vysledky
vSak byly zaznamenany pii TLC analyze po zvySeni teploty na 95°C, po dobu 3 hodin a 40
minut, kdy se koncentrace produktu vyraznym zptisobem zvysila.

Pti zpracovani reakéni smési bylo oproti plivodnimu postupu vyuzito uréitych Gprav
(ptidani vody do reak¢ni smési (ochlazena na laboratorni teplotu), upravy pH na hodnotu pH~6,
nasledného odpafeni do minimalniho objemu, poté zfiltrovani surového produktu a konecné
rekrystalizace v methanolu). V dasledku vhodné Gpravy zpracovani reakéni smési, jsme mohli
o uréita zjednodudeni. Uprava hodnoty pH byla provedena jiz bez ptidani vody do reakéni
smési, kdy se produkt kvantitativné vysrazel. Takto vysrdZzeny produkt nebylo tézké filtrovat.
Odfiltrovany produkt bylo nutné separovat od kontaminujicich soli, proto jsme jej rozpustili
vV men$im mnozstvi vody. Hodnota pH vody se pochopiteln¢ zvysila az k hodnotam pH~8, po
okyseleni doslo k druhému vysrazeni produktu, nicméné zbaveného kontaminujicich soli. Jak
jsme si ovetili dle TLC analyzy, timto postupem jsme eliminovali pfipadné ztraty 9-

cyklopentyl-8-azaxanthinu v mate¢ném louhu, coz byla hlavni nevyhoda pvodni procedury .
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Dle ptedchozich zkuSenosti a pozorovani ziskanych pti syntéze pomoci ethanolatu
sodného, se nabizela jeste jedna uprava podminek reakéniho kroku, a to zména baze. Pro dalsi
experimenty nasly uplatnéni baze methanolat sodny a terc-butanolat draselny. V prvnim ptipade
tj. pfi nasazeni methanolatu sodné¢ho doslo sice k tvorbé produktu, nicméné ve velmi malé
koncentraci.

Zasadni prillom pfisel za pouziti baze terc-butanolatu draselného. Cela reakce probihala
S men$imi zménami tj. teplota zvySena na 100°C, za podobnych podminek jako vySe zminéné
optimalizace provedené na metodé¢ EtONa. V piipad¢ baze terc-butanolatu draselného se
znaénym zpusobem zjednodusilo zpracovani reakéni smési a zaroveii se zvedl vytézek témeét na
dvojnasobek, tedy 64%. I presto, Ze se vytézek mize zdat nepfili§ velky, jednd se zatim o
nejlep§i mozné provedeni v porovnani s EtONa metodou, coz dokladdaji i provedené

experimenty na benzylové fad¢ derivath.

3-benzyl-3,4-dihydro-5H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5,7(6H)-dion (I11.)

Nalezené nejvhodnéjsi optimalizace provedené jiz na cyklopentylové tadé prokazaly
velkou ucinnost i na fad¢ benzylové. Konecny dosazeny vytézek 92% nam poskytl piimé
porovnani s piivodni procedurou citovanou doc. Havlickem a kol.”” V pivodnim postupu byl k
cyklizaci pouzit ethanolat sodny, ptfipraveny ze sodiku v ethanolu tésné pied reakci, vysledny
vytézek se pohyboval kolem 83%. Metoda vyuzivajici t-BuOK se proto stala nejpouzivanéjSim

postupem pro pripravu 9-substituovanych 8-azaxanthind.
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3.1.4. Chlorace

5,7-dichloro-3-cyklopentyl-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin (I1V.)
3-benzyl-5,7-dichloro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin (IV.)

Chlorace 9-substituovaného 8-azaxanthinu, provedena doc. Havlickem a kol se pii
porovnani s ndmi zvolenym postupem do zna¢né miry lisi. AvSak urCitd analogie rozdilu
chovani dvou fad derivati, byla pozorovana v obou piipadech.

Rozdilné chovani dvou tad derivatd popsané doc. Havlickem a kol. se tykalo
isopropylové a benzylové fady.?”! Zatimco isopropylovéa fada vykazovala vysokou nestabilitu,
benzylova fada prokazala vyssi reaktivitu a tendence k vykrystalizovani produktu z reakéni
smési. Tento zasadni rozdil ve stabilité hral velkou roli pfi izolaci meziproduktt 5,7-dichloro-3-
isopropyl-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidinu a 5,7-dichloro-3-benzyl-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
d]pyrimidinu. Pfipraveny byly za pouziti baze 2,6-lutidinu, POCIl; a pfislusnych 9-
substituovanych 8-azaxanthinti. Izolace dichlor derivatt, probéhlo formou extrakce do benzenu,
¢i chloroformu pii 0°C, kdy benzylovy dichlor derivat mél spise tendenci krystalovat, oproti
tomu isopropylovy derivat spiSe inklinoval k destabilizaci, proto byl okamzité nasazen do
dalsiho stupn& syntézy.””! Podobné chovani jsme pozorovali i v ramci nasi syntézy, na fadé
cyklopentylové a benzylové.

Na cyklopentylové tadé jsme doposud vyuzili tfi metod chlorace. Prvni vychazi
z pouziti dichloridu kyseliny fenylfosfonové,”” druha z pouziti trichlorid fosforylu /triethyl
aminu a tfeti vyuziva pouze trichlorid fosforylu. Na ptipravu benzylové fady dichlor derivatu,
nasla z ¢asového hlediska uplatnéni pouze druhd metodika.

V nami zvolené metodice syntézy jsme nepouzili ptivodni postup, ditvodi bylo hned
nékolik. Jednim z nich byl velmi nizky vytézek (20-25%) a nereprodukovatelnost metody ve
vétSich nasadach (pouze do 2 gramt). Dale tato metoda neumoziuje spolehlivou separaci
¢istého dichlor derivatu, a je proto nutné surovy produkt pouzit v dal§im stupni. Naproti tomu
prvni metoda dichloridu kyseliny fenylfosfonové nabizela vysoky vytézek. OvSem i zde
pietrvaval problém s kontaminaci a del$i reakéni dobou (24 hod). Kontaminantem byla kyselina
fenylfosfonova, ktera byla odstranéna ze surového produktu sloupcovou chromatografii.
Vzhledem Kk vysokému vytézku, ktery ¢inil i po purifikaci 78% je v8ak ziejmé, Ze dany
nedostatek nijak neovlivnil pouZitelnost metody. Ptipadné optimalizace purifikacnich

operaci reakéni smési jsou predmétem budouci prace.
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Historicky druha metoda (POCI; s Et;N), nasla pomérné znaéné uplatnéni v ramci
vétSich nasad, ¢imz vhodné doplnila chybé&jici misto v ramci chlora¢nich metod. Mensi
nevyhodu vsak nalezneme i této metodé, ¢imz je dosazeni niz$iho vytézku v porovnani
s predchozim postupem. Regenerovatelnost trichloridu fosforylu (POCI;), ekonomicka a ¢asova
nenarocnost (4,5 — 24 hod.) a v neposledni tadé také jednoduchost separacni procesd, jsme
shledali jednoznaénymi vyhodami metodiky POCIs/EtsN. Pti ptipravé dichlor derivatt timto
zpusobem, se operace izolace zjednodusSily pouze na extrakci do dichlormethan, dale pak do
diethyletheru a nasledné rekrystalizace z methanolu. 1 po rekrystalizaci jsme dostali
uspokojivého vytézku 43% Vv cyklopentylové fadé a 78% v fad¢é benzylové. Navic se metodika
ptipravy timto zptsobem dala vyuZit i pfi nasazeni veétSiho mnozstvi vychozi latky (vice jak 2
gramy), coz v ptipadé prvni metody bylo pomérné narocné na zpracovani. I rozklad reakcni
smési pfi vysSich nasadach nebyl v zdsadé velkym problémem, nebot’ trichlorid fosforylu lze
velice jednoduchym zplsobem regenerovat destilaci. Reakéni smés, obsahujici minimalni
mnozstvi POCl; se poté vmichala do ledové vody a tim bylo zamezeno nezadouci prudké
exotermni reakci. [zolace probéhla v totozném sledu operaci, jaké jsou popsany vyse.

Posledni odzkousena metodika, tedy metoda POCIs, bez pouziti jakékoliv baze, nam
poskytla velice zajimavy nahled na reaktivitu pozice C6 a pozice C2 (dle purinového ¢islovani).
Schéma podminek této metody se od predchozi metody, nikterak nelisi. Zaméfili jsme se pouze
na pozorovani vlivu nepfitomnosti baze a reaktivitu jako takovou. Zajimavé zjisténi pfislo po
izolaci dvou slozek obsazenych v reakéni smési, jednalo se o vychozi latku 9-cyklopentyl-8-
azaxanthin a 6-chlor-9-cyklopentyl-8-azahypoxanthin. Experiment ukazal, ze karbonylova
skupina na pozici C6 je dostatecné reaktivni vaci nukleofilnimu ataku, proto na syntézu
monochlor derivatu neni tfeba uziti baze. Bohuzel vSak byla tato metoda z ¢asovych divodu
vyzkousena jen na cyklopentylové fadé derivati. Pouziti samotného POCI;, se neukazalo byt
uziteCnym postupem pro syntézu 2,6,9-trisubstituovanych 8-azapurind, ale mize byt naopak

vyuzito pro regioselektivni chloraci na derivatech 8-azaxanthinu.
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3.1.5 Derivatizace (V.) a (V1.)

V nami zvolené strategii syntézy sehraly optimalizace hlavni roli v pfedchozich
krocich, pti pfipravach klicovych intermediatt. V poslednich dvou krocich tj. nukleofilni
substituce na pozici C6 (V.) a C2 (VL), nebyla vyuzita metodika pochazejici z reak¢éniho
schématu doc. Havlicka a kol.”, nybrz postup pievzaty zjiz pripravené fady 2.6.9-
trisubstituovanych derivatii purini. *%

Oba derivatizac¢ni kroky, byly doposud vyuzity pro pfipravu ¢tyf koncovych derivati
pouze v tade cyklopentylové. Dale tyto Ctyfi derivaty mizeme rozdélit na dvé dil¢i fady dle
pouziti substituce v poloze C6, a to fadou inspirovanou bioisosterni slou¢eninou CR8 a tfadou
odvozenou od bioisosterniho Purvalanolu A. Piedposledni stupné (IV.) C6 substituované
derivaty, byly pfipraveny reakci pfislusného aminu, baze N, N’-diisopropyl-N-ethylaminu
v propanolu, za pouZiti tlakové ampule a teploty kolem 100°C. ®* Timto zpiisobem navrzené
schéma reakce se ukézalo byt velmi efektivni, reprodukovatelné a s dobrymi vytézky pohybujici
se kolem 44-91 %.

Jak je patrné z ptedchozi kapitoly, rozdilu v reaktivité pozice C2 a C6 mutize byt vyuzito
vhodnou volbou reakénich podminek, jiné tomu nebylo ani v ptfipadé nukleofilni substituce
v poloze C2. Oproti pfedchozimu postupu tj. obsazeni C6 polohy vhodnym aminem, probihala
finalni derivatizace v pozici C2 za vysoké teploty (160°C) vychozi latky IV. a pfislusného
aminu. Vytézky posledniho kroku se pohybovaly v intervalu 45-86 %, s nizkou narocnosti
izola¢nich operaci. B€hem celé syntézy se s velkym uspéchem uplatnila metoda vysrazeni
meziproduktt i cilovych derivati vodou, resp. krystalizace nicméné v nékterych ptipadech, kdy
Jjiz byly vyCerpany moznosti takovéhoto zpusobu izolace, pfisla z ¢asovych divodi na fadu
purifikace pres sloupcovou chromatografii. Pro tuto praci byly pfipraveny koncové derivaty s
oznac¢enim MARK I, MARK II, MARK III a MARK IV (viz obr. 4) Volba pouzitych substituci

bude dale prodiskutovana v nasledujici kapitole.
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Obr. 15 — Koncové derivaty cyklopentylové rady (MARK I-1V)

3.2 Biologicka aktivita koncovych derivati

Hlavnimi cili prace bylo nejen optimalizovat navrzeny koncept celé syntézy, ale také
pripravit nékolik koncovych derivati s potencialni biologickou aktivitou. Duraz kladeny na
efektivnost pouzitych substituci (viz kapitola Purinové CDK- inhibitory) zakomponovanych do
8-azapurinového skeletu vyraznym zptisobem ovlivnil celkovou CDK2-inhibi¢ni a prolifera¢ni
aktivitu nddorovych bunéénych linii K-562 a MCF7.

Jednalo se v zasad¢ o sérii dvou druhd testd, z nichz prvni byl uskuteénén na komplexu
CDK2/cyklin E tzv. kinasovy inhibi¢ni test. Pro testovani anti-proliferaénich u¢inka
(cytotoxicity) danych latek byly vybrany bunééné linie rakoviny prsu — MCF7 a leukemicka K-
562.

Vystupem provedenych testd se pak stala hodnota ICs,. Koncentrace inhibitoru, ktera
zpusobi pokles aktivity enzymu o 50%, pak odpovidd zminéné hodnoté. Nékdy lze u testl na
bunécnych liniich pozorovat dva projevy inhibice. Prvnim z nich je zastaveni buné¢ného cyklu,
coz se projevi zastavenim proliferace bunck. V pfipad¢ druhého projevu dochézi k bunécné

smrti tzv. apoptdze.
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1C50 (uM) Cytotoxicita (uM)
Code CDK2 K562 MCF7
MARK 1. 1,089 2,28 2.9
MARK 1. 1,520 2,64/2,49 4,23/5,41
MARK 1. 12,632 14,12 26,11
MARK 1V. 9,327 3,34 43,81

Tab. 4 — Hodnoty ICs, pro pfipravené derivaty 2,6,9-trisubstituovanych 8-azapurini

Jak je dobte patrné ztab. 4 nové nasyntetizované derivaty 8-azapurinii se vyraznym
zpisobem lisi o parentni skupiny purinovych CDK-inhibitord. Vyrazny pokles aktivity je velice
patrny. Pfikladem mize byt srovnani latek MARK 1. a purinovéhom analogu - latky C (viz obr.
16). Kdy k inhibici a poklesu aktivity o 50% CDK2/cyklinu E dochazelo jiz pfi koncentracich
0,017 uM. Nasledné i testy cytotoxicity hovoii v prospéch purinové fady, kdy byl zaznamenan
anti-proliferatni ucinek pii koncentracich 0,05 puM (K-562) a 0,039 uM (MCEF7). B

\ 7/
\_/

NH

N
N X \\

S

Obr. 16 — derlvaty MARK . a latka C

Porovnani latek MARK II. a latky 19 ptipravené doc. Havlickem a kol. potvrzuje
vyznamnou roli pouzitych substituentli, ve zminéném pfipad¢ se jednalo o zdménu N9 -
isopropylového substituentu za cyklopentylovy. Hodnota ICsq V inhibici CDK2 se vyraznym

zpusobem nezménila. Obrat v§ak nastal pfi stanoveni hodnot cytotoxicity, kde cyklopentylovy
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substituent v pozici N9 zputsobil zvyseni selektivity MARK 1l ve prospéch linie K-562 oproti
latce 19 (cytotox. K-562 = 5,7 uM).

hodnot cytotoxicity. Naznacuje, ze anti-proliferacnimu efektu dochazi skrze jiné enzymy, proto
bude vramci budouci prace vénovana pozornost na detailni analyzu vazeb téchto derivata
vV ramci bunééného systému a ptipadného navrhu efektivnéjsi derivati 2,6,9-trisubstituovanych

8-azapurinu.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1  Analytické metody

Cistota meziproduktii, produktd, i samotné priibéhy nékterych reakci, byly sledovany
pomoci tenkovrstvé chromatografie — TLC na hlinikovych pokrytych silikagelem 60 WF 254
(Merck KGaA).

Vizualizace TLC desek s nanesenymi vzorky byla zprostiedkovana pomoci UV lampy
(Camag) s vinovymi délkami délce A 254 nm nebo 366 nm. Na ureni teplot tani byl pouzit
bodotavek Biichi B-540.

Ziskana spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla naméfena pomoci Bruker
Avance AV 300 spektrometru pii frekvenci 300 MHz (1H) a 7SMHz (13C) nebo na Jeol 500
MHz (1H) a 125 MHz (13C). V ramci méfeni se nejcastdji vyuzivala rozpoustédla DMSO-d° a
CDCls,

Hmotnostni spektra byla zmétfena na hmotnostnim spektrometru Waters ZMD 2000 s
vyuzitim pozitivni ionizace elektrosprejem. Detekce snimani kladnych iont probihala ve full

scan modu v rozmezi m/z 50-800 Da.

4.2 Pouzité chemikalie

V priubéhu syntézy novych 2,6,9-trisubstituovanych derivati 8-azapurini byly pouzity
tyto chemikalie: Azid sodny, cyklopentyl bromid, benzyl bromid, 2-kyanoacetamid, diethyl
ester kyseliny uhlicité, trichlorid fosforylu, dichlorid kyseliny fenyl fosfonové, triethyl amin,
N,N"-diisopropyl ethylamin (DIPEA), 3-chloroanilin, trans-1,4-diaminocyklohexan, N-
methylpiperidin, sodik, uhli¢itan draselny, methanolat sodny, ethanolat sodny, terc-butoxid
draselny zakoupené od firmy Sigma Aldrich.

Z rozpoustédel: methanol, ethanol, aceton, isopropanol, n-propanol, terc-butanol, diethyl
ether, petroleum ether, ethyl acetat, hexan, toluen, voda, chloroform, dichlormethan (DCM),
kyselina octova (98%) zakoupend od firmy Lachner. Nasyceny roztok NaCl, NaHCO; a (4-
(pyridin-2-yl)fenyl)methanamin dihydrochlorid byly pfipraveny v Laboratofi rdstovych

regulatort v Olomouci.
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4.3 Metody
4.3.1 Piiprava Cyklopentyl azidu (I.)

Do pfipraveného roztoku azidu sodného (35,75g, 0,55 mol v 500ml DMSO) bylo ptidan
cyklopentyl bromid (53,6 ml, 0,5 mol). Reakce probihala za laboratorni teploty, pfi
kontinualnim michani, po dobu 9 hod. Nasledné ptidani mensiho mnozstvi ledové vody a Et,0O
umoznilo rozdéleni reakéni smési na dv¢ faze. Postupnou extrakci do Et,O a opatrnym
odparenim do minimalniho objemu, byla ziskana olejovita kapalina. [zola¢ni operace a samotné
skladovani vyzadovalo z diivodl nestability a vybusného charakteru latky zamezeni jakékoli
delsi expozice slune¢niho zareni, vykyvim teplot a kontaminace kyselinami ¢i halogenovanymi
rozpoustédly.

Vytezek: 42,8 g, 77%;

'H NMR (300MHz, CDCl3) & ppm: 1.59 — 1.86 (m, 8H), 3,93-3,96 (m, 1H).

4.3.2 Priprava Benzyl azidu (1.)

Uzity postup ptipravy benzylového intermediatu byl analogicky jako v pfedchozim kroku.
Vychazel vsak z benzyl bromidu (17,84 ml, 0,15 mol) a roztoku azidu sodného (11g, 0,168 mol
v 300ml DMSO). Mnohokrat vyuzita procedura izolace cyklopentyl azidu byla uplatnéna i
V tomto ptipadeé.

Vytezek: 20,3 g, 79%;

'H NMR (300 MHz, CDCls) & ppm: 4.35 (s, 2H), 7,24 - 7.48 (m, 5H).
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4.3.3  Priprava 5-Amino-1-cyklopentyl-1H-1,2,3-triazolo-4-karboxamid (I1.)

Tlakova ampule obsahujici suspenzi 63ml t-BuOH a t-BuOK (4,5 g, 0,04 mol), byla rozmichana
spole¢né s pfidavkem 2-kyanoacetamidu (3,67g, 0,04mol). Do takto vytvofené reakéni smési
byl za laboratorni teploty napipetovan cyklopentyl azid (4,38g, 0,039mol). Samotna reakce pak
probihala za postupného zvySovani teploty az na 86°C. Pii pozadované teplot¢ se pak smés
vychozich latek michala po dobu 24 hod. Ze zahusténé reakéni smési se po pfidavku malého
mnozstvi vody stala suspenze bilé vysrazené latky, kterda byla poté zfiltrovana. Ziskany a
vysuseny prvni podil tvofil majoritni podil na celkovém vytézku. Piekvapivé ani doextrahovani
druhého podilu z matecného louhu, pomoci EtOAc nesnizilo Cistotu ziskaného intermediatu.
V obou ptipadech byla izolovana bila krystalicka latka.

Vytézek: 4,3 g, 55%; t.t.: 203— 204 °C;

"H NMR (300MHz, DMSO) & ppm: 1.61 —2,09 (m, 8H), 4,61 - 4,70 (m, 1H);

HPLC-MS:[ESI+] = 196,17

4.3.4  Priprava 5-Amino-1-benzyl-1H-1,2,3-triazolo-4-karboxamid (11.)

Do roztoku rozpusténého sodiku (3,23g, 0,14 mol) v 190 ml EtOH byl za stalého michani
pridan 2-kyanoacetamid (11,83g, 0,14 mol). Vytvofena bila suspenze se po piidavku benzyl
azidu (18,2g, 0,13 mol) zbarvila dozluta. Cela reakéni smés zvolna zahfivand az na 90° byla
michana pii této teploté do druhého dne. Po uplynuti reakéni doby se vyloudil prvni podil, ktery
byl snadno filtrovatelny. Druhy podil ziskany zahusténim na RVO a vysraZzenim vodou, pak
zvysil celkovy vytézek reakce bez vlivu na Cistotu izolované latky.

Vytézek: 20,5g, 69 %; t.t. = 236 - 237, °C;

'H NMR (500 MHz, DMSO) & ppm: 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.26 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.17 (d, J
= 7.3 Hz, 2H), 5.38 (s, 2H);

HPLC-MS [ESI+] =217, 8
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4.3.5 Priprava 3-Cyklopentyl-3,4-dihydro-5H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5,7(6H)-dion
()

Po rozmichani suspenze 5-Amino-1-cyklopentyl-1H-1,2,3-triazolo-4-karboxamidu ( 2,05g,
0,010mol), t-BuOK (5,99, 0,053mol v 150 ml t-BuOH) byl pfipipetovan diethylester kyseliny
uhlicité (3,8 ml, 0,032 mol). Cela reakce probihala pii 100°C po dobu 21 hod. Po ochlazeni
reakéni smési na laboratorni teplotu a upravé pH na hodnotu 6, doSlo ke kvantitativnimu
vylouc€eni produktu. Cela reakéni smés byla po ptidavcich vody a EtOH zahusténa na RVO. Ke
kone¢nému vylou€eni produktu doslo po ptidani vody k odparku. Vzniklou suspenzi jiz bylo
mozné snadno filtrovat.

Konecny vytézek po zfiltrovani a vysuSeni €inil: 1,5g ,64%;

t.t.: 293 — 294 °C;

'"H NMR (300 MHz, DMSO) & ppm: 1,65-2,13 (m, 8H), 4,90-4,94 (m, 1H), 11,19 (s, 1H),
12,30 (s, 1H);

HPLC-MS [ESI+] =222, 1

4.3.6  Priprava 3-Benzyl-3,4-dihydro-5H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5,7(6H)-dion (I11.)

Metodika pripravy benzylového meziproduktu se vzasadé nelisila od pfipravy
cyklopentylového intermediatu. Vychazel z 5-Amino-1-benzyl-1H-1,2,3-triazolo-4-karboxamidu
( 29, 0,009mol), t-BuOK (5,169, 0,046mol) a diethylesteru kyseliny uhlicité (3,35ml, 0,027mol)
v 45 ml t-BuOH.

Vytezek: 2,0 g, 92%; t.t.: 288-289°C;

'H NMR (500 MHz, DMSO) & ppm: 5,50 (s, 2H), 7,15-7,42 (m, H), 10,75 (s,1H);

HPLC-MS [ESI+] = 243,8
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4.3.7  Priprava 5,7-Dichloro-3-cyklopentyl-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin (1V.)

Do suspenze 3-Cyklopentyl-3,4-dihydro-5H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5,7(6H)-dionu (1g.
0,004 mol) a POCI; (20,63 ml, 0,94 mol) byl pfidan EtzN (1,14 ml, 0,009 mol). Cela reakce
probihala v teplotnim intervalu 130-150°C po dobu 24hod. Po dokonceni reakce nasledoval
rozklad reakéni smési v ledové vodé a ledu. Meziprodukt IV. vyextrahovany do CH,Cl,,
nasledné do Et,O a poté odpafeny na RVO byl ptekrystalizovan v MeOH. Po zfiltrovani byl
ziskan produkt ve forme vizk6zni olejovité kapaliny s tendencemi vytvaiet drobné krystalky.
Vytézek: 0,5 g, 43 %;

"H NMR (300 MHz, DMSO) & ppm: 1,77-2,40 (m, 8H), 5,23 - 5,35 (m, 1H);

HPLC-MS [ESI+] = 257,2

4.3.8  P¥iprava 3-Benzyl-5,7-dichloro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidine (IV.)

Postup analogicky jako v ptfedchozim piipadé, vychazejici z 3-Benzyl-3,4-dihydro-5H-
[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5,7(6H)-dionu (2g, 0,008 mol), POCI; (38, 32ml, 0,411 mol) a
EtsN (2,3 ml, 0,016 mol). Izolovany meziprodukt, byl pouZit okamzité pouZit k derivatizaci.
Vytezek: 1,8g , 78%,

'H NMR (500MHz, DMSO) & ppm: 5.82 (s, 2H), 7.35— 7.27 (m, 5H).

4.3.9 P¥iprava 5-Chloro-3-cyklopentyl-N-(4-(pyridin-2-yl)benzyl)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
d]pyrimidin-7-amin (Va.)

Reakéni smés meziproduktu V. cyklopentylové fady (0,31g, 0,001mol), (4-(pyridin-2-yl)
phenyl) methanamin dihydrochlorid tzv. CR8 aminu (0,31g, 0,001mol) a DIPEA (1,46ml,
0,008mol) v 4,1 ml n-propanolu byla refluxovana po dobu 4,5 hod. Po uplynuti reakéni doby
byl zfiltrovany prvni podil produktu promyt n-propanolem a vodou. Druhy podil izolovany
pomoci extrakce do EtOAc a zahusStény na RVO, byl ziskan v HPLC ¢istoté >97%. Proto mohl
byt pouzit i v dalsim kroku.

Vytézek: 0,44 g, 90%,; 1.1.:204-205°C

'H NMR (300 MHz, CDCls) & ppm: 1,17-1,86 (m, 2H), 2,03-2,04 (m, 2H), 2,21-2,29 (m, 4H),
4,96 (d, J =9,7 Hz, 2H), 5,18-5,28 (m, 1H), 5,43 (d, J = 10,95 Hz, 1H), 6,98 (s, 1H), 7,52 (d, J
=13,45 Hz, 2H), 7,73-7,81(m, 2H), 8,016 (d, J = 13,45 Hz, 2H), 8,71(d, J =6,65 Hz, 1H);
HPLC-MS[ESI+] = 405,1
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4.3.10 Priprava 5-Chloro-N-(3-chlorfenyl)-3-cyklopentyl-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-
7-amin (Vb.)

Suspenze meziproduktu 1V. (0,268g, 0,001mol), 3-chloranilinu (0,132g, 0,001mol) a DIPEA
(0,889 ml, 0,005mol) v n-propanolu (4,46 ml) byla michana pfi teploté 100°C po dobu 4,5 hod.
Ochlazenim RS a naslednym zahusténim na RVO bylo mozné kvantitativné vysrazet vznikly
produkt z reakéni smési pomoci piidavku vody. Ze vzniklé suspenze byl produkt odfiltrovan a
vysus$en pii 60°C.

Vytezek: 0,33g, 91%; t.t.: 128-129°C;

'H NMR (500MHz, CDCl3) & ppm: 1,67— 1,79 (m, 2H), 1,89 — 2,02 (m, 2H), 2,11 — 2,29 (m,
4H), 5,20 (p, J = 7,1 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 7,9, 1,0 Hz, 1H), 7,29 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 7,67 (d, J
= 8,0 Hz, 1H), 7,85 (s, 1H), 8, 72 (s, 1H);

HPLC-MS [ESI+]= 350, 7

4.3.11 P¥iprava N*-(4-Aminocyklohexyl)-3-cyklopentyl-N'-(4-(pyridin-2-yl)benzyl)-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5,7-diamin(VIl. - MARK1.)

Smés meziproduktu Va.(0,20g, 0,49mmol) a trans-1,4-diaminocyklohexanu (0,84g, 7,36 mmol)
byla za vysoké teploty (160°C) tavena. Po 4,5 hodinach nasledovalo ochlazeni RS na
laboratorni teplotu s postupnymi ptidavky vody a EtOAc. Vyextrahovany a odpafeny produkt
vSak nesplioval pozadovanou ¢istotu (HPLC ¢istota > 97%) pro biologické testovani, proto byl
produkt rekrystalovan z Et,0.

Vytézek: 0,160 g, 65%; t.t.: 119-120°C

'H NMR (300MHz, CDCl3) & ppm: 1,15-1,34 (m, 4H), 1,75 (t, J = 9,45Hz, 2H), 1,84-1,92 (m,
5H), 2,01-2,06 (m, 2H), 2,14-2,24 (m, 6H), 2,71 (s, 1H), 3,78-3,80 (m, 1H), 4,84 (s, 2H), 4,91
(s, 1H), 5,05 (s, 1H), 7,20-7,25 (m, 1H), 7,27 (s, 1H), 7,48 (d, J = 1,61Hz, 2H), 7,69-7,77 (m,
2H), 7,96 (d, J =1,61Hz, 2H), 8,69 (d, J = 0,94Hz, 1H);

C NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 24,80, 24,81, 31,89, 31,91, 32,40, 32,44, 35,25, 35,31,
44,02, 50,11, 50,20, 58,27, 120,57, 122,15, 122,28, 127,20, 127,25, 128,06, 128,14, 136,87,
138,56, 139,44, 149,70, 149,79, 150,88, 154,74, 157,13,

HPLC-MS [ESI+] =483, 3
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4.3.12 Piiprava N*-(4-Aminocyklohexyl)-N'-(3-chlorfenyl)-3-cyklopentyl-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-5,7-diamin (VI. - MARK I1.)

Smés vychozich latek Vb. (0,43g, 0,001mol) a trans-1,4-diaminocyklohexan (2,1g, 0,018mol)
byla po dobu 4,5 hod, zahtivana pii teplot¢ 160°C. Ptidavek malého mnozstvi vody do
ochlazené reakéni smési iniciovalo vylu¢ovani surového produktu, ktery vsak bylo mozné po
delsi dobé krystalizace snadno filtrovat.

Zfiltrovany, surovy produkt rozpustény v minimalnim mnozstvi DCM, byl rozmichan ve smési
kfemeliny a aktivniho uhli, a poté opét zfiltrovan.

Filtrat zahustény na RVO s malym ptfidavkem Et,O byl ponechan krystalovat. Ziskany produkt
nespliioval parametry pro biologické testy tj. HPLC ¢istota > 97%. Surovy produkt po piidavku
EtOAc vytvofil suspenzi, ktera byla refluxovana. Po ochlazeni a ptidavku DCM pfesla suspenze
Vv roztok. Po zahusténi roztoku na RVO a néslednych ptidavcich EtOAc doslo vylu¢ovani latky
MARK Il proto byla celd smés ponechana krystalovat ptes noc. Rekrystalizovany prvni podil
splnil pozadavky na HPLC ¢istotu. Druhy podil vyizolovany a ptecistény pomoci sloupcové
chromatografie (mobilni faze: 9:1 CHCl; : MeOH, stacionarni faze: nemodif.silikagel)
z mate¢ného louhu ¢inil pouze minoritni pfispévek k celkovému vytézku, proto byl pouzit
k identifikaci latky.

Vytézek: 0,230 g, 44%); t.t.: 193-194°C,

'H NMR (500MHz, DMSO) & ppm: 1,58 -2,18 — (m, 19H), 4,86 — 5,01 (m, 1H), 5,01-5,13 (m,
1H), 7,07 (dd, J = 17,2, 7,5 Hz, 1H), 7,23 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 7,40 — 7,26 (m, 1H), 7,82 (d, J =
7,6 Hz, 1H), 8,14 — 8,02 (m, 1H), 8,29 (s, 1H);

C MR (125 MHz, DMSO) & ppm: 25,14, 25,16, 30,72, 30,74, 31,26, 31.29, 32,20, 32,23,
49.55, 49,64, 119,49, 119,72, 121,10, 122,95, 130,56, 122,41, 141,56, 151,10, 151,67, 152,47
HPLC-MS [ESI+] = 426,8
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4.3.13 Priprava 3-Cyklopentyl-5-(4-methylpiperazin-1-yl)-N-(4-(pyridin-2-yl)benzyl)-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-7-amin ( VI. - MARKI11.)

Do malé kyvety (5ml) s napipetovanym mnozstvim N-methylpiperazinu (2,55ml, 0,023 mol)
byl pfisypan intermediat Va. (0,186g, 0,460mmol). Vytvotfena suspenze vlivem zvyseni teploty
na pozadovanych 160°C pftesla v roztok. | v piipadé syntézy koncové MARK III. se jednalo o
pomeérné efektivni reakci s ohledem na vytézek a reakcéni dobu, ktera Cinila 4,5 hod. Z ochlazené
reak¢éni smési se ihned po pfidavku malého a nasledné vétsiho mnozstvi vody vyloucila bila
krystalicka latka. Po zfiltrovani a ususeni pti 50°C jsme obdrzeli vytézek 0,220 g MARK III.,
coz odpovida vytézku 84%; t.t.: 189-191°C

'H NMR (500 MHz,CDCl; ) § ppm: 1,66 — 1,79 (m, 2H), 1,93 — 2,05 (m, 2H), 2,12 — 2,28 (m,
4H),

2,32 (s, 3H), 2,41-2,46 (m, 4H), 3,89 (s, 4H), 4,84 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 5,06 (p, J = 7,3 Hz, 1H),
6,67 (s, 1H), 7.18 — 7,24 (m, 1H), 7,48 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,72 (ddd, J = 21,2, 10,9, 4,8 Hz,
2H), 7,95 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 8,67 (d, J = 4,6 Hz, 1H),

3C NMR (125 MHz, CDCly) & ppm: 24,68, 24,74, 31,04, 32,32, 44,16, 44,31, 46,27, 46,31,
55,07, 58,08, 58,24, 120,54, 122,13, 122,27, 127,16, 127, 26, 128,19, 128,28, 136,85, 138,58,
139,62, 149,71, 151,06, 154,28, 157,13, 160,62;

HPLC-MS [ESI+] = 426,8
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4.3.14 Priprava N-(3-Chlorfenyl)-3-cyklopentyl-5-(4-methylpiperazin-1-yl)-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5 d]pyrimidin-7-amin (VI. - MARK IV.)

Podminky derivatizace pro zisk MARK IV. byly podobné jako v ptipadé ptipravy ptredchoziho
derivatu (MARK 1II.), nicméné rozdilnou vychozi latkou. Meziprodukt Vb (0,160g, 0,458
mmol) reagoval s N-methylpiperazinem (2,54 ml, 0,0229 mol), po dobu 4,5hod. pfi teploté
160°C . Surovy produkt se nejdiive vysrazel pomoci malého pifidavku vody a takto vytvorend
suspenze mohla byt snadno filtrovatelnd. Bohuzel se vylouceni produktu vodou neukazalo
Z hlediska pozadované HPLC Cdistoty efektivni. Proto bylo nutné surovy produkt piecistit
pomoci sloupcové chromatografie (mobilni faze: CHCl; : MeOH, 20:1, stacionarni faze:
nemodifikovany silikagel).

Odparek spojenych frakci: 0,163 g, 86%; t.t.: 159-160°C

'"H NMR (300 MHz, CDCls) & ppm: 1.66 — 1.86 (m, 2H), 1.93 - 2.11 (m, 2H), 2.15- 2,33 (m,
4H), 2.40 (s, 3H), 2,47-2,64 (m, 4H), 3,92 — 4,03 (m, 4H), 5,05 — 5,18 (m, 1H), 7,10 (dd, J =
8,0, 0,9 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.08 (t, J = 1.8 Hz, 1H),
8.16 (s, 1H);

BC NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 24,75, 32,39, 44,42, 46,10, 46,16, 58,28, 58,45, 118,46,
118,56, 120,95, 121,01, 121,23, 123,57, 123,72, 129,80, 129,94, 134,49, 139,61, 151,31,
151,74, 160,35;

HPLC-MS [ESI+] =412,8
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5 Zavér

V ramci bakalarské prace byly nasyntetizovany Ctyfi derivaty 2,6,9-trisubstituovanych 8-
azapurini metodou vystavby 1,2,3-3H-triazolového cyklu, s dirazem na optimalizaci celé
syntézy. V prib¢hu celé syntézy byla vypracovana nova metodika piipravy n¢kolika klicovych
intermediati. Nékteré optimalizace vyuzivajici baze t-BuOK jako naptiklad v pfipadé cyklizace
I., napomohly k vyraznému zvysSeni vytézku az na 55%, dale efektivnéjsimu zptsobu izolace,
nebot’ cela reakce probihala v heterogenni fazi a produkt mohl byt jednoduse zfiltrovan.
S témito fakty souvisi i moZnost aplikace daného reakéniho kroku ve vét§Sim mnozstvi.

Mezi dalsi piiklady patii cyklizace II, v ramci které vySe zminéna metodika sehrala
podstatnou roli, a to hlediska zvySeni vytézku téméf na dvojnasobek oproti piivodni procedute
(27 Podstatnym faktem pro tuto metodu se stala jednoduchost izoladnich operaci a piedeviim
vysoka Cistota produktu.

V pribéhu optimalizace syntetického kroku — chlorace, doslo vyraznému zvyseni
vytézku, diky metodé vyuzivajici PhPOCI, (78%) a POCIy/Et;N (43-78%) V porovnani
s ptivodni procedurou.?”

V neposledni fad€ se prace zabyvala i rozdilem reaktivity cyklopentylové a benzylové
fady intermediatt.

U otestovanych derivatt MARK L-IV. byla vénovana pozornost studiu biologické
aktivity, nebot ze znalosti molekularniho cile mohly byt navrzeny pomérné efektivni
modifikace 8-azapurinového skeletu v polohach C2, C6 a N9. Nejucinngj§imi derivaty se
ukazaly byt MARK 1. a MARK 1II s CDK?2 inhibi¢ni aktivitou (ICs: 1,089 uM a 1,520 uM).
Z hlediska selektivity prokazal MARK Il pozoruhodnou cytotoxickou aktivitu, kdy na linii K-
562 doslo téméf k dvojnasobnému snizeni cytotoxické koncentrace (ICsp = 2,49/ 2,64 uM)
oproti latce C ptipravenou doc. Havlickem a kol. (ICsp= 5,7 uM). Nicmén¢ z odlisnych hodnot
IC50 na CDK2/cyklinu E a bunéénych liniich je patrny rozdil v mechanismu a¢inkd, coZ nabizi
Siroké pole pro biologické screeningy S cilem nalézt vhodné molekularni cile a nasledné

navrzeni u¢innéjsich latek.
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