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1. Uvod

Jeden z hlavnich probl@mv protinAdorové I&bé je nedostatma selektivita
chemoterapeutickych latekis nadorovym bitkam vedouci k nefznivym vedlejSim
iinkam a systémové toxit. Klinicka aplikace takovych protinadorovyeinidel je
proto omezena iipsto, Ze #Sina z nich vykazuje silnou protinadorovou aktivii
vitro. Hlavni vyzvou, kteréeli fada vyzkumnych instituci je tedy snaha specificky c
a eliminovat nadorové ly, snizit vliv chemoterapeutika na zdravéikyia co nejvice
omezit vyskyt nezadoucichtiaka. Prevladajici pistupy pro rozvoj specifickych dé/
jsou zaloZzeny na cileni diré deregulované signalni drahy nebo overexprimékian
receptoru. RestoZze u mnoha takovych lateketre monoklonalnich protilatek, pepfid
hormoni, ¢i ristovych faktol byla prokdzana vysoka selektivitéaév molekularnimu
cili, jen malo z nich je uzitmych v klinické terapii a to z ivodu jejich mirné
protinadorové aktivit:

Potencialni alternativou se stal vyvoj vektorovygysténi se zvySenou aktivitou
vici nddorovym bikdm skrze preferémi vychytavani takovych latek bkiou. Tyto
systémy mohou zvySovat cytotoxicitu jiz zavedenychemoterapeuttk Bshem
n¢kolika poslednich let byla vyvinutéada konjugat znamych cytotoxickych latek s
polyaminy jako vektory s cilem vyuZzit upregulovapglyaminovy transportni systém
(PTS) pro selektivni transport do nadorovych d&kinFirozené polyaminy (putrescin,
spermin a spermidin) jsou nezbytné pro mnoho funkbiuice a to ¢etrg buriéné
proliferace, diferenciace argxiti. Je dokazano, Ze regulace obsahu poly@amin
intracelularnim prostoru je nutn& pro normakistrburgk>®. V porovnani se zdravymi
bunkami maji naddorové hiky zvySenou akumulaci polyaniinz divodu zvySeného
vychytavani polyamih z externich zdréj. Upregulace PTS v nadorovychitdch je
stZejnim faktorem pro vyuziti polyaminjako vektofi pro selektivni transport
cytotoxickych chemoterapeutik, avSak nggkit¢jSi je, aby strukturni poZzadavky PTS
umoziovaly transport polyaminovych konjugatV sowasné dob je znamo, Ze PTS
neni omezen pouze naridni polyaminy, ale umadkije pepravu také analog
strukturré podobnych frozenym polyamitim®.

Ve shaze fipravit takovou latku, ktera by blokovala kigny cyklus, zjgsobovala

apoptézu a byla selektivniad nadorovym biikdm, pokrauji v navaznosti na svou



bakal&skou praci ve vyvoji novych modifikaci inhibitiocyklin-dependentnich kinaz s
polyaminy jako vektory pro cileny transport. Inhdsy cyklin-dependentnich kinaz jsou
navrzeny jako 2,6,9-trisubstituované derivaty puri® latkach tohoto charakteru je jiz
pojednano v méipdchozi praci. Tato prace bude nyni v teoretidsidi vice zarrena
na polyaminy, polyaminova analoga a polyaminovy ndportni systém, v
experimentalni¢asti pak na syntézu jak inhibiforcyklin-dependentnich kindz, tak
konjugat téchto latek s fisluSnym polyaminem.



2. Cile prace

Cilem prace byl vyvin syntetickych postupredoucich k vybranym konjugéh
inhibitora cyklin-dependentnich kinaz 2,6,9-trisubstituovanénovérady s polyaminy
jako cilert smerovanych latek do nadorovych hikn Teoretick&ast prace je zathena
na aktualizaci poznatko polyaminech a polyaminovém transportnim systéweire
jejich vyuziti v protinadorové te.

Predmétem experimentalnfasti prace je syntéza a purifikace navrzenych lgaiij
jejich charakterizace &nymi metodami organické strukturni analyzy Epadré
optimalizace syntetickych postitpKonjugaty byly navrzeny jako 2—aminocykloalkyl-
6-arylamino-9-cykloalkyl-®i-purinové nebo 2-aminocykloalkyl-6-heterobiarylaoiin
9-cykloalkyl-9H-purinové derivaty s vybranym polyaminem. Polyanpn vazan k

piislusSnému derivatu purinu jako amid nelionw jako sekundarni amin.



3. Teoretickadast

3.1. Polyaminy

Polyaminy jsou nizkomolekularni vysoce nabité patignty gitomné ve vSech Zivych
buitkach. Tyto latky se ifrozers vyskytuji v prokaryotnich a eukaryotnichitact?.
Mezi piirozené polyaminy, jeZ jsou syntetizovany u seygati spermin (Spmi!, N*-
bis(3-aminopropyl)-1,4-butandiamin) a spermidin dSpN*-(3-aminopropyl)-1,4-
butandiamin) vznikajici z diaminu putrescinu (PLg-butandiamirt) Agmatin (Agm;
(4-aminobutyl)guanidin) neni produkovan sa{cale je syntetizovan rostlinami nebo
bakteriemi intestinalni mikrofléry. Proto je mozZrge agmatin rize byt dodavan do
sawiho organismu z potravyi z mikroorganism, akoliv existuje aktivni sasi
agmatinaza, ktera jej degradtljieUkazalo se, ze agmatin ma povahu neurotransmiteru
nicménr fyziologicka vyznamnost této funkce nebyla potwae

Bylo prokazano, ze se polyaming¢astni modulace struktury chromatinu, genoveé
transkripce a translace, stabilizace DNA, signdrdnsdukce, buigného fistu,
proliferace a migracé*® Dale fispivaji na interakcich mezi receptory a ligandgptn
spermin zvysuje afinitu NMDA receptoru ke glycinsmizuje afinitu receptoru v mést
pro glutamatové antagonisty), na stabilduni¢cnych membran a funkci iontovych
kanali. Vzhledem k jejich unikatnimu strukturnimu rysu podok® pravicing
rozmistnych kladnych nabaéjvykonavaji svou roli skrze iontové interakte

Polyaminy jsou v biikach gitomny v koncentracich vadu jednotek aZz desitek
mmol/l cytoplasmy’. Existuje rovnovaha mezi polyaminy, které jsouardzk fiznym
molekuldm polyanionického charakteru (zejména DNARAIA)™ a polyaminy
vyskytujicimi se v nevéazané foim. Volné polyaminy pedstavuji asi 7-10 % z
celkového obsahu polyaniinv buice. Intracelularni polyaminy slouzi k okamzitym
burg¢nym potebam a podléhajiifsné regulacf. Jsou udrzovany ve velmi Gzkém
rozmezi, protoZe pokles jejich koncentrace inhitlwjes¢nou proliferaci, zatimco jejich
piebytek je pro biikku toxicky. Proto jsou volné polyamingizeny velmi rychlym,
citivym a presnym zjisobem. Této regulace je dosazeno ponuzcinovosyntézy,

vzajemné pemeny, degradace a transpdftu
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3.2. Metabolismus polyamiri

3.2.1. Biosyntéza polyamia

Syntéza polyamiin probihd v cytoplazghburek vSech tkani. Aminokyselina ornithin je
hlavnim prekurzorem pro syntézu endogennich polgamiOrnithin je tvden
hydrolytickym $&penim aminokyseliny argininu za katalyzy enzymuirggy *"*°. U
sava@ je ornithin dekarboxylovan na putrescin enzymemitbin dekarboxylazou
(ODC). Tento enzym ma vyznamnou ulohiti pdrZzovani hladin polyamin ODC je
casto popisovan jako rychlost cufici krok @i syntéze polyamiin, nicméng toto
tvrzeni je nefesné. ODC je obvykle rychlost limitujicim faktorem produkci
putrescinu, ale pro syntézu vysSich polyanjmvyzadovana aminopropylova skupina,
kterou poskytuje S-adenosylmethionin dekarboxylazAdoMetDC) tim, Ze
dekarboxyluje S-adenosylmethionin (AdoMet) na Srhadglmethioninamin, jenz je
donorem aminopropylové skupiny (dcAdoMet). Spermidyntaza pak ipvadi tuto
aminopropylovou skupinu na putrescitimz dochazi k tvorb spermidinu. Spermin
syntaza katalyzuje ipnos dalSi aminopropylové skupiny na spermidiimz je

generovan spermif?®?

Spermidin a spermin syntaza ipatdo skupiny
aminotransferaz. Navzdory jejich podobnosti v redkt jsou tyto enzymy odliSné a
substratoy specifické*?> Napiklad spermidin syntdza se od spermin syntazyvisi
struktue aktivniho mista, kde ma omezeny prostor pro awyisobstrat a je specificka
pro putrescin. Ob aminotransferazy obsahuji dva $lrkonzervované zbytky
asparagové kyseliny, které hraji &ivou roli v katalytickém mechanismu. Oba tyto
enzymy jsou inhibovany 5'-methylthioadenosinem (MFABiosyntéza polyamih je
reverzibilni, a tak spermin e byt geveden z§ na spermidinti putrescin. Prvnim
krokem vzajemné iemsny je acetylace sperminu nebo spermidinu v paxiciTo je
katalyzovano enzymem spermin/spermidin acetyltemdgbu (SSAT) vyuZivajici
acetylCoA jako donor acetylové skupiny. Takto zigkacetylovany polyamin nasletin
podléh& oxidativnimu rozpadu pomoci acetylpolyamiidazy (APAO) a produkty této
oxidace jsou spermidigi putrescit®*. Pfemsna sperminu na spermidinitre byt
mimo jiné také zprosedkovana pomoci spermin oxidazy (SMO)Prehledr jsou

klicové kroky biosyntézy endogennich polyatnghrnuty na obr. 1.
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Obr. &.1: Struktura polyamif, biosyntéza a vzajemnégmena?
Enzymy jsou zazdeny cerverr a kurzivou (ODC, L-ornithin dekarboxylaza;
AdoMetDC, A-adenosylmethionin dekarboxylaza; SM@ermin oxidaza; SSAT,

spermidin/spermin-Nacetyltransferaza; APAO, acetylpolyamin oxidaza).
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3.2.2. Regulace metabolismu polyamin
Prvnim enzymem vifpé¢hu polyaminové biosyntézy je ODC. Ornithin dekandaxa je
regulovana a p#tdo skupiny nejrychleji se degradujicich proteinsawich buinkach.
Degradace tohoto proteinu je regulovana samotnyolyaminy a je nezavisla na
ubikvitinu. Této degradace je dosazeno skrze jédyenechanismus, ve kterém tzv.
polyamin-indukovany protein (antienzym, Az) vazmaktivuje ODC a nasledni cili
k degradaci, jeZ probiha na proteazomu (#6S)z se podili také na transportu
polyamini®®*3. K produkci polyamin-indukovaného proteinu je wy@san unikatni
ribozomalni (+1) cileny posutteciho ramce, co? je regulovano polyamimy. Syntéza
a funkce Az tedy tvid zpetnou vazbu spravné regulace a udrZzovani polyaminoveé
homeostazy. DalSim relevantnim proteinem pro regul®DC a buicného
metabolismu polyamih je antienzymovy inhibitor (Azl). Azl vykazuje vyamnou
homologii s ODC, ale postrada ornithin-dekarbogglaaktivitu. Afinita Az k Azl je
vySsi, nez jeho afinita k samotné ODC, tedy AZmzpisobit uvolgni ODC z vazby
na Az a zabranit tak jinak rychlé degradaci ODC. mdadil od degradace ODC je
degradace Azl ubikvitin-dependetni a je inhibovandenzymem A¥. ODC aktivita je
indukovana Bhem stimulaceustu burk v klidové G fazi a je zvySovana v kkach
transformovanych onkogenry infikovanych viry. Regulace ODC je znazeéma na obr.
¢. 2.
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Obr. &.2: Regulace OD&

ODC je regulovana polyaminy (PA) v Urovnich trams&e, translace a proteinové
stability a pravépodobré je regulovana takeé stabilitou transkriptu. Traosl®DC je
regulovana pomoci 5°UTR. Pouze dimerni forma ODCalgivni. Antienzymovy
protein (Az protein) zastava wstini roli ve stabilit enzymu ODC, protoze se vaze na
ODC monomer a cili jej k degradaci v proteazomu bekvitinylace. Antienzym je
poté uvolRn a miZze byt recyklovan a pouzit k dalSi ODC degradagnt&za Az je
zvySena pomoci vySSich hladin PA stimulaci posti@aecino rdmce pé¢bného pro
korektni translaci a také praymbdobré zvySenou transkripci. Az je degradovan v
proteazomu po polyubikvitinylaci a travelegradace je zvySena pomoci nizkych hladin
PA. Antienzymovy inhibitor (Azl) je inaktivni ODC gpalog, ktery je ve fortn
monomeru a je degradovan po polyubikvitinylaci. ¥&e na Az a tvd tak stabilni
komplex,&imZ brani rychlé ODC degraddci
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3.2.3. Polyaminy a bui¢ny rast
Bunécny nist je khem bugcného cyklu mimo jiné regulovan zvySovanit
snizovanim koncentrace specifickych proteia proteinovych kinaz znamych jako
cykliny a cyklin-dependentni kindzy (CDK). Cykliredendentni kinazy (CDK) jsou
aktivovany specifickym zjsobem pomoci cykliy pricemz vznika aktivni komplex
katalyzujici penos fosfatové skupiny z ATP na seringvéhreoninove zbytky cilovych
proteini zahrnujicich transkrimi regulatory. Tyto proteiny pak naslédovliviuji
specifické faze genové exprese, stimuluji DNA temdi a iniciuji mitézd®. Bshem
bunséného cyklu se ®ni také koncentrace ODC a polyariih To, jak presrs
spolupracuje ODC a polyaminy s CDK Agusnymi cykliny je stale¢ba definovat.

Ke zvySeni koncentrace ODC a polyamotochazi v G1 fazi, v G2 fazi a pakepd
mitotickym cElenim. VysSSi koncentrace polyaniimuaze Ustit v deregulaci bgénych
pochodi jako je nap. nadnérna proliferace, nespravnéinnost apoptotickych &,
zvySena transkripce a expreseigerelikoz tyto dje velmicéasto vedou k invazi tumoru
a metastaz, stal se metabolismus polyamednim z cii studia |€éby a prevence
nadorovych onemoeéni?

Nedostatek polyamin v intracelularnim prostoru e naopak vést k zastav
buné¢éného fistu. Napiklad inhibice ODC specifickym inhibitorem DFMO
(difluormethylornithin) zgisobuje inhibici buiného cyklu v G1 faZi. Dale miZe mit
nedostaténé mnozstvi polyaminvliv na nag. MAPK drahu a zvySeni JNK kinazové
aktivity. ZvySena aktivita MAPK/JNK zjsobuje indukci tumor supresorového proteinu
p53, coz mze zvysit transkripci proteinu p21, tedy inhibiciDE a akumulaci

hypofosforylované formy retinoblastoma proteihu

H,N V\OIOEF

I=

Obr. ¢&. 3: Struktura DFMO
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3.3. Polyaminovy transportni systém (PTS)

Exogenni polyaminy neprochézeji do &abuiky volnou difuzi a to z @vodu jejich
pozitivniho naboje za fyziologického pH plazmy &emsticialni tekutiny. Pro transport
polyamini do intracelularniho prostoru je nutnétpmnost polyaminovych transporiier
a polyaminového transportniho systému (PTS)rest®ze bylo za poslednich 8 let
provedeno &kolik studii na permeézach, informace o nich nejsaunolekularni Grovni
zcela znam3?. Pretrvavajici nedostatek znalosti polyaminového partsi u savic ma
negativni dopad na komplexni pochopeni fyziologatkyegul&nich funkci polyamit
na urovni mnohobuigného organismu. &oliv polyaminy charakteru xenobiotik nebo
radioaktivre ¢i fluorescekné znaené polyaminy lze pouzit k identifikaci mist
akumulace endogennich polyarinin buice, stale nebylo odhaleno, jak &b aktualni
molekularni zminy v tkaioveé expresi a aktiwt polyaminovych transportér Otazka
identity membranovych polyaminovych permeaz a jmygenaSéu je tedy stale
predmitem intenzivniho zkoumaniiznych tymi®,

Jedinym genetickymudkazem molekularni identity permeéaz u &at druhi zistava
cytogeneticky zji&ina lokalizace lokusu zodpé&iného za neschopnost aktivity
vychytavani diaminu a polyaminu u CHO-MG kkn CHO-MG buky jsou pro
polyaminovy transport deficitni a jedna se o mutmua formu ovarialnich busk
¢inského kecka. Krome toho existuje dkaz, Ze jsou sa@V polyaminoveé transportéry
kédovany jednim nebo vice geny zodpdwymi za obnovu importu polyamin coz
bylo zjis&no u buk CHO-MG pi transfekei lidské genomové DNA™

3.3.1. Biochemie PTS
Polyaminovy transportni systém je saturabilni aktitransportni systém zavisly na
energii a vykazuje silnou afinitu ke svym subsmat{obvykle se jedn& o rozmezi 10
10° M). Lze se tedy domnivat, Z&fmnost aktivnich f@naseéis ma [ procesu
polyaminového transportu tistini rolf®.

Kdyz prvni studie o PTS tvrdily, Ze jegnos putrescinu¢@sté&ne i spermidinu)
zavisly na N3, analyzy byly ve v3echfjpadech provedeny pomoci izoosmotické
zaneny NaCl za jiné chloridové soli (LICl, cholinchlddi tak, aby se manipulovalo
pouze s kationfy** Pro porovnani byla provedena z#ira NaCl za neelektrolyty jako

f15,46

je sachar6zaci D-mannito Ukazalo se, ze izoosmolarni zim NaCl za
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neelektrolyt vedla ke zvy3eni aktivity vychytavotlyamini, a Ze samotny Natedy
pusobi jako inhibitor transportginnosti.

Transport polyamiin je mimo jiné sil@ zavisly na membranovém potenciélu
(A¥pm)***8 Tato zavislost se vztahuje také ke kationtovyansportéim rodiny
SLC7, kam pat lysin/arginin/ornithinové permeézy (nMapCAT1 = SLC7A)* a k
transportéim organickych katiorifanionti/amfoternich iont fadicich se do rodiny
SLC22 jako je naip OCT1 SLC22A) nebo penasé neuronalnich monoaminOCT3
(SLC22A3°>%

DalSim nezbytnym faktorem pro internalizaci putres a spermidinu jeiffomnost
alespa jednoho z exofaciélnich divalentnich kationMn?*, C&*, Mg®* nebo C6"
(seazeno dle &nnosti, kde MA" je nej&inngjsi)**°>*>® Chelatani experimenty s
EDTA nebo EGTA podpidly skutesnost, ze bd Mn?* nebo Mg* mohou byt vazany na
exofacialnicast nativnich permedz a jsou tedy esenciélni py@punovy transpof?.

PTS je déle zavisly na pH présti, do kterého jsou polyaminy vychytavany. Pro
transport putrescinu je pH optimalni v rozmezi haidn,2-8,2, naopakipnizSim pH
(7,2-6,0) dochazi k silné inhibici jehdipnu. Optimum pH hodnot pro spermidin se
pohybuje v oblasti 6,8-7,%. Tyto rozdily ve vychytavani putrescinu a spermidi
mohou podporovat existenci odliSnych dypermeaz pro jednotlivé polyaminy.
Podminka pH gradientu pro absorpci putresciniZenindikovat pitomnost zbytku
titrovatelnych aminokyselin (népHis). Tyto aminokyseliny s hodnotou pKa blizké
fyziologickému pH mohou byt zapojeny do vazby psitieu na transportér (permeazu)
a mohou mit vliv i na jeho translokati

DalSim dilezitym parametrem pro PTS je osmolalita. Bylo pakno, Ze
hypoosmoticky stres dkolikanasobt urychluje putrescinovy (v menSi fai také
spermidinovy) transport a to jak u bakterialnietk o sawich burgk*®>+>8

Béhem rady studii bylo zji&no, Ze polyaminové permeazy nebo esencialni
komponenty asociovany &nito transportéry obsahuji thiolo¥ékarboxylové skupiny.

O této skuténosti swdéi Uplna inhibice polyaminového fipnu N-
ethylmaleinimidem®**® a 1,3-dicyklohexylkarbodiimidefi Dalsim kléovym
aspektem vazebného mista putativhich permeéaz plyampmy je schopnost vazat
amiloridni derivaty, zejména M™N(N-hexamethylen)amilorid (HMA), jenz inhibuje

putrescinovy transport jiz v mikromolarnich hodrbf4
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3.3.2. PTS a substratova specifita

Béhem studii substratové specifity PTS bylo Zj§t nékolik pozadavk PTS na
substrat. Substraty musi obsahovat 2 aminoskupinklasiné nabitymi centry
odcklenymi od sebectyimi nebo vice methylenovymi skupinami. Pokud ve své
strukti'e obsahuji vice klad@nnabitych center, afinita se zvySuje a pak tatotreen
mohou byt oddlena i propylenovymietzci. Po gidani aromatickéhdi alifatického
postrannihadetézce (acetylaci nebo sulfonylaci) sice dochazi k&zjednoho naboje,
ale ne ke ztrét afinity. Dimerizace dvou potencialnich subsir&lynergicky zvysSuje
afinitu vysledného polyaminového dimeru. Dale bgjdteno, Ze substraty obsahujici
karboxylové nebo zapotmabité skupiny nejsou PTSijimany*®®**! Navzdory vyse
uvedenym informacim o substratové speciRTTS existuji i dofe znamé substraty pro
PTS, které jsou struktwnodliSné od Bznych alifatickych polyamiln Pati zde
nagiklad paraquat a methylgyoxal bis(guanyl)hydr&28% Dilezity vyznam pak maiji
elektrostatické interakce mezi kladnnabitymi centry divalentnich/trivalentnich
substral a negativl nabitymi zbytky permeaz. Zajimavé je, Azemé studie SAR
(v¢etre hexahydropyrimidif) podpdily hypotézu o tom, Ze spermin/spermidiride
vykazovat vysokou afinitu k permeadzam, pokud je rbaw jako cyklicky

konformef”%8

3.3.3. Vesikularni akumulace polyamii

Histochemickymi metodami byla zj@ta gitomnost polyamifi ve vezikularnich
strukturach, jako jsou napsekréni granula mastocgtsi neuroendokrinnich buk®®.
Kromé¢ toho byl zkouman PTS v synaptickych ¢eich, gliovych biikach a
synaptosomech. Bylo zji&to, Zze PTS v gliovych hikdch a synaptosomech je zavisly
na membranovém potencialu, zatimco PTS v synamitky&cich je zavisly na
protonovém gradientu.i@nasei v gliovych buikach byly afinitni jak ke sperminu, tak
ke spermidinu. V synaptickych &&ch a synaptosomech byla afinita transpartér
mnohem vySSi ke sperminu. Polyaminovy transporbsfdkovany synaptosomy byl
inhibovan putrescinem, agmatinem, histidinem aahistem. Transport gliovymi
bunkami byl také inhibovan uvedenymityfmi latkami a navic norepinefrinem
(noradrenalinem). Vifpact synaptickych vé&ku byl PTS inhibovan pouze putrescinem
a histaminem. Tyto vysledky nazngi, Ze genaséi polyamini v gliovych buikach,

neuronech a synaptickych dcich maji odliSné vlastnosti. Dale bylo zi$o, Ze se
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spermin akumuluje v synaptickych dcach. Mimo jiné bylo pozorovano uvalvani
sperminu z hipokampu mystehoZz bylo dosazeno depolarizaci za pouziti vysoké
koncentrace KCP. Aziz et al. (1998) a Culliset al. (1999) Gpli poprvé demonstrovali
piitomnost polyamié v malych na membr&nvazanych intracelularnich vezikulach
nazyvanych také jako polyaminové sekvasifavezikuly (PSVsY’2 K ziskani vice
informaci o tom, jak jsou polyaminy internalizovamyintracelularnim prostoru, byla
piipravenarada fluorescamé znaenych polyaminovych analog. Tato analoga byla
strukturré navrzena tak, aby byla afinitni k PTS. K ziskaitevinformaci o tom, jak
jsou polyaminy internalizovany v intracelularnimogtoru, byla fipravena fada
fluorescekiné znaenych polyaminovych analog. Tato analoga byla stk navrzena
tak, aby byla afinitni k PTS. Mezi velmi vyznamraadirescetni sondy pai N-(4,4-
difluor-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacepr8pionyl),N'-(S-[spermidin-{N4-
ethyl}]-thioacetyl)ethylendiamin(Spd-C2-BODIPY) a -fNpermidin-[N4-(3-
aminopropyl)]}anthranylamid (Spd-MANT). @sondy se akumuluji v PSS

*HaN

NH5*

+

NH' ~_NH;"

Obr. ¢. 4: Struktury rkterych fluorescefmich polyamid uzivanych jako sondy pro
studium polyaminového transpoftu®
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Na téma akumulace polyaniiv PSVs existuje mnoho protigtinych nazak. Byly
také navrZenyit putativni modely pro polyaminovy transportni yst Jeden z model
popisuje, Ze se polyaminy mohou vazat na hepara@isuimist glypicanu-1 a nasledn
byt receptorem zpragidkovanou endocyt6zou transportovany daékiyu DalSi model
popisuje moznostipnosu polyamiin pomoci membranovych transpofttéryuzivajicich
elektronovy transportni systém. Posledni modelmger Ze je internalizace polyaniin
vazanych na putativni receptor zavisla na calveelin Navzdory tomuto pokroku,

otazka polyaminové internalizacéstava nejasta ®

3.3.4. Transport polyamini membranovymi transportéry (MTSs)

MTs jsou proteiny, které reguluji transport endageh molekul a xenobiotik ips
bunéénou membranu. U satrdoyly identifikovany d¥ rodiny €chto proteiri (ABC a
SLC). Existuji uéité dikazy o tom, Ze by se tyto MTs mohly podilet na paljnovém
transportnim systému. Rodina SLC je druhou #&8jv skupinou membranovych
proteini. V dasledku jejich schopnostiipnasSetizné substraty, mimo jiné také&siea,
maji dilezitou roli ve vyvoji I€by raiznych onemoaini. Tyto MTs mohou fenaset své
substraty Bkolika mechanismy a to néglad prostednictvim usnadmé difuze nebo

iontové vynEny, coz v gkterych fripadech vyZzaduje aktivittleni rodiny ABC'".

3.3.4.1. SLC22A1/0CT1, SLC22A2/0CT2 a SLC22A3/OT3/EMT

SLC22Alje gen kodujici polyspecificky ipnase kationti organickych slogenin.
Tento fgenasé je znamy jako OCT1 a je Siroce distribuovan v Kigdh organech a
nadorovych biikach. SLC22Alje exprimovan fedevsim v jatrect. SLC22A2k6duje
protein OCT2, ktery je tkéové specificky, jelikoZz se nachazi hlavm oblasti luminalni
membrany distalnich tubiulledvin. Dale se OCT2 vyskytuje v neuronech lidgkéh
mozku®, SLC22A3kéduijici protein OCT3 je exprimovan v mnoha tkanigedevsim
vSak v ledvinach, kosternich svalech, srdci a picérotein OCT3 je také ozémvan
jako EMT (extraneuronalni monoaminovy transportér)to pro jeho schopnost
vychytavat noradrenalth’®

V roce 1996 bylo publikovano, Ze protein OCT1 ¢hapen penosu katiorit pies
plazmatickou membranu. Tento transport je nezavislyNd a navic neni citlivy na
zmeény pH?®. Bylo také zjistno, ze OCTL1 je schoperigmaSet i spermin a spermidin.

Jak uz bylo zmi&no, transport putrescinu a spermidinu je zavislynmambranovém
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potencialu. Zavislost na membranovém potencidkesEhuje také na transport katiént
umozrény proteiny OCT1 a OCT3 Souletet al v roce 2004 navic navrhli, Ze
vychytavani polyamith miZze probihat elektrogenni difuzi zacadti jednoho z
transporték OCT'*. V disledku toho je zde moZnost, Ze by polyaminovy partsmohl
byt zprostedkovan jednim z OCT protédin

3.3.4.2. SLC47A1/MATE1
SLC47Al1 je gen kodujici protein MATE1l (tzv. multidrug anixin extrusion
transporter-1), ktery ma klbvou roli v sekreci katioiit organickych latek ledvinami a
jatry®®8. MATE1 byl detekovan v &kolika tkanich a organechietr kosternich sval
srdce a jater. Ve&Sim mnozZstvi byl nalezen na apikalni membraroximalnich a
distalnich tubul ledvirf? Bylo zjis&no, e MATE1 umoifuje elektroneutralni export
kationti organickych latek spZeny s fenosem vodikovych katiof. Nedavna studie
nazngila, Ze MATE1 neovliviuje transport putrescinu ani sl@gdich polyamir.
Nicménré tyto polyaminy mohowést&né inhibovat akumulaci agmatinu v lidskych
embryonalnich hikach ledvin (HEK293) transfekovanych geny pro OCDIT2 a
MATE1%. v dalsi studii byl navrzen novy obousmy agmatinovy transportni systém
zahrnujici OCT1 a OCT2 jako influxni tranportériATEL jako exportni penase za
fyziologickych podminek. AvSakiphodnotach pH = 8,00 byla akumulace agmatinu
znan¢é zvySena v MATEL btkach v porovnani s faleSrtransfekovanymi hikami,
COZ S¥d¢i o tom, Ze MATEL miZe pisobit také jako influxni transportér pro agmatin za
podminek alkalického pH. Afinita OCT2 pro agmatiyiebdesetkrat vysSi nez vipad

OCT2

3.3.4.3. SLC3A2

SLC3A2 je gen pro tzky rettzec bumcného antigenu 4F2, jenz je sasti
heteromerickych i@nasea aminokyselifi®. Bylo zjis&no, Ze tento gen se podili na
transportu polyamiin u savich burgk®®. SLC3A2 transportér se stal vyznamnym
terapeutickym cilem pro chemoprevenci nadorovyanuoocréni®>

U CHO burk byl SLC3A2 identifikovan jako sloZka diaminovéhexportéru
(DAX), ktery ma schopnost exportovat putre§€fi V buikach lidského
kolorektalniho karcinomu (HCT116) s aktivovanym &5y byl SLC3A2 identifikovan
jako sloZka argininového transportéru, kteryzm exportovat putrescin a jeho exprese

je negativé regulovana K-ras onkogendm Déale bylo zjis&no, e SLC3A2a
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spermidin/spermiN*-acetyltransferaza t¥bkomplex na plazmatické membearcoz
by mohlo naznéovat zapojenigchto proteiri v exportu acetylovanych polyaniif?.

3.3.4.4. SLC12A8A/CCC9a

Solute carrier family 12 member 8 (SLC12A8), znarake jaké jako cation-chloride
contransporter (CCC9) je protein, ktery jélovéka kddovan generSLC12A8 Existuje
vice variant pro sesh tohoto genu a jedna z nich je oZoeana jako
SLC12A8A/CCCaBylo zjisttno, ZeSLC12A8Ae exprimovan v HEK293 hikach a
plazmaticka membran&adhto bukk miaze @ijimat polyaminy a aminokyseliny jako
substraty a usnadnit jejich transport. Daigleal (2009) také dosfi k zawru, Ze
polyaminovy influx byl zvySenipindukované expressLC12A8As HEK293 buikach,
a Ze tento transport nebyl citlivy n&tomnost N&, K* nebo Clionty™.

3.3.4.5. SLC22A16/OCT6/CT2/Flipt2
Solute carrier family 22 member 16 (SLC22A16) jenapvan také jako OCT6,
carnithin transporter (CT2) nebo Fly-like putativansporter 2 (Flipt2J°. V roce 2005
studie nazndly jeho primarni roli pi importu protinddorového &&va doxorubicinu a
pozcEji byla zjiSttna jeho aktivita takéiptransportu polyamiin v nékolika burgéenych
liniich®°Y OCT6 m& omezenou distribuci v lidské tkani, niomébyla pozorovana
jeho siln& exprese ve varlatd8thBleomycin-A5 (BLM-A5) je polyaminovy analog,
ktery obsahuje spermidinovy konec a byl studov&o gubstrat pro OCT6 transportér.
Lidské testikularni biky (NT2/D1), které exprimuji SLC22A16, byly extrégaitlivé
na BLM-A5. Naopak buky lidského karcinomu tlustéhoteva (HCT116) a hiky
rakoviny prsu (MCF-7) byly vysoce rezistentriicvtomuto analogu, protoZze exprese
genu pro SLC22A16 byla kduslaba, nebo Zzadna. OCT6 tedyize byt mediatorem ve
vychytavani polyamiha BLM-A5".

3.3.46. ABCB1/MDR1
PrenaSée rodiny ABC maji pimy vliv na farmakologické vlastnostiétdiny I&iv,
protoze ovliwuji jejich toxicitu, vedlejSi &nky, exkreci, metabolismus a
biodostupnost®® Tyto prenasée jsou zavislé na hydrolyze ATP a jsou exprimovény

mnoha tkanich jako jsou jatra, tenkéesb a mozek a navic jejich expreseiznych
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nadorovych bitkdch miZze vést k protinadorové reziste${él’. Existuje mnohasleni
této skupiny, nicmérinpro polyaminovy transport je zajimadien MDR1, u kterého
byl zjisSttn urity vztah k polyaminovému exportu. Vi¥ippmnosti tech nezavislych
MDR1 inhibitori byla totiz cytotoxicita spermidinového konjugatyssi a vyssi byla
také jeho koncentrace uvhitestovanych bufk v porovnani s hikami kontrolnimi.
Tento transportér je kédovan gen&BCBI’. Je zde tedy ndjk, Ze tento transportér

muze byt dilezitym @i procesu PTS, nicménmalSi studie na toto téma jsou nezbytna.

3.4. Vybrané konjugaty polyamini s chemoterapeutiky

V porovnani se zdravymi kilkami jsou v nadorovych likdch exogenni polyaminy
akumulovany v mnohem vyssimsttku’.

Koncentraci polyamii v intracelularnim prostoru By je mozno snizit uzitim
ginidel inhibujicich enzymy, které jsou zapojeny Himsyntézy polyamiir®. Bylo
piipaveno rkkolik analog s inhikinim &inkem, nicménd& bunky upravené o snizenou
syntézu polyamii zvySily prijem exogennich polyaminprostednictvim PTS. Vysoka
aktivita PTS nadorovych bgk je pravé&podobre spojena s neschopnosti enziym
zapojenych do biosyntézy poskytovat dostagée mnoZzstvi polyamin k rychlému
bunéénému dleni. Proto nadorové kky vychytdvaji polyaminy z potravy nebo z
mikrobialni fléry gastrointestinélniho traktu. Jsibwexogenni polyaminy eliminovany
dietou spolu s dekontaminaci gastrointestinalnfa&ta, Ize docilit snizeni metastaz.
Toho bylo dosaZenaipstudiich rakoviny prostaty gloveka®™.

Jak jiz bylo zmigno v Uvodu této prace, PTS lze vyuZit pro cilergnsport
cytotoxickych |€iv do molekularniho cile. Ve snaze zvySit selektivil&iv k
nadorovym btikdm a snizit nezadouctiaky bylo pripraveno gkolik polyaminovych
analog s fislusnym cytotoxickym k&vem. \&tSina takovych latek byla navrzena jako
DNA-interkalujici ¢inidla vyuZivajici afinitu polyaminovych katiointk DNA'® a o
nékterych z nich bude pojednano v této kapitole.

Jednou z prvnich takto navrzenych latek se stabrambucil-spermidinovy
konjugat. Chlorambucil je alkyléni cinidlo Siroce pouzivané pro deéu ovarialniho
karcinomu a chronické lymfatické leukémie. Chloraiibspermidinovy konjugat byl
poprvé pipraven v roce 1998%. Po dvou letech byly provederiy vitro studie na

schopnost interkalace, vychytavani a cytotoxicitin avivo studie na protinadorové
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acinky. In vitro studie byly provedeny na b&mé linii plazmocytomu (ADJ/PC6).
Ukazalo se, ze tento konjugéat je 10 00Okr&nmejSi v tvorke DNA-crosslinki nez
samotny chlorambucil. To bylo pozorovano na izotevaDNA zbavené histdin
Inhibice vychytavani radiozieného nespecificky vazanéhd“G]-spermidinu do
ADJ/PC6 busrk vykazovala nizké hodnoty Ki (Qu81), coZ indikovalo vysokou afinitu
pro polyaminovy vychytavaci systémm. vitro cytotoxicitaN*-spermidin-chlorambucilu

a chlorambucilu byla hodnocena nankéch ADJ/PC6 stanovenim jejich schopnosti
inhibovat inkorporaci3H]thymidinu do DNA. Vysledné hodnoty cytotoxicityfvrdily,

N s

DFMO se cytotoxicita projevila jeSR225krat vyrazji pti vystaveni budk po dobu 1

hodiny. Dale byly biiky vystaveny latkdm po dobu 72 hodin (viz tabuikg'®>

ICsouM v Case

Kontrola DFMO
Latka 1h 72 h 1h 72 h
Chlorambucil 89+1,19 | 0,22+0,02 22,5 0,31+0,03
Chlorambucil-spermidin 0,25+0,04 | 0,03 + 0,003 0,10 + 0,016 0,013

Tabulka¢. 1: Hodnoty IGo pro chlorambucil a jeho spermidinovy konjugatase 1h a
78h

Testovanin vivo bylo provedeno u mySich samic (BALB/c), do kterymly buiky
ADJ/PC6 subkutarin implantovany. In vivo protinadorova aktivita se v fipact
konjugatu zvysila pouzeétyinasob®. Hodnota Elgy (koncentrace latky redukujici
velikost nadoru o 90%) pro konjugat byla 2,83 pkwla pro chlorambucil samotny
10,95 pmol/kg. Déle hodnota pbyla vyrazg nizSi u konjugatu nez u chlorambucilu
a to pravdpodobré z divodu akutni neurotoxicity nervového systému a teaidil v
terapeutickém indexu nebyl znatelny. MenSi zvy3eprotinAdorové aktivét in vivo
neodrazi 35nasobné zvysSeni toxicity pozorovameitro ani 10 000nasobné zvySeni
reaktivity s DNA®% Progresivni ztrata aktivity fife mitfadu vysetleni. Konjugat
mohl byt hydrolyzovan je&t pied dosazenim jadra nebo mohl reagovat s jinymi
komponentami nez je DNA, déle vazba jaderné DNA lmdbyt slabSi nez vazba
izolované DNA, pipadré mohlo byt konjugatu jinym Zjsobem znemoZmo

dosahnout jaderné DNA. Cullist al. (1995) zjistili, Ze ve vodném tlumivém roztoku
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chlorambucil a spermidin-chlorambucil hydrolyzufibfizng za 20 minut. Vysledky

z pritokové cytometrie na floresc&mm N* spermidin-MANT konjugétu ukézaly
nizkou rychlost vychytavani (24 hodin). Proto pokugchytavani N*-spermidin-
chlorambucilu trva 24 hodin, byl by hydrolyzovative nez by docilil jadra. Rychlost
vychytavaniN*-spermin-NO derivatu pozorovana pomoci elektronpaéamagnetické
rezonance byla rychla (cca 30 mirtfit) Z toho divodu bylo navrZzeno, Ze sperminové
konjugaty mohou s&sSi Sanci interagovat s DNAgal hydrolyzou. Déle byly v roce
1998 studovany dalsi modifikace polyamin-chloranilového konjugatu za delem

snizeni systémové neurotoxicity

H "
+H3N/\/\r{1+/\/\/NH3
o HNJ)
( OH r Yo
v \"

Obr. ¢. 5: Struktury chlorambucilu a jeho spermidinového kgajiui

Derivaty akridinu jsou znamy jako DNA interkalatol}f. U nskolika derivat byla
prokazana schopnost inhibovat aktivitu topoizom&fd2® Bylo publikovano wkolik
informaci o polyaminovéntetzci kovalent® vazaném na akridinu. Ukazalo se, ze
piitomnost polyaminu neovliwje schopnost interkalace akridinu, Ze dochazi ke
zvySeni afinity k DNA, a také Ze schopnost akridinbibovat tomoizomerazutigtava
zachovan®®*°

Dale bylo dokazano, Ze je spermin ze vSefitbopenych polyamia vychytavan v
buré¢cnych nadorovych liniich prostaty s vysSi afinitoae blokuje proliferaci
nadorovych prostatickych bgk in vitro a navic zabrauje vyvoji nadoru prostatyn
viva''12 Viastnosti akridinu a sperminu motivovaly Maurieg al. (2009} k
piipraw a studiu biologické aktivity Sesti spermin-akriovtych konjugai. Navic jedna
z piipravenych latek byla sloZena z€ dasti a to akridinu a jeho derivatsperminu a
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navic androsteronu. @kavalo se, Ze by planarni akridinodést interagovala s DNA
pary bazi, icemz polyamin by se vazal jak na zagomabité fosfatové skupiny DNA,
tak na DNA baze a pokud by se androsteron vazahdeogenni receptory, mohla by se
celd molekula dostat do poZzadovaného cile. Prawstudytotoxicity byly zvoleny dva
typy buré¢nych linii a to androgen-senzitivni (LNCaP) a amgno-insenzitivni (PC3)
linie. VSechny derivaty krognjednoho vykazovaly v oboutipadech bu&nych linii
velmi podobné hodnoty cytotoxicity a ukazalo se, jgeu &innymi inhibitory
buré¢cného @leni burgk karcinomu prostatyin vitro. Konjugat obsahujici ve své
struktue androsteron byldinny v piipac€ LNCaP linie (IGo= 0,6 uM), naopak u PC3

byla (&innost snizena o polovint?.

HO"

VI
Obr.¢. 6: Struktura akridinového konjugétu se sperminem a@stdronem

1,4-Naftochinony se vyskytuji v pirodé a existuje mnoho Kklinicky vyznamnych
protinadorovych latek obsahujicich ve své strigktthinonovouwast. Jednou z takovych
latek je lapachol (2-hydroxy-3-prenyl-1,4-naftoabir), ktery je dinny proti karcinomu
Walker-256 a Yoshida sarkorii

U syntetickych derivétlapacholu jako je RO-glykosid-tetraacet&f a furano-1,4-

' byla prokézana protinadorova aktivita na &unych liniich leukémie a

naftochino
solidniho tumoru. Bylo zjigho, Ze derivaty chinonu mohouigobit jako inhibitory
topoizomeraz skrze interkalaci do DNA. Jejich t@tgianiZze byt vys¥étlena pomoci
ROS (reactive oxygen speci€€) V roce 2008 byla publikovanaiiprava fady
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naftochinonovych derivat vazanych s polyaminem, konkrétrs N'-bocN°-Bn-
spermidinenr® Nasledd byly tyto derivaty odchrdmy k vyhodnoceni &inku
protektivni boc skupiny na aktivitu latek. K vyhameni cytotoxické aktivity byla
provedena MTT esej. VSechnyigravené latky byly aktivni proti lidskym nadorovym
buréénym liniim promyelocytarni leukémie (HL-60), pliti n&doru (GLC4),
Burkittova lymfomu (Daudi) a mySim b&gnym liniim nadoru prsu (Ehrlich karcinom).
Nicmére pouze odchra&mé derivaty vykazovaly aktivitu u lidské bimé linie
melanomu (MV-3). Také byla hodnocena schopnosk latdukovat apoptézu v linii
HL-60 a u jednoho z deriviatprodukce ROS. Bylo zji&ho, Ze spermidin-1,4-
naftochinonové konjugaty vykazovaly zvySeni aktivite srovnani s frodnimi
produkty a indukovaly apoptézu u nadorovych damych linii pravépodobr

mechanismem zahrnujicim produkci R&S

0
R
O
7LO)J\N/\/\N/\/\N ‘O
H H §
Vil R=H (Vlla); CH=CHC(CH)2 (VIIb );
CH=C(Cé#k(Vlic)

Obr.¢. 7: Struktura konjugatu naftochinonu gigluSnym polyaminovyretzcem

Camptothecin a jeho analoga jsou silnymi inhibitory topoizonmsra (topl)**°. Dv&
analoga (topotecan a irinotecan) jsou vyznamnymidky uzivanymi protinadorovymi
latkami. Mnoho dalSich analog je v pokitém stadiu Klinickych studif®
Camptotheciny se vaZzou na komplex topl-DNA (topl®MNleavage complex; topl-
DNAcc) a tvdi tak ternarni komplék’. ProtoZe se camptotheciny vaZou lépe k topl-
DNAcc nez k samotné DNA fplanim polyaminu afinitniho k DNA by mohlo dojit ke
zvySeni stability ternarniho komplexi k modifikaci vzoru &fpeni. Dallavaleet al.
(2006)?* demonstrovali fipravu a vysledky biologického testovarskalika derivat
camptothecinu s polyaminem vazanym v pozici 7 cathgtinu skrze amino, imin®
oxyiminomethylovou skupinu. VSechny tyto latky bybktivni proti bug¢né linii

lidského plicniho karcinomu (H460). Iminomethyldéxiy, u kterych byly

27



aminoskupiny polyaminovéheéettzce chradny skupinami boc, byly vysocecitiné
(ICso ~ 10°M). Stpeni DNA in vitro a pretrvavani ternarniho komplexu byly
pozorovany u konjugatobsahujicich polyaminovy zbytek s volnymi amingskami.
Nedostatek konkrétni korelace mezi stabilizaci Kewy a inhibici #@istu odrazi vice
faktoni - nag. farmakokinetické chovani souvisejici s lipofilitkonjugatu nebo Zsob
propojeni polyaminovéhietszce?

ZT

H
\/\/N\/\/\H/\/\NH2

Vi

Obr. ¢ 8: Konjugat camptothecinu obsahujici polyaminoigtczec s volnymi

aminoskupinami

Naftalimid-polyaminové konjugaty jsou novou sérii konjugat které byly
piipraveny a naslednbiologicky testovany pro jejichn vitro antiproliferativni aktivitu
na lidskych buaenych liniich leukémie (Jurkat), cervikalniho adeaaknomu (HelLa),
prsniho adenokarcinomu (MCF-7) a plicniho adenokamu (A549). Z Sesti derivat
novy 11 a A3 derivaty vykazovaly nejvySSi antipfetativni aktivitu s hodnotami Kgv
rozmezi 5,67-11,02umol/l. Analyza bugéného cyklu budk leukémie (Jurkat)
vystavenych derivatu 11 v koncentraci gtol/l po dobu 24 hodin vykazovala mirné
zvySeni v S a G2/M frakci #igobené akumulaci bék Po 48 hodinach inkubace doslo
také ke zvySeni v sub-GO/G1. Jurkatiky vystaveny derivatu A3 v koncentraci 30
umol/l po dobu 24 hodin vykazovaly zvySeni v GO/@dKEi a po 48 hodinach zvyseni
ve frakci G2/M nasledovanou zvySenim v sub-GO/GT pdodinach inkubace. Kram
toho byla slotenina A3 studovana pragsun interkaléniho ¢inidla ethidium bromidu
z DNA teleciho brzliku pouzitim fluoresasnri spektroskopie. Zdanliva vazebna
konstanta byla stanovena na 3,1%0M) ktera indikuje neinterkatmi zpisob vazby
DNA. Na druhou stranu nebyl zj&t inhibi¢ni efekt studovanych sléanin na aktivitu
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topl a topll. Lokalizaceéchto slodenin v buitkach diky jejich pirozené fluorescenci
byla zkouméana fluorescémi mikroskopii. Vysledky nazidy, Ze konjugéty
naftalimidu s polyaminem rapidnpronikaji do nadorovych bgk. Je nutné provést
dalSi studie k prozkoumanigsného mechanismuiaku a zjistit vztah mezi strukturou,
charakterem a pozici substitugnnaftalimid-polyaminovych konjugét a jejich
biologickou aktivitd?®®

NS WH S

(@) N (@) N~ @) N O N~
"M A3

Obr.¢. 9: Struktury naftalimid-polyaminovych konjugéat

Aktivace minoxidilu s N,N'-karbonyldiimidazolem, fippdnimi polyaminy,
dostupnymi komeinimi alifatickymi a aromatickymi aminy poskytla sénovych
konjugafi'?, které byly hodnoceny pro svou schopnost indukaliferenciaci HL-60
burgk akutni myeloidni leukémie pouzitim modifikovanéN@BTZ redukniho testu.
Prestoze MNX, 4-4'-methylenedianilin (MDA) ani 2,vacdhinofluoren (DAF) ( & uz
samotné nebo v kombinaci) n&lym zadny @inek, MNX-sperminovy konjugat a
konjugaty MNX s MDA a DAF vykazovaly efekt diferagagni indukce v koncentraci

10 uM aniz by byly toxickeé pro proliferativni mononuléeni buky periferni krve.

N~ 0

el N NH, | x3TFA
y H H H

©

Obr.¢. 10: MNX-sperminovy konjugéat
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DalSi skupinu biologicky aktivnich konjugatvori anthracenové derivaty Bylo
zjisteno, Ze triamin (homospermidin) je lIépe rozpozngpdélyaminovym transportnim
systémem, nez je tomu dimdnich polyamifi. Ze série fipravenych anthracenovych
konjugat je velmi vyznamny derivat Ant-4,4 (anthracenylmgtmomospermidin), jenz
vykazuje vynikajici PTS selektivitu a cytotoxiciuci nékolika nadorovym bugnym
linifm**#1%% Byly pozorovany synergické antiproliferativnigitky Ant-4,4 v
kombinaci s DFMO jak na nadorovych liniich mySiamék L1210, tak lidskych HL-
602" Nowjsi studie byla zagfena na zji&ni cytotoxicity Ant-4,4 a posouzeni
dlouhodobych &inki této latky na biikkach HL-60 uéenim schopnosti obnovyadhto
nadorovych butk po samotné s'?® Derivat Ant-4,4 byl v bilkdch HL-60
pozorovan jako efektivni inhibitoristu. Sodasré se snizovanim ptu Zivych burk
byl snizen také obsah proté&ia polyamir uvnitt burék. Nicménré navzdory vysoké
efektivit¢ tohoto derivatu byla a postupemiasu reverzibilni, tedy HL-60 byly
schopny obnovy. Obnova se projevila zvySeninétyobureék, obsahu protein i
polyamini a rovréz se snizily Ginky na burcny cyklus a apoptdézu. Tyto Udaje
nazn#uji, Z2e i pes efektivni zpsob transportu anthracenu do Bkin tento

polyaminovy konjugéat nevykazuje naitikiéich HL-60 dloudoby &inek*?®

Obr. ¢. 11: Struktura anthracen-homospermidinového konjugatu

F14512

Dnes nejvyznamijSi cytotoxickou latkou s polyaminovyiettzcem vyuzivajici PTS
pro zvySenou selektivitu je latka F14512. Jednéo deonjugat epipodophyllotoxinu
(etoposidu) a sperminu schopny specificky cilitarédé buiky s aktivnim PTS a vazat
se s vy33i afinitou k DNA neZ samotny etopd¥idZvysena afinita k DNA je faktorem
zesilujicim inhibéni inek chemoterapeutikaiwi topoizomeraze Il. Lévo ve formg
konjugatu se vyzriaje lepsi biodostupnosti i vzhledem k jeho zvySerpustnosti ve

vodé. Bylo provedeno ¢&kolik in vitro a in vivo studii, které prokazaly vysSi
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protinddorové &nky F14512 v porovnani s etoposid8it?®1%  vysledky
preklinickych studii vedly k podge postupu F14512 do klinického testovani. Faze |
klinického testovani byla zahajena u padiest akutni myeloidni leukémii. Slibna
antileukemicka aktivita byla pozorovanatznych davkovacich Grovnit a F14512

je v sotasné dob ve fazi I/1l klinického testovani v kombinaci stayabinem.

Barretet al. (2008) demonstrovali, ze F14512 je 73krat viceotopticky u CHO
burek v porovnani s CHO-MG (s kikkami s redukovanou PTS aktivitou). Dale
studovali antiproliferativni &inky F14512 na 29 lidskych nadorovych kamych liniich
jako jsou buncné linie leukémie, nadoru prsu, nadoru plic, metohca sarkon.
Median hodnot E& v piipadt F14512 byl stanoven na 0,18uM, figadt etoposidu na
1,4uM. Sodasre byl testovan efekt exogennich polyashima antiproliferativni &inek
F14512 nebo etoposidu u mySich leukémickychékufl1210), jenZz byl stanoven
pomoci MTT eseje po 48 hodinové inkubaci &ém samotnym nebo vifpomnosti
putrescinu, spermidinu a sperminu. Bylo zji&t, Ze citlivost L1210 byla vySSi na
samotny konjugat F14512 be#tpmnosti exogennich polyaniinV pripac etoposidu
nebyl takovy rozdil v citlivosti vypozorovan. Dalge ukazalo, Ze konjugace se
sperminem vedla k vyraznému zlepSeni interakce mgatoxickym I€ivem a DNA a
tim k zesileni inhibice topoizomerazy Il. Wivo protinddorova aktivita byla také
testovana a to na xenograftu lidského prsniho na®xX-1 s cast€énou a kompletni
nadorovou regresy.

DalSi preklinicka studie byla zaitena na definovani F14512 protinadorové aktivity
a na zjis¢ni, zda fluoroforem zr@né polyaminové proéby mohou byt pouzivany k
identifikaci nadoit s aktivnim PT&® Osmnact nadorovych modebylo pouZito k
posouzeni protinadorové aktivity F145#? vivo. Vychytavani fluoresc&mich prob
bylo méteno pomoci pitokové cytometrie v hikdch odebranych z xenograft
Akumulace fluorescami proby u C57BL/6 mySi s B16 melanoniy vivo byla
hodnocena pomoci inftarveného fluorescéniho zobrazovani. Tato preklinicka studie
potvrdila protinddorové dinky F14512. U 67% testovanych nadorovych modstla
vyvolana signifikantni odpad’ na I&ivo. Z toho u 33% modél (MX-1, LXFL569,
SXF 1301 a P388) byla pozorovana vysoka wfiozktivity (viz tabulkaé. 2). Mira
fluorescence emitované fluores¢eimi probami v bitkdch odebranych z nador
citivych na F14512 byla vysSi nez v itkéich odebranych z nadorse snizenou

citlivosti k tomuto chemoterapeutiku. Na zakiadhoto zjis&éni bylo navrzeno, Ze tyto
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préby by mohly byt uzivany k identifikaci nados aktivnim PTS a tim vyuzity pro
selekci pacierit, kteff by mohli byt I&eni latkou F1451%2

Model Histologicky typ Har.monograr.n (fﬁny PR Qetimtnt Fié.vka Protinadorova aktivita haximalni
implantaci nadaory [mgfkgfing] . : i mediarrmding
OE;(I:T;]“I [’;:] [E;] Aktivita  t&lesné vahy [%]

hX-1 Karcinom prsu 7,9,11,14,16,18 1,25 0 0 a0 Yysoka 0,9
SXF 1301 Sarkaorm 19,21,24,26,28,31 1.9 ] 13,5 75 Wysoka -9,3
LXFL529 Karcinom plic 11,13,15,18,20,22,32, 34,36 1,9 2,4 30 50 wysokd 1,6
pI8s Leukémie 1,7,3,4 2,5 200 wysokd 22,49
HCT-116 Karcinom tl, stfeva 7,8,9,10,14,15,16,17 1,25 L 1] 1] Mizka -0,9
PACL20 Adenokarcinom prostaty 52,54,56,59,61,63,73,75,77 0,32 23 ] 10 Mizka -10,5
MNAMALWA Burkittdy lymfom 3,5,7,10,12,14 0,32 147 Mizka -20,9
SXF 463 Sarkom 28,30,32,35,37,39 1,25 34 1] 1] Mizka -8,9
SHF117 Sarkam 15,15,17,20,22,24 1325 35 i i Mizka 3,1
LoVo Adenokarcinom tl. stfeva 14,16,18,21,23,25 1,9 A1 1] 1] Mizka -14,0
Bl6 helanom 3,5,7,10 1,25 26 1] 1] Mizka 0,2
WM266-4 helanom 11,13,15,18,20,22 1,25 42 1] 1] Mizka 0,0
DLD-1 Adenckarcinom tl, stieva 7,8,9,10,14,15,16,17 1,25 43 0 ] 1] -0,9
AS40 Karcinom plic 18,20,22,25,27,29 1,25 54 1] 1] 1} 1,1
CMIEL-5 rAelanom 26,78,30,33,35,37 1,9 63 i il 0,5
MCF-7 Adenokarcinom prsu £,8,10,13,15,17 1,25 70 1] 1] 1} -0,7
DU145 Karcinom prostaty 27,29,31,34,36,38 1,25 46 1] 1] 0 0,0
LS174T Adenckarcinom tl stieva 14,16,18,21,23,25 1,25 55 0 1] a -2,5

Tabulka¢. 2: Vysledky preklinickych studii latky F14512 na 18&lelech in vivo

Optimalni davka je davka indukujici maximalni pméatiorovou dinnost (maximalni

inhibici ristu nebo prodlouzeni délky Zivota) bez vaznychkgeh vedlejSichdink::.

TC = (median objemu nadoru dené skupiny / median objemu nadoru kontrolni

skupiny) x 100 pro modely solidnich naéopro které je kritériem aktivity inhibice

ristu nadoru

TC = (medidn peziti l&ené skupiny / median/gxiti kontrolni skupiny) x 100 pro

intravendz@ implantované modely nadbr(to jsou modely P388 a NAMALWA), pro

které je kritériem aktivity naist p-eziti

KR = Kompletni regrese nadoru (vitehu studie niZze nador vykazovat nejprve

caste’nou regresi a pozji kompletni regresi, tedy v takovémigad® je castena i

kompletni regrese zaznamenana pro jeden a ten sadgl)

CR = Caste’na regrese nadoru

Aktivita = hodnoceni pro Urove protinddorové aktivity je definovano dle kritérii

NC|137'138.
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Vysoka urove aktivity (Vysokd): pro modely solidnich nadorT/C < 10%

pro intravendznmplantované tumory: T/€ 175%

Nizka arove aktivity (Nizka): pro modely solidnich nador 10% < T/C<42%
pro intravenézhimplantované
tumory: 120% < TIE175%
Neaktivni (0): pro modely solidnich nador TIC > 42%
pro intravenozhimplantované tumory: T/C < 120%
Maximalni median zeémy tlesné vahy je maximalni ztrata hmotnosta tvyjadené
jako procento pvodni hmotnosti. Dle kritérii NCI je davka povazoa&a toxickou 5

Ubytku glesné hmotnosti > 20% péatecni telesné hmotnosti.

Dale hem biologického testovani naikéch nemalobuitného karcinomu plic
(A549) bylo zjiStno, Zze F14512 jeritetinasobs vice toxicky nez etoposid a vyvolava
rizné mechanismy bgtné smrtt*®. U burtk A549 bylo navic pozorovano, 7e F14512
je narozdil od etoposiduc¢innym induktorem senescence. V Bamé linii leukémie
(P388) vykazoval etoposid i F14512 podobnou cytisthxvyznaujici se senescentnim
fenotypem a naslednou apoptéZ8u

VySSi cytotoxicky efekt F14512 v porovnani s etmidem byl pozorovan na béné
linii dlazdicového karcinomu hlavy a krku a navig kento konjugét schopenigobit
synergicky s ionizujicim z&nim a cisplatinai™.

Vzhledem k mnoha podobnostem lymfiora ¢lovéka a ps vznikla snaha zjistit
toleranci, @innost, farmakokinetické a farmakodynamické vlastnd-14512 ve vztahu
k tomuto onemoaini a navic zjistit potencialni biomarkery, které byohly byt
vyuZivany pi testovani na lidedf’ Ukazalo se, Ze psi mohou byt nejrelevaj$im
zvirecim modelem pro studium lymfdmprotoZe pirozere se vyskytujici lymfomy u
psi jsou vzhledem Kk jejichistu v neporuseném imunitnim systému, interindiviuial
intratumorové heterogesiit vyvoji recidivujicich chorob a metastaz mnohem
podobrjsi lidskym neZ je to vifjpads mysich xenografit*!. Etoposid byl studovan u
psi pro farmakokinetiku a toxikologickécély*****3 nicméng v piipact psi je k
dispozici malo dat o jeho protinadorové aktitit'*> Retrospektivni studie u 13ips
relapsujicim lymfomem tenych etoposidem ukazala nizky terapeutickimek

etoposidd™®. Po podani etoposidu byla pozorovana hematolodikidita a také akutni
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swvedeni kaze'**1*¢ Protoze tinky etoposidu na lymfom u psnebyly [li$ pozitivni,
vzrostl zajem o testovani F14512. Dvadepsi s @irozere vyskytujicimi se lymfomy
(ve stadiu llI-1V) byli z&azeni do faze | testovani, které probihaloreeh cyklech, kdy
byl F14512 podavan intravendzrs postupd se zvysujicimi davkart® Odhery
krevnich vzork a biopsie nadorovych tkani byly provedeny k ziskaaterialu pro
studie biomarkeru a PK/PDg&Pdavkovacich arovni bylo pouzito ka@ni dopordené
davky. F14512 byl testovanymi subjekty delolerovan s @&ekavanou hematologickou
toxicitou v zavislosti na davce. F14512 induko¢akné sniZzeni nadorovych kkn
lymfatickych uzlin s vysokou mirou odezvy 91% (22% testovanych subjekts 10
kompletnimi odpovdmi a 11 ¢asténymi. Dale u 1 subjektu nebyla vypozorovana
zména ve velikosti nadoru a u 1 doSlo k progresivnimibéhu. Inhibice
topoizomerazy Il vede k tvogbStpitelnych komplex a DSB (double-strand break)
DNA, které jsou charakterizovany fosforylaci H2A4 B8er-139. Fosforylovany H2AX
(P-H2AX) je tedy reportérem poSkozené DNA¢Hehim fosforylace tohoto histonu na
Ser-139 na buiEné linii Namalwa (Burkitiv lymfom) byl sledovan vliv F14512 na
poSkozeni DNA. ZvySeni P-H2AX préblo jiz po 4 hodinach inkubace F14512 a
procento obarvenych bék se stabilizovalo po 16 hodinach. FosforylacedmstH2AX
byla studovana také jako potenciéinivivo PD biomarker konjugatu F14512 utps
ukonteni infuze F14512 (0,05 mg/kg) a jeji inkrementgm®bihala ve ctyiech
hodinach?.

Pro PK studii byli psi Zazeni do 5 skupin s davkami 0,050; 0,060; 0,0707%,
0,085 mg/kg. Hodnoty AUC pro F14512 a jeho metabbll6490 se zvysily s
mnoZzstvim davky. Tabulk& 3 a grafy¢. 3 a¢. 4 znazotiuji vztah koncentrace F14512
a F16490 v plaznnacase v prvnim dnuippodani doporéené davky 0,075 mg/kg.
Koncentrace F14512 v plazZnse u ¥tSiny psi pohybovaly v rozmezi odhadovanych
hodnot 1Gy v Namalwa modelu (46 nmol/l = 29 ng/ml) vilgizné 2 az 3 hodinach.
Pouze v jedinémijpact s nizkou koncetraci ¢&va v plazné nedoslo k odpasdi na
lé¢bu. Jinde bylo AUC aktivniho metabolitu F16490 &yaF14512 piméiené a v
praméru F16490 AUC zastupovalo 23% F14512 AYC
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Davkovani
(mg/kg)

0,07 | 0,075

3 8

14512 AUC
(h*ng/ml)
62,5 36,2
115 142
261 224
F16490 AUC
(h*ng/ml)

Min 21,4 13,9
Median 25,2 36,2

Max 38,5 427

Tabulka.¢. 3: Koncentrace léva v plazng (AUC) [h*ng/ml] v z&vislosti na davkovani

[mg/kg] u jednotlivych skupin testovanych suhjekt

Graf zavislosti koncentrace
F14512 v plazmé na case
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Koncentrace F14512 v plazmé [ng/ml]
—
(=]

| IllHlIl

0,1 :

Cas [h]
Graf ¢. 1: Koncentrace F14512 v plaznv zavislosti nacase u vSech testovanych

subjektz (psi) vystavenych dopotenému davkovani 0,075 mg/kg po prvni infazi
(cyklus 1, den 1). Inflze F14512aka vcase t=0 a trvala 3,25 - 3,63 hodin
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Graf zavislosti koncentrace
F16490 v plazmé na {ase
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Graf¢. 2: Koncentrace F16490 v plazm zavislosti naase u vSech testovanych
subjeki; (psi) vystavenych dopotgnému davkovani 0,075 mg/kg po prvni infazi
(cyklus 1, den 1)

Pro studii farmakodynamiky byly lymfatické nadoéobuiky a krevni biky
monitorovany v p&ateini fazi klinického testovani ke zj&ti, zda nize byt I€ba
F14512 spojovana s jakymkoliv biologickym efekteRo injekknim podani F14512
byla v nasledujicich hodinach provedena sériecdlzorka z nadoru lymfatickych
uzlin. Na zaklad téchto odkéra se hledaly PD markery F14512. Diky zjistcelkového
poctu burgk v sérii odira byl vyhodnocen a normalizovan objem édb Bylo
pozorovano rapidni snizeni ¢to burek (Graf ¢.3) jiz po dvou hodinach od podani
F14512. K dramatickému snizenic¢po burgk doSlo na konci prvniho cyklu dBy
F14512. Tak silny &inek na nadorové liky znemoznil analyzu indukce P-H2AX u
vS8ech pacierit F14512 zfisobil velky Ubytek Zivych bufk a doSlo ke vzniku velkého
mnozstvi nekrotickych bwk a jejich ¢asti. To zaficinilo nespolehlivost
vyhodnocovani P-H2AX fitokovou cytometrii. Tento znatelny pokles celkov@lattu
burgk lymfatickych uzlin byl pozorovan ip kazdém davkovani a byl jasnym PD

markerem Ginnosti F1451%°
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Graf poklesu poétu bunék za tas
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Graf¢. 3: Graf znazoiiuje celkovy péet nadorovych butk lymfatickych uzlin-
zavislosti natasev 1 ml vzorku vSech fpse vSech davkovacich drovr. Vzorky byly
odebirany po dobu prvniho cyklu aplikacéiva F14512. Inflze zala vcase t=0 a
trvala 3 hodiny den#i(1. den -3 h, 2. den 24-27 h, 3. den 48451

Patet krevnich buék muze byt jak markeremdinnosti, tak toxicity. Dle &ekavani
doSlo ke sniZeni gtu bilych krvinek (neutrofil, lymfocythi a monocyi) po kazdén
cyklu terapie. Vztah mezi davkou &iskem byl pozorovan na davce F14512 &tp
neutrofili (Graf ¢. 4). Tento pokles byl reverzibilni a zakladni urévee vratily dc
dalSiho cyklu.Vyhodnoceni poklesu bilych krvineketre doby poklesu korelovalo
davkou F14512 a umozZnilodani hodnot toxicity limitujici davku (DLT, do-limiting

toxicity)™*°.
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Graf medidanu poétu neutrofili dle davky
v zavislosti na Case
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Graf¢. 4: Graf znazot#iuje vztah davkadinek mezi arovni davkovani latky F14512
[mg/kg] a patem neutrofik [median p@tu neutrofil: v case]. L&ivo F14512 bylo
podavano v prvnich#¢ch dnech.

Béhem dalSi studie F14512 byly provedeny rozsahléulsioe a molekularni
modelovani topll/DNA komplexu {psrEji topll/DNA cleavage complexu;
topll/DNAcc) vazaného na etoposid (systém ETOCEL4512 (systém F14cE). Byly
tak identifikovany vlastnosti zavislé n&chto systémech a Kbvé interakce mezi
topll/DNA receptorem a F14512 nebo etoposidem. Ufkje v gipadt obou latek
stabilni diky vodikovym vazbdm s Asp479 zachovanym 82,6% a 78,7% doby
simulace v ETOcc a Fl4cc. V této pozici E-kruh pigpodobré podporuje naruseni
koordinani sféry kovovych iornit v topll a blokuje tak topll-zprogtdkovanou DNA
religaci (fipojeni koné DNA znovu dohromadyf®*>’ Jadro aglykonu je také velmi
stabilni v obou systémech. F14512 udrzuje pevneéerakci zachovanou pro 96,6%
¢asu simulace mezi dusikem N1 a DNA bézi. @¢koliv jadro aglykonu #éstava mezi
bazemi T4/A:4 a Ci/Gis (jak v ETOcc, tak v Fl4cc), nevyttiatypické vertikalni
interakce sd&mito bazemi. To je Zisobeno diky zachovani jeho nakiog orientace k

DNA a lokdlnimu rozdeni Stpeného DNA vldkna. Tento neinterkalativnitgpb

38



vazby I€iva k DNA koresponduje s tpdchozimi vysledky strukturdlnich a
biofyzikalnich studi{*®*%8

Béhem molekular&-dynamickych (MD) simulaci byla pozorovana ckiWa
konformani mobilita F14512 sperminovéhdettzce s phimérnou kvadratickou
odchylkou odpovidajici hodnot1,88 + 0,36 A. Dlouhy polyaminovyetzec se
rozprostira sgrem do velkého Zlabku a interaguje s fosfaty olfettzci DNA.
Dusikové atom\N** aN'" jsou klgovymi pro vazbu s DNAN® interaguje pedevsim s
DNA fosfaty C.s a Cs . N' interaguje s fosfaty G a G, ale vaze se také vodikovymi
vazbami na Glu953 a Glu519, které jsou lokalizovamyizkosti DNA. Tyto pechodné
interakce se vyskytuji u obdetszcl se srovnatelnou stastistickou distribudi.se také
podili na ukotveni sperminovéketszce k DNA svou interakci s.& N* prispiva pouze
okrajow ke stabilizaci l&iva v topll/DNAcc. Sf vodikovych vazeb odrazitignivou
komplementaritu F14512 k topll/DNAcc. Etoposid ta&a st’ vodikovych vazeb twit
nedoké&ZeJeho glykosidick&ast v pozici € je velmi stabilni, interaguje s karbonylem
Gss (71,4%casu simulace), wiva snérem k DNA velkému Zlabku aistava stabilé
v blizkosti GIn778 a Met782. Dale existuji podoltinyglrofébni interakce mezidé&em
a proteinem jak v systému ETOcc, tak F1atc

Zda se, ZeébrejSi vazba F14512 je apobena hlavhdiky sperminovémutetézci,
ktery vytv&i prostednictvim velkého Zlabkuifznivé interakce k&va s DNA i topll.
SilngjSi interakce F14512 s topll/DNAcc byla potvrzemenocitizenych MD simulaci.
Rozsahlé MD simulace naziily klicové interakce kva s molekularnim cilentimz
byla objasgina zvySena dinnost F14512 jako inhibitoru topoizomerazy Il. Byl
demonstrovano, ze polyaminoigtzec se vaze Iépe na topll/DNAcc nez na samotnou
DNA™3
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Obr.¢. 12:Klicové interakce mezi F14512 a topll/DNA cleavage Kergm
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3.5. SyntézaN-alkylovanych polyamini, amina a jejich analog

Bylo vyvinuto mnoho fistupi pro syntézu polyaminovych analog a konjugat
Redukce nitrili, azidi, amidi atada alkylgnich metod byly aplikovanyipsyntéze v
roztoku a ¥tSinu z €chto zpisohi priprav Ize vyuzit takéipsyntéze na pevné fazitiP
téchto syntetickych metodach Ize wvyuzit selektivni nkitionalizaci/protekci
aminoskupin v polyaminovéntettzci ¢i postupnou vystavbu pozadované molekuly.
Syntéza na pevné fazi umge pipravu polyaminovéhoettzce bulto linearni
strategii nebo vystavbou polyaminu od centra zakKlastruktury, coz umaije
moZnosti modifikace na obou koncich polyantiid®

Pro gimou selektivni protekci aminoskupin v polyaminesf vyuziva #kolika
chranicich skupin, jako jsou ndidad ftalyl (Pht), benzyloxykarbonyl (Cbzgrc-butyl
karbamat (Boc) a dalSi. NBma protekce primarnich aniirspaiva v chragni vSech
aminoskupin naipklad nejprve sulfochloridy (TsCIl, MtsCl, NsCIl) nebBoc s
naslednou alkylaci alkylhalidy. Nasledné odstrdarprotektivnich skupin vede k tvarb
bis-alkylovanych polyamin Nicménr stérické braéni protektivnich skupin bdze
zabranit reakci se sekundarnimi a terciarnimi aléjtly. Chragni sekundarnich
aminoskupin lze provéstiimo pomoci kovovych kompléxnebo se déasré ochrani
primarni aminoskupiny. Sekundarni aminy &ddé od dalSich aminoskupin
propylenovou ¢asti mohou byt ochrény nagiklad reakci s aldehydy za vzniku
piislusnych hexahydropyrimidin®*®® Existuje vSak mnoho dal&ich protektivnich
skupint®,

Pro postupnou vystavbu polyaminového skeletu s€ipaji @istupy Michaelovy
adice, pimé N-alkylace primarnich amin Fukuyama a Mitsunobu alkylace, reduktivni
alkylace a jiné, o kterych bude nyni pojednano.

Michaelova adice diaminna akrylonitril je jednou z nejstarSich metod viyafici se
k rozSFovani polyaminovéheetézce. Nasledna redukce nitrilové skupiny vede khgor
aminopropylovych zbytk na jednomti obou koncich diaminu. Tato metoda unioje
modifikace tetramethylenovehe®zce napiklad u sperminu nebo spermidinu a také
prodluZovanitettzce s gkolika aminopropylovymi skupinami. BohuZelii padici
zahrnujici primarni aminy fize dochézet k tvobmono- nebo bis-kyanoalkylovanych
derivati. Nicménré bis-alkylace bylo vyuZzito ip syntéze linearnich a ro&wenych
polyamini. Takto byly gipraveny nagiklad N-alkyl-bis(3-aminopropyl)aminy, kdy byl

bis-alkylovany derivat adovan na akrylonitril s le@sou redukcf®.
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R3 R! RS

1 R2=
R-NH, + /=X - . >_< R, R2=H, alkyl
R? R2 R-NH R? R3 =CN, COOR, COR,
CONH,
NH Boc,0 H CH,=CHCN NG H
HN T2 ————— Y N7 ""Boc >~ SN Boc
dioxan, rt, 3 dny MeOH, rt, 2 dny H
Boc,0 H H,, Raney Ni, NaOH H
; , N.
- = NC\/\N/\/N\BOC > HzN/v\N/\/ Boc
DCM, 1t, 3h Boc EtOH, 1t, 23 h Boc

Schéma:.1: Priklady Michaelovy adice

Prima N-alkylace primarnich aminje nej&zngjSi metodou fipravy sekundarnich
polyamini. Je znamo, Zeiptomto @istupucasto dochazi k overalkylaci a ke vzniku
smesi. Polyaminy vSak byly fipaveny reakci alkylhalil s velkym nadbytkem
primarniho diaminu. V takovéemiipad® |ze docilit preferetni tvorby sekundarnich
amini. Vliv na zamezeni overalkylaceide mit také teplota, re&ki casci pritomnost
skupin v okoli aminoskupiny, které mohou stérickgrit tuto jinak reaktiv&Si cast
molekuly. K alkylaci vhodnych aminmohou byt pouzita i jindinidla nez alkylhalidy
a to napiklad bromo-¢i chloro- nitrily, N-(bromoalkyl)ftalimidy, alkoholy s kovovymi
katalyzatory nebo sulfonaty, oxirany, alkylfosféhalkylfosfity®21%2

Alkylace sulfonamid jako je Fukuyama alkylacergdstavuje &innou syntetickou
metodu pipravy sekundarnich polyaniijak v roztoku, tak na pevné fa&# MtsNH-,
TsNH-, trifuoromethansulfonamidy,  2-nitrobenzensoldimidy  (NsNH-), 4-
nitrobenzensulfonamidy a 2,4-dinitrobenzensulforthmmohou byt alkylovany kil
klasicky alkylhalidy, ¢i alkoholy za podminek Mitsunobu alkylaceti RMitsunobu
alkylaci dochazi ke kondenzaci mezi kyselym protorgilfonamidu a primarninii
sekundarnim alkoholem wippmnosti DEAD a PPh Lze také vyuZit jinychktinidel
uzivanych p syntéze za podminek Mitsunobu alkylace a BdyN,N',N'-
tetramethylazodikarboxamidu, 1,1’-(azodikarbonyd)deridinu (ADDP) a
tetraizopropylazodikarboxamid Produktem je nejprve terciarni sulfonamid, zeédte

Ize ziskat poZzadovany sekundarni amin uZitim theoh#azé®>
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BN H H DEAD, PPh,
N N
+ T~ NN TN “Tf _ >
OH THF, rt, 10 min
1. Na,NH3, THF, t-BuOH, -70 °C, 30 min
2. Boc,O, HyO, 1t, 1 h
Tf 1f 3. HCI, MeOH
Ny <UNTE
H H
NH _NH
R,.. .R
HN Ry 2 N 1 Rz\N,R1
0=S=0 0=8S=0 0=S=0
NO,  Mitsunobu alk. NO, RsS SR3 NO,
_—
DMF @

nebo R2X, K,CO3, DMF

SR,

H NO,
RFVR, *

Schéma:. 2: Priklady Mitsunobu a Fukuyama alkylace

Reakci primarnich amina karbonyl je mozno pipravit iminy (Shiffovy baze),
které mohou byt nasledredukovany na substituované aminy. Iminy mohouthlé
piipraveny aza-Wittigovou reakci, tedy reakci azideiR$y s naslednou adici aldehydu.
BohuZel neni snadné zisk&sté iminy a to z tivodu jejich nizké stability. Reakce
aminu s aldehydyi ketony v gFitomnosti reduéniho ¢inidla (NaBH;, NaBHCN,
NaB(OAckH) se nazyva reduktivni aminace. Mozna overalkylacdze byt
eliminovana volbou molarnich pami, kdy se pidava do reakce meénnez 1leq.

aldehydu. Reduktivni alkylaci Ize provést takégyntéze na pevné fa2t.
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0 NHa, DCM, benzen O

HO\/\/\NJ\O/\© PPh;, DEAD, rt, 20 h N3\/\/\NJ\O/\©
H > H

0
PPh; EL,0, t, 1 h N~~~ AL RCHO, rt, 5 h
0 0
H
NaBH,, rt, 12 h
R\&N\/\/\HJ\O/\Q abHy : RVN\/\/\HJ\O/\Q
H,/10% Pd-C/EtOH R N
> ~ \/\/\NH2

Schéma:. 3: Priklad aza-Wittigovy reakce

Redukce amitl, azidi a nitrild poskytuje jednoduchou metodu jakileait aminy do
polyaminovéhotetzce. ProdluZzovani polyaminovéhettzce niize byt provedeno
acylaci amif aktivovanou karboxylovou kyselinou s naslednouukedl ziskaného
amidu. Nefasgji pouzivana redudni ¢inidla jsou LiAlH; nebo BH-THF®®. Redukce
nitrili na aminy se obvykle provadi katalytickou hydrogérza pouZiti¢inidel jako
jsou napiklad PtQ, Raney-Ni nebo LiAlH. Tvorba vedlejSich produktb¢chem této
reakce niZze byt eliminovana ifdavkem amoniaku a anorganickych bazi (NaOH,
LiOH). Déle pidavkem velkého nadbytku LiAIH Ize minimalizovat tvorbu
sekundarnich a terciarnich ariniff. Redukci azil Ize provadt za mirnych podminek -
nag. hydrogenaci (za pouziti Lindlarova katalyzatdRaney-Ni nebo Pd), redukci s
BH3-THF nebo Staudingerovou reakci (BRroda).

o i Et;N i
HCL* N "0+ g . RN B
CHCI3, 10 min, rt H
NaNj; O H,, Lindlar. kat. j\
> R)J\N/\/\/NB » R N/\/\/NH2
EtOH, reflux, 2 h H EtOH, 2 h, rt H

Schéma:. 4: Priklad redukce azidu za pouziti Lindlarova katalgzrat
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V nedavné dob byly studovany Pd-katalyzované C-N crosscoupliggaeakce
primarnich, sekundarnich alkylaniinéi anilini s aromatickymi halogenderivaty a
mesylderivaty s vyuzitim biarylmonofosfinovych Igdi jako jsou BrettPhos a
RuPhos¥®"%® Tyto ligandy byvaji také s@dsti Pd-prekatalyzatoru uvedeného na
obrazku (obr¢.13). BrettPhos je pouzivan pro primérni aminy, RagPpro sekundarni
aminy, stejg tak jejich gislusné prekatalyzatory. Tyto katalytické systémwgznauji

nizsim loadingem katalyzatorutasto také kratSi reaki dobou.

OMe OMe
MeO PCy, MeO PCy, ©j
i-Pr i-Pr i-Pr i-Pr L.
CI/Pd‘N
H
i-Pr i-Pr

BrettPhos RuPhos BrettPhos/RuPhoss prekatalyzator
Obr.¢. 13:Biarylmonofosfinové ligandyetre prekatalyzatoru

Ukazalo se, Ze BrettPhos-prekatalyzator fgnnym pri reakci substituovaného
arylhalidu s methylaminem a Ze s vysokou selektivitznikd aromaticky methylamin
(<97:3, MeNHAr:MeNAg).

H
N

Cl N
_CHs BrettPhos prekat. - CH,
+ HyN
MeO MeO

oM v THE t-BuONa, t-BuOH, 2h, rt

Schéma.5: Reakce arylhalidu s methylaminem za vyuZiti BretsHirekatalyzatoru

VySSi chemoselektivitai¢i primarnim amifim v porovnani se sekundarnimi byla

pozorovana také na reakci substituovaného anilemylbalidem (selektivita >40:1).

0,1 mol% BrettPhos,

H H
0,1 mol% BrettPhos kat. N Ph
Ph "~ "NH, + PhCI -  Ph \/\/\N

t-BuONa, dioxan, 80°C

Schéma:.6: Reakce substituovaného anilinu s arylhalidem
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4. Diskuze a dosazené vysledky

4.1. Syntéza prekurzofi

4.1.1. Prekurzory benzylaminového typu

Syntéza veSkerych derivat2,6,9-trisubstituované purinowady byla zahajena reakci
komekné dostupného 2,6-dichlorpurinu s cyklopentanolem wchem THF za
podminek Mitsunobu alkylace. Substituci purinovéadra v poziciN® byl ziskan
produkt 9-cyklopentyl-2,6-dichlor-purin s 90% regioselektivitoutwi poloze N°-
purinu. VedlejSi produkt trifenylfosfin oxid byl sttarén krystalizaci z toluenu. Protoze
pii této alkylani reakci vznika si#s N'- aN’- izomef, byla provedena krystalizace 9
N°- izomeru z ethanolu.

Derivaty3,4 a5 byly ziskany §2 reakci v pozici & purinového jadra sifslusnymi
benzylaminovymi derivaty a to za stejnych r&@kh podminek. Deriva& byl izolovan
extrakci do ethylacetatu, latka krystalizaci z vody. VSechny tyto produkty byly v
krystalické forn¢ bilé barvy a byly pouzity do dalSich reakch stupia. Za (Eelem
zvysit reaktivitu byl pipraven chlorid kyseliny reakci volné monoarylowséliny 4 s
thionylchloridem.

Latka 3 byla déle podrobena reakcitreins-1,4-diaminocyklohexanem. Tato reakce
byla provedena v malém mnozstvi ethylenglykdizphrivani olejové lazéina 160 °C.
Reakci vedouci k produktd Ize provést také ipmym tavenim, nicmérinreakce v
derivatu7 byla nasled& ochrarna butoxykabonylovou skupinou (Boc) reakci setc-
butyl-dikarbonatem. Produl® byl izolovan extrakci do dichlormethanu a jednaose
jeden z finélnich prekurzdrpro monoarylové konjugaty vazané jako aminy (viz
syntéza konjugd).

ProtoZe cilem prace byl&iprava nejen monoarylovych prekuripbyly piipraveny
také biarylové derivaty za podminek Suzuki couplingakci latky8 s kyselinou 4-
karboxyfenylboronovou nebo s pinakol esterem kpgeli-karboxythiofen-2-boronove.
V obou gipadech byla redki snts odpé&ena na RVO a nasledrbyly tyto odparky
suspendovany ve védokyseleny definovanym mnozstvim kyseliny (1M HQtipact
latky 9 nebo CHCOOH v gipadt latky 10), vysrazeny a zfiltrovany.
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Cl Cl
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Cl N
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(i) PPh3, DIAD, THF; (ii) DIPEA, n-propanol, 4 h, 120 °C, i. atm.; (iii) SOCl,, 1,2-dichlorethan, py, 85 °C
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Br Br Br

NH NH NH
NZ NN NH, NP N (Boc),0 N
Ly — S |
)\\ N ; )\\ )\\
CI” °N ' HN” N~ N i HN
e Xe e
NH, HN. G .

COOH
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HO/B\OH

COOH
HOOC
O S s
NH NH
N)j:N NZ N
S ﬁ[»
HN)*N N HN)*N N
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HN. HN.
Boc Boc

(i) ethylenglykol, 4 h, 160 °C, i.atm.; (i) NaHCO,, H,O/THF, 3 h, rt; (iii) Pd(PPha),, Na,COs, EtOH, 24 h, 120 °C,
i.atm.; (iv) Pd(PPhs),, NaHCO,, EtOH/H,0, 24 h, 120 °C, i. atm.
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4.1.2. Prekurzory anilinového typu

Prekurzory anilinového typu byly fipraveny obdob& jako prekurzory
benzylaminového typu. Produktl byl pripraven reakci 2,6-dichlor-9-cyklopentyH9
purinu s 4-bromanilinem za pouziti Hinigovy bazeodekt byl ziskan extrakci do
dichlormethanu s néaslednou rekrystalizaci z absifiot ethanolu. Tento produkt by
bylo mozno pouzit pro konjugaci gigluSnym polyaminem s naslednou substituci do
polohy G- s trans1,4-diaminocyklohexanem, putrescinetti jinymi vhodnymi
substituenty. Nicmérintento produkt byl nejprve substituovan v polozé @ az
nasledd konjugovan s chramym putrescinem (viz syntéza konjuljatcimz byl
proveden neuniverzalni syntetickyigiup. Latkall byla tedy podrobena substituci
nukleofilni 2. Tato reakce byla proveden&ingym tavenim latkyll s trans1,4-
diaminocyklohexanemTrans1,4-diaminocyklohexanu bylo pouzito dvacetinasobné
mnoZstvi. Produkt byl izolovan extrakci do ethytate Nasled& byla latka 13
chraréena butoxykarbonylovou skupinou zivbdu nasledujici syntézy (viz syntéza
konjugafi). Do budoucna by bylo vhodné vyuzit takéspup univerzalni, tedy nejprve
provést konjugaci a aZ poté susbstituci nukleotimpozice & purinu a ziskat takadu
derivat s odlisnymi susbtituenty v pozicfC

Derivat12 byl pripraven obdob&jako derivad, reakce se liSilaipdevsim v reaini
doke (20 hodin). Surovy produkt byl suspendovan veévadziskany pevny podil byl
zfiltrovan. Tento derivat byl navrzen pro univerdalsynteticky pistup gipravy

konjugafi s odlisnymi substituenty v pozic?C
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(i) DIPEA, n-propanol, 20 h, 120 °C, i. atm.; (ii) 7 h, 160 °C, i. atm.; (iii) NaHCOj, 24 h, rt
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4.1.3. Polyaminové prekurzory

Pro porovnani biologické aktivity a metabolickébslity byly piipraveny methylované
polyaminy a nemethylovany monochéag putrescin. Redpoklada se, Ze by konjugaty

s methylovanymi polyaminy &y vykazovat vysSi metabolickou stabilitu.

4.1.3.1. Nemethylovany prekurzor

Syntéza monochr&ného putrescinu byla provedenaé¢oha cestami. Nejprve byla
provedena jednoducha jednokrokova syntéza, kdpliyescin reagovan s thrc-butyl
dikarbonatem (0,10 eq.) v présti chloroformu. Produkt se sice péittaizolovat,
nicmeére vytézek byl velmi nizky (9 %). Tento derivat bytipraven jinym zfisobem s
jiz mnohem vysSim vgZkem (98 %).

Byla provedena vicekrokova syntéza vychazejici,4zblitandiolu. Butan-1,4-diyl
dimethansulfonat byl fipraven reakci 1,4-butandiolu s methansulfonylddem v
prostedi suchého tetrahydrofuranu a triethylaminu. Nfmtala reakce vedouci k
produktu 19 (1,4-diazidobutanu). Ten byliipraven jednoduSe reakci butan-1,4-diyl
dimethansulfonatu 18) s azidem sodnym. Poté byla provedena parcialdukee
pripraveného diazidu ve dvoufazovém ptedi - 1M HCI a diethyletheru. K této gsi
byl postupi prikapavan roztok diethyletheru s RPh

Byla vyvinuta snaha o methylaci produkt20, nicméng methylace s
dimethylsulfatem nebyla uspna. Ristupy k gipraw methylovanych derivét byly
nakonec provedeny jinou cestou (viz methylované&wmory) Produkt20 byl tedy
ochrargn skupinou Boc a nasleéibyl redukovan HPd-C v methanolu.
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(i) CHCl3, 2 h, rt; (i) EtsN, 16 h, rt; (i) DMF, 80 °C, 14 h, i. atm., (iv) PPhs, HCI/H,0, Et,0; (v) Et,0, 0 °C:
(vi) NaHCOg, THF, 24 h, rt; (vii) Ho/Pd, MeOH, 2h, rt

4.1.3.2. Methylované prekurzory

Syntéza methylovanych polyaniin byla zahajena rozklademy-butyrolaktonu
methylaminem (40% vodny roztok)tipraveny 4-hydroxyN-methylbutanamid byl déle
redukovan redulnim ¢inidlem LiAIH4 v suchém tetrahydrofuranu. Ziskany prodt
byl ochragn skupinou Boc a nasleéin byla provedena reakce s
methansulfonylchloridem vedouci kipraw latky 27. Tato latka byla dale pouzita pro
piipravu jak symetrického polyamir28, tak pro pipravu methylovaného putrescinu

30. Polyamin28 byl pripraven reakci latky27 s putrescinem v prasgidi acetonitrilu.
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Uhli¢itan draselny byl pouZit jako bdze. Ten byl po ulam reakce Zzfiltrovan a re&ki
smes byla odpgena. Odparek byl naslegimozdlen mezi dichlormethan a nasyceny
vodny roztok uhliitanu sodného. Extrakce nasycenym vodnym roztokéfi€itanu
sodného byla provedena Sestkratixatiu odstraéni nezreagovaného putrescinu ze
smési. Produkt 30 byl ziskan reakci latky27 s azidem sodnym s naslednou

Staudingerovou redukci.

o CHoNH, H LiAIH, §
0] [ HO ~ — > HO/\/\/ ~
L): : /\/\[g i
23 24 25
Boc,0 Boc CH5SO,Cl 0. P Boc
_ HO/\/\/ N _— > /S\O/\/\/ N
iii 2 iv o7
Ao~ NH v NaN vi
H2N 3
E|’>oc Elzoc
HZN\/\/\N/\/\/N\ Ns/\/\/N\
H
28 29
Vii
BIOC
N
HZN/\/\/ ~
30

(i) 0-5 °C, 2 h; (ii) LiAlH,, THF (0-5° C, 1 h, i.atm.)/reflux (2 h, i.atm.), 15% NaOH (0-5 °C), 2 h, rt.; (iii) EtsN,
MeOH, 24 h, rt, i. atm., (iv) Et;N, DCM, 24 h, rt, i. atm., (v) AcCN, K,COj, 95 °C, 24 h, i. atm.; (vi) DMF, 80 °C,
24 h, i. atm.; (vii) PPhs, H,0, Et,0, 24 h, i.atm.
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4.1.4. Konjugaty

VVVVVV

aminocykloalkyl-6-aryl(heterobiaryl)amino-9-cyklégl-9H-purinovych  derivdt s
vybranym polyaminem jgara- poloha aromatického zbytku v pozici 6 purinového
jadra. Prodlouzeni substituény poloze 2- stejn jako v poloze 9- snizuje afinitu k
aktivnimu mistu v CDK. Z hlediska organické syntégy vystavbapara- polohy
aromatickécasti purinového prekurzoru p@mmé snadna. Konjugaty s polyaminy jsou

navrzeny jako sekundarni aminy nebo amidy.

4.1.4.1. Monoaryloveé konjugéaty vazané jako aminy

Byly pfipraveny monoarylové derivaty vazané s methylovanymemethylovanym
putrescinem imo pres aminoskupinu. Pro konjugaci 2,6,9-trisubstitunych derivai
purinu s putrescinem byly zvoleny podminky Buchwidlttwigovy aminace. V tomto
piipact bylo nutno optimalizovat reg&ki podminky. V pipac nemethylovaného
putrescinu byly odzkouSenyizané katalyzatory, byly z#mény molarni poniry
reaktant a také byly odzkouSeny 2 bazet-BuOK a t-BuONa. VytZzky reakce v
piitomnosti t-BuONa nepesahly hodnotu 10 % ani po prodlouzeni teakdoby,
nicméré za pouzitit-BuOK bylo zdard dosazeno pozadovanych produBil a 33, jez
byly v prostedi dichlormethanu odchrémy kyselinou trifluoroctovou. Jako ligand pro
Buchwald-Hartwigovu aminaci byl zvolen rac-BINAP jako rozpou&idio suchy
toluen. Katalyzatory a molarni peény reaktant véetnd vytéZka a reakni doby jsou
uvedeny v tabulce. Optimalizace réakpodminek byla provedena na reakci derigtu
S monochragnym putrescinem.

Je nutno zminit, Ze optimalizované podminky uvgdemSe byly vhodné pro
konjugaci s monochr&nym putrescinem¢ nechranenym putrescinem. \fipad
methylovaného konjugatu bylo nutno podminky daletinoglizovat, jelikoz v
piitomnosti rac-BINAP se nepoiili® dosahnout cilového konjuga@®b. Pro gipravu
tohoto konjugatlbyl zvolen BrettPhos Pd-prekatalyzator. Reakce pyevedena jak v
piitomnostit-BuOK, takt-BuONa. Uk&zalo se, Ze b&z8uONa je z hlediska konverze
(13% vychozi latky za pouZitiBuONa, 24% vychozi latky vifpact t-BuOK) v tomto
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piipadt vhodrgjSi. Do budoucna jetréba definovat podminky pregisténi tohoto

produktu. Bylo odzkouSencakolik mobilnich fazi toluen-ethylacetat (1:1), ctdéorm-

methanol (40:1; 19:1; 4:1) a samotny chloroforncypménré hodnota reteiniho faktoru

produktu byla vZzdy velice blizka vychozi latce.

Br HN">"">"""Boc NS SN2
NH H NH NH
[0 R B L N SRt
HN" N7 N i WS L AN NN
8 @ 31 @ @ 32 @
HN\BOC HN\BOC NH,
(i) toluen, rac-BINAP, Pd(dba),, t-BuOK, 80 °C, 24 h, i.atm., (i) DCM, 2 h,
N diamin Baze rozpoustédlo | Ligand | Katalyzator T Vytézek | Reakéni
(0,04eq.) [°C] [%0] cas[h]
1 Boc- t-BuONa toluen Rac- Pd,(dba), 80 <10 3
putrescin| 1,15eq. BINAP 0,05€eq.
1,15eq. 1,15eq.
2 Boc- t-BuONa toluen Rac- Pd,(dba), 100 <10 24
putrescin| 1,5eq. BINAP 0,04eq.
1,15eq. 0,08eq.
3 Boc- t-BuONa toluen Rac- Pd(OAc), 100 <10 24
putrescin| 1,5 eq. BINAP 0,04eq.
1,15eq. 0,08eq.
4 Boc- t-BuOK toluen Rac- Pd,(dba), 100 76 24
putrescin| 1,5 eq. BINAP 0,04eq.
1,15eq. 0,08eq.
5 Boc- t-BuOK toluen Rac- Pd(dba), 100 93 24
putrescin| 1,5eq. BINAP 0,04eq.
1,15eq. 0,08eq.

Tabulka¢. 4: Optimalizace reaknich podminek Buchwald-Hartwigovy aminace
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. O e Q w O
NH
HN HN. 2
Boc Boc

(i) toluen, rac-BINAP, Pd(dba),, -BuOK, 80 °C, 24 h, i.atm., (i) DCM, 2 h, (iii) THF, BrettPhos, t-BuONa, 80 °C, 24 h

4.1.4.2. Monoarylové konjugaty vazané jako amidy

Za (telem gripravit konjugaty vazané jako amidy byly odzkouSé&ngnetody. Nejprve
byla provedena reakce monoarylového esteru s &hmyam putrescinem. Bohuzel
reakce neprobihala stqglpokladanou konverzi. ek byl velmi nizky (<10%) a
majoritni peak zji&n metodou HPLC-MS byl zastoupen vychozi latkou.téroyl
zvolen synteticky fistup, kdy byl pro konjugaci zvolen chlorid kyselis. Tento
prekurzor byl vSak naopakiip$ reaktivni a dochazelo ke vzniku jak poZzadovené
produktu 38, tak bohuZzel také (a to v majoritnim mnozstvi)dbeisvatu 39. Tyto
produkty byly uspsre oddileny preparativni chromatografii, nicmeénrvytézek
produktu38 byl nizsi nez 10%.
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(i) n-propanol, 100 °C, 24 h, rt
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Nejlépe se osidcila metoda HATU couplingu, kdy byl ziskan pozZzadoyamodukt ve
vysokém vygZzku s pomdrné vysokoucdistotou. Derivat40 je navrzen pro univerzalni

syntetickou cestu giznymi substitucemi v pozici<purinového jadra.

Boc
H 1
COOH 0 N\/\/\N/\/\/N\
H
§
NH HNT PN NH
N Boc N
IR - YU
)\ “=N i /I\ Z
clI” °N cl” >N~ N

(i) DIPEA, HATU, DMF, 50 °C, 24 h, i. atm
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Material a metody

V prabéhu experimentalni prace byléistota produki i meziprodukt sledovana
pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) na hliwilch deskach pokrytych
silikagelem 60 WF 254 (Merck). Vizualizace desekasanesenymi vzorky byla
provedena pomoci UV lapmy (Camag) o vinové délcé 2% nebo 366 nnCisteni
vybranych latek bylo provedeno pomoci preparattenkovrstevné chromatografie na
TLC sklerenych deskéach pokrytych silikagelem 60 WF 254 (MekfaA) nebo
pomoci kolonové chromatografie.

Spektra nuklearni magnetické rezonariee NMR) byla ziskana na Bruker Avance
AV 300 spektometruip frekvenci 300 MHz. Dalsi spektrAH NMR a'’C NMR) byla
meéiena na spektrometru Jeol 500 foekvenci 500 MHz a Jeol 40Giprekvenci 400
MHz. Latky byly rozpu&ny v DMSO-¢ nebo v CDC. Hodnoty chemického posunu
jsou udany v jednotkach ppm.

Hmotnostni spektra byla ¢éfena na hmotnostnim spektrometru kyaWaters (Q-
TOF MICRO) s vyuzitim pozitivni ionizace elektrosfgm. HPLCCistota gripravenych
latek byla ziskana na kolérs reverzni fazi (150 mm x 2,1 mm, 5 um, Symmett,C
Waters). Vzorky byly rozpu&y v mobilni fazi, naneseny na kolonu a eluovany
linearnim gradientem (methanol/15mM mrata&@m amonny, pH = 4)ippratoku 0,25
ml/min. Detekce sniméani kladnych iénprobihala ve full scan modu v rozmezi
vinovych délek 50-1000 nm.

Analyza vybranych latek byla ro¥h provedena pomoci plynové chromatografie s
hmotnostni spektrometrii n&iptroji Shimadzu GC-MS QP 2010+ na kaidnB-5MS
(Agilent, 30 m x 5 um). Mieni bylo provedeno pomoci elektronové ionizacec{eda
impact) +70 eV. Program byl nasledujici: 60 °C,°C3min, 280 °C (5 min). Analyza
byla provedena v rezimu splitless, kdy byl wi&sipl vzorku o koncentraci 1mg/ml
proveden fi teplot 280 °C.

VSechny pouzité chemikalie a rozpauBa jsou uvedeny v pracovnich postupech
experimentalnicasti. 2,6-dichlorpurin byl jako jediny zakoupen fany OIChemim,
rozpoustdla pak dale od firmy Lach-ner a vSechny ostateintkalie od firmy Sigma
Aldrich.

59



5.2. Syntéza prekurzofi

5.2.1. Prekurzory benzylaminového typu

2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purin *¢°
Cl

7 N

N

A\J\/'[\>

cl” °N” N
Xe

K roztoku 2,6-dichlorpurinu (60,00 mmol) a cyklopamolu (120,00 mmol) v THF (240
ml) byl pod dusikovou atmosférodigén trifenylfosfin (72,00 mmol) a po rozpuast
vSech komponent byl ifgomnosti argonu opaténpiikapavan DIAD (72,00 mmol). V
pribéhu reakce byla udrzovana teplota rgdksmesi v okoli 10 °C. Byla provedena
kontrola TLC (mobilni faze: ethylacetat:toluen, J1:Reakce probihala po dobu 4 hodin.
Po ukorteni reakce byla sés vakuo¥ odpdena a ziskany Zluty odparek byl rozgnst
ve 200 ml vrouciho toluenu. S byla ochlazena na laboratorni teplotu, dhkawana
trifenylfosfinoxidem a ponechana do dalSiho dnekikgstalizaci v mrazaku (-18 °C).
DalSi den byl produkt zbaven pevaésti (trifenylfosfinoxidu). Filtrat byl odgan na
RVO a rozpu&in ve 150 ml vrouciho etanolu. Poté byla¢smchlazena na laboratorni
teplotu, nadkovana malym mnoZstvimtide nasyntetizované frakce 2,6-dichlor-9-
cyklopentylpurinu a vlioZena ke krystalizaci do n@az. DalSi den byl produkt odséan na

frité a suSen ve vakuové susido konstantni hmotnosti.

Vytézek: 56%, t. t.: 118-12TC

Sumarni vzorec: gH10CIoN4

Mr = 257,12

Elementarni analyza: Vypteno: C, 46,71H, 3.92 N, 21,79. Nalezeno: C, 46,95,
3,81 N, 21,70

'H NMR (300 MHz, DMSO-g): 1,64-1,69(m, 2H); 1,81-1,96 (m, 4H); 2,09-2,15, (
2H); 4,92 (qui, J=7,53, 1H, CH); 8,82 (s, 1H, CH)

HPLC-MS (ESI+): 258,10 (99,6%)
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N-(4-brombenzyl)-2-chlor-9-cyclopentyl-8-purin-6-amin >

Br

NH
N/ N
BN
c”N” N

2,6-dichlor-9-cyklopentyl-Bl-purin (9,52 mmol) byl michan S (4-
bromfenyl)methanamin  hydrochloridem (10,47 mmol) N,N-diisopropylN-
ethylaminem (21,04 mmol) n-propanolu (50 ml) v tlakové ampultigl20 °C po dobu
150 min. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bg@akmi snts odp#ena na RVO.
Odparek byl suspendovan ve 75 ml destilované vigioucena srazenina byla odséata
na Bulchnero¥ nalevce a promyta 75 ml destilované vody. Produft vysuSen v

exikatoru.

Vytezek: 97%

Sumarni vzorec: 3H;7BrCINs

Mr = 406,71

'H NMR (300 MHz, DMSO-g): 1,66-1,70 (m, 2H); 1,81-1,91 (m, 4H); 2,11-2(h6,
2H); 4,60 (d, J=5,76, 2H, G 4,77 (qui, J=7,05, 1H, CH), 7,29 (d, J=8,13, &H);
7,50 (d, J=8,13, 2H, ArH); 8,26 (s, 1H, CH); 8,83&5,76, 1H, NH)

13C NMR (500 MHz, DMSO-+: 23,97; 32,53; 43,08; 55,96; 119,02; 120,36; 030,
131,65; 139,31, 140,49; 150,34, 153,24, 155,33

HPLC-MS (ESI+): 407,97 (99,93%)
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N?-(4-aminocyklohexyl)-N°-(4-brombenzyl)-9-cyklopentyl-H-purin-2,6-diamin *%°

Br
NH
J g
HN” N7 N
ol
NH,

N-(4-Brombenzyl)-2-chlor-9-cyklopentyl¥®-purin-6-amin (3,12 mmol) byl michan s
trans-1,4-diaminocyklohexanem (62,44 mmol) v ethylenglyk(6é ml) @i teplog 160

°C po dobu 18 hodin. Reakce byla provedena v tlakampuli. Reakni snts byla
ziedna destilovanou vodou (50 ml) a nasléthyla provedena extrakce do ethylacetatu
(3x50 ml). Spojené organické faze byly promyty deganou vodou, nasycenym

roztokem NacCl, vysuSeny bezvodymJS&, a zakoncentrovany na RVO.

Vytézek: 98%

Sumarni vzorec: £Hs0BrN;

Mr = 484,44

'H NMR (300 MHz, DMSO-g): 0,85-1,22 (m, 4H); 1,64-2,04 (m, 12H); 3,29-3(&7,
3H, CH,NH,); 3,52 (sex, J=7,11, 1H, CH); 4,57 (s(br), 2H,;H4,62 (qui, J=7,38, 1H,
CH); 6,02 (d, J=7,89, 1H, NH); 7,28 (d, J=8,31, &); 7,46 (d, J=8,31, 2H, ArH);
7,73 (s, 1H, CH); 7,84 (s (br), 1H, NH)

HPLC-MS (ESI+): 484,44 (99,89 %)

62



Tert-butyl ester kyseliny (4-((6-((4-brombenzyl)amino)9-cyklopentyl-9H-purin-2-
yl)amino)cyklohexyl)karbamové
Br

NH
|-
HN)\\N N
o O
HN.

Boc

Ke sntsi latky 7 (3,10 mmol) a NaHC®(3,25 mmol) v THF (25 ml) a destilované
vod (2,5 ml) byl @i teplo& 0 °C za stdlého michanitikapavan diterc-butyl-
dikarbonat (3,25 mmol). S¥8 se nechala dale michat [aboratorni teplat po dobu 3
hodin. Poté bylo provedeno TLC (chloroform-methaNél;,OH, 9:1:0,05). Reati
smes byla odpgena na RVO. Nasledrbyl produkt rozdlen mezi DCM (3x 25 ml) a
destilovanou vodu (1x 25 ml). Spojené organickéefdyly promyty nasycenym
vodnym roztokem NacCl, vysuseny bezvodym3@, a odp#eny na RVO.

Vytézek: 99%

Sumarni vzorec: £H3sBrN;O,

Mr = 584,55.

'H NMR (500 MHz, DMSO-g): 1,06-1,20 (m, 5H); 1,33 (s, 9H); 1,59-1,99 (r&H);
3,54-3,55 (m, 1H, CH); 4,48 (s, 2H, @H4,57 (qui, J=6,50, 1H, CH); 6,03 (d, J=5,00,
1H, NH); 6,67 (d, J=5,00, 1H, NH); 7,23 (d, J=8,2%{, ArH); 7,43 (d, J=8,25, 2H,
ArH); 7,69 (s, 1H, CH)Pozn: NH nepozorovan.

3C NMR (500 MHz, DMSO-g): 25,6; 28,81; 31,83; 32,27; 49,39; 49,81; 67 B47S;
119,80; 129,98; 131,43; 140,87; 155,36; 158,79;2564

HPLC-MS (ESI+): 584,88 (98,64 %)
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4-(((2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-yl)amino)methyl)benzoova kyselina
COOH

NH
N

Latky 2,6-dichlor-9-cyklopentyl#d-purin (3,00 mmol), kyselina 4-
(aminomethyl)benzoova (3,00 mmol) a DIPEA (6,00 Mmioyly michany v n-
propanolu (20 ml) v tlakové ampuliipteplo€ 120 °C po dobu 4 hodin. Po kontrole
TLC (Tol-dioxan-AcOH, 17:3:1) byla reakce ukmma. Reaéni snes byla odp#ena na
RVO a odparek byl suspendovan v destilovan&\{6a@ ml). Vylowena srazenina byla

odsata na Bluchneréwalevce a vysuSena v exikatoru.

Vytszek: 52%

Sumarni vzorec: {gH;sBrNsO,

Mr = 371,82

'H NMR (500 MHz, DMSO-¢): 1,58-1,68 (m, 2H, Ch; 1,75-1,93 (m, 4H, 2xCH;
2,04-2,12 (m, 2H, C}); 4,73 (qui, J=7,00, 1H, CH); 7,17 (d, J=7,75, 2H); 7,75 (d,
J=7,75, 2H, ArH); 8,21 (s, 1H, CH); 8,75 (t, J=6,a®1, NH) Pozn: proton z COOH
nepozorovan.

%C NMR (500 MHz, DMSO-¢): 26,08; 27,97; 32,54; 43,51; 55,95; 118,97; 126,5
129,55; 139,62; 140,11, 140,37; 150,29; 153,31;445170,20

HPLC-MS (ESI+): 371,92 (99,90 %)
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Methyl ester kyseliny 4-(((2-chlor-9-cyklopentyl-#H-purin-6-
yl)amino)methyl)benzoové

COOMe

NH
s

Latky 2,6-dichlor-9-cyklopentylHd-purin (5,83 mmol), methyl ester kyseliny 4-
(aminomethyl)benzoové - hydrochlorid (5,83 mmol)D&PEA (17,49 mmol) byly
michany vn-propanolu (25 ml) v tlakové ampuliipeplo€ 120 °C po dobu 4 hodin.
Byla provedena kontrola TLC (chloroform-methanoQ:14. Po ukowteni reakce a
ochlazeni na laboratorni teplotu se v amputiakarazet produkb. Vznikla srazenina
byla zfiltrovana a promyta destilovanou vodou. Nadwo byl produkt vioZzen do susarny
(50 °C, 16 h) a exikéatoru.

Vytézek: 92 %

Sumarni vzorec: {gH,oCINsO,

Mr = 385,85

'H NMR (500 MHz, DMSO-g): 1,54-1,68 (m, 2H, C§J; 1,69-1,95 (m, 4H, 2xCH};
1,99-2,13 (m, 2H, Ch); 3,74 (s, 3H, Ch); 4,62 (d, J=5,25, 2H, CH 4,70 (qui, J=7,50,
1H, CH); 7,37 (d, J=8,00, 2H, ArH); 7,82 (d, J=8,@81, ArH); 8,20 (s, 1H, CH); 8,80
(t, J=5,25, 1H, NH)

3C NMR (500 MHz, DMSO-¢): 23,78; 32,34; 43,27; 52,39; 55,78; 118,83; 187,6
128,47; 129,59; 140,37; 145,34; 152,29; 152,94;1155166,42

HPLC-MS (ESI+): 385,84 (80,24%)
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4-(((2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-yl)amino)methyl)benzoyl chlorid

COClI

NH
O
Cl)l\N/ N>

e

Latka4 (0, 54 mmol) byla michana s thionylchloridem (2r6fol) v 1,2-dichlorethanu
(10 ml) v tlakové ampuli ifp teplo& 80 °C po dobu 4 hodin. Reakce byla katalyzovana
pyridinem (40 ul). Po uka®ni reakce byla reahki snts odpdéena na RVO a odparek
byl rozdtlen mezi destilovanou vodu (1x15 ml) a DCM (3x15.ndpojené organicke
faze byly nasledhpromyty destilovanou vodou, nasycenym vodnym rkeato NaCl,

vysuseny bezvodym N8O, a odpéeny na RVO.

Vytézek: 98 %

Sumarni vzorec: {gH;7CI,NsO

Mr = 390,27

'H NMR (400 MHz, DMSO-g): 1,60-1,69 (m, 2H, Ch); 1,74-1,98 (m, 4H, 2xCH};
2,01-2,19 (m, 2H, C}); 4,66 (d, J=5,60, 2H, G 4,75 (qui, J=8,00, 1H, CH); 7,40 (d,
J=8,25, 2H, ArH); 7,85 (d, J=8,25, 2H, ArH); 8,89 1H, CH); 8,85 (t, J=7,00, 1H,
NH)
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4'-(((2-((4-((terc-butoxykarbonyl)amino)cyklohexyl)amino)-9-cyklopentyl-9H-
purin-6-yl)amino)methyl)-[1,1'-bifenyl]-4-karboxylo v& kyselina
COCH

NH
N7 SN
N
HN” N~ N
QC
HN\Boc

Latka 8 (0,52 mmol) kyselina 4-karboxyfenylboronova (0,76 mmol), Pd(BP(0,02
mmol) a NaCOs; (1,54 mmol) byly michany v EtOH (10 ml) v tlakoanpuli @i
teplot 80 °C po dobu 24 hodin. Reakce probihala v inextmiosfée (N;). Reakce byla
kontrolovana pomoci TLC (toluen-dioxan-AcOH, 17)3:Po uko®eni reakce byla
reakéni snmés odp@ena na RVO a k odparku bylaigggano 15 ml destilované vody.
Nasled® byla provedena neutralizace definovanym mnozsttivh HCI (1,53 ml).
Vznikla srazenina byla zfiltrovana a promyta destiinou vodou. Nakonec byl produkt
vloZzen do susarny (50°C, 16 hodin).

Vytézek: 96 %

Sumarni vzorec: £gH43N7O,

Mr = 625,76

'H NMR (400 MHz, DMSO-¢): 1,19 (s, 9H); 1,54-1,74 (m, 6H); 1,77-1,95 (i, 9
3XCH); 2,07-2,42 (m, 4H); 4,59 (qui, J=6,85, 6H); 6(00 J=7,60, 1H, NH); 6,67 (d,
J=7,60, 1H, NH); 7,39 (d, J=8,42, 2H, ArH); 7,58 J&7,25, 2H, ArH); 7,60 (d, J=7,25,
2H, ArH); 7,72 (s, 1H, CH); 7,91 (d, J=8,42, 2H,HAr Pozn: proton z COOH
nepozorovan.

HPLC-MS (ESI+): 627,14 (85,11%)
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5-(4-(((2-((4-(terc-butoxykarbonyl)amino)cyklohexyl)amino)-9-cyklopentyl-9H-
purin-6-yl)amino)methyl)fenyl)thiofen-2-karboxylova kyselina
HOOC

S~

NH
NP SN

MY
HN)\N N
e O
HN\Boc

Latka8 (0,29 mmol) pinakol ester kyseliny 5-karboxythiofen-2-boronq@é44 mmol),
Pd(PPh)s (0,01)a NaHCQ (0,87 mmol) byly michany ve ssi EtOH/HO (7,5/2,5
ml) v tlakové ampuli fi teplo€ 100 °C po dobu 24 hodin. Reakce probihala v inertn
atmosfée (N,). Reakce byla kontrolovana pomoci TLC (toluen-dimAcOH, 17:3:1).
Po ukorteni reakce bylofidano 15 ml destilované vody a byla provedena aéinéice

20 pl CHCOOH. Vznikla srazenina byla zfiltrovana a promyiestilovanou vodou.

Nakonec byl produkt vloZzen do susSarny (50°C, 16imodProdukt byl pecistén

kolonovou chromatografii na silikagelu (mobilni éadzngs chloroform-methanol, 4:1).

Vytézek: 67%

Sumarni vzorec: £H41N704S

Mr = 631,79

'H NMR (400 MHz, DMSO-g): 1,07-1,22 (m, 6H); 1,33 (s, 9H, 3x@H1,52-1,64 (m,
2H); 1,65-1,75 (m, 2H); 1,76-1,92 (m, 4H); 1,952 @n, 2H); 3,43 (sex, J=6,39, 1H,
CH); 4,43 (sex, J=5,29, 1H, CH); 4,52-4,63 (m, &H#, CH); 5,99 (d, J=7,60, 1H,
NH); 6,65 (d, J=8,00, 1H, NH); 7,36 (d, J=8,00, 2H); 7,44 (d, J=3,2, 1H, ArH);
7,59-7,64 (m, 3H, ArH); 7,70 (s, 1H, CHYozn: Proton z COOH nepozorovan.
HPLC-MS (ESI+): 632,78 (85,23%)
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5.2.2. Prekurzory anilinového typu

N-(4-bromfenyl)-2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-amin
Br

NH
NTX—N
AJI\>
c” >N °N
e

2,6-dichlor-9-cyklopentyl-Bl-purin (7,78 mmol) byl michan s 4-bromanilinem 8,5
mmol) a DIPEA (17,12 mmol) w-propanolu (25 ml) v tlakové ampuliipl00 °C po
dobu 13 hodin. Po ochlazeni na laboratorni tefdgta reakni snts odpéena na RVO
a odparek byl rozpu&t v 50 ml DCM a extrahovan 50 mh8. Vodna faze byla je3t
jednou protepana s 50 ml DCM. Spojené organické faze byly ptgnmasycenym
vodnym roztokem NaCl, vysuSeny Mg$@® vakuo¥ odpdaeny. Surovy produkt byl
rekrystalizovan ze 35 ml EtOH a naslédyl ponechan chlazenfigeplog -15 °C po
dobu 2 hodin a nasledrzfiltrovan, promyt 2x 5ml EtOH (0 °C). Nakonec hylodukt

vloZen do susarny (80 °C, 2 h).

Vytszek: 75%

Sumarni vzorec: {gH;sBrCINs

Mr = 392,68

'H NMR (300 MHz, DMSO-g): 1,69-1,76 (m, 2H, 2xC8}; 1,85-2,04 (m, 4H, 2xCH;
2,23-2,15 (m, 2H, CH); 4,85 (qui, J=7,41, 1H, CH); 7,53 (d, J=8,73, 24H); 7,83 (d,
J=8,73, 2H, ArH); 8,45 (s, 1H, CH); 10,42 (s, NH)

HPLC-MS (ESI+): 99,91 % (393,70)
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N?-(4-aminocyklohexyl)-N°-(4-bromfenyl)-9-cyklopentyl-9H-purin-2,6-diamin
Br

Latkall (5,00 mmol) byla michdnatsans-1,4-diaminocyklohexanem (100,00 mmol) v
tlakové ampuli i 160 °C po dobu 7 hodin. Reakce probihala v ineatmosfée (Ar).
Prib¢h reakce byl kontrolovan TLC (CHEMeOH, 4:1). Po ochlazeni na 100 °C byla
reakeni snes Zedna destilovanou vodou (80 ml). Naslédiyla provedena extrakce do
ethylacetatu (3x80 ml). Spojené organické faze kylgmyty destilovanou vodou,
nasycenym vodnym roztokem NaCl, vysuSeny bezvodygB8® a vakuo¥ odpdeny.

Vytézek: 97%

Sumarni vzorec: £H»gBrN-

Mr =470,41

'H NMR (300 MHz, DMSO-g): 1,08-1,32 (m, 4H, 2xCh}; 1,65-1,69 (m, 2H, Ch;
1,78-2,08 (m, 12H, 5xCHI NHy); 2,55 (sept, J=3,93, 1H, CH); 3,58-3,62 (m, 1H))C
4,69 (qui, J=7,59, 1H, CH); 6,50 (d, J=7,41, 1H,)NH42 (d, J=8,85, 2H, ArH); 7,90
(s, 1H, CH); 8,05 (d, J=8,85, 2H, ArH); 9,58 (s,, HH)

HPLC-MS (ESI+): 470, 13 (94,57%)
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Terc-butyl(4-((6-((4-bromfenyl)amino)-9-cyklopentyl-9H-purin-2-
yl)amino)cyklohexyl)karbamat
Br

Latka13 (1,59 mmol) a NaHC®(1,67 mmol) byly rozpushy v THF (15 ml). Poté byl
pii teplo& 0 °C za stalého michanfikapavan diterc-butyl-dikarbonat (1,67 mmol).
Smes se nechala dale michati paboratorni teplat po dobu 24 hodin. Poté bylo
provedeno TLC (chloroform-methanol-NEH, 9:1:0,05). Reali snmés byla odpgena
na RVO. Nasledhbyl produkt rozdlen mezi DCM (3x 25 ml) a destilovanou vodu (1x
25 ml). Spojené organické faze byly promyty nasyocervodnym roztokem NaCl,

vysuseny bezvodym N8O, a odpéeny na RVO.

Vytszek: 84%

Sumarni vzorec: £H3sBrN;O;

Mr = 570,52

'H NMR (400 MHz, CDCJ): 1,21-1,37 (m, 6H, 3xCh); 1,45 (s, 9H); 1,71-2,12 (m,
6H, 3xCH); 2,16-2,26 (m, 4H, 2xC§); 3,48 (s, 1H, CH); 3,70-3,79 (m, 1H, CH); 4,44
(d, J=5,60, 1H, NH); 4,72 (qui, J=7,25; 1H, CH)8@l,(d, J=6,43, 1H, NH); 7,40 (d,
J=8,75, 2H, ArH); 7,56 (s, 1H, CH); 7,68 (d, J=8,ZH, ArH); 7,74 (s, 1H, NH)
HPLC-MS (ESI+): 571,49 (99,12%)
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4-((2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-yl)amino)benzoové kyselina
COOH

Latky 2,6-dichlor-9-cyklopentylHd-purin (3,88 mmol), kyselina 4-aminobenzoova
(3,88 mmol) a DIPEA (11,44 mmol) byly michanynyropanolu (15 ml) v tlakové
ampuli @i teplog 120 °C po dobu 4 hodin. Po kontrole TLC (Tol-diox&cOH,
17:3:1) byla reakce ukéena. Reasni snes byla odpgena na RVO a odparek byl
suspendovan v destilované ¥o(b0 ml). Vylouwrena srazenina byla odsata naéfrit

nélevce a vysusSena v exikatoru.

Vytezek: 95%

Sumarni vzorec: 3H16CINsO,

Mr = 357,79

HPLC-MS (ESI+): 358,62 (95,99%)

'H NMR (500 MHz, DMSO-¢): 1,60-1,71 (m, 2H, CH; 1,67-1,87 (m, 2H, C};
1,89-1,98 (m, 2H, 2C¥); 2,09-2,18 (m, 2H, 2CH); 4,80 (qui, J=7,50 1H, CH); 7,86 (d,
J=9,00, 2H, ArH); 7,95 (d, J=9,00, 2H, ArH); 8,42 (H, CH); 10 ,55 (s, 1H, NH).
Pozn: proton z COOH nepozorovan.

5.2.3. Polyaminové prekurzory

Terc-butyl(4-aminobutyl)karbamat *"°

H
N.
H,N" >"">"""Boc

16 a
K roztoku 1,4-diaminobutanu (11,34 mmol) v CH®ll béhem 30 minut za chlazeni
(0-5 °C) pgikapan BogO (0,10 mmol). Reali snEs byla dale michana za laboratorni
teploty ges noc. Bylo provedeno TLC (CHEMeOH, 2:1). Po ukoteni reakce byla
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realkéni smés Zedina destilovanou vodou (50 ml) a dale byla provedextaakce do
chloroformu (3x50 ml). Spojené organické faze bphpmyty destilovanou vodou,
nasycenym vodnym roztokem NaCl, vysuSeny bezvodyamaem sodnym a odfeny
na RVO.

Vytézek: 9 %

Sumarni vzorec: §H20N20;

Mr = 188,15

'H NMR (500 MHz, CDCJ): 1,17 (s (br), 2H, Nb); 1,39-1,54 (m,13H, 2xCH
3xCHg); 2,69 (t, J=7,00, 2H, Cit 3,11(t, J=6,5, 2H, CH), 4,65 (s (br), 1H, NH)

butan-1,4-diyl dimethansulfonat

CHs
O:§=O
O/\/\/O
0=5=0 18
CH,

K roztoku 1,4-butandiolu (100,00 mmol) a metharmwichloridu (205,00 mmol) v
suchém THF (250 ml) byl za stadlého micharfikgpavan triethylamin takovou
rychlosti, aby teplota reaki smési negekratila 0 °C. Dale byl roztok michantip

teplog O °C po dobu 1 hodiny. Poté byla &rmponechana za michani faboratorni

teplo€ po dobu 16 hodin. Vznikla pevna faze (produktisthylamonium chloridem)
byla zfiltrovana a promyta malym mnozstvim THF. Rgprodukt byl rozmichan v 250
ml destilované vody. Suspenze byla extrahovanaStxml DCM. Spojené organické
faze byly promyty destilovanou vodou, nasycenymnyoa roztokem NacCl, vysuSeny

bezvodym siranem sodnym a othyay na RVO.

Vytézek: 92%

Sumarni vzorec: §H1406S,

Mr = 246,30

'H NMR (300 MHz, DMSO-g): 4,24 (t, J=3,30, 4H, 2xGi{ 3,18 (s, 6H, 2xCH); 1,76
(qui, J=3,45, 4H, 2xC})

73



1,4-diazidobutan
Ny SN

19
Latka 18 (25,00 mmol) a azid sodny (60,00 mmol) byly migh&anDMF (40 ml) g
teplot 80 °C po dobu 14 hodin. Reakce probihala v tlakew@uli v intertni atmosfé
(N,). Byla provedena kontrola TLC (hexan-ethylace®ét, a 4:1). Reakni snes byla
zfiltrovana (odstraéni MeSQNa) a odpgena na RVO. Odparek byl naslédmwzdlen
mezi destilovanou vodu (100 ml) a DCM (100 ml). viadfaze byla jestjednou
extrahovana do DCM (50 ml). Spojené organické fagl promyty destilovanou
vodou, nasycenym vodnym roztokem NaCl, vysuSenydmbzn siranem sodnym a
odpdeny na RVO.

Vytézek: 95%
Sumarni vzorec: §gNeg
Mr = 140,15

4-azidobutan-1-amin

N3/\/\/NH2
20

K roztoku latky 19 (20,81 mmol) v 75 ml EO bylo gidano 120 ml HCI a za
intenzivniho michani byl ffkapavan roztok trifenylfosfinu (21,85 mmol) v 75l m
diethyletheru. Rib¢h reakce byl kontrolovan TLC (petrolether-ethylatetl:1). Po 4

hodinach byla reakce uk&ena. Vodna faze byla o&léna od organické faze a naslédn
byla vytepana do diethyletheru (1x 50 ml). Vodna faze ldde alkalizovana 4M

NaOH na pH ~ 10-12. Po neutralizaci byla provedextakce do DCM (3x50 ml).

Spojené organické faze byly promyty nasycenym vodmgztokem NacCl, vysuSeny
bezvodym siranem sodnym a othyay na RVO.

Vytézek: 65%

Sumarni vzorec: 10Ny

Mr =114,09

'H NMR (300 MHz, DMSO-¢): 1,37 (qui, J=3,75, 2H, G} 1,55 (qui, J=3,48, 2H,
CHy); 1,77 (s (br), 2H, Nb); 2,53 (t, J=6,81, 2H, Cif 3,31(t, 6,90, 2H, Ch)
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Tert-butyl (4-azidobutyl)karbamat

H
N.
Ny~ >""Boc

22
K roztoku latky 20 (10,00 mmol) v THF byl éhem 30 minut za chlazeni (0-5 °C)
piikapan BogO ( 10,50 mmol). Reaki snes byla dale michana za laboratorni teploty
pies noc. Reali snes byla odpgena, k odparku bylafjglana destilovana voda (15 ml)
a déle byla provedena extrakce do ethylacetatus(8x2. Spojené organické faze byly
promyty destilovanou vodou, nasycenym vodnym rozmolNacCl, vysuSeny bezvodym
siranem sodnym a odieamy na RVO.

Vytézek: 95%

Sumarni vzorec:§H1gN4O,

Mr = 214,26

'H NMR (300 MHz, DMSO-g): 1,37 (s, 9H, 3x CH; 1,43 (qui, J=6,93, 2H, C}
2,91 (q, J=6,18, 2H, Cht 3,29-3,35 (m, 4H, C}). Pozn: proton z NH nepozorovan.

Terc-butyl(4-aminobutyl)karbaméat

H
N.
H,N" >"">"""Boc

16 b

Latka 22 byla redukovana pomoci;Hha Pd-C 5% (1 mol%) v methanolu (50 ml) za
laboratorni teploty a atmosferického tlaku. Po dymdinidch byla reakce ukéena.
Nasled’ byla provedena filtrace a $sbyla odpena na RVO.

Vytézek: 98%

Sumarni vzorec: §H,0N20;

Mr = 188,15

'H NMR (500 MHz, CDC{): 1,17 (s (br), 2H, Nbp); 1,39-1,54 (m,13H, 2xCH
3xCH); 2,69 (t, J=7,00, 2H, Cht 3,11(q, J=6,5, 2H, CHi 4,65 (s (br), 1H, NH)
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4-hydroxy-N-methylbutanamid* "

Ho/\/\[(N\

24 ©
40% Vodny roztok methylaminu (1,86 mol) byl ochlazea teplotu 0 °C a k tomuto
roztoku byl za stalého michani a chlazefikgpavany-butyrolakton (0,62 mol). Po
ukonieni gidavani byl roztok dale michartigeplot 0-5 °C po dobu 2 hodin. Reak
smés byla odptena na RVO. Odparek byl rozp&stve 200 ml THF a vysuSen
piidavkem bezvodého siranu sodného (25 g). Naslega snts zfiltrovana a odgana
na RVO, k odparku bylian toluen (150 ml) a s¥a byla znova odgana na RVO.

Vytézek: 98%

Sumarni vzorec: §H11NO;

Mr=117,15

'H NMR (400 MHz, DMSO-¢): 1,61 (qui, J=7,01, 2H, G} 2,07 (t, J=7,54, 2H, Cit
2,53 (s, 3H, Ch); 3,34(q, J=6,32, 2H, Cit 4,44 (t, J=5,16, 1H, OH); 7,67 (s (br), 1H,
NH)

4-(methylamino)butan-1-of "
H

HO SN

25
K roztoku LiAlH; (210,00 mmol) v THF (120 ml) bylipteplo€ 0-5 °C v inertni
atmosfée (N;) prikapavan roztok24 v THF (80 ml) takovou rychlosti, aby teplota
nepgekratila 5 °C. Poté byla reg&ki smés refluxovana bezifstupu vzdusné vihkosti po
dobu 2 hodin. Po ochlazeni na teplotu 0-5 °C byls##ého michani a chlazeni
piikapavan 15% vodny roztok NaOH (30 ml). Poté byakini snés michana za
laboratorni teploty po dobu 2 hodin. Nasledryl pevny podil zfiltrovan, promyt THF
(3x25 ml) a filtrat byl odpgen na RVO. Szrovy produkt bylstén vakuovou destilaci
(50 °C/5-10 mbar).

Vytszek: 75%
Sumarni vzorec: £4:3NO
Mr = 103,16
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'H NMR (300 MHz CDCJ): 1,50-1,75 (m, 5H, 2xCH OH); 2,43 (s, 3H, CHJ; 2,62 (t,
J=5,70, 2H, Ch); 3,45 (s(br), 1H, NH); 3,57 (t, J= 5,40, 2H, §H
Terc-butyl (4-hydroxybutyl)(methyl)karbamat 12

I?oc
HO >SN

26

Latka 25 (58,45 mmol) byla fevedena do roztoku s triethylaminem (60,00 mmol) a
methanolem (55 ml) a tato gmbyla michana 10 minutigeplo 0 °C. Behem dalSich
10 minut byl po kapkachfglan roztok diterc-butyl dikarbonatu (72,00 mmol) v
methanolu (35 ml). Sas byla michana v atmos&dusiku po dobu 1 hodiny. Poté byla
realkéni snes michana za laboratorni teplotiep noc. Roztok byl vakugvodpden,
rozpusén v DCM a promyt destilovanou vodou. Organickad fédz@a oddlena,
vysusena bezvodym siranem sodnym a zakoncentragid/O. Byl ziskan olejovity

produkt.

Vytszek: 75%

Sumarni vzorec: {gH2:NO;

Mr = 203,28

'H NMR (300 MHz, CDCJ): 1,53 (s, 9H, 3xCH); 1,53-1,59 (m, 4H, 2xC}); 2,84 (s,
3H, CHg); 3,25 (t, J=4,5H, CH,); 3,67-3,72 (q, J=4,92, 2H, GH

4-((terc-butoxykarbonyl)(methyl)amino)butyl methansulfonat!’

0. o

K roztoku latky26 (29,50 mmol) a triethylaminu (153,00 mmol) v DCBB(mI) byl i
teplo€ 0 °C v tihrdlé baice v inertni atmosfé pikapavan mesylchlorid (188,31
mmol). Reakni snmés byla michanaipteplot 0 °C po dobu 1 hodiny. Po vystoupani na
laboratorni teplotu byl roztok ponechan michardspnoc. Reati smés byla znovu
ochlazena na 0 °C a poté byl za stalého michédap 1M NaOH (710 ml). Organick&
faze byla oddena a vytepana v destilované vod@350 ml). Nasled# byla jeSt jednou

vytiepana, vysusena bezvodym siranem sodnym dertpaa RVO.
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Vytézek: 80%

Sumarni vzorec: GHo3NOsS

Mr = 281,37

'H NMR (300 MHz, CDGJ): *H NMR (CDCk): 1,45 (s, 9H, 3xCh); 1,59-1,79 (m, 4H,
2XCH,); 2,84 (s, 3H, CH); 3,01 (s, 3H, Ch); 3,26 (t, J=6,75, 2H, CHt 4,26(t, J=6,03,
2H, CH,)

Terc-butyl (4-((4-aminobutyl)amino)butyl)(methyl)karbam at*"2

I?oc
H2N\/\/\N/\/\/N\
H
28

Smes putrescinu v AcCN (20 ml) a,K0O; (46,00 mmol)byla za laboratorni teploty
michana v atmosfé dusiku. Latk&7 (9,24 mmol) byla rozpu&bia v AcCN (6 ml) a
béhem 30 minut byl tento roztokfidavan do uvedené ssi putrescinu a pCOz; v
AcCN. Reakni snes byla gevedena do tlakové ampule a byla ponechana migiiani
teplot 95 °C gres noc. KCO; byl Zfiltrovan, k reakni snesi byl pridan DCM (85 ml) a
poté byla provedena extrakce do (6x50 ml) nasycen&uného roztoku ulditanu
sodného. Organicka faze byla promyta destilovanodou, nasycenym vodnym
roztokem NacCl, vysuSena bezvodym siranem sodnydpaena na RVO.

Vytézek: 80%

Sumarni vzorec: GH3:N30,

Mr = 273,41

'H NMR (400 MHz, CDCJ): 1,43 (s, 9H, 3xCH); 1,47-1,59 (m, 12H, 6xCpt 2,59-
2,62 (m, 3H, NH, Ch); 2,81 (s, 3H, CH); 3,18 (t, J=6,00, 2H, CH

3C NMR (400MHz, CDG)): 27,24; 27,56; 28,55; 31,63; 34,17; 42,16; 49 48:36;
79,24; 155,89

GC-MS: m/z (rel.int.): 84,15 (100); 57,10 (52); ¥0,(41); 72,10 (28); 101,15 (27);
86,10 (15). R= 12,82,
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Terc-butyl (4-azidobutyl)(methyl)karbaméat

I?oc
N3/\/\/N\

29

Latka 27 (10,70 mmol) a azid sodny (25,68 mmol) bylke® noc michany v tlakové
ampuli v atmosfée dusiku pi teplo€ 80 °C. Vylowena srazenina MeSRa byla
odsata na fri, promyta DMF a filtrat byl odgan na RVO. Odparek byl roglén mezi
destilovanou vodu (20 ml) af (20 ml) vodna faze byla jeéSednou vytepana 20 ml
Et,O. Spojené organické faze byly promyty destilovanodou (20 ml), nasycenym
vodnym roztokem NaCl (40 ml) a vysuSeny bezvodyrangm sodnym. Nakonec byla

organicka faze odpana na RVO.

Vytézek: 99%
Sumarni vzorec: EHooN4O-
Mr = 228,29

Terc-butyl (4-aminobutyl)(methyl)karbamat

I?oc

HZN/\/\/N\
30

K roztoku latky29 (10,64 mmol) ve 25 ml BD bylo gidano 15 ml destilované vody a
za intenzivniho michani byl ke ggi piikapavan roztok PRh11,17 mmol) ve 25 ml
Et,O. Smés byla michana v inertni atmos#edusiku pes noc. Reali snes byla
okyselena CLCOOH (3 ml). Organicka faze byla adéena a vodna faze byla wgpana
2x 20 ml EtO. Vodna faze byla nasletimlkalizovana nasycenym vodnym roztokem
NaCOs; (15 ml). Poté byla provedena extrakce do ethy#uoe(3x 25 ml). Spojené
organickeé faze byly promyty nasycenym vodnym roetokNaCl, vysuseny bezvodym

siranem sodnym a odieamy na RVO.

Vytezek: 35%

Sumarni vzorec: gH2N-0,
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Mr = 202,29

'H NMR (400 MHz, CDCJ): 1,43 (s, 9H, 3xCH); 1,49-1,56 (m, 2H, CH; 1,87 (s (br),
2H, NH); 2,70 (t, J=6,80, 2H, Cht 2,81 (s, 3H, Ch); 3,19 (m, 4H, 2xCH

13C NMR (400MHz, CDGJ): 25,12; 28,54; 30,59; 34,17; 41,88; 48,54; 79,265,956
GC-MS: m/z (rel.int.): 57,10 (100); 70,05 (29); @9,(23); 84,10 (23); 88,05 (19);
72,10 (14). R= 7,68.

5.3. Syntéza konjugai

5.3.1. Konjugaty typu sekundarnich amir

Terc-butyl ester(4-{6-[4-(4+erc-butoxykarbonylamino-butylamino)-benzylamino]-
9-cyklopentyl-9H-purin-2-ylamino}-cyklohexyl)-karba mové

H
N.
HN™ >"">"Boc

HN .
Boc

Latky 8 (0,17 mmol) al6a (0,20 mmol), rac-BINAP (0,014 mmolj;BuOK (0,26
mmol), Pd(dbag) (0,007 mmol) byly michany v suchém toluenu (5 wilakové ampuli
pii teplot 100 °C po dobu 24 hodin. Tato reakce probihalamosfée argonu. Reakce
byla kontrolovana TLC (petrolether-ethylacetat,)3Reakni snes byla zed*na vodou
(15 ml) a extrahovana do toluenu (3x15 ml). Spojerganické faze byly promyty
destilovanou vodou, nasycenym vodnym roztokem Nag@uSeny bezvodym siranem

sodnym a vakuavodpdeny.
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Vytézek: 93%

Sumarni vzorec: £Hs7/NgO,

Mr = 691,45

HPLC-MS (ESI+): 691,81 (94,31%)

N®-(4-((4-aminobutyl)amino)benzyl)N>(4-aminocyklohexyl)-9-cyklopentyl-3H-

purin-2,6-diamin

HN/\/\/NH2

NH
NN
|)j:\>

HN)\N/ N

SLRe

NH,

Latka 31 (0,15 mmol) byla rozpu&ta v suchém DCM (3 ml). Tento roztok byl
ochlazen na teplotu 0 °C a nasledra stdleho michani bylaigana TFA (1,5 ml).
Reakni snts byl)a michana ip teplog& 0-5 °C po dobu dvou hodin. Reakce byla
kontrolovana TLC (petrolether-ethylacetat, 1:1,)3Reakni snes byla odpgna na
RVO, odparek byl je§t3krat prodestilovan s DCM (5 ml). Poté bylo k odgpapridano
10 ml destilované vody a byla provedena neutradizZa% NaHCQ za stalé kontroly
pH. Nasledn byla provedena extrakce do ethylacetatu (3x15ardpojené organicke
faze byly promyty destilovanou vodou, nasycenymnyoa roztokem NacCl, vysuSeny
bezvodym siranem sodnym a vak&owdpdeny. Produkt byl¢istén kolonovou
chromatografii v mobilni fazi CHgiMeOH-NH,OH, 4:1:0,05.

Vytézek: 24%
Sumarni vzorec: £H41Ng
Mr = 491,67
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'H NMR (400 MHz, CDCJ): 1,67-1,80 (m, 2H); 1,82-1,96 (m, 5H); 1,98-2(28 8H);
2,95-3,03 (M, 1H, CH); 3,70-3,80 (m, 1H, CH): 4(61J=8,00, 1H, NH); 4,67-4,74 (m,
3H, CH, CH); 6,07 (s (br), 1H, NH); 7,21 (d, J=8,80, 2H, ArH)41 (d, J=8,80, 2H,
ArH); 7,47 (s, CH, 1H)

HPLC-MS (ESI+): 492,54 (95,70%)

Terc-butyl(4-((6-((4-((4-aminobutyl)amino)fenyl)amino)9-cyklopentyl-9H-purin-2-
yl)amino)cyklohexyl)karbamat

Latkal14 (0,35 mmol), putrescin (0,40 mmol), rac-BINAP @80mmol),t-BuOK (0,53
mmol), Pd(dbg) (0,014 mmol) byly michany v suchém toluenu (5 wilakové ampuli
pii teplo& 100 °C po dobu 24 hodin. Tato reakce probihalanosafé&e argonu. Reakce
byla kontrolovana TLC (petrolether-ethylacetat, )1:Reakni snmés byla Zedna
destilovanou vodou (15 ml) a extrahovana do tolu@xi5 ml). Spojené organické
faze byly promyty destilovanou vodou, nasycenymnyoa roztokem NacCl, vysuSeny

bezvodym siranem sodnym a vaké@dpdeny.

Vytezek: 97%

Sumarni vzorec: £H47/NgO,

Mr =577,76

HPLC-MS (ESI+): 578,80 (93,87%)
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N®-(4-((4-aminobutyl)amino)fenyl)-N-(4-aminocyklohexyl)-9-cyklopentyl-H-

purin-2,6-diamin

Latka 33 (0,23 mmol) byla rozpu&ta v suchém DCM (3 ml). Tento roztok byl
ochlazen na teplotu 0 °C a nésledra stalého michani bylaigana TFA (1,5 ml).
Reakni smés byla michana ip teplo& 0-5 °C po dobu dvou hodin. Reakce byla
kontrolovana TLC (petrolether-ethylacetat, 1:1)akei snes byla odpgena na RVO,
odparek byl jest 3krat prodestilovan s DCM (5 ml). Poté bylo k odpepidano 10 ml
destilované vody a byla provedena neutralizace S86I0G0; za stalé kontroly pH.
Nasled’ byla provedena extrakce do ethylacetatu (3x15anrdpojené organickeé faze
byly promyty destilovanou vodou, nasycenym vodnyoztokem NacCl, vysuSeny

bezvodym siranem sodnym a vaké@dpdeny.

Vytézek: 97%
Sumarni vzorec: £gHzgNg
Mr = 477,65

'H NMR (400 MHz, CDCJ): 1,18-1,34 (m, 3H); 1,48-1,63 (m, 2H): 1,68-1(&8 2H);
1,83-2,03 (m, 4H); 2,07-2,31 (m, 6H); 2,96-3,08 (th, CH); 3,77-3,89 (m, 1H, CH);
4,72 (qui, J=7,20, CH); 4,76 (d, J=7,60, 1H, NHR5/(s, 1H, NH); 7,41 (d, J=8,80, 2H,
ArH); 7,55 (s, 1H, CH); 7,66 (d, J=8,80, 2H, ArH)

HPLC-MS (ESI+): 478,55 (94,34%)

83



Terc-butyl(4-((4-((2-((4-((terc-butoxykarbonyl)amino)cyklohexyl)amino)-9-
cyklopentyl-9H-purin-6-yl)amino)fenyl)amino)butyl)(methyl)karbamat

Latka14 (0,11 mmol), Iatke80 (0,13 mmol), BrettPhos PdG1, Mdé3u Adduct (0,005
mmol), t-BuONa (0,13 mmol), byly michany v suchém THF (4 mtlakové ampuli f
teplog 100 °C po dobu 24 hodin. Tato reakce probihalamwafé&e dusiku. Reakce
byla kontrolovdna TLC (toluen-ethylacetat, 1:1)ak®i srmés byla odpgena na RVO a
ziskany odparek bylfedén destilovanou vodou (15 ml) a extrahovan do talug@x15
ml). Spojené organické faze byly promyty destilomarvodou, nasycenym vodnym

roztokem NacCl, vysuSeny bezvodym siranem sodnyakaox odpaeny.

Vytszek: 73%

Sumarni vzorec: £Hs7NgO,

Mr =691,91

HPLC-MS (ESI+): 693,11 (87,23%)
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NZ-(4-aminocyklohexyl)-9-cyklopentylN°-(4-((4-(methylamino)butyl)amino)fenyl)-
9H-purin-2,6-diamin

H
HN/\/\/N\

Latka 35 (0,08 mmol) byla rozpu&ta v suchém DCM (4 ml). Tento roztok byl
ochlazen na teplotu 0 °C a nasledra stalého michani bylafigana TFA (1 ml).
Reakni snts byla michanaipteplot 0-5 °C po dobu dvou hodin. Reak snes byla
odpdena na RVO, odparek byl j€SBkrat prodestilovan s DCM (5 ml). Poté bylo k
odparku pidano 10 ml destilované vody a byla provedena aémtice 5% NaHC®za
stalé kontroly pH. Naslednbyla provedena extrakce do ethylacetatu (3x15 anl)
spojené organické faze byly promyty destilovanoudowg nasycenym vodnym

roztokem NacCl, vysuSeny bezvodym siranem sodnyakaox odpaeny.

Vytézek: 66%

Sumarni vzorec: £H41Ng

Mr = 491,67

HPLC-MS (ESI+): 492,64 (87,47%)
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5.3.2. Konjugaty typu amida

N-(4-aminobutyl)-4-(((2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-

yl)amino)methyl)benzamid

H
O\\C,N\/\/\NHZ

Latka6 (0,26 mmol) byla michana s putrescinem (0,77 mmabpropanolu (10 ml) v
tlakové ampuli g teplot 100 °C. Reakce probihala v atmdsfé@usiku po dobu 24
hodin. Kontrola TLC byla provedna v mobilni fazilatoform-methanol, 4:1. Rea&ki
smes byla odptena na RVO, ieckna destilovanou vodou (15 ml) a extrahovana do
ethylacetatu (3x15 ml). Spojené organické faze khylgmyty destilovanou vodou,
nasycenym vodnym roztokem NaCl, vysuSeny bezvodijamem sodnym a vaku®v
odpdaeny. Produkt byl dalgisten preparativni TLC v mobilni fazi CHgEMeOH-
NH4OH, 4:1:0,05.

Vytézek: 6%

Sumarni vzorec: £H,sCIN7O

Mr = 441,96

'H NMR (400 MHz, DMSO-g): 0,44-0,57 (m, 2H); 0,65-0,73 (m, 2H); 0,80-1(@1,
4H); 1,08-1,20 (m, 2H); 1,45-1,53 (m, 6H); 1,8Ql¢s), 2H, NH,); 3,68 (d, J=5,20, 2H,
CHy); 3,78 (qui, 1H, CH); 6,39 (d, J=8,00, 2H, ArH)78 (d, J=8,00, 2H, ArH); 7,19 (s,
1H, CH); 7,47 (t, J= 4,32, 1H, NH); 7,78(t, J=4,861, NH)

HPLC-MS (ESI+): 442,43 (99,91 %)
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Tert-butyl(4-((4-(4-((2-chlor-9-cyklopentyl-9H-purin-6-

yl)amino)benzamido)butyl)amino)butyl)(methyl)karbamat

Latka14 (0,28 mmol) byla michdna s polyamin@&® (0,34 mmol) v prosedi suchého
DMF (5 ml) v tlakové ampuli po dobu 24 hod. Reakecebihala v atmosfé dusiku pi

teplot 50 °C. Reaéni snts byl odpaéena na RVO. Odparek bytetkén vodou (15 ml) a
extrahovan 3x15 ml ethylacetatu. Spojené organféké byly promyty destilovanou

vodou, nasycenym vodnym roztokem NaCl a vysuSemydgyym siranem sodnym.

Vytézek: 99%

Sumarni vzorec: £H4sCINgO3

Mr = 613,19

HPLC-MS (ESI+): 613,86 (95%)
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6. Zaver

Cilem prace byla ifprava 2—aminocykloalkyl-6-aryl(biaryl)amino-9-cykloalk@H-
purinovych derivat s polyaminy. Byly pipraveny 4 cilové monoarylové prekurzory
(4,5,6,8) a 2 biarylové prekurzory9(10) benzylaminového typu. DalSi s
piipravené monoarylové prekurzory jsou latky anili@be typu {2,14).

Dale byl gipraven putrescin chrény skupinou Boc16a 16b) a také methylovany
putrescin 80). Mimo jiné se také zdaénpoddilo piipravit symetricky methylovany
polyamin @8).

Nakonec byly gipraveny 3 cilové konjugaty typu sekundarnich an82,34 a 36 a
konjugaty typu amid 38 a40. Derivat40 je navrZzen pro univerzalni syntetickou cestu s
riiznymi substitucemi v pozici ‘@urinového jadra. Proifpravu konjugat typu amidh
se nejlépe os¥vcila metoda HATU couplingu, kdy byl ziskan produkd vysokém
vytéZku s pondrné vysokou ¢istotou. Syntéza konjugattypu sekundarnich amina
jejich nasledna charakterizace byla gomd nara@na. Pro pipravu &chto latek byl
zvolen gistup Buchwald-Hartwigovy aminace za pouziizmych Pd katalyzatéra
reaknich podminek. Jako ligand byl zvolen rac-BINAPciNéNn tyto podminky byly
vhodné pouze pro konjugaty, jez zahrnovaly Boc4whm@ putrescinéi putrescin
samotny. Konjugaty typu sekundarnich amiobsahujici methylovany polyamin se
touto metodou nezéiéo pripravit. Proto byl zvolen BrettPhos Pd-prekatalpzaf imto
piistupem jiz bylo dosazeno pozadovaného produktemémr je stale nutno
optimalizovat podminky pro jeh#iSténi a izolaci.

Cilem budouci prace je optimalizace r&@kh podminek, iprava novérady

polyaminovych konjugdata studium biologické aktivity.
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7. Seznam zkratek

ADDP
AdoMet
AdoMetDC
APAO
Az

Azl
BLM-A5
CDK
DCM
DEAD
DFMO
DIAD
EDTA
EGTA
MATE1
MD simulace
MTA
MTs
OoDC
PA
PK/PD
PSVs
PTS
Put
ROS
RVO
SAR
SLC
SMO

1,1'-(azodikarbonyl)dipiperidin
S-adenosylmethionin
S-adenosylmethionindekarboxylaza
acetylpolyamintransferaza
antienzym

antienzymovy inhibitor

bleomycin

cyklin-dependentni kinaza
dichlormethan

diethyl azodikarboxyléat
difluormethylornithin

diisopropyl azodikarboxylat
kyselina ethylendiamintetraoctova

kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethyleth¢etraoctova

multidrug and toxin extrusion transporfer-

molekulagkdynamické simulace”
5'-methylthioadenosin
membranoveé transportéry
ornithin dekarboxylaza
polyaminy
farmakokinetika/farmakodynamika
polyaminové sekvestr vezikuly
polyaminovy transportni systém
putrescin

reactive oxygen species

rot&ni vakuové odparka
structure-activity relationship
solute-carrier (family)

sperminoxidaza
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Spd
Spm
SSAT
TFA
THF
TLC

spermidin

spermin

spermin/spermidin acetyltransferaza
kyselina trifluoroctova
tetrahydrofuran

tenkovrstevna chromatografie
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