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ANOTACE

Tato prace si klade za cil objasnit zakladni poznatky o cyklin dependentnich kinasach,
zejména se orientuje na skupinu cyklin dependentnich Kinas 4, jejich funkci v bunécném
cyklu a jejich inhibici. V casti praktické je zaznamenana pfiprava 3 potencidlnich
imidazopyrimidinovych inhibitord prostfednictvim Chan-Evans-Lam reakce a Buchwald-
Hartwig aminace.

Klicova slova: Cyklin dependentni kinasy, cyklin dependentni kinasy 4, inhibitory cyklin
dependentnich kinas, imidazopyrimidiny, Chan-Evans-Lam reakce, Buchwald-Hartwig
aminace

ANOTATION

The goal of this work is to clarify basic knowledge about cyclin dependent kinases, mainly
cyclin dependent kinases 4, their function in the cell cycle and their inhibition. The practical
part describes preparation of 3 potential imidazopyrimidine inhibitors by the means of Chan-
Evans-Lam reaction and Buchwald-Hartwig amination.

Key words: Cyclin dependent kinases, cyclin dependent kinases 4, inhibitors of cyclin
dependent kinases, imidazopyrimidines, Chan-Evans-Lam reaction, Buchwald-Hartwig
amination
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1 Uvod

Cyklin dependentni kinasy (dale CDK) jsou skupinou proteinti, které jsou aktivovany
navazanim cyklinu na svou strukturu. Tato skupina enzymu je v dnesni dobé predmétem
mnoha biologickych studii, ponévadz jejich schopnosti ovliviiovat bunéény cyklus mohou
byt vyuzity pii vyzkumu novych 1€k napf. proti rakovinnému bujeni. Zastavenim
bunécného cyklu napadenych bunck se zabranuje dalSimu rychlému S$ifeni zhoubnych
nadort, ¢ehoz se mize dosahnout mimo jiné inhibici CDK.

Cast vyzkumu inhibitorit CDK se orientuje na derivaty imidazopyrimidint, které by mohly
mit dostatecnou biologickou aktivitu a mohly by byt potencidlnimi inhibitory CDK4
a CDK6. Mozn¢ inhibitory CDK4 byly pfipraveny prostiednictvim Sestikrokové syntézy
navrzené na Univerzit¢ Palackého v Olomouci (schéma ¢. 1). Struktura latek byla
inspirovana jiz schvalenym léc¢ivem palbociclibem. Klicovymi kroky syntézy byly Chan-
Evans-Lam coupling a Buchwald-Hartwigova aminace. Tyto reakce jsou blize popsany
V Casti teoretické.

Tato prace si dava za cil seznamit ¢tenadfe se zédkladnimi poznatky o CDK, ptiblizit mu
problematiku biologickych inhibitort CDK, vyzkum syntetickych inhibitori a obeznamit ho
bliZe se skupinou CDK4 a jejich inhibitory, kterymi se tato prace primarné zabyva. Prakticka
cast prace, kterd byla provedena na ptirodovédecké fakult¢ Univerzity Palackého
v Olomouci, pak popisuje provedenou syntézu imidazopyrimidini prostiednictvim
Sestikrokové syntézy. Piipravené latky jiz byly testovadny na externim pracovisti za ucelem
urceni jejich biologické aktivity.
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2 Cyklin dependentni kinasy

Fosforylace proteinti (napf. enzymi) je jednou z hlavnich post-transla¢nich modifikaci
a jejim hlavnim ukolem je kontrola a fizeni bunécénych procesti. Zavedeni fosfatového
zbytku, nej€astéji na volnou OH skupinu serinu, threoninu nebo tyrosinu, dokaze vyvolat
vyrazné¢ zmény v prostorové struktute proteinu a tim ovlivnit jeho funkci a aktivitu (schéma
¢. 2). V lidském genomu je kodovano vice nez 500 protein-kinas, z nichz farmakologicky
vyznamné jsou ty, jejichz aktivita je spjata s vaznymi onemocnénimi (1). Mezi
nejvyznamnéj$i a nejvice studované Kinasy patii cyklin dependentni kinasy, jejichz
deregulace je spojena s fadou nadorovych onemocnéni (2).
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Schéma €. 2 Fosforylace serinu fosfatem z ATP

Cyklin dependentni kinasy, dale pouze CDK, jsou skupinou enzyml zfady serin-
threoninovych kinas, které hraji dilezitou roli pfi regulaci bunééného déleni (3). CDK jsou
tvoteny zhruba 300 jednotkami aminokyselin a pro svou funkci vyzaduji vazbu s cyklinem,
coz je rovnéz protein (4). Tercialni strukturu CDK v neaktivované formé tvoii a-helixy,
které jsou soucasti C-terminalni domény, a B-list a PSTAIRE helix, které jsou soucasti
N-terminalni domény. (4; 5) Po vytvofeni nekovalentnich interakci s cyklinem a nutné
fosforylaci OH skupiny threoninu prostiednictvim cyklin aktiva¢nich kinas v T smycce,
ktera by jinak blokovala aktivni misto pro pfistup substratu, se méni trojrozmérna struktura
a vznika aktivni komplex CDK. Ten je schopen fosforylaci OH skupiny serinovych nebo
threoninovych zbytki proteint regulovat aktivitu bunécnych proteint. Zdrojem fosfatu pro
fosforylaci je molekula ATP, ktera se vaZze do aktivniho mista CDK, jenz se nachazi
v zahybu mezi N-terminalni doménou a C-terminalni doménou (4).



CDK byly objeveny diky své roli v bunééném déleni. V roce 2001 ziskali Nobelovu cenu za
medicinu Leland Hartwell, Tim Hunt a Paul Nurse za popis regulace bunécného cyklu
prostiednictvim CDK (6). Tyto enzymy aktivuji prostfednictvim fosforylace proteiny, které
kontroluji bunéény cyklus, to znamena, Ze napt. zajist'uji vstup do dalsi faze, nebo zastaveni
cyklu pii detekci chyb. Jednotlivée CDK se 1isi druhem cyklinu, ktery je aktivuje a fazi
bunééného cyklu, jez ovlivituji (obrazek ¢. 1). Nékteré CDK se nepodili na regulaci
bunééného cyklu ale napit. CDK7, CDK8, CDK9 na transkripci DNA, nebo CDK5 na
nervové diferenciaci a na dalsich procesech ovliviwjicich neurony (4; 6).

Cyklin B

Cyklin D

Cyklin A

Cyklin E

Obrazek ¢. 1 CDK, cykliny, které je aktivuji, a fize buné¢ného cyklu, jez ovliviiuji
21 CDK 4

Cyklin dependentni Kinasy 4 jsou skupinou CDK, jejiz hlavni roli je regulace Gl faze
bunééného cyklu. Tyto kinasy jsou aktivovany D-typem cyklinu a regulovany skupinou
proteinli INK4 a CIP/KIP. Jejich primarni roli je fosforylace retinoblastomového proteinu
(pRb), jenz se touto modifikaci inhibuje, a je tak umoznéno probéhnuti G1/S ptechodu.
Retinoblastomovy protein totiz ve své aktivované form¢ zabrafiuje bunice prechod do dalsi
bunééné faze tim, ze zpisobuje represi E2F-DP komplexi, které za aktivniho Stavu umoziiuji
genovou expresi G1/S ptechodu. Diky inhibici retinoblastomového proteinu se zacnou
produkovat proteiny, potiebné k ptechodu buniky do S faze. Mimo jiné se také zacne
produkovat cyklin E a dochazi k aktivaci CDK2, ktery za¢ne provadét dodatecnou
fosforylaci retinoblastomového proteinu a posilovat tak ucinek jeho ptedchozi inhibice (7).

2.2 Inhibitory cyklin dependentnich kinas

Inhibitory CDK jsou latky deaktivujici tyto kinasy. V organismech se jedna o tzv. CKI
proteiny, které Ize rozd¢lit do dvou zakladnich skupin, a to do INK4 a CIP/KIP skupiny (7).

8



Tyto latky nejenom ovliviiuji bunéény cyklus, ale také transkripci DNA a apoptoézu bunky

(8).

INK4 jsou latky zamezujici navdzani cyklinu D na CDK4 a CDK6 za ucelem inhibice
aktivniho komplexu, nebo se samy na CDK4 a CDK®6 vazi, a tak tyto enzymy inhibuji.
Prostiednictvim inhibice zabranuji bunce dokonéit G1 fazi a cyklus tak zastavi na
kontrolnim bodu. Mezi tuto skupinu inhibitor patii napt. proteiny p16'™NK4 p15INK4B
p18/NK4C gnd p19INK4D (g),

CIP/KIP skupina proteinti je schopna inhibice CDK aktivovanych cyklinem A, E. Do této
skupiny inhibitortl patii proteiny p21°P, p27KPl a p57kP2. Jsou schopny jak interakce
s ptislusnym cyklinem, tak i s danou CDK. Mimo to se ukazalo, ze se jedna o pozitivni
regulatory CDK4/6, které jsou aktivovany cyklinem D (7).

Latky inhibujici cyklin dependentni kinasy jsou zkoumany kviali svému potencidlnimu
vyuziti jako 1€kt proti rakoving€, neurodegenerativnim onemocnénim a infekcim (6).
Zhoubné bujeni mlize zpisobovat deaktivaci biologickych inhibitort CDK nebo nadmérnou
aktivitu samotnych CDK, coz vede k nekontrolovanému bunéénému déleni. Latky, které
inhibuji CDK, zptisobi naruseni pribé¢hu bunécného cyklu, a tudiz je rakovinné burice
zabranéno v dal§im dé¢leni a dochazi k jejimu zaniku (9). Problémem vyvoje téchto 1éku je
jejich schopnost zaméfit se i na buiky nenapadené rakovinnym bujenim, jejich
nepouzitelnost na n¢které druhy rakovin a dale vedlejsi efekty po podani (9; 6). Jako ptiklad
vedlejSich ucinki lze uvést hypokalémii a nevolnost zptisobené seliciclibem, ktery nebyl
prozatim schvalen jako 1é¢ivo (10).

Mezi jiz schvalené 1€ky, které piisobi protinadorové diky inhibici CDK, patii napf.
palbociclib, ribociclib a abemaciclib. Tato 1é¢iva patii do tzv. tieti generace, ktera je na rozdil
od prvni a druhé generace CDK inhibitort vice potentni a selektivni, tudiz zpisobuje méné
vedlejSich ucinkid. Jako ptiklad CDK inhibitord prvni generace lze uvést jiz zminény
seliciclib (9). Jednim z prvnich selektivnich inhibitort CDK, ktery byl testovan pro 1é¢bu
nadorovych onemocnéni, byl v Olomouci objeveny purinovy derivat olomoucin (obrazek ¢.

2) (11).
%L U Uiﬂ .
palbocwhb k/NH HK \) ribociclib \:L N N\>

Z F
O/\@\NJ\\U >/ )j: sehc1chb )\
H Ho\/\HN

Y /
abemaciclib N
F olomoucm

Obrazek ¢ 2 Struktury lé¢iv inhibujicich cyklin dependentni Kinasy: palbociclib, ribociclib,
abemaciclib, olomoucin, seliciclib



2.2.1 Inhibitory CDK4

Prostiednictvim inhibice CDK4 mize bunka projit apoptéozou. Bunce je zabranéno
pokrac¢ovat v bunééném cyklu, ponévadz nedochazi k fosforylaci pRb, a tudiz nedochazi
k jeho inhibici, ktera by umoznila G1/S piechod (6). CDK4 jsou inhibovany skupinou
proteinti INK4, mezi které patii proteiny p16'NK44, p15!NK4B 11 gINKAC 'n19INKAD Tato tiida
inhibuje CDK4 bud'to znemoznénim navazani cyklinu D potfebného k aktivaci, anebo
navazanim na CDK4, kdy dojde k jeho prostorovému pieskupeni, a tudiz i k deaktivaci (9).
Pokud dochazi k nedostatecné produkci INK4 inhibitorG nebo k jejich deaktivaci, mize
nastat zhoubné bujeni. Napi. u glioblastomu nebo rakoviny slinivky bfiSni se prokézala
ztrta u¢innych p16'NK4A (8; 12).

Dalsim mechanismem inhibice mtize byt i transkripéni faktor p53, ktery zpisobuje pii
chybné provedené retinoblastomové draze nebo poskozeni DNA zastaveni buné¢ného cyklu
a opravu chyb, nebo az apoptdzu bunky. Transkripéni faktor mimo jiné zptisobuje genovou
expresi p21°PL jenz je schopen inhibovat aktivované proteiny CDK4 (8). P21%°! patii do
skupiny CIP/KIP proteind, ktera je schopna ale v ur€itych ptipadech CDK4 i aktivovat.
Schopnost proteinu p21¢P! ménit aktivitu CDK4 neni stale plné objasnéna (13). Pokud
nastane mutace genti, které koduji p53, dochazi i k nekontrolovatelnému bunéénému délent,
coz muze byt pficinou nékterych pokrocilych stadii rakovin vaje¢niki (9).

Mezi inhibitory prvni generace, které inhibuji CDK4, patii napt. flavopiridol, ktery ale
neprokazal dostatecnou aktivitu in vivo. Inhibitory druhé generace, roniciclib, riviciclib
(obrazek ¢. 3), nejsou stejné jako inhibitory prvni generace selektivni. Tieti generace
inhibitord se zacala orientovat hlavné na selektivni inhibici CDK4/6. Tyto latky jsou schopné
se zamé&fovat na rakovinné burky, které jsou vice citlivé na inhibitory diky hyperaktivité
CDK4-cyklin D komplexu, jez je Gasto provazena ztratou pl16'™<** inhibitord, nebo jsou
citlivgjsi kvuli nadprodukei cyklinu D. V normalnich buiikach tyto inhibitory nezpuisobuji
inhibici CDK4/CDK6. Navic mize byt role téchto CDK ve zdravych bunkach ¢aste¢né
vykompenzovéana prostiednictvim CDKI1. Diky tomuto efektu nedochdzi k nékterym
nezadoucim vedlejs$im ucinkdm typickym pro star$i generace (9). Ribociclib, palbociclib
a abemaciclib (obrazek €. 1), patfici do tfeti generace inhibitort, byly jiz povoleny FDA pro
pouziti. VSechny se vyuzivaji k 1é¢bé rakoviny prsu (14).

o]
OH
HO. (o)
Roniciclib
OH ©
Flavopiridol

Obriazek ¢. 3 Struktury uvedenych inhibitord prvni a druhé generace: flavopiridol, riviciclib, roniciclib
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3 Chan-Evans-Lam coupling

Chan-Evans-Lamova (CEL) reakce, pojmenovana po svych nezavislych objevitelich (15;
16; 17), je oxidativni C-X coupling, kdy dochazi ke vzniku vazby mezi dvéma nukleofily,
jednim uhlikatym (C) a druhym obsahujicim heteroatom (X) (schéma ¢. 3) (18). Uhlikaty
nukleofil ma reaktivni atom C nejéast&ji v sp? hybridizaci, méné ¢asté jsou piipady CEL
ssp® nebo sp hybridizovanymi C-nukleofily (19). Typickymi C-nukleofily jsou
arylboronové kyseliny nebo jejich estery. X-nukleofil obvykle obsahuje jako heteroatom
dusik, kyslik, mén¢ Casto selen, siru nebo halogeny. Typickymi zastupci X-nukleofilli jsou
aminy, alkoholy a péticlenné N-heterocyklické slouceniny. CEL coupling vyzaduje katalyzu
prechodnymi kovy nebo jejich komplexy, ve vétSin€ piipadi se vyuzivda méd’, méné Casto
nikl, Zelezo nebo jiné kovy (20). Katalyticka aktivita médi je do zna¢né miry ovlivnéna
ptitomnosti ligandu, které se k ni koordinuji (18; 20).

C
RB(OH), + X-H +1/20, A—-— B(OH); + R-X

Schéma ¢. 3 Vieobecné reakéni schéma Chan-Evans-Lam couplingu
3.1 Mechanismus

Katalyzatorem CEL reakce jsou koordina¢ni slouc¢eniny médi v oxida¢nim stavu 1 nebo 2,
které reaguji s boronovou kyselinou RB(OH). (transmetalace) a X-H nukleofilem
(koordinace) za vzniku nového komplexu. Tento komplex je nasledné oxidovan za vzniku
[Cu] v oxida¢nim stavu 3, ktery podléha reduktivni eliminaci za vzniku produktu a souc¢asné
regenerace katalyzatoru (SChéma ¢. 4) (18).

cu*!! B(OH),
J)f%e?cr‘é YUY Transmetalace
YB(OH),
CU+I'Y +|
Cu
Y~ “R

R- XH

Reduktivni eliminace Koordinace XH nukelofilu

v X R™/\ ™xH
R Y
1/2 O,
oxidace

Schéma ¢&. 4 Mechanismus CEL reakce
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3.2 Vyuziti

CEL reakce je vyuzivana pro syntézu biologicky aktivnich latek diky své schopnosti vytvofit
vazbu uhlik-heteroatom, hlavné pak vazbu uhlik-dusik (21). Jedine¢né postaveni zaujima
v oblasti N-arylace heterocyklickych sloucenin, kde neni k dispozici zadna jina podobné
efektivni reakce (18).

Hlavni vyznam ma arylace pyrimidint a purint, ktefi jsou dilezitou soucasti biologicky
aktivnich latek, a tudiz ziskani N'-arylpyrimidind a N%-arylpurinG. Jednou z prvnich
provedenych reakci tohoto druhti je arylace 2,6-dichlorpurinu pomoci boronové kyseliny,
obsahujici prislusné aryly, a acetatu méd’natého, ktery ma tlohu katalyzatoru (schéma ¢. 5)
(21).

ArB(OH),
Cu(OAc _Cu(OAc), BN Et3

Schéma €. 5 N9-arylace 2,6-dichlorpurinu CEL reakci

Arylace dusikatych bazi by §lo vyuzit k pfipravé 1é¢iv na bazi oligonukleotidi (21), které se
pouzivaji napft. jako tzv. antisense oligonukleotidy, které se komplementarné navazuji na
dana mista v MRNA, a zabranuji tak translaci proteintd, nebo jako siRNA, které zpisobuji
RNA interferenci (22). Jako ptiklad 1ze uvést arylaci adeninu a cytosinu katalyzovanou
acetatem méd’natym (schéma ¢. 6) (21).

B(OH)Z
NH,

= @—B(OH) NH,
N
| Cu(OAc TMEDA /\/L ?HA,N
%, Cu(OAc),, TMEDA N N
o MeOH/H,0 4:1 -
H ° ? )\ | > MeOH/H20 4:1 k\ | N>

Schéma €. 6 Arylace adeninu a cytosinu prostirednictvim CEL couplingu

y
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Medikamenty pisobici jako inhibitory faktoru Xa, ktery se podili na srazeni krve, lze mimo
jiné pripravit N-arylaci pyrazolt (23; 21). Inhibitor FXa lze pfipravit prostfednictvim
nékolika na sebe navazujicich couplingovych reakci (schéma ¢. 7) (21).

! B(OH)
TP o~ )~ e s
N (0] ~
</ Y Cu(OAc), Et3N ¢ I"/\f Na,COs, Pd(Ph3P),
N

CH20|2, 25°C

[
-

Boc’ DME, 95 ° C

n-Pr B(OH) n-Pr
n- Pr

N o N 0
Cu OAc), Et3N

¥ -]
CH20|2, 25°C Q :[/\r Q uso?
CN

FXa inhibitor

Schéma ¢. 7 Piiprava FXa inhibitoru

Navrzena syntéza C-N biarylovych atropisomerd, jejichz chiralita je zplisobena nemoznosti
rotace substituentu kolem vazby, vyuziva CEL couplingu arylboronovych kyselin
a imidazold, ktery je katalyzovan Cu(NO3)2 v prostfedi TMEDA (schéma ¢. 8) (21).

B(OH),

TMEDA-Cu(NO3), [\ O
\ = N N
MeOH, O, X
RT, 24 h T
B(OH),
TMEDA—Cu(NO3)2 [\
= N A N
MeOH, O,
RT, 24 h OMe

MeO

Schéma €. 8 CEL reakce vyuzita pri pripravé atropisomert
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4  Buchwald—Hartwig reakce

Buchwald-Hartwig coupling, pojmenovany po svych nezavislych prikopnicich (24; 25), je
palladiem katalyzovana reakce mezi elektrofilnimi halogenidy a X-nukleofily, kde X je
nejcastéji dusik nebo kyslik (26; 27). Pti reakci dochazi k vytvofeni vazby mezi uhlikem,
ktery je nejcastéji v sp2 hybridizaci, a heteroatomem (schéma ¢. 9) (26).

Ar-Hal+ X-H [Pd], baze A X + baze*H-Hal

Schéma €. 9 Obecné schéma Buchwald-Hartwig aminace
4.1 Mechanismus

Jak jiz bylo feceno, reakce vyuziva jako katalyzatort komplexti palladia. Béhem let bylo
objeveno mnoho druhti pouzitelnych katalyzatort, které se lisily svou citlivosti na reakéni
podminky a poc¢tem sloucenin, jeZ jsou schopny katalyzovat na zéklad¢ svych sterickych
a elektronovych moznosti (26).

Katalyzator prvné podléhd oxidativni adici navdzanim arylhalogenidu. Nasledné se
vV druhém kroku na oxidovany komplex koordinuje X-H nukleofil. Po odStépeni
halogenovodikové kyseliny, kterd je ihned neutralizovana ptitomnou bazi, dochazi
Kk reduktivni eliminaci. Pfi reduktivni eliminaci vznika produkt a regeneruje se pivodni
katalyzator (schéma ¢. 10) (28).

Ar X PdOL Ar,-Hal
reduktivni eliminace
oxidativni adice
AI'»]
Ar1

L— Pd(ll)
L— Pd (Ih—Hal
baze + H-Hal
II) —Hal
baze

Schéma ¢. 10 Mechanismus Buchwald-Hartwig aminace

14



4.2 Vyuziti

Stejné jako u Chan-Evans-Lamovy reakce dochazi ke vzniku vazby dusik-uhlik. Zatimco
CEL ma dominantni postaveni pti N-arylaci heterocykld, Buchwald-Hartwigova reakce je
vhodnéjsi pro N-arylace aminu (21; 26).

Buchwald-Hartwigovy reakce lze pouzivat Vv primyslovém méftitku K vyrobé 1éCiv
a agrochemikalii (26). Jako priklad lze uvést fungicid sedaxan, jehoz intermediat je ziskan
couplingem chlorarenu a benzylaminu. Produkt tohoto couplingu je nasledné Stépen, za
ucelem ziskani nutného anilinu, ktery je dale zpracovan. (schéma ¢. 11) (29; 26).

1.) Pd(OAc),, IPr-HCI

NaOtBu, DME
PhCH,NH,
16h 90 °C V —
cl NH

L T2 PdC. H,
trans/cis 2:1 THF, RT, 1h Io) N—

—;N'
CFs3
sedaxan

Schéma €. 11 Buchwald-Hartwigova aminace vyuZita p¥i vyrobé sedaxanu

Jako dalsi piiklad lze uvést venetoclax, také prodavan pod jménem venclexta, jenz se
vyuziva k 1é¢bé chronické lymfatické leukémie (schéma ¢. 12) (30; 26).

0,tBu O,tBu o /_<:\/
I o
G 3 PR o SO
Ay A O _NH
H H

B
“ N
H

N
O Pd,(dba);, AmPhos [Nj R
cl

N
NaOtBu, THF N
55°C€ O ‘ [Nj venetoclax
Cl

Cl I

Schéma €. 12 Buchwald-Hartwigova aminace vyuZita p¥i vyrobé venetoclaxu

Jednim z experimentélnich 1€kl syntetizovanych mimo jiné touto reakci je 1 AMG925, ktery
je potencialnim inhibitorem jak CDK4, tak i FLT3 (schéma ¢. 13) (31; 26).

—
—

Boc
— N N N
N\\/Nm NTITTN 7 "i\\/
CI—- |/ /J\/

I
HoN J\ N N Pd(OAc),

BrettPhos =
NaOtBu NZ | N |
IPA e /

60 °C, 3h
o)\/OH AMG 925

Schéma ¢. 13 Buchwald-Hartwigova aminace vyuZita pii piipravé AMG 925

e
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné informace

Chemikalie a rozpoustédla pro syntézu byly ziskdny z béznych komercnich zdroji a byly
pouzity bez dalsiho Cisténi. VSechny reakce byly provedeny ve vyzihaném laboratornim skle
V inertni atmosféfe dusiku nebo argonu, s vyjimkou Chan-Evans-Lam reakce, ktera byla
provedena za ptistupu vzdusného kysliku. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC
(hlinikov¢é desti¢ky se silikagelem 60 F2s4) nebo prostfednictvim HPLC/MS (kolona: C-18,
mobilni faze: gradient MeCN-octanovy pufr, prutok: ImL/min).

Cistota izolovanych sloudenin a jejich identita se ovéfovala pomoci HPLC/MS a NMR
(JEOL 400 MHz pro *H a 100 MHz pro *3C).

5.2 Priprava 2-chlor-7-methyl-7H-purin-8(9H)-onu

5.2.1 PFiprava 2-chlor-N*-(2,4-dimethoxybenzyl)-N°-methylpyrimidin-
4,5-diaminu (3)

NTX NHMe
)l\ =
cI” N N/D\
H
MeO OMe

Obrazek ¢. 4 Struktura latky 3

Pyrimidin 1 (4.11 g, 23.1 mmol) byl rozpustén v butanolu (50 mL). Do roztoku byl pfidan
amin 2 (3.47 mL, 23.1 mmol) a DIPEA (8.84 mL, 50.8 mmol). Roztok byl zahfivan na 90
°C po dobu 4 hodin. Poté byla do reakéni smési piidana H2O (10 mL) a po ochlazeni reakéni
smési doslo k vykrystalizovani produktu 3. Bila srazenina byla odfiltrovana a vysuSena za
vysokého vakua (<0.01 Torr) do konstantni hmotnosti (5.41 g, 76 %).

IH NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.41 (s, 1H), 7.28 — 7.25 (m, 1H), 6.47 — 6.42 (m, 2H),
5.41 (s, 1H), 4.57 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 2.78 (s, 3H) ppm. 3C NMR
(100 MHz, CDCls): & = 160.9, 158.9, 156.0, 150.8, 135.1, 131.2, 128.2, 118.5, 104.1, 98.8,
55.5, 40.8, 30.9 ppm.
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5.2.2 Priprava 2-chlor-9-(2,4-dimethoxybenzyl)-7-methyl-7H-purin-
8(9H)-onu (4)

I\N/Ie
N™ X
N o
ci” N~ N

OMe
MeO

Obrazek ¢. 5 Struktura latky 4

Sloucenina 3 (5.41 g, 17.5 mmol) byla rozpusténa v suchém THF (80 mL). Do roztoku byl
pomalu pfikapan fosgen (15% Vv toluenu, 15 mL, 21 mmol) pii teploté -10 °C. Poté byl
pomalu piikapan roztok LIHMDS (1M v THF, 35 mL, 35 mmol), kone¢na teplota po
ptikapavani byla -1°C. Smés byla promichdvéana 24 hodin. Reakce byla ukoncena pfidavkem
H>0O (20 mL) a vykrystalizovana bila latka 4 byla odfiltrovana a vysusena do konstantni
hmotnosti (3.23 g, 55 %) prostiednictvim IR lampy.

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.97 (s, 1H), 7.22 — 7.20 (m, 1H), 6.43 — 6.40 (m, 2H),
5.07 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.42 (s, 3H) ppm. *C NMR (100 MHz, CDCls):
6 =161.1, 158.6, 153.1, 152.7, 151.4, 132.4, 130.8, 122.5, 115.6, 104.2, 98.7, 55.6, 55.5,
39.5, 27.6 ppm.

5.2.3 Priprava 2-chlor-7-methyl-7H-purin-8(9H)-onu (5)

Obrazek ¢. 6 Struktura latky 5

Sloucenina 4 (0.50 g, 1.49 mmol) byla suspendovana v anisolu (8 mL) a k reak¢éni smési
byla ptikapana TFA (6 mL). Reakéni smés byla michana za teploty 90 °C po dobu 18 hodin.
Po odpateni rozpoustédel byla reakéni smés neutralizovana pomoci NaHCOs (2 g). Po
pfidani silikagelu (2 g) byla smés zkoncentrovana na rota¢ni vakuové odparce. Surovy
odparek byl nanesen na kolonu silikagelu a ¢iSt€n chromatograficky s mobilni fazi
hex/EtOAc 2:1 az 1:2. Spojené frakce obsahujici produkt 5 byly zahustény na rotacni
vakuové odparce. Odparek byl vymichan v Et2O a prefiltrovan, ¢imz se ziskala sloucenina
5 jako bila amorfni latka (0.14 g, 51 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): § = 12.35 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 3.30 (5, 3H) ppm. 13C NMR
(100 MHz, DMSO-ds): § = 153.1, 151.5, 150.4, 133.3, 123.7, 26.9 ppm.
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5.3 Priprava 7-methyl-2-((4-(piperazin-1-yl)fenyl)amino)-9-(o-
tolyl)-7H-purin-8(9H)-onu (C)

5.3.1 Priprava 2-chlor-7-methyl-9-(o-tolyl)-7H-purin-8(9H)-onu (A)

Obrazek ¢&. 7 Struktura latky A

Do 10 mL lahvicky byl pfidan CuzS (40 mg, 0.25 mmol), MeCN (3 mL) a TMEDA (0.15
mL, 1.0 mmol). Vysledna smés byla michana za laboratorni teploty 1 hodinu. Nasledné byla
ptidana slouéenina 5 (92 mg, 0.50 mmol) a o-tolylboronova kyselina T (136 mg, 1.0 mmol).
Reaké¢ni smés byla promichana za piistupu vzduchu za laboratorni teploty 24 hodin. Poté
byla reakce ukonfena pfidavkem nasyceného roztoku NH4Cl a extrahovana do EtOAc
(3x 10 mL). Po vysuseni extraktu pomoci MgSOa a odpaieni rozpoustédel byl produkt ¢istén
chromatograficky (silikagel, mobilni faze: hex/EtOAc 2:1 az 1:2). Po odpafeni rozpoustédel
se ziskala bila amorfni latka A (121 mg, 88 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): = 7.48 — 7.45 (m, 2H), 7.41 — 7.36 (m, 2H), 3.46 (s, 3H),
2.11 (s, 3H) ppm. 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 5 = 189.4, 188.4, 188.3, 173.9, 172.0,
168.6, 168.4, 167.3, 166.5, 164.5, 160.9, 65.4, 54.9 ppm.

5.3.2 Priprava terc-butyl 4-(4-((7-methyl-8-ox0-9-(o-tolyl)-8,9-dihydro-
7H-purin-2-yl)amino)fenyl)piperazin-1-karboxylatu (B)

Me
N
&N;)N\/N:[gMe
)

N
I

Boc
Obrazek ¢&. 8 Struktura latky B

10 mL nadoba uréena pro mikrovinny reaktor byla naplnéna slouc¢eninou A (95 mg, 0.35
mmol), aminem X (78 mg, 0.28 mmol), K2COz (193 mg, 1.4 mmol), XPhos Pd G2 (6 mg,
8.10° mmol), dioxanem (2 mL) a vodou (0.5 mL). Smés byla promichadna a probublana

18



proudem N2 a nasledné vlozena na 2 hodiny do mikrovinného reaktoru (max. 150 W, 100
°C). Poté byla reakce ukoncena piidavkem nasyceného roztoku NH4Cl a extrahovana do
EtOAc (3 x 10 mL). Po vysuSeni extraktu pomoci NaSOs a odpafeni rozpoustédel byl
produkt ciStén chromatograficky (silikagel, mobilni faze: hex/EtOAc 3:1 az 1:1).
Rozpoustédla z ptislusnych frakci byla odpafena a ziskala se latka B (126 mg, 70 %), ktera
byla pouzita v dalsi reakci .

5.3.3 Priprava 7-methyl-2-((4-(piperazin-1-yl)fenyl)amino)-9-(o-tolyl)-
7H-purin-8(9H)-onu (C)

e

@@

N
H
Obrazek ¢. 9 Struktura latky C

Sloucenina B (126 mg, 0.24 mmol) byla rozpusténa ve smési MeOH/CH2Cl (1:1, 4.8 mL),
do které byl nasledné ptikapavan 37% roztok HCI (0.4 mL). Reak¢ni smés byla poté
promichdvana za laboratorni teploty po dobu 48 hodin. Poté byla reakéni smés
neutralizovdna pomoci K2CO3 do pH 8, zjisténého pomoci pH papirku, a nanesena na
sloupec  silikagelu. Produkt byl ¢&istén chromatograficky (silikagel, mobilni
faze: MeOH/CH2Cl, 1:5). Po vypafeni rozpoustédel se ziskala zlutooranzova krystalicka
latka C (63 mg, 63 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 9.11 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.55 — 7.51 (m, 2H), 7.46 —
7.34 (m, 4H), 6.82 — 6.77 (m, 2H), 3.3 (s, 3H), 3.04 — 3.00 (m, 4H), 2.97 — 2.92 (m, 4H),
2.13 (s, 3H) ppm. 3C NMR (100 MHz, DMSO-de): § = 155.6, 151.7, 150.3, 145.7, 136.5,
133.8, 133.5, 131.8, 130.8, 129.3, 129.2, 126.8, 119.3, 116.7, 116.2, 49.0, 44.6, 27.3, 17.4

ppm.
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5.4 Priprava 7-methyl-9-(naftalen-1-yl)-2-((4-(piperazin-1-
yhfenyl)amino)-7H-purin-8(9H)-onu (F)

5.4.1 Priprava 2-chlor-7-methyl-9-(naftalen-1-yl)-7H-purin-8(9H)-onu
(D)

l'\\llle
NTX
e
Cl)\N/ N

Obrazek ¢&. 10 Struktura latky D

Do 50 ml barnky byl ptidan Cu2S (16 mg, 0.10 mmol), MeCN (2 mL) a TMEDA (0.06 mL,
0.40 mmol). Vyslednd smés byla michana za laboratorni teploty 15 minut. Nasledné byla
piidana slou¢enina 5 (37 mg, 0.20 mmol) a naftylbornova kyselina U (69 mg, 0.40 mmol).
Vznikla reak¢éni smés byla promichéana za piistupu vzduchu za laboratorni teploty 48 hodin.
Poté byla reakce ukoncena piidavkem nasyceného roztoku NH4Cl a EtOAc. Nasledn¢ byla
smes filtrovana pfes fritu a filtrat byl po odpateni ¢istén chromatograficky (silikagel, mobilni
faze CH,Cl2/MeOH 40:1 az 1:2). Po odpafeni rozpoustédel se ziskala smés obsahujici latku
D (40 mg). Tato smés byla pouzita v nasledujici reakci bez dalsiho ¢isténi.

5.4.2 Priprava terc-butyl 4-(4-((7-methyl-9-(naftalen-1-yl)-8-ox0-8,9-
dihydro-7H-purin-2-yl)amino)fenyl)piperazin-1-karboxylatu (E)

I\N/Ie
N
|t =0
HNJ\N/ N

Obrazek ¢. 11 Struktura latky E

10 mL néadoba urcenéd pro mikrovinny reaktor byla naplnéna smési obsahujici slou¢eninu
D (40 mg, = 0.13 mmol), aminem X (34 mg, 0.12 mmol), K2COz (87 mg, 0.63 mmol), XPhos
Pd G2 (3 mg, 4.10"° mmol), dioxanem (2 mL) a vodou (0,5 mL). Smés byla promichana
a probubldana proudem N> a nasledné vlozena na 2.5 hodiny do mikrovinného reaktoru
(max. 150 W, 100 °C). Poté byla reakce ukoncena piidavkem nasyceného roztoku NH4Cl
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a extrahovana do EtOAc (2x10 mL). Po vysuSeni extraktu pomoci MgSO4 a odpateni
rozpoustédel byl produkt filtrovan pies silikagel a promyt EtOAc. Po odpateni rozpoustédel
se ziskala kontaminovana latka E (67 mg), ktera byla pouzita v nasledujici reakci bez dalsiho
¢isténi.

5.4.3 Priprava 7-methyl-9-(naftalen-1-yl)-2-((4-(piperazin-1-
yl)fenyl)amino)-7H-purin-8(9H)-onu (F)

Rj/le
N
|K/E )=0
HN)\N/ N

)

N

C

N
H
Obrazek ¢. 12 Struktura latky F

Smés obsahujici slou¢eninu E (67 mg, =~ 0.12 mmol) byla rozpuSténa ve smési
MeOH/CHCl (1:1, 2.8 mL), do které byl nasledné piikapavan 37% roztok HCI (0.25 mL).
Reakéni smés byla poté promichdvana za laboratorni teploty po dobu 48 hodin. Poté byla
reakéni smés neutralizovana pomoci K>COz (0.5 g) a byla pfidana voda (10 ml). Byla
provedena extrakce do EtOAc (1 x 10 mL). Po vysuSeni extraktu pomoci MgSOj4 a odpaieni
rozpoustédel byl produkt CiStén chromatograficky (silikagel, mobilni faze
MeOH/CH:Cl; 1:10 az 1:1). Po vypafeni rozpoustédel se ziskala Zluta krystalicka latka F
(13 mg, 14 % po 3 krocich).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 9.02 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.15 — 8.12 (m, 1H), 8.11 —
8.08 (m, 1H), 7.72 — 7.67 (m, 2H), 7.64 — 7.60 (m, 2H), 7.57 — 7.53 (m, 1H), 7.50 — 7.45
(m, 2H), 3.45 (s, 3H), 3.05 — 3.01 (m, 4H), 2.98 — 2.94 (m, 4H) ppm.
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5.5 Priprava 9-(4-methoxyfenyl)-7-methyl-2-((4-(piperazin-1-
yhfenyl)amino)-7H-purin-8(9H)-onu (1)

5.5.1 Priprava 2-chlor-9-(4-methoxyfenyl)-7-methyl-7H-purin-8(9H)-onu
(G)

I\N/Ie
N™ X
|/\/E =0
Cl)\N/ N

OMe
Obrazek ¢. 13 Struktura latky G

Do 50 ml barnky byl ptidan Cu2S (33 mg, 0.21 mmol), MeCN (2 mL) a TMEDA (0.12 mL,
0.81 mmol). Vysledna smés byla michana za laboratorni teploty 15 minut. Nasledné byla
ptidana sloucenina 5 (75 mg, 0.41 mmol) a 4-methoxyfenylboronova kyselina V (124 mg,
0.82 mmol). Vznikla reakéni smés byla promichana za ptistupu vzduchu za laboratorni
teploty 24 hodin. Nasledné byla opét ptidana 4-methoxyfenylboronova kyselina V (125 mg,
0.82 mmol) a smés byla michana za laboratorni teploty 24 hodin. Poté byla reakce ukonéena
pfidavkem nasycené¢ho roztoku NHsCl a EtOAc. Nasledn¢ byla smés filtrovana pies
kifemelinu a filtrdt byl po odpafeni ¢iStén chromatograficky (silikagel, mobilni faze
MeOH/CHCl, 1:500 az 1:50). Produkt G byl ziskan ve form¢ zluté amorfni smési (58 mg),
ktera byla pouzita v néasledujici reakci bez dalSiho ¢isténi.

5.5.2 Priprava terc-butyl 4-(4-((9-(4-methoxyfenyl)-7-methyl-8-ox0-8,9-
dihydro-7H-purin-2-yl)amino)fenyl)piperazin-1-karboxylatu (H)

I\N/Ie
N
fi =0
HN)\N/ N

2

[N] OMe
\
Boc
Obrizek ¢. 14 Struktura latky H

10 mL nadoba urc¢ena pro mikrovinny reaktor byla naplnéna smési obsahujici slouc¢eninu
G (58 mg, = 0.20 mmol), aminem X (44 mg, 0.16 mmol), KoCO3 (111 mg, 0.80 mmol),
XPhos Pd G2 (3 mg, 4.10 mmol), dioxanem (2 mL) a vodou (0,5 mL). Smés byla vloZena
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na 2.5 hodiny do mikrovinného reaktoru (max. 150 W, 100 °C). Do reakéni smési byl
nasledné piidan amin X (12 mg, 0.04 mmol) a smés byla umisténa opét do mikrovinného
reaktoru (max. 150 W, 100 °C) na 2 h. Poté byla reakce ukoncena pfidavkem nasyceného
roztoku NH4Cl a extrahovana do EtOAc (1x10 mL). Po odpafeni rozpoustédel byla reakéni
smés Cisténa chromatograficky (silikagel, CH>Cl,/MeOH 40:1 az 20:1). Po odpafeni
rozpoustédel se ziskala hnédd smés (92 mg) obsahujici latku H, ktera byla pouzita
Vv nésledujicim kroku bez dalsiho cisténi.

5.5.3 Priprava 9-(4-methoxyfenyl)-7-methyl-2-((4-(piperazin-1-
ylfenyl)amino)-7H-purin-8(9H)-onu (1)

Rj/le
NTX
|é[ =0
HN)\N/ N

3 2

.

Obrazek ¢. 15 Struktura latky I

N
N
H

Smés obsahujici slouceninu H (92 mg, = 0.17 mmol) byla rozpusténa ve smési
MeOH/CHCl; (1:1, 2.8 mL), do které byl nasledné piikapavan 37% roztok HCI (0.29 mL).
Reak¢ni smés byla poté promichdvana za laboratorni teploty po dobu 48 hodin. Poté byla
reakéni smeés neutralizovana pomoci K2COz do pH 8. Po odpateni rozpoustédel byl produkt
rozpu$tén v EtOH (5 mL) a filtrovan za promyti EtOH (20 mL). Filtrat byl nasledné
chromatograficky ¢istén (silikagel, mobilni faze MeOH/CH2Cl; 3:20 az 1:5). Po odpaieni
rozpousStédel se ziskala latka | ve formé Zluté amorfni latky (44 mg, 25 % po
3 krocich).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 9.09 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.59 — 7.54 (m, 2H), 7.53 —
7.50 (m, 2H), 7.13 — 7.09 (m, 2H), 6.86 — 6.81 (m, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.37 (s, 3H), 3.10 —
3.05 (m, 4H), 3.01 — 2.97 (m, 4H) ppm. 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & = 158.7, 155.5,
152.0, 150.0, 145.4, 133.9, 133.7, 128.0, 125.5, 119.3, 116.4, 116.3, 114.2, 55.5, 48.5, 44.2,
27.3 ppm.
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6 Diskuze a vysledky

6.1 Priprava 2-chlor-7-methyl-7H-purin-8(9H)-onu (5)

Sloucenina 5, ktera slouzila jako vychozi latka pro CEL coupling, se ziskavala
prostiednictvim tiikrokové syntézy (schéma ¢. 14). Nejprve se z chloridu 1 a aminu 2 ziskala
latka 3 ve vytézku 76 %. Naslednou cyklizaci diaminu 3 fosgenem byl pfipraven purinovy
derivat 4 ve vytézku 55 %. Problémovy se jevil tfeti krok, kdy se z latky 4 méla odstranit
chranici 2,6-dimethoxybenzyl skupina Vv kyselém prostiedi. Deprotekce pomoci
trifluoroctové kyseliny sice probihala s vysokou konverzi, avSak problematicka byla izolace
samotného purinového derivatu 5. Reak¢éni produkt se ze smési obsahujici velké mnozstvi
TFA S$patné izoloval, a navic chlor v poloze 2 byl nachylny k hydrolyze, coz jesté vice
komplikovalo izolaci. Proto byl vytézek slouceniny 5, ziskané v podobé bilé amorfni latky,
ve tfetim kroku pomérné nizky (51 %).

COCl; (1.2 eq) /
D'PEA(ZZ‘*‘” LiHMDS (2 eq) N TFA/anisol
butanol \ N7 aniso
THF (anhydr.) | O >=O
A " 4n90°C RT,24h CI/I\N, N 181,90 °C )\
° T@
o—

| )

Schéma €. 14 Syntéza vychozi latky

6.2 Priprava 7-methyl-2-((4-(piperazin-1-yl)fenyl)amino)-9-(o-
tolyl)-7H-purin-8(9H)-onu (C)

N-arylovany derivat A byl ptipraven CEL couplingem purinu 5 (92 mg, 0.5 mmol)
s o-tolylbornovou kyselinou T. Reakéni podminky byly pievzaty z dtive publikované prace,
vyuzivajici sulfidu méd'ného v kombinaci s ligandem TMEDA (32). N-arylace probé¢hla
s vysokou konverzi a zddany produkt A byl izolovan ve vytézku 88 %. V nasledujicim kroku
sloucenina A reagovala s aminem X dle Buchwald-Hartwigovy aminace za vzniku latky B.
Aminace byla provedena za vyS§i tepoty v mikrovinném reaktoru za katalyzy
XPhos Pd G2, v pfitomnosti uhli¢itanu draselného a ve smési rozpoustédel dioxan-voda.
I tato reakce probihala s vysokou konverzi a vysledny produkt B se podafilo izolovat
ve vytézku 70 %. Deprotekci Boc skupiny latky B kyselinou chlorovodikovou byl pfipraven
findlni purinovy derivat C, Vv podobé Zlutooranzové krystalické latky, pro biologické
testovani ve vytézku 63 % (schéma ¢. 15).

NH,
/
Cu,S (0.5 eq) XPhos Pd G2 (0.02 eq) >=o MeOH/CH,Cl, 1:1
SN B(OH) q ¢ 2
J\/INF% CK( 2 TMEDA (2 eq) )\t =o © K»CO; (4 eq) ’L 37% HCI (20 eq) ):j[ =0
o NN MeCN, RT, 24h © dioxan/H,0 4:1 O/ RT. 48 h
5 T A E j 2 h, 100 °C \
n. B c =
Boc [N] [Nj
OC N
N

B

Schéma ¢. 15 Syntéza latky C
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6.3 Priprava 7-methyl-9-(naftalen-1-yl)-2-((4-(piperazin-1-
yhfenyl)amino)-7H-purin-8(9H)-onu (F)

Naftylovy derivat F byl ziskan sledem reakci za identickych podminek jako sloucenina C
(viz kapitola 6.2). Zde se ukazal problematicky CEL coupling s 1-naftylboronovou
kyselinou U, ktery vedl ke smési latek. Zaroven v reakéni smési zistala neodreagovana
vychozi latka 5. Ptesto se podatilo produkt D, a¢ znecistény, izolovat a podrobit ho dalSim
kroktim aminace a deprotekce (schéma ¢. 16). Koneény purinovy produkt F pro biologické
testovani byl ziskéan Cisty jako zluta krystalicka latka po tfech krocich v celkovém vytézku
14 %.

MeOH/CH,Cl, 1:1 N

H
BIOH XPhos Pd G2 (0.02 ul)N’j: o
(O Cu,S (0.5 eq) K;CO4 (4eq) 37% HCI(ZOeq
)\ >= 41

/
r\i/jN%O-F e “dioxan/H,0 41 2041 RT,48 h
e N MeCN, RT,48 1 “[ ) 2.5h,100°C
5
Boc

u

X

Boc

Schéma €. 16 Syntéza latky F

6.4 Priprava 9-(4-methoxyfenyl)-7-methyl-2-((4-(piperazin-1-
yhfenyl)amino)-7H-purin-8(9H)-onu (1)

Latka | N-substituovana 4-methoxyfenylovou skupinou byla pfipravena sledem tii reak¢nich
kroku za identickych podminek jako derivat C (viz. kapitola 6.2). Problematickou se opét
ukazala byt CEL reakce s 4-methoxyfenylboronovou kyselinou V, ponévadz nedoslo ke
kompletnimu odreagovani vychozi latky 5. Po obvyklém zpracovani a filtraci pfes silikagel
byla surova nedocisténa latka G podrobena dal$im krokim (schéma ¢. 17). Vysledny
purinovy derivat | byl ziskdn pro biologické testovani Cisty jako Zlutd amorfni latka
Vv celkovém vytézku 25 %.

MeCN, RT, 24 h RT, 48 h
OMe G dioxan/H,0 4:1
v [ :l 2.5h, 100 °C

OMe |
Eloc

X Buc H

/
N
/ B(OH); Nz N - »1
N Cu,S (0.5 eq) N >=O / N McOHI(H Cl, 1:1 >=O
Nl/\/[ o4 TMEDA (2 eq) /L XPhos Pd G2 (0.02 eq)? 35% HCI (20 ¢q) HN
C‘)\N/ N Cl KyCOydeq) © Q
5

OMe

Schéma €. 17 Syntéza latky I
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7 Inhibice CDK a cytotoxicita

Vsechny tfi pfipravené purinové derivaty C, F a | byly testovany na externim pracovisti.

Zkoumana byla inhibice aktivity enzymu z fady cyklin-dependentnich kinas, a to CDK2
aktivovanych cyklinem E a CDK4 s vazebnym partnerem cyklinem D1. Dale byla testovana
protinadorova aktivita na tfech bunécnych liniich, MV4-11, K562 a MCF-7. Obecné jsou
vSechny hodnoty GI50, znadici koncentraci latky, ktera je schopna inhibovat 50 %

bunécného deleni nadorovych bunék, nebo IC50, znacici koncentraci, pii niz latka inhibuje

50 % aktivity cilového enzymu, mensi nez 1 uM povazovany za zajimavy vysledek (9).

Naftylovy derivat F neprokazal dostatecné biologické ucinky. Oba zbyvajici purinové

derivaty prokazaly zajimavou biologickou aktivitu, a to jak pii inhibici enzymd, tak i pfi

inhibici rastu nadorovych bunék. Purin | s 4-methoxyfenylovou skupinou prokézal o néco

lepsi aktivitu pfi inhibici CDK4 nez 2-methylfenyl derivat C a zaroven i nejlépe inhiboval

bunécny riist na vSech testovanych bunéénych liniich (tabulka ¢.1).

Rj/le
N
|/\/E =0
HN)\N/ N
R

E;]

OMe

Latka | Substituent R Bunééna linie, GIS0 (uM) Inhibice enzymt, IC50 (M)
MV4-11 K562 MCEF-7 CDK2/E CDK4/D1
b
Me
C 1.25 16.71 25.75 0.54 1.87
\f\l\l\/\/\f
= >50 >50 >50 >50 >50
JV\IIW\4
| 0.4 1.97 5.19 6.18 0.49

Tabulka ¢. 1 Vysledky cytotoxicity pFipravenych latek
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8 Zavér

Prace zdokumentovala piipravu tfi potencidlnich purinovych CDK inhibitort pomoci
tiikrokové syntézy sestavajici z CEL reakce, Buchwald-Hartwig couplingu a deprotekce
ochranné Boc skupiny. Nase prace se orientovala primarn¢ na enzym CDK4, jenz ma za
vazebného partnera cyklin D. Inhibici CDK4 Ize narusit genovou expresi prechodu G1/S
bunécného cyklu, a tak zabranit mozné proliferaci nadorovych bun¢k.

Celkové bylo ptipraveno 9 meziproduktii a 3 findlni produkty. Vychozi purin 5 pro syntézu
byl pfipraven také prostfednictvim tiikrokové syntézy. Findlni purinové derivaty pro
biologické experimenty byly pripraveny syntézou zapocatou CEL reakci s arylboronovou
kyselinou katalyzovanou Cu,S v ptitomnosti TMEDA ligandu. Nasledovala Buchwald-
Hartwigova aminace s pfislusnym aminem X, jez byla katalyzovana XPhosPd G2, a reakce
byla provedena v mikrovinném reaktoru. Zakonceni celé syntézy predstavovala deprotekce
Boc skupiny prostfednictvim HCI.

Biologicka aktivita zde popsanych ptipravenych purind, piesné schopnost inhibovat CDK?2,
CDK4 a schopnost inhibovat rist nadorovych buné€k, byla jiz otestovana na externim
pracovisti. Nejvétsi schopnosti inhibice CDK4 prokazal purin |, ktery byl ale méné aktivni
pfi inhibici CDK2 oproti purinu C. Purin | také inhiboval proliferaci nadorovych bunék
vSech 3 testovanych bunéénych linii nejlépe. Naftylovy derivat F neni schopen dle
provedenych testii dostate¢né inhibovat testované CDK.

Ke zlepseni schopnosti inhibice CDK4 by se mohlo v budoucim vyzkumu dosahnout napf.
obménénim aminu, ktery se na vychozi latku 5 vazal béhem Buchwald-Hartwigovy reakce
nebo obménénim arylboronovych kyselin za takové, které obsahujici vice heteroatomtl.
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10 Seznam zKkratek

ATP
Boc
CDCls
CDK
CDK1
CDK2
CDK4
CDK®6
CEL

CIP/KIP

DMSO
DP
E2F
Et.O
EtOAC
EtOH
FDA
FLT3
FXa
GI50
Hex
HPLC/MS

IC50

Adenosintrifosfat
Terc-butyloxykarbonylova skupina
Deuterovany chloroform

Cyklin dependentni kinasy

Cyklin dependentni kinasy 1
Cyklin dependentni kinasy 2
Cyklin dependentni kinasy 4
Cyklin dependentni kinasy 6
Chan-Evans-Lam reakce

S cyklin dependentnimi kinasami interagujici protein/kinasy
inhibujici protein

Dimethylsulfoxid

Skupina transkrip¢nich faktort DP
Skupina transkripcnich faktorti E2F
Diethylether

Ethylacetat

Ethanol

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
FMS-Like Tyrosine kinasa 3
Aktivovany faktor X

Polovi¢ni inhibice buné¢né proliferace
Hexan

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie/hmotnostni spektrometrie

Polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace
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INK4

K562
MCF-7
MeCN
MeOH
MRNA
MV4-11
NMR
OH

PRb
SIRNA
TFA
THF
TLC
TMEDA

XPhosPd G2

Inhibitory cyklin dependentnich kinas 4
Infracervené zareni

Bunécéna linie

Bunécéna linie

Acetonitril

Methanol

Mediatorova ribonukleova kyselina
Bunécéna linie

Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance
Hydroxylova skupina
Retinoblastomovy protein

Mala interferujici ribonukleova kyselina
Trifluoroctova kyselina
Tetrahydrofuran

Chromatografie na tenké vrstve
Tetramethylethylendiamin

Druha generace prekatalyzatoru: chlor(2-dicyclohexylfosfino-
2'.4',6'-triisopropyl-1,1'-bifenyl)[2-(2'-amino-1,1'-
bifenyl)]palladium(ll)
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14 Priloha 1: NMR spektra
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