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Anotace

Tato prace se vénuje piipravé trisubstituovaného purinového inhibitoru, ktery by mél ptisobit
jako dudlni inhibitor dvou enzymt a to cyklin-dependentni kinazy 4 a 6 a tyrosin-proteinkindzy
receptorového typu FLT3. Tento purin je strukturné odvozeny od komeréné dostupného CDK4
inhibitoru Palbociclibu a experimentalniho dualniho inhibitoru AMG 925. CDK4 inhibitory
jsou latky u¢inné v 1é¢bé rakoviny prsu. FLT3 inhibitory jsou latky ufinné v 1é¢bé akutni
myeloidni leukémie. Ukazalo se, Zze u kombinované 1é¢by s CDK4 inhibitory je progrese 1éby
vys$si diky niz§imu rozvoji rezistence u 1é¢by akutni myeloidni leukémie. Teoreticka cast se
zabyva mechanismem regulace bunécného cyklu pomoci CDK a zdroven popisuje vyznamné
syntetické metody, které v této praci byly pouzity pro syntézu cilové latky. VSechny syntetické

kroky spolecné s popisem reakéniho mechanismu jsou popsany v diskuzni ¢asti.

Klicova slova

CDK inhibitory, AMG 925, Palbociclib, Buchwald-Hartwig reakce, FLT3 rezistence, nadorova

terapie



Annotation

The present work is devoted to the preparation of a trisubstituted purine inhibitor that should
act as a dual inhibitor of two enzymes, namely cyclin-dependent kinase 4 and 6 and the receptor-
type tyrosine-protein kinase FLT3. This purine is structurally derived from the commercially
available CDK4 inhibitor Palbociclib and the experimental dual inhibitor AMG 925. CDK4
inhibitors are agents effective in the treatment of breast cancer. FLT3 inhibitors are agents
effective in the treatment of acute myeloid leukaemia. Combination therapy with CDK4
inhibitors has resulted in higher treatment progression due to the lower development of
resistance in acute myeloid leukaemia. The theoretical section discusses the mechanism of cell
cycle regulation by CDKs and also describes the major synthetic methods used in this work to
synthesize the target substance. All synthetic steps, together with the description of the reaction

mechanism, are described in the discussion section.

Keywords

CDK inhibitors, AMG 925, Palbociclib, Buchwald-Hartwig coupling, FLT3 resistance, cancer
therapy



SEZNAM ZKRATEK

(dppf)
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ATP
BDDC
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Di-tert-butyldikarbonat
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Brutonova tyrosinkinaza

n-buthanol

CDK-aktivujici kinaza
cyklin-dependentni kinaza

inhibitor cyklin-dependentni kindzy
CDK interak¢ni protein

maximalni dosazitelnd hladina ucinné latky v krevni plazmé
cyklopentyl methyl ether
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en
N,N'-dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan

N,N'-diisopropylkarbodiimid



DIPEA
DMF
DMI
DMSO
DMSO-ds
DNA
EDCI
ER+
ES-SCLC
Et,O
Et:N
EtOAc
EtOH
FDA
FLT3
FMS
GO

Gl

G2

Glu (E)
Gly (G)
HDAC
HER2
HOBI
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HOOBt

N, N-diisopropyletylamin

N, N-dimethylformamid
1,3-dimethyl-2-imidazolidinon
dimethylsulfoxid

plné€ deuterovany dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
pozitivni exprese estrogenového receptoru
malobuné¢ny karcinom plic v rozsahlém stadiu
diethylether

trimethylamin

ethylacetat

ethanol

urad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (USA)
FMS-podobna tyrosinkinéaza III
tyrosin-proteinkindza III typu

klidova faze (bunécny cyklus)

1. ristova faze (bunécny cyklus)

2. ristova faze (bunécny cyklus)

glutamin

glycin

histonové deacetylazy

pozitivni exprese lidského receptoru epidermalniho rastového faktoru-2
2-fenyl-1H-benzimidazol-1-ol

1 H-benzotriazol-1-ol

3-hydroxy-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on



HPLC
HRMS
HSC
ICso
INK4
ITD
KIP
LC/MS
M
MeCN
MeOH
MorOX
NMP
NMR
Pd(dba)>
Pd(OAc), dppf
Pd(PPh3)4
PDB
PEC
Phe (F)
PKC
pRb

Pro (P)

RBL

RVO

vysokotlakd/vysokoucinnostni kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometrie s vysokou rozliSovaci schopnosti

hematopoetické kmenové buiiky kostni difené

polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace

proteiny inhibujici aktivitu CDK4

vnitini duplikace juxtamembranové domény u FLT3

kinazovy inhibi¢ni protein

kapalinova chromatografie spojend s hmotnostnim detektorem

mitoza (bunéény cyklus)

acetonitril

methanol

N-hydroxy-2-morpholino-2-oxoacetididoyl kyanid

N-methylpyrrolidon

nukledrni magnetické rezonance

bis(dibenzylidenacetone)palladium(0)

(1,1'-bis(difenylfosphino)ferrocen)palladium(II) diacetat

tetrakis(trifenylfosphin)palladium(0)

Protein Data Bank

N-ethyl-N'-fenylkarbodiimid

fenylalanin

proteinkinaza C

retinoblastomovy protein

prolin

protein podobny retinoblastomovému proteinu

pokojova teplota

rotacni vakuova odparka
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Ser

S\
SUKL
TFA
TFAA
TFG-p
THF
Thr
TMTHF

UPLC

synteticka faze (bunécny cyklus)

serin

substituce nukleofilni — bimolekularni

statni stav pro kontrolu 16¢iv (CR)

trifluoroctova kyselina

trifluoracetanhydrid (anhydrid kyseliny trifluoroctové)
transformujici rastovy faktor B

tetrahydrofuran

threonin

2,2,5,5-tetramethyltetrahydrofuran

ultravysokoucinna kapalinova chromatografie
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1 UVOD A CILE PRACE

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) jsou makromolekularni proteinové komplexy, které
sehravaji klicovou roli v bunécénych systémech. Jejich nezbytnost spociva v regulaci
jednotlivych fazi bunécného cyklu, na jehoz konci ma bunika moznost déleni, diky kterému
predava svou genetickou informaci. Selektivni inhibici téchto jednotlivych proteinovych
komplext se mize docilit stagnace bunky. Zastaveni bunécné proliferace v jedné ¢i vice fazich
bunécného cyklu, coz vede k oslabnuti nadorovych bunék, které nasledkem toho mohou
podlehnout apoptdze nebo jinému typu bunééné smrti. Kumulativni vysledek mlize znamenat

castecnou ¢i kompletni selektivni regresi zacilené bunécéné skupiny.

Tato prace si klade za cil pfipravit nové biologicky aktivni latky, jenz budou cilené, specificky
a reverzibiln€ inhibovat proteinovy komplex CDK4/6. K tomuto ucelu byl pfipraven dualni
inhibitor I jehoZ struktura byla navrzena na zaklad¢ biologicky aktivni latky PCC14-NM-4E
(Obrazek 1), ktera byla piipravena vedouci mé prace Mgr. et Mgr Monikou Tomanovou ve
vyzkumné skupin€ doc. RNDr. Petra Cankate, Ph.D. Latka PCC14-NM-4E, jejiz struktura byla
odvozena ze struktury klinicky dostupného CDK4 inhibitoru Palbociclibu, jiz disponuje
dilezitymi strukturnimi motivy, a to tedy konkrétné donory a akceptory vodikovych vazeb
a hydrofobnim substituentem, které jsou zodpovédné za interakce s aktivnimi misty CDK

inhibitorti (Obrazek 1).!-?

Cilova latka I se pak v porovnani s latkou PCC14-NM-4E lisi substituci v poloze 2 ptivodniho
heterocyklického kruhu. Substituent, ktery je zde zaveden, je inspirovan strukturnim motivem
latky AMG 925, jenz je dudlnim inhibitorem CDK4 kinazy a tyrosin-proteinkinazy
receptorového typu FLT3. Tento substituent byl pfipravovan zkomercné dostupnych
vychozich latek. Takto strukturovana molekula ma vykazovat selektivni inhibi¢ni aktivitu vici
dvoum doméndm proteinovych kinaz (dualni inhibice) a to konkrétné¢ vici CDK4/6 doméné

a FLT3 doméné.?

Teoreticka ¢ast mé prace je zamétena na popis regulace bunééného cyklu pomoci CDK kinaz

a také zde budou popsany vyznamné syntetické¢ metody, které¢ v této praci byly pouzity.

V diskusni ¢asti se zaméfuji na vlastni ohodnoceni jednotlivych syntetickych kroki.

Zajimavosti této prace je vyuziti piimé redukce hydrazinové skupiny na amin, ktera je jen stroze
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popsana v literatuie. Zaroven byla tato reakce pouzita na purinovém skeletu, coz je substrat,

ktery podle literatury nebyl nikdy testovan v tomto typu reakce.

Akceptor  N™ YN ~ N

N
H-vazby ¢zl : !
vazby HN)\N/ N : HN)\N/ N

) @ e @
g X /
N.  hydrofébni substituent E

: N
[Nj Palbociclib o)\ AMG 925

H OH

N™ S N\ N ™S N\
HN)l\/NIN> HN)l\/N:EN>

50 =18
y

N
[N] PPC14-NM-4E
H

@)
OH

Schéma 1: Znazornéni myslenkového postupu vyuzitého pii nadvrhu cilové latky I.24

V experimentalni ¢asti je popsan komplexni postup piipravy osmi latek véetné kompletni
charakterizace pomoci standardnich analytickych metod. Konkrétné se jedna o stanoveni presné
molekulové hmotnosti, teplotu tani a NMR. Sest z téchto osmi latek jsou nové struktury

doposud nepopsané v literatute.

Posledni cast prace se vénuje ohodnoceni biologické aktivity pfipravenych latek na vybranych
enzymech a bunécnych liniich. Biologicka aktivity byla testovana na externim pracovisti

v Laboratofi ristovych regulatorti Univerzity Palackého v Olomouci.

Tato prace je vysledkem dvouletého vyzkumu, ktery byl provadén mnou, jakozto autorem této
prace na Katedfe Organické Chemie Univerzity Palackého v Olomouci, a to konkrétné

ve vyzkumné skupin€ doc. RNDr. Petra Cankaie, Ph.D..
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Bunécny cyklus

Pro savce a dal§i fadu organismi riznych kategorii je proliferace esencidlnim Zivotnim
faktorem. Timto mechanismem dochazi k duplikaci minoritni skupiny bunék, jako je naptiklad
epitel a kostni diefi. Dochazi pfi ni k rozdéleni haploidni ¢i diploidni mate¢né buiiky, pficemz
vznikaji dv€ nové dcefiné bunky, které jsou nositeli genetického materialu matetské buiiky,

ktery je s ni v idedlnim pfipadé totozny.’

Bunécny cyklus je rozdélen do nékolika fazi a to G1 faze, S faze, G2 faze a M faze (Schéma 2).
Po mitoze (M-faze) je cyklus okamzité zahajen G1 fazi, ve které dochazi k biosyntéze proteinti
a dalSich stavebnich blokl potfebnych pro duplikaci DNA, ke které dochéazi v S fazi. Nasledna
G2 faze ptipravi bunky k mitéze. Terminalni M faze zajisti homogenni distribuci genetického
materidlu a findlni rozdéleni builkky. Takto rozdélené¢ bunky jsou plné diferencované

a pripravené k vykonavani svych funkci v ramci dané organové soustavy.

CDK 1/Cyklin B
M preanafazni kontrola

CDK 4,6/Cyklin D1, D2, D3
CDK 3/Cyklin C
CDK 2/Cyklin E

S kontrola struktury DNA

CDK 2/Cyklin A G1-S kontrola struktury DNA

Schéma 2: Vliv CDK na regulaci bunécného cyklu.

V ramci bunécného cyklu dochdzi ke kontrole genetického materidlu, a to tedy konkrétné
na pocatku S faze, kdy je kontrolovana post mitotickd DNA, a na pocatku G2 faze, kdy je

kontrolovana cCerstvé syntetizovand DNA vystupujici z S faze. Tyto kontrolni body slouZzi
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k eliminaci inkorporace genetické chyby, kterd by se projevila v nasledujici generaci bunék.

V piipadé poskozeni je proliferace buiiky zastavena. °

K zastaveni proliferace slouzi GO faze, ve které dochazi k repara¢nim procestim, které umozni
bunice zpétny navrat do G1 faze. V ptipade neopravitelnych chyb dochdzi k cytolyze, jez zbavi

butiku schopnosti budouci distribuce defektniho genetického materialu. ’

Pii disfunkci reparacnich mechanismt v prib&hu bunécného cyklu dochazi k inkorporaci
chybové DNA do budouci filidlni generace. K této chybé muze dojit pti snizené citlivosti
regulacnich faktorti na podnéty signalnich drah a rtistovych faktorii. Toto znecitlivéni znemozni
bunku uvést do degradacniho stavu, coz se v nésledujicich filidlnich generacich miize projevit
zvysenou mitotickou aktivitou, kterd si nese za disledek mozny rychlejsi pribéh nadorového

onemocnéni v ptipadé, nese-li dana bunéena linie mutantni onkogeny. *°

Kombinace téchto faktori jsou nasledné zodpovédné za vznik nddorového onemocnéni.

2.2 Proteinové kinazy

Proteinové kinazy jsou intracelularni enzymy, které katalyzuji transport fosfatové skupiny
adenosintrifosfatu (ATP) na jiné funk¢ni proteiny a nizsi peptidy. V eukaryotickych bunikach
jsou klicem k regulaci vétSiny bunéénych pochodii a signalnich drah. Pomoci defosforylace
proteinové kindzy a fosforylace navazujici proteinové jednotky dochdzi vné i mimo buiiku
k pfenaSeni informaci. Fosforylace jako takovd miize vést k aktivaci ¢i dezaktivaci raznych
enzymu, umoznit vznik vazby mezi dvéma proteiny, ménit konformaci proteinti ¢i uskutecnit

aktivaci imunitni odpovédi. '°

Eukaryota disponuji 518 riznymi proteinovymi kindzami, pficemz 478 z nich se fadi mezi
typické proteinové kinazy a 40 je fazeno mezi atypické. Typické kinazy jsou dale rozdéleny
na zakladé¢ toho, jakou aminokyselinu proteinovd kindza nasledné fosforyluje, a to tedy
konkrétn¢ na serin-threoninové (388) a tyrosinové (90). Atypické proteinové kindzy sice
disponuji biochemickou kindzovou aktivitou, ale zato postradaji sekvencni podobnost

s ostatnimi eukaryotickymi kindzami, proto o této skupiné nebude dale pojednavano. '!!2
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2.2.1 Struktura proteinovych kinaz

Veskeré typické proteinové kinazy disponuji strukturdlni podobnosti, kterou lze popsat
pomoci dvou domén — N a C koncem (Obrazek 2). Mensi N-koncova doména je slozena
z B-skladanych listi a dlouhého a-helixu, pficemz objemnéjs$i C-koncova doména je prevazné
a-helikalni. Tyto dvé Casti jsou vzajemné propojeny pomoci tzv. Hinge peptidu, diky kterému

miize N-konec vii¢i C-konci zaujmout Sirokou $kalu konfirmaénich pozic. 3

fosfatové
§kupiny

akviv. segment

Obrazek 1: Obecna struktura proteinové kinazy (PDB kod: 1ATP) '

Na samotném C-konci je umistén aktivaéni segment, tedy usek 25-30 aminokyselin
situovanych mezi stericky nedostupnym regionem Asp-Phe-Gly (DFG) a dostupnéjsim
regionem Ala-Pro-Glu (APE). Na tomto aktivnim segmentu v aktivni konformaci kinazy
néasledné vznik4 §térbina, v niz DFG tsek zajistuje koordinaci dvou iontii horéiku Mg?*, které
nasledné¢ umoznuji spravnou orientaci ATP vné kindzy, a to tedy konkrétné orientaci jejich

fosfatovych skupin (Obrazek 3). !>16

Kindza se po procesu fosforylace sekundarniho peptidu navraci zpét do své inaktivni
konformace, ktera vzniké bud’'to odpojenim regulacni podjednotky, nebo nato¢enim DFG useku
¢elem k ATP interak¢ni kapse. V obou piipadech dochazi ke konfirmac¢ni zméné, ktera stericky

brani v interakci s ATP. 7
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Obrazek 2: Detail vazebného mista pro ATP (PDB kod: 1ATP) '4; (b) strukturni vzorec
ATP.M

2.3 Cyklin-dependentni kinazy

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) jsou fosforylujici holoenzymy, jejichz katalyticka aktivita
zavisi na pfitomnosti cyklinu, snimZ tvoii heterodimerni podjednotky, pficemz cyklin
je pozitivni regulaéni podjednotkou, kterda CDK kindze pouze umoziiuje vykonavat jeji
katalytickou aktivitu. Ke kompletni aktivaci vétSiny kindaz dochazi az po fosforylaci
threoninovych casti (Thr160) na tzv. T-smyc¢ce holoenzymu, ke které dochdzi plisobenim
CDK-aktivaéni kinazy 1 (CAK1). Vyznam CDK spociva pak v integraci intercelularnich

a intracelularnich signali.'®!®

V pIné vyvinutych lidskych tkanich je vétSina bunék s diploidnim obsahem DNA, po S fazi,
zdrzena v GO fazi a to bud'to trvale (neurony), ¢i docasné (hepatocyty). Pomoci stimulace
mitogennimi faktory (hormony nebo ristové faktory) dochdzi ke zpétné inkorporaci téchto
bunék do cyklického procesu. Tyto faktory aktivuji kaskddy intracelularnich signélnich drah,
které¢ pasobi na CDK/cyklinové komplexy, které néasledné poskytnou hladky prubéh mezi

jednotlivymi fizemi bunééného cyklu.2%2?
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Pralom v pochopeni principu regulace bunééného cyklu pomoci CDK nastal po objevu genti
cdc2+ and cdc28, kter¢é u modelovych organismi Schizosaccharomyces pombe
a Saccharomyces cerevisiae zprosttedkovavaji translaci CDK, jejiz pfitomnost je vyzadovana
u G1-S a G2-M piechodu. U téchto organismii jsou tyto pfechody moderovany pouze jedinou
CDK. Tento objev vedl k pfedpokladu pfitomnosti vysSiho poctu regulac¢nich komplext
v komplikovangj§im bunécném systému savcti. Konkrétné v lidském téle pracuje 20 CDK kinaz

a 29 cyklint, pii¢emz ne viechny se nutné podileji na regulovani bunééného cyklu.!$23-2

CDKI1-6 a CDK14-18 ptfimo reguluji faze bunécné¢ho cyklu a bunécného de€leni, zatimco
CDK7-13 a CDK20 zprostiedkovavaji genovou transkripci. Exprese jednotlivych CDK

a korespondujicich cyklindi pak periodicky kolisa v zavislosti na fizi buné&éného cyklu.?®

Tato prace se zabyva syntézou dudlnich inhibitori komplexti CDK4 a CDK®6 a jejich vlivu na

G1-S ptechod, proto bude nasledujici pozornost zamétena vyhradné na tuto kindzovou skupinu.

2.3.1 CDK 4/6

Kli¢ovou reakei na mnoho ristovych faktorti v mnoha typech proliferujicich bun¢k je aktivace
CDK4 a CDK®6 a to pomoci proteinti z rodiny cyklini D (D1, D2, D3), které jsou esencialnimi
integratory mitogenni signalizace, pfiCemz jejich zpétnd deaktivace je fizena vazbou na
proteiny z rodiny INK4 (p16™NK4A | p]5INK4B (5] §INKAC 151 9INK4DY 5 CIP/KIP rodiny (p21¢™1,
p27KIP1 [57KIP2y

Proteiny rodiny INK4 inhibuji pozitivni regulacni aktivitu cyklind typu D utvofenim komplexti
s CDK 4/6, pti¢emz nedochézi k interakci s CDK1 a CDK2. V proliferujicich buiikach dochézi
k exprimaci téchto proteini ve velmi nizkych, téméf nedetekovatelnych hladinach. Indukce

exprese je vyvolavana plisobenim ristovych regulatord, napt. rodinou cytokintt TGF-B.?’

Z INK4 rodiny hraje velmi vyznamnou roli p16™%4A protein, ktery je u ¢lovéka zodpovédny za
potladovani indukce karcinogeneze. Rentgenova difrakéni analyza komplexu p16™%4A/CDK6
ukazala, ze jeho regula¢ni aktivita funguje na principu elektrostatické interakce mezi Asp84 na
p16™K44 3 Arg31 na CDK6, coz odpovida Arg24 u CDK4. Z diivodd umisténi téchto ligandoveé-
aktivnich aminokyselin blizko vazebného mista pro ATP je celkova kinazova aktivita touto
interakci rapidné sniZzena. Kromé toho tato interakce sniZzuje povrch proteinu pro vazbu na
pozitivni regulator z rodiny cyklinii D. Tento fakt je podpoien zjisténim skuteCnosti zvySené

aktivity CDK4 pfi jeji onkogenni mutaci genu zodpovédného za jeji translaci, a to tedy
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konkrétné¢ v mist¢ lokace Arg24, coz znemoziiuje schopnost interakce s negativnim
regulatorem p16™<4A Kvili této mutaci doslo k netiplnému navazani negativniho regulatoru,

coz mélo za nasledek nestandardné zvysenou proliferacni aktivitu.?8!

CIP/KIP rodina se vaze na komplexy CDK2 /cyklin E, CDK2/cyklin A a CDK 1/cyklin B, ¢imz

1CIP1 7KIP1

je inaktivuje. Strukturdlni analyza p2 a p2 proteinti ukazuje, Ze jejich N-konec
disponuje dvéma doménami, z nichz jedna je diilezitd pro vazbu s cyklinovou podjednotkou
a druha pro asociaci s CDK. Takto koncipovana struktura zajist'uje vysoce afinitni interakci

s CDK a je ovéfeno, Ze tyto dvé domény jsou jednim z hlavnich specifit CIP/KIP rodiny.*

Regulaéni aktivita je pro CIP/KIP proteinovou rodinu velmi specificka a selektivni. Tato
skute¢nost je napiiklad viditelnd na specifické kinazové aktivité proteinu p27¥®!. Regulator

7XIPL yykazuje asociaéni aktivitu na komplex cyklinu D3 (CDK4/cyklin D3). Komplex

p2
CDK4/cyklin D3/p27%P! yykazuje kindzovou aktivitu, coz ukazuje pouze na zvyseni
strukturalni stability, a tedy i1 katalytické aktivity CDK4/cyklin D3, nikoli jeho negativni

regulaci.’?

Dosavadni studie naznacuji, e asociace p21°1a p2 7% na cyklin D (CDK4/cyklin D) zptisobi
selektivni redukci potencialu vazby téchto regulatorti na cyklin E (CDK2/cyklin E), diky cemuz
neni omezena katalyticka aktivita, coz poskytne pribéh z G1 do S faze. V souvislosti s touto
skutecnosti bylo zaroven prokézano, ze ptsobeni urcitych ristovych faktorti mize zptisobit jak

up21°P! tak i u p27%®! negativni regula¢ni aktivitu p¥i asociaci na CDK4/cyklin D komplex.*

Prechod mezi aktivaéni a inhibi¢ni aktivitou p27%"® je zptisoben exkluzivni fosforylaci
v polohach Tyr88 a Tyr89, které zplisobi jeho konfirmacni zménu, a tedy i zménu jeho
vlastnosti. Zp&tnym piisobenim tyrosin fosfatazy na difosforylovany p27%®! zptisobi navraceni
jeho plvodnich negativné regulacnich vlastnosti. Diky schopnosti volné pfizpiisobivosti

7KIP1

aktivity p2 je mozné provést akutni odpoveéd’ na ristové signaly, coz z tohoto konkrétniho

regulatoru ¢ini vyznamny molekulovy ptepinad. >3

CIP1 7KIP 1

Tato pozorovani tedy ukazuji, Ze regulace bunééného cyklu proteiny p21~*" a p2 vykazuje

pozitivni i negativni regula¢ni aktivitu, a to v zavislosti na intercelularnich podminkach.*

Majoritni vyznam aktivovanych komplexti CDK4/6 spociva ve stfedni, az pozdni G1 fazi, v niz
zprostiedkovavaji fosforylaci retinoblastomového proteinu (pRb), ktery je vyznamnym

nadorovym supresorem.
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V bunikach, které se vyskytuji v klidové fazi, je standardné¢ pRb hypofosforylovan. Interakci
této hypofosforylované formy s riznymi transkripénimi aparaty je docileno jejich docasné
deaktivace na prechodu G1-S fazi, ¢imz je bunécény cyklus ucelné brzdén. CDK 4/6 zapfticini
fosforylaci tohoto proteinu v polohach Ser780 a Ser795, coz zptsobi odpojeni pRb od téchto
vazebnych partnert. Kromé pRb existuji jesté dva dalsi proteiny p107 (RBL1) a p130 (RBL2),
které vykazuji velmi obdobnou biologickou aktivitu jako pRb, a které jsou rovnéz

fosforylovany CDK 4/6 komplexy.>%*’

Jednim z téchto vazebnych partnert je transkripcni faktor E2F1, ktery zptisobuje transkripci
gend, jejichz translaéni produkty jsou nutné pro zahajeni S faze. Dalsi z partnerti je histonova
deacetyldza (HDAC), u niz byl pozorovan komplex pRb/E2F1/HDAC, ktery se vadZze na
promotory gent specifickych pro S fazi, kde HDAC ptlisobi na okolni chromatin a zptisobuje
jeho uzavienou konfirmaci. Fosforylace pRb, zprostiedkovana komplexem cyklina D (CDK4/6
/eyklin D), umoznuje disociaci HDAC, ale také vede k uvolnéni represorového proteinu, coz
nasledné zptisobi expresi cyklinu E2, jehoz komplex CDK2/cyklin E se nasledné¢ vaze do
aktivniho mista pRb. Hypoacetylovany stav chromatinu za téchto podminek neni nadale
udrzovan a acetylace histon nasledné vede k otevieni chromatinové struktury a aktivaci

transkripce a nasledné translaci proteinti nutnych pro pribéh S faze.*3%

CDK 4 a CDK 6 jsou tedy vyznamnymi regulatory pribéhu bunééného cyklu.

2.4 Chemické ATP kompetitivni inhibitory CDK

V moderni protinddorové terapii se za ucelem inhibice cyklin-dependentnich kindz vyuziva
nepeptidickych malych nizkomolekularnich latek, které mohou disponovat Sirokym spektrem
mechanismi inhibi¢ni aktivity. NejcastéjSim a nejcilenéjsi mechanismem inhibice CDK kinazy
je ATP kompetitivita, pii které dany chemicky inhibitor vykazuje vyssi vazebnou aktivitu viici
vazebnému mistu nez ATP. Timto mechanismem dochdzi k zabranéni ptfenosu fosfatové
skupiny, coz mé za disledek zbrzdéni ¢i zastaveni signalni drahy zprostfedkované pomoci

CDK.%

Kumulativnim vysledkem této aktivity je zpomaleni bunécné proliferace.
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2.4.1 Prirodni inhibitory CDK

Jednémi z prvnich inhibitor cyklin-dependentnich kindz byly prokazany pfirodni izolaty
zrodiny anticytokininl, které jsou vyznamnymi rostlinnymi hormony regulujicimi
fyziologické pochody a diferenciaci bun¢k v pritbehu riistu a zivota rostlinnych organismii.
Zastupcem rodiny anticytokininli je naptiklad anticytokinin 1 (ANCYTI), ktery pii
biologickém testovani vykazal vysokou selektivni aktivitu vi¢i CDKl/cyklin B (ICso =
10,5 pmol/dm?) a CDK2/cyklinE (ICso = 5,2 umol/dm?). Plisobenim dvou dalsich latek stejné
ttidy (ANCYT1, ANCYT2) vsak nebylo docileno vysoké inhibi¢ni aktivity, nicméné informace
o zavislosti struktury na aktivit¢ a selektivit¢ byla, na pocatku studie vyuziti
nizkomolekuldrnich latek jakoZzto inhibitortit CDK, i pfesto velmi cenna. Cytokinin frans-Zeatin
izolovany znezralych zrn kukufice seté (Zea mays) hraje vyznamnou roli jako rlstovy
regulator. Jeho exprese indukuje mitozu, ¢imz se stimuluje rast postrannich pupena. Tato latka
jako takova ale neprokazala témét zadnou biologickou aktivitu vici lidské CDK proteinové

roding. 4143

Pouzitim ANCYT1 byly v pribéhu M faze pozorovany abnormalni morfologické zmény, které
zahrnovaly absenci anafazniho rozchodu, nefunk¢ni uspotadani mikrotubulti déliciho vieténka
okolo plné integrovan¢ho jadra, které i1 pies viditelnou piitomnost pozdni M faze stéle
disponovalo jeho jadernym obalem, a dalSich defektni zmény, jejichZ pfitomnost je neslucitelna
se spravnym pribéhem M faze. Takto abnormdlné defektni buiky byly degrada¢nimi

mechanismy uvedeny do stavu apoptozy.*!

N
NTX—N NS N N™ ST\
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ANCYT1 ANCYT2 ANCYT3 trans-Zeatin

Obrézek 3: Pfirodni anticytokininy (ANCYT1-3) a cytokinin trans-Zeatin.

Dalsi ze zajimavych pfirodnich izolatl, vykazujici relativné vysokou biologickou aktivitu, je
Staurosporin. Tato latka byla izolovana roku 1977 z bakterie Streptomyces staurosporeus, které
ji slouzi jako kompetitivni antibiotikum zajiSt'ujici dominanci v daném prosttedi. Piestoze

vykazuje zajimavou biologickou aktivitu vii¢i CDK1 (ICso = 0,003 umol/dm?) a CDK7
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(ICs0= 0,007 umol/dm?), tak do klinické praxe nikdy nedospéla, a to z diivodu nizké selektivity,
ktera se projevila na ovlivnéni vysokého poctu necilenych proteinovych kinaz. Pisobeni takto
aktivni latky v organismu by bylo spfazeno s vyznamnou mirou vedlejSich uc¢ink, které by

byly pro hypotetickou 1é¢bu nebenefitni.*+-4¢

Staurosporin

Obrazek 4: Ptirodni izolat — Staurosporin.

2.4.2 Syntetické inhibitory CDK

Po obdrzeni zakladnich poznatkii o biologické aktivité piirodnich izolath byla vyssi pozornost

vénovana syntéze strukturalné jednodussich a selektivnéjsich inhibitortt CDK.

Studiem pfirodnich purinovych izolatd z rodiny anticytokininti (viz. Obrazek 4) byla obdrzena
informace o zavislosti struktury na aktivité a selektivé viici CDK. Na zaklad¢ téchto piedeslych
studii byl utvofen farmakofor, jimz se stal 2,6,9-trisubstituovany purin. Zaménou substituentti

mohla byt utvofena prvni komplexni knihovna strukturalné ptibuznych latek.

Jednou z prvnich takto syntetizovanych latek se stal Olomoucin, ktery disponuje selektivni
mikromoldrni inhibi¢ni aktivitou viici CDK1, CDK2 a CDKS. Konkrétné pro CDK1/cyklin B
(ICs0 = 7 umol/dm?) vykazuje Olomoucin nejvyssi inhibiéni aktivitu a selektivitu. Postupné
byly vySe uvedenou metodou syntetizovany dalsi CDK1/cyklin B inhibitory, jako naptiklad
Roscovitin (ICso= 0,45 umol/dm*) a Olomoucin II (ICso= 0,02 pmol/dm?), ktery se diky velmi

zajimavé biologické aktivité stal nejpotentn&jsim purinovym inhibitorem CDK kin4z.*’
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Obrazek 5: Prvni syntetické inhibitory CDK — Olomoucin 1,2 a ®-Roscovitin.

Velmi vyznamnym nepurinovym CDKi je Flavopiridol, ktery se stal prvnim klinicky
testovanym CDK inhibitorem, a to konkrétné proti akutni myeloidni leukémii (AML). Tato
laitka je analogem pfirodnich alkaloidi Rohitukinu, vykazujiciho aktivitu vUci
CDK9/cyklin T1 (ICso = 0,3umol/dm?®), a Quercetinu aktivniho vagi CDKG6
(ICs0 = 5,89 umol/dm?), které byly nalezen v indickych stromech Disoxylum binectariferum
a Aphanamixis  polystachya. Flavopiridol nejvyraznéji blokuje CDKl/cyklin B
(ICs0= 0,3 pmol/dm?®), ale jeho aktivita byla potvrzena i na CDK 2 a CDK 4.43-%3

Flavopiridol Rohitukin Quercetin

Obrazek 6: Flavonidové inhibitory CDK — Flavopiridol, Rohitukin a Quercetin.

2.4.3 Dualni inhibitory CDK

V dnesni dob€ je vyzkum novych nizkomolekularnich nepeptidickych inhibitorti cyklin
dependentnich proteinovych kindz obecné cilen na selektivni multiaktivitu vii¢i dvéma a vice
biologickym cilim. Pfikladem takové multiaktivni inhibice je CDK 4/6 inhibice, pti niz dochazi
k selektivni dudlni blokaci signalnich drah zprostfedkované t€émito dvéma kinazami, coz vede

k G1-S arrestu. >

Prvnim FDA schvalenym inhibitorem CDK se stal Palbociclib, ktery vykazuje pravé vysoce
specifickou dualni aktivitu vii¢i CDK4/cyklin D1 (ICso= 0,011 umol/dm?) a CDK6/cyklin D2
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(ICso= 0,015 pmol/dm?), a sou¢asné& nevykazuje pii danych prahovych koncentracich zadnou
aktivitu vici 36 strukturdlné piibuznym proteinovym kindzam stejné rodiny (CDK). Je tedy
vysoce selektivni. Po pfijmuti 125 mg peroralni cestou ¢ini akutni biologickd dostupnost
piiblizné 46 %, pficemzZ maximalni koncentracni hladiny (Cmax) je dosaZeno po 6-12 hodinach
od podani. Na lidské plazmatické proteiny je vazan z 85 %, pifiCemz stabilni plazmatické
hladiny je dosazeno kazdodennim uZzivanim po dobu 8 dni. Biologicka aktivita Palbociclibu
zavisi na expresi pRb, diky ¢emuz bylo v fadé klinickych studii testovana potence viici riznym
nadorovym typim souvisejici s nadmérnou expresi pRb. Tento CDKi se vyuziva u 1écby
postmenopauzalnich Zen s pokrocile metastazujicim karcinomem prsu typu ER+/HER2. U
tohoto typu rakoviny prsu dochdzi ke zvySené expresi receptoru lidského epidermalniho
rustového faktoru 2 (HER2), ktery je pozitivnim regulatorem CDK4/6. Spolecné s timto
dochazi ke zvysené expresi estrogenového receptoru (ER+), ktery rovnéZz podporuje
proliferacni aktivitu. Po vyznamné klinické studii PALOMA-1/TRIO-18, byl tento 1¢k pod
znacnou Ibrance — Pfizer, schvélen americkou FDA ve zrychleném schvalovacim procesu
v unoru 2015 k 1é¢bé metastazujiciho ER+/HER2 karcinomu prsu, pficemz v listopadu téhoz

roku byl schvalen i komisi SUKL i v CR.!55-58

Palbociclib

Obrazek 7: Dudlni inhibitory CDK — Palbociclib.

Dalsi zajimavou latkou je Trilaciclib, coz je selektivni CDK4/cyclin Dl
(ICso = 0,001 pmol/dm?®) a CDK6/cyclin D3 (ICsp = 0,004 umol/dm?®) CDKi. Trilaciclib
(COSELA — G1 Therapeutics) je v USA v klinické praxi pouzivan ve formé infusniho roztoku,
pii¢emz jedna davka odpovida 240 mg/m? télesné plochy. Tato terapie je vyuzivana k sniZeni
myelosuprese, ke které dochazi pouzivanim chemoterapeutik pii primarni 1ébé
metastazujiciho malobunééného karcinomu plic v rozsahlém stadiu (ES-SCLC). Dostupna
chemoterapeutika, bézné pouzivana v klinické praxi k 1écbé¢ ES-SCLC, jsou malo selektivni
(Etoposid) a kromé defektnich tumor-induktivnich blastocyti poskozuji 1 ostatni zdravé buiiky

a tkang, které piirozené vykazuji vysokou miru proliferacni aktivity (vlasové folikuly, sliznice,
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kostni dfen). Nejvyznamngj$im problémem je fatdlni myelosuprese hematopoetickych
kmenovych bun¢k kostni diené¢ (HSC), pfi niz dochazi k akutni anémii, neutropenii nebo
trombocytopenii. Pokles téchto vyznamnych slozek krevniho obrazu mtize vést od vazné
komplikace az k zivot ohrozujicimu stavu. Z tohoto divodu je v USA bézné€ pouzivan
Trilaciclib jakozto prvni lé¢ivo v myeloprezervacni 1écbé pii ES-SCLS. Jeho aktivita vaci
CDK4/6 vede k dofasnému zastaveni bunécného cyklu u HSC a lymfocytiv G1. Timto
mechanismem je docileno jejich ochrany v dobé, kdy jsou nadorové builky vystavovany
neselektivnimu cytotoxickému chemoterapeutiku. Trilaciclib se pouziva exkluzivné pii
myeloprezervacni 16cbé ES-SCLC, jelikoZ replikace bun€k u tohoto typu neni fizena CDK4/6,
a to v duasledku ztraty exprese retinoblastomového proteinu (pRb). Trilaciklib timto zvySuje

odolnost vii¢i poskozeni vyvolanému chemoterapii a piiznivé méni imunitni mikroprosttedi.>®~
63

Trilaciclib

Obrazek 8: Dualni inhibitory CDK — Trilaciclib.

Posledni latkou, které bude v této kapitole vénovana zvySena pozornost, je experimentalni
dudlni inhibitor AMG 925, ktery momentalné podléha klinickym studiim. Tato latka vykazuje
selektivni aktivitu napii¢ lidskym kinomem, jelikoz inhibuje CDK4 (ICso= 0,003 pmol/dm?);
CDK 6 (ICs0= 0,008 pmol/ dm?) a FLT3 (ICso= 0,002 umol/ dm?). AMG 925 bylo navrzeno
pro selektivni inhibici FMS-podobné tyrosinkinazy 3 (FLT3), patfici do rodiny receptorovych
tyrosinkinaz ttidy III. Pravé FLT3 je ve vysokych hladinach exprimovana u pacientii trpicich
akutni myeloidni leukémii (AML) a akutni lymfoblastickou leukemii (ALL). U 30 % pacientl
byla nalezena vnitini duplikace juxtamembranové domény (ITD), kterd zptisobuje disregulaci
bunécného cyklu. Pii testovani latek, které poskytly vysokou miru selektivity a aktivity viici
FLT3 (Sorafenib AC220), se narazilo na problém vzniku sekundarni mutace genomu bunék
ALL a AML, coz vedlo ke konfirmacni zméné FLT3, ¢imz se eliminovala schopnost interakce
inhibitoru s proteinem. Tento jev je zplsoben velmi vysokou desregulovanou mitotickou
aktivitou téchto blastickych bunck. ZvysSena exprese byla u této skupiny bunék zaznamendna

1 v ptipadé CDK4/6 s partnerskymi cykliny D2 a D3. Pisobenim dudlniho inhibitoru AMG 925
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bylo docileno podpoteni apoetické aktivity, coz vedlo ke snizeni poctu proliferujicich bun¢k
v kolonii, diky ¢emuz doslo 1 k automatické eliminaci mozné exprese mutantni FLT3-ITD. V¢ri
se, ze AMG 925 poskytne Setrnéjsi alternativu vyustujici v pozitivni progndézy u tohoto

komplikovaného onemocnéni. 36463
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Obrazek 9: Dudlni inhibitory CDK — AMG 925.

2.5 Buchwaldova-Hartwigova reakce

Buchwaldova-Hartwigova reakce je nazev pro palladiem katalyzovanou couplingovou reakci,
pii niz vznikéd nova C—N vazba. Vyuzivaji se zde elektrofilni arylhalogenidy, které disponuji
sp’ hybridizaci uhliku, jenz za piitomnosti katalytického mnozstvi palladia a baze reaguji
obecné s nukleofilnimi Cinidly, v pfipadé Buchwald-Hartwigova couplingu pak nejcastéji

nesaturovanymi aminy ¢&i arylaminy. 5667

V piipadé elektrofilnich ¢inidel pak 1ze mimo arylhalogenida vyuzit i tzv. pseudohalogenidd,
aryl tosylati ¢i aryl triflatd. Jako palladiovy zdroj se vyuziva celé fady palladnatych soli
(prekatalyzatory) v oxidaénim stavu (II) jez jsou pak in situ transformovany na vlastni
katalyzatory (Pd’) pomoci ligand®. Tyto ligandy jsou kliGovymi prvky pii téchto reakcich,

nebot uréuji vlastni reaktivitu generovanych katalyzator(.5%7°

2.5.1 Mechanismus

Mechanismus Buchwald-Hartwigovy reakce se skladd, obdobné jako vétSina palladiem
katalyzovanych reakci, ze tii zakladnich krokl: oxidativni adice, transmetalace, a reduktivni
eliminace (Schéma 3). Nejprve je z pouzitého prekatalyzatoru generovan katalyzator (Pd°),
ktery vstoupi do katalytického cyklu prostiednictvim oxidativni adice s aryl

(pseudo)halogenem. Ve druhém kroku je pak tvoren Pd'V-aryl amid, jenz miize byt generovan
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bud’ pfimym vytésnénim (pseudo)halogenidu aminem, anebo formalné¢ shodnym vytésnénim,
které probiha ve dvou krocich pres PdP-alkoxidovy meziprodukt. Nakonec Pd'V-aryl amid

podlehne reduktivni eliminaci, jeZ vytvoii kyZenou C-N vazbu a regeneruje Pd® katalyzator.”!

L,Pd(OAc), > L,Pd
Transformace
Ar.
—R Ar—X
N LPdP

Reduktivni Oxidativni
eliminace adice

Ar A Ar

Ty R o R "
L=Pd N L-Pd"  :N-R L-Pd
R AX N 2 |

2 R. (« H H X

:gj:. A+
Deprotonace

Transmetalace

I
N-R, L-Pd_ AX

Schéma 3: Obecny mechanismus Buchwald-Hartwigovy aminace.
2.5.2 Vyuzitelné katalyzatory a ligandy

Nezbytnosti vSech cross—couplingovych reakci je pouziti katalyzatoru a ligandu, pfestoze jsou
znamy i optimalizace, které pouziti ligandu nevyzaduji. Aktivnim katalyzatorem je vzdy Pd°,

coz znamena, ze pokud je do reakéniho systému vloZen zdroj palladia ve formé palladnaté soli,
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ktera disponuje Pd"™ (octan palladnaty, chlorid palladnaty, dusi¢nan palladnaty,...), pak musi
dojit k in situ redukci na Pd°.

Ligandy v pribéhu reakce dorovndvaji zmény elektronové hustoty, ¢imz komplex v pribéhu
reakce stabilizuji a zabraiiuji tak jeho rozpadu pied termindlni spontanni reduktivni eliminaci.
Reaktivita poté zavisi jednak na stabilité aktivniho komplexu Pd’, jednak na ochoté komplexu

podlehnout oxidativni adici a reduktivni eliminaci.”

Stabilita komplexu také zavisi na afinité ligandu k palladiu jako takovému. Pokud v priabéhu
reakce dojde k vyvazani palladia, pak tyto volné ¢astice mohou tvofit kompaktni agregaty, jez
nejsou schopny budouci komplexace, coz ma negativni efekt na priabéh a vytézek syntézy.
Tomuto efektu lze predejit stérickymi bariérami ligandu, jez geometricky brani této

agregaci.”>’*

Buchwaldovy ligandy 1. a 2. generace (RuPhos Pd G1, JohnPhos, aj.), vykazovaly pfi
koordinaci na palladium niz$i stabilitu, reakce musely probihat za vyssich teplot, coz mohlo
mit negativni vliv na neziCastnéné substituenty substratu. Bézné dochazelo pouze

k dehalogenaci arylhalogenidu, pficemz arylamin z@istal v systému nezménén.”

S dal$imi poznatky byly postupné vyvinuty modernéjsi dialkylbiarylfosfinové ligandy, které
poskytuji stabilnéjsi koordinaci na palladium a umoziuji reakénim systémtim pribéh za nizsich

teplot, nez tomu doposud bylo.”*78

O\
O L
e (= 0 P(CN),
P | P = A i-Pr i-Pr
ShAGE e TC
O

i-Pr
JohnPhos DavePhos DPPF BrettPhos
1,1’-Bis(diphenylphosphino)
ferrocene

Obrazek 10: Priklady Buchwaldovych ligandi.
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2.5.3 Vyuziti

V historii se k formovani C—N vazeb pouzivalo béZznych nukleofilnich substituci, které
ale nebyly zdaleka tak efektivni, a to kvuli nutnosti pouziti velmi vysokych teplot, coz
vyzadovalo pouziti vysoce vroucich rozpoustédel, kterd jsou ale ve vétSin¢ piipadid velmi
toxicka (N,N-dimethylformamid, N-methylpyrrolidon, difenylether, atd.). S pfichodem
Ullmanovy-Goldbergovy kondenzace zména nenastala, jelikoZ reakéni systém trpél na nutnost
pouziti extrémné vysokych davek kovového katalyzatoru ¢i pevné slitiny (napt. CuxCuO).
Reakce vSak vyzaduji velmi dlouhé reakcni Casy a poskytuji produkty o nizké Cistoté a vytézku.
I pres tento fakt je nutno Ullmanovu-Goldbergovu kondenzaci pozdvihnout, jelikoz se jednalo

o velmi pokrokovou reakci 20. stoleti.” 8!

Palladiové¢ katalyzatory v ptfipadé¢ Buchwalda-Hartwiga poskytly produkty za kratsi reak¢ni Cas
pii nizSich teplotach, diky ¢emuz je mozno vyuzit éterickych rozpoustédel, ktera jsou méné

toxicka (cyrene, 2,2,5,5-tetramethyltetrahydrofuran, eukalyptol, cyklopentyl methyl ether

a dalsi) 828

Starsi solventy

o |
@) @)
O O A & 0 O
WONT T
O I
anisol 1,4-dioxan DMF NMP diphenyl ether benzen

Setrné moderni solventy

& o & A poh o

cyrene TMTHF CPME eukalyptol PolarClean

Obrazek 11: Aproticka rozpoustédla pouzitelna pii couplingovych reakcich rozdé€lena dle
Setrnosti k Zivotnimu prostiedi.

V dneSni dobé¢ jiz existuji metody, diky kterym je moZno palladiem katalyzované
cross-coupligové reakce, véetné¢ Buchwaldovy-Hartwigovy aminace, provadét ve vodném
prostiedi, a to za pouziti lipidim piibuznych surfaktanti (napi: komercné dostupny

TPGS-750-M). Tyto lipidim piibuzné polymery poskytnou vznik micel, v nichz néasledné
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reakce probiha bez pfitomnosti vody, ktera by reagenty vcetné katalatickych komplexi palladia
degradovala. Voda v tomto piipad€ slouzi pouze jako distributor energie nutné pro pribch
reakce. Tyto postupy se kvuli nutnosti strukturalné specifickych reagentti ve vysokokapacitnich

syntézach nepouzivaji.?’#

TPGS-750-M

Obrazek 12: Surfaktant TPGS-750-M.

Vyhoda nejen této couplingové reakce spocCivd v moznosti spojovani komplexnéjsich

vvvvvv
vvvvvv

v medicindlni chemii, tak i pifi pfipravé agrochemikalii a dalSich primyslové vyznamnych

produkti. 2!

Zajimavym pfikladem je regioselektivni Buchwald-Hartwigova aminace, pfi které dochazi
ke vzniku C—N vazby mezi heteroaryl halogenidem a internim amidem. Tato reakce je klicovym
krokem v syntéze nového experimentalniho reversibilniho inhibitoru (GDC-0853) Brutonovy
tyrosinové kinasy (BTK), jez moderuje vyvoj B lymfocytl, které hraji vyznamnou roli
v progresi lymfoproliferativnich poruch (Schéma 4). Jiz zminény kli¢ovy krok je konkrétné
reakce 2,4-dichloronicotinaldehydu 2 a tricyklického laktamu 1, ¢imz vzniké tetracyklicky
chlorid 3, jenz je podroben Suzuki-Miyaura couplingu s Bpin esterem 4, ¢imz je obdrzen
oktacyklicky intermedidt 5, jehoz aldehyd je pomoci standardni redukce s vyuzitim
tetrahydroboritanu sodného redukovan na findlni latku. GDC-0853 momentalné¢ podléha
klinickému testovani. Tyto finalni kroky jsou zajimavym ptikladem toho, jak lze obdrzet

komplexni, téméf makromolekularni latky pomoci tandemovych couplingovych reakci. 8%
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Schéma 4: Vyuziti Buchwald-Hartwigovy reakce pii syntéze BTK inhibitoru GDC-0853. %

Jako priklad ze syntézy nizkomolekularnich latek 1ze uvést totalni syntézu indolaktamu V, ktery
je aktivatorem ruznych izoenzymu proteinkinazy C (PKC), ktera je vyznamnd pro téméf
vSechny bunéné pochody napii¢ bunéfnymi systémy. V tomto konkrétnim piipadé
indolaktam V dokaze moderovat vyvoj bunék pankreatického typu. Pro vytvofeni
intramolekularni C—N vazby pfi syntéze intermediatu 7 byla zvolena Buchwaldova-Hartwigova
makrocyklizace aminohalogenidu 6. Naslednou methylaci vzniklého sekundarniho aminu
a odchranéni protektivni skupiny byl v nasledujicich krocich obdrzen finalni produkt

(Schéma 5).%!
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NH, 0 0

N
XPhos Pd G1; 5 mol % HN —N
Br 1 \.-\Qo NaOLBU ° 2 kroky
A\ 1,4-dioxan N\ - N\
110°C, 16 H N N
” 2% H H
6 7 (+)-Epi-indolactam V

Schéma 5: Vyuziti Buchwald-Hartwigovy reakce pii syntéze Indolaktamu V.

Z oblasti agrochemikali je této reakce vyuzito napiiklad u pfipravy fungicidu Mepanipyrimu,
coz je zajimavym diikazem toho, ze alkyny jsou schopny setrvat za pomérné obtiznych
podminek, které tuto reakci provazeji. Mepanipyrim je  Sirokospektralnim
anilinopyrimidinovym fungicidem se zvySenou uc¢innosti proti Botrytis cinerea, jez postihuje
pfednostné vinnou révu ¢i jahody. Pii syntéze Mepanipyrimu je vyuzito hned né€kolik palladiem
katalyzovanych couplingovych reakci. Reakei aryl iodidu 8 s methylzink bromidem je nejprve
provedena regioselektivni Negishiho couplingové reakce, ¢imz je obdrzen aryl bromid 9. Ten
je nasledné podroben chemoselektivni Sonogashirové reakci s propynem za vzniku aryl—alkyn

chloridu 10, jez nésledné reaguje s anilinem za podminek Buchwaldovy-Hartwigovy reakce

na vysledny Meapaniprym. >3
| Pd(dba),; 3 mol %

N Pd(PPhgz)4; 4 mol % NN P(o-furyl)s, Cul

)|\ CH3ZnBr )I\ NEt;
7 > _ -

Cl N Br THF Cl N Br propyn

50°C, 12 H 25°C,1,56H

8 58% 9 97%
Negishi coupling Sonogashira

coupling

Pd(OAc),; 10 mol %

N7 XantPhos, anilin NTX
| K,CO4 I _
P . .

CI” N 1,4-dioxan N AN
100°C,1,5H
10 o N
81% Mepanipyrim
Buchwald-Hartwig coupling

Schéma 6: Vyuziti Buchwald-Hartwigovy reakce pii syntéze fungicidu Mepaniprymu.
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2.6 Karboxyl-aminova kondenzace

Karboxyl-aminové kondenzace, pojmenovand podle funk¢cnich skupin reagujicich substrati, je

couplingova reakce, pfi niz dochazi k formé amidické vazby.**%

Amidickd vazba zastdva esencidlni roli pfisyntéze peptidickych fetézch, syntéze léCiv
1 agrochemickych preparati. Amid jako takovy je vyznamnym strukturnim motivem naptiklad
v medicindlni chemii, jelikoz disponuje vlastnosti byt donorem (amin) 1 akceptorem (karbonyl)

vodikového mastku.”®

Pii biosyntéze amidl, v tvorbé polypeptidid, dopoméhd vzniku vazby fada enzym, které
nejprve konvertuji karboxyl aminokyseliny na aktivovany ester, ktery az nasledn¢ podléha
aminolyze za vzniku vysledného amidu. Tento proces je v jistych ohledech totozny s tim, ktery

je pouzivan industrialng pii piimé preméné karboxylové kyseliny na korespondujici amid.”’

E)]\ Esterifikace JOJ\ Aminolyza ?J\
- > 2
R"OH R" o F / R H’R
H.  .R?
Karboxylova Aktivovany r Amin Amid
kyselina ester H

Schéma 7: Obecné schéma syntézy amidu.

Star$i postupy syntézy amidii nevyzaduji nutné tvorbu aktivovaného esteru, jelikoz jsou zde
vyuzivany funkcéni aktivované derivaty karboxylovych kyselin (acyl-halogenidy). Pomoci
Schotten-Baumanovy kondenzace, do niZ vstupuje karboxylova kyselina ve formé acyl
chloridu, je vysledny amid obdrzen prostym adi¢né-eliminacnim mechanismem. Acyl chlorid
lze obdrzet konvencné chloraci, naptiklad pomoci thionyl chloridu SOCl,, oxalyl chloridu
(COCl)z, chloridu fosforitého PCls, trifosforylchloridu POCIs a chloridu fosfore¢ného PCls. Pii
chloracich in situ se uvolituje HCI, ktery mize mit negativni vliv na citlivé substituenty
substratu. Pfiméa reakce karboxylové kyseliny saminem za relativné vysokych teplot
(okolo 150-200 °C) se vyuziva i dnes velmi hojné u vysokokapacitnich primyslovych syntéz,
pficemz hlavni nevyhodou je pozadavek pouziti jednoduchych substratii, které nepodlehnou

v pribéhu syntézy termické degradaci.”®1%!
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Moderni pfistup syntézy nizkomolekuldrnich amid v medicindlni chemii i polypeptidii na
pevné fazi, vyuziva tvorby aktivovaného esteru, jehoz vznik je indukovan karbodiimidem, ktery

v této praci byl vyuzit, proto bude nasledujici pozornost zaméiena vyhradné na né.
2.6.1 Mechanismus

Mechanismus tvorby amidu z karboxylovych kyselin a aminti pomoci tvorby reaktivnich
estert, ktery bych pouzit v této praci je obecné znazornén ve schématu 8. Reakce je zahdjena
nukleofilni adici deprotonované karboxylové kyseliny na uhlik N, N'-diisoproplylkarbodiimidu
(DIC), ¢imz vznikne O-acylisomocovina 11. Tento vysoce reaktivni kliCovy intermediat
je nasledné nukleofiln¢ atakovan reak¢nim aditivem s ndzvem OxymaPure. Po tomto kroku

dojde k hydrolyze diisopropylmocoviny 12 a vznika aktivni ester 13. Ve findlnim kroku reakce

dochézi k nukleofilni aminolyze aktivniho esteru na vysledny amid 14.'%
O C//,N
N_-O
J(J)\ . N J\ o: fl\ Y
RO :/\('-_'; OxymaPure \_R/14 O/C\NH
. ( [ -
N )\
® R? \(
H3N 1

R? _H O 12

OxymaPure

Schéma 8: Mechanismus pouziti DIC a OxymyPure pfi syntéze amidu.
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2.6.2 Vyuzitelna aditiva a karbodiimidy

Karbodiimidy jsou organické slouceniny obsahujici dva atomy dusiku, které disponuji vyssi
elektronegativitou nez centralni atom uhliku v sp hybridizaci. Diky tomuto selektivnimu
poklesu elektronové hustoty jsou tyto slouceniny vysoce reaktivni a v pfitomnosti karboxylové

kyseliny tvofi nezbytny ester (O-acylisomocoviny).

Na obrazku nize jsou piiklady casto pouzivanych karbodiimidd. Stopové mnozstvi
DIC a jeho degradacniho produktu (N,N’-diisopropylmocoviny) je na rozdil
od N,N'-dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) a korespondujici N,N’-dicyklohexylmocoviny
snadnéjsi z reakéni smési odstranit, jelikoz tyto latky jsou rozpustné ve vode¢, ktera se pouziva
pfi zpracovavani reakéni smési. BDDC naslo uplatnéni u syntézy, kterd vyzaduje absenci

epimerizace na chiralnich centrech. Jednotliva pouziti tedy pfimo zavisi na substratu a aplikaci

syntézy.!®
1
9 g Y
N NJ\ NJ< N NJ N
1] Il Il 11 Il I
G ¢ G G & G
O/N \(N _N rN N N
J g 0
DcC DIC BMC PEC _N_ 07L
EDCI
BDDC

Obrazek 13: Priklady komer¢éné pouzivanych karbodiimidi.

V ptipadé pouziti samotného karbodiimidu nemusi dojit k selektivnimu pribéhu ve prospeéch
tvorby amidu tak, jak je popsano na schématu 8, jelikoz vzniklda O-acylisomocoviny
(O-acylisourea) muze v reakénim systému podlehnout az ¢tyfem rozdilnym reakénim cestam.
V ptipadé intramolekularniho pfesmyku (b) dochazi ke vzniku N-acylmocoviny, coz je
nevratny termodynamicky vedlejsi produkt reakce. V ptipadé reakce karboxylové kyseliny (c)

dochazi k tvorbé anhydridu, jehoz aminolyzou pii tvorbé amidu (d) dochazi k odsStépeni
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puvodni karboxylové kyseliny, coz miiZze byt problematické pii pouziti karboxylové kyseliny
jakozto vychozi latky. Nukleofilni adi¢né-elimina¢ni intramolekularni cyklizaci (f) dochazi
k tvorbé oxazolonového derivatu, jenz je pomérné stabilnim meziproduktem, ktery sice
podlehne aminolyze za tvorby amidu (g), ale to za cenu epimerizace na chiralnich centrech
ptipadného enantiomeru karboxylové kyseliny. Pfima reakce O-acylisomocoviny s aminem (e)

je mozna pouze v piipadé pouziti vysoce nukleofilnich amini. !0%1%4

Vsem témto vedlej$im reakcim, majicim vyznamny vliv na pribéh a finalni vytézek reakce, 1ze
elegantnim zpiisobem zabranit, a to tedy konkrétn¢ vlozenim aditiv do reak¢niho systému.
Protonaci O-acylisomocoviny, nukleofilni adici aditiva a naslednou nukleofilni eliminaci
vznikd ireversibilni termodynamicky produkt — mocovinovy derivat a vyznamny
intermediat — aktivni ester, jenz je jiz standardnim adi¢né-eliminaénim mechanismem
konvertovan na vysledny amid. Tato aditiva nevyzaduji vysokou reakéni teplotu a zaroven

dokézou poskytnout reakce i na komplexnéjsich substratech.

o o
o

R
N-acylurea
R\ Wb
N=C=N
R R’
O e . O N/
)]\ karb:dumld R )J\ )I\ . o
R “OH R™S07ON R'\N)LN,R'
karboxylova j)\ O-acylisourea H H
kyselina - urea derivat
R~ "OH
O O f H
JL ‘ HN-R" | g N <R
R™ O R _ R—<
- urea e}
symetricky derivat 0
anhydrid

Q H,N—R"*

amid

Schéma 9: Mozné reak¢ni cesty O-acylisomocoviny.
Strukturné jsou tato aditiva pfednostné heterocyklické ¢i linearni hydroxylaminy, jejichz

specificka elektronova hustota, a to tedy konkrétn¢ indukéni zaporny efekt dusiku
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hydroxylaminu, zajiStuje vysoky elektronovy deficit na kysliku hydroxylaminu. Ten je

nasledné schopen velmi efektivné atakovat a tim stabilizovat reaktivni O-acylisomocoviny.

Jako prvni bylo v roce 1970 Konigem a Geigem popsano prvni organické stabiliza¢ni aditivum
hydroxybenztriazol (HOBt), nicméné jiz fadu let existuje Siroké spektrum derivata, které
vybocuji z ptivodniho benzotriazolového skeletu, a to hlavné za ticelem redukce epimerizace
na chirdlnich centrech substratii pfi syntéze peptidii na pevné fazi, pro niz jsou tato aditiva

nezbytna.'05-108

“OH “OH \OHK/O N-on
OxymaPure N-Oxyma MorOX Oxyma-B
N
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N N OH N
OH
HOBt HOOBt HOBI DBU

Obrazek 14: Priklady aditiv pro karboxyl-aminovou kondenzaci.

2.6.3 Vyuziti

Jako pfiklad lze uvést syntézu intermedidtu pifi piipravé umélého sekrekantu rtstového
hormonu (GHS), ktery je nepeptidickym analogem hexapeptidu uvoliiujiciho riastovy hormon
(GHRP-6). Tyto nepeptidické analogy jsou kli¢em k levné a dostupné hormonalni terapii déti
s nedostatkem rastovych hormont ¢i u prevenci osteopordzy. Na schématu 10 je za pomérné
nizké teploty karboxylovan laktam 16 pomoci a-N-Boc karboxylové kyseliny 15 na amid 17,

ktery je sérii reakci konvertovan na findlni GHS.!'0%110
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Schéma 10: Ptiklad vyuziti systému DCC a HOBL pfi ptipravé GHS.

Dals§im zajimavym piikladem z oblasti industrialni medicindlni chemie je finalni krok syntézy
Rimonabantu I (Acomplia — Sanofi), ktery je prvnim schvalenym inhibitorem kanabidiolového
receptoru CB1, ktery je mimo jin¢ vyznamnym metabolickym reguldtorem. Jeho terapeutické
vyuziti spociva vregulaci apetitu u pacientl, cehoz se vyuzivda u léCby diabetu
2. typu, hypertenze a dyslipidémie. Pfi syntéze se vyuzilo piimé kondenzace
1 H-pyrazol-3-karboxylové kyseliny 18 s l-aminopiperidinem s vyuzitim DCC a HOBt
jakozto reakénich Cinidel. Na této syntéze lze vidét posun od ptivodni metodiky, kdy se nejprve
z karboxylové kyseliny 18 chloraci SOCIl> utvofi acyl chlorid 19, ktery je poté podroben
aminolyze. V moderni metodice shodné struktury bylo dosazeno jednim krokem s vySSim

vytézkem. (Schéma 11) 111114
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Schéma 11: Vyuziti syst¢ému DCC a HOB pfi piipravée inhibitoru kanabidiolového receptoru,
Rimonabantu 1.

Jako dalsi Ize uvést syntézu Eliglustatu 1, ktery je selektivnim inhibitorem glukosylceramidové
syntazy, jez je pti disfunkci ¢i absenci glukocerebrosiddzy zodpovédna za hromadéni
glukosylceramidu v bunkéach retikuloendotelidlniho systému, coz vede ke zvétSeni jater
a sleziny, jenz je zodpovédné za vznik Gaucherovy choroby. Tato lipidova téliska mohou
zpusobovat Spatné fungovani téchto organti. V roce 2014 byl americkou FDA schvalen
eliglustat tartat (Cerdelga — Genzyme) pro lécbu Gaucherovy choroby 1. typu.
Ve schématu 12 je zobrazena syntéza intermediatu 23, ktery vede k findlnimu Eliglustatu 1.
Ethyl ester 21 je nejprve podroben hydrolyze, jez generuje volnou karboxylovou kyselinu 22,
ktera je nasledné bez dalSiho zpracovani in situ podrobena amidaci s pyrrolidinem, ¢imz vznika
vysledny amid. Redukci keto skupiny amidu, deprotekci dibenzylaminu a amidoformaci
s modifikovanym oktanoatem je v nasledujicich krocich obdrzen vysledny Eliguast 1.

(Schéma 12). 115119

41



. OH O biC
O/\ _NaOHaq. _ OH Oxyma Pure
[ EtOH/THF [ N DCM
24-28 °C, 15 H 0 ) 28°C,6H
P Ph Ph 94 %
21 22
OH 'N

OH O
N HN O
° ( w O\/\/\/\/r

23 Eliglustat 1

Schéma 12: Ptiprava intermediatu 23 vyuzitého pfi syntéze Eliglustatu 1.



3 DISKUSE A VYSLEDKY

3.1 Design struktur cilovych latek

Jak bylo nastinéno v uvodu préce, navrh cilové latky vychazi z kombinace dvou biologicky
aktivnich inhibitori kindz. Konkrétn¢ je latka I hybridem komeréné dostupné
latky Palbociclibu, ktery disponuje selektivni inhibi¢ni aktivitou vici CDK4/Cyklin D1
(ICs50=0,011 pmol/ dm?®) a latky AMG 925 smulti-aktivitou vici CDK4
(ICso = 0,003 umol/dm®); CDK6 (ICso = 0,008 umol/dm®) a FLT3 (ICso = 0,002

pmol/dm?). 1363

Zékladni skelet je analogem biologicky aktivni latky PPC14-NM-4E, kterd byla pfipravena
ve skupin€é doc. RNDr. Petra Cankare z Katedry Organické chemie a vykazuje aktivitu vici
CDK4/Cyklin D1 (ICso= 0,012 pmol/ dm?) a viici FLT3 (ICso= 0,085 umol/dm?). Tyto latky
vychézeji z Palbociclibu, a ackoli se strukturné¢ od Palbociclibu, 1i§i v typu cyklu, maji
strukturné podobné vlastnosti (donory a akceptory vodikovych vazeb a lipofilni substituent).
Je nutno zminit, Ze tyto latky maji rizny skelet, ale vzdy stejny substituent v poloze 2. Cilem
této prace bylo provést modifikaci v této poloze. Substituent, ktery byl pro tuto modifikaci
vybran, vychazi pravé z biologicky aktivniho dualniho inhibitoru AMG 925.%

N
NN NN NN
Bt B e A
HN” "N~ N HN” N~ N HN™ N
—————> N* | ——— NZ | @
™ N 4
N -
[ ] N N
PPC14-NM-4E | AMG 925
H o} 0]
OH OH

Schéma 13: Design cilové latky 1.

Dal§im cilem bylo pfipravit dva rizné derivaty liSici se substituentem na N konci
naftyridinového cyklu a porovnat je celkové€ i s latkou bez substituentu. Pro tento ucel byly
navrzeny 2 velmi ptibuzné substituenty, jejichz biologicka aktivita by poskytla vice informaci
o pozadavcich substituentu v zavislosti na inhibi¢ni koncentraci ¢i selektivité¢ (Schéma 14).

Derivat II by obsahoval N,N’'-dimethylglykolovy konec a byl by analogem latky I, oproti tomu
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latka III neobsahuje karbonylovou skupinu, coz by pfineslo dals§i informaci o vztahu mezi

strukturou a bilogickou aktivitou.
| )

0
HO AN NN
y e B pact
N~ N~ N
\| NcyLN/ N 3
H

AN N/jN\
N CF
A H)\N/ N>_ 3

Schéma 14: Struktury navrzenych latek IT a III jako analoga cilové latky 1.
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3.1.1 Retrosynteticka analyza pripravy inhibitoru I

Pomoci retrosyntetické analyzy byly identifikovany klicové kroky, které povedou k syntéze

dualniho inhibitoru 1.

N Cl
l ~
HN 5z
Protekce
aminu krok 3

—_— N Cl
___ Karboxyl-amin Buchwald-Hardwig \ | ~
coupling coupling N _—
Boc™,
v +

2N N/jN\ N/\iN\ N/jN
L »—CF3 Do »—CF3 krok 2 | S—CFs
X H)\N/ N —— ,H*N/ N éHzN)\N/ N

Redukce Staudingerova

o
Ho b

hydrazinu reakce
Nukleofilni krok 6 krok 4
aroma'tlcka 2 strategie
substituce

krok 5

krok7
)\t >—CF3 N N’J\ \>—CF3  — )\t S—CF,
H

Cyklizace azidace

krok 8 Nukleofilni

aromaticka
substituce

L
CI/LN NH )\

Schéma 15: Retrosyntéza ptipravy 1.

Glykolova kyselina je pfipojena prostfednictvim amidické vazby za tvorby finalni struktury 1.
Tato vazba je obdrzena standardnim N—C couplingem karboxylové skupiny korespondujici
kyseliny se sekundarnim aminem na N konci naftyridinového cyklu (krok ). Shodné syntézy
se vyuziva napiiklad k ptipravé peptidii na pevné fazi. 12°

Vychozi amin by mél byt obdrZzen standardnim palladiem katalyzovanym N-C couplingem,

tedy Buchwaldovou-Hartwigovou aminaci vychoziho arylhalogenidu s arylaminem (krok 2).
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Volnd aminoskupina naftyridinu musi byt pfed vstupem do Buchwaldovy-Hartwigovy
aminace ochrdnéna zdlivodu regioselektivity reakce. Chranici skupina byla zvolena

tert-butyloxykarbonylova skupina (Boc) (krok 3).

Buchwald-Hartwigova reakce je reakce mezi halogenidem, v nasem ptipad¢ latky piipravené
v kroku 3 a aminoskupnou. V naSem piipad€ je aminoskupina na purinové ¢asti kruhu a k jeji
syntéze byly navrzeny dvé strategie. V obou se vychazi z hydrazinového intermediatu.
V plvodni strategii byl hydrazin reagovan na azid (krok J5), ktery nasledné podlehl
Staudingerové reakci s trifenyfosfinem na iminofosfaran, jenz byl in-situ hydrolyzovan na
vysledny amin (krok 4). Tato strategie se ndsledné prokéazala jako neefektivni, a to z diivodu
nizkych vytézkl pii ptipraveé azidu. Z tohoto ditvodu byla zvolena pro obdrzeni purinu s volnou

aminoskupinou piima redukce hydrazinového intermediatu (krok 6).

Cesta od komer¢né dostupného intermediatu je jiz pomérné piimocCard a vede napfi¢ sérii
robustnich a popsanych Sx* reakci. Na vychozi latku je nejprve regioselektivni nukleofilni
substituci navazan cykloheptylamin (krok 9), vysledny 1,2-diamin je poté cyklizovan pomoci
trifluoracetanhydridu na halogenovany purin (krok &), ktery byl nésledné pieveden na

hydrazinovy derivat pomoci aromatické nukleofilni substituce (krok 7). *
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3.2 Syntéza cilovych latek

Nové dualitni inhibitory CDK byly pfipraveny dle metologie uvedené v literatute. 420-121-123

cykloheptylamin N

NH, N
NH, DIPEA N __TFAA NaH,.H,0 N°S
N 2__UPEA I/j: N CF3 A2, | \>_CF3
)l\/ji n-BuOH )\ Z " toluen )\ >_ 130°C 90 min y,N.; )\ ZN

z 85°C,8dni CI” N° 'NH 70°c g dni Cl N
clI”" N el 0% 8% 73%
v Y, VI Vil

Et,O|Mg
rt., 7 dni| TiClg

Sl JOL 6%
HN (@] N

Pd(OAc),,(dppf),,

N NN HCl _XIL KgPO, /\/E
N)l\/l\lj/[N\>_CF3 MeOH, DCM )\ >_CF3 1,4-dioxan )\ H—CF,

=
)
N t. 2 dny 105°C, 7.dni  H2N
81% 72%
X IX il
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40%
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! Xl 87% O Xl '
I . :

Schéma 16: Pfima syntéza inhibitoru 1.

K aminu VIII se dospélo c¢tyfkrokovym reakénim sledem. Substituci chloru v poloze C4
komer¢né dostupného pirimidinu IV za cykloheptylamin byl obdrZzen produkt V. Reakce
probihala regioselektivné, a to diky elektronovému deficitu na C4 pirimidinu. Vznikly
1,2-diamin V nésledné podlehl v kyselém prostiedi anhydridu trifluoroctové kyseliny adi¢né-
eliminac¢ni cyklizaci na 8-trifluoromethylovany purin VI. Substituci chloru na C2 za hydrazin
a naslednou redukci aminu VII pomoci nizko-valetniho titanu v kyselém prostiedi byl obdrzen

klicovy intermediat VIIL.#%0:121-123

Amin XI pfed druhou klicovou Buchwald-Hartwigovou aminaci podlehl protekei, a to pomoci
adiéné-elimina¢ni Sn* aminu s di-tert-butyldikarbonatem (Boc20O), &mz byl obdrzen

N-tert-butyldikarbonat XII.
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Amin naftyridin-purinového kondenzatu IX byl nasledné¢ podroben deprotekci v kyselém

prostiedi kyseliny chlorovodikové.

Vznikly amin X byl ve findlnim kroku podroben karboxylaci s glykolovou kyselinou, ¢imz

vznikl findlni produkt reak¢ni sekvence — inhibitor 1.

3.2.1 Priprava aminu VIII

Prvni tfi kroky reakéni sekvence dle LC/MS analyz poskytovaly vysoké konverze
(>85 % dle integrace). I pies tento fakt byly vytézky reakénich izolath relativné k integracim
niz$i, a to z ditvodu nedokonalé izolace. Z casovych diivodl a na zakladé toho, ze se jednalo
o rychle reprodukovatelné syntézy na pocatku reakcéni sekvence, tomu védomé nebyla
vénovana piiliSné pozornost. Problém nastal u syntézy azidu, pfi niz doslo pouze k velmi nizké
konverzi (<30 % dle integrace). V tomto bodé syntézy doslo ke zméné strategie vedouci
k obdrzeni aminu VIII, a tedy bylo od ptvodni Staudingerovy syntézy upusténo a kliCovy
intermediat VIII byl syntetizovan pomoci elektrofilni radikélové redukce hydrazinu VII
titanem v nizkém oxida¢nim stavu. Tato optimalizace reakcni sekvence byla navrzena mnou,

jakoZto autorem této prace. 1%

Dle charakteru reakce byl navrzen pravdépodobny mechanismus (Schéma 17). Na pocatku
reakce probihd prosta in situ redukce inaktivniho TiCls do reaktivniho TiCl» a to pomoci velmi
jemného hoicikového prasku. Vznikly elektrofilni TiCly je v pfitomnosti hydrazinového
substratu pravdépodobné nejprve koordinovan na N—N vazbu, kterd postupné podléha napftic
Ti-o-komplexem vlivem vysokého rozdilu elektronovych hustot oxidativni adici. Pfi oxidativni
adici dojde ke kompletni inkorporaci titanu do N-N vazby. Pii tomto procesu, popsatelném jako
elektrofilni inserce, dochéazi k homolyze hydrazinové skupiny, coz popisuje teoreticky
radikalovy tranzitni stav. K formaci produktu nasledné dochézi az pti pravé oxidaci titanu zpét
do stavu Ti'V*. Titan reakci s kyselym uhli¢itanem ztraci své elektrofilni schopnosti, diky ¢emuz
dochazi k akutni destabilizaci jeho ligandového pole, coz zpusobi odstup byvalych skupin
hydrazinu. V protickém prosttedi simultanné dochazi k protonaci téchto radikali, coz je hlavni
termodynamickou hnaci silou reakce, jelikoz pouze vtomto bod¢é dochédzi k tvorbé

irreverzibilniho produktu.
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Mechanismus vzniku aminu z hydrazinového intermediatu:

koordinace oxidativni disociace sgﬁ;tlf;’sr;g;a
Cle_ _Cl adice Cl H,0,
Tic Mg® i Clsp-Cl oA T||V+ « -R NaHCOq R
4 AN . .. T -=-Ti---N~ -
N ‘_N/, T \\[\i'—R :N-/---\-N—R 2 T N . HoN
MgCl, H™ ) . Hh o Cl Ti(OH),4, NH;
H H S NaCl
koordinovany Ti-c-komplex radikalovy tranzitni
hydrazin stav

Mechanismus degradace:

dekoordinace radiké/ové
Cl H terminace .
* | ve - Hoy N-R ,
H2N---Ti---H’R — s o T * E N N-NH
Cl 0, | oxidativni vychozi
degradace hydrazin
radikalovy tranzitni
stav TiO, Cl,

Schéma 17: Obecny reakéni mechanismus titanem moderované deaminace hydrazinu.

Reakce poskytovala primérné izolacni vytézky (<60 %), a to ve vSech Etyfech experimentech,
které vSak byly dostacujici pro pokracovani v syntéze. Dle LC/MS analyzy obsahovala reak¢ni
smés vychozi latku VII. Ta mohla vzniknout, jak je zndzornéno ve schématu 17, radikélovou
terminaci. Pribéh této vedlejsi reakce je podpoten vysokou reaktivitou TiClo vici kysliku, ktery
zpusobi jeho oxidaci, a tedy 1 ireverzibilni degradaci. Tento problém by se teoreticky dal feSit
prubéhem reakce pfi nizsi koncentraci, coz by ale mohlo mit negativni vliv na vznik klicového

o-komplexu.

Moznou variantou je také zvySeni mol % reaktivniho TiClz, coZ by teoreticky zajistilo vyssi

vytézky, ale to pouze za predpokladu vysoké selektivity viici N-N vazb¢ hydrazinu.

Autofi zdrojové prace '?? tuto reakci prednostné vyuzivaji u piipravy jednoduchych alkyl/aryl
amini z korespondujicich hydrazinii, u kterych byla zaznamenana vysoka konverze
>70 %, a to pravé diky specifické elektronové hustoté N-N vazby hydrazinu, ktera disponuje
relativné nizkou disociaéni energii (AHf9s = 297 klJ/mol) oproti C-C vazbé

(AHf9s = 347-377 kJ/mol).

Nicméné pro hypotetické vysokokapacitni pouZziti je tato reakce vice nez nevhodna, a to hlavné
z divodu nizké konverze. Do budoucna pro syntézu moznych derivati VIII by méla byt tedy

navrzena reakéni sekvence, jez vyuziti radikdlové deaminace nevyzaduje.
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3.2.2 Priprava intermediatu IX

Buchwaldova-Hartwigova aminace podle pivodniho postupu (4.2.7-Metoda A: Katalyza
pomoct systemu BrettPhos Pd G3, str.60) probihala s dostatecnou konverzi (70 %), avSak
finalni izolace produktu byla problematickd, ptestoze bylo mozno produkt vykrystalovat
z izolatu reakéni smési pomoci MeOH. Hlavni problém tkvél ve vysoké afinité¢ ligandu
BrettPhos G3 vici produktu syntézy IX. Byla testovana variace mobilnich fazi i rozpoustédel
na krystalizaci (MeOH, EtOH, BuOH, MeCN). Zadny z téchto postupti bohuzel nedokazal
efektivné odstranit zbytky tohoto relativné lipofilniho ligandu. Piidavna optimalizace izolacni
metody byla zhodnocena jako neefektivni, jelikoz by v jejim pribéhu pravdépodobné

dochézelo ke zna¢nym ztratdm produktu.

# PdX Ligand XII Béze Teplot  Konverze Rozpoustédlo
(ekv.) a dle LC-MS

g Breuphos PGS NI E b7 1 4-dioxan

y  DretPhos PGS, 30 9N w0 20% 1 4-dioxan

30 Dreufhos G, s GOV o 1% 1 4-dioxan

g Dreuphos BAGS, s GO e ssy 1 4-dioxan

s Dreuphos BAGhys CEOY e 23v 1 4-dioxan
TR K e g o
7 };g(rggf% Z(gfr’fl’?lf% 1,5 If}e)&’ 105°C  44% 1,4-dioxan
g Pd©ach  (dppfa, 55 KsPOw gsec gy, 1,4-dioxan

10 mol% 20 mol% 4 ekv.*

Tabulka 1: Optimalizace B-H aminace; Podminky: Inertni atmosféra N»; 0,1 mmol VIII;

.....

Z tohoto diivodu byly provedeny optimalizace, které vyuzivaji jinych dialkylbiarylfosfinovych
ligandt, které byly z dynamickych diivodt reakce vlozeny do systému tak, aby byl samotny
prekatalyzator generovan z ligandu in situ. Reprezentacni metoda (4.2.7-Metoda B: Katalyza
pomoci systemu Pd(Oac):/(dppf)., str 60) je modifikaci postupu pievzatého z literatury
(2.5.3-Schéema 4: Vyuziti Buchwald-Hartwigovy reakce pri syntéze BTK inhibitoru
GDC-0853 ?° str. 33) popisujici regioselektivni B-H aminaci pti syntéze GDC-0825. Tato

optimalizace byla navrzena mnou, jakoZto autorem této prace. *°
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Pred zjisténim problematiky s vysokou afinitou ligandu byla provedena optimalizace
s vyuzitim samotného BrettPhos Pd G3, z tohoto diivodu budou tyto vysledky do tabulky

zahrnuty také.

SniZenim teploty o 30 °C a zvySenim poméru arylhalogenidu byla konverze zvysena o 10 %,
coz je viditelné u prvnich dvou optimalizaci. Na tomto jde pozorovat relativné nizka stabilita
ligandu, ktery v prib¢hu katalytickych cykli degraduje, ¢imz ztraci esencidlni koordinacni

vlastnosti na palladium.

Pti ztraté koordinacnich vlastnosti ligandu dochazi k rozpusténi kovového palladia, které mtze
utvaret agregaty, jeZ se ochotné usazuji na sténach banky. Tyto agregaty jiz nedisponuji
kyzenymi katalytickymi vlastnostmi, ba naopak mohou vyhradné poskozovat substrat

arylhalogenidu.

Pti treti optimalizaci byl sniZzen pomér arylhalogenidu a zvySen podil prekatalyzatoru na 10%
mol, coz vedlo k piekvapivé piijatelnym vysledklim, které jsou popsany v experimentalni ¢asti
(4.2.7-Metoda A: Katalyza pomoci systému BrettPhos Pd G3, str 60). Nicmén¢ pii dvou
snazenich o reprodukci, ve kterych byla zvySena navazka vSech reagentii (o jednotky mmol),
bylo zjisténo, Ze tato procedura neni reprodukovatelnd pro vyssi navazky (desitky mmol), coz

je dalsi z diivodi, pro¢ od systému BrettPhos Pd G3 bylo upusténo.

U optimalizace vyuzivajici Xphos Pd G2 byla vyuzita smés rozpoustédel s vodou, coz mé
reprodukovat podminky pouzivané bézn¢ u Suzuki-Miyaura reakci, bohuzel v tomto piipadé

dochazelo pouze k velmi nizké konverzi.

Posledni dvé optimalizace vychazely z postupu dostupného v literatuie, ktery popisoval in-situ
formaci prekatalyzatoru z relativné€ dobte rozpustného diacetatu palladnatého a ligandu (dppf)-.
Tento systém poskytl zajimavé vysledky, z tohoto divodu byla provedena dalsi optimalizace,

pii které byl zvysen podil arylhalogenidu a upraven piidavek baze. *°

jeji nutné poteby az ve finalni fazi reakce — reduktivni eliminaci. Vysoky vytézek reakce tedy
pravdépodobné tkvi v destrukci komplexu po koordinaci aminu na palladovy komplex s jiz
koordinovanym aryl halogenidem. V tomto pfipadé totiz pravdépodobné nedochazi
k interferenci komplexu s bazi, kterd mize negativné ovliviiovat jeho ligandové pole, a tedy

1 schopnost vazat arylamin a arylhalogenid.
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I+

Pd(OAc), dppf l BrettPhos Pd G3

Obrazek 15: Komplexy Pd(OAc) dppf a BrettPhos Pd G3 pouzité v syntéze IX.
Vyhodou posledni optimalizace je skutecnost pouzivani pomérné levnych ¢inidel, které dokazi

moderovat systémy i ve vétSich navazkach (desitky mmol).
3.2.3 Priprava aminu II

Inhibitor IT mél byt obdrzen standardnim amidovym couplingem dle metody (4.2.10 — priprava
finalni latky I, str. 63), a to za totoznych navazek a podminek s obménou kyseliny glykolové

za N,N-dimethylglycin.

| 0]
0] N
H N o

AN N/\/EN\ 2N N/\/EN
CF »—CF
\l N)l\N/ N>_ 3 Oxyma, DIC \l N)l\N/ N>_ 3
H H

N-methylpyrolidin
60°C, 100 min
X Il

Schéma 18: Piima syntéza derivatu Il pomoci karboxyl-aminové kondenzace X
s N,N-dimethylglycinem.

Reakce probihala ve srovnani s pfipravou inhibitoru I rapidné pomaleji. Toto bylo pozorovano
na integraci LC/MS spektra po 90 minutach, tedy v dob¢, kdy méla byt reakéni procedura jiz
u konce. Z tohoto ditvodu byl reakéni ¢as nadstaven z ptivodnich 90 minut na 20 hodin, po
kterych byl produkt III na spektru pozorovan pouze z 10 %. Dalsi optimalizace jiz nebyly

z ¢asovych ditvoda provedeny.
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3.2.4 Priprava intermediatu XIII pro syntézu aminu III

Plivodni strategie syntézy derivatu III zahrnovala nukleofilni alifatickou substituci komeréné
dostupné vychozi latky XI s 2-chloro-N, N-dimethylethanaminem XIV. Vysledny produkt XIII
mél byt nasledné podroben jiz optimalizovanému B-H couplingu (4.2.7-Metoda B: Katalyza
pomoci systemu Pd(OAc)>/(dppf)2, str. 60)s aminem VIII

Nukleofilni alifaticka Buchwaldova-Hartwigova
substituce aminace

NN NS Pd(OAcz(dppf)z N\/\
| P baze
solvent 1,4- dloxan N
it 7dni 105°C, 7 dni )\/j: )—CFs

c N |
- H.Hq H H,N )\/j: a I @

~
VI
XIvV X

Schéma 19: Piima syntéza II pomoci BH aminace z modifikovaného ligandu XIII.

Pro reakci byly testovany rizné baze a rozpoustédla. JelikoZ jsou vychozi komponenty

hydrochloridy, bylo vyuZito nadbytku baze.

# X1V Baze Teplota Konverze Rozpoustédlo
(ekv.) (ekv.)
1 1ekv. TI;EVA’ rt <10% DMSO
K>COs3, . MeOH/H,0

2 1 ekv. 4 ekw rt <10% (1)

3 3ekv. gsf(él?j it <10% DMSO

4 3 ekv. gipe% rt <10% DMSO

5 3ekv. 8Elt3i’v it <10% DMSO

Tabulka 2: Optimalizace alifatické Sx?; Podminky: ¢as reakce 168 h, konicka vialka.
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Z4dna z optimalizaci nepfinesla kyzené vysledky. Dal§i moznou optimalizaci by mohla byt
zvySena teplota, nicméné z dlivodu mozné vedlejsi reakce, kdy by naftyridin XI reagoval
prostiednictvim fetézové polymerace sam se sebou, jsme od tohoto optimaliza¢niho kroku

opustili.

Pro syntézu latky II by bylo mozné vyuzit pfimé alkylace latky X s 2-chloro-N,N'-

dimethylethanaminem, to vSak jiz z ¢asovych diivoda nebylo testovéano.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Obecné informace o aplikované metodice

Nasledujici syntéza byla provedena s pouzitim komercné dostupnych chemikalii a rozpoustédel
(MERCK, Acros, Fluorochem, VWR, PENTA). Neni-li uvedeno jinak, pak nebyly nijak ¢istény
a byly pouzity v surovém stavu dodani. Nebylo-li nezbytné nutné, pak nebyla pro syntézu

pouZzita suchd rozpoustédla.

Syntézy probihaly v bézném laboratornim vybaveni z borosilikdtového skla. Michani bylo
zajisténo pomoci laboratornich magnetickych michacek Heidolph Hei-Tec a magnetickymi
michadly pokrytych PTFE. Ohtev byl zprostfedkovan bud’ 1dznémi naplnénymi silikonovym
olejem, nebo hlinikovymi bloky. Chlazeni bylo zprostiedkovano smési vody a ledu (0 az 5 °C)
nebo smési MeOH a ledu (-10 az -15 °C), niZsi teploty pak smési pevného CO a acetonu.
Neni-li uvedeno jinak, byly reakce provedeny beze snahy vyloucit vzdusnou vlhkost nebo
atmosféricky kyslik za laboratorni teploty v tésné uzavienych suchych zabrusovych bankach,
které nebyly zihany. Reakce vyzadujici ohfev byly provedeny s pouzitim zpétného chladice,
v horni c¢asti opatfené¢ho CaCl, desikacni zatkou. Pribéh reakci byl monitorovan pomoci
UPLC/MS nebo prostiednictvim tenkovrstvé chromatografie na silikagelem pokrytych
hlinikovych destickach Merck 60 F2s4 impregnovanych fluorescenénim indikatorem, které byly

vizualizovany pomoci UV zafeni (A = 254 nm).

LC/MS analyzy byly méfeny na piistroji UPLC Waters Acquity spojené¢ho s PDA a QDA
detektory. Systém se sklada z kolony XSelect HSS T3 (Waters) 3 mm x 50 mm na reverzni fazi
s C18 ¢asticemi o velikosti 2 az 5 um a porozité 100 A. Mobilni faze byla tvoiena (A) 0,01 M
octanem amonnym a (B) MeCN. Obvykle byla pouzita metoda Ac-Fast s gradientem od 20 %
do 80 % polarniho MeCN v 5,50 min pfi pratoku 0,6 ml/min.

'"H NMR a *C NMR experimenty byly méfeny na piistroji JEOL o sile magnetu 9.39 T,
méiiciho pii frekvenci 400 MHz pro jadra 'H, nebo 100 MHz pro jadra '*C. Méfeni probihalo
standardné pii teploté 27 °C. NMR spektra byla referencovana vzhledem k signélu zbytkovych
rozpoustédel, tj. DMSO-ds (‘H: & = 2.50 ppm; '3C: § = 39.51 ppm), nebo CDCls (*H: § = 7.260
ppm; ¥C: § = 77.160 ppm).
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HRMS analyzy byly méfeny na pfistroji UPLC Dionex Ultimate 3000 vyuzivajiciho
hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite s vysokym rozliSenim. Nastaveni elektrospreje bylo
nasledujici: teplota kapilary 150 °C a napéti zdroje 3,6 kV. Ziskana data byla kalibrovana
vnitinim standardem — diisooktyl ftalatem v MeOH (m/z 391,2843).

Body tani byly méfeny na bodotaivku PHMK 78/1742 VEB Analytik Dresden

s podsvicenym mikroskopem.

Reakce v mikrovinném reaktoru byly provedeny v CEM Discover SP closed vessel microwave
synthesizer s pouzitim sklenénych vialek uzavienych silikonovym vickem (s ochrannou

vrstvou PTFE).
4.2 Priprava cilovych latek

Duélni inhibitor I byl piipraven dle metologie uvedené v literatute. +%0-121-123

4.2.1 tert-Butyl 2-chloro-7,8-dihydro-1,6-napthyridin-6(5SH)-karboxylat

(X1I)
N.__Cl
>(O\ﬂ/’\©|/\)/
@) Xl

Ke smési Boc2O (3,93 g; 17,99 mmol) a XI (2,84 g; 13,86 mmol) v bezvodém DCM (30 ml)
byl ptidan DIPEA (2,60 ml; 14,54 mmol) a reakéni smés byla michéna za laboratorni teploty
24 hodin. Poté byla smés promyta vodou (3 x 20 ml), solankou (1 x 20 ml), vysusena nad
bezvodym MgSOs, piefiltrovana pfes kiemelinu a odpafena na rota¢ni vakuové odparce.
Surovy odparek byl srdzen ze smési DCM/hexan, ¢imz se ziskal prvni podil
XII (2,00 g; 54 %) ve formé bilého prasku. Odpatenim mate€ného louhu a jeho sraZenim ze

smési DCM/hexan byl ziskan druhy podil XII (1,22 g; 33 %) ve formé& bilého prasku.

Teplota tani: 86-88 °C (DCM/hexan).

'H NMR (400 MHz, CDCl): & = 7.37 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.56 (s,
2H), 3.73 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.97 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 1.49 (s, 9H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): & = 154.8, 149.0, 146.9, 137.0, 128.0, 122.1, 85.3, 80.5, 30.2,
28.6, 27.6 ppm.
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HRMS vypocteno pro C13H17CIN202 [M + H]" 269,1051; nalezeno 269,1054.

4.2.2 2-Chlor-NV*-cykloheptylpyrimidin-4,5-diamin (V)

N NH,
)l\ =
Cl N NH

\")

Ke smési IV (2,11 g; 12,89 mmol) v n-BuOH (100 ml) byl pfidan DIPEA (4,50 ml;
25,78 mmol) a nasledné cykloheptylamin (1,64 ml; 12,89 mmol). Reak¢ni smés byla zahtivana
na 85 °C, 8 dni. Poté byla odpafena na rota¢ni vakuové odparce a piecisténa pomoci sloupcové
chromatografie (silikagel, hexan/EtOAc 1:2 az 1:4). Produkt V byl ziskan ve form¢ oranzového
prasku (2,19 g; 70 %).

Teplota tani: 120-134 °C (odparek).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 7.35 (s, 1H), 6.55 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.92 (s, 2H),
4.08 - 3.98 (m, 1H), 1.93 - 1.85 (m, 2H), 1.68 - 1.40 (m, 10H) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § = 152.4, 147.0, 135.5, 126.9, 50.9, 34.0, 28.0, 23.6 ppm.

HRMS vypoéteno pro C11Hi7CINg [M + H]* 241,1214; nalezeno 241,1220.

4.2.3 2-Chlor-9-cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9H-purin (VI)

NN
|t Y—cF
Cl)\N/ N

e

Ke smési pyrimidinu V (0,50 g; 2,08 mmol) v toluenu (3 ml) byl pfidan anhydrid kyseliny
trifluoroctové (11 ml). Reakéni smés byla zahtivana na 70 °C po dobu 6 dnti. Poté byla odpafena
na RVO a odparek rozdélen mezi DCM (15 ml) a 20% vodny roztok K>COs3 (40 ml). Vodna
faze byla extrahovana do DCM (4 x 10 ml). Spojené organické extrakty byly vysuSeny
bezvodym MgSQs, piefiltrovany pies kiemelinu a odpafeny na RVO. Purin VI byl ziskan ve
formé Zlutého oleje (0,55 g; 83 %). Ziskany olej mél dostatecnou Cistotu pro dalsi experimenty.

Mala ¢ast byla krystalizovana ze smési DCM/hexan pro ucely méieni bodu tani.

Teplota tani: 72-76 °C (DCM/hexan)
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'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 9.08 (s, 1H), 4.64 — 4.54 (m, 2H), 2.71 — 2.59 (m, 2H),
2.04 — 1.90 (m, 4H), 1.77 — 1.69 (m, 4H), 1.64 — 53 (m, 2H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): & = 155.8, 153.7, 152.7, 143.1 (q, J = 39 Hz), 131.6, 118.5
(q,J=272Hz), 61.3, 33.7,27.3, 23.5 ppm.

HRMS vypocteno pro Ci3sHi4CIF3N4 [M + H]" 319,0932; nalezeno 319,0932.

4.2.4 9-Cykloheptyl-2-hydrazinyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purin (VII)

H N XN
\
A Yo
HTNT N N
H

e

Smés chloridu VI (0,54 g; 1,69 mmol) a hydrazinu monohydratu (10,0 ml; 132,97 mmol) byla
zahtivana pod zpétnym chladicem na 130 °C po dobu 90 minut. Vznikly roztok byl nasledné
ochlazen na laboratorni teplotu a ponechan ke krystalizaci v lednici pii teploté 3-5 °C (14 dni).
Vysledna krystalickd latka byla ze suspenze svétle rudé kapaliny zfiltrovana, vysuSena
v exsikatoru a rekrystalizovana z 1 ml EtOH. Vysledny produkt VII byl ziskdn ve formé bil¢ho
krystalického prasku (0,39 g; 73 %).

Teplota tani: 100—104 °C (EtOH).

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8.81 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 4.49 - 4.43 (m, 1H), 4.01 (s, 2H),
2.67 - 2.58 (m, 4H), 2.00 - 1.86 (m, 4H), 1.74 - 1.49 (m, 6H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): & = 162.1, 153.7, 152.5, 139.2 (q, J = 39 Hz), 126.9,
118.9 (q, J=272 Hz), 60.2, 33.4, 27.6, 25.4 ppm.

HRMS vypocteno pro CisHi7F3Ng [M + H]" 315,1539; nalezeno 315,1536.

4.2.5 2-Azido-9-cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9H-purin (XV)
- N~ XX N
Ng, + fj: S—CF,

v AL A

Do 25 ml slzovité banky byl navazen hydrazin VII (0,50 g; 1,59 mmol). Nésledn¢ byla pfidana
ledovéa kyselina octova (2 ml), dusitan sodny (0,11 g; 1,63 mmol) a 1M vodny roztok HCI

(1,7 ml). Heterogenni smés byla chranéna pied svétlem hlinikovou fo6lii a michana za
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laboratorni teploty 7 dni. Vznikld naZloutld pevna latka byla z reakéni smési
filtrovana a promyta vodou (20 ml). Dalsi ptecisténi pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel, hexan/EtOAc 4:1) poskytlo azid XV ve form¢ naZloutlého amorfniho prasku
(0,12 g; 23 %).

Teplota tani: 62-64 °C (n-hexan/EtOAc).

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 9.05 (s, 1H), 4.60 — 4.51 (m, 1H), 2.68 — 2.57 (m, 2H),
2.02 — 1.89 (m, 4H), 1.75 — 1.51 (m, 6H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCls): & = 158.1, 153.7, 152.7, 1422 (q, J = 39 Hz), 129.9,
118.6 (q, J=272 Hz), 61.0, 33.6, 27.4, 25.2 ppm.

HRMS vypocteno pro Ci3HisF3N7 [M + H]" 326,1336; nalezeno 326,1336.

4.2.6 9-Cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9H-purin-2-amin (VIII)
NN

Kj: »—CF
B

e

Do 50 ml vyzihané kulové banky vinertni atmosféfe N» byl navéazen

HoN

hot¢ik (0,30 g; 12,26 mmol) a suspendovan ve smési bezvodého Et,0 (2,5 ml) a DCM (10 ml).
Nasledn¢ byl opatrné ptidan TiCls (0,56 ml; 5,06 mmol). Vznikla smés byla michana za
laboratorni teploty 3 hodiny. Poté byl do vzniklého zlutého roztoku pfidan hydrazin VII (0,40
g; 1,26 mmol) a reakce michana za laboratorni teploty 7 dni. Nésledné byla reakce ukoncena
pridavkem nasyceného vodného roztoku NaHCO3 (20 ml), nafedéna EtOAc a prefiltrovana ptes
kiemelinu. Extrakce filtratu do EtOAc a sloupcova chromatografie (silikagel, DCM/MeOH
40:1) poskytla amin VIII ve formé naoranzZovélé pevné latky (0,21 g; 56 %).

Teplota tani: 200-207 °C (MeOH/DCM).

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.77 (s, 1H), 5.19 (s, 2H), 4.47 — 4.39 (m, 1H), 2.65 — 2.55
(m, 2H), 1.97 — 1.84 (m, 4H), 1.73 — 1.63 (m, 4H), 1.59 — 1.48 (m, 2H) ppm.

13C NMR (100 MHz, CDCL): & = 160.3, 154.0, 152.4, 139.3 (q, J = 39 Hz), 126.8,
118.9 (q, J =270 Hz), 60.2, 33.4, 27.4, 25.4 ppm.

HRMS vypocteno pro Ci13Hi7F3Ns [M + H]" 300,1431; nalezeno 300,1427.
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4.2.7 tert-Butyl 2-((9-cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9 H-purin-2-
yl)amino)-7,8-dihydro-1,6-naftyridin-6(5 H)-karboxylat (IX)

ST
O)J\N
SN N/j:N\
| | CF
G e
H
IX

Metoda A: Katalyza pomoci systému BrettPhos Pd G3

Do wvyzihané 10 mL tlustosténné vialky pro mikrovinny reaktor byl piidan
VIII (42,0 mg; 0,14 mmol), XII (56,56 mg; 0,21 mmol), CsCO3 (91,43 mg; 0,28 mmol)
a palladiovy prekatalyzator BrettPhos Pd G3 (10 % mol; 12,72 mg; 0,014 mmol). Smés
krystalickych ¢inidel byla ve vialce septem uzaviena, a pod inertnim N2 30 minut profoukévana.
Nasledné¢ byl do uzavieného systému pod septem inertniho N> pfidan deoxygenovany
1,4-dioxan (650 pl). Suspenze byla 5 minut ultrazvukovana. Reakce probihala za siln¢ho
michani v mikrovinném reaktoru pii 100 °C, 150 W, 2 h. Zchlazena reak¢ni smés, nadstavena
5 ml saturované¢ho vodného roztoku NH4Cl, nafedéna 8 ml EtOAc, byla filtrovana pies Siroky
sloupec kiemeliny (1,5 g) a znovu prefiltrovana. Filtrat byl podroben extrakci (3 x 10 ml;
EtOAc), spojené organické extrakty byly suseny nad bezvodnym MgSOQs, zfiltrovany a ze smési
100 ml (EtOAc/petrol-ether; 24:36) zahustény na RVO. Surovy odparek (100 mg) byl nafedén
MeOH (2 ml), zfiltrovan na Hirschové nédlevce a 3x promyt ledovym MeOH, ¢imZ byla
obdrZena bila krystalicka latka IX (53 mg; 71%).

Metoda B: Katalyza pomoci systemu Pd(OAc)>/(dppf):

Do wvyzihan¢ 9 ml konické reakéni vialky sVII (192 mg; 0,64 mmol),
XII (689,58 mg; 2,56 mmol), (dppf)2 (71,12 mg; 0,13 mmol; 20 mol %) a Pd(OAc)> (14,4 mg;
0,06 mmol; 10 mol %). Homogenni smés krystalickych latek byla 30 minut profoukavéana N»
a nasledn¢ suspendovana deoxygenovanym 1,4-dioxanem (5 ml). Smés, utésnéna teflonovym
septem, byla zahfivana za stalého michéani (> 800 rpm.) v olejové lazni pfi teploté 105 °C po
dobu 30 minut. Nasledné byl pfidan K3PO4 (544,68 mg; 2,56 mmol) a reakéni smés byla

zahiivina 4 dny.  Surova reakéni smés byla podrobena sloupcové chromatografii
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(silikagel; DCM/EtOAc 1:1) a rekrystalizaci z MeOH (6,4 ml) ¢imz byl obdrzen amin IX ve
formé bilé krystalické latky (245 mg; 72 %)

NiZe uvedend analyticka data byla métfena z aminu IX ziskaného metodou B.

Teplota tani: 217-219 °C (MeOH)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) = 9.01 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 8.35 — 8.30 (m, Hz, 1H), 7.50 — 7.39
(m, 1H), 7.25 (s, 1H), 4.58 (s, 2H), 4.56 — 4.40 (m, 1H), 3.76 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.93 (t, J =
5.8 Hz, 2H), 2.81 — 2.54 (m, 2H), 2.07 — 1.97 (m, 2H), 1.97 — 1.88 (m, 2H), 1.87 — 1.67 (m,
4H), 1.65 — 1.54 (m, 3H), 1.51 (s, 9H).

3C NMR (101 MHz, CDCl3) § = 155.9, 154.9, 153.2, 152.9, 152.7, 150.8, 139.97 (q, J = 39
Hz), 136.0, 127.5, 122.1, 118.9 (q, J = 272 Hz), 110.6, 80.2, 60.7, 44.9, 42.0, 40.7, 33.5, 32.0,
28.6,27.3,25.0 ppm.

HRMS vypoéteno pro Ca6H33F3N702 [M + H]™ 532,2642; nalezeno 532,2642
4.2.8 N-(9-Cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purin-2-yl)-5,6,7,8-
tetrahydro-1,6-naftyridin-2-amin (X)

HN
I I 3
NS N)\N/ N
H
X

Do 9 ml koénické tlustosténné vialky s rozpuSténym IX (198 mg; 0,37 mmol) ve smési
DCM/MeOH (6,97 ml; 1:1), byla pfidana koncentrovana HCl (0,6 ml). Reak¢éni smés
byla michana za laboratorni teploty 168 hodin a poté¢ byl DCM odpaien z reakéni smési
za snizeného vakua. K surové smési byl pfidan nasyceny roztok Na,COs (12 ml) a produkt
byl extrahovan 4 x 30 ml EtOAc. Produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel; DCM/MeOH 8:1) a produkt X byl ziskan ve formée svétle zluté krystalické latky (130
mg; 81 %).

Teplota tani: 221-228 °C (DCM)

'H a 3C NMR bylo méfeno ve formé hydrochloridu, kvili $patné rozpustnosti podle postupu
uvedeného nize. (viz. 3.2.9)

HRMS vypoéteno pro C21HzsF3N7 [M + H]" 432,2118; nalezeno 432,2118
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4.2.9 N-(9-Cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purin-2-yl)-5,6,7,8-
tetrahydro-1,6-naftyridin-2-amonium chlorid (X-HCI)

HoN
TN e
\ H*N/ N

X-HCI

V 5 ml vialce byl rozpustén X (20,2 mg; 0,046 mmol) ve 2 ml MeOH nasycenym plynnym
chlorovodikem na koncentraci 3,29 mol/l. Smés byla michana 30 minut a poté byly
rozpoustédla odfoukény proudem dusiku. Po dosuseni na lyofilizatoru byl produkt ziskén ve

formé Zluté krystalické latky X-HCI (23,14 mg; 98 %)
Teplota tani: 261-263 °C.

"H NMR (500 MHz, DMSO-de): § = 10.91 (s, 1H), 10.02 (s, 2H), 9.20 (s, 1H), 8.17 — 8.11
(m, 1H), 7.92 — 7.88 (m, 1H), 4.30 — 4.25 (m, 2H), 3.51 — 3.43 (m, 2H), 3.18 (t, /= 6.2 Hz,
2H), 2.57 (qd, J=11.8, 3.6 Hz, 2H), 2.08 — 1.97 (m, 2H), 1.90 — 1.82 (m, 2H), 1.76 — 1.61
(m, 4H), 1.59 — 1.49 (m, 2H) ppm.

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 154.7, 152.4, 152.0, 150.4, 147.6, 139.5, 139.3 (q, J = 40
Hz), 139.1, 127.44, 119.05, 118.3 (q, J = 273 Hz), 115.32, 111.86, 60.0, 42.2, 32.8, 26.8,
26.5, 24.3 ppm.

HRMS vypoc&teno pro C21HasF3N7 [M + H]" 432,2118; nalezeno 432,2118.
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4.2.10 1-(2-((9-Cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purin-2-yl)amino)-7,8-
dihydro-1,6-naftyridin-6(5H)-yl)-2-hydroxyethan-1-on (I)

O
HOQJ\N
~ "N N™ XX N\
o N)l\/rxlj:N>_CF3
H

V 5 ml konické vialce byl v N-methylpyrolidinu (760 pl) suspendovan X
(69,57 mg; 0,16 mmol), kyselina glykolovda (13,46 mg; 0,17 mmol)
a OxymaPure (21,03 mg; 0,14 mmol). Smés byla nésledné zahiivana na 60 °C po dobu
20 minut. Nasledné byl pfidan DIC (27,52 pl; 0,24 mmol) a smés byla udrZzovana pfi
stejné¢ reakcni teplot¢ 90 min. Po zchladnuti, nadstaveni Milli Q H>O (30 ml),
extrakci do EtOAc (3 x 40 ml) a kolonové chromatografii (silikagel; DCM/MeOH 100:1 az
20:1) byl obdrzen surovy podil (74 mg). Surovy podil, rozpustény ve smési
(MeCN/DMSO/TFA; 8 : 0,3 : 0,25; 3 ml) byl podroben semi-preparativni chromatografii
(reverzni faze; MeCN/TFA 0,1 % v Milli-Q HxO; 4:6; 6 min). Eliminaci MeCN na RVO,
neutralizaci KoCOs3 (10 %; 2,7 ml), extrakci do DCM (6 x 50 ml), zahusténim na RVO a finalni
lyofilizaci byla obdrzena bila krystalicka latka I (31 mg; 40 %)

Teplota tani: 240-246 °C (DCM).

'"HNMR !3C NMR bylo méieno pti 75°C, jelikoz pfi teploté 27°C byla v analyze pozorovana
smés dvou rotamerd.

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 9.63 (s, 1H), 9.04 (s, 1H), 8.22 — 8.04 (m, 1H), 7.73 — 7.55
(m, 1H), 4.63 (s, 2H), 4.53 — 4.45 (m, 1H), 4.44 —4.47 (br.s., 1H), 4.24 — 4.18 (br.s., 2H), 3.77
(s, 2H), 2.89 (s, 2H), 2.70 — 2.57 (m, 2H), 2.04 — 1.96 (m, 2H), 1.93 — 1.84 (m, 2H), 1.78 — 1.65
(m, 4H), 1.61 — 1.50 (m, 2H) ppm.

B3C NMR (126 MHz, DMSO-de): § = 170.2, 155.6, 152.3, 152.0, 150.6, 138.1 (q, J = 38 Hz),
135.4,126.5,122.20, 118.4 (q, J = 273 Hz), 110.5, 60.1, 59.5, 32.6, 26.5, 24.1 ppm.

HRMS vypocteno pro C23HasF3N702 [M + H]" 490,2172; nalezeno 490,2173.
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5 INHIBICE PROTEINOVYCH KINAZ A CYTOTOXICITA

Cilova latka T a jeji intermediaty (VIII, IX, X-HCI a XII) byly testovany na biologickou

aktivitu v externi Laboratofi ristovych regulatorti Univerzity Palackého v Olomouci. Latka

X oproti cilové latce I nema navazanou glykolovou kyselinu, latka IX ma navic oproti

X navazanou Boc protektivni skupinu. Otestovat se dala i latka bez dihydronaftyridinu

VIII a také samostatny dihydronaftyridin XII (Obrazek 16). Z vysledki, které jsme obdrzeli

na bunécné linie K562, MV4-11 (leukemické) MCF-7 (linie rakoviny prsu) a z enzymu

na CDK2/cyklinE, CDK4/cyklinD1 a FLT3-ITD, lze vy¢ist, ze aktivni jsou pouze dvé

latky, a to latky I a X, pficemz aktivngjsi je latka X, bez substituce glykolovou kyselinou

(Tabulka 3). Latky vykazuji taddoveé srovnatelnou aktivitu s diive pfipravenou latkou

PPC14-NM-4E.

NN
I/\/[ D—CFy
HzN)\N/ N

e

Obrazek 16: Struktury latek zaslanych na bilogickou aktivitu, véetné vychozi PCC14-NM-4E

X

N._Cl
PP
XOIC()/

Xl

HNT™Y

o o
Ho\)LN N >|\OJLN
AN NN Z N N/\/EN\ Z N N/ﬁ:N\
g N)|\/N:EN>—CF3 < N)I\N/ N>—c:F3 < NiN/ N>_CF3
H H H &\:

1X

PPC14-NM-4E

~ ~
QL

Bunécné linie Enzymy
Oznaceni GIS0 (uM) IC;;)J{%{V[)
K562 MV4-11 MCEF-7 CDK2/E ITD CDK4/D
1 | 22,5 7,3 15,6 >25 6,8 >25
2 IX >50 >50 >50 >25 >25 >25
3 X 5,7 3,1 9,0 6,05 3,775 1,355
4 VIII >100 40,1 >100 >200 28,7 65,1
5 XII >100 97,4 >100 >200 >100 >200
6 | PPC14-NM-4E 2,45 0,25 2,6 0,15 0,088 0,022

Tabulka 3: Vysledky biologické aktivity vybranych latek.
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6 ZAVER

V teoretické Casti této prace byl vypracovan komplexni ptehled od zdkladniho mechanismu
bunécného cyklu, pies jeho regulaci pomoci ptirozenych faktorii az po selektivni inhibici
proteinovych kinas, a to vyhradn¢ inhibici CDK4 a CDK®6, prostfednictvim ptirodnich
1 syntetickych inhibitord. Druha hlavni ¢ast zpracované literarni reSerSe je vénovana popisu
Buchwald-Hartwigovy aminace a karboxyl-aminové kondenzace, Cinidlim, katalyzatorim,

mechamismtim a praktickému pouziti t€chto reakci nejen v medicinalni chemii.

V diskusni ¢asti byly rozebirdny jednotlivé reak¢ni kroky vedouci k syntéze navrzenych
cilovych latek. Klicovym krokem v systéze bylo pfipravit intermediat VIII s volnou
aminoskupinou. Ten byl ddle podroben Buchwald-Hartwigové reakci s dihydronaftyrdinem
XII protekovanym Boc chranici skupinou. Dle piivodniho navrhu syntézy mél byt kliCovy amin
VIII piipravem Staudingerovou redukci azidu, ta ovSem poskytovala velmi nizké konverze.
Tento problém byl vyfesen vyuzitim pfimé redukce hydrazinové skupiny intermediatu VII,
prostiednictvim titanu v nizkém valen¢nim stavu, jejiz vyuziti bylo navrZzeno mnou, jakozto
autorem této prace. K této redukci je v této praci prilozen 1 pravdépodobny mechanismus, jehoz

zminky nejsou v literatufe zatim dostupné.

Pfi syntéze intermediatu IX, prostiednictvim Buchwaldovy-Hartwigovy couplingové reakce,

vvvvv

Vsechny piipravené latky byly plné charakterizovany pomoci dostupych analytickych metod
(HRMS, 'H , 3C NMR a teplota tani). Veskeré reprodukovatelné postupy, spole¢né se zapisy
z vy$e jmenovanych analytickych metod, jsou uvedeny v experimentalni &asti prace. Sest

z osmi piipravenych latek jsou nové struktury, doposud nepopsané v literatuie.

Tato prace si kladla za cil pfipravit nové potencidln¢ aktivni dudlni inhibitory lidskych
proteinovych kinaz. Tento cil byl splnén, cilova latka I byla pfipravena v sedmikrokové syntéze
v dostatecném vytézku a Cistote pro biologické testovani. Z vysledkl biologické aktivity latka
vykazuje stfedni aktivity proti leukemickym bunéénym liniim a bunécéné linii rakoviny prsu.
Byly otestovany i vybrané intermediaty. Zajimavym vysledkem je, ze latka X, tedy bez
substituce glykolovou kyselinou vykazuje na vybranych bunécnych liinich lepsi aktivity nez
latka cilovda latka 1. V porovnani slatkou dfive pfipravenou ve  skupiné

doc. RNDr. Petra Cankate, Ph.D. PPC14-NM-4E jsou vysledky o néco malo niz$i, ale fddové
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srovnatelné. Z téchto vysledki lze pfedpokladat, ze pro aktivitu je dobra piiromnost
volné NH skupiny, jakozto donora vodikové vazby, v substituentu v poloze 2, coz je dilezity

poznatek pro ptipravu dalSich strukturalné ptibuznych latek.

Tato prace tedy poskytuje komplexni nahled do problematiky inhibice proteinovych kinaz
prostfednictvim cilenych syntetickych inhibitord. Metody a poznatky popisované
v experimentalni a diskusni ¢asti jsou pfimo aplikovatelné v syntéze strukturalné ptibuznych
latek, nejen ze skupiny inhibitortt CDK, které¢ budou diky nim moct byt ptipraveny rychle;ji

a efektivnéji.

Oblast aplikované organické chemie, potazmo medicindlni chemie byla mnou, jakoZto autorem
této prace zvolena z diivodu z4jmu o tyto obory. V budoucnu bych se chtél v této oblasti nadéle

pohybovat.
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Spektrum 1: 'H NMR tert-buthyl 2-chloro-7,8-dihydro-1,6-napthyridin-6(5H)-karboxylatu (XII) v CDCls
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Spektrum 2: 'C NMR fert-buthyl 2-chloro-7,8-dihydro-1,6-napthyridin-6(5H)-karboxylatu (XII) v CDCl3
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Spektrum 3: '"H NMR 2-chlor-N*-cykloheptylpyrimidin-4,5-diaminu (V) v DMSO-ds
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Spektrum 4: '3C NMR 2-chlor-N*-cykloheptylpyrimidin-4,5-diaminu (V) v DMSO-d;
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Spektrum 5: '"H NMR 2-chlor-9-cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9H-purinu (VI) v DMSO-ds
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Spektrum 6: 3C NMR 2-chlor-9-cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9H-purinu (VI) v DMSO-ds
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Spektrum 7: 'H NMR 9-cykloheptyl-2-hydrazinyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purinu (VII) v CDCls
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Spektrum 8: '3C NMR 9-cykloheptyl-2-hydrazinyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purinu (VII) v CDCl;
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Spektrum 9: 'H NMR 2-azido-9-cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9 H-purin (XV) v CDCl;
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Spektrum 10: *C NMR 2-azido-9-cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9H-purin (XV) v CDCl;
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Spektrum 11: 'H NMR 9-cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9H-purin-2-amiu (VIII) v CDCls
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Spektrum 12: 1*C NMR 9-cykloheptyl-8-(trifluormethyl)-9H-purin-2-amiu (VIII) v CDCl;
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Spektrum 13: '"H NMR ter-buthyl 2-((9-cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purin-2-yl)amino)-7,8-dihydro-
1,6-naftyridin-6(5H)-karboxylatu (IX) v CDCl3
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Spektrum 14: 3C NMR tert-buthyl 2-((9-cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9 H-purin-2-yl)amino)-7,8-dihydro-
1,6-naftyridin-6(5H)-karboxylatu (IX) v CDCl3
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Spektrum 15: '"H NMR N-(9-cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purin-2-yl)-5,6,7,8-tetrahydro-1,6-naftyridin-
2-amonium chloridu (X-HCL) v DMSO-ds
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Spektrum 16: '*C NMR N-(9-cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purin-2-yl)-5,6,7,8-tetrahydro-1,6-naftyridin-
2-amonium chloridu (X-HCL) v DMSO-ds
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Spektrum 17: '"H NMR 1-(2-((9-cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9 H-purin-2-yl)amino)-7,8-dihydro-1,6-
naftyridin-6(5H)-yl)-2-hydroxyethan-1-onu (I) v DMSO-ds
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Spektrum 18: 3C NMR 1-(2-((9-cykloheptyl-8-(trifluoromethyl)-9H-purin-2-yl)amino)-7,8-dihydro-1,6-
naftyridin-6(5H)-yl)-2-hydroxyethan-1-onu (I) v DMSO-ds
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