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Anotace

ROHLICEK, Adam, Syntéza intermediatit STAT3 inhibitorii odvozenych od kyseliny 4-amino

salicylové; Hradec Kralové, 2019. Univerzita Hradec Kréalové. Pfirodovédecka fakulta.

Tato bakaldiskd prace se zabyva syntézou intermediati STAT3 inhibitorti odvozenych od
kyseliny 4-aminosalicylové. Teoreticka c¢ast prace je zaméfena na seznameni se s
problematikou STAT proteinli a jejich nejzajimavéjsi podskupinou STAT3 proteind. Dale
jsou zde popsany mozné zpiisoby inhibice téchto proteini s ptiklady konkrétnich inhibitord.
Praktickd cast prace je soustfedéna na syntézu Ctyfech syntont, které vedou k tvorbé

sloucenin odvozenych od inhibitoru BP-1-102.

Klicova slova

Rakovina, STAT proteiny, STATS3, inhibitory STAT3, BP-1-102, kyselina 4-amino salicylova

Annotation

This bachelor thesis focuses on the synthesis of STAT 3 inhibitors intermediates derived from
4-aminosalicylic acid. The theoretical part deals with the problematics of STAT proteins and
its most interesting subgroup of STAT3 proteins. The next chapters explain the possible
methods of STAT3 inhibition with specific examples of such inhibitors. The practical part
then presents possible synthesis of four synthons, which lead to the formation of compounds
derived from BP-1-102
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1. Uvod

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) v roce 2018 zemielo na rakovinova
onemocnéni piiblizné 9,6 milionu lidi. To znamend, ze 1 ze 6 tmrti je zptusobeno prave
rakovinou. Toto Cislo rok od roku roste, a proto zlistava snaha nalézt efektivni 1€k proti této

Siroké skupiné onemocnéni jednou z celosvétovych priorit medicinského vyzkumu.®

Za rakovinu se povazuje velka skupina chorob, které¢ vykazuji abnormalni riist bunék
S potencialem se rozrust i do jinych ¢asti t€la pomoci lymfatického a krevniho systému.
Za normalnich okolnosti jsou butiky v téle schopny tuto riistovou mutaci detekovat a opravit,
ptipadné se samy rozlozi apoptdzou. U rakoviny jsou ale tyto tzv. nadorové buiiky schopné
rist bez piitomnosti ristovych faktord, dale nereaguji na signaly pro ukonceni ristu
a abnormalni rust se tak vymkne kontrole. Takto zasazena skupina bun¢k Casto vytvari
neoplasmus neboli nador. Nadorové buiiky se poté mohou od shluku odtrhnout a migrovat
po téle organismu pomoci krevnich a lymfatickych cest, kde vytvafeji druhotnd loziska

nadorovych bunék tzv. metastazy.

Nédor je soubor bunck schopny samostatné riist bez fizeni organismem. Muze se
vytvotit v jakékoliv tkani, ale s nejvétsi pravdépodobnosti vznika ve tkanich, kde dochazi
K nejvétsimu mnoZeni bunék (napft. v kostni dieni). Nadory se rozdéluji na maligni (zhoubné)
a benigni (nezhoubné). Benigni nadory nejsou invazivni, coz znamena, Ze se nemohou rozrust
do dalsich casti té€la. Postizenému vétSinou nezpusobuji zavazné poruchy a po jejich

odstranéni maji, na rozdil od malignich, malou $anci znovu nartist.-

Vsechny buniky malignich nadori vykazuji tzv. Sest znakt rakoviny (Obr. 1), poprvé
popsanych védci Hanahan a Weinberg roku 2000 ve védeckém magazinu Cell

v &lanku ,, The Hallmarks of Cancer*.®
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Udrzovani proliferacni
signalizace

Resistence vici Unikani rastovym
bunécné smrti supresoriim

Vyvolani novotvorby Invaze tkani
krevnich cév pomoci metastaz

Neomezeny replikacni
potencial

Obriazek 1: ,Hallmarks of Cancer®. Sest charakteristickych znakti rakoviny (Obrazek pievzat z Hanahan D;
Weinberg RA Cell. 2011, 144; 646-674).

Tyto znaky jsou:

- 1) Udrzovani proliferacni signalizace
- 2) Unikani rGstovym supresortiim

- 3) Invaze tk&ni pomoci metastaz

- 4) Neomezeny replikacni potencial

- 5) Vyvolani novotvorby krevnich cév

- 6) Resistence vici bunécné smrti

Ptic¢iny vzniku nadorového rustu jsou riznorodé. Dulezité jsou jak faktory vnéjsiho
prostfedi (napf. UV zafeni, radiace, polycyklické uhlovodiky, azobarviva, toxiny
produkované plisnémi atd.), tak zivotni styl jedince. Mezi nejsilngjsi faktory zivotniho stylu
patii koufeni, které se podili na 28-39 % vSech nadorti a také vyZzivové zvyky, ty maji 30%
podil na timrtnosti na nddorova onemocnéni. Tyto pfiiny zptisobuji genetické zmeény v DNA
(mutace). Vlivem mutace se z normalnich gent stavaji onkogeny, které jsou schopné iniciovat

rakovinné bujeni.
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Sanci vyhnout se onemocnéni rakovinou zvySuje prevence. Prevenci nadorovych

onemocnéni miizeme rozdélit na primarni, sekundarni a terciarni:

1)

2)

3)

Primarni prevence spodiva v zabrané¢ kontaktu s rakovinotvornym Cinitelem.
Mezi nejsiln€j$i patii jiz vySe zminéné faktory zivotniho stylu. Nejjednodussi je
vyhybat se koufeni, nadmérné konzumaci alkoholu, uzenin nebo vyrazné¢ chemicky
modifikovanych potravin a aktivné udrzovat dobrou fyzickou a psychickou kondici
jedince.

Sekundarni prevence znamena vcasnou detekci rakovinného onemocnéni
ve stadiu, kdy je jeSté 1éCitelné. Zakladem je tedy aktivni vyhledavani nadorovych
onemocnéni, coz zahrnuje pravidelné gynekologické a andrologické (andrologie je
1ékaisky obor, ktery se zabyva chorobami muzskych reprodukénich organti) prohlidky,
samovySetfeni prsu a mamografie, testy na pfitomnost krve ve stolici a podobné.
Terciarni prevence znamena pfedchazeni dal§im Skodam vznikajicim v dasledku
rakovinného onemocnéni nebo i terapie. Spociva ve sledovani pacienti s cilem

v&asného zachytu relapsu (znovuzasazeni chorobou) rakoviny.®®

Po zasazeni organismu rakovinou zpravidla nasleduje terapie daného né&dorového

onemocnéni. Ta se rozliSuje podle 1é¢ebnych zamért, které jsou urCeny typem a pokrocilosti

1)

2)

vvvvv

Chirurgickd terapie spocivajici v operativnim odstranéni nddoru. Tato metoda je
(¢inna u nadort, které nemetastazuji. Casto se odstrafiuje i pouze ¢ast nadoru, éehoz
se vyuziva v ptfipadech, kdy by odstranéni celého naddoru mohlo v téle poskodit
postiZzeny organ.

Chemoterapie je metoda vyuzivajici cytostatika, coz jsou latky, které poskozuji DNA
bunky. Principem Uc¢inku je toxicita pro bunku ve fazi déleni. JelikoZ se nadorové
buiiky dé€li rychleji nez bunky zdravé, jsou vici témto latkhm mnohem zranitelnéjsi.
Zdravé bunky jsou, na rozdil od nadorovych, také schopny poSkozenou DNA opravit.
Cytostatika bohuzel maji znacné vedlejsi ucinky, jelikoZ postihuji 1 bunky, které se
pfirozené rychle déli (napf. stfevni epitel, krevni buiiky, pohlavni buiiky a dalsi).
V disledku toho dochazi k Castym prijmim, anémii a leukopenii a vypadavani
ochlupeni téla. Nastésti je vétSina té€chto Gcinka reverzibilni, v 16€bé se s nimi pocita

a tyto projevy jsou zmirfiovany.
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3)

4)

Radioterapie je metoda terapie ionizujicim zafenim, jehoz energie je schopna hubit
rakovinné builkky a tim nddor poskozovat. Principem lé¢ebného zédsahu je niCeni
genetického materidlu bunék, coz vede k zabranéni déleni a rlstu. Tato metoda se
Casto uplatiiuje v kombinaci s chemoterapii.

Imunoterapie je metoda vyuZivajici stimulace imunitniho systému k poskozeni
nadora. Jako piiklad 1é¢by lze uvést aktivni imunizaci pomoci oc¢kovani, kdy jsou

leukocyty obohaceny o rozpoznavaci systém — antigen a jeho receptor.-3)
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2. STAT proteiny

STAT (signal transducer and activator of transcription) je skupina intracelularnich
proteinii, které maji v bunice dudlni roli pfenasect signali a transkripcnich faktora.
Zprosttedkovavaji a ovliviiuji zivotni cyklus (diferenciace, proliferace, apoptdza) a take
imunitu bun¢k. Doposud bylo u savctl popsdno sedm ¢lent této skupiny (STATI1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b a STAT6). Kazdy STAT protein je kédovany jinym

genem, piesto jsou si strukturng velmi podobné (Obrazek 2).4-5

@Y

STATo NH,| N-doména | Coiled-coil doména DA v&a!ldao dl‘_)l:\nl?r:a

I | T I |
100 200 300 400 500 600 700-S)

COOH

Obrézek 2: Modulérni struktura STAT proteinu. (Obrazek ptevzat z Mitchell TJ; John S. Immunology. 2005,
114; 301-312).

STAT proteiny obsahuji 6 strukturnich domén — N-doména (ND), coiled-coil doména
(CCD), DNA-vézajici doména (DBD), linker doména, SH2 doména (Src-homology 2

domain) a trans-aktivaéni doména (TAD).®")

K aktivaci STAT proteinu dochazi po fosforylaci tyrosinového zbytku diky tzv. Janus
kinaze (JAK), ktera fosforyluje a dimerizuje dany STAT protein, ktery je poté transportovan
do bunéného jadra pomoci importini, kde po navadzani na specificky receptor reguluje

transkripci a expresi geni.®")

2.1 STATS3 proteiny

STATS3 proteiny jsou transkripéni faktory regulujici expresi genu, které kontroluji
zivotni cyklus buiiky, jeji preziti a také imunni odpovédi souvisejici s rozvojem rakoviny
a invazi nadorovych bunck. Poprvé byly popsany vroce 1994 vyzkumnou skupinou
Zhonga.® V bunikdch vétsiny nador, na rozdil od zdravych bunék, dosahuji hodnoty

aktivovaného =~ STAT3  proteinu  vysokych  Urovni.  Proto  existuje  snaha
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0 vyvoj selektivnich inhibitort ve formé malych molekul, které by naruSovaly funkci STAT3
proteint a jejich expresi gent regulovaly.®

Coiled-coil DNA
Binding

Linker

Obrézek 3: Struktura STAT3 proteinu. V ¢asti A je zobrazena krystalova struktura STAT3 homodimeru.
V ¢asti B je zobrazena struktura individualniho STAT3 monomeru, ktery dany dimer tvoii. Jednotlivé proteinové
domény jsou barevné rozliSeny (fialova = coiled-coil doména, oranzova = DNA-vazajici doména, modra = linker
doména, zlutda = SH2 doména, zelend = trans-aktivacni doména). (Obrazek pievzat z Steffanie L. Furtek; Donald

S. Backos; Christopher J. Matheson and Philip Reigan ACS Chem. Biol. 2016, 11, 308-318.).

STAT3 proteiny jsou aktivovany navazanim cytokini nebo rtstovych faktort
na povrchové receptory bunky. Timto dojde k aktivaci tyrosin fosforyla¢ni kaskady, ktera
vyvrcholi v nahromadéni Janus kinaz (JAK). JAK jsou zodpovédné za fosforylaci

cytoplasmatickych tyrosinovych zbytkli na receptorech, které slouzi jako vazebné misto

17



pro SH2 doménu STAT3 proteinu. STAT3 se poté aktivuje (p-STAT3 — fosforylovany
STAT3) fosforylaci jeho Tyr705 zbytku umisténém na jeho SH2 doméné. Po aktivaci zacne
p-STATS3 tvofit homodimer pomoci interakce p-Tyr705 jednoho monomeru s SH2 doménou
druhého monomeru. Takto vytvofeny dimer se poté odtrhne od receptoru a je pienesen
z cytoplasmy do jadra buiiky, kde vaze specifické DNA sekvence a indukuje transkripci gend
spojovanych s zivotnim cyklem buiiky, anti-apoptdézou, angiogenezi (proces novotvorby
krevnich kapilér, ktery ma vyznamnou ulohu pro rist nadoru a tvorbu metastaz) a invazi ¢i

migraci nadorovych bungk.®1?

Obrazek ¢. 4: Signaliza¢ni kaskada pro aktivaci STAT3. Aktivace povrchovych receptort buiky vazbou
cytokint ¢i rustovych faktorl fosforyluje a aktivuje STAT3. Kromé Janus kindz mohou STAT3 aktivovat také
nereceptorové tyrosinkinazy Src a ABL. Aktivovany STAT3 tvofi homo- ¢i heterodimer, ktery je poté piesunut
z cytoplasmy do jadra buiiky, kde vaze DNA a indukuje genovou transkripci. (Obrazek ptevzat z Steffanie L.
Furtek; Donald S. Backos; Christopher J. Matheson and Philip Reigan ACS Chem. Biol. 2016, 11, 308-318.).
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2.2 STAT3 inhibitory

Mechanismu inhibice STAT3 je né€kolik. Mezi nejcastéji zkoumané patii inhibice
aktivity STAT3 protein pomoci inhibice tyrosin kinazy, ktera je schopnad fosforylace
a nasledné aktivace STAT3 proteinu. Dalsi cilem inhibice mlze byt zabranéni vzniku
funk¢éniho STAT3 dimeru disrupci na proteinovych SH2 doménach. STAT3 inhibitory zvysuji
citlivost nadorovych buné¢k vici terapiim rakoviny, zejména radioterapii a chemoterapii. D¢l

se na upstream inhibitory a pfimé inhibitory.®12

2.2.1 Upstream inhibitory

»Upstream® inhibice STAT3 proteinil spo¢ivd v inhibici ¢lent signalizacni kaskady
STAT3 proteinu, které aktivuji jeho funkci. DéEli se na inhibitory receptorti povrchu buiky
a kinazové inhibitory.

2.2.1.1 Inhibitory receptori na povrchu bunék

Mechanismus inhibice receptorti na povrchu buiiky funguje na principu cilené inhibice
povrchovych receptori buiiky, na které se vazou rustové faktory a cytokiny zodpovédné
za indukci aktivace STAT3. Mezi rlstové faktory indukujici aktivaci patfi napiiklad EGF
(epidermalni ristovy faktor), FGF (fibroblastovy rustovy faktor), HGF (hepatocytarni ristovy
faktor), PDGF (desti¢kovy riastovy faktor) a IGF (insulinu podobné rustové faktory).
Mezi cytokiny indukujici aktivaci patii interleukiny IL-6, IL-10, IL-11, dale také LIF

(inhibitorni faktor leukemie) a leptin.®

Cilend inhibice rastovych faktori a cytokinii se ukédzala byt ucinnou strategii.
Nasledné uvedu nékolik ptiklada tohoto typu inhibice. Mezi EGF receptoroveé inhibitory patii
peptidovy aptamer KDI1 a mala molekula PD153035, které inhibuji fosforylaci STAT3
proteinu, ¢imz mu je znemoznéna aktivace a dimerizace. Mezi inhibitory VEGF receptoru
patii slouceniny sorafenib, sunitinib a atixinib, které jsou schopné snizit aktivaci STAT3
proteinu. K inhibici FGF receptoru dochazi pomoci latky ponatinib, ktera zabranuje STAT3

fosforylaci a také snizuje nadorovy rast in vivo® (Obrazek 5).
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Obrazek 5: Inhibitory receptorti na povrchu buiky.

Dulezitost IL-6/JAK/STAT signaliza¢ni drdhy v riznych piipadech malignity
u lidské populace podnitila vyzkum IL-6 receptorovych inhibitort. Jako piikladny inhibitor
Ize uvést IL-6 monoklonalni protilatky (imunoglobuliny pochéazejici z produkce jednoho
klonu aktivovanych B-lymfocyti po styku s konkrétnim antigennim epitopem), kam patii
i tfadem FDA (Utad pro kontrolu potravin a lé&iv v USA) schvaleny lék tocilizumab,
prodavan pod komerénim nazvem Actemra®. Ten se vyuziva k 16¢bé revmatoidni artritidy*
a CRS (Cytokine Release Syndrome) a jeho dalsi ucinky jsou i nadale zkoumany. Vyzkum
oralng¢ podavanych IL-6 receptorovych inhibitorli bohuZel neni zdaleka tak rozsahly jako
vyzkumy jinych 1éki. Cytokin IL-6 totiz zastdvd vyznamnou roli v imunnim systému
a pti dlouhych blokacich IL-6 receptorti dochazi ke zvySenému riziku vzniku bakterialnich

infekci.®
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2.2.1.2 Kinazové inhibitory

I kdyz inhibitory receptorti povrchu bunék vykazuji zadany ucinek a jsou schopné rusit
STAT3 signalizaci pii stimulaci cytokiny a rustovymi faktory, dnes jsou mnohem vice
zkoumany kinazové inhibitory schopné inhibovat STAT3 ve fazi fosforylace. Je to z davodu
zavislosti biologické aktivity STAT3 proteinu na jeho aktivaci. Z toho vyplyvé ze Iogicky
fosforylace STAT3. V dnesni dobé se ale vyzkum zaméfuje predev§im na malé molekuly
cilené na Janus kindzy (JAK) a Src kinazy (protoonkogen, jehoZ aktivita zvySuje déleni bun¢k

a bunéénou migraci. Lze predpokladat, Ze zastupuje kritickou roli v rozvoji rakoviny).®

Doposud bylo nalezeno nékolik JAK inhibitort, z nichz nékteré jiz byly tfadem FDA
schvaleny™® (napt. ruxolitinib a tofacitinib) a jiné jsou ve stadiu klinického hodnoceni
(napt. slouc¢eniny WP-1066, LS-104, LY2784544 a momelotinib). Bohuzel se mizeme setkat
i s pripady klinicky testovanych sloucenin, od kterych bylo upusténo z divodu nechténych
vedlej$ich U€inkt (napf. JAK1/2 inhibitor AZD1480, ktery mél nechténé neurotoxické
0cinky®)). Nékteré JAK1 a JAK3 inhibitory vykazovaly, podobné jako IL-6 inhibitory,

zvysené riziko vzniku infekci a zanétlivych reakei.!”) (Obrazek 6)

N/:N <N 0 0
\ 7/ NN Br |N\ A N HO X N
H H

HN y = CN HO CN

CN
ruxolitinib WP1066 LS-104
0]
PN o
N CN
N N
egs v
’«)\ " /N /
N
momelotinib Ny H

|( p LY2784544 cl
N/NH N F
)\ JK/CN
= J/\? AZD1480 ):\) Tofacitinib

Obrazek 6: JAK inhibitory.
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Mezi Src inhibitory napiiklad patii latky saracatinib (AZD0530) a KX2-391, které jsou
ve fézi klinického hodnoceni. Na konci roku 2017 byl FDA schvélen Iék dasanitib, ktery se
v dnesni dobé pouziva pii 16¢bé chronické myeloidni leukémie.® Dalsim Src inhibitorem je
PP2, ktery krom¢ inhibice fosforylace Src a STAT3 také snizuje nadorovy rist selektivni
inhibici.*® (Obrézek 7)

/Q\u cl
0 _NH S o
I o o
s X
)~ \_ N K)Ij\ NH,
N
7

/
~ Ny

{; N\>_ saracatinib ’\L ) ,
A [ )k

N N © PP2
L —
OH KX2-391
dasatinib

Obréazek 7: Src inhibitory.

Dalsi zkoumanou skupinou jsou pan-JAK/Src inhibitory, kam patii sloucenina E738.
Tato latka je derivat pfirodni slou¢eniny indirubin (produkt metabolismu bakterii). Znalost
inhibujicich ucinka této latky vedla k vyrobé syntetického bromoindirubinu, jehoz afinita
kJAK a Src kindzam je vys§i nez u jeho pfirodniho protéjsku. Derivaty syntetického
bromoindirubinu (napf. MLS-2384) jsou schopné snizit STAT3 fosforylaci a pusobit
protirakovinné u n&kolika typt nadort.?? (Obréazek 8).

E738 MLS-2384

Obrazek 8: pan-JAK/Src inhibitory.
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Cilena inhibice kinazové aktivity zodpovédné za aktivaci STAT3 proteinu u¢inné jeho
aktivitu snizuje, bohuzel ale Casto dochézi k nechténym vedlejSim toxickym uc¢inkiim, které
pii vyzkumu i nadéle znepokojuji védce. Dalsi nevyhodnou vlastnosti je fakt, ze tyto kinazy
mohou aktivovat i jiné ¢leny rodiny STAT proteind a jejich inhibice muze tedy vést k dalsim
nezadoucim uUcCinktim. Z téchto divoda se dnes za nejvhodnéjsi zplsob inhibice povazuje

piima4 inhibice STAT3 proteind.®

2.2.2 Piimé inhibitory STAT3

Velmi zkoumanou skupinou inhibitort STAT3 jsou v dne$ni dobé piimé inhibitory
STATS3 proteinu. Jsou to malé molekuly schopné pfimo inhibovat aktivitu a funkci STAT3
proteinu. Tyto inhibitory maji v podstaté stejny ucinek, ale jejich mechanismus se muze
zasadné lisit. Aktivitu STAT3 miZzou naruSovat inhibici fosforylace, dimerizace, jaderné
translokace i schopnosti STAT3 vazat DNA.® V nasledujicich kapitolach uvedu dvé nejvétsi
skupiny piimych inhibitori STAT3, a to konkrétné STAT3 SH2 doménové inhibitory
a STAT3 DNA-vazajici domenove inhibitory.

2.2.2.1 STAT3 SH2 doménove inhibitory

Jelikoz SH2 doména piedstavuje esencialni roli ve fosforylaci tyrosinu a dimerizaci
STATS3 proteinu, je logickym krokem inhibovat STAT3 pomoci naruSeni funkce jeho SH2
domény. Tim doch&zi nejen k inhibici STAT3 aktivace, ale také k zabranéni dimerizace

STAT3 molekul, které mohly uniknout inhibici aktivace.?

Tato skupina inhibitorG cili na domény SH2, které zprostiedkovavaji STAT3
homodimerizaci interakcemi protein-protein, konkrétné fosforylaci Tyr705. STAT3 mé

v domén¢ SH2 tii vazna mista, které se daji vyuzit k navazani malych molekul inhibitora.

Jako piiklad lze uvést slouceninu stattic (STAT three inhibitory compound), ktera je
zaroven jednou zprvné objevenych inhibitori STAT3. Jeji mechanismus spociva
v selektivni inhibici aktivace a STAT3 dimerizace a také znemoznuje translokaci STAT3
do jadra bunky. Bylo prokazano, ze stattic indukuje apoptozu nadorovych bunek rakoviny

souvisejici s nadmérnou expresi STAT3.@Y (Obrazek 9)
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Obrazek 9: Vzorec Stattic.

Vyzkumna skupina Songa pomoci virtudlniho screeningu identifikovala dalsi
molekulu inhibitoru pod nazvem STA-21, kterd inhibuje schopnost aktivovaného STAT3
proteinu vazat DNA. Podobné jako stattic je schopna indukovat apoptdézu nadorovych bunék
rakoviny souvisejici s nadmérnou expresi STAT3. ?? Ze STA-21 byl vytvofen derivat LLL-3,
ktery ma podobné antiproliferativni (rist tlumici) G¢inky, ale vykazuje vy$s§i bunécnou
permeabilitu.®® Po nahrazeni acetylové skupiny sloudeniny LLL-3 za sulfonamid doslo
k objevu dalsiho inhibitoru LLL-12, u néhoz byly zjistény pfiznivé ucinky vaci bunkam

rakoviny prsu, slinivky a glioblastomu®@® (Obrazek 10).

Obrazek 10: STA-21 a jeho derivaty.

Diky vyzkumu amerického institutu pro studium rakoviny National Cancer Institute
(NCI) byla objevena slou¢enina S31-201 (Obréazek 11). Ta je selektivni pro STAT3, blokuje
vznik STAT3 homodimera a inhibuje proliferaci nadorovych bunék rakoviny prsu a jater
u my$i.?® Pomoci dalsich studii se zjistilo, ze $31-201 vykazuje interakce s SH2 doménou
STATS3 proteind. Objevenim téchto vlastnosti vznikla snaha o vyvoj G¢inngjsich analogt latky
S31-201. Vyznamnymi analogy se uk&zaly byt slouceniny SF-1-087, SF-1-121 a hlavné
SF-1-066, pomoci které se dale identifikovalo 15 analogti.®® (Obréazek 12).
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Obrazek 12: Dalsi analogy slou¢eniny S31-201

Jednim z objevenych analogti slouceniny SF-1-066 a zaroven jednim z dosud
nejlepsich inhibitord je latka BP-1-102. Ta naruSuje vznik komplexu STAT3-DNA a zaroven
ma pétkrat nizsi ICso (koncentrace inhibitoru, pfi kterém je snizen u€inek inhibované latky na
polovinu) nez SF-1-066. Dale vykazuje pifiznivé ucinky viéi nadorovym buikam rakoviny

prsu a plic a jako prvni STAT3 inhibitor jej bylo mozné podat oraln&.?”) (Obrazek 13)

Obrazek 13: Vzorec slouc¢eniny BP-1-102.

Ackoliv jsou malomolekulové SH2 domeénové inhibitory atraktivni skupinou
inhibitort v boji proti rakoving, vétSina jich stdle setrvava ve fazi preklinického vyzkumu.
Vyjimkou je sloucenina STA-21, ktera dokoncila fazi | a Il klinickych testd
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ve vyzkumu proti lupénce.?® Jednim zhlavnich divodii pomalého piekonavani fazi
klinického hodnoceni je fakt, ze STAT3 dimerizace je protein-protein interakce s velkym
povrchem, ktery je obtizn¢ ovlivnitelny malymi molekulami. Mimo jiné je tfeba piesné
definovat efektivitu a mechanismus té¢inku téchto inhibitorti. Mnoho slou¢enin také vykazuje
vysokou koncentraci potiebnou k efektivni STAT3 inhibici, coz zvySuje riziko vzniku
nechténé vedlejsi toxicity. Z téchto divoda vyplyva, ze pied tim, nez tyto slouc¢eniny budou

zahrnuty do in vivo testovani, bude tieba provést dalsi optimalizace.®

2.2.2.2 STAT3 DNA-vazajici doménove inhibitory

Zatimco STAT3 SH2 doménové inhibitory setrvavaji v cele vyzkumu 1é¢iv
proti rakoviné, nedavno vzrostl zdjem o inhibitory, které cili na DNA-vazajici domeny.
Do této skupiny zejmeéna patii komplexni slouceniny platiny, oznacujici se jako Pt(IV)
komplexy. Je dulezité je neplést schemoterapeutiky jako napiiklad cisplatina a Pt(Il)
komplex, ktera se sice povazuji za u¢inna cytostatika, ale nevykazuji zadny inhibujici i¢inek
vici STAT3 proteinim. Mechanismus Pt(IV) komplexti funguje na bazi ruseni schopnosti
STAT3 vazat DNA, coz vede k apoptdze rakovinovych bunék spjatych se STAT3.(2930)

Mezi nejznaméjsi Pt(IV) komplex inhibitory se povazuji latky CPA-1, CPA-7,
a chlorid platicity. U téchto slou¢enin byla in vitro dok&zana blokace STAT3 aktivity jiz
pfi nizkych mikromolarnich koncentracich. Latky CPA-1 a CPA-7, které patii do skupiny
derivatd kyseliny cyklopiazoniové, byly naptiklad schopny inhibovat rist a indukovat
apoptozu u bunék rakoviny prsu, prostaty a stfeva.?%39 Doposud neni znamo, jakym

zpusobem a do jaké miry budou tyto slouceniny své protirakovinné ucinky vykazovat in vivo.
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3. Cil prace

Cilem bakalatské prace je studium reakci vedoucich k pFipravé ¢ty stavebnich blok
(1-4) s riznymi substituenty R! pro syntézu analogi BP-1-102 (Obrazek 14). Prvni reakci je
benzylace a druhou reduktivni aminace, ktera se sklada ze dvou kroka — z tvorby iminu reakci
primarniho aminu s para-substituovanymi aromatickymi aldehydy a nasledné¢ redukci

pfipravenych imind.

R1
NH 0 | .
Hdn g
N S F
OBn

O
COOBn F F
1; Rl=H OH F
2; R! = cyklohexyl COOH
3;R! = CF, BP-1-102
4;R'="Bu

Obrazek 14: Vieobecna struktura latek (1-4).
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4. Vysledky a diskuze

Retrosynteticka analyza pripravy piislusnych stavebnich blokd (1-4) potiebnych
K pfipravé ¢tyf inhibitortt STAT3 vede k dibenzylované kyseliné 4-amino salicylové (8) a
ttem parasubstituovanym aromatickym aldehydim a nasledné ke kyselin¢ 4-amino salicylové
(9) jako vychozi latce (Obrazek 15).

R’ R
Q|
N N\ép [:::i> NH Qé,Rz
7 R2 ¥ HOOC” N
o) o)
OH OBn
COOH COOBn

1;R' =H, 2; R' = cyklohexyl, 3; R' = CF5, 4; R! = 'Bu

“O00 L, XX

R1
1
R NH,
NH — +
1;R'=H OBn
2; R! = cyklohexyl 0 H COOBn
3;R! =CF, OBn 5; R! = cyklohexyl 8
4;R!='Bu COOBn 6; R! = CF,
7;R'='Bu
NH, NH,
OBn OH
COOBn OH
8 9

Obrazek 15: Retrosynteticka analyza.
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4.1 Syntéza benzylovanych derivati kyseliny 4-aminosalicylové

Piiprava cilovych stavebnich blokt vychazi z kyseliny 4-amino salicylové (9), ktera
v prvnim kroku reaguje 24 hodin s BnBr a KO'Bu v DMF. Reakce zpo&atku probiha
pii teploté 0°C, pii které se pridavaji piislusnd ¢inidla (KO'Bu a BnBr) a nasledng
pii laboratorni teploté. Jde o tfistupiiovou reakci, jejimz vysledkem je izolace tfech produkti,
kterymi jsou majoritni dibenzylovany (8; 59%) a minoritni monobenzylovany 10

a tribenzylovany 11 derivat kyseliny 4-amino salicylové (Schéma 1).

NH, NHBn
KOtBu BnBr;
DMF; 0°C r.t.;
OH 24 hod.
COOH COOH COOBn COOBn
9 10 8 11

Schéma 1: Benzylace kyseliny 4-aminosalicylové.

Prislusné tfi produkty benzylace je mozné detekovat i na TLC destic¢ce (Obrazek 16),
nasledné chromatograficky separovat na sloupci silikagelu a popsat pomoci MS hmotnostnich

a 'H a >C NMR spekter.

a ."_-_ .1
" ST R g

- S

Obréazek 16: TLC desticka (H:EA = 2:1) (M = monobenzyl 10, B, B1, B2, B3 = hisbenzyl 8 a T, T1, T2 =
tribenzyl 11).

Z vysledkl jsme pro jednotlivé skvrny na TLC desticce pridélili ptislusné produkty.
Nejvyssi Rf hodnotu, tzn. na desticce je nejvyse, ma tribenzylovany produkt 11, nésleduje

cvwr
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Kazdy zizolovanych produktid byl dale vyuzit, tzn. tribenzylovany 11 byl prvnim
z cilovych stavebnich bloki 1. Dibenzylovany produkt 8 se vyuzil v reakci s tiemi
para-substituovanymi aldehydy 5-7 za tvorby dalSich cilovych stavebnich bloku (2-4).

Piislusny monobenzylovany produkt 10 byl podroben stejnym reakénim podminkam

benzylace, které ndm poskytly dibenzylovany 8 a tribenzylovany produkt 11 (Schéma 2).

NH, NH, NHBn

KO'Bu; BnBr; DMF;
0°C -r.t.; 24 hod.
OBn OBn OBn

COOH COOBnN COOBn
10 8 11

Schéma 2: Benzylace kyseliny 4-amino-2-(benzyloxy)benzoove.

Podrobny reakéni mechanismus benzylace amino/hydroxy funkéni skupiny je

zobrazeny na Schématu 3.
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Schéma 3: Mechanismus benzylace kyseliny 4-aminosalicylové.

Jako prvni byla benzylovana hydroxylova funkéni skupina, ktera v prvnim kroku
reaguje s KO'Bu jako bazi za tvorby nukleofilu (draseln4 sil). Ten nasledné SN, reakci
reaguje s BnBr za tvorby monobenzylovaného derivatu 10. Stejnym mechanismem reaguje
v dal§im kroku karboxylova funké&ni skupina, kterd po reakci s KO'Bu poskytne karboxylat
jako nukleofil. Tento karboxylat je mozné nakreslit ve form¢ tfech rezonancnich struktur.
Reakci s BnBr poskytne dibenzylovany derivat 8. Jako posledni podleha benzylaci
aminoskupina sledem dvou stejnych kroku, které poskytly piislusny tribenzylovany produkt

reakce 11.
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Namétené 'H NMR spektra izolovanych produktii benzylace jsou zobrazena
na Obrdzku 17. Z ptislusnych spekter je mozné vidét rozdilny pocet signalti v aromatické
oblasti mezi 7-8 ppm pro ptislusné aromatické vodiky benzylovych skupin (Servene kruhy),
v oblasti 4-6 ppm ruzny pocet CH> skupin benzylu (dvou-protonove singlety; zelené kruhy) a
pro monobenzylovany derivat 10 signal hydroxylové funk¢ni skupiny z kyseliny —-COOH
pti 10,74 ppm (modry kruh).

NHEn

OBn
COOBN

NH,

QOBn
COOBn o |
|

NH,

OBn
D VI A [

o PO P
U g™ Mg

Obrézek 17: 'H NMR spektra produktt benzylace.
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4.2 Syntéza stavebnich bloki 2-4

Cilové stavebni bloky 2-4 se piipravi konjugaci dibenzylovaného derivatu kyseliny
4-aminosalicylové 8 s ptislusnymi para-substituovanymi aldehydy 5-7. Reakci vznika imin,
ktery se poté redukuje na amin ptidanim NaBH3CN (Schéma 4).

" 0. H 1.)AcOH; MeOH; Fﬁ Fi
2 moleculdrne sitd; | Xp 2.) NaBH;CN; NH
. 50 °C; 3.5 hod. . r.t.; 24 hod. .~
OBn
COOBn R2 OBn OBn
8 5.7 L COOBn | COOBn
2-4
R?= H3C~‘—CH3 F#—F 2: 73%
CH E 3:83%
o 4:52%
Bu CF;
Cy 6 7

5

Schéma 4: Dvoustupiiova reduktivni aminace.

V prvnim kroku pfislusny dibenzylovany amin 8 reagoval 3,5 hodiny s aldehydy 5-7
vV MeOH v ptfitomnosti AcOH a molekuldrnich sit pfi teplot¢ 50°C za tvorby iminl jako
meziproduktl, které bez izolace vstupovaly do dalSiho kroku. Tim byla redukce pfisluSnych
imind s NaBH3CN pf#i laboratorni teploté, ktera probihala 40 hodin za tvorby sekundarnich
aminu (2-4) ve vytézcich 52-83%.

Podrobny reakéni mechanismus adi¢né-elimina¢ni kondenzaéni reakce benzyl
4-amino-2-(benzyloxy)benzoétu (8) s para-substituovanymi aldehydy 5-7 za vzniku iminu je
zobrazen na Schématu 5.
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Schéma 5: Reakéni mechanismus vzniku iminu.

Reakce je zahajena nukleofilni adici primarniho aminu 8 na karbonylovou skupinu
aldehydt 5-7 a preskupenim elektronové vazby C=0 na kyslik karbonylu. Vznika tak nabita
neutralni molekula, kterd pienosem protonu z atomu dusiku na atom kysliku poskytuje
neutralni amino-alkohol (hemiaminal). AcOH protonuje kyslikovy atom hemiaminalu, tim se
preméni -OH skupina v 1épe odstupujici skupinu -H2O", ktera se odstépi jako molekula vody
pfi tvorbé iminového iontu pouzitim volného elektronového paru z dusiku na vznik dvojité
vazby C=N. Acetat nasledné ve finalnim kroku z atomu dusiku odstépi proton a vznika

neutralni imin.
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V reakéni smési vzniknuty imin se poté piidinim NaBH3CN redukuje na ptislusné
aminy jako finalni produkty, které jsou zaroveii cilovymi stavebnimi bloky 2-4 pro tvorbu
STATS3 inhibitort.
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5. Experimentalni ¢ast

Vsechny chemikalie a rozpoustédla, které byly potiebné pro syntézu, byly zakoupeny
z firmy Sigma-Aldrich a VWR International (Ceska republika).

Prabéh reakei byl kontrolovan pomoci tenkovrstevné chromatografie za pouziti TLC
desek Merck Silica gel 60 F254 (mobilni faze = P:EA a H:EA v raznych pomérech). Detekce
se provadéla UV lampou pfi vinové délce 254 nm. Teploty tani byly stanoveny na bodotavku

Blichi B-545 bez korekce.

'H a ¥C NMR spektra ptipravenych sloucenin byly méfeny pfi laboratorni teploté
v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-d6) a deuterovaném chloroformu (CDCl3) na FT
NMR spektrometru Varian S500 (499,87 MHz pro 1H a 125,71 MHz pro 13C). Chemickeé
posuny (8) protonti v *H NMR a uhlikti v 3C NMR spektrech jsou uvadény v jednotkach
ppm. V H NMR spektrech jsou uvadény vzhledem k centrdlnimu piku DMSO-d6 (8 = 2,50) a
CD30D-d4 (6 = 3,31), v 13C NMR spektrech vzhledem k centralnimu piku DMSO-d6
(6 =39,43) a CD30D-d4 (5 = 49,05). Interakéni konstanty (J) jsou uvedeny v Hz. Spinova
multiplicita je vyjadiena jako s (singlet), d (dublet), dd (dublet dubletu) nebo m (multiplet).

Hmotnostni spektra byla ziskana elektrosprejovou ionizaci (ESI/MS) a selekci iontu
pomoci trojitého quadrupodlu na pfistroji Agilent 6470. Ziskana spektra byla vyhodnocena
prostiednictvim programu MassHunter Qualitative Analysis B.07.00 (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA).
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5.1 Vseobecny postup benzylace kyseliny 4-amino salicylové (10):

Vychozi latka (6 g; 39.18 mmol) byla rozpusténa v suchém DMF (300 ml) a pii 0 °C
byl ptridan KO'Bu (1.1 eq; 43.098 mmol; 4.836 g) a po 15 minutach i BnBr (1.1 eq; 43.098
mmol; 5.12 ml). Kone¢na smés se michala 30 minut pfi 0 °C a 3.5 hodiny pii laboratorni

teplote.

Nasledné se smé&s ochladila na 0 °C, ptidalo se dalsi mnozstvi KO'Bu (1.1 eq; 43.098
mmol; 4.836 g) a po 15 minutach i BnBr (1.1 eq; 43.098 mmol; 5.12 ml). Smés se znovu

michala 30 minut p#i 0 °C a nasledné pies noc pti pokojové teploté.

Reakce byla ukoncena piidavkem vody (50 ml), smés byla nasledné¢ premisténa
do d¢lici nalevky a extrahovala se s EtOAc (3x400 ml). Organicka faze byla extrahovana
s nasycenym roztokem NaCl (400 ml), vysuSena S Na»SOs, piefiltrovana pies fritu
a zahusténa na RVO. Sloupcovou chromatografii ve fazi H:EA 30:1 — 20:1 — 10:1 — 8:1
byl izolovan majoritni pozadovany dibenzylovany produkt 8 (7.640 g; 59%) ve formé
nazloutlé pevné latky. Byly izolovany i vedlejsi minoritni produkty reakce, tzn.
monobenzylovany derivat 10 a tribenzylovany derivat 11, které byly pouzity do dalSich

reakci.

Monobenzylovany derivat 10 byl pouzit jako vychozi latka pro piipravu
dibenzylovaného a tribenzylovaného derivatu za pouziti KO'Bu (1.1 eq) a BnBr (1.1 eq)
v suchém DMF.

Kyselina 4-amino-2-(benzyloxy)benzoova (10)
NH, 10: C14H13NO3; m = 1.43 g; vytéznost: 15%; oranzova pevna latka
Teani = 139,6-141.3 °C.
opn OH (500 MHz; DMSO-ds): 5.29 (2H; s; CH2(Bn)), 6.01 (1H; d; J = 2.1 Hz; Ar),
COOH 6.13 (1H; dd; J = 8.8 Hz; J = 2.1 Hz; Ar), 6.16 (2H; bs; NH>), 7.34-7.36 (1H; m;
10 Ar), 7.38-7.45 (4H; m; Ar), 7.49 (LH: d; J = 8.7 Hz, Ar), 10.74 (1H; s; COOH).

oc (126 MHz, DMSO-ds): 66.3, 100.8, 106.9, 128.2, 128.4, 128.7, 131.8, 136.0, 153.6, 163.8,
169.9.

ESI-MS [M+H]" vypoc¢itand hodnota pro Ci1sH14aNO3z* (m/z) = 244.1; experimentalni
hodnota = 244.2.
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Benzyl 4-amino-2-(benzyloxy)benzoat (8)
8: C21H1eNO3; m = 7.706 g; vytéznost: 59%; nazloutla pevna latka
Tani = 85,6-87.4 °C.
oBn 6H (500 MHz; DMSO-dg): 5.07 (s; 2H; CH2), 5.20 (s; 2H; CH>), 5.97 (s; 2H;
coopn  NH2), 6.19 (dd; 1H; J = 1.9; 8.6 Hz; CH), 6.32 (d; 1H; J = 1.9 Hz; CH), 7.33 (m;
8 8H; 8xCH), 7.48 (d; 2H; J = 8.6 Hz; 2xCH), 7.59 (d; 1H; J = 8.6 Hz; CH).

NH,

oc (126 MHz; DMSO-dg): 64.7, 69.0, 97.5, 105.4, 105.8, 126.9, 127.3, 127.5, 127.6, 128.1,
128.2, 133.6, 136.9, 137.0, 154.6, 160.3, 164.7.

ESI-MS [M+H]" vypocitand hodnota pro CoiH20NOsz* (m/z) = 334.1, experimentalni
hodnota = 334.2.

Benzyl 4-(benzylamino)-2-(benzyloxy)benzoat (11):
NHBn 11: C2gH2sNO3; m = 1.659 g; vytéznost: 10%; oranzova pevna latka

Teani = 73.3-75.1 °C.
OBn
COOBn oH (500 MHz; DMSO-de): 4.35 (d; 2H; J = 6.0 Hz; CH2), 5.06 (s; 2H; CH>),

1 5.21 (s; 2H; CHy), 6.26 (dd; 1H; J = 1.9; 8.7 Hz; CH), 6.38 (d; 1H; J = 1.9 Hz;
CH), 7.09 (m; 1H; CH), 7.32 (m; 12H; 12xCH), 7.45 (m; 2H; 2xCH), 7.63 (d; 1H; J = 8.7 Hz;
CH).

oc (126 MHz; DMSO-ds): 45.9, 64.8, 69.2, 96.4, 104.5, 105.8, 126.8, 127.0, 127.2, 127.4,
127.5,127.6, 128.1, 128.2, 128.3, 133.4, 136.9, 139.3, 153.8, 160.2, 164.7.

ESI-MS [M+H]" vypocitand hodnota pro CogH2sNO3z* (m/z) = 424.2, experimentalni
hodnota = 424.3.
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5.2 Vseobecny postup konjugace primarniho aminu (8) s aldehydem (5-7)

a nasledna redukce iminu:

Aldehyd (5-7; 1.7 mmol) byl rozpustén v suchém MeOH (13.5 ml) a nésledn¢ byly
pridany 4A molekulova sita. Pfi pokojové teploté byla pridana bezvoda kyselina octova
(1.8 mmol) a smés byla michdna 1 hodinu pti pokojové teploté. Poté byl ke smési piidan
amin 8 (1 mmol) a vysledna reakéni smés se michala 3.5 hodiny pfi teploté 50°C.

Vzniknuty imin byl zredukovan na amin po pfidani NaBH3CN (2.5 mmol) k reakéni
smési pii pokojové teploté. Poté byla smés michana pii pokojové teploté po dobu 24 hodin.

Po prob¢hnuti reakce na zékladé analyzy TLC desticky byl MeOH odpaien na RVO,
tuhé reziduum bylo rozpusténo v DCM a pieneseno do délici nalevky. Organicka faze byla
extrahovana s nasycenym roztokem NaHCOs, H.O a nasycenym roztokem NaCl. Organicka
faze byla vysusena s Na>SOs, piefiltrovana ptes fritu a odpafena na RVO. Surova reakéni
smés se chromatografovala na sloupci silikagelu ve fazi H:EA:TEA = 4:1:2%. Finalni

vytéznosti se pohybovaly v rozmezi od 52-83%.

Benzyl 2-(benzyloxy)-4-((4-cyclohexylbenzyl)amino)benzoat (2):
2: CasH3sNO3; m = 369 mg; vytéznost: 73%; bila pevna latka
Trani = 133.7-135.5 °C.

on (500 MHz; CDClz): 1.27 (m; 2H; CHy), 1.41 (m; 4H; 2xCH>), 1.86 (m;
4H; 2xCHy), 2.50 (m; 1H; CH), 4.28 (d; 2H; J = 5.2 Hz; CH>), 5.08 (s; 2H;
CHy), 5.31 (s; 2H; CH2), 6.16 (d; 1H; J = 2.1 Hz; CH), 6.21 (dd; 1H; J = 2.1;
8.7 Hz; CH), 7.19 (d; 2H; J = 8.1 Hz; 2xCH), 7.24 (d; 2H; J = 8.1 Hz; 2xCH),
7.30 (m; 6H; 6%CH), 7.40 (m; 2H; 2xCH), 7.44 (m; 2H; 2xCH), 7.84 (d; 1H;
BnO™ "0 J=8.7 Hz; CH).

HN

OBn

oc (126 MHz; CDCl3): 26.1, 26.9, 34.5, 44.2, 47.5, 65.8, 70.5, 97.3, 104.9, 108.5, 126.9,
127.2, 127.5, 127.6, 127.7, 128.0, 128.4, 128.5, 134.4, 135.5, 136.8, 136.9, 147.6, 153.0,
160.9, 165.7.

ESI-MS [M+H]" vypo¢itand hodnota pro CzsHzsNOsz* (m/z) = 506.3, experimentalni
hodnota = 506.8.
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Benzyl 2-(benzyloxy)-4-((4-(trifluoromethyl)benzyl)amino)benzoat (3):

CF, 3: C29H24F3NO3; m = 256 mg; vytéznost: 52%; zlutd pevna latka

Tuwni = 87.6-89.5 °C.

6H (500 MHz; CDCl3): 4.40 (d; 2H; J = 4.6 Hz; CH>), 5.06 (s; 2H; CH>), 5.30
(s; 2H; CHy), 6.11 (d; 1H; J = 2.1 Hz; CH), 6.17 (dd; 1H; J = 2.1; 8.6 Hz;
CH), 7.31 (m; 5H; 5xCH), 7.39 (m; 5H; 5xCH), 7.48 (m; 1H; CH), 7.58 (m;

;)B” 2H; 2xCH), 7.61 (m; 1H; CH), 7.82 (d; 1H; J = 8.6 Hz; CH).
BnO O

HN

oc (126 MHz; CDCls): 47.1, 65.9, 70.4, 97.3, 104.9, 108.9, 125.4, 125.7,
126.7, 126.8, 127.3, 127.6, 127.8, 128.0, 128.4, 128.5, 134.4, 136.6, 142.5, 152.5, 160.8,
165.7.

ESI-MS [M+H]" vypocitand hodnota pro C9HzsFsNOsz* (m/z) = 492.2, experimentalni
hodnota = 492.3.

Benzyl 2-(benzyloxy)-4-((4-(terc-butyl)benzyl)amino)benzoat (4):
By 4: C32H33NOs3; m = 398 mg; vytéznost: 83%; nazloutla pevna latka
Ttani = 90.6-92.1 °C.

dr (500 MHz; DMSO-d6): 1.26 (s; 9H; 'Bu), 4.28 (d; 2H; J = 5.8 Hz; CHo),

AN 5.06 (s; 2H; CH2), 5.20 (s; 2H: CH,), 6.24 (dd; 1H; J = 1.7; 8.7 Hz; CH), 6.36
(d; 1H; J = 1.7 Hz; CH), 7.02 (m; 1H; CH), 7.30 (m; 13H; 13xCH), 7.44 (d;
OBn  2H; J = 7.4 Hz; 2xCH), 7.60 (d; 1H; J = 8.7 Hz; CH).
4
BnO (6]

oc (126 MHz; DMSO-ds): 31.0, 31.1, 34.1, 45.6, 64.7, 69.2, 96.4, 105.7,
125.0, 126.9, 127.1, 127.3, 127.5, 127.6, 128.1, 128.2, 133.4, 136.1, 136.8, 136.9, 149.1,
153.9, 160.2, 164.7.

ESI-MS [M+H]" vypo¢itand hodnota pro CzHaaNOsz* (m/z) = 480.2, experimentalni
hodnota = 480.4.
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6. Zavér

V prvni kapitole teoretické casti bakalaiské prace se vénuji obecnym poznatkiim
o rakoving, jeji prevenci a terapii. Prevence je rozdélena na primarni, sekundarni a terciarni,
které jsou ve zkratce vysvétleny. Nejdalezitéjsi metody terapie jsou chirurgicka,
chemoterapie, radioterapie a imunoterapie, kde u kazdé je vysvétlen princip a mozZnosti dané

terapie.

V dalsi kapitole jsem popsal skupinu STAT proteint a hlavné podskupinu STAT3
proteinti a jejich inhibitorti. Vysvétlil jsem mechanismus G¢inku a jednotlivé moznosti
inhibice. Nésledovala velké podkapitola vénovand STAT3 inhibitoram, které se rozdélily na
Upstream inhibitory, inhibitory receptori na povrchu bunék, kinazové inhibitory, inhibitory
STAT3-SH2 domény a STAT3 DNA-vazajici doménové inhibitory.

Prakticka ¢ast prace zac¢ina cili prace, kterymi jsou ¢tyii stavebni bloky 1-4. Nasledna
retrosynteticka analyza pfipravy téchto ¢tyf stavebnich bloki 1-4 potiebnych pro syntézu
analogti STAT3 inhibitoru BP-1-102 vede ke kyselin¢ 4-aminosalicylové (9).

Experimentélni c¢ast se v prvni c¢asti vénuje studiu benzylaéni reakce kyseliny
4-aminosalicylové (9). Podatilo se mi izolovat a popsat v§echny t¥i mozné produkty benzylace
8, 10 a 11. Byly popsany pomoci *H a 3C NMR a MS hmotnostnich spekter a kazdému byla
na zékladé TLC desticky prfidélena i piislusna Rf hodnota ve fazi H:EA = 2:1. Reakéni
mechanismus benzylace byl podrobné popsan. Na *H NMR spektrech jsem nasledné ukézal a

popsal rozdily mezi jednotlivymi derivaty.

Druhou ¢asti bylo studium reduktivni aminace, tzn. dvoustupiiové piipravy amina 2-4
reakci benzyl 4-amino-2-(benzyloxy)benzoatu (8) s para-substituovanymi aldehydy 5-7.
Prvnim stupném je ptiprava imint, které bez dalsi izolace podléhaly redukci za tvorby

aminu 2-4. Tvorba piislusnych imint je podrobné popsana a vysvétlena.

VSechny ctyfi poZzadované stavebni bloky 1-4 pro syntézu analogl inhibitoru
BP-1-102 jako inhibitort STAT3 se mi podafilo pfipravit a tim jsem splnil stanovené cile

prace.
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