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Seznam pouzitych zkratek

ADP adenosindifosfat

app. bt vypada jako Siroky triplet

AMK aminokyselina

ATP adenosintrifosfat

Bag athanogen asociovany s Bcl2

bd Siroky dublet

BiP protein vazici imunoglobuliny (binding imunoglobulin protein)

bs Siroky singlet

d dublet

dd dublet dubletu

DCM dichlormethan

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMF N, N*-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

ekv. ekvivalent

ESI*-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim
modu

Et,O diethylether

EtOAC ethyl-acetat

EtOH ethanol

FAM karboxyfluorescein

FP fluorescenéni polarizace

G361 buné&c¢na linie maligniho melanomu

HIP protein interagujici s Hsc70 (Hsc70-interacting protein)

HOP protein zprostfedkovavajici interakci mezi Hsp70 a Hsp90

(Hsp70/Hsp90 organizing protein)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hsc heat-shock cognate protein

Hsp protein teplotniho Soku (heat-shock protein)
CHIP protein interagujici s C-koncem Hsp70

J interakéni konstanta

K562 buné&cna linie chronické myeloidni leukemie
m multiplet

MeOH methanol

MCF7 bunécna linie adenokarcinomu prsu
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1 Uvod a cile prace

Nejenom v bunce, ale i v ramci celého organismu, plni proteiny fadu dualezitych funkci,
k nimz je nezbytné jejich spravné sloZeni do funkéni konformace. Nékteré proteiny
potfebuji k tomuto sloZzeni molekularni chaperony, coz jsou proteiny maijici v burice
fadu funkci: pomahaji skladat casteéné sloZené a nesloZzené proteiny, ucastni se
skladani nové syntetizovanych proteint, zabranuji agregaci nefunk&nich protein(,
pomahaji degradovat nezZadouci proteiny a nékteré chaperony dovedou i rozbalit
a opét slozit chybné slozeny protein. VétSinu chaperonu tvofi heat-shock proteiny,
které pro svou funkci pouzivaji energii ziskanou hydrolyzou ATP. Heat-shock proteiny
délime podle molekulové hmotnosti (kDa) na rodiny Hsp60, Hsp70 a Hsp90
(Alberts, 2008). Hsp70 jsou spojovany s nékterymi neurologickymi nebo
nadorovymi onemocnénimi.

Jelikoz je inhibice ATPasové aktivity Hsp70 moznym terapeutickym cilem pro vyse
zminéna onemocnéni, je cilem teoretické Casti vypracovani literarni reSerSe na téma
Hsp70 a moznosti jeho inhibice. Experimentalni ¢ast se zabyva syntézou potencialnich
inhibitord Hsp70 strukturné odvozenych od adeninu a jejich charakterizaci pomoci
dostupnych fyzikalné-chemickych metod. U potencialnich inhibitord byla zjiStovana
jejich biologicka aktivita v kompetiénim fluorescenénim polarizaénim testu a cytotoxicita

na vybranych nadorovych bunécnych liniich.
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2 Heat-shock proteiny 70

Heat-shock proteiny 70 (Hsp70) tvofi rodinu molekularnich chaperont s molekulovou
hmotnosti 70 kDa. Objev Hsp ucinil v roce 1962 Ritossa pfi zkoumani bunék slinnych
Zlaz octomilky (Drosophila melanogaster), které vystavil po definovanou dobu zvySené
teploté (Ritossa, 1962). O nékolik let pozdéji bylo zjisténo, ze preziti bunék zpusobila
zvySena exprese 70 kDa heat-shock proteinu (Tissiere et al., 1974).

Hsp70 piIni v bunce mnoho funkci, jak pfi fyziologickém stavu bunky, tak
pfi bunéCném stresu. Pomahaji skladat nové vznikajici proteiny, transportovat vezikuly
a proteiny v ramci buriky, pomahaji degradovat nechténé proteiny a skladat a rozkladat
komplexy proteind (Obr. 1). Diky témto funkcim napomahaji v burice udrzovat

proteinovou homeostazi.
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Obr. 1 Funkce Hsp70. Hsp70 je na obrazku znazornén jako chaperon, pfevzato z Muchowski a Wacker,
2005.

Clenové rodiny Hsp70 jsou velice konzervované proteiny, které se vyskytuji napfic
vSemi FiSemi organisml. Nachazi se u bakterii (DnaK), kvasinek (Ssa), rostlin
(atHsp70 - Arabidopsis thaliana) a u Clovéka (Hsp70). Srovnanim DnaK z E. coli
a eukaryotnino Hsp70 byla zjisténa 50% shoda mezi témito proteiny
a pfiblizné 70% podobnost v aminokyselinové sekvenci (Gupta, 1998).

V lidskych bufkach existuje 16 isoforem Hsp70 (Tab. 1), které dohromady tvofi
pfiblizné 2 % proteomu buiky (Zylicz a Wawrzynow, 2001). Mezi nejdllezitéjsi
konstitutivné exprimované isoformy patfi heat-shock cognate protein (Hsc70), ktery se

nachazi vijadfe a cytosolu, dale protein vazici imunoglobuliny (BiP)
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v endoplasmatickém retikulu a mitochondrialni mtHsp70 (Daugaard et al., 2007).
Stres, kterym je napf. zména teploty, pfitomnost tézkych kovu, mikrobialni infekce, oxid
dusnaty, zvySena hladina vapenatych kationtl, antibiotika apod., slouzi jako impuls
pro navazani prislusnych transkripénich faktord na dany promotor, &imz se
zvySi exprese stresovych forem Hsp70 (Kiang a Tsokos, 1998). Nékteré stresové
proteiny jsou exprimované ve vSech tkanich (napf. Hsp72), zatimco u nékterych
isoforem je exprese tkanové specificka (napf. Hsp12A je exprimovany v mozku,

ledvinach a svalech) (Brocchieri et al., 2008).

Tab. 1. Isoformy lidského Hsp70. Data v tabulce byla pouzZita z www.uniprot.org.

protein alternativni nazev genu homologie pocet
nazev k Hsp70-1A/1B AMK
(%)
Hsp70 1A/1B Hsp71, HSPA1A, 100 641
Hsp72 HSPA1B
protein  podobny  Hsp71 - HSPA1L 89 641
(heat shock 70 kDa protein
1-like)
Hsc71 Hsc70 HSPAS8 85 646
(heat shock cognate 71 kDa
protein)
70 kDa protein 2 pfibuzny - HSPA2 83 639
(heat shock-related 70 kDa
protein 2)
Hsp70-6 - HSPA6 82 643
(heat shock 70 kDa protein 6)
GRP-78 BiP HSPAS5 60 654
stres-70 protein GRP-75, HSPA9 44 679
mortalin,
mtHsp70
predpokladany Hsp70-7 - HSPA7 44 367
(putative heat shock 70 kDa
protein 7)
Hsp70-14 Hsp60 HSPA14 27 509
Hsp70-4 - HSPA4 24 840
Hsp105 Hsp110 HSPH1 23 858
Hsp70-4L - HSPA4L 23 839
Hsp70-13 STCH HSPA13 23 471
protein 1 fizeny zvySenou Grpl70 HYOU1 17 999
hypoxii
(hypoxia up-regulated protein 1)
Hsp70-12A - HSPA12A 14 675
Hsp70-12B - HSPA12B 13 686

2.1 Struktura Hsp70

Nejvice informaci o struktufe Hsp70 nam poskytuje DnaK z E. coli (Zhu et al., 1996).
Vzhledem k vysoké homologii aminokyselinovych sekvenci mezi DnaK a lidskym
Hsp70 Ize k popisu struktury lidského analogu pouzit krystalovou strukturu DnaK.

Hsp70 se skladaji ze dvou nezavislych domén: na N-konci z konzervované nukleotid
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vazebné domény (NVD) s ATPasovou aktivitou a z vice variabilni substrat vazebné
domény (SVD) na C-konci (Obr. 2). Obé domény jsou navzajem spojeny kratkym
hydrofébnim raménkem (Aprile et al., 2013).

rameénko

nukleotid vazebna doména substrat vazehna doména

Obr. 2 Krystalova struktura DnaK z E. coli (PDB: 2KHO).

2.1.1 Substrat vazebna doména

Substrat vazebna doména se sklada ze dvou poddomén: 25 kDa [B-listové a 10 kDa
helikalni. B-listova poddoména je tvofena sendvi¢em dvou stoCenych C&tyffetézcovych
B-listd s vy€nivajicimi smycCkami, které stabilizuji navazany substrat. Helikalni
poddoména se sklada z péti helix (Obr. 3). Helixy A a B jsou sbaleny kolem (-listové
poddomény, kde stabilizuji vnitfni smyC€ky L;,a L,s. Helix B navic vytvafi solny mistek
a nékolik vodikovych vazeb mezi vnéjSimi smyckami L;4 a Lsg, €imzZ uzavird substrat
vazebné misto jako viko. Na C-konci substratové vazebné domény se nachazi EEVD

motiv, ktery umoznuje navazani nékterych ko-chaperonti (Mayer a Bukau, 2005).

Obr. 3 Substrat vazebna doména DnaK E. coli (PDB: 2KHO).
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2.1.2 Nukleotid vazebna doména

Nukleotid vazebnou doménu (NVD) tvofi tetramer skladajici se ze dvou velkych
globularnich poddomén | a Il, které jsou dale rozdéleny na podjednotky A a B.
Ve spodni Casti jsou ob& poddomény rozdéleny hlubokym zafezem vytvarejicim
vazebné misto pro adenosinové nukleotidy (Obr. 4a) (Flaherty et al., 1990).

Spravnou lokalizaci ATP v aktivnim misté zajiStuje hydrofobni adenosin vazebna
kapsa a rozsahla sit vodikovych interakci mezi B- a y-fosfatem ATP a residui vSech
Ctyf podjednotek NVD. Molekula ATP je navic v aktivnim centru koordinovana pomoci
Mg?" iontu, se kterym vytvari B- a y-fosfat komplex (Obr. 4b). Na hydrolyze ATP
se pravdépodobné nejvyznamnéji podili Glu171 koordinujici atakujici molekulu vody
a fungujici také jako akceptor uvolnéného protonu a dale Lys70, ktery stabilizuje

pentavalentni pfechodovy stav fosfatu béhem hydrolyzy ATP (Kityk et al., 2012).

a) b)
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Obr. 4 Vazba ATP v nukleotid vazebné doméné. a) struktura domény (PDB: 4B9Q). b) schéma interakci
mezi ATP a jednotlivymi residui nukleotid vazebné domény (PDB: 4JN4).

2.1.3 Rameénko

Flexibilni raménko s vysoce konzervovanou sekvenci tfinacti aminokyselin spojujici
nukleotid a substrat vazebnou doménu hraje dulezitou roli v interdoménové komunikaci
a interakci s J-proteiny. Esencidlni sekvenci je motiv Val389-Leu-Leu-Leu-Asp393.
Studie s bodovymi mutacemi ukazaly, ze residua Val389, Leu391 a Asp393 jsou
klicova pro interdoménovou komunikaci a interakci s NVD (Vogel et al., 2006), zatimco

Leu390 s Leu392 jsou nezbytné pro interakci s J-proteiny (Kumar et al., 2011).
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2.2 ATPasovy cyklus

Hsp70 se vazi na klientské proteiny diky rozpoznani kratkého degenerovaného motivu,
ktery je tvofeny fetézcem péti rezidui bohatych na hydrofébni aminokyseliny (Leu, lle,
Val, Phe, Tyr) a je obklopen regiony s pozitivné nabitymi aminokyselinami. Tyto motivy
se vyskytuji ve vSech proteinech v priméru kazdych 30-40 aminokyselin. Pokud je
protein spravné sloZen, nachazi se nejvice hydrofébnich motivi uvnitf proteinu,
zatimco pfi zméné konformace a po denaturaci se tyto motivy dostavaji na povrch. Tim
je vysvétlena schopnost Hsp70 vazat se na Spatné slozené proteiny, nikoliv v§ak
na formy nativni (Rudiger et al., 1997).

Vazba substratu je alostericky regulovana vazbou ATP/ADP. Protein existuje
ve dvou konformacnich stavech s navazanym ATP - oteviena konformace (nizka
afinita k substratu) nebo s navazanym ADP (uzaviena konformace, vysoka afinita
k substratu). Samovolny pfechod mezi témito dvéma konformacemi je pfilis pomaly,
proto jsou zapotfebi kofaktory: J-proteiny (v nékterych pfipadech zprostfedkovavaji
navazani klientského proteinu a stimuluji ATPasovou aktivitu) a proteiny vyménujici
nukleotidy (NEF) (zpUsobuji oddisociovani ADP, a tim padem i uvolnéni opraveného
klientského proteinu).

ATPasovy cyklus je zahdjen budto pfimym navazanim klientského proteinu
(substratu) do hydrofébniho vazebného mista v SVD, nebo je tento proces
zprostfedkovan J-proteiny. Interakci Hsp70 s J-proteiny dochazi ke konformaénim
zménam proteinu, které vedou k hydrolyze ATP a uzavieni substratu v aktivnim misté
(Obr. 5). J-proteiny stimuluji ATPasovou aktivitu Hsp70 az 1000krat, bez téchto
proteint by hydrolyza jednoho ATP trvala pfi 30 °C pfiblizné 20 az 30 min. Jakmile je
v nukleotidové vazebné doméné ADP, helix B uzavie substrat jako viko. Smycka L;,
navic vytvafi s hlavnim Fetézcem klientského peptidu vodikové vazby a hydrofébni
interakce, ¢imz je afinita pro substrat zvySena 9-400krat. Aby mohlo dojit k uvolnéni
opraveneého, klientského proteinu z Hsp70, musi dojit pomoci NEF k uvolnéni ADP
a naslednému navazani ATP. Na zméné konformace klientského proteinu se mulze
podilet nékolik Hsp70 najednou (Kampinga a Craig, 2010, Mayer a Bukau, 2005,
Mayer, 2013).
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Obr. 5 Schéma ATPasového cyklu Hsp70 podle Kampinga a Craig, 2010.

2.2.1 J-proteiny

J-proteiny (neboli Hsp40) jsou rozsahlou skupinou ko-chaperont, které interagu;ji
s Hsp70: zprostfedkovavaji hydrolyzu ATP, na ¢emz zavisi uzavieni substratu v kavité
substrat vazebné domény (Kelley, 1999). J-proteiny obsahuji konzervovanou oblast,
J-doménu, pfiblizné o 70 aminokyselinach. Tento motiv, nezbytny pro navazani
J-proteinu na flexibilni raménko, je tvofeny &astecné& konzervovanym tripeptidem His,
Pro a Asp, ktery se nachazi ve smylce mezi helixy 1l a Ill (Obr. 6a)
(Greene et al., 1998). J-proteiny délime podle obsahu domén na tfi skupiny (Obr. 6b)
(Kampinga a Craig, 2010).

a) b)
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His33 \‘? ) helix il
Pross~=3 . ]
AspBS’—;,qt)-} Typ

Obr. 6 J-proteiny. a) Struktura J-domény bakterialniho J-proteinu z E. coli (PDB: 1XBL). b) rozdéleni
J-proteint podle obsazenych domén: J = J-doména, G/F = oblast bohata na Gly a Phe, Zn = zinkovy prst
(zinc finger domain), C = C-terminalni doména, prevzato z Mayer a Bukau, 2005.

2.2.2 Proteiny vyménujici nukleotidy

NEF hraji dllezitou roli v ATPasovém cyklu, protoze vyménuji nukleotidy. Nejlépe
popsanym NEF je bakterialni protein GrpE z E. coli. Jedna se o dimer skladajici se
z hlavniho dlouhého o-helixu, na jehoz konci je nékolik menSich helixd
a B-smycek (Obr. 7).
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C-konec GrpE
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9 1\\
distalni B-list4 L3

Obr. 7 GrpE v komplexu s DnaK z E. coli. Fialové je znazornéno GrpE neinteragujici s DnaK, modre
GrpE interagujici s DnaK a Cervené nukleotid vazebna doména DnaK. Napravo je znazornén komplex
GrpE s DnaK otoceny o 90°(PDB: 1DKG).

B-listova doména GrpE reaguje s doménami IB a |IB DnaK z obou stran nukleotid
vazebného mista. Nékolik aminokyselin fetézce GrpE (Arg104, Glu107, Val108)
zprostfedkovava intermolekularni kontakty s DnaK (Asn282, Pro284, Tyr285).
Navazani GrpE do tohoto nukleotid vazebného mista zplUsobi pooto¢eni subdomény
IIB, ¢&imz dojde k otevieni vazebného mista a kuvolnéni ADP
(Harrison, 2003, Harrison et al., 1997).

Lidskym ekvivalentem GrpE jsou Bag proteiny, kterych existuje asi Sest druhl
(Takayama et al., 1999).

2.3 Interakce s dalSimi ko-chaperony

Kromé jiz zminénych NEF a J-proteinu interaguje Hsp70 i s dalSimi ko-chaperony.
Jejich spole€nym strukturnim prvkem je obsah tetratrikopeptidové repetice (TPR),
kterou se ko-chaperony vazi na EEVD motiv Hsp70.

2.3.1 HOP

Jednim z ko-chaperont interagujicich s Hsp70 je 60 kDa protein HOP,
zprostfedkovavajici interakci mezi Hsp70 a Hsp90. HOP ma tfi domény (TPR1, TPR2A
a TPR2B) a kazda obsahuje tfi TPR motivy (Scheufler et al., 2000). HOP se na Hsc70
vaze pomoci TPR1, rozpoznanim motivu PTIEEVD, zatimco TPR2A a TPR2B se
specificky vazi na Hsp90. TPR2A rozpoznava pét C-terminalnich residui Hsp90
(MEEVD) (Hernandez et al., 2002). HOP hraje také dllezitou roli pfi maturaci receptort
steroidniho hormonu (Obr. 8) (Durech et al., 2012).
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Obr. 8 Maturace steroidniho receptoru. Chaperonovy cyklus maturace receptord pro steroidni hormon
(SHR) zahrnujici Hsp70, Hsp90 a jejich ko-chaperony, podle Durech et al., 2012.

2.3.2 HIP

HIP (jinak nazyvan p48) je dimer se 40 kDa podjednotkami, ktery interaguje s Hsp70,
kde se vaze do jeho nukleotid vazebné domény (Hohfeld et al., 1995). HIP zpomaluje
cyklus Hsp70 tim, Zze pomaha stabilizovat konformaci Hsp70 s navazanym ADP,
a pfesmérovava také komplex Hsp70-ADP-substrat k Hsp90 nebo k degradaci pomoci
proteasomu (Obr. 9). HIP je pravdépodobné schopen interagovat se dvéma Hsp70
na stejném substratu, ¢imz se pravdépodobné oddaluje uvolnéni substratu
(Li et al., 2013b).

%\ systém Hsp90

?
Klientsky protein\A ; %\ /
‘ f ] Hop

ATP| ¢ P; o
\ | 1
Hsp70 i

ADP| ADP

ATP

AT ¥ st |
skladani M ‘%\ a x
(%I l ADP

Obr. 9 Model funkce HIP v kontrole kvality proteint, podle Li et al., 2013b.

3 cyklusHsp70

I

2.3.3 CHIP
DalSim proteinem s TPR doménou je CHIP interagujici s C-koncem Hsc70. Kromé této

domény obsahuje i U-box doménu dohlizejici na stanoveni priority pro navazani Hsp70
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nebo Hsp90 (Ballinger et al., 1999). CHIP je dimer o velikosti 35 kDa a funguje jako E3
ubiquitin ligasa, tzn. ze pfidava na substrat ubikvitinilaCni znacCku, podle které

proteasom rozpozna, jaky protein ma degradovat (Jiang et al., 2001).

2.4 Klinicky vyznam

Hsp70 souvisi s mnoha onemocnénimi. Patologie onemocnéni je spojovana bud' s jeho
nadmérnou aktivitou (napf. abnormalni stabilizace specifického substratu), nebo
s nedostateCnou funkci. Tento jev vyplyva ze selhani Hsp70 spravné rozeznat

a preskladat Spatné slozené substraty (Patury et al., 2009).

2.4.1 Rakovina
Hsp70 je spojen srakovinnym onemocnénim prsu, endometria, stfeva a prostaty
(Evans et al., 2010). Na zaCatku tumorogeneze zpusobenou expresi onkogenu
(napf. c-myc) dovede Hsp70 ochranit buriky pfed jejich transformaci na burky
rakovinné. Hsp70 potlacuje bunénou senescenci, ktera je dllezitym protirakovinnym
mechanismem v brzkych stadiich bujeni a pro uspé&Snou Ié¢bu rakoviny
(Goloudina et al., 2012). O Hsp70 je znamo, Zze maji v rakoviné minimalné tfi ulohy.
Snazi se potlacit konformacni zmény zmutovanych proteind béznych u rakovinnych
bunék, specificky inhibuji drahy bunéné smrti a v neposledni fadé mitochondrialni
Hsp70 pfimo inaktivuji tumor supresorovy protein p53 (Zuiderweg et al, 2013). Bohuzel
zvySeny vyskyt Hsp70 v nadorech koreluje s nizSi prognézou pro uspésnou terapii
(Ciocca a Calderwood, 2005).

Hsp70 také pfimo inhibuje nékolik kroku v apoptotické signalni draze. Inhibuje
lysosomalni permeabilizaci membran, uvolfiuje cytochrom ¢ z mitochondrie a aktivuje

a premistuje proapoptotické faktory (Patury et al., 2009).

2.4.2 Neurologicka onemocnéni

Spousta  neurodegenerativnich  onemocnéni  (Alzheimerova, Parkinsonova
a Huntingtonova choroba) jsou zplUsobeny nadmérnou akumulaci Spatné slozenych
proteinll (Kirkegaard et al., 2010).

Chafekara et al. zkoumali vliv aktivatoru (SWO02) a inhibitoru (CE12) Hsp70
na polyglutaminové shluky proteinu. Zjistili, Ze zvySenou aktivitou Hsp70 dochazi
k rozpusténi nezadoucich shlukl proteinl, tim se vS8ak zaroven zvysi jejich toxicita.
Na druhou stranu se inhibici Hsp70 sice snizi mnozZstvi rozpusténych proteinu, ale
dojde ke sniZeni toxicity. Jako novym terapeutickym cilem se tedy jevi kombinace
aktivatoru a inhibitoru, kdy by dochazelo k rozpusténi nezadoucich shluk( proteind

a zaroven i ke sniZeni toxicity rozpusténych proteint (Chafekar et al., 2012).
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3 Inhibice heat-shock proteinu 70

Rodina proteind Hsp70 je vhodnym terapeutickym cilem pro fadu onemocnéni.
Vhodnym mistem pro vazbu Ié€iva jsou substrat a nukleotid vazebné domény, dalsim
moznym zpUsobem je naruSeni protein-proteinovych interakci Hsp70 s ko-chaperony
(napf.Bag-1 a HOP) (Massey, 2010).

3.1 Inhibitory substrat vazebné domény

3.2 Latky mimikujici substrat

Bylo zjisténo, ze se na DnaK E. coli vaze fada kratkych antibakterialnich peptidd
napf. pyrrhocoricin, drosocin a apidaecin (Otvos et al, 2000). Pyrrhocoricin
(VDKGSYLPRPTPPRPIYNRN) inhibuje in vitro ATPasovou aktivitu DnaK vazbou
do substrat vazebné domény mezi helixy D a E (Kq= 50 yM) a in vivo inhibuje skladani
substratu (Kragol et al., 2001).

3.2.1 2-fenylethynsulfonamid

2-fenylethynsulfonamid, neboli pifithrin-y, (Obr. 10) se vaze do substrat vazebné
domény Hsp70 a naruSuje tim interakce s ko-chaperony a proteinem p53
(Leu et al., 2009). Kaiser et al. zjistili, ze 2-fenylethynsulfonamid inhibuje Hsp70
u akutni myeloidni leukemie (ICso = 8,9 uM) (Kaiser et al., 2011).

9
@%ﬁ—NHz
@)

Obr. 10. 2-fenylethynsulfonamid

3.3 Inhibitory nukleotid vazebné domény

3.3.1 NSC 630668-R/1

Fewell et al. screeningem latek odvozenych od 15-deoxyspergualinu objevili
NSC 630668-R/1 (Obr. 11). Tato slou€enina, zkracené R/1, inhibuje ATPasovou
aktivitu kvasinkového Ssalp (ICsp = 100 pM) a in vitro translokaci proteinu
do endoplazmatického retikula, zprostfedkovanou dvéma Hsc70 — Ssapl a BIiP
(Fewell et al., 2001).
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Obr. 11 Inhibitor NSC 63068-R/1.

3.3.2 MKT-077

MKT-077 je kladné nabité rhodacyaninové barvivo (Obr. 12), které se vaze pobliz
vazebného mista pro ATP v mtHsp70. Jeho selektivita je zpusobena iontovym
charakterem slouc€eniny, diky ¢emuz se hromadi kvuli protonovému gradientu v rychle
se délicich rakovinnych burnkach. MKT-077 inhibuje proliferaci rakovinnych buné&cnych
linii prsu, stfeva a mofového méchyre (IC5, ~ 1-5 uM) (Koya et al., 1996). BohuZel
dochazi k jeho rychlé metabolizaci diky oxidaci na pyridinovém a benzothiazolovém
kruhu, proto jsou vsouCasné dobé hledany stabilngjsi sloueniny odvozené
od MKT-077 (Li et al., 2013a).

Obr. 12 MKT-077.

3.3.3 Sulfoglykolipidy

Mamelak a Lingwood zjistili pomoci doménové delece a bodové mutace, Ze jsou
sulfogalaktosyl-ceramid a sulfogalaktoglycerolipid vazany do nukleotid vazebné
domény (Mamelak a Lingwood, 2001). Pravdépodobné se jedna o nekompetitivni
inhibitory, protoze se neméni K, hydrolyzy ATP a snizuje se Vnax. Bylo zjiSténo, Ze se
adamantylovy derivat sulfoglykolipidu specificky vaze na Hsp70 v hovézim mozku
(ICso = 50 uM), coz by mohlo mit potencialni uplatnéni pfi Ié¢bé neurodegenerativnich

onemocnéni (Whetstone a Lingwood, 2003).

3.3.4 Inhibitory s flavonoidni strukturou
(-)-epigallokatechin gallat (Obr. 13a) je pfirodni polyfenolicky flavonoid ze zeleného
Caje, u néhoz byla pomoci afinitni chromatografie zjiSténa interakce s BIiP

(Kg = 0,7 uM). U myricetinu (Obr. 13b) se takeé zjistilo, Ze funguje jako inhibitor Hsp70
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(ICso ~ 10 yM) a navic iniciuje degradaci tau proteinu (protein spojeny s Alzheimerovou
chorobou) (Jinwal et al., 2009).

Obr. 13 Inhibitory s flavonoidni strukturou. a) (-)-epigallokatechin gallat b) myricetin.

3.3.5 Latky mimikujici ATP
Williamson et al. vroce 2009 za pomoci krystalové struktury komplexu ATP

s Hsc70/Bagl navrhli a pfipravili sérii 8- a 8,5'-substituovanych derivatli adenosinu
(Obr. 14).

NH,

N N R4 = H, NH,, substituované benzylaminy
U _ N\>—R1 R, = H, Me, Bz, 4-CNBz, 4-CF3Bz
N WOH
(o]
"OH

o-Rz

Obr. 14 8,5‘-disubstituované derivaty adenosinu.

Substituci adenosinu amino skupinou v poloze C8 doSlo k vyraznému snizeni [Csq
z 560 uM (adenosin) na 9,4 pM (8-aminoadenosin). Pozitivni vliv na aktivitu mélo
pridani aromatického kruhu do pozice C8 - 8-(3,4-dichlorbenzylamino)adenosin (1)
(ICsy = 9,1 uM). Naslednou substituci 4-kyanobenzylem v poloze 5
u 3,4-dichlorbenzylamoniadenosinu byla sniZzena hodnota ICs, na 0,5 uM (II).
S nékterymi inhibitory byly pfipraveny krystalové komplexy s Hsc70/Bag-1. Krystalova
struktura I/Hsc70/Bag-1 (Obr. 15) odhalila posun Arg272, ¢imz doslo k vytvofeni

T-interakce mezi C8 substituentem a Arg272.
| Thea?

Tyr337

Obr. 15 Krystalova struktura komplexu I/Hsc70/Bag1 (PDB: 3FZK).
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V krystalové struktufe komplexu II/Hsc70/Bagl (Obr. 16) byla pozorovana stabilizace
inhibitoru ve vazebném misté pomoci nékolika tr-interakci mezi Arg272, aromatickymi

kruhy obou substituent a Tyr15.

Obr. 16 Krystalova struktura komplexu II/Hsc70/Bagl (PDB: 3FZM).
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4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

Pfi pfipravé jednotlivych produktl byly pouzity nasledujici chemikalie: adenin,
3,4-dimethoxybenzylamin (Across Organics); aceton-ds, benzylamin, borohydrid sodny,
dimethylsulfoxid-dg (DMSO-dg), ethylenkarbonat, 3-chlorbenzylamin,
3,4-dichlorbenzylamin, 3,4,5-trimethoxybenzylamin, 4-methylbenzylamin (Aldrich);
N,N-diisopropylethylamin (DIPEA), 2-fenylethylamin, 4-chlorbenzylamin
a 4-methoxybenzylamin (Fluka); (4-trifluormethyl)benzylamin (Fluorochem Limited);
methanol (MeOH) HPLC (distoty (LAB-SCAN analytical sciences); aceton,
N,N=dimethylformamid DMF, chloroform, methanol, NaOH, octan sodny, petrolether
(PE) (Lachner); 2,5-dimethoxybenzylamin (Maybridge); ethanol (EtOH) UV/VIS Cistoty
(Penta) a adenosin (Olchemim s.r.0.), demi voda, 8-bromadenin byl pfipraven
v laboratofi organické syntézy Oddéleni chemické biologie a genetiky, Centrum regionu

Hana.

Sucha rozpoustédla byla pfipravena podle postup Bradley et al., 2010. K aktivovanému
3A° molekulovému situ (24 hodin — 300 °C) bylo pfidano dané rozpoustédio (20% m/v)

a takto bylo sudeno pod CaCl, zatkou po dobu minimalné 72 hodin.

4.2 Metody

Syntéza za pomoci mikrovin byla provedena v mikrovinném reaktoru (MR) Discover SP
(CEM Corporation) v uzavieném systému (tlakova ampule).

Prubéh reakci byl sledovan pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC)
na hlinikovych destickach pokrytych silikagelem 60 Fu, nebo 60 RP-18 Fysy
(Merck KGaA). Mobilni faze, které byly vyuZity, jsou uvedeny niZze u jednotlivych
reakci. Vizualizace TLC desti¢ek byla provedena pod UV lampou (Camag) pfi vinové
délce 254 nm. U nékterych slouCenin byly pro vizualizaci pouzity barvici
roztoky - vanilin a ninhydrin.

K purifikaci latek pomoci sloupcové chromatografie byl pouZit silikagel LC60A 40-63
micron (Grace Davison Discovery Sciences) a u reverzni sloupcové chromatografie
silikagel DAVISIL 633NC18E (GRACE VYDAC).

Uhel stageni polarizovaného svétla byl méfen polarimetrem polAAr 3001
(Optical Activity Limited) pfi vinové délce 589 nm. U jednotlivych latek byl pfipraven
jejich roztok o koncentraci 0,15 g/100 ml v HPLC MeOH.
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Cistota pfipravenych produktl byla zméFena pomoci vysokolg&inného kapalinového
chromatografu (HPLC Alliance 2690 Separations Module, Waters, Milford, MA, USA)
na koloné C18 Symmetry (Waters) délky 150 mm a o priméru 2,1 mm s porovitosti
5 um. Vzorek byl rozpustén v MeOH (1 mg/ml) a nafedén 100krat do po¢atecni mobilni
faze (objem nastfiknutého vzorku byl 10 pl). Separace byla provedena methanolickym
gradientem (0’ — 90 % A; 25 — 10% A; 35 — 10 % A; 36 — 90 % A; 45 -10 % A)
o pratoku 0,25 ml/min. Mobilni fazi B tvofil MeOH a mobilni fazi A 15 mM mravencan
amonny (pH = 4,0). Jednotlivé slozky byly detekovany DAD detektorem (PDA 2996,
Waters) v rozmezi 210 — 400 nm.

Pro ucely identifikace produktd pomoci LC-MS byl eluat zkolony veden
do hmotnostniho spektrometru ZMD 2000 (Micromass, Manchester, UK). lontovy zdroj
(ESI) byl vyhiivan na teplotu 120°C, desolvatacni teplota byla 300°C. Dusik byl pouzit
jako zmlzovaci i desolvataéni plyn. lonizace byla dosazena kapilarnim napétim 3,0 kV
a napétim na vstupni Stérbiné 20 V. Méfeni bylo provadéno v pozitivnim (ESI+)
FULLSCAN médu v rozsahu m/z 50-850.

Spektra nuklearni magnetické rezonance byla zméfena na pfistroji Jeol ECA-500
pti frekvencich 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C). Vzorky byly méfeny v DMSO-ds

a acetonu-dg

4.3 Syntéza

4.3.1 8-bromadenosin (1)

NH; NH,

N N NTX N
l)l \> + Br, m)NIN»—BF

0,5M octan sodny pH 4

(OH 24 h LOH
(0] (0]

4"”0 H “OH
OH OH

Schéma 1. Priprava 8-bromadenosinu.

K suspenzi adenosinu (1,87 mmol, 500 mg) v 0,5 M octanu sodném pH 4,0 (9 ml) byl
pod inertni atmosférou za laboratorni teploty pfikapan roztok Br, (0,25 mmol, 145 pl)
ve vodé (9 ml). Reak¢éni smés byla michana 24 h za laboratorni teploty. Poté byla
vznikla suspenze zneutralizovana NaHSO; a zakoncentrovana na vakuové odparce
na poloviéni objem. Vznikld suspenze byla 2 h chlazena v ledové lazni. Poté byla
oranzova srazenina Zfiltrovana, promyta vychlazenou vodou a vysu$ena v su$arné
pfi 50 °C (Capon a Trotter, 2005).

vytéZzek: 73 % (473 mq)
HPLC Ggistota: 95 %
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[a20]: +64° (koncentrace 3,88 mM, MeOH)

ESI*-MS m/z: (347,7, [M+H]")

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &ppm: 3,48-3,49 (m, J = 4,3 Hz, 1H), 3,64
(dd, J = 3,7; 12,2 Hz, 1H), 3,94 (q, J = 3,7 Hz, 1H), 4,15 (dd, J = 1,8; 4,9 Hz, 1H), 5,06
(t, J = 5,8 Hz, 1H), 5,20 (s, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,80 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 7,56 (s, 2H), 8,0
(s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm: 62,63; 71,40; 71,62; 87,25; 120,18; 127,78;
150,34; 152,87; 155,69.
4.3.2 C8 substituce — obecny postup (2-11)

NH,

NH,
NJ\IN\ /_@ DIPEA NN /_®
Br o+ S—NH R
QN/ N>_ HN R 30 min., 170 °C, 65 W KN/ N>_
OH
o!

EtOH (OH
o
OH “OH

OH OH

R =-CF3, -H, -Me, -OH,
-OMe, -X

Schéma 2. Priprava C8 substituovanych derivati adenosinu.

V10 ml reakéni kyveté byla rozsuspendovana latka 1 (0,29 mmol, 100 mg)
s pfislusnym benzylaminem (5 ekv.) a DIPEA (2 ekv., v pfipadé hydrochloridu
nebo hydrobromidu 3 ekv.) vEtOH (5 ml). Vzniklda suspenze byla zahfivana
v mikrovinném reaktoru po dobu 30-75 minut (140-170 °C, max. vykon 65 W). Pribéh
reakce byl kontrolovan pomoci TLC (CHCIy/MeOH 4:1, PE/EtOAc/MeOH 1:1:0,1).
Reakéni smés byla nasledné zakoncentrovana za sniZzeného tlaku na rotacni vakuoveé
odparce. K odparku byl pfidan DCM (10 ml) a vznikla suspenze byla ponechana
pfi 4 °C ke krystalizaci do druhého dne. Nasledné byla vznikla srazenina Zfiltrovana,
promyta DCM a vysuSena pfi 50 °C. Surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové
chromatografie s reverzni fazi. Produkt byl eluovan smési MeOH/H,O v poméru 2:3
a poté 3:2. Vysledny produkt byl prekrystalizovan z DCM a vysuSen v suSarné
pfi 50 °C. VytéZky reakci byly v rozmezi 23-42 % (Williamson et al., 2009).
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8-benzylaminoadenosin (2)

NH; vytéZek: 28 % (30 mg)
NE\IN\H“T@ HPLC Gistota: 98 %

N ON ~OH [a2°]: +101,3°(koncentrace 4,03 mM, MeOH)

“OH ESI*-MS m/z: (372,8, [M+H]")
OH 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3,54-3,62 (m, 2H), 3,95

(d, J = 1,8 Hz, 1H),4,06-4,10 (m, 1H), 4,49-4,58 (m, 2H), 4,69 (g, J = 6,7 Hz, 1H), 5,14
(d, J = 4,3 Hz, 1H), 5,26 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 5,90 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 6,81
(0, J = 4,3 Hz, 1H), 7,17-7,33 (m, 6H), 7,52 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 7,94 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & ppm: 45,98; 62,31; 71,45; 71,65; 86,38; 87,02;
117,54; 127,18; 127,58; 128,772; 140,46; 149,04; 150,92; 151,85; 152,97.

8-(3-chlorbenzylamino)adenosin (3)

NH, c vytézek: 29 % (34 mg)
NE\IN\%NFT@ HPLC é&istota: 99,9 %
NN om [a2°]: +76°(koncentrace 3,69 mM, MeOH)
O;j:,,,,OH ESI*-MS m/z: (406,8, [M+H]")
oH 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 3,53-3,66 (m, 2H), 3,97

(s, 1H), 4,09 (s, 1H), 4,54 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 4,68 (s, 1H), 5,14 (s, 1H), 5,28 (s, 1H),
5,81-5,93 (m, 2H), 6,48 (s, 2H), 7,19-7,39 (m, 4H), 7,60 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,86
(s, 1H).

C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & ppm: 45,23; 62,3; 71,39; 71,59; 86,42; 87,06; 117,47;
126,28; 127,71; 127,39, 130,69; 133,46; 143,18; 149,18; 150,32; 151,66; 153,05.

8-(4-chlorbenzylamino)adenosin (4)
NH2 vytézek: 34 % (40 m
BN C g W ¢ o (40 mg)
. , (o]
L. S—NH HPLC Cistota: 99,4 %
N N
5 ~OH [a2%]: +82,6°(koncentrace 3,69 mM, MeOH)
"“OH ESI*-MS m/z: (406,8, [M+H]")
OH 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 3,51-3,65 (m, 2H), 3,95
(s, 1H), 4,08 (s, 1H), 4,46-458 (m, 2H), 468 (q, J = 6,1 Hz, 1H), 5,13

(d, J = 3,7 Hz, 1H), 5,26 (d, J = 6,1 Hz, 1H), 5,81-5,93 (m, 2H), 6,48 (s, 2H), 7,30-7,39
(m, 4H), 7,54 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 7,86 (s, 1H).
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1BC NMR (125 MHz, DMSO-dg) & ppm: 45,15; 62,29; 71,40; 71,60; 86,93; 86,99;
117,46; 128,57; 129,58; 131,75; 139,46; 149,16; 150,31; 151,68; 153,00.

8-(3,4-dichlorbenzylamino)adenosin (5)
cl vytézek: 40 % (51 mg)

NH,
N)\/[N%N{*_@*m HPLC gistota: 93 %
“N

|
kN OH [a2°]: +81,3°(koncentrace 3,39 mM, MeOH)
° won ESI"-MS m/z: (442,7, [M+H]")
oH 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3,54-3,63 (m, 2H),

(s, 1H), 4,08 (app. bt, 1H), 4,52 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 4,68 (q, J = 6,7 Hz, 1H), 5,15
(d, J = 43 Hz, 1H), 529 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 585591 (m, 2H), 6,52
(s, 2H), 7,33 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 7,51-7,64 (m, 3H), 7,86 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & ppm: 44,81; 62,31; 71,44; 71,60; 86,38; 87,06;
117,39; 128,12; 129,65; 129,76; 130,94; 131,35; 141,74; 149,28; 150,31; 151,45;
1153,06.

8-(4-trifluormethylbenzylamino)adenosin (6)

NH, ] vytézek: 24 % (30 mq)
le)j:N»_N{*—Q—éFF HPLC gistota: 99,7 %

N" N oH [a2%]: +82°(koncentrace 3,41 mM, MeOH)

0;] ESI*-MS miz: (40,8, [M+H]")
o > 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § ppm: 3,53-3,64 (m, 2H), 3,96

(bs, 1H), 4,09 (bs, 1H), 4,63 (bs, 2H), 471 (q, J = 6,7 Hz, 1H), 5,15
(d, J = 3,7 Hz, 1H), 529 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 583-592 (m, 2H), 5,90
(d, J = 7,3 Hz, 1H), 6,50 (s, 2H),7,54 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,65 (d, J = 8,0 Hz, 3H), 7,86
(s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & ppm: 45,41; 62,30; 71,42; 71,59; 86,38; 87,08;
117,48; 125,64; 128,29; 145,40; 149,22; 150,34; 151,66; 153,06.

8-(4-methylbenzylamino)adenosin (7)

NH, vytézek: 24 % (27 mg)
N,ﬁj:\ﬂ,f@ HPLC &istota: 99 %

: . WOH [a3%]: +70°(koncentrace 3,88 mM, MeOH)

“OH ESI*-MS m/z: (386,8, [M+H]")
OH
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'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &ppm: 223 (s, 3H), 3,52-3,62
(m, 2H), 3,94 (s, 1H), 4,08 (bs, 1H), 4,44-4,56 (m, 2H), 4,67 (g, J = 6,7 Hz, 1H), 5,11
(d, J=3,7 Hz, 1H), 5,22 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 5,84 (bt, 1H), 5,89 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,45
(s, 2H), 7,08 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 7,22 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 7,44 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 7,85
(s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & ppm: 21,22; 45,53; 62,31; 71,40; 71,59; 86,32; 86,94;
117,53; 127,66; 129,26; 136,19; 137,85; 149,04; 150,29; 151,85; 152,93.

8-(4-methoxybenzylamino)adenosin (8)
vytéZek: 38 % (44 mq)

/
Nf\IN\H,H °  HPLC éistota: 99,9 %
NN WOH [a2°]: +73,3°(koncentrace 3,72 mM, MeOH)
;j o ESI*-MS m/z: (402,8, [M+H]")
oH IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3,54-3,62 (m, 2H), 3,68

(s, 3H), 3,93 (s, 1H), 4,07 (s, 1H), 4,39-4,53 (m, 2H), 4,65 (q, J = 6,3 Hz, 1H), 5,12
(d, J = 3,7 Hz, 1H), 523 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 582-591 (m, 2H), 6,49
(s, 2H), 6,83 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,27 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,42 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,84
(s, 1H).

*C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & ppm: 45,28; 55,55; 62,31; 71,40; 71,59; 86,30; 86,94;

114,09; 117,58, 129,07; 132,31, 149,00; 150,29; 151,84, 152,95; 158,67.

8-(2,5-dimethoxybenzylamino)adenosin (9)
vytézek: 42 % (53 mg)

ﬁI %NCQ HPLC Ccistota: 99 %

]: +76°(koncentrace 3,46 mM, MeOH)
;j on ESI*-MS m/z: (433,1, [M+H]")
oH 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8 ppm: 3,59 (s, 6H), 3,73 (s, 2H),

3,97 (s, 1H), 4,09 (s, 1H), 4,37-4,59 (m, 2H), 4,71 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 5,15 (s, 1H), 5,29
(d, J = 6,1 Hz, 1H), 5,83 (app. bt, 1H), 5,94 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 6,48 (s, 2H), 6,67-6,91
(m, 3H), 7,33 (s, 1H), 7,86 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & ppm: 41,10; 55,71; 56,14; 62,32; 71,48; 71,68; 86,32;
87,00; 111,40; 114,08; 117,47, 129,19; 149,09; 150,37, 151,17; 151,80; 152,97,
153,62.
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8-(3,4-dimethoxybenzylamino)adenosin (10)

NH, 0—/ vytézek: 23 % (29 mg)
le)\/i"g_N{_'_@O HPLC Gistota: 99,9 %

NN on [a2°]: +66,7°(koncentrace 3,46 mM, MeOH)

° o ESI*-MS m/z: (433,10, [M+H]")
OH 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3,52-3,62 (m, 2H), 3,68

(d, J = 9,2 Hz, 6H), 3,94 (s, 1H), 4,07 (app. bt, 1H), 4,41-4,52 (m, 2H), 4,67
(0, 3 = 7,0 Hz, 1H), 5,13 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 5,24 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 5,84-5,91 (m, 2H),
6,49 (s, 2H), 6,79-7,01 (m, 3H), 7,41 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 7,85 (s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 5 ppm: 45,62; 55,91; 56,07; 62,29; 71,44; 71,58; 86,32;
86,96; 111,91; 112,17, 117,53; 119,83; 132,79; 148,119; 149,08; 149,04; 150,29;
151,79; 152,94.

8-(3,4,5-trimethoxybenzylamino)adenosin (11)

N, o—/ vytézek: 25 % (34 mg)
NE\IN\}N(QO HPLC ¢istota: 99,5 %

NN on 97 [ag®]: +72,7°(koncentrace 3,24 mM, MeOH)

o o ESI*-MS m/z: (462,8, [M+H]")
oH 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &ppm: 3,58 (s, 3H), 3,60

(bs, 2H), 3,70 (s, 6H), 3,95-3,97 (m, 1H), 4,09 (bs, 1H), 4,48 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 4,67
(@ J = 6,7 Hz, 1H), 517 (bs, 1H), 528 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 591
(bd, J = 7,3 Hz, 2H), 6,65 (bs, 2H), 6,67 (s, 2H), 7,52 (app. bt, 1H), 7,89 (s, 1H).

C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & ppm: 45,98; 56,29; 60,47; 62,28; 71,49; 71,59; 86,39;
87,00; 104,94, 117,35, 135,99; 136,68; 148,65; 150,22; 151,77; 152,51, 153,26.

4.3.3 9-(2-hydroxyethyl)adenin (12)

NH; NH;
NN 0 NaOH NN
|)I > [ 0 . |)i D
LN/ H> o>: DMF, 150 °C, 2 h LN/ ;>

OH

Schéma 3. Priprava 9-(2-hydroxyethyl)adeninu.
Smés adeninu (7,4 mmol, 1 g) a ethylenkarbonatu (13,32 mmol, 1,173 g) v DMF
(30 ml) byla pfivedena k varu. Poté byl pfidan NaOH (0,28 mmol, 11 mg). Smés byla
michana za refluxu 2 h (150 °C) a nasledné byla zakoncentrovana pomoci vysokého
vakua (60 °C, 2.10™ mbar). Po pfidani horkého EtOH (57 ml) k odparku byla smés
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Zfiltrovana pres kifemelinu. Filtrat byl zakoncentrovan za snizeného tlaku na polovinu
a ponechan 2 h pfi 4 °C ke krystalizaci. Pevny produkt byl Zfiltrovan, promyt EtOH,
Et,O a nasledné vysusen pfi 50 °C v susarné. Matecny louh byl ponechan pfes noc
pfi 4 °C ke krystalizaci. Nasledné byla uskuteénéna druha filtrace podle jizZ zminéného

postupu. Vznikla svétle rizova pevna latka.(Holy, 1978).

vytézek: 53 % (0,7 g)

HPLC Cistota: 97 %

ESI*-MS m/z: (179,9, [M+H]")

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) dppm: 3,69 (q, J = 52 Hz, 2H), 4,14
(t, J=5,2 Hz, 2H), 4,98 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 7,15 (s, 2H), 8,03 (s, 1H), 8,08 (s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & ppm: 46,23; 59,78; 119,22; 141,86; 150,06; 152,79;
156,44,

4.3.4 8-brom-9-(2-hydroxyethyl)adenin (13)

NH, NH,

i o~ ”ﬁN%
B S>—B

m)NIN> + ] H,0 QN/ ; r

(

OH OH
Schéma 4. Priprava 8-brom-9-(2-hydroxyethyl)adeninu.
Do roztoku Br; (5,47 mmol, 282 pul) ve vodé (40 ml) byla za vzniku suspenze pfidana
latka 12 (2,79 mmol, 500 mg). Reakéni smés byla michana pfes noc za laboratorni
teploty a poté zakoncentrovana za snizeného tlaku na rotaéni vakuové odparce.
Odparek byl rozpustén ve vodé (25 ml) a zneutralizovan 2 M NaOH. Vznikla suspenze
byla ddna na dvé hodiny do ledové 1azné. Pevny oranzovy produkt byl Zfiltrovan,

promyt vychlazenou vodou (20 ml) a vysu$en v susarné pfi 50 °C. (Holy et al., 1986).

vytézek: 49 % (352 mg)

HPLC distota: 95 %

ES’-MS m/z: (259,8, [M+H]")

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) Sppm: 3,69 (q, J = 58 Hz, 2H), 4,14
(t, 3 =5,8 Hz,2H), 4,97 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,33 (s, 2H), 8,08 (s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & ppm: 46,99; 59,15; 119,56; 127,55; 151,42; 153,19;
155,25,
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4.3.5 8-benzylamino-9-(2-hydroxyethyl)adenin (14)

NH, NH,

L O i (I

N 2h,165°C,65W, “~N

( (

OH OH

Schéma 5. Priprava 8-benzylamino-9-(2-hydroxyethyl)adeninu.

V 10 ml reakCni vialce byla rozsuspendovana latka 13 (0,52 mmol, 134 mg)
s benzylaminem (2,60 mmol, 284 ul) a DIPEA (1,04 mmol, 178 ul) v EtOH (5 ml).
Vznikla suspenze byla zahfivana v mikrovinném reaktoru po dobu 2 h
(165 °C, max. vykon 65 W). Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (CHCI;/MeOH
4:1). Reakéni smés byla poté zakoncentrovana za sniZzeného tlaku na vakuové
odparce za vzniku Zlutého gelu. Surovy produkt byl ¢asteéné precistén krystalizaci
z DCM (20 ml). Finalni purifikace byla provedena pomoci sloupcové chromatografie
(CHCIx/MeOH 14:1). Frakce byly nasledné zakoncentrovany za snizeného tlaku
na vakuové odparce za vzniku Zlutého gelu. Vysledny produkt byl ponechan pfes noc
ke krystalizaci z DCM (5 ml) pfi 4°C. Nasledné byla bild pevna latka Zzflitrovana,

promyta vychlazenym DCM (10 ml) a vysuSena v susarné pfi 50 °C.

vytéZek: 35 % (51 mg)

HPLC Cistota: 98 %

ESI*-MS m/z: (285,1, [M+H]")

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &ppm: 3,65 (g, J = 55 Hz, 2H), 4,02
(t, J = 5,8 Hz, 2H), 4,56 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 5,09 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 6,35 (s, 2H), 7,11
(t, J = 58 Hz, 1H), 7,20 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,29 (t, J = 7,6, Hz 2H), 7,36
(d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,87 (s, 1H).

¥C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & ppm: 43,60; 45,89; 59,75; 117,26; 127,24; 127,65;
128,75; 140,44, 149,30; 150,97, 152,58; 152,75.

4.3.6 8-benzylaminoadenin (15)
NH,

NH,
NN N )
e D e LI

KN/ H>_ HoN 150 °C kN/ H>_

Schéma 6. Pfipava 8-benzylaminoadeninu.

V 5 ml reakéni vialce byl smichan adenin (0,93 mmol, 200 mg) s benzylaminem
(9,18 mmol, 1 ml). Smés byla zahfivana na 150 °C po dobu 2 h. Nasledné byla reakéni

smeés zakoncentrovana na vakuové odparce. Produkt byl nejprve prekrystalizovan
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z CHCI; (20 ml) a nasledné z acetonu (10 ml). Vysledny produkt byl vysusen v susarné
pfi 50 °C (Young et al., 1990).

vytézek: 55 % (146 mg)

HPLC Ccistota: 99 %

ESI*-MS m/z: (240,9, [M+H]")

'H NMR (500 MHz, aceton-dg) & ppm: 4,47 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 6,25 (s, 2H), 7,20
(t, J = 6,9 Hz, 1H), 7,28-7,33 (m, 6H), 7,87 (s, 1H).

4.3.7 8-(2-fenylethylamino)adenosin (16)

NH,

NH,
NN DIPEA ~x—N
(s - O U6
NN H,N 30 min., 165 °C, 65 W, AN
OH N
o)

UV/VIS EtOH OH
, o
“OH “OH

OH OH

Schéma 7. Priprava 8-fenylethyladenosinu.

V10 ml reakéni vialce byla rozsuspendovana latka 1 (0,28 mmol, 100 mg)
s 2-fenylathylaminem (1,45 mmol, 182 pl) a DIPEA (0,57 mmol, 99 pl) v EtOH (5 ml).
Suspenze byla zahfivana v mikrovinném reaktoru po dobu 30 min (165 °C, max. vykon
65 W). Prabéh reakce byl sledovan pomoci TLC (CHCIl;/MeOH 4:1). Reakéni smés
byla zakoncentrovana za sniZzeného tlaku na vakuové odparce. K odparku byl pfidan
DCM (10 ml) a vzniklad suspenze byla ponechana pfi 4 °C ke krystalizaci do druhého
dne. Nasledné byla vznikla srazenina Zfiltrovan a promyta DCM. Surovy produkt byl
precistén pomoci sloupcové chromatografie. Produkt byl eluovan smési CHCls/MeOH
9:1 (v/v). Frakce byly zakoncentrovany na vakuové odparce a vznikly bily produkt byl

poté vysuden v susarné pfi 50 °C.

vytézek: 75 % (84 mg)

HPLC distota: 98 %

[a2%]: + 77,3° (koncentrace 3,88 uM, MeOH)

ESI*-MS m/z: (387,3, [M+H]")

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & ppm: 2,88 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 3,52-3,64 (m, 3H), 3,93
d, J = 1,8 Hz, 1H), 4,04-41 (m, 1H), 460 (g, J = 7,0 Hz, 1H), 5,13
(d, J = 4,0 Hz, 1H), 5,19 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 5,83-5,88 (m, 2H), 6,50 (s, 2H), 7,02
(t, J = 5,4 Hz, 1H), 7,27-7,28 (m, 6H), 7,86 (s, 1H).
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13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & ppm: 35,37; 44,63; 62,19; 71,26; 71,48; 86,16; 86,94;
117,62; 126,59; 128,84; 129,23; 140,18; 149,05; 150,24; 151,68; 152,96.

4.4 Biologicka aktivita

4.4.1 Fluorescencéni polarizacni test

H
N

N
—

O N\\/N (@] 0 N\ - O

HOOC *L)J ‘0 0-ROy

. 0 O’F’\\O

= 2

o8® "o o
0 0 OH

Obr. 17 N°-(6-amino)hexyl-ATP-5-FAM.

Fluorescencni polarizacni test probihal na his-tagované nukleotid vazebné doméné
Hsc70 (residua 3-384) s pouzitim fluorescenéné znateného ATP (obr. 17). Pro uréeni
disociacni konstanty K, této interakce byly rizné koncentrace nukleotid vazebné
domény Hsc70 titrovany 30 nM fluorescenéné znadenym ATP v reakénim pufru
(25 mM Hepes, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM dithiotreitol, 0,05% Tween-20).
K odstranéni nespecifickych vazeb byl pouzit hovézi sérovy albumin (Sigma Aldrich).
Reakce a méfeni byly provedeny ve 384 jamkové desticce Nunc Plate
(Thermo Scientific) v celkovém objemu 14 pl. Desticka byla inkubovana na tfepacce
po dobu 1 h. Fluorescencni polarizace byla poté méfena na FilterMax™ F5 Multimode
Microplate Readeru (Molecular Devices) pfi 21 °C a emisni vinové délce 535 nm
(excitace 485 nm). DisociaCni konstanta byla spocitdna pomoci nasledujiciho vzorce:
FP = Bpax* C/ (Kg+ C)

FP = fluorescenéni polarizace, C = koncentrace analyzovaného proteinu, Bmax = maximalni specificka
vazebna kapacita, Kq = disociaéni konstanta.

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci GraphPad Prism verze 5.03 pro Windows,
GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

4.4.2 Kompeticni test

Screening pfipravenych latek byl proveden pomoci kompeti¢niho fluorescenéné
polarizaéniho testu pfi fixni koncentraci inhibitoru (100 pM). Hodnoty ICs, byly ziskany
ve stejném testu (30 nM fluorescenéné znaceny ATP, 5,5 yM NVD Hsc70) pfi rizné
koncentraci inhibitoru (1 nM az 1 mM). Slozeni pufru, reakéni objem a pfistrojové

vybaveni bylo stejné jako pfi pfedchozim fluorescenénim polarizaénim testu.
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Hodnota ICso byla spocgitana pomoci vzorce:

FP = Bmin + (Bmax - Bmin ) / (1 + 10'09(:_'09'(:50)
FP = fluorescenéni polarizace, C = koncentrace analyzovaného kompetitoru, Bmax & Bmin = specificka

vazebna kapacita, loglCso = logaritmus koncentrace kompetitoru, pfi které se snizuje aktivita mezi Bmax a
Bmin Na polovinu.

Hodnoty Ki byly ziskadni pomoci konvertoru dostupném na webovych strankach
(http://botdb.abcc.ncifcrf.gov/toxin/kiCalPL.jsp (PMID: 19395593).

4.4.3 Cytotoxicita na vybranych bunéénych linich
Cytotoxicita latek byla testovana na nadorovych bunéénych liniich G361, K562
a MCF7. Latky byly k bunéénym liniim pfidavany v koncentracni fadé 0,1 az 100 uM.

K bunikkam nadorové linie G361 kultivovanym v DMEM médiu (obohacené o 10%
fetalni hovézi sérum, 4 mM glutamin, 100 1U/ml penicilin a 100 pyg/ml streptomycin)
ve vihéeném inkubatoru s CO, pfi 37 °C byly jednotlivé testované latky ve vysledné
koncentraci 50 yM. Po 72 hodinové inkubaci byl k burfikam pfidan fluorescencéni
acetomethoxy-kalcein a nasledné byla zméfena fluorescence zivych bunek pomoci
spektrofotometru pro mikrotitiracni desticky (Fluoroskan Ascent microplate reader,

Labsystems) emisni vinové délce 538 nm (excitace 485 nm) (Jorda et al., 2011).

5 Vysledky a diskuze

Vyvoj, syntéza a testovani potencialnich inhibitord Hsp70 je spoleénym projektem
Regionalniho centra aplikované molekularni onkologie (Brno) a Laboratofe rastovych
regulatord Univerzity Palackého v Olomouci.

V brnénské vyzkumné skupiné probihal pocitaCovy navrh latek a jejich nasledné
testovani. Massey ve své publikaci poukazal na obtiZnost pocitaové predikce
inhibitord pro nukleotid vazebné misto Hsp70. Vypocitand hodnota Dskore 0,95
pro Hsp70 naznaCuje obtiznou predikci. Software zahrnoval algoritmus pro velikost,
ohrani€eni, hydrofobicitu/hydrofilitu vazebného mista (Massey, 2010). Nasim cilem
byla tedy pfiprava inhibitoru, jejichz K; by napomohly upfesnit parametry pocitatového
modelu vazebného mista Hsp70 pro pfesnéjSi dokovani a navrh novych potencialnich

inhibitord.
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5.1 Syntéza

Syntéza CB8-substituovanych derivatl adenosinu probihala ve dvou krocich
(Schéma 8). V prvni ¢asti byla provedena bromace adenosinu podle publikace Capon
a Trotter, 2005 s vytézkem 73% (v publikaci 55 %) za vzniku 1, ktery byl prekurzorem
pro nasledujici reakce. V dalSi Casti syntézy byly klatce 1 pfipojovany rdzné

substituované benzylaminy podle modifikovaného protokolu Williamson et al., 2009.

NH, NH; NH,
N Br, NN 1 @R N /—@
Nl)i N L S HaN , DIPEA N'L X N R
NP 0,5M octan NZ N 30 min., 170 °C, 65 W NZ N
(OH  sodnypH4 ~OH EtOH (OH
: 24 h o 23-42 % )
o, 73 % o,
"OH . OH “OH
2-11
OH OH OH

R = -CF3, -H, -Me, -OH,
-OMe, -X

Schéma 8. Priprava 8-substituovanych adenosinu.

Purifikace latek probihala krystalizaci z DCM (odstranéni majority benzylaminu)
a na zavér pomoci sloupcové chromatografie s reverzni fazi (C18). V porovnani
s pUvodni publikaci (18 %) byla latka 5 ziskana s vy$Sim vytézkem (40 %). Rozdil byl
v purifikaci, kde autor pouzil krystalizaci ze smési MeOH/DCM (1:4), PS-benzaldehyd
a flash chromatografii.

Nizké vytézky reakci mohly byt zpusobeny jednak pouzitim vysoké teploty v MR
(vznik vedlejSich a degradaénich produktd) a pfi purifikaci pomoci reverzni faze.
V tabulce 3 jsou pfehledné zobrazeny pfipravené latky s jejich reakéni dobou, teplotou

a vytézkem.

Tab. 2. Prehled pripravenych potencialnich inhibitord Hsp70. ® vytéZzek publikovany v &lanku
Williamsona et al., 2009.

Latka Nazev Reakéni doba Reakéni teplota Vytézek
(min) ) (%)
2 8-benzylaminoadenosin 30 170 28
3 8-(3-chlorbenzylamino)adenosin 60 170 29
4 8-(4-chlorbenzylamino)adenosin 30 170 34
5 8-(3,4-dichlorbenzylamino)adenosin 75 140 40 (18)%
6 8-(4-trifluormethylbenzylamino)adenosin 30 165 24
7 8-(4-methylbenzylamino)adenosin 45 170 24
8 8-(4-methoxybenzylamino)adenosin 30 170 38
9 8-(2,5-dimethoxybenzylamino)adenosin 30 170 42
10 8-(3,4-dimethoxybenzylamino)adenosin 30 170 23
11 8-(3,4,5-trimethoxybenzylamino)adenosin 30 170 25
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S cilem zjistit minimalni strukturni naroky na latky s inhibi¢nimi vlastnostmi vaci
nukleotid vazebné domeéné Hsp70 byl modifikovan adenin v pozici N9. Nejprve byl
pfipraven inhibitor s 2-hydroxyethylem v pozici N9 (Schéma 9). V prvnim kroku byl
pfipraven 9-(2-hydroxyethyl)adenin (53 %) (Holy, 1978), ktery byl nasledné
nabromovan v pozici C8 (49 %) (Holy et al., 1986). Poslednim krokem bylo pfipojeni
benzylaminu za pouziti podobnych podminek jako u latek 2-11. Kone¢nym produktem
byl 8-(benzylamino)-9-(2-hydroxyethyl)adenin (14) s vytézkem 35 % (Tab. 2).

2
~0 " NaOH N Brz N H,N DIPEA N /_®
ﬁ S e t > e e Pt
DMF 150 °C, 165°C,2h, 65W,
49% EtOH
53 % 8 35% 8

12 OH 13 OH 14 OH

Schéma 9. Priprava 9-(2-hydroxyethyl)adeninu.

Dal$i latkou s modifikaci v pozici N9 byl 8-benzylaminoadenin (15) (55 %), s cilem
Zjistit, zda je ribosa nezbytnym strukturnim prvkem pro navazani do vazebného mista

Hsp70. Latka byla pfipravena podle protokolu Young et al., 1990 (Schéma 10).

NH,

NH,
Nl)\IN\>_Br . )\/[ \>_NH
kN/ ” H2N 150 °C k

55 %
Schéma 10. Priprava 8-benzylaminoadeninu.
Na zaveér byla pfipravena latka 8-(2-fenylethylamino)adenosin (75 %), ktera se liSila

od latky 2 jednou methylenovou skupinou. Pfi reakci byly pouzZity stejné podminky jako
u latek 2-11 (Schéma 11).

NH,

2
NN DIPEA NN
UL o i) o o U4
N N HoN 30 min., 165 °C, 65 W, N N

~OH EtOH WOH
o 75 % o
o "o
16

OH OH

Schéma 11. Priprava 8-(2-fenylethylamino)adenosinu.

39



5.2 Biologicka aktivita

U pfipravenych latek 2-11 a 14-16 byla testovana schopnost inhibice vazby
fluorescencéné znaCeného ATP do aktivniho mista nukleotid vazebné domény Hsp70
pomoci kompeti€niho testu a cytotoxicita na vybranych nadorovych buné&cnych liniich.
V kompeti¢nim testu vykazovala vétSina latek (2-11) pfiblizné stejnou aktivitu K;
vrozmezi 1,3-2,7 uyM (Tab. 4). Vyjimkou byla latka 8 shodnotou K; 7,9 uM.
NejucinngjSimi latkami byly 4 (4-chlorbenzylamino derivat) a 9
(2,5-dimethoxybenzylamino derivat) s K; 1,3 uM. Latky 4 a 9 se vazaly do aktivniho
mista v porovnani s pfirozenym substratem ATP 1,7krat lépe. U latek, které byly
modifikovany v pozici N9 14 a 15, byly hodnoty 1Cso >100 uM (latky byly neaktivni).
ATP (K= 2,2 uM) byl pouzit jako pozitivni kontrola pro porovnani schopnosti inhibitorud
kompetovat s fluorescenéné znacenym ATP. Latka 16 byla méfena v rozdilné sérii
méreni, tudiz nelze pouzit absolutni hodnoty K, ale jeho vazba do NVD byla 4krat

slabsi nez vazba ATP.

Tab. 3. Biologicka aktivita inhibitori Hsp70 pomoci kompetitivniho fluorescenéniho testu.
Pro porovnani schopnosti inhibitord kompetovat s fluorescenéné znacenym ATP byl neznaceny ATP
pouzit jako kontrola (ICso a K rovny 2,2 uM).

Latka R ICs0 (MM) K (UM)
2 e 2,4 2,3
3 +HN@ 2,2 2,1
4 e 1,4 1,3
NH, el
N . 5 %HN{}C. 1,7 1,7
Il\ ~ N\>_R
N F
5 OH 6 G 26 2,5
“OH
OH 7 JrHN/_@ 2,2 21
8 82 7,9
9 *“NQ, 1,3 1,3
/
10 e 23 2,2
7/
1Y 28 2,7

o
|
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Na zakladé ziskanych vysledkd mély na aktivitu nejvétsi vliv substituce chlorem v para
poloze a methoxy skupinou v poloze 2 a 5. Tyto substituce vedou ke zvySeni Tr-1T
interakce mezi ligandem a Arg272 v aktivnim misté nukleotid vazebné domény.
V porovnani s latkou 2 pfidanim methylenového mustku do postranniho fetézce
v poloze C8 (16), doslo ke snizeni aktivity 4krat. Pravdépodobné touto modifikaci doslo
k oddaleni aromatického kruhu a naslednému oslabeni Tr-interakce. Jelikoz latky 14
a 15 nevykazovaly Zzadnou aktivitu, pfedpokladame, Ze je ribosa nezbytnym
strukturnim motivem pro vazbu do aktivniho mista.

Déle byla u latek 2-11 testovana jejich toxicita na tfech nadorovych bunéénych
liniich: MCF7, K562 a G361. VSechny latky vSak byly neucinné, protoze jejich hodnoty
ICsq byly vy$Si nez 100 uM.

Poté byly aplikovany latky v 50 uM koncentraci na bunéénou linii G361, pficemz se

vyhodnocovala procentualni viabilita bunék (Tab. 4).

Tab. 4. Procentualni viabilita. Procentualni viabilita buné&né nadorové linie G361 po aplikaci latek 2-11
o koncentraci 50 uM po dobu 72 h.

latka viabilita (%) odchylka méreni
2 98,22 0,94
3 72,17 2,70
4 81,62 12,24
5 72,54 4,39
6 77,66 0,59
7 97,16 0,14
8 101,45 5,59
9 97,37 1,63
10 83,13 0,03
11 82,13 2,07

Na zakladé vysledkl testu lze konstatovat, Ze latky nevykazovaly vyraznou
cytotoxicitu. NejmenSi procentualni Zivotnost prokazovaly buriky G361 po aplikaci latky
v inhibiénim testu Hsp70, byly netoxické vi¢i testované bunécné linii (viabilita 82,
respektive 98 %). Na zdkladé téchto vysledkl Ize konstatovat, Ze inhibice Hsp70
zpusobena aplikaci pfipravenych latek neni pro tyto bunky letalni. Snizena viabilita
po aplikaci nékterych latek byla pravdépodobné zpusobena jinym mechanismem nez
inhibici Hsp70.
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6 Zaver

V ramci této bakalarské prace byla vypracovana reSerSe literatury na téma Hsp70.
V teoretické Casti byla podrobné popsana struktura Hsp70, jeho funkce a predevSim
prehled dosud znamych latek, které inhibuji jeho aktivitu. V praktické c¢asti bylo
pfipraveno celkem 16 latek, z toho bylo 13 finalnich potencialnich inhibitord otestovano
v kompeti¢nim polarizacnim testu pro zjisténi miry schopnosti kompetovat
s fluorescen¢né znaCenym ATP o vazebné misto v Hsp70. Dale byla testovana jejich
cytotoxicita na vybranych bunéénych liniich G361, K562 a MCF7.

NejucinnéjSimi latkami v kompetiénim testu byly latky 4 a 9 (K; = 1,3 yM), které se
do nukleotid vazebné domény Hsp70 vazaly 1,7krat 1épe neZ pfirozeny substrat ATP.
Testované latky vykazovaly na vybranych buné&nych liniich nizkou cytotoxicitu
(ICs0 >100 pM). NejlepSi vysledek méla latka 3, kde po aplikaci inhibitoru (finalni
koncentrace 50 yM) na bunécnou linii G361 piezilo 75 % bunék. Z dosazenych
vysledkd vyplyva, Ze cytotoxické ucinky pfipravenych latek byly pravdépodobné

zpusobeny jinym mechanismem nez inhibici Hsp70.
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