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CILE PRACE

Hlavnim cilem prace je piiprava novych dihydropteridinovych derivati lisicich se od sebe
substituentem v poloze 2.

Cilem teoretické Casti je provedeni reSerSe v oblasti cyklin-dependentnich kinas
a jejich inhibitort a syntézy cilovych sloucenin.

Prakticka Cast si klade za cil pfipravit navrzené latky a také je plné charakterizovat
pomoci standardnich metod jako 'H a 3C NMR, HRMS a teploty tani. Déle je cilem
navrzené molekuly prozkoumat, jak se mohou vazat do vazebného mista, a to v ramci
molekulového dockingu.

Vsechny pfipravené latky posléze otestovat na jejich biologickou aktivitu na
bunéénych liniich (MV4-11, K562, MCF-7) a vybranych enzymech (CDK2/E, CDK4/D1
a FLT3-ITD).



1 UVOD

Bunéény cyklus je komplexni proces nezbytny pro rast a proliferaci bunék, vyvoj
organismu, regulaci oprav poSkozené DNA, tkanové hyperplazie jako reakce na poranéni
a nemoci, jako je rakovina. Bunécny cyklus je regulovan fadou proteind, které vedou
butku az k mitéze a produkci dvou dcefinych bunék. Mezi hlavni fidici enzymy
bunééného cyklu patii cyklin-dependentni kinasy (CDK, EC 2.7.11.22) spolecné
s proteiny cykliny, které reguluji chod bunécného cyklu jednotlivymi fazemi (Schafer,
1998).

Bylo zjisténo, ze mnoho genetickych a epigenetickych zmén (mutace nebo zvySena
exprese) mohou zpusobit hyperaktivaci CDK a cyklin. To poté ve vysledku vede ke
vzniku malignich bunék a vzniku rakoviny. Abnormalni regulace aktivity CDK byla
identifikovana u riznych typa rakoviny a byla zptisobena nékolika mechanismy. Proto
jsou tyto kinasy slibny cil pro vyvoj novych 1é¢iv proti rakoviné (Chohan et al., 2018).
Z tohoto divodu bylo za poslednich 20 let vyvinuto mnoho molekul jako potencionalni
inhibitory CDK, které byly testovany v klinickych studiich (Zhang et al., 2021).

CDK inhibitory prvni a druhé generace byly pro jejich nizkou selektivitu a cytotoxicitu
vuci normalnim burikam nakonec netspésné v klinickych studiich. Avsak tfi inhibitory
treti generace, které selektivné inhibuji CDK4/6 oproti ostatnim CDK, obdrzely regulacni
schvaleni pro 1écbu pacientek s rakovinou prsu. Bohuzel se ale zac¢inaji objevovat ptipady
rozvoje rezistence vici témto inhibitorim. Z toho divodu je dilezité objevit pfiCiny

vzniku rezistenci a neustale vyvijet nové inhibitory. (Yuan et al., 2021).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Cyklin-dependentni kinasy

Cyklin-dependentni kinasy jsou proteiny dualezité k regulaci a expresi velkého mnozstvi
slozek nezbytnych pro chod bunééného cyklu (Roskoski, 2019). Bunécny cyklus se
sklada ze ctyt fazi: G1, S, G2 a M. Prechody mezi témito fazemi jsou regulovany riznymi
CDK spolecné s cykliny, které zajist'uji normalni chod celého cyklu (Yuan et al., 2021).
CDK tvori heterodimerni komplexy skladajici se z podjednotky katalytické kinasy
a podjednotky cyklinu. Tyto enzymy fadime do podrodiny Serin/Threonin proteinkinas
(Malumbres & Barbacid, 2005). Cykliny jsou regulacni podjednotky, které fidi aktivitu
kinas a substratovou specifitu (Lim & Kaldis, 2013). U lidi se nachazi 20 riznych cyklin-
dependentnich kinas (CDK1 — CDK20) a 13 skupin cyklini (A, B,C, D, E, F, G, H, J. K,
L, TaY) (Roskoski, 2019).

Vétsina CDK je tvorena z priblizn€ 300 aminokyselinovych zbytkd a ma molekulovou
hmotnost kolem 35 kDa. CDK11 je o néco vétsi a to s 800 aminokyselinovymi zbytky
a molekulovou hmotnosti 110 kDa. CDK12 a CDK13 jsou oproti ostatnim mnohem vétsi.
Jsou tvoreny asi 1500 aminokyselinovymi zbytky a dosahuji hmotnosti kolem 165 kDa.
Lidské cykliny jsou proteiny s molekulovou hmotnosti v rozmezi 35-90 kDa
(Malumbres, 2014; Roskoski, 2019). Tyto proteiny obsahuji doménu 100
aminokyselinovych zbytkt sestavajici se z péti a-helixt, ktera se nazyva cyklinovy box.
Cykliny A, B, C, D, E, F a J obsahuji dva cyklinové boxy, zatimco ostatni pouze jeden
(Roskoski, 2019).

CDK maji stejné jako ostatni kinasy strukturu slozenou ze dvou domén. N-terminalni
konec je tvoren hlavné z B-skladanych listii, C-terminalni konec z a-helix(i a mezi né je
vmezetena katalyticka Stérbina tvorena ATP vazebnym mistem. N-konec obsahuje tzv.
G-smycku bohatou na glycin a unikatni helix, nazyvany také jako C-helix. Soucasti
C-konce je aktivacni segment, nazyvany také jako T-smycka, ktery je fosforylovan pii
aktivaci enzymu. V monomerni formé¢ CDK bez navazaného cyklinu jsou C-helix
N-konce a aktivaéni segment C-konce blizko sebe, ¢imz je katalytickd Stérbina
nepfistupnd. Po navazani cyklinu dochazi k odtazeni C-helixu od aktivacniho segmentu,
diky ¢emuz se stava katalytickd Stérbina pfistupna. Tato konformace je udrzena
fosforylaci threoninového zbytku (Lim & Kaldis, 2013; Malumbres, 2014).

Cykliny jsou syntetizovany a degradovany ve specifickych casech v prabéhu

bunécného cyklu, ¢imz se reguluje aktivita kinas (Malumbres & Barbacid, 2009). CDK



interaguji s cykliny v prvnim kroku aktivace kinas. Po vytvofeni CDK-cyklin komplexu
dojde k fosforylaci CDK (katalyzovana CDK?7) aktivacniho segmentu na konzervovaném
threoninovém zbytku, coz vede k plné aktivaci CDK-cyklin komplexti (Roskoski, 2019).
Lidské buriky obsahuji mnoho gent, které koduji CDK a cykliny, avSak pouze urcita
podskupina CDK-cyklin komplexti se pfimo podili na fizeni buné¢ného cyklu. Mezi né
nalezi tii interfazové CDK (CDK2, CDK4 a CDK6), mitoticka CDK1 a deset cyklint
patiicich do Ctyf riznych skupin (A, B, D a E). Poruchy bunééného cyklu spojené
s tvorbou nadord jsou Casto pravé zpusobeny zmeénami v aktivit¢ CDK (Malumbres

& Barbacid, 2009).

2.2 CDK inhibitory v 1€€b¢ rakoviny

Vzhledem k dualezité funkci CDK pfi regulaci bunécného déleni, ale také genové
transkripce a jinych biologickych procest, byly vyvinuty inhibitory CDK pro 1écbu
riznych onemocnéni zplUsobenych abnormalitami u CDK. Za poslednich 20 let se
objevilo mnoho sloucenin fungujicich jako inhibitory CDK a byly hodnoceny
v klinickych studiich (Zhang et al., 2021). S vyjimkou flavopiridolu, roskovitinu
aZK 304709 (Obr. 1), které jsou derivaty ptirodnich latek, je vétSina znich Cisté
synteticka (Krystof & Uldrijan, 2010).
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Obr. 1: Chemické struktury polosyntetickych CDK inhibitori.

Prvni generace CDK inhibitort jsou takzvané pan-CDK inhibitory, kam patii jiz zminény
flavopiridol a roskovitin. Nicméne¢ tato generace pan-CDK inhibitort ¢asto méla Spatnou
selektivitu a vysokou toxicitu (Cicenas et al., 2015; Meijer et al., 1997, Whittaker et al.,
2017). Z teéchto latek je nejvice prozkouman flavopiridol, ktery inhibuje CDK1, CDK2,
CDK4, CDK6, CDK7 a CDKO9. Tento derivat byl pavodné pfipraven z rohikutinu, coZz je
chromonovy alkaloid, a byl prvnim CDK inhibitorem, ktery byl pouzit v klinickych
studiich na lidech. Prestoze flavopiridol dokéaze zastavit chod G1 a G2 faze, vyvolava
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také cytotoxickou odpovéd, pravdépodobné kvuli inhibici CDK7 a CDKO9, coz vede
k potlaceni transkripce (Asghar et al., 2015; Bose et al., 2013).

Nasledna druha generace CDK inhibitorti, mezi které patii napfiklad dinaciclib,
P276-00, AT7519, roniciclib atd. (Obr. 2), byla vyvinuta s leps§i selektivitou a s menSim
mnozstvim vedlejS§ich efektd. VétSina znich Géinné fungovala proti rakoviné
v preklinickych testech, ale jejich bezpeCnost a ucinnost musi byt stile ovéfena
v klinickych studiich (Zhang et al., 2021). Z této druhé generace byl nejvice klinicky
zkouman dinaciclib, ktery byl vyvinut jako vysoce G¢inny inhibitor CDK 1, CDK2, CDKS5
a CDKO9 (s hodnotami inhibi¢ni koncentrace (ICso) v rozmezi 1-4 nM) s mens$i aktivitou
vici CDK4, CDK6 a CDK7 (hodnoty ICso v rozmezi 60—100 nM). Nicméné vysledky
klinickych studii faze II byly zklamanim. ZlepSeni selektivity vuéi uréitym CDK se jevi
jako kli¢ovy krok pro vyvinuti 1é€iv proti rakoviné (Asghar et al., 2015).
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Obr. 2: Chemické struktury vybranych CDK inhibitorii druhé generace.

Treti generace CDK inhibitort jiz oproti predchozim selektivné inhibuje CDK4/6 se
silnou ucinnosti a snizenou toxicitou a jedna se o nejslibngjsi tfidu inhibitord (Asghar et
al., 2015). Tti latky tfeti generace inhibitora (palbociclib. ribociclib a abemaciclib)
(Obr. 3) vykazuji selektivitu viici CDK4/6 oproti jinym CDK a obdrzely regulacni
schvaleni od U.S. Food and Drug Administration (FDA) pro 1écbu pacientti s rakovinou

prsu (Yuan et al., 2021).
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Obr. 3: Chemicke struktury schvalenych CDK inhibitoru tfeti generace.

2.2.1 CDK4 a CDK6 inhibitory

CDK4 a CDKG6 jsou si svymi biochemickymi a biologickymi vlastnostmi velmi podobné.
Obé mohou byt aktivovany D-cykliny, které jsou rozhodujicimi iniciatory prechodu z G1
do S faze bunécného cyklu (Diehl, 2002; Yuan et al., 2021).

Jednim  z kritickych  substrati je retinoblastomovy protein (pRb), jenz
v hypofosforylovaném stavu blokuje prubéh G1 faze jako represor transkripcniho faktoru
E2F (Krystof & Uldrijan, 2010). Komplex CDK4/6 - cyklin D fosforyluje
retinoblastomovy protein, ktery se po fosforylaci vaze do trans-aktivacni domény
(Matsushime et al., 1994). E2F transkripcni faktor je poté uvolnén a dochézi k expresi
E-cykling, které interaguji s CDK2 (Burkhart & Sage, 2008; Hinds, 1995; Yuan et al.,
2021). CDK2-cyklin E komplex dale urychluje fosforylaci pRb, ¢imz snizuje represi E2F
faktoru a usnadnuje pirechod z G1 do S faze (Knudsen & Witkiewicz, 2017). Zvysi-li se
hladina D-cyklinu nebo aktivita CDK4/6, dojde k hyperaktivaci komplexu
CDK4/6 — cyklin D, ¢imz se zrychli pfechod z G1 faze do S faze. Toto urychleni
bunééného cyklu vede k nekontrolovanému bunéénému déleni a vzniku rakoviny. Praveé
proto inhibice CDK4/CDK6 muze zpusobit zastaveni G1 faze bunééného cyklu a je
slibnou a efektivni strategii pro 1é¢bu rakoviny (Yuan et al., 2021).

Palbociclib je historicky prvni peroralné podavany, reverzibilni a selektivni inhibitor
CDKA4/6, ktery byl vyvinut firmou Pfizer pro 1é¢bu rakoviny. CDK4/6 dokazi vazat cyklin
D1, coz vede k hyperfosforylaci pRb. Palbociclib dokaze separovat CDK4/6 cyklin D1
komplexy, ¢imz blokuje fosforylaci pRb a brani uvolnéni E2F faktoru, diky ¢emuz dojde
k zastaveni G1 faze a k potlaceni ristu nadoru (Liu et al., 2018). Toto 1éCivo bylo v roce
2015 ve Spojenych statech schvaleno pro 1écbu zen slokalné pokrocilou nebo

metastatickou rakovinou prsu. Palbociclib se bézné podava spolecné s 1éCivem letrozol



(Dhillon, 2015). Lécivo letrozol se fadi mezi nesteroidni inhibitory aromatasy (IA,
EC 1.14.14.14) a vyuziva se pro inhibici aromatasy v perifernich tkanich a potlaceni
hladiny estrogenu, jehoz zvySena hladina v perifernich tkanich zvysuje riziko rakoviny
(Bhatnagar, 2007; Lamb & Adkins, 1998). Ve studit PALOMA-2 bylo prokéazano, ze 1écba
palbociclibem spolecné s letrozolem vede k vyznamné delSimu pieziti bez progrese, nez
pii 1éCbe se samotnym letrozolem (Finn et al., 2016).

Ribociclib je latka, ktera byla vyvinuta firmou Novartis pro 1écbu rakoviny. Stejné jako
palbociclib, je ribociclib inhibitor CDK4/6, ktery byl v roce 2017 ve Spojenych statech
schvalen pro 1é¢bu rakoviny prsu v kombinaci s letrozolem (Syed, 2017).

Abemaciclib je posledni ze schvalenych peroralné podavanych CDK4/6 inhibitord.
Z téchto tii 1éCiv je to nejméne specificky inhibitor a ukazal se byt aktivni vici 29 riznych
druht lidskych kinas (Chen et al., 2016; Poratti & Marzaro, 2019). Tato latka, ktera byla
vyvinuta firmou Eli Lilly and Company, taktéz obdrzela schvaleni v roce 2017 pro 1écbu
rakoviny prsu v kombinaci s latkou fulvestrant (Kim, 2017). Fulvestrant je selektivni
antagonista estrogenového receptoru (ER), ktery se vyuziva pti 1écbé ER-pozitivnich
karcinomt prsu (Bross et al., 2002). Po provedeni studie MONARCH 2 bylo
demonstrovano, ze abemaciclib v kombinaci s letrozolem zlepSuje preziti bez progrese
u pacientek s rakovinou prsu, které jiz prosly endokrinni terapii (Sledge et al., 2017).

Pfi porovnani struktur mezi CDK4, CDK6 a CDK2 se ukazalo, ze jejich podobnost
presahuje 60 %. Na zakladé vyzkumu struktur jiz pfipravenych inhibitori CDK4/6
a inhibitord CDK2 a jejich interakci s aktivnim mistem enzymu bylo navrzeno, Ze
selektivni CDK4/6 inhibitory by mély mit pét strukturnich vlastnosti. Soucasti molekuly
inhibitoru by mél byt donor a akceptor vodikové vazby, pozitivni naboj a dvé hydrofobni
casti. Dale se ukézalo, ze vyvinuté inhibitory CDK2 spliluji pouze Ctyfi z téchto péti
vlastnosti, protoze neobsahuji ¢ast s pozitivnim nabojem, coz miize byt vyuZzito pii navrhu
novych selektivnich CDK4/6 inhibitorti (Chen et al., 2020). Strukturni pozadavky pro
ptipravu selektivnich CDK4 inhibitori navrzené podle interakci jiz pripravenych
inhibitora jsou znazornény na Obr. 4. Tyto strukturni pozadavky byly vybrany jako
nejvhodnéjsi podle molekulového dockingu palbociclibu a CDK4 (Obr. 5).
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Obr. 5: 2D reprezentace interakci CDK4-palbociclib. Prevzato od Chen et al., 2020.

2.2.1.1 Rezistence vuci CDK inhibitorum

Vyuziti selektivnich CDK4/6 inhibitort pro 1é¢bu rakoviny prsu se ukazalo jako ucinné
feSeni se zvladnutelnymi negativnimi efekty, ovSem rezistence, ktera se vuci témto
inhibitorim postupné zvySuje, se neda prehlizet. CDKG6 je Castéji spojovan s rezistenci
vaci CDK4/6 inhibitorim nez CDK4. Protoze zvysSena aktivita CDK6 vyvolava
rezistenci, jeji selektivni inhibice by ji pfedesla (L1 et al., 2018). V poslednich letech byly
zkoumany mechanismy vzniku de novo ¢&i ziskané rezistence v preklinickych
a translacnich studiich. Bylo zji§téno, ze existuji minimalné¢ dva mechanismy vzniku
rezistence. Jednim z nich jsou abnormality v buné¢ném cyklu zpiisobené ztratou funkce

¢i mutaci pRb, amplifikaci CDK6 a zvySenou expresi cyklinu E1. Dal§im je napfiklad
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hyperaktivace signalni drahy fosfatidylinositol 3 - kinasa (PI3K, EC 2.7.1.137) / protein
kinasa B (AKT1, EC 2.7.11.1) / mTOR (sav¢i cil rapamycinu) (O’Leary et al., 2016;
Pandey et al., 2019).

Signalni draha PI3K/AKT1/mTOR reguluje §iroké spektrum bunécnych mechanismu,
jako je preziti buriky, proliferace, rust, metabolismus a angiogenezi. Tato draha je pfi
hyperaktivaci pfitomna v mnoha typech rakovinovych bunék (Manning & Cantley, 2007).
Podle nékterych studii se ukéazalo, ze PI3K dradha je hyperaktivovana v buikéach
rezistentnich viici CDK4/6 inhibitorim. Proto bylo navrzeno, ze kombinaci CDK4/6
inhibitora s inhibici PI3K/AKT1/mTOR signalni drahy by se mohlo pfi 1écbé predejit
rezistenci (Herrera-Abreu et al., 2016). V klinickych studiich byl spolecné s Ié¢ivem
palbociclib testovan mTOR inhibitor vistusertib (AZD2014), ktery pii pouziti snizoval
hladinu cyklinu D1, coz vedlo k hypofosforylaci pRb a tim regulaci transkripce
zprosttedkované E2F faktorem. OvSem tato kombinace nevedla k uplnému zastaveni
narastu rakoviny, pouze k prodlouzenému klidovému stavu (Michaloglou et al., 2018).
Kromé toho byla provedena preklinickd studie kombinace palbociclibu s mTOR
inhibitorem sapanisertib, jejichz kombinace synergicky inhibovala proliferaci rakoviny
prsu (Yamamoto et al., 2019). U vyzkumu léCby rakoviny prsu se ukazalo, ze vyvinuté
CDK4/6 inhibitory a také PI3K/AKT1/mTOR inhibitory zvySuji preziti bez progrese
(PFS) 1 celkové preziti (OS), avSak CDK4/6 inhibitory jsou vyrazné lepsi z hlediska
preziti bez progrese (Xu et al., 2022).

2.3 Molekuly s pteridinovym skeletem

Pteridin (Obr. 6) je heterocyklicka molekula vznikla spojenim pyrimidinového
a pyrazinového kruhu. Vyzkum této organické latky zacal izolaci pigmenti z motylich
kiidel Frederickem Gowlandem Hopkinsem v roce 1889 (Pfleiderer, 1992). Pozd¢ji
v letech 1924-1926 byly tyto pigmenty dale purifikovany v laboratofi Heinricha
Wielanda a byly pojmenovany xantopterin a leukopterin (Obr. 6). Pro tyto motyli
pigmenty byl obecné zvolen nazev pteridiny, zatimco nazev pterin byl pouzivan jako
obecny pojem vSech hmyzich pigmentt. V dnesni dobé€ je jako pteridin podle [UPAC bran
pyrazino[2,3-d]pyrimidin a jako pteriny jsou nazyvany piirodni pteridiny, pfitom se jedna
o derivaty 2-aminopteridin-4(3H)-onu (Carmona-Martinez et al., 2019; Rembold
& Gyure, 1972).
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Obr. 6: Struktura pteridinu a piirodnich derivati xantopterinu a leukopterinu.

Vsechny prirodni pteriny jsou u prokaryotickych i eukaryotickych organismt tvoreny
z guanosintrifostatu (GTP). Tyto latky nemusi byt pouze piirodnimi pigmenty. Byly
objeveny pfirodni pteriny, které maji nezbytnou metabolickou roli jako enzymatické
kofaktory a jsou také zapojeny do syntézy nukleovych kyselin, aminokyselin
a neurotransmiteri. Rozmanité biologické funkce molekul s pteridinovym skeletem
vedly k syntéze mnoha riznych derivath s cilem studie jejich mozného uplatnéni
v terapii. Nejvice studovana je jejich protinadorova aktivita, ale jsou také slibné v oblasti
1écby chronickych zanétlivych onemocnéni a mozné je 1 jejich vyuziti pii 1é€bé jinych

nemoci, jako je diabetes, osteoporoza nebo ischemie (Carmona-Martinez et al., 2019).

2.3.1 Syntéza pteridinoveého skeletu

Nejbezn€jsi zpusob zisku pteridinového skeletu je Gabriel-Isay kondenzacni reakce, pii
které reaguje 5,6-diaminopyridin s 1,2-dikarbonylovou slouc¢eninou. Oskar Isay touto
reakci pfipravil 6,7-difenylpteridin jiz na zacatku 20. stoleti a této metodé¢ podobné
kondenzacni reakce jsou vyuzivany dodnes (Pfleiderer, 1984).

Syntéza vyuzivajici symetrické dikarbonylové slouceniny nepiedstavuje zadny
problém =z hlediska regioselektivity, avSak pouziti asymetrickych dikarbonylovych
sloucenin pro pfipravu substituovanych pteridini v poloze 6 muze vést ke vzniku smési
produktii (Taghavi-Moghadam & Pfleiderer, 1997). Tento problém lze vyfesit prevedenim
karbonylové slouCeniny na pfisluSny oxim 2 a naslednou kondenzaci pro zisk
substituovaného pteridinu 3 (Schéma 1). Tato metoda byla jiz dfive vyuzita pii syntéze
inhibitorad NO-syntasy (NOS, EC 1.14.13.39), ktera katalyzuje oxidaci L-argininu na oxid
dusnaty a L-citrulin (Frohlich et al., 1999; Suckling et al., 2008).
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Schéma 1: Priprava pteridinovych derivati s vyuzitim oximu. Pfevzato od Suckling et al., 2008.

Pro svou rozmanitou biologickou aktivitu byly a jsou dodnes pfipravovany ruzné
substituované derivaty 5,8-dihydropteridin-6,7-dionu 5. Tyto derivaty se bézné
syntetizuji cyklizacnimi reakcemi s kyselinou §tavelovou nebo jejimi derivaty. Pro
ptipravu samotného 5,8-dihydropteridin-6,7-dionu 5 pouzili Ohmori et al. (1996)
4,5-diaminopyridin 4 a kyselinu stavelovou v 4M HCI (Schéma 2) a tato latka byla poté
testovana jako inhibitor AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-propionat)

receptoru s potencionalnim vyuzitim pro terapii neurodegenerativnich onemocnéni.

HOIO
H
|
~ ~
4M HCI, reflux kN N 0
H
5

N~ “NH,
4

Schéma 2: Priprava 5,8-dihydropteridin-6,7-dionu S.

Dalsi substituované derivaty latky S pfipravili Breault et al. (2008) jako potencialni
inhibitory bakterialniho enzymu glutamatracemasy (Murl, EC 5.1.1.3), pfi jejichz syntéze
vychazeli z 2-thio-4,6-diamino-pyridinu 6 (Schéma 3). Tento derivat nechali reagovat
s ruznymi alkylbromidy, ¢imz ziskali derivaty 7a-d, ze kterych nasledné nitrosaci
s dusitanem draselnym ve vodé€ a naslednou katalytickou hydrogenaci s PtO; pfipravili
triamino derivaty 9a-d pro cyklizaéni reakci. Pro cyklizaci pouzili ethyl 2-chlor-2-

oxoacetat v N-methyl-2-pyrrolidonu (NMP) a pfipravili tim 5,8-dihydropteridin-6,7-
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dionové derivaty substituované v poloze 2 (10a-d), ze kterych reakci s benzylbromidem

ziskali testované latky 11a-d (Obr. 7).

NH2 2

" )j _ R-Br NaNo, _ Ha, P10,
| NaOH MeOH 1 )\ 2o 1 TEtOH
— R
HS)\N NH, DMF )\
6 7a-d 8a d
0

NH,

NH NH,
NH § Br N
N 2 Et0” O N Xy V2O NS N
rt M NMP, 0°C 1 Ml _ Et.N,ovF R I
S N NH, ~s N N~ o S N N~ O
H
9a-d 10a-d 11a-d K@

Schéma 3: Priprava substituovanych derivatu latky 5. Prevzato od Breault et al., 2008.

NH, NH, NH, NH,

XIC XX xrc xxx
oS ST ETS LT

1a 11b 11c

Obr. 7: Pripraven¢ derivaty latky 5 substituované v poloze 2.
Pro pripravu dalSich derivatt vyuzili latku 10b, kterou dale substituovali v poloze 8
s prislusnymi alkylbromidy, ¢imz ziskali derivaty 12a-e (Schéma 4), jejichz struktury

jsou uvedeny na Obr. 8.

NH> NH»>
xé[ I o xé[ I
10b 12a-e

Schéma 4: Priprava derivatu 10b substituovanych v poloze 8.
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Obr. 8: Pripraven¢ derivaty latky 10b substituované v poloze 8.

Pro mozné antiproliferativni G€inky také nasyntetizovali Geng et al. (2018) derivaty 5,8-
dihydropteridin-6,7-dionu 5, které byly nasledné testovany proti rakoviné zaludku, plic
a prostaty na vybranych bunéénych liniich (Schéma 5). Pro pfipravu klicovych
intermediati 16a-d byl opét pouzit ethyl 2-chlor-2-oxoacetat v acetonu za piitomnosti
K>COs, po které nasledovala reakce v kyselin€ octové pro uzavieni cyklu a vytvoreni

pteridinového kruhu.
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Schéma 5: Znazoméni syntézy derivatu 5,8-dihydropteridin-6,7-dionu S s antiproliferacnimi
ucinky. Pfevzato od Geng et al., 2018.

2.4 Molekulovy docking

Molekulovy docking je metoda, pfi které se analyzuje konformace a orientace molekul
ve vazebném misté makromolekularnich latek (Torres et al., 2019). Tato metoda se bézné
pouziva ve vypocetni chemii a je ¢asto vyuzivana pii vyzkumu novych 1é¢iv (Novikov
& Chilov, 2009).

Molekulovy docking typicky zahrnuje dva souvisejici ukoly: nalezeni moznych
konformac¢nich stavi komplexu protein-ligand a vypocet volné energie takovych
komplexti nebo vytvoreni skore, které koreluje napf. s biologickou aktivitou. Vzorkovaci
algoritmus vyhledd konformaci, pfi které je vazebna energie proteinu a ligandu na
globalnim minimu (Novikov & Chilov, 2009).

Nejstars$i metody dockingu byly zalozeny na predpokladu modelu ,,zamek a klic*,
podle kterého jsou ligand a receptor rigidni télesa a jejich afinita je pfimo umérna jejich
geometrické shodé. Pozd¢jsi teorie indukovaného prizptuisobeni navrhovala, ze by se

s ligandem a receptorem mélo béhem dockingu zachazet jako s flexibilnimi télesy. Tyto
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dokovaci algoritmy s flexibilnimi télesy nejen presn€ji predpovidaji zplisob vazby
molekul nez algoritmy s rigidnimi télesy, ale také presnéji predpovidaji afinitu vici jinym
slouceninam (Koshland, 1963; Pagadala et al., 2017).

Prvnim krokem pro provedeni dokovacich vypoctu je zisk struktury cilové latky, coz
vétSinou byva makromolekularni latka (protein, DNA nebo RNA). Struktury téchto
makromolekul mohou byt ziskany pfimo z Protein Data Bank (PDB), kterd poskytuje
pfistup k trojrozmérnym strukturam makromolekul. Za poslednich dvacet let bylo
vyvinuto né€kolik dokovacich programi, jako je napt. AutoDock, AutoDock Vina (Scripps
Research Institute), DockThor (LNCC/MCTI), GOLD (CCDC Cambridge), FlexX
(BiosolvelT, Germany) a Molegro Virtual Docker (Molexus) (Torres et al., 2019). Skoro
vSechny dokovaci programy, kromé programu GOLD, pracuji sreceptorem jako
s rigidnim télesem a s ligandem jako flexibilnim (Pagadala et al., 2017).

Docking se Casto vyuziva k otestovani proveditelnosti jakékoliv biochemické reakce
jesté pred jejim experimentalnim provedenim. V nékterych oblastech mize dokovani hrat
dilezitou roli. Napfiklad studie interakci mezi malymi molekulami (ligandy) a cilovymi
proteiny (enzymy) muzou piredpovédét, jakym zptisobem se enzym aktivuje, nebo jakym
zpusobem se ligand dokaze navazat k nukleovym kyselinam. Tyto informace pak davaji
do souvislosti strukturu molekul s jejich cytotoxicitou. Medicinalni chemici vyuzivaji
tyto in silico metody, aby predpovédéli, zda vyvijena molekula interaguje
s proteiny/DNA. Pokud je dokovacim programem piedpovézena takova interakce, pak se
tato interakce otestuje experimentalné pro zjisténi opravdovych vazebnych interakci.
Timto zpusobem je zjisté€no, jak se maji testované molekuly modifikovat, aby doslo

k jejich specifickému navazani na cilenou sekvenci/strukturu (Dar & Mir, 2017).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujici Casti bude diskutovana syntéza novych dihydropteridinovych derivati
modifikovanych v poloze 2, molekulovy docking navrzenych derivatu a také biologicka
aktivita pfipravenych latek.

3.1 Design cilovych latek a navrh syntézy

Jak bylo jiz zminéno v kapitole 2.2.1, bylo navrzeno, ze selektivni CDK4/6 inhibitory by

meély mit pét strukturnich vlastnosti, které byly urCeny podle molekulového dockingu

palbociclibu.

CHy A E
XX N E CHs !
N| N™ ! N |
oAbk > Heed
HN™ 'N” N | — !
AN f —> > HN" NN ;
L X)\R
b O E E
H palbociclib N PPC14-4B navrZena obecna struktura

H

Schéma 6: Design finalnich derivatu podle strukturnich pozadavku odvozenych od molekulového
dockingu palbociclibu a jiz pripravené latky PPC14-4B.

V predchozim vyzkumu na katedfe organické chemie ve skupine€ doc. Petra Cankare,
Ph.D. byla pfipravena skupina pteridinovych derivati, které vychazi z tohoto modelu.
Derivaty obsahovaly rizné substituenty v poloze 8. Doposud vSak nebyla obménéna
pozice 2, a tudiz takovéto latky nebyly testovany na biologickou aktivitu. Pro tuto praci
byla navrzena obecna struktura, ktera obsahuje heteroatom X, ktery simuluje dusikovy
atom nachézejici se v pyridinovém kruhu molekuly palbociclibu, a ktery stoji za jeho
vyznamnou biologickou aktivitou (Schéma 6). Takovy strukturni motiv obsahujici praveé
heteroatom X by mohl byt amid karboxylové kyseliny, derivat mocoviny nebo by to mohl
byt heteroatom, ktery je soucasti aromatického kruhu stejné jako v molekule palbociclibu.
Poloha 2 bude obméiovana na skeletu, ktery vychazi ze struktury jiz ptipravené latky

PPC14-4B, ktera méla z piipravenych latek nejlepsi aktivitu na CDK4.
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Syntéza vedouci k ptipravé téchto latek byla navrzena tak, ze se v nékolika krocich
pfipravi amin 23, ktery bude dale modifikovan na jiz zminéné finalni derivaty.

Pfiprava vyse zminéného aminu 23 vychéazi z komerén€ dostupného 2,4-dichlor-
pyrimidin-5-aminu 18. Navrzena syntéza je péti krokova (Schéma 7), kdy prvni tfi kroky
vedou k pfiprave chloridu 21 podle postupu z literatury (Tomanova et al., 2022). Prvnim
krokem je zavedeni methylu na aminoskupinu komer¢niho pyrimidinu 18, dale nasleduje
selektivni substituce jednoho atomu chloru pyrimidinu cykloheptylaminem za vzniku
latky 19, ktera bude podrobena cyklizaci za vzniku dihydropteridinu 21. Derivat 21 pak

preveden na cilovy intermediat 23 pies azid 22.

3.2 Pfiprava intermediatu 23

Jak jiz bylo zminéno, prvnim reakénim krokem je modifikace amino skupiny latky 18
methylovou skupinou. Této pfemény bylo dosazeno reduktivni aminaci pomoci 37 %
vodného roztoku formaldehydu. Reakce probihala v methanolu (MeOH) v prostiedi
kyseliny octové. Imin byl redukovan pomoci NaBH;CN. Methylovany produkt 19 byl
ziskan ve vytézku 70 % (Schéma 8).

O
G
H NH
/\/E (37% vodny roztok) Nl/\i
)\ NaBH;CN, AcOH C|)\N/ cl
0 °C, poté rt
18 24 h 19
70 %
Schéma 8
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Dal§im krokem byla aromaticka nukleofilni substituce s cykloheptylaminem. Reakce
probihala v dimethylsulfoxidu (DMSO) za pfitomnosti baze N,N-diisopropylethylaminu
(DIEA) pii 85 °C po dobu 7 dnti (Schéma 9). Po izolaci pomoci extrakce do ethylacetatu
(EtOAc) a sloupcové chromatografii byl produkt ziskan ve vytézku 78 %.

NH,
CHs CH
N NH N NH
)l\ Z DIEA, DMSO - /“\ =
Cl N Cl ’ Cl N NH
85 °C, 7 dni
78 %
19 20
Schéma 9

Pro tvorbu dihydropteridinového skeletu (Schéma 10) byl k 2-chlor-N*-cykloheptyl-N°-
methylpyrimidin-4,5-diaminu 20 rozpusténém v suchém THF pridan za stalého chlazeni
oxalylchlorid a poté pomalu po kapkach silna baze bis(trimethylsilyl)amid lithny
(LiHMDS), ¢imz doslo k cyklizaci a vytvoreni dihydropteridinového skeletu. Po
2 hodinach byla podle TLC reakce ukoncena. Rozpoustédlo ze smési bylo odpateno na
RVO a produkt ziskan po precisténi pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi

hexan:EtOAc (1:1). Produkt 21 byl ziskan ve vytézku 69 %.

CHa
NH 0
/Nl/\/[ . )kn/CI LIHMDS, THF )\/I :Z
cI” N7 ONH Cl 0°C, potért >
O 2h
69 %
20 21
Schéma 10

Po cyklizaci byla snaha o pfipravu azidu 22 nejjednodussi cestou, a to pfimou substituci
s azidem sodnym (Schéma 11). Bohuzel ani v jednom ze dvou pokust nedoslo podle TLC

ke konverzi a zisku chténého produktu (Tab. 1).

17



Aé[ I /ké[ I

21 22

Schéma 11

Tab. 1: Reakéni podminky pfi pfiprave azidu 22.

# NaN3 Baze Rozpoustédlo T[°C] Vytézek
1 10 ekv. - DMF 80 -
2 1,2 ekv. K>CO;s DMF 80 -

Pro ptipravu azidu byla proto zvolena jina strategie. Inspiraci byla prace podle Steklova
et al. (2011). Azid 22 byl pfipraven ve dvou krocich. V prvnim kroku byl substitu¢ni
reakci s NoHy-H>O v rozpoustédle ethanol (EtOH) pripraven hydrazin 24 ve formé zluté
srazeniny, ktera byla odfiltrovana a promyta. Nasledné reakci hydrazinu 24 s dusitanem
sodnym v prostfedi 10% AcOH a 1M HCI po dobu 24 hodin byl ziskan azid 22 ve formé

hnédé srazeniny, ktera byla zfiltrovana a promyta vodou (Schéma 12).

cr
N2H4 H20 N™ N ° NaN02
A PP A
EtOH 60 °C HN N N~ o HC| 10% AcOH
24 h l 24 h, rt
NH,

79 % 86 %

21 24 22

Schéma 12

Pro redukci azidu 22 na amin 23 byla navrzena Staudingerova reakce, ktera probiha ve
dvou krocich. Reakci azidu 22 s trifenylfosfinem v rozpoustédle dichlormethan (DCM)
byl piipraven fosfinimin 25, ktery se podafilo izolovat. Problém avSak nastal pii pokusu
o jeho hydrolyzu, pti které sice dochazelo ke vzniku aminu 23, ale nepodafilo se jej

izolovat (Schéma 13).
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Jednodussim feSenim oproti Staudingeroveé reakci pro zisk azidu 22 byla nakonec pfima
redukce katalytickou hydrogenaci s 10% palladiem na aktivnim uhli jako katalyzatorem
v EtOAc jako rozpoustédlem (Schéma 14). Po ukonceni reakce byl produkt prefiltrovan
pres kiemelinu a odparen, ¢imz byl ziskdn amin 23 ve formé pevné bilé latky. Tato reakce

byla pfevzata od Shortnacy-Fowler et al. (2001).

CHs
I
A T Eore o L A
2ah 1t H,N” N7 N7 o
77 %

22 23

Schéma 14
3.3 Vyuzti aminoderivatu 23 pro syntézu finalnich latek

3.3.1 Priprava amidi kyselin a moc¢ovinovych derivati

Po pripravé aminu 23 byla na fadé pfiprava danych amidd, jako finalni produkty. Pro
oveéfeni reaktivity pfipraveného aminu 23 byla vyzkouSena testovaci reakce
s fenyloctovou kyselinou za podminek amidového couplingu (Schéma 15). Bylo
vyzkouseno pét reak¢nich podminek (Tab. 2), avSak ani v jednom piipadé nedoslo podle
TLC k reakci, zfejmé kvuli snizené reaktivity aminoskupiny v poloze 2, ktera sousedi

s dvéma dalSimi atomy dusiku na aromatickém jadre.
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Tab. 2: Reakéni podminky pro pfipravu amidu 26.
Amin Fenyloctova L Cas
. Cinidlo Baze  Rozpoustédlo Vytézek
23 kyselina [°C] [h]
DCC
1 1ekv. 1 ekv. - DCM 1t 24 -
(1 ekv))
HOBt
TEA
(1 ekv.),
2 1ekv. 1 ekv. (1,2 DCM 0 24 -
EDCI
ekv.)
(2 ekv))
HBTU DIEA
3 lekw 2 ekv. DMF it 24 -
(2 ekv)) (4 ckv))
T3P Pyridin
4 1.2 c¢kv. 1 ekv. EtOAc 0 24 -
(1,5 ekv.) (2 ekv))
T3P DIEA
5 1.2c¢ekv. 1 ekv. EtOAc 40 24 -
(2,5 ekv.) (4 ckv))

Z divodu nizké reaktivity byla otestovana tvorbu amidu s benzoylchloridem, ktery je

velmi reaktivni (Schéma 16). Testovano bylo pouziti baze triethylaminu (TEA) a reakce

byla provadéna v DCM nebo byla reakce provedena v pyridinu, a to za pokojové

a zvySené teploty 100 °C. Avsak opét podle TLC nebyl detekovan zadny produkt (Tab. 3).
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Tab. 3: Reakéni podminky pfi reakei aminu 23 s 1.2 ekvivalenty benzoylchloridu.

# Baze Rozpoustédlo  T[°C] Cas [h] Vytézek
1 TEA (3 ekv.) DCM it 24h -
2 - Pyridin it 24h -
3 - Pyridin 100 24h -

Nabizela se tedy dalsi moznost pfipravy amidi, a to oxidaci iminu, ktery by mél jit
pfipravit z fosfiniminu 25, ktery byl pfipraven pro pfipravu aminu 23 Staudingerovou
reakci (viz. kapitola 3.2). Pfipraveny fosfinimin 25 byl vyuzit v reakci s benzaldehydem,
¢imz bychom ziskali imin 28 (Schéma 17), ktery by po oxidaci poskytnul amid. Podle
TLC vSak v zadném piipade nedochazelo k reakci a tvorbé produktu (Tab. 4).

(i:H3 CI:H3
| + %@» |
NI)\N/ N o @H N)\N/ N o
Ph—P—Ph CH
o @(
28

25 (1 ekv.)

Schéma 17

Tab. 4: Reakéni podminky pfi priprave iminu 28.

# Benzaldehyd Rozpoustédlo Teplota [°C] Cas [h] Vytézek
1 2 ekv. CHCI; rt 24 -
2 2 ekv. Toluen 110 24 -
3 10 ekv. Toluen 100 24 —
4 40 ekv. - 100 24 h -
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Obdobn¢ byla také testovana reakce fosfiniminu 25 s fenylisokyanatem, ktera vede
k ptipraveé karbodiimidu 29 (Schéma 18). Karbodiimid 29 by po nasledné hydrolyze
poskytoval mocCovinovy derivat. Tato reakce byla testovana za podminek uvedenych

v tabulce 5. Ani v tomto pfipadé vSak podle TLC nedoslo ke vzniku produktu.

(I:Hs C|;H3
N
rﬂ)\N/ N"So ©/ N7 NN S0
Ph—P—Ph c

Ph N
25 (1 ekv.) O/ 29

Schéma 18

Tab. 5: Reakéni podminky pii pripravé karbodiimidu 29.

# Fenylisokyanat Rozpoustédlo Teplota [°C] Cas [h] Vytézek

1 2 ekv. Toluen 110 24 h -
2 10 ekv. Toluen 100 24 h -
3 2 ekv. CHCl;3 rt 24 h -

3.3.2 Coupling s aminem 23

Po neuspésnych pokusech o tvorbu amidi a mocovinovych derivata jsme se pokusili na
aminoskupinu latky 23 navazat aryl za podminek Buchwald-Hartwigovy reakce. Prvnim
pokusem byla reakce s pyrrolopyridinem 30, ktery byl pfed reakci ochranén Boc
protektivni skupinou. Pfi couplingové reakci byl vyuzit octan palladnaty jako katalyzator,
ligand 1,1'-bis(difenylfosfino)ferrocen (dppf) a jako baze byl pouzit fosfore€nan draselny.
Reakce byla provedena v 1,4-dioxanu za zvySené teploty (Schéma 19). Podle HPLC vsak

nedochazelo ke vzniku produktu.

|
Pd(OAc) N. _O
):II*N\ dppfz |\N)N'\/\/[I
\ Z N N7 N Yo

Boc—N
1,4-dioxan, K3PO4
oc 3 dny,105 °C

23 30 31

Schéma 19
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Stejnym postupem byl ponechan reagovat amin 23 s dihydronaftyridinem 32, ktery byl
opét opatfen chranici skupinou Boc pred reakci. Reakce vSak stejné jako v pfedchozim

ptipadé nevedla ke vzniku produktu (Schéma 20).

Pd(OAc Boc.
N cl (OAc), N |
I A dppf
A ) R VN % Ny N0
0 Boc |
1,4-dioxan, K3PO4 N =
3dny,105 °C N
23 32 O

Schéma 20

3.4 Ptiprava finalnich derivati

Protoze ani v jednom piipadée reakce pro tvorbu amidu nefungovaly a amin 23 se nedal
vyuzit ani pro couplingové reakce, rozhodli jsme se tuto syntetickou cestu opustit.
Nabizelo se vyuziti jiz pfipraveného chloridu 21, ktery by mohl byt substituovan riznymi
aminy, a to za podminek aromatické nukleofilni substituce nebo Buchwald-Hartwigovy
reakce. Byla navrzena skupina latek (Obr. 9) a u téchto navrzenych derivata byl také

proveden molekulovy docking, jehoz vysledky jsou uvedeny nize (viz. kapitola 3.5).
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Obr. 9: Navrzené struktury cilovych latek.

Prvnim pokusem o pfipravu finalnich derivatt byla pfima substitu¢ni reakce s aminy. Pro
tyto reakce byl pouzit pfisluSny amin vnadbytku a reakce probihaly
v N,N-dimethylformamidu (DMF) =za zvySené teploty. VSechny reakce byly
monitorovany pomoci HPLC. Piimou aromatickou nukleofilni substituci vSak ke vzniku

chténych produkti nedoslo u Ctyf z péti nami vybranych amin(i (Schéma 21).
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Pouze u substitucni reakce s aminem 36 se nam podafilo izolovat produkt s 42%
vytézkem. Z NMR analyzy se vSak ukazalo, ze nedoslo ke vzniku chténého produktu, ale
doslo k demethylaci a knavazani pres dusikovy atom v piperazinovém kruhu

(Schéma 22).
|

EHso Mz N_ _O
NT P N
YXL ) X
clI” N7 N 0o N DMF ﬁN N~ N0
85 °C, 24 h N
N 42 % |\
) .
T H,N" N

21 (1 ekv.) 36 (2 ekv.) 37

CH,

Schéma 22

Jelikoz se derivat 21 ukazal jako nereaktivni za podminek aromatické nukleofilni
substituce, byla tedy vyuzita Buchwald-Hartwigova aminace. Reakce s aminy 36, 38-43
byla testovana v mikrovinném reaktoru s prekatalyzatorem XPhos Pd G2 ve smési
rozpoustédel 1,4-dioxan/H,O (4:1). Jako prvni byla vyzkouSena reakce s aminem 38,

ktery byl ponechan reagovat v mikrovinném reaktoru 1 hodinu. Podle HPLC se vsSak
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ukazalo, ze dochazelo kotevieni cyklu a rozpadu dihydropteridinového skeletu

u vytvoreného produktu, tak i ¢astecné u vychoziho chloridu 21. Nabizela se tedy

optimalizace reakcnich Casu, aby se ovéfilo, zda k hydrolyze dochéazi az po vzniku

produktu. Byl tedy testovan kratsi reakcni ¢as 10 minut, ktery vedl ke vzniku produktu

ve vét§im podilu, ale stale dochazelo z velké ¢asti 1 k otevirani cyklu. Jako nejlepsi se

nakonec ukazal reak¢ni ¢as 5 minut. Timto zpuisobem se nam podafilo pfipravit derivaty

34b, 34f, 34h a intermediaty chranéné Boc protektivni skupinou 35 a 44. (Tab. ©6).

U derivatu 34c¢ se nam produkt nepodafilo izolovat ani po zkraceni reakcniho Casu na

5 minut. Dalsi reakce vedouci k pfipravé zbylych navrzenych derivati nebyly z Casovych

divodu provedeny.

Tab. 6: Priprava finalnich derivatu a intermediati chranénych Boc protektivni skupinou.

‘ XPhos
# Amin Cas Produkt Vytézek
Pd G2
o
s
N HN” N7 N7 0
1 | 2 mol % l1h -
= N™ X
38 l =
34a
Mo
AN HN” SN N So
2 —N 2mol % 5 min ' 29 %
—N
39
34b
N0
PN
~ “NH HN N N (@]
3 —N 2 mol % 5 min ~ “NH -
—N
40
34c
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26 %

5 min

2 mol %

34f

59 %

5 min

2 mol %

41

24 %

5 min

2 mol %

32%
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3.4.1 Deprotekce chranénych intermediata 35 a 44

Po pfipravé intermediati 35 a 44 byla provedena deprotekce Boc skupiny zaminu

pasobenim 35% HCI podle postupu z literatury (Tomanova et al., 2022). Intermediat 35

byl rozpustén ve smeési DCM/MeOH v poméru 1:1 a poté k nému byla po kapkach ptidana

35% HCI (Schéma 20). Smés byla takto ponechana reagovat po dobu 2 dni. Po ukoncenti

reakce byla smes neutralizovana uhli¢itanem draselnym rozpu§ténym ve vodé, ¢imz

zarovenl doslo k vysrazeni produktu. Po zfiltrovani vSak bylo ziskano pouze 15,9 mg

produktu ve formeé zluté pevné latky, coz odpovida vytézku 49 %.
o
/\/E I _3s%HOL N4I I
)\ DCM/MeOH )\\
49 %
N~ | N
S

- .

35 34e

4

Schéma 23

Obdobna byla i deprotekce intermediatu 44 (Schéma 21), ovSem v tomto pfipadé po

reakci s 35% HCI a po nasledné neutralizaci s uhli¢itanem draselnym rozpusténym ve

vodé nedoslo k vysrazeni produktu. Misto toho byl produkt extrahovan DCM a po

odpareni preci§tén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi DCM:MeOH (30:1). Opét

vSak bylo ziskano pouze 7,4 mg zluté pevné latky s vytézkem 40 %.
o
xé[ [ g YU X

53 %
Boc—N\ : HN\
N= N=

44 34

Schéma 24
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3.5 Molekulovy docking
S pomoci Mgr. Ing. Vaclava Bazgiera, Ph.D. z katedry fyzikalni chemie byl s vyuzitim

dokovaciho open-source programu AutoDock Vina proveden molekulovy docking
navrzenych finalnich derivatd, pro piehlednost opét znazornény nize (Obr. 10). Pro
upravu a praci se strukturami molekul byl vyuzit vizualiza¢ni program Pymol.
Molekulovy docking navrzenych derivati byl proveden celkem do Sesti struktur, a to vzdy
do aktivni a neaktivni formy enzymu CDK2, CDK4 a CDK6. Po provedeni dockingu byly
ziskany hodnoty vazebné afinity v kcal-mol™!, pomoci kterych miizeme uréit, jak silné se

jednotlivé derivaty vazi do aktivniho mista enzymu (Tab. 7).

Tab. 7: Vysledky molekulového dockingu navrzenych struktur do vybranych enzymu.

Struktura Afinita k CDK2 Afinita k CDK4 Afinita k CDK6
[kcal -mol™'] [kcal-mol™'] [kcal -mol™']
Aktivni  Neaktivni Aktivni  Neaktivni  Aktivni  Neaktivni
forma forma forma forma forma forma
34a -10,6 -7,6 -10,9 -7,5 9,9 -8,5
34b -10,4 -8,5 -10,4 9,1 -9 9,7
34c 9,1 -8,3 -10,1 -8,7 -6,8 -8,5
34d 9,5 -8,4 -11,1 -8,9 9,8 9,2
34e -10,1 -7,8 9,2 -8 -7 -8,3
34f -10,5 -8,6 -10,4 -7,4 -7,5 -9
34g 9.4 -8 -10,2 -7,5 -10,5 9,8
34h 9,7 -1,7 -10,3 -8,1 9,8 9,9
34i -10,5 -8,6 -10,9 -8,8 -7,9 9,3
34j 9,5 -8,4 -11 -8,9 -9,7 -9,2
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Obr. 10: Struktury dokovanych latek do vybranych enzymad.

Z téchto vysledku lze vidét, ze v piipadé dockingu do CDK2 a CDK4 se jednotlivé
derivaty vazi silnéji do aktivni formy danych enzymt. U navrzenych derivata lze také
pozorovat i urcita specifita. U derivati, které se vazi s vysokou afinitou do aktivni formy
CDK2 vidime, ze se vazi s niz$i afinitou do aktivni formy CDK6. Naopak napfiiklad
derivat 34g se vaze s afinitou -10,5 kcal-mol™! do aktivni formy CDK6, ale do CDK2
pouze s afinitou -9,4 kcal-mol!. U CDK4 se s vyjimkou struktury 34e vazi viechny
derivaty se silnou vazebnou afinitou a neni zde uz takova specifita, protoze je zde dobra
vazebn4 afinita i u CDK2.

Z danych vysledk(i bychom mohli usoudit, ze derivat 34e by mohl byt selektivni
inhibitor pro enzym CDK2 (Obr. 11), derivat 34d pro enzym CDK4 (Obr. 12) a derivat
34g je z danych navrzenych derivata nejvice selektivni pro enzym CDKG6 (Obr. 13).
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Obr. 11: Zobrazeni prostorové orientace latky 34e (tyrkysova) do aktivni formy CDK2 (PDB ID
1E9H).

Obr.12: Zobrazeni prostorové orientace latky 34d (Sedd) do aktivni formy CDK4 (PDB ID 7SJ3).
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Obr. 13: Zobrazeni prostorové orientace latky 34g (rizova) do aktivni formy CDK6 (PDB ID
1X02).

3.6 Biologicka aktivita

Ptipravené latky 37, 34f a 34h byly odeslany na testovani na jejich biologickou aktivitu
na bunéénych liniich (MV4-11, K562, MCF-7) a vybranych enzymech (CDK2/E,
CDK4/D1 a FLT3-ITD).

S odbornou asistenci Mgr. Radka Jordy, Ph.D. a Mgr. Veroniky Vojackové jsem na
bunéénych liniich myeloidni leukémie MV4-11 a K562 mohl otestovat pfipravenou latku
34h. Prvni den byly pfipravené burky spocitany, vhodné nafedény a vlozeny do
96 jamkové desky. Na druhy den byly burky ovlivnény latkou 34h v raznych
koncentracich. Po 72 hodinach se k burikdm pfidalo ¢inidlo alamarBlue pro detekci
zivych bunék a provedla se detekce pomoci destickového readeru a stanoveni hodnot
ECso (polovina maximalni ucinné koncentrace). Vysledky ztohoto méfeni jsou
zaznamenany v tabulce 7, ostatni vysledky biologické aktivity z Casovych divodu

uvedené nejsou.

Tab. 7: Naméfené hodnoty ECso latky 34h.

Bunécna linie Hodnoty ECso [uM]
MV4-11 6,760
K562 49,254
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Obecné metody

Vsechny reakce byly standardné provadény, pokud neni v postupu uvedeno jinak, na
vzduchu za laboratorni teploty. Pro pfipravu fady finalnich derivatd byl také vyuzit
mikrovinny reaktor CEM Discover SP. Prubéh reakci byl monitorovan pomoci
tenkovrstvé chromatografie (TLC). Pro TLC byly vyuzivany aluminiové desky pokryté
silikagelem 60 SIL G/UV254 s fluorescentnim indikatorem.

Po dokonceni reakce byly produkty preiStény vyuzitim sloupcové chromatografie
(CC). Jako stacionarni faze byl vyuzit silikagel a smési organickych rozpoustédel jako
mobilni faze. Eluované frakce byly jimany do zkumavek a jejich obsah monitorovan
pomoci TLC. Frakce, které obsahovaly kyzeny produkt, byly spojeny a nasledné
odpareny na rotac¢ni vakuové odparce (RVO).

Hmotnostni spektra pfipravenych latek byla méfena na pfistroji znacky Waters
(Q-TOF MICRO). K méteni NMR spekter byl pouzit spektrometr JEOL ECA400II
pracujici pii frekvenci 399,78 MHz (*H) a 100,53 MHz (1*C). Méfeni jsou provadéna za
laboratorni teploty, pfiCemz vzorky jsou rozpusStény a nasledné mefeny v CDCls nebo
v DMSO-ds.

U piipravenych finalnich produktt byla dale méfena jejich teplota tani na bodotavku
VEB Analytik Dresden PHMK 78/1586 a byly charakterizovany pomoci HRMS, coz bylo
meéteno na piistroji UHPLC Dionex Ultimate 3000 s hmotnostnim spektrometrem

Orbitrap Elite.

42 Syntéza 2-amino-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-
dionu 23

42.1 2 4-Dichloro-N>-methylpyrimidin-5-amin (19)

G
N NH
)I\ =z
Cl N Cl
2,4-Dichloro-pyrimidin-5-amin 18 (5 g; 30,5 mmol) byl rozpustén v methanolu (90 ml)
a ochlazen na 0 °C. Ke smési byla pfidana ledova kyselina octova (10 ml; 183 mmol)
apoté 37 % vodny roztok formaldehydu (2,7 ml; 36,6 mmol). Smés byla michana

1 hodinu. Po 1 hodiné byla smés vytazena z ledové lazné€ a bylo k ni pfidano dalSich 20 ml

ledové kyseliny octové. Po 3 hodinach byl ke smési po dvou ¢astech pfidan NaBH3;CN
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(4,6 g, 73,2 mmol) behem 2 hodin. Po michani po dobu 20 hodin byla smeés
zkoncentrovana pomoci RVO, rozpusténa ve vodée (100 ml) a ochlazena na ledové lazni.
Nasledné byl za chlazeni pfidan pevny NaHCOs ke zneutralizovani kyseliny octové.
Vodna faze byla extrahovana s DCM (2x 80 ml). Spojené organické faze byly promyty
solankou, vysuSeny nad MgSO4 a odpateny pomoci RVO. Pevny zbytek byl rozpustén
v MeOH (10 ml) a vodé (80 ml) a ochlazen na ledové lazni. Po promichani byla pevna
latka zfiltrovana a promyta vodou. Bylo ziskano 3,79 g bilé pevné latky s vytézkem 70 %.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.90 (s, 1H), 4.34 (s, 1H), 2.97 (d, J = 5.3 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 146.5, 146.0, 139.1, 138.7, 30.0.

4.2.2 2-Chlor-N*-cykloheptyl-N>-methylpyrimidin-4,5-diamin (20)

OHy

N7 NH
)I\ =

Cl N NH

O

2,4-Dichloro-N°-methylpyrimidin-5-diamin 19 (0,71 mg; 4 mmol) byl rozpustén v BuOH
(40 ml; 435 mmol). Ke smési byl pfidan cykloheptylamin (0,51 ml; 4 mmol)
a N,N-diisopropylethylamin (1,4 ml; 8 mmol). Smés byla zahtivana za stalého michani
na 85 °C po dobu 4 dni. Po ukonceni reakce byla latka odpafena na RVO, rozpusténa
v malém mnozstvi DCM a vysrazena hexanem. Produkt byl poté procistén pomoci
sloupcové chromatografie s mobilni fazi hexan:EtOAc (3:2). Bylo ziskano 713,9 mg bilé
pevné latky s vytézkem 70 %.

"HNMR (400 MHz, CDCl5) § 7.46 (s, 1H), 4.88 (d, /= 7.3 Hz, 1H), 4.26 —4.14 (m, 1H),
2.81 (s, 3H), 2.74 (s, 1H), 2.08 — 1.94 (m, 2H), 1.74 — 1.40 (m, 10H).

3C NMR (101 MHz, CDCl53) § 155.4, 151.2,135.5, 127.9, 51.6,35.0, 31.1, 28.4, 24.1.

4.2.3 2-Chlor-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion (21)

GHs

N0
P

cl” N7 N So
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2-Chlor-N*-cykloheptyl-N°-methylpyrimidin-4,5-diamin 20 (777 mg; 3,06 mmol) byl
rozpustén v bezvodém THF (46 ml) za inertnich podminek a vznikla smés byla chlazena
vledové lazni. Ke smeési byl =za stalého michani pfidan oxalylchlorid
(0,27 ml; 3,12 mmol) a poté pomalu po kapkach 1 mol-1"' LIHMDS (7,34 ml; 7,34 mmol).
Reak¢ni smés byla michana 7 dni za laboratorni teploty. Produkt byl odpafen na RVO
a precis§tén pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi hexan:EtOAc (1:1). Po
odpafeni bylo ziskdno 556 mg bilé krystalické latky s vytézkem 60 %.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.34 (s, 1H), 5.31 — 5.26 (m, 1H), 3.63 (s, 3H), 2.53 — 2.41
(m, 2H), 2.02 — 1.82 (m, 2H), 1.81 — 1.73 (m, 2H), 1.73 — 1.56 (m, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 154.3, 153.9, 153.0, 146.7, 143.2, 121.2, 57.8,31.3, 29.7,
28.0,26.2.

4.2 .4 8-Cykloheptyl-2-hydrazinyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion
24)

CHs
N7 N.__O
A

Hl\ll N N O

NH»>

O

2-Chlor-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion 21 (400 mg; 1,3 mmol)
byl rozpustén v ethanolu (2,08 ml; 35,62 mmol) a byl k nému ptidan NoHs-H20 (0,13 ml;
2,6 mmol). Reak¢ni smés byla zahfivana na 60 °C a byla ponechana reagovat 5 hodin. Po
ukonceni reakce byla vznikla zZlutd srazenina odfiltrovana a promyta ethanolem. Bylo
ziskano 276,9 mg zluté pevné latky se 70% vytézkem.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.33 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 5.46 — 5.08 (m, 1H), 4.21 (s,
2H), 3.44 (s, 3H), 2.48 — 2.26 (m, 2H), 1.83 — 1.67 (m, 4H), 1.66 — 1.42 (m, 6H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-de) § 160.2, 155.3, 152.4, 145.5, 143.9, 113.9, 54.9, 30.7,
28.9,27.5, 26.0.
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4.2.5 2-Azido-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion (22)

GHa
N N0
P
Ny~ N7 N7 o

K 8-cykloheptyl-2-hydrazinyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dionu 24 (400 mg;
1,315 mmol) byla pfidana 10% AcOH (20 ml; 0,35 mol), dale NaNO; (416 mg; 6,03
mmol) a IM HCI (1,73 ml; 1,73 mmol). Reakéni smés byla michéna 1 den. Latka byla
zfiltrovana a promyta vodou ¢imz bylo ziskano 354,8 mg hnédé pevné latky s vytézkem
86 %.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.35 (s, 1H), 5.38 — 5.12 (m, 1H), 3.63 (s, 3H), 2.56 — 2.42
(m, 2H), 1.92 — 1.72 (m, 4H), 1.71 — 1.50 (m, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 156.4, 154.6, 152.9, 146.7, 143.4, 119.0, 57.7, 31.4, 29.7,
27.9,264.

4.2.6 2-Amino-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion (23)

CHs

NN O
P

H,N” N7 N7 o

2-Azido-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion 22 (200 mg; 0,63 mmol)
byl rozpustén v EtOAc (20 ml) a byl ponechan probublavat po dobu 5 minut proudem
dusiku. Poté bylo k latce ptidano 10% palladium na aktivnim uhli (33,76 mg; 0,32 mmol)
a smés byla opét probublana proudem dusiku. Nasledné byl ke smési pfipojen balonek
s vodikem a smés byla michana pfes noc. Po ukonceni reakce byl produkt prefiltrovan,
odpafen anasledné byl precistén pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi
DCM:MeOH (20:1). Bylo ziskano 138,2 mg zluté pevné latky s vytézkem 77 %.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.24 (s, 1H), 6.58 (s, 2H), 5.32 — 5.13 (m, 1H), 3.42 (s,
3H), 2.45 — 2.25 (m, 2H), 1.83 — 1.63 (m, 4H), 1.61 — 1.51 (m, 4H), 1.51 — 1.38 (m, 2H).
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 159.0, 155.1, 152.2, 145.3, 144.0, 113.4, 54.8, 31.5,
28.7,27.5,25.8.
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4.3 Syntéza finalnich derivata
4.3.1 8-Cykloheptyl-5-methyl-2-((1-methyl-3-fenyl-1H-pyrazol-5-
yl)amino)-5,8-dihydropteridin-6,7-dion (34b)

|
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F

2-Chlor-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion 21 (56 mg; 0,18 mmol)
byl navazen do vialky pro mikrovinny reaktor a rozpustén v 1 ml smési 1,4-dioxanu
s vodou v poméru 4:1. Poté byl do vialky piidan 1-methyl-3-fenyl-1H-pyrazol-5-amin 39
(31,52 mg; 0,18 mmol) a K2CO;3 (100,6 mg; 0,73 mmol). Po probublani smési proudem
dusiku po dobu 10 minut byl pfidan prekatalyzator XPhos Pd G2 (3 mg; 2 mol %). Smés
byla reagovana v mikrovinném reaktoru pii 100 °C po dobu 5 minut. Po ukonceni reakce
byl produkt nafedén vodou (20 ml) a vodna faze byla extrahovana 3x 15 ml DCM. Po
precisténi pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi DCM:MeOH (20:1) byl
ziskan produkt ve formé zluté olejovité latky, ktery byl dale rozpustén v malém
mnozstvi DCM, vysrazen hexanem a zfiltrovan. Bylo ziskano 23,2 mg zluté pevné latky
s vytézkem 29 %.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.23 (s, 1H), 7.82 — 7.74 (m, 2H), 7.42 — 7.33 (m, 2H),
7.33-7.27 (m, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.57 (s, 1H), 5.27 — 5.15 (m, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.60 (s,
3H), 2.43 — 2.24 (m, 2H), 1.79 — 1.59 (m, 4H), 1.54 — 1.38 (m, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) § 156.2, 155.1, 152.9, 150.3, 146.5, 143.4, 138.0, 133.6,
128.7,127.8, 125.4, 116.1, 97.8, 57.26, 35.6, 31.3,29.4, 27.7, 26.5.

HRMS (ESI-TOF) m/z vypocteno pro [M+H]*: 446,2299; nalezeno 446,2282.

Teplota tani 139-141 °C.
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4.3.2 8-Cykloheptyl-5-methyl-2-((5-(4-methylpiperazin-1-yl)pyridin-2-
yl)amino)-5,8-dihydropteridin-6,7-dion (34f)
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2-Chlor-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion 21 (112 mg; 0,36 mmol)
byl navazen do vialky pro mikrovinny reaktor a rozpustén v 2 ml smési 1,4-dioxanu
s vodou v poméru 4:1. Poté byl do vialky pfidan 5-(4-methylpiperazin-1-yl)pyridin-2-
amin 36 (70 mg; 0,36 mmol) a K2CO;3 (200 mg; 1,4 mmol). Po probublani smési proudem
dusiku po dobu 10 minut byl do vialky pfidan prekatalyzator XPhos Pd G2 (6 mg;
2 mol %). Smes byla reagovana v mikrovinném reaktoru pii 100 °C po dobu 5 minut. Po
ukonceni reakce byl produkt nafedén vodou (30 ml) a vodna faze extrahovana 3x 20 ml
DCM. Po precisténi pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi DCM:MeOH (5:1)
bylo ziskano 44,1 mg zluté pevné latky s vytézkem 26 %. Kvuli Spatné rozpustnosti latky
pro NMR analyzu byl produkt pfeveden na hydrochlorid rozpusténim v 6 ml MeOH
nasyceného plynnym HCI a byl takto ponechan reagovat za stalého michani po dobu
1 hodiny. Po ukonceni reakce byl produkt odfoukan dusikem a poté jesté 3x promyt
cistym MeOH a opét odfoukan.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 11.35 (s, 2H), 8.49 (s, 1H), 8.07 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
8.01 (d, J=2.7 Hz, 1H), 7.87 (d, J= 9.3 Hz, 1H), 5.33 — 5.14 (m, 1H), 3.87 — 3.78 (m,
4H), 3.54 (s, 1H), 3.51 (s, 3H), 3.27 — 3.12 (m, 4H), 2.81 (d, /= 3.8 Hz, 3H), 2.46 — 2.31
(m, 2H), 1.87 — 1.71 (m, 4H), 1.68 — 1.55 (m, 2H), 1.54 — 1.43 (m, 2H).

HRMS (ESI-TOF) m/z vypocteno pro [M+H]": 465,2721; nalezeno 465,2722.

Teplota tani 151-153 °C.
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4.3 .3 8-Cykloheptyl-5-methyl-2-((4-(morfolino-4-karbonyl)fenyl)amino)-
5,8-dihydropteridin-6,7-dion (34h)
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2-Chlor-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion 21 (27 mg; 0,09 mmol)
byl navazen do vialky pro mikrovinny reaktor a rozpustén v 500 ul 1,4-dioxanu s vodou
vpoméru 4:1. Poté byl do vialky pfidan (4-aminofenyl)(morfolino)methanon 41
(18,6 mg; 0,09 mmol) a K2COs3 (50 mg; 0,36 mmol). Po probublani smési proudem dusiku
po dobu 10 minut byl do vialky pfidan prekatalyzator XPhos Pd G2 (1,42 mg; 2 mol Smeés
byla reagovana v mikrovinném reaktoru pii 100 °C po dobu 5 minut. Po ukonceni reakce
byl produkt nafedén vodou (15 ml) a vodna faze extrahovana 3x 10 ml DCM. Po
precisténi pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi DCM:MeOH (30:1) byl
ziskan produkt ve forme oranzové olejovité latky, ktery byl dale rozpu§tén v DCM (1 ml),
vysrazen hexanem a zfiltrovan. Bylo ziskano 25,3 mg bilé pevné latky s vytézkem 59 %.
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.26 (s, 1H), 7.70 — 7.64 (m, 2H), 7.47 — 7.42 (m, 2H),
7.25 (s, 1H), 5.44 — 5.34 (m, 1H), 3.77 — 3.63 (m, 8H), 3.60 (s, 3H), 2.59 — 2.46 (m, 2H),
1.96 — 1.77 (m, 4H), 1.74 — 1.63 (m, 4H), 1.57 — 1.48 (m, 2H).
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) § 169.1, 155.1, 154.6, 152.7, 145.4, 143.8, 141.9, 128.1,
127.8,117.7, 115.7, 66.1, 55.5, 30.5, 28.9, 27.5, 26.2.
HRMS (ESI-TOF) m/z vypocteno pro [M+H]*: 479,2401; nalezeno 479,2403.
Teplota tani 145-146 °C.
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4.3 .4 8-Cykloheptyl-5-methyl-2-((5-(piperazin-1-yl)pyridin-2-yl)amino)-
5,8-dihydropteridin-6,7-dion (34e)
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2-Chlor-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion 21 (110,9 mg; 0,36 mmol)

N
H

byl navazen do vialky pro mikrovinny reaktor a rozpustén v 2 ml smési 1,4-dioxanu
svodou v poméru 4:1. Poté byl do vialky pfidan terc-butyl 4-(6-aminopyridin-3-
yl)piperazin-1-karboxylat 42 (100,21 mg; 0,36 mmol) a KoCO3 (200 mg; 1,4 mmol). Po
probublani smési proudem dusiku po dobu 10 minut byl do smési pfidan prekatalyzator
XPhos Pd G2 (6 mg; 2 mol %). Smés byla reagovana v mikrovinném reaktoru pti 100 °C
po dobu 5 minut. Po ukonceni reakce byl produkt nafedén vodou (30 ml) a vodna faze
extrahovana 3x 15 ml DCM. Po precisténi pomoci sloupcové chromatografie s mobilni
tazi DCM:MeOH (40:1) byl ziskéan ferc-butyl 4-(6-((8-cykloheptyl-5-methyl-6,7-dioxo-
5,6,7,8-tetrahydropteridin-2-yl)amino)pyridin-3-yl)piperazin-1-karboxylat 35
s vytézkem 47,4 mg (24 %). Produkt 35 (40 mg; 0,073 mmol) byl rozpustén ve 1,4 ml
smést DCM:MeOH v poméru 1:1. Po rozpusténi bylo po kapkach pfidana 35% HCI
(0,12 ml) a smé&s byla ponechana reagovat za stalého michani po dobu 2 dni. Po ukoncenti
reakce byla smés neutralizovana uhlicitanem draselny a poté nafedéna vodou (5 ml), ¢imz
zaroven do§lo k vysrazeni produktu. Po zfiltrovani bylo ziskano 15,9 mg produktu ve

formée zluté pevné latky, coz odpovida vytézku 49 %.
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4.3.5 2-((1H-Indazol-6-yl)amino)-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-
dihydropteridin-6,7-dion (34j)
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2-Chlor-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion 21 (110,9 mg; 0,36 mmol)
byl navazen do vialky pro mikrovinny reaktor a rozpustén v 2 ml smési 1,4-dioxanu
svodou v poméru 4:1. Poté byl do vialky pfidan ferc-butyl 6-amino-1H-indazol-1-
karboxylat 43 (84 mg; 0,36 mmol) a K2CO3 (200 mg; 1,4 mmol). Po probublani smési
proudem dusiku po dobu 10 minut byl do smési piidan prekatalyzator XPhos Pd G2
(6 mg; 2 mol %). Smés byla reagovana v mikrovinném reaktoru pii 100 °C po dobu 5
minut. Po ukonceni reakce byl produkt nafedén vodou (30 ml) a vodna faze extrahovana
3x 20 ml DCM. Po priecisténi pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi
DCM:MeOH (80:1) a odpafeni na RVO bylo ziskdno 58,9 mg ferc-butyl 6-((8-
cykloheptyl-5-methyl-6,7-dioxo-5,6,7,8-tetrahydropteridin-2-yl )Jamino)-1H-indazol-1-
karboxylatu 44 s vytézkem 32 %. Produkt 44 (23 mg; 0,045 mmol) byl rozpustén v 1 ml
smést DCM:MeOH v poméru 1:1. Po rozpusténi bylo po kapkach ptidano 75 pl 35% HCl
a smeés byla ponechana reagovat za stalého michani po dobu 2 dni. Po ukonceni reakce
byla smés neutralizovana uhli¢itanem draselnym a poté nafedéna vodou (5 ml). Latka
byla poté extrahovana 2x 10 ml DCM a po odpafeni pieci§téna sloupcovou
chromatografii s mobilni fazi DCM:MeOH (30:1), ¢imz bylo ziskano 7,4 mg zluté pevné
latky s vytézkem 40 %.
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43.6 2-(4-(6-Aminopyridin-3-yl)piperazin-1-yl)-8-cykloheptyl-5-methyl-
5,8-dihydropteridin-6,7-dion (37)

|
Ftee

2-Chlor-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion 21 (56 mg; 0,18 mmol)
byl rozpustén v DMF (0,6 ml). Poté byl ke smési pifidan 5-(4-methylpiperazin-1-
yl)pyridin-2-amin 36 a vznikla smés byla za stalého michani zahfivana po dobu 24 h na
85 °C. Po ukonceni reakce byla smés nafedéna vodou (20 ml) a extrahovana 2x 10 ml
EtOAc. Poté byla latka precisténa sloupcovou chromatografii s mobilni fazi DCM:MeOH
(15:1) a precisténi bylo ziskano 35,6 mg zluté pevné latky s vytézkem 42 %.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.18 (s, 1H), 7.83 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.8,
2.9 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.38 — 5.25 (m, 1H), 4.22 (s, 2H), 3.99 — 3.93 (m,
4H), 3.57 (s, 3H), 3.13 — 3.09 (m, 4H), 2.58 — 2.43 (m, 2H), 1.89 — 1.72 (m, 4H), 1.69 —
1.47 (m, 6H).
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5 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo pfipravit nové dihydropteridinové derivaty lisici se od
sebe substituentem v poloze 2, a které byly navrzené podle strukturnich vlastnosti
urcenych podle molekulového dockingu 1é¢iva palbociclibu. Celkem bylo pfipraveno 5
finalnich derivata (34b, 34f, 34h, 34e a 34j) pomoci Buchwald-Hartwigovy aminace
v mikrovinném reaktoru. Tyto derivaty vSak byly pfipraveny s pomérné nizkymi vytézky
(26-59 %), ale s pozadovanou cistotou. Zbylé navrzené derivaty se pripravit nepodafilo,
protoze podle HPLC dochazelo pii jejich piipravé k otevirani cyklu a rozpadu
dihydropteridinového skeletu. Derivaty 34e a 34j se po deprotekci podafilo ziskat pouze
ve velmi nizkém mnozstvi a kvili problémim s rozpustnosti v ¢inidlech potfebnych pro
NMR analyzu se je nepodarilo charakterizovat.

Dalsi c¢asti bakalarské prace bylo provedeni molekulového dockingu navrzenych
derivatd do aktivnich a neaktivnich forem enzymt CDK2, CDK4 a CDK6. Dokované
derivaty se lépe vazaly do aktivni formy enzyma. Zarover se ukazalo, ze latky, které se
vazi s vysokou afinitou do CDK2, se vazi s nizsi afinitou do CDK6 a naopak. Z téchto
derivath se latka 34e jevi jako potencialni selektivni inhibitor CDK2, latka 34d jako
selektivni inhibitor CDK4 a latka 34g jako inhibitor CDKO6.

Ptipravené derivaty 34f a 34h spolecné s latkou 37 byly poslany na testovani na jejich
biologickou aktivitu na bunéfnych liniich MV4-11, K562 a MCF-7 a vybranych
enzymech CDK2/E, CDK4/D1 a FLT3-ITD. V ramci této bakalarské prace jsem si také
vyzkousel, jak probiha biologické testovani pfipraveného derivatu 34h na bunécnych

liniich MV4-11 a K562.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AcOH
AKTI
AMPA
Boc
CDK
DCC
DCM
DIEA
DMF
DMSO
dppf
EDCI
ER
Et3N
EtOAc
EtOH
FDA
HBTU
HOBt
HPLC
HRMS
IA
LiHMDS
MeOH
mTOR
Murl
NMP
NMR
Pd(OAc)
PDB
PI3K
PPh;
pRb
RVO
T3P
TEA
THF
TLC
XPhos Pd G2

octova kyselina

protein kinasa B
a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-propionat
tert-butyloxykarbonyl

cyklin-dependentni kinasa
N,N'-dicyklohexylkarbodiimid

dichlormethan

N,N-diisopropylethylamin
N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

1, 1'-bis(difenylfosfino)ferrocen
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
estrogenovy receptor

triethylamin

ethylacetat

ethanol

Food and Drug Administration
O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N'N'-tetramethyluronium hexafluorfosfat
hydroxybenzotriazol

vysokoucinna kapalinova chromatografie
high-resolution mass spectrometry

inhibitor aromatasy

bis(trimethylsilyl)amid lithny

methanol

sav(i cil rapamycinu

bakterialni enzym glutamatracemasa
N-methyl-2-pyrrolidon

nuklearni magneticka rezonance

octan palladnaty

Protein Data Bank

fosfatidylinositol 3 - kinasa

trifenylfosfin

retinoblastomovy protein

rotacni vakuova odparka

anhydrid kyseliny propanfosfonoveé
triethylamin

tetrahydrofuran

chromatografie na tenké vrstve
chloro(2-dicyllohexylfosfino-2',4',6'-triisopropyl-1,1'-bifenyl)[2-(2'-
amino-1,1'-bifenyl)]palladium(II)
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'H a 3C spektrum 8-cykloheptyl-2-hydrazinyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-
dion (24)
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'"H a BC spektrum 2-amino-8-cykloheptyl-5-methyl-5,8-dihydropteridin-6,7-dion
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'H a 3C spektrum 8-cykloheptyl-5-methyl-2-((1-methyl-3-fenyl-1H-pyrazol-5-

yl)amino)-5,8-dihydropteridin-6,7-dion (34b)
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'H spektrum 8-cykloheptyl-5-methyl-2-((5-(4-methylpiperazin-1-yl)pyridin-2-
yl)amino)-5,8-dihydropteridin-6,7-dion (34f)
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