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SEZNAM ZKRATEK

a-syn a-synuklein

AMPAR receptor a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové kyseliny
bs Siroky singlet

cAMP cyklicky adenosin-3‘,5-monofosfat
COMT katechol-O-methyltransferaza (EC 2.1.1.6)
d doublet

DIAD diisopropyl-azodikarboxylat

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
J Stépici konstanta

m multiplet

MAO monoaminoxidaza (EC 1.4.3.4)

MS hmotnostni spektrometrie

NMDAR N-methyl-D-aspartatovy receptor

NMR nuklearni magneticka rezonance
L-DOPA L-3,4-dihydroxyfenylalanin

PN Parkinsonova nemoc

PPhsO trifenylfosfin oxid

S singlet

t triplet

TLC tenkovrstevna chromatografie

VMAT2 vezikularni monoaminovy transportér 2

o chemicky posun



1. UVOD A CIiLE PRACE

Parkinsonova nemoc (PN) je druhé nejCastéjSi neurodegenerativhi onemocnéni
postihujici hlavné osoby nad 60 let. Uvadi se, ze prevalence je v 65 letech véku kolem
1-2 % populace, v 85 letech je to uz 4-5 %. Hlavnim patologickym rysem je znaény
Ubytek dopaminergnich neurond v mozkové tkani v oblasti bazalnich gangliich.
Nasledkem je nedostatek dopaminu, ktery se u pacienta projevuje pfedevsim poruchou
motoriky s typickymi pfiznaky jako bradykineze, rigidita, posturalni nestabilita nebo
klidovy tfes. Doposud existuje 1éCba pouze symptomaticka, kdy jsou léCeny pfiznaky
nemaoci, nebo substituéni, jejiZ snahou je nahradit chybéjici dopamin. NejpouzivanéjSim
lékem pfi |éCbé PN je L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA), metabolicky prekurzor
dopaminu, ktery je aplikovan v kombinaci s inhibitory metabolismu dopaminu nebo
agonisty dopaminergnich receptortl. Mechanismus vzniku a rozvoje onemocnéni neni
zcela znamy, existuje fada faktorl zapojujicich se do patogeneze onemocnéni, a diky

tomu je i mnoho farmakologickych cill, na které se da cilit.

Cile prace:

e ReSerSe literatury na téma Parkinsonova choroba a pfehled latek
s neuroprotektivni aktivitou ve vztahu k Parkinsonové chorobé

e Priprava a fyzikalné-chemicka charakterizace 2,6,9-trisubstituovanych derivata
purinu s potencionalnimi neuroprotektivnimi u€inky

e Testovani biologické aktivity pfipravenych latek
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2. PARKINSONOVA NEMOC

Parkinsonova nemoc (PN) je hned po Alzheimerové chorobé& druhym nejbéznéjSim
neurodegenerativnim onemocnénim ve starSi populaci (Cacabelos, 2017). Ve véku nad
65 let se udava, ze PN postihuje 1-2 % populace a vyskyt roste az na 4-5 % u pacient(
nad 85 let (Maiti a kol., 2017). Na zakladé ziskanych udaju se odhaduje, Zze celosvétové
s narustajicim vékem roste i po¢et nemocnych, a to v priméru na 41 osob/ 100 000
obyvatel ve véku 40-49 let; 107 ve véku 50-59 let; 428 ve véku 60-69 let; 1087 ve véku
70-70 let a 1903 osob na 100 000 obyvatel ve véku nad 80 let (Cacabelos, 2017). Z
geografického hlediska se dale odhaduje, Zze pramérny vyskyt PN je 1601 na 100 000
obyvatel v Severni Americe, Evropé a Australii, a zhruba 646 na 100 000 obyvatel v Asii.
Cast&jsi vyskyt PN je zaznamenan u muzti oproti Zenam, a to v poméru 3:2 (Kalia a kol.,
2013). Vzhledem k narustu primeérné délky zivota a k tomu, ze populace starne, se
oCekava, ze do roku 2030 pocet nemocnych s PN vzroste o vice nez 50 % (Dorsey a
kol., 2007). Situace v CR byla v roce 2015 odhadovéana na 1000-3000 nemocnych na
100 000 obyvatel (Feigin, 2017).

PN je charakteristicka pro znacny ubytek dopaminergnich neuron(, ke kterému
dochazi hlavné v oblasti bazalnich ganglii, konkrétné pak v ¢asti substantia nigra pars
compacta (Obr. 1). Nasledkem je nedostatek dopaminu, ktery se u pacientd projevuje
pohybovymi motorickymi poruchami, které z diagnostického hlediska maji tyto 4 hlavni
pFiznaky: klidovy tfes, bradykinezi (pohybové zpomaleni), rigiditu (tuhost, neohebnost) a
posturalni nestabilitu (ztrata schopnosti drzet télo ve vzpfimené poloze) (Kalia a Lang,
2015). PN byla diagnostikovana i u slavnych osobnosti — u herct Alana Aldy, lana
Holma, Boba Hoskinse, Robina Williamse, zpévakl Neila Diamonda, Ozzyho Osbourna,
boxera Muhammada Aliho, papezZe Jana Pavla Il., a byvalého prezidenta USA George
H. W. Bushe (Parkinson.org).

m- Oblast baz. ganglii (BG)
= Oblasti souvisejici s BG

Nucleus caudatus
Putamen Corpus
Globus pallidus striatum

Nucleus lentiformis

Obr. 1: Schéma mozku s vyzna€enymi oblastmi bazalnich ganglii, thalamem, corpus striatem
a amygdalou, které jsou duleZité z hlediska PN. V bazalnich gangliich dochazi k vyraznému UGbytku
dopaminergnich neuron(. Zluta Sipka znaci nigrostrialni drahu. Pfevzato a upraveno z Wikipediel.
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Dale se pak také mohou objevovat poruchy nemotorické, které zahrnuji poruchy
Cichu, spanku, psychické problémy, kognitivni posSkozeni, bolesti, unavu a autonomni
disfunkci (Kalia a Lang, 2015). Nemotorické pfiznaky se mohou vyskytovat jesté pred
samotnou diagnézou PN a motorickymi pfiznaky, a to i o vice nez 20 let (Postuma a kol.,
2012). Tato doba se oznacuje jako pre-motoricka, a kromé jiz zminénych obtizi jako je
zhorSeni Cichu, deprese a unava, se mohou objevovat ¢asté zacpy, zvySena spavost
v prubéhu dne a abnormalni chovani béhem REM faze spanku zahrnujici zrychleny
pohyb oCi (Noyce a kol., 2012).

Na vznik a vyvoj onemocnéni ma vliv cela fada faktoru. K tém rizikovym patfi
vystaveni pesticidim, uzivani B-blokator(, uzkosti a deprese, poranéni hlavy v pribéhu
zivota a vétsi pfijem mlécnych vyrobku (Pang a kol., 2019). Naopak mezi faktory, které
snizuji riziko vzniku nebo progresi PN, Ize zafadit uzivani Iékd s protizanétlivym ucinkem,
blokatord vapenatych kanall, fyzickou aktivitu, konzumaci kofeinu nebo paradoxné i
koufeni.

Samotnou PN muzeme rozdélit na idiopaticko-sporadickou, ktera se vyskytuje
zhruba v 90-95 % pfipadd, a na familiarni, ktera je zpusobena dédi¢nymi genetickymi
mutacemi (Harikrishna Reddy a kol., 2014). Mnoho forem familiarni PN ma odlisné
onemocnéni, svalova dystonie &i rychlejsi nastup demence. Existuji ale i formy, které
jsou od idiopatické PN nerozeznatelné (de Lau a Breteler, 2006). Ve spojeni s PN
se doposud podafilo objevit 21 genl, na kterych dochazi k mutacim, a které jsou
oznaCovany PARK1 — PARK21 (Blauwendraat a kol., 2020). Tyto geny koduji napfiklad
a-synuklein (SNCA, PARK1) nebo jsou zapojeny do proteazomové a chaperonové
aktivity, bunééné signalizace, transportu iontd pfes membrany, regulace transkripce,

zapojeny do ochrany pfed oxidativnim stresem nebo apoptézy (de Lau a Breteler, 2006).

2.1.Dopamin a dopaminové signalni drahy

Kli¢ovou latkou spojovanou s PN je dopamin. Ten plsobi jako neuromodulator v CNS a
zaroven reguluje krevni tlak, metabolizmus glukézy, endokrinni a imunitni funkce
a neuroimunitni odpovédi (Mackie a kol., 2018). Syntéza dopaminu v mozku probiha
pouze v dopaminergnich neuronech, a to z aromatickych aminokyselin fenylalaninu
a tyrosinu, které jsou prevedeny na L-DOPA. Naslednou dekarboxylaci vznika dopamin
(Obr. 2) (Runegaard a kol., 2019).
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i i HO i HO
WOH i MOH ii WOH iii j@\/\
NH NH HO NH
NH, HO 2 HO 2 2

fenylalanin tyrosin L-DOPA dopamin
Obr. 2: Hlavni metabolickd draha vzniku dopaminu. i — fenylalaninhydroxylaza (EC 1.14.16.1), ii —
tyrozindza (EC 1.14.16.2), iii — dekarboxylaza aromatickych aminokyselin (EC 4.1.1.28). Pfevzato a

upraveno z publikace Meiser a kol., 2013.

Dopamin je dale pomoci vezikularniho monoaminového transportéru 2 (VMAT2)
pfenasen z cytoplazmy do synaptickych vacku a exocytézou uvolfiovan do synaptickych
Stérbin. Na postsynaptickych neuronech pak mulze interagovat s dopaminergnimi
receptory (Obr. 3 vlevo) (German a kol., 2015, Runegaard a kol., 2019). Celkem je
znamo 5 dopaminergnich receptorll, které jsou spfazeny s G proteiny a z hlediska
funkce jsou rozdéleny na dvé tfidy — D1 (kam patfi D1 a Ds receptory) a D2 (D2, Dz a Da4)
receptory (Beaulieu a Gainetdinov, 2011). D1 receptory pini roli stimulaéni a obecné maji
nizSi afinitu k dopaminu. Prostfednictvim G proteint stimuluji adenylatcyklazu (EC
4.6.1.1), coz vede knarustu koncentrace cAMP v postsynaptickych neuronech a
nasledné k aktivaci proteinkinazy A (EC 2.7.11.11). Ta dale ovliviiuje napfiklad genovou
expresi nebo reguluje aktivitu nékterych membranovych kationtovych kanal (Na*, Ca?").
D2 receptory naopak maiji inhibi¢ni roli a jejich afinita k dopaminu je vy$si (Runegaard a
kol., 2019). Hladina dopaminu v synaptickych Stérbinach je regulovana také pomoci
dopaminového transportéru, ktery se nachazi v presynaptickych neuronech a zajistuje
zpétné vychytavani uvolnéného dopaminu pomoci transmembranového sodikového

gradientu.

V mozku existuje 5 konkrétnich dopaminovych drah (nigrostriatalni, mezolimbicka,
mezokortikalni, tuberoinfundibularni a intrahypotalamicka), pfiemz nigrostriatalni draha
je z pohledu PN nejdullezitéjSi (Obr. 1) (Runegaard a kol., 2019). Ta vede ze stfedniho
mozku, konkrétné ze substantia nigra pars compacta do oblasti bazalnich ganglii
v koncovém mozku corpus striatum, globus pallidus a putamen. Ma vliv na planovani a

exekuci korovych aktivit a plsobi nejsilngji na motorickou karu (Mada, 2014).
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Normailni stav Parkinsonova choroba
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Obr. 3. Dopaminova signalizace. Porovnani dopaminové signalizace ve zdravém neuronu (vlevo)
a pii PN (vpravo): vlevo — ve zdravém neuronu probiha syntéza dopaminu z aromatickych aminokyselin
(Phe, Tyr), ktery je nasledné pomoci pfenasete VMAT2 inkorporovan do vezikul a exocytézou transportovan
do synaptické Stérbiny. Na postsynaptickém neuronu dopamin interaguje s dopaminergnimi receptory (D1-
Ds). Aktivace D1 tfidy receptort vede ke zvySeni koncentrace cAMP, aktivaci PKA, stimulaci genové exprese
nebo regulaci iontovych kanall. Vpravo — v poskozeném neuronu dochazi fadou mechanismua (genetické
mutace, bunécény stres, kumulace ROS, Uc¢inek toxina apod.) k poklesu koncentrace dopaminu pfipadné k
zablokovani dopaminové signalizace, coz ma za nasledek neurodegeneraci postsynaptického
neuronu (Upraveno dle Cell Signaling technology).

Zména v homeostazi dopaminu vede k neurologickym i psychiatrickym nemocem,
jakymi jsou PN, schizofrenie, bipolarni porucha atd. (Runegaard a kol., 2019). V pfipadé
PN je neurodegenerace spojovana s poruchou v metabolismu dopaminu a jeho
signalnich drah. Tyto zmény jsou zapfi¢inény fadou rtiiznych mechanismu, které budou
popsany v nasledujici kapitole i spolu s pfisluSnymi molekularnimi cili jejich moznou

farmakologickou regulaci pomoci nizkomolekularnich latek.

2.2.Patogeneze a farmakoterapie PN
Pochopeni patogeneze PN pfedchazelo nékolik kroku, a to popsani epidemiologickych
nalez(, patologickych pozorovani a spojeni PN s genetikou (Kalia a Lang, 2015). Jako

zasadni pro patogenezi PN byly oznaceny nékteré mechanismy — agregace a nespravné
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sloZeni proteinu, oxidativni stres, mitochondrialni dysfunkce, zanét nervové tkaneé, ztrata
trofického faktoru, excitotoxicita, apoptéza a dalSi drahy bunécné smrti, nizSi hladiny
dopaminu a plsobeni téZzkych kovl (), které, jak se zda, neplsobi samostatné, ale na
vyvoji neurodegenerace se podili pomoci komplexnich interakci mezi sebou (Harikrishna
Reddy a kol., 2014, Yacoubian a Standaert, 2009).

Lécba PN je vsouCasné dobé zalozena hlavné na |écbé symptoml - tedy
motorickych a nemotorickych rysu, vétSina pouzivanych Iékd ma ale z dlouhodobého
hlediska mnozstvi vedlejSich ucinkd, které uspésnost I€éCby snizuji (Toulouse a Sullivan,

2008).

Nizsi hladina dopaminu

Zanét v - -
. Vyssi hladina acetycholinu ) .
nervové e Excitotoxicita
L =|S &
Ly, [Ny %0
tkané v, 3z & A
P, HE NS
Téiké & =E \‘gvo\?g' .
CIKe o %, 53 e e Apoptéza
kovy ““-Eééé1f15;\‘ | ) o=
a \J
Ztréta . \d\"‘/ Zesdov.aee N
L ngg_{o_‘,ﬂw oarLienas, Mitochondrialni
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&y o dysfunkce
faktoru &/ & z
/& &
A :
VA g . . ,
Agregacea '§ g Oxidativni
<
fosforylace protein( . stres
y P Toxiny (MPTP)

Obr. 4: Obrazek znazornujici pisobeni mnoha faktorii na vznik a vyvoj PN. Obrazek upraven dle
Harikrishna Reddy a kol., 2014.

2.2.1. Agregace a nespravné slozeni proteint

Pro néktera neurodegenerativni onemocnéni vcetné PN je zcela typické abnormalni
ukladani proteinl v mozkové tkani (Dauer a Przedborski, 2003). VV ramci PN je primarnim
agregovanym proteinem a-synuklein (a-syn), ktery tvofi hlavni slozku Lewyho télisek a
Lewyho neuritd (Yacoubian a Standaert, 2009). Fyziologicka funkce a-syn neni zcela
znama, interaguje s fosfolipidy, vykazuje chaperonovou aktivitu a pravdépodobné se
podili na vezikularnim transportu, uvolfiovani neuromediatort, synaptické plasticité a
regulaci biosyntézy dopaminu (Burré a kol., 2018). Molekula
a-syn je tvofena 140 aminokyselinami a je kddovana genem SNCA oznaovanym jako
PARK 1 (Spillantini a kol., 1997). U pacientt s geneticky podminénou formou PN byly
popsany nasledné bodové mutace A30P, E46K, H50Q, G51D, A53E, A53T, nebo
multiplikace tohoto genu. Volny cytosolicky a-synuklein nema stabilni konformaci, chova
se jako nativni protein, po vazbé& na bunéCnou membranu vSak pFfechazi do
a-helikalni konformace. V patologickém stavu ma konformaci 3-sklddaného listu, kdy

vytvafi nerozpustna toxicka vlakna a spolu s dalSimi proteiny formuji Lewyho téliska
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(Wakabayashi a kol., 2007), ktera se vyskytuji i u idiopaticko-sporadické formy PN
(Spillantini a kol., 1997). Toxicky a-syn negativné ovliviiuje €innost fady bunécnych
organel v¢etné bunécéného jadra (acetylace histonl) ER/Golgi aparatu, mitochondrii,
lysozomU nebo procesl spojenych s vezikularnim transportem (Wong a Krainc, 2017).
V soucasné dobé je |éCba zalozena zejména na genové terapii, nicméné se zkouma
moznost i farmakologické 1é€by. V in vivo/vitro modelech byla testovana Siroka paleta
latek — antibiotika, glykosidy, quinonony, barviva, polyfenoly, dopamin a jeho analoga a
dalSi. Pfehled latek a vysledky testovani byly shrnuty v publikaci Xu a kol. (Xu a kol.,
2020), kdy v souCasné dobé je nejdale latka NPT200-11, ktera se nachazi v 1b fazi
klinického testovani (Price a kol., 2018). Z konkrétnich skupin latek jsou ty nejucinngjsi

zobrazeny v nasledujicim obrazku (Obr. 5).

NN
~ "N sopm
so3H\\ NHHHN// 3
\ N

K/N\ N /N
0 rifampicin —
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Obr. 5: Strukturni vzorce vybranych latek inhibujici agregaci a-syn.

2.2.2. Dopaminové ztraty
Snizené hladiny dopaminu jsou pro PN charakteristické a cilem 1éCby je tyto hladiny
zvysit pfipadné tyto ztraty kompenzovat. Moznou farmakologickou 1é¢bu Ize rozdélit
na tfi skupiny: latky pusobici na biosyntézu dopaminu, metabolismus dopaminu
(periferni DOPA dekarboxylaza (DDC, EC 4.1.1.28), katechol-O-methyltransferaza
(COMT, EC 2.1.1.6), monoaminooxidaza (MAO, EC 1.4.3.4) nebo na jeho signalizaci
(agonisty a antagonisty dopaminovych receptort, N-methyl-D-aspartatovy receptor
(NMDAR) a receptor a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4isoxazolpropionové Kkyseliny
(AMPAR).

Prvnim objevenym Iékem a doposud nejpouzivanégjsi léEbou je pouzivani
prekurzoru dopaminu L-DOPA, kdy vyhodou oproti substituénimu podavani dopaminu

je, Ze projde hematoencefalickou bariérou a az v mozkové tkani je DOPA
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dekarboxylazou metabolizovan na dopamin (Hayes, 2019). Jedna se patrné o doposud
nezadoucich ucinkd (halucinace, dystonie, nevolnost) které se vyskytuji az u 50 %
pacientl v prvnich 5 letech podavani. Obvykle s L-DOPA se podava inhibitor periferni
DOPA dekarboxylazy a inhibitor katechol-O-methyltransferazy (COMT), aby se zamezilo
vzniku dopaminu v perifernich tkanich a krevnim Fecisti, respektive aby nedochazelo
k jeho metabolizaci na 3-O-methyldopu (Rascol a kol., 2002). DalSim problémem tohoto
Iéku je, Ze po 5 letech pfestavaji davky ucinkovat, objevuje se kolisani 1éEby a vraci se
dyskineze.

Aby se zvysila uc€innost lé¢by, podavaji se pacientlim spolu s L-DOPOU inhibitory
periferni DOPA dekarboxylazy, které samy neprojdou hematoencefalickou bariérou
a k inhibici enzymu dochazi pouze mimo mozkovou tkan (Burkhard a kol., 2001).
V souCasnosti podavanymi inhibitory jsou karbiDOPA (odvozena od L-DOPA) ¢&i
benzarezid (Obr. 6).

HO H3N
NH
07, HN 2
HO HOQ)
HO HO
karbiDOPA benzarezid

Obr. 6: Strukturni vzorce latek karbiDOPA a benzarezid, které jsou inhibitory DOPA dekarboxylazy.

Katechol-O-methyltransferdza je enzym, ktery se podili na metabolismu
katecholaminli a preménuje hydroxylovou skupinu v pozici 3 na fenylovém kruhu
na methoxyskupinu. Jako kosubstrat a donor methylové skupiny vyuZiva
S-adenosylmethionin (Finberg, 2019). V metabolismu dopaminu COMT inaktivuje
dopamin pfevedenim na 3-methoxytyramin, pfip. L-DOPA pfevedenim na 3-methoxy-L-
DOPA, ¢€imz je blokovana nasledna produkce dopaminu a uc&innost IéCby je nizSi.
Entacapon a tolcapon (Obr. 7) jsou latky ze skupiny nitro-substituovanych
katecholaminQ, které jsou inhibitory COMT (Ma a kol.,, 2014). Inhibice spociva
v kompetitivni inhibici a ve strukturni podobnosti s katecholaminy, kdy pfitomna
nitroskupina si pfitahuje vazebné elektrony a tim brani O-methylaci. U téchto dvou latek
se ale vyskytuji nezadouci ucinky — problémy s farmakokinetikou, ucinnosti pfipadné i
toxicitou. V nedavné dobé FDA schvalila dalsi COMT inhibitor, kterym je opicapon (Obr.
7) (Mao a kol., 2020). Mimo zminéné katecholové inhibitory mohou COMT inhibovat i
latky s S-adenosyl-methioninovym strukturnim motivem, latky pfirodniho pavodu,

bifunkéni a bisubstratové a dalSi — konkrétni skupiny latek jsou pfehledné shrnuty

16



v publikaci Jatana a kol. (Jatana a kol., 2014). Vybrané strukturni motivy jsou zobrazeny

v nasledujicim obrazku (Obr. 7).

o o o-N _ Cl
\
HO XN NN HO O O HO =N N\~
N*
N
HO c K HO HO Cl \
NO, NO;

NO,
entacapon tolcapon opicapon

NH, NH,
N N NTX—N
O 0 Ly
kN/ N kN/ N OH NTTN
o o (9@
HO 7 HO’C H HO! C\/\/H
. \ _
AQ/S\/\/U\OH 3 "R’N N l N N (0]
HO : HO NO, HO HO
H,oN o

S-adenosyl-L-homocystein 1:R = /\/O\/ HO O
6-methylpurinovy derivat
2:R= N (IC50=6 nM) O

F
Obr. 7: Strukturni vzorce latek fungujici jako inhibitory COMT.

Dal$im molekularnim cilem v metabolismu dopaminu jsou monoaminoxidazy (MAO)
(EC 1.4.3.4). Ty katalyzuji oxidativni deaminaci katecholamint (dopaminu,
noradrenalinu serotoninu) a pfevadi dopamin na toxicky 3,4-dihydroxyfenylacetaldehyd
(DOPAL), ktery se hojné vyskytuje u pacientd s PN (Goldstein a kol., 2013). MAO se
vyskytuji ve dvou formach, a to MAO-A a MAO-B, které se liSi svoji substratovou
specifitou a mistem lokalizace (Carradori a Silvestri, 2015). Dopamin vykazuje stejnou
afinitu k obéma izoformam, ale neselektivni inhibice MAO nebo selektivni inhibice MAO-
A ma fadu negativnich U¢inkl a muze vést az k akutnimu hypertenznimu zachvatu
zpusobenym pfijmem tyraminu z potravy a jeho konverzi na noradrenalin.

Izoforma MAO-B v mozku pfevlada a hojné se nachazi v bazalnich gangliich
a u pacientd s PN byly pozorovany jeji zvySené hladiny (Youdim a Bakhle, 2006).
VedlejsSim produktem MAO reakci je peroxid vodiku, ktery vznika pfi regeneraci FAD
kofaktoru, a ktery maze byt zdrojem toxickych hydroxylovych radikalu (spolu s Fe?* ionty
podléha Fentonoveé reakci). V sou¢asné dobé zname tfi potencionalni latky na inhibici
MAO-B. Jsou jimi ireverzibilni inhibitory selegilin a rasagilin a reverzibilni safinamid (Obr.
8) (Mao a kol.,, 2020, Toulouse a Sullivan, 2008). V preklinické fazi testovani se
v soucasné dobé nachazi dalSi potencionalni latky, které by mohly slouzit pro terapii PN
— jejich prehled je uveden v obrazku (Obr. 8 — struktury a-c, SZV558) (Mao a kol., 2020).
Pfehled selektivnich MAO-B inhibitord rozdélenych podle strukturnich motiva je shrnut
v publikaci Carradori a Silvestri (Carradori a Silvestri, 2015). K velmi silnym inhibitordm
MAO-B patfi také derivaty s purinovym, resp. xanthinovym jadrem (Obr. 8 — struktury d

ae).
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Obr. 8: Strukturni vzorce latek pouzivajicich se jako inhibitory MAO-B. Pouzivanymi latkami jsou
selegilin, rasagilin a safinamid, v testovani se nachazeji latky a-c a SZV558. Vysoky inhibi¢ni potencial maji
pak i latky puronového, resp. xanthinového charakteru —d a e.

Po L-DOPA je dal$i velmi ¢asto pouzivanou terapii uzivani agonisti dopaminu, ktefi
stimuluji dopaminergni receptory v CNS, a tim zmirfiuji motorické pfiznaky PN (Hayes,
2019). Jejich vyhodou je delSi polo€as u€inku a mensi riziko, Ze si télo pacienta na lIéCbu
zvykne ariziko dyskineze je mnohem niz8i — patrné proto, ze jsou méné stimulovany D2
receptory. Jejich  vedlejSi u€inky jsou ale mnohdy horS§i nez u
L-DOPY (halucinace, zmatek, psychoéza), a z tohoto divodu je starSi pacienti odmitaji
(Fahn, 2003). V soucasné dobé je schvaleno jiz nékolik Iéku, které se pouzivaji bud jako
samostatna terapie u ¢asné PN, nebo jako doplikova lé¢ba spolu s L-DOPOU - jsou
jimi ropinirol, pramipexol, rotigotin, apomorphin a bromocryptin (Obr. 9) (Antonini a kol.,
2018, Hauser a kol., 2007, Mao a kol., 2020, Watts a kol., 2010). Mnoho dalSich latek se
nachazi v rlznych fazich klinického testovani, prfehledné jsou zpracovany v publikaci

Mao a kol., a vybrané z nich jsou uvedeny v obrazku nize (Obr. 9) (Mao a kol., 2020).
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Obr. 9: Strukturni vzorce agonistii dopaminu: A) schvalenych pro Iéébu PN, B) nachazejicich
se v klinickém testovani. A) Agonisté D2R/D3R receptor( ropinirol a pramipexol, agonista D1R/D2R
receptord apomorphin, agonista D2R receptoru bromocryptin. B) Agonista DiR/DsR receptord PF-
06649751, agonista D1R/DsR receptord PF-06412562.

Svoji roli v patogenezi PN a regulaci vapenatych iontd hraji glutamatové kanaly,
konkrétné potom dva jejich receptory — N-methyl-D-aspartatovy receptor (NMDAR) a
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionovy receptor (AMPAR) (Zhang a kol.,
2019). NMDAR se nachazeji hojné v bazalnich gangliich a podili se na excitaci neuronu
propousténim vapenatych iontl. AMPAR jsou postsynaptické iontové kanaly, které
reguluji témér vSechny excitacni neurotransmiterni aminokyseliny v mozku. Nachazi se
u neuronu v mozkové klfe, bazalnich gangliich, thalamu a v mozkovém kmeni a na
rozdil od NMDAR jsou jen slabé propustné pro vapenaté ionty (Martin a kol., 1993,
Zhang a kol., 2019). Nadmérna stimulace NMDAR a AMPAR vede k vy3Si propustnosti
vapenatych iontl, coz poSkozuje neurony a vede k neurodegeneraci.

Antagonisté NMDAR Dbyli testovani na nékolika zvifecich modelech a bylo
prokazano, ze pozitivné mirni svalovou ztuhlost a rigiditu, zlepSuji ucinek L-DOPY
a zabranuji zpétnym motorickym odezvam spojovanych s timto Iékem (Zhang a kol.,
2019). Jako potencionalni se jevi latky ifenprodil, traxoprodil a amantidin (Obr. 10:
Strukturni vzorce lékl ifenprodilu, traxoprodilu,a amantadinu a dale latek topiramatu
a E2007, které se nachazeji v klinickém testovani.Obr. 10), které ve studiich na zvifecich
modelech MPTP uspésné zlepSovaly motorické symptomy (Igarashi a kol., 2015, Mao a

kol., 2020). V sou€asné dobé se ¢eka na vysledky dalSich studii (Zhang a kol., 2019). V
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obrazku nize (Obr. 10) jsou uvedeny latky topiramat a E2007, které se nachazi

v klinickém testovani.

HO HO CH3 NH;
O~
N A OH
OH HO

ifenprodil traxoprodil amantadin

topiramat E2007
Obr. 10: Strukturni vzorce léku ifenprodilu, traxoprodilu,a amantadinu a dale latek topiramatu

a E2007, které se nachazeji v klinickém testovani.

2.2.3. Dalsi molekularni cile

Moznou Ié€bou by mohly byt i antagonisté adenosinovych receptortinhibi¢nich (A1 a As)
nebo excitacnich (A.), které se nachazi hlavné ve striatu. Adenosin je dllezity pro pamét
a podili se na naladach a motorickych funkcich (Zheng a kol., 2019). Jeho receptory jsou
Uzce spojeny s receptory pro dopamin — pasobi jako tzv. negativni regulatory. Obecné
jsou v lidském téle velmi rozSifené receptory A,, které se rozdéluji na dva podtypy (Aza
a Agg) v zavislosti na afinité k adenosinu (Aryati a kol., 2019). Aza receptory hraji
dilezitou funkci z hlediska regulace dopaminergni neurotransmise ve striatu, ktera
produkuje latky pozitivné ovliviiujici neurodegenerativni poSkozeni souvisejici
s dopaminergni dysfunkci. ProtoZe 1éEba pomoci substitu¢ni dopaminergni terapie ma
Casto nezadouci vedlejSi ucinky, hleda se alternativa nedopaminergni (Aryati a kol.,
2019). Uzivanim antagonistl receptorl A;a dochazelo u zvifecich modeld PN ke
zlepseni motorickych funkci a ke snizeni postsynaptickych u&inka zplsobenych
vyCerpanim dopaminu (Schwarzschild a kol., 2006). Stejné uc€inky byly pozorovany i
b&hem Klinickych studii na pacientech s PN (Zheng a kol., 2019). Prvnim pouZivanym
antagonistou je Iék istradefyllin (Obr. 11), ktery se v sou¢asnosti podava jako doplrfikova
Ié¢ba spolu s L-DOPOU pro zlepSeni motorickych symptomu (Zheng a kol., 2019). Dalsi
potencionalni latky — agonisté adenosinovych Aza receptoru, se nachazi v prehledu nize
(Obr. 100br. 11) (Aryati a kol., 2019).
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Obr. 11: Strukturni vzorec léku istradefyllin a dalSich potencionalnich latek — agonisti Aza receptora.

DalSimi moznymi neuroprotektivnimi latkami mohou byt substance obsazené
v cigaretach a cigaretovém koufi, kdy nejvétSi pozornost je vénovana nikotinu (Obr. 12)
— hlavnimu alkaloidu tabaku (Toulouse a Sullivan, 2008). Jiz dlouhodobé jsou znamé
jeho u€inky ovliviujici dopaminergni funkce ve striatu (Quik a kol., 2015). Nikotin se vaze
na acetylcholinové receptory, které jsou ve velké mife obsahlé v bazalnich gangliich, a
svoji aktivitou dokaze zvysit uvolfiovani dopaminu (Zhou a kol., 2002). Mimo nikotin byly
provedeny i testy analog a agonistl nikotinu (Obr. 12), kdy cilem bylo vyvolat stejné
pozitivni U€inky nikotinu bez rizika vzniku zavislosti (Becerra a kol., 2020). Nikotin i tyto
latky mély neuroprotektivni ucinky, které spocivaly ve snizeni toxickych a neurotoxickych

poskozeni navozenych u zvifecich modell PN (Quik a kol., 2015).
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nikotin (E)-nikotinaldehyd-O-cinnamyl oxim 3-(pyridin-3-y1)-3,4,5,6,7,7'- altrinicilin

hexahydrobenzoisoxazol
Obr. 12: Strukturni vzorec nikotinu a jeho analog (E)-nikotinaldehyd-O-cinnamyloximu, 3-(pyridin-3-
yl)-3,4,5,6,7,7-hexahydrobenzoisoxazolu a agonisty altrinicilinu.

Muskarinové acetylcholinové receptory jsou G-spfazené receptory s péti podtypy

(M1— Ms), které se podileji na kontrole motoriky, pozornosti a paméti (Xiang a kol., 2012).
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Hojné se vyskytuji v bazalnich gangliich a ve striatu a M: a Ma receptory byly
identifikovany jako molekularni cile na L-DOPA indukovanou dyskinezi (Chambers a
kol., 2019). Néktefi antagonisté testovani (benzehoxol a tropicamid) a pouzivani v ramci
PN (BQCA a VU0255035) jsou zobrazeny v obrazku nize (Obr. 13) (Xiang a kol., 2012).
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Obr. 13: Strukturni vzorce antagonistii muskarinovych acetylcholinovych receptort.

Kanabinoidni receptory CB1 a CB2 se jevi jako dal3i idealni molekularni cil v PN.
Jedna se o G-spfazené receptory a po jejich aktivaci dochazi k inhibici adenylatcyklazy
(EC 4.6.1.1) a k aktivaci mitogenem aktivované proteinkinazy (EC 2.7.12.2) (Baul a kol.,
2019). Nasledkem dochazi ke zménam v synaptickém pfenosu, synaptické plasticité a
pfezivani bunék. Receptory interaguji s podobnymi ligandy, liSi se ale lokalizaci — CB1
se nachazi vice v mozecku, bazalnich gangliich a hippocampu, CB2 se pak nachazi u
mikroglii, v lymfatickych tkanich a v perifernim nervovém systému (Buhmann a kol.,
2019). CB1 a CB2 jsou zapojeny do patogeneze PN a nékteré z jejich testovanych
agonistl ¢i antagonistld, zobrazeny v obrazku nize (Obr. 14), mély potencionalni
vysledky z hlediska l1éEby PN (Han a kol., 2020). Dale jsou v obrazku zobrazeny 2
patentované struktury, jejichz zakladnim strukturnim motivem je

8-azapurin, reps. [1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin (Adam a kol., 2013, Reover a kol., 2015).
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Obr. 14: Strukturni vzorce agonisti/antagonistil kanabinoidnich receptorti CB1 a CB2.

S familiarni a idiopaticko-sporadickou formou PN je spojovan gen LRRK2, ktery
kdduje stejnojmennou kinazu LRRK2 (z angl. leucine-rich repeat kinase 2; EC 2.7.11.1)
(Atashrazm a Dzamko, 2016). Ta ma GTPazovou a kinazovou aktivitu a podili
se na aktivaci NF-kappaB, signalizaci intracelularniho vapniku, autofagii, endocytéze
a ovliviiuje funkce bunéénych organel (Berwick a kol., 2019). Mutace G2019S v tomto
genu zpusobuje dvojnasobné az trojnasobné zvySeni kinazové aktivity, coz maze vést
k aktivaci apoptdzy a k neurodegeneraci (Hatcher a kol., 2015). Léba PN by mohla byt
zalozena na inhibici LRRK2 a vybrané struktury testovanych inhibitor jsou zobrazeny
v obrazku nize (Obr. 15) (West, 2017).
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Obr. 15: Strukturni vzorce latek testovanych jako inhibitory LRRK2.

Puriny jsou skupina latek s velkym biologickym vyznamem, kdy tvofi zaklad
nukleovych kyselin, energetickych molekul ATP a GTP, rostlinnych hormon( cytokinin(,
alkaloid rostlin, hub a nékterych morskych zivoc¢ichl (Rosemeyer, 2004). Purin je také
strukturnim zakladnim motivem fady nizkomolekularnich inhibitord a modulatord
kliCovych biologickych procest spojenych s lidskym zdravim (Legraverend a Grierson,
2006). Z predchozich obrazk(l je patrné, ze purin a jeho biostery jsou také zakladnim

stavebnim prvkem mnoha latek cilicich na Parkinsonovu nemoc.
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EXPERIMENTALNI CAST
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pristrojové vybaveni
Mikrovinny reaktor Discover SP (CEM Corporation)
Elementarni analyzator Flash EA 1112 Series (Thermofisher)
NMR spektrometr Jeol ECA-500 (Jeol)

3.2.Pouzité chemikalie

Chemikalie pouZzité pro syntézu byly zakoupeny od nasledujicich firem: aceton, ethyl-
acetat (EtOAc), chloroform, petrolether bp 40-65 °C, n-propanol (n-PrOH) a bezvody
siran sodny (Lach:ner), azetidin, diisopropyl-azodikarboxylat (DIAD),
4-hydroxybenzylalkohol, piperidin, thiomorfolin a trifenylfosfin (Sigma-Aldrich), azepan,
benzylbromid, 3-hydroxybenzylalkohol, imidazol, 2-methoxybenzylalkohol a pyrrolidin
(Fluka), diethylether, methanol (MeOH), deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-ds),
benzylalkohol, n-heptan, n-hexan a trimethylamin (EtsN) (VWR), morfolin (IE), N,N-
diisopropylethylamin (DIPEA) (Alfa-Aesar) a 2,6-dichlorpurin (Olchemim s.r.0.), uhli€itan
draselny bezvody (Penta). Chemikalie byly pouzity bez dalSiho pfecistovani.

Suchy tetrahydrofuran byl pfipraven destilaci nad sodikem s acetofenonem,
zatimco N,N-dimethylformamid (DMF) byl suSen nad aktivovanym 3 A molekulovym
sitem po dobu 72 hodin (Williams a Lawton, 2010).

3.3.Metody

Pro kontrolu vSech reakci byla pouzivana tenkovrstevna chromatografie (TLC). Byly
pouzity hlinikové destiCky potazené vrstvou silikagelu 60 ALUGRAMRSIL G/UVas4
(Macherey-Nagel). Separace probihaly s mobilni fazi smési chloroform/methanol
v poméru 9:1 (v/v) nebo 20:1; dale petrolether/ethyl-acetat v poméru 1:1, anebo smés
petrolether/ethyl-acetat/methanol v poméru 4:1:0,1. Vizualizace byla provadéna pomoci
UV lampy (Camag) pfi vinové délce 254 nm. V pfipadé nékterych latek byla destiCka
vybarvovana barvicim roztokem vanilinu (3,2 g vanilinu, 200 ml ethanolu, 1 ml
koncentrované kyseliny octové a 2 ml koncentrované kyseliny sirové).

Pro purifikaci latek byla vyuzita sloupcova kapalinova chromatografie, kdy sklenéné
kolony byly naplnény silikagelem 40-60 micron (VWR) a jako mobilni faze byly pouzity
smési chloroform/methanol s gradientem methanolu a petrolether/ethyl-acetat
s gradientem ethyl-acetatu. Nékteré z pfipravovanych latek byly purifikovany pomoci
preparativniho HPLC systému Infinity 11 1260/1290 (Agilent Technologies, Inc.) na

koloné s reverzni fazi Agilent 5 Prep-C18 100 x 21,2 mm s mobilni fazi voda a methanol.
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Stanoveni konverze latek pfi optimalizaci syntézy v mikrovinném reaktoru byla
pouzita HPLC Alliance 2695 (Waters) s DAD detektorem PDA 996 (Waters) a kolonou
Symmetry C18 o rozmérech 150 x 2,1 x 3,5 mm s velikosti ¢astic 5 um (Waters). Vzorky
byly nafedény methanolem na koncentraci 1 mg/ 1 ml a nasledné 100x nafedény do
vody. Vzorek byl nastfiknut na kolonu v objemu 10 ul a separovan v gradientu viz nize.

Pro zjisténi Cistoty latek byla pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC: AQUITY UPLC® H-Class systém, Waters) s kolonou Waters Symmetry C18
orozmérech 150 x 2,1 mm s velikosti ¢astic 5 ym (Waters). Vzorky byly nejprve
rozpustény v methanolu (1 mg vzorku/ 1 ml MeOH) a nasledné 100x nafedény do vody.
Vzorek byl nastfiknut na kolonu v objemu 10 pl (pfi teploté kolony 40 °C) a nasledovala
separace s gradientovou eluci (0° — 90% A; 25’ — 10% A; 35 — 10% A; 45 — 90% A) s
pratokem mobilni faze 0,2 ml/min, kdy pouzitymi mobilnimi fazemi byly mravencan
amonny (15 mM) o pH 4 (A) a methanol (B). Nasledna detekce analytu byla provadéna
na PDA detektoru pfi vinovych délkach 210-400 nm.

Pro zjisténi molekulové hmotnosti (MS) analytd byly eluenty z kolony vedeny
do hmotnostniho spektrometru QDa (Waters) vybaveného jednoduchym kvadrupolem
a latky byly ionizovany pomoci elektrospreje v pozitivnim ESI(*) médu. Detekce iont(
byla provadéna ve FULLSCANU v rozsahu m/z 50-1000.

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla pofizena na spektrometru
Jeol-ECA-500 (Jeol) pii frekvenci 500 MHz (*H), respektive 125 MHz (*3C). Vzorky pro
meéfeni byly pfipraveny rozpusténim pevnych latek v deuterovaném dimethylsulfoxidu
(DMSO-ds). Chemické posuny (&) vyjadifeny v ppm byly kalibrovany na signal
rozpoustédla pro *H & = 2,49 ppm a pro *C & = 39,5 ppm.

Pro elementarni analyzu (CHN) bylo 2-3 mg testované latky vazeno do cinovych
kelimku. Kelimky byly zabaleny a umistény do elementarniho analyzatoru Flash EA
11212 Series (Thermofisher), kde probé&hlo jejich spaleni pfi nasledujicich podminkach:
spalna teplota 950 °C, ¢as 480 s, nosny plyn helium, prutoky plynu (He, O, 130 I/min.),
jako standard pouzit nikotinamid. Nasledné vyhodnoceni experimentu bylo provedeno

pomoci programu EagerSmart.

3.4. Syntéza

3.4.1. Substituce purinu v poloze N9
Substituenty do polohy N9 na 2,6-dichlorpurinu byly zavedeny dvéma zpusoby, a to bud

pomoci alkylhalogenidu v bazickém prostfedi, nebo pomoci Mitsunobu alkylace.
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a) Reakce 2,6-dichlorpurinu s benzylhalogenidem

Do vysuSené dvouhrdlé bariky s kulatym dnem s argonovou atmosférou byly dany
postupné 2,6-dichlorpurin (500 mg, 2,65 mmol), uhli¢itan draselny (914 mg, 6,61 mmol)
a DMF (10 ml). Po 20 min michani za laboratorni teploty byl pfikapan benzylbromid
(385 pl, 3,17 mmol) a vysledna suspenze byla michana za laboratorni teploty pfes noc.
Po naliti reakéni smési do ledové vody (80 ml) vznikla bila pevna latka, ktera byla
Zfiltrovana promyta vodou a vysu$ena pfi 50 °C. Filtrat byl dale extrahovan ethyl-
acetatem (3x 40 ml). Spojené organické frakce byly promyty solankou (20 ml)
a vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odpafeno na rotaéni
vakuové odparce. Produkt byl dale purifikovan sloupcovou chromatografii na silikagelu
s mobilni fazi petrolether/ethyl-acetat/methanol s gradientem ethyl-acetatu, zakonéeno
mobilni fazi s pfidavkem methanolu (6:1:0 - 1:1:0,1). Schéma reakce je zobrazeno
v obrazku nize (Obr. 16).
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Obr. 16: Alkylace 2,6-dichlorpurinu v pozici N9 pomoci benzylbromidu. a — benzylbromid, uhli¢itan
draselny, DMF, It, 15 h.

b) Mitsunobu alkylace

K suspensi 2,6-dichlorpurinu (500 mg, 2,65 mmol), trifenylfosfinu (1,39 g, 5,3 mmol)
a prislusného benzylalkoholu (2 ekv, 5,3 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (26 ml) byl
pod argonovou atmosférou za chlazeni v ledové lazni pfikapan diisopropyl-
azodikarboxylat (1,147 ml, 5,3 mmol). Po jeho pfidani se reakéni smés nechala
vytemperovat na laboratorni teplotu, za které byla michana jednu hodinu. Po zahusténi
na rotaCni vakuové odparce (Zluty gel) byl vznikly vedlejSi produkt reakce,
trifenylfosfinoxid, zkrystalovan za horka z toluenu a nasledné odfiltrovan. Prekurzor byl
po zahusténi filtratu purifikovan pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu s mobilni
fazi petrolether/ethyl-acetat/methanol s gradientem ethyl-acetatu a pozdéji s pfidavkem
methanolu (6:1:0 - 1:1:0,1). Produkty byly pfipadné precistény rekrystalizaci z MeOH.

Schéma reakce je zobrazeno v nasledujicim obrazku (Obr. 17).
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Obr. 17: Obecné schéma syntézy prekurzort pomoci Mitsunobu alkylace. a — benzylalkohol/
3-hydroxybenzylalkohol/ 4-hydroxybenzylalkohol/ 2-methoxybenzylalkohol, trifenylfosfin, DIAD, THF, It, 1 h.

3.4.2. Finalni latky se symetrickou substituci v polohach C2 a C6

Ve sklenéné tlakové ampuli promyté argonem byl 3 h na 165 °C zahfivan prekurzor |
nebo 111 (typicky 100 mg, I - 0,36 mmol, 11l - 0,33 mmol) s pfislusnym cyklickym aminem
(15 ekv, I - 5,08 mmol, Il - 5,37 mmol) a N,N-diisopropylethylenaminem (I - 312 pl,
1,79 mmol, 1l - 295 pl, 1,65 mmol). Reakéni smés byla rozifedéna vodou (10 ml)
a extrahovana chloroformem (4x 10 ml). Spojené organické frakce byly nasledné
promyty solankou (15 ml) a vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Po zahusténi na
rotaéni vakuové odparce byl produkt purifikovan pomoci sloupcové chromatografie
s mobilni  fazi petrolether/ethyl-acetat s gradientem ethyl-acetatu nebo

chloroform/methanol s gradientem methanolu. Schéma reakce je zobrazeno v obrazku

nize (Obr. 18).
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Obr. 18: Obecné schéma syntézy derivatd purinu se symetrickymi substituenty v pozicich C2 a C6.
a— R-H, DIPEA, 165 °C, 3 h.

3.4.3. Syntéze latek s asymetrickymi substituenty v polohach C2 a C6
Suspenze prekurzoru | (100 mg, 0,36 mmol), cyklického aminu (1,5 ekv., 0,54 mmol)
a EtsN (125 pl, 0,90 mmol) v n-PrOH (2,4 ml) byla zahfivana 4 hodiny pod argonem na
90 °C. Po odpareni byl gelovity odparek rozfedén vodou (10 ml) a extrahovan EtOAc (4%
10 ml). Spojené organické frakce byly promyty solankou (10 ml), vysuSeny siranem
sodnym a odpareny. Surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie
s mobilni fazi chloroform/MeOH s gradientem methanolu. Produkty byly precistény
rekrystalizaci z MeOH, pfipadné pomoci preparativni HPLC. Schéma reakce je

zobrazeno v obrazku nize (Obr. 19)
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Obr. 19: Substituce 9-benzyl-2,6-dichlor-9H-purinu v poloze C6. a) pyrrolidin/ piperidin/ morfolin, EtsN,
n-PrOH, 90 °C, 4 h.

Ve sklenéné tlakové ampuli promyté argonem byl 3 h na 165 °C zahfivan prekurzor
V (90 mg, 0,29 mmol) s azepanem (500 pl, 4,30 mmol) a DIPEA (248 ul, 1,43 mmol).
Reakéni smés byla nasledné rozfedéna vodou (10 ml) a extrahovana chloroformem (4x
10 ml). Spojené organickeé frakce byly nasledné promyty solankou a vysuseny bezvodym
siranem sodnym. Po zahus$téni na rotacni vakuové odparce byl produkt purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi petrolether/ethyl-acetat s gradientem

ethyl-acetatu. Schéma reakce je zobrazeno v nasledujicim obrazku (Obr. 20).
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Obr. 20: Syntéza C2, C6 asymetricky substituovaného 9-benzylpurinu, substituce v poloze C2. a)
azepan, DIPEA, 165 °C, 3 h.

3.4.4. Optimalizace syntézy C2, C6 symetricky substituovanych latek
pomoci mikrovinného zareni.

Do sklenéné kyvety byl navazen prekurzor V (50 mg, 0,18 mmol), pyrrolidin (224 ul,

2,69 mmol/ 150 pl, 1,8 mmol) a DIPEA (156 ul, 0,90 mmol) a kyveta byla umisténa

do mikrovinného reaktoru. Schéma reakce zobrazeno v nasledujicim obrazku

(Obr. 21).
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Obr. 21: Syntéza C2, C6 symetricky substituovanych latek v mikrovinném reaktoru. a) pyrrolidin,
DIPEA, MW, 130/165 °C, 2,5; 5 a 10 minut.

Pro reakce byly pouzity rizné podminky, které jsou pFehledné zobrazeny

v nasledujici tabulce (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Podminky reakce v mikrovinném reaktoru a jejich priibézna optimalizace.

. Ekv. Teplota Vykon Reak¢ni cas Power
Latka  ovrolidine - ey TR ) (min.) onloff
% 15 165 300 200 10 off
9b 15 130 300 300 5 on
oc 15 130 300 300 25 on
od 10 130 300 300 25 on
%e 10 130 300 200 25 on

Konverze vychozi latky na produkt byla sledovana pomoci TLC s mobilni fazi
petrolether/ethyl-acetat/methanol (1:1:0,1) a nasledné pomoci HPLC-UV/VIS. Z reakéni
smési bylo odebrano do jednoho miligramu smési a nafedéno methanolem

na koncentraci 1 mg/ml.

3.4.5. Biologické testovani

Neuroblastomova bunécna linie SH-SY5Y (ECACC 94030304) byla kultivovana
v DMEM/F12 médiu s 10% obsahem fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1% pfidavkem
antibiotika penicilinu a streptomycinu. Pro ucel experimentu byly buiky nasazeny do 96-
jamkovych desti¢ek (Eppendorf) o poctu 7 000 bunék na jamku. DestiCka byla umisténa
do inkubatoru se stalou atmosférou (37 °C, 5,5% CO2) na 24 hodin. Pro navozeni
bunélné diferenciace byly buriky inkubovany s all-trans kyselinou retinovou
o koncentraci 10 uM v 1% FBS DMEM/F12 a desti¢ka byla ponechana v inkubatoru
48 hodin. V ramci in vitro modelu poskozeni mitochondrii a Huntingtonovy choroby
pomoci 3-nitropropionové kyseliny bylo po dvou dnech diferenciace staré médium
vyménéno za nové 1% DMEM/F12 obsahujici 20 mM 2-nitropropionové kyseliny spolu
s testovanymi latkami v koncentracich 0,1; 1 a 10 uM a nasledovala inkubace po dobu
48 hodin. Pozitivni kontrolou byl antioxidant N-acetylcystein v koncentracich 10, 100 a
1000 uM a pro kontrolni burfky (pouze toxin a DMSO kontrola) bylo pouzito DMSO
v koncentraci <0,1 % (v/v). Roztok Calcein AM (Invitrogen™) byl vyfedén v PBS, pfidan
do média ve finalni koncentraci 0,75 pyM a inkubovan po dobu jedné hodiny. Biologicka
aktivita byla nasledné hodnocena méfenim fluorescen¢niho signalu pfi 495/517 nm
(excitace/emise) pomoci pfistroje Infinite M200 Pro (Tecan, Austria). Vysledné intenzity
fluorescence Calceinu byly prepocitany jako procenta zivych bunék dle intenzity

fluorescence DMSO kontrol (zdravé buriky).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1.Syntéza

V roce 2013 a 2015 byly vydany patenty zahrnujici 3,5,7-trisubstituované-1,2,3-
triazolo-[4,5-d]-pyrimidinové derivaty (Adam a kol., 2013, Reover a kol., 2015), které jsou
agonisty CB2 receptor. Ve své diplomové praci Mgr. Gabriel Gonzalez syntetizoval
analogickeé latky, které byly testovany in vitro na 6-hydroxydopaminovém modelu PN a
vykazovaly neuroprotektivni aktivitu (Gonzales, 2016). Obecné syntéza téchto latek
probiha v nékolika krocich, kdy je nutno pyrazolopyrimidinovy skelet s jinymi
substituenty v pozici N3 pokazdé vystavét de novo. V navaznosti na vysledky Mgr.
Gonzalese se uvazovalo o latkach s purinovym zakladem, které jsou jednodussi na
syntézu, jelikoz vychozi latkou je komeréné dostupny 2,6-dichlorpurin. V ramci série
latek s purinovym skeletem byla pfipravena analoga s rozdilnymi substituenty
na benzylu v poloze N9, se symetrickou a asymetrickou substituci v pozicich C2 a C6,
kdy substituenty byly rizné velkych kruht, pfip. byly o jednom/vice heteroatomech.
Jedna z nejvysSich biologickych aktivit byla zaznamenana u 2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9-(4-
hydroxybenzyl) derivatu. Cilem bakalarské prace tedy byla primarné syntéza C2, C6

symetricky substituovanych derivatu se 4-hydroxybenzylem v pozici N9.

Pfi pripravé 2,6,9-trisubstituovanych derivatd purinu bylo obecné prvnim krokem
syntézy pfipojeni substituentu do pozice N9 purinového skeletu bud reakci
s benzylbromidem (1%, nebo Mitsunobu alkylaci (I°, 1l, 1l a 1IV). Vysledky syntézy

intermediatud jsou prehledné zobrazeny v nasledujici tabulce (

Tabulka 2).

Tabulka 2: Prehled N9-derivatd 2,6-dichlorpurinu a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti.
a. pfipraveno reakci 2,6-dichlorpurinu s benzylbromidem, ° - pfipraveno Mitsunobu reakci. * - nepozorovan
molekulovy pik.

. . Vytézek HPLC miz
Latka N9-substituent (ret. €as, Cistota) N
(%) o [M+H]
(min.; %)
|2 benzyl 87 21,4.; 85 279,4
[ benzyl 53 21,57; 99+ 279,4
1P 3-hydroxybenzyl 79 22,43; 95,5 2954
e 4-hydroxybenzyl 39 21,72; 99+ *
A 2-methoxybenzyl 49 22,75; 99+ 309,4

Pribéh reakci byl kontrolovan pomoci TLC a reakce probihaly az do odreagovani
vychozi latky. Reakci s benzylbromidem (I*) bylo dosazeno vySSiho vytézku oproti
Mitsunobu alkylaci. Problémem vSak byla Cistota, kdy se latku nepodafilo dokonale

purifikovat a vznikla slou¢enina méla dCistotu pouze 85 %. Davodem byl pouzity
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benzylbromid. Nevyhodou byl i €as reakce, kdy se latky nechavaly reagovat pfes noc
teoreticky mohlo byt dosazeno pomoci rekrystalizace, pfipadné pouzitim jiné mobilni
smési. Mitsunobu alkylace vyzadovala kratSi reakéni ¢as a vznikalo i méné N7 izomeru,
nevyhodou byl naopak vznik velkého mnozstvi vedlejSiho produktu trifenylfosfin oxidu
(PPh30). Rekrystalizaci z toluenu byla odstranéna pfevazna ¢ast PPh;O a vysledna
reakéni smés byla dale purifikovana pomoci sloupcové chromatografie. Latky I° a IV byly
dodatecné precistény rekrystalizaci z MeOH od redukované formy DIADu. Rozdily ve
vytézcich jednotlivych reakci nebyly zplsobeny neodreagovanim vychozi latky, ale
spiSe izolaci a purifikaci vyslednych intermediata.

Naslednym krokem byla symetricka substituce v polohach C2 a C6, ktera probihala
ve sklenénych ampulich pod argonovou atmosférou pfi 165 °C. Vychozimi latkami byly
intermediaty 1° a Il, odpovidajici cyklické aminy a DIPEA jako pomocna baze. Vysledky

syntézy jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 3).

Tabulka 3: Prehled finalnich produkti se symetrickou substituci v polohach C2 a C6 a jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti.

Substituce Vytszek HPLC m/z

Latka ret. Cas, Cistota .
N9 C2,C6 %) e ) [MH]

1 4-hydroxybenzyl azetidin-1-yl 14 19,76; 99+ 337,3

2 4-hydroxybenzyl piperidin-1-yI 87 27,24; 99+ 393,4

3 4-hydroxybenzyl azepan-1yl 70 29,51; 99+ 421.,4

4 4-hydroxybenzyl morfolino 94 19,99; 98 397,4

5 4-hydroxybenzyl thiomorfolino 23 25,52; 99+ 429,3

6 benzyl azepan-1-yl 53 34,99; 99+ 405,4

7 benzyl 1H-imidazol-1-yI 82 25,98; 99+ 343,3

Reakce probihaly do uplného odreagovani vychoziho intermediatu. Nasledovalo
rozdéleni mezi voda/chloroform a purifikace sloupcovou chromatografii. Vytézky
jednotlivych produktt byly relativné vysoké, vyjimkou byla reakce s azetidinem (1), kdy
bé&hem reakce doslo k neoCekavané polymerizaci a vytéZek reakce Cinil pouze 14 %. Pro
substituci do polohy C2 je nutno pouzit z hlediska reaktivity teploty nad 120 °C, v nasem
pfipadé byla teplota reakce 165 °C (standardni protokol). Takto vysoka teplota mohla
zpusobit nechténou polymerizaci a za ucelem zvySeni vytéZku tohoto produktu by se do
budoucna mohla pouzit teplota nizSi. Nizky vytéZzek méla i reakce s thiomorfolinem (5),
kdy problémem byla purifikace — latka byla CiSténa kolonou petrolether/ethyl-acetat,
chloroform/MeOH a nasledné i pomoci preparativni HPLC.

Asymetrické derivaty byly pfipravovany z intermediatu I° dvoukrokovou syntézou,
kdy byly pfipraveny intermediaty se substituci v poloze C6. V tlakové ampuli

s argonovou atmosférou pfi 90 °C byly zahfivany intermediaty s pfisluSnymi cyklickymi
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aminy, triethylaminem a n-propanolem. Ve druhém kroku, pro substituci do polohy C2
byly pouzity jako vychozi latky intermediat V, azepan a DIPEA, které reagovaly za
podminek zminénych vyse. Vysledky syntézy jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka
4).

Tabulka 4: Prehled finalnich produkti s asymetrickou substituci v polohach C2 a C6 a jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti.

Substituce HPLC

. Vytézek - oy m/z
Latka C6 (ret. cas, Cistota) .
N9 Cc2 (%) (min., %) [M+H]
\% benzyl CI pyrrolidin-1-yl 45 23,57; 99+ 314,2
Vi benzyl CI piperidin-1-yl 81 29,65; 99,4 328,6
Vil benzyl CI morfolino 62 22,89; 99+ 330,2
8 benzyl azepan-1-yl  pyrrolidin-1-yl 53 31,07; 99+ 377,4

Latka VI byla dodatecné precisténa rekrystalizaci z MeOH od redukované formy
DIADu, latka VIl byla precisténa preparativni HPLC. Vytézek latky V byl jen 45 %
z ddvodu opakované purifikace sloupcovou chromatografii. V pfipadé jediného
asymetricky substituovaného derivatu (8) byl vytézek 53 %.

PFi symetrické substituci finalnich latek bylo nutné zahfivat reakéni smés na 165 °C
a reakéni Cas se pohyboval kolem tfi hodin. V ramci urychleni celého procesu je mozné
vyuzit mikrovinnou syntézu a pomoci mikrovinného zafeni vyrazné zkratit reakéni ¢as
(Kappe a kol., 2008). Vychozimi latkami byly 9-benzyl-2,6-dichlorpurin (I°), pyrrolidin a
DIPEA a postupné se ménil pomér vychoziho aminu, teplota reakce, reakéni ¢as, vykon
a zapinani funkce PowerMax (kontinualni chlazeni b&éhem reakce). Stejné jako
v ostatnich pfipadech byla pro posouzeni priibéhu reakce pouzita TLC s mobilni fazi
petroelther/ethyl-acetat/MeOH — 1:1:0,1 (v/v). Ve vSech pfipadech doslo k odreagovani
vychozi latky (R=0,42) a vzniku dominantni polarnéjsi skvrny s retencnim faktorem 0,36.
Z reakéni smési byly odebrany podily a nastfiknuty na HPLC. V pfipadé pouziti
podminek u latky 9a byl ve spektru pozorovan pouze jeden pik s retenénim Casem
20 minut, ktery odpovidal retenénimu €asu cileného produktu. U dalSich reakci (9b, 9c,
9d a 9e) byl mimo majoritni pik pozorovan ve spektru i pik s retenénim ¢asem 17 minut,
ktery odpovidal intermediatu V. S ohledem na ziskand data z HPLC je patrné, Ze
mikrovinna syntéza ma smysl — reak¢ni doba se povedla vyrazné zkratit ze tfi hodin na
deset minut. Pro hledani vhodnych reakénich podminek ma ale TLC s danou mobilni
smeési nedostatecné rozliSeni pro mono a disubstituované derivaty a do budoucna by
bylo pro optimalizaci syntézy vhodnéjsi zvolit metodu HPLC. Mimo kvalitativni analyzy
provést také kvantifikaci pomoci kalibragnich graft a interniho standard. Do budoucna
by se v ramci optimalizace mikrovinné syntézy mimo reakéni €as dalo snizit mnozstvi

cyklického aminu pouZitim rozpoustédla namisto provadénim reakce tzv. ,neat”.
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4.2. Biologické testovani

Biologicka aktivita byla testovana na bunécéné linii SH-SY5Y u niz byla neuronalni
diferenciace navozena pomoci all-trans retinové kyseliny a byl vyuzit model
mitochondrialniho poskozeni a Huntingtonovy choroby indukovaného
3-nitropropionovou kyselinou (Colle a kol., 2016). Viabilita bunék byla vyhodnocovana
Calcein AM viabilitnim testem (Morzycki a kol., 2016). Zivé bufky metabolizuiji
nefluorescenéni Calcein AM na fluorescenéni Calcein a u vzorki se sledovala
fluorescence pfi 495/517 nm (ex./em.). Testované latky byly méfeny ve tfech
koncentracich (0,1; 1 a 10 uM) a jako negativni kontrola byly pouZity bufky v DMSO,
jako pozitivni kontrola buriky oSetfené N-acetylcysteinem (10, 100 a 1000 pM). Silné
cytoprotektivni uginky vykazovaly latky 3 (83 %), 5 (82 %), 6 (109 %) a 9 (77 %), slabsi
efekt byl pozorovan u 1 (53 %) a 2 (61 %) a Zadné ucinky u 4 (40 %) a 7 (35 %). U latek
1, 5 a 9 rostla u€innost v zavislosti na koncentraci testované latky, naopak u latek 2 a 3
byla v nejvy$Si koncentraci 10 puM pozorovana cytotoxicita. V porovnani
latka 3 méla pfi koncentraci 1 uM hodnotu viability 83 %, zatimco N-acetylcystein pfi

koncentraci 1000 uM mél hodnotu pouze 78 %.
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Obr. 22: Vysledky Calcein AM viabilitniho testu, kdy hodnoty fluorescence jsou prepocitany na
procenta zivych bunék odvozenych od kontrolnich zivych bunék v DMSO. Jako negativni kontrola byly
pouzity buriky v DMSO (zelené zvyraznény), Cervené zvyraznény jsou buriky inkubované pouze s toxickou
3-nitropropionovou kyselinou a modrfe pozitivni kontrola N-acetylcystein. Silné cytoprotektivni ucinky
vykazovaly latky 3 (83 %), 5 (82 %), 6 (109 %) a 9 (77 %), slabsi efekt byl pozorovan u 1 (53 %) a 2 (61 %)
a zadné ucinky (hodnoty byly pod hodnotami bunék s cytotoxickou latkou) u 4 (40 %) a 7 (35 %). U latek 1,
5 a 9 roste ucinnost v zavislosti na koncentraci testované latky. U latek 2 a 3 byla v nejvyssi koncentraci 10
UM pozorovana cytotoxicita.

Vramci biologického testovani byla testovana pouze série symetricky
substituovanych 9-(4-hydroxybenzyl) (1, 2, 3, 4 a 5) a 9-benzyl derivatl (6, 7 a 9).
V pfipadé 9-(4-hydroxybenzyl) derivatl cytoprotektivita do koncentrace 1 uM narlsta

spolu se zvétSujicimi se kruhy v fadé azetidin (46 %), piperidin (61 %), azepan (83 %).
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V koncentraci 10 uM se ve stejné fadé naopak projevuje stejny cytotoxicky efekt (53 %,
12 %, 0 %). U latek s morfolinem (4) a thiomorfolinem (5) byl pozorovan vyrazny rozdil
biologické aktivity (4 — 40 %, 5 — 82 %) dany pfitomnosti riznych heteroatom( na kruhu.
VyS§Si aktivita thimorfolinového derivatu mohla byt dana schopnosti siry se oxidovat na
sulfoxid €i sulfon. Diazepanyl derivaty 3 a 6 obecné patfily k nejucinnéjsim latkam, avsak
pritomnost hydroxylu v pozici 4 méla zasadni vliv na biologickou aktivitu v nejvyssi
testované koncentraci. U 4-hydroxybenzylu byla viabilita rovna 0 %, u benzylu byl
zaznamenan pouze nepatrny pokles. V tomto sméru neni hydroxy skupina na benzylu
zcela optimalni a do budoucna by bylo vhodné zvolit jinou funkéni skupinu. Derivaty 7 a
9 se také odliSuji svoji biologickou aktivitou, kdy latka 7 s imidazolem méla spiSe
cytotoxickou aktivitu (nejvyssi dosazena hodnota viability byla 35 %) a 9 s pyrrolidinem
méla hodnoty viability vysoké (77 %). Rozdilem je odliSnost na kruhu, kdy pyrrolidin je
prostorova struktura, ktera mlze zaujimat konformaci obalky, zatim co imidazol je
planarni aromaticka struktura, coz mohlo zpUsobit dané rozdily.

Do budoucna by bylo vhodné otestovat pfipravené derivaty na jiném modelu
Parkinsonovy nemoci s jinymi typy stresort. Dale otestovat, zda jsou latky skute¢né
neuroprotektivni nebo zda maji vliv pouze na mitochondrialni posSkozeni, pfipadné zjistit
konkrétni molekularni cile, na které pusobi. Vzhledem ke strukturni podobnosti nasich
latek s latkami z patentd (Adam a kol., 2013, Rascol a kol.,, 2002) by jednim
z molekularnich cild mohly byt CB1 a CB2 receptory. V souasné dobé jsou latky
testovany na inhibici acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy. Zajimavym a

pripadnym molekularnim cilem by téZ mohly byt A,a receptory.
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5. ZAVER

Cilem teoretické ¢asti byla literarni reSerSe na téma Parkinsonova nemoc se zaméfenim
na prehled molekularnich cill spojenych s patogenezi a jejich moznou farmakologickou
léCbou. Experimentalni ¢ast pak byla vénovana syntéze 2,6,9-trisubstituovanych
derivati purinu a testovani jejich biologické aktivity v in vitro modelu Parkinsonovy
nemaoci.

Ve finale bylo pfipraveno osm C2,C6-symetricky a jeden C2,C6-asymetricky
substituovanych produktu. V ramci syntézy C2,C6-symetricky substituovanych latek byla
Uspésné aplikovana mikrovinna syntéza, kdy byl vyrazné zkracen reakéni ¢as. Pro dalSi
optimalizaci postupu v8ak bude nutné provést dalSi experimenty a zejména najit vhodné
podminky pro monitorovani prubéhu reakce. Testovani pfipravenych latek na
neuroblastomové bunécné linii s ohledem na jejich mozny neuroprotektivni vliv v modelu
mitochondrialniho poSkozeni a Huntingtonovy choroby ukazal, ze nékteré derivaty
v porovnani s N-acetylcysteinem vykazovaly silny cytoprotektivni Ucinek. Nejucinnéjsi
latkou byl 2,6-di(azepan-1-yl) derivat 6, ktery byl schopny zcela eliminovat pfitomnost
toxinu v kultivaénim médiu. DalSi silny protektivni u€inek mély i latky 3, 5 a 9. Vzhledem
k dosazenym vysledkim bude zajimavé testovani téchto latek na jinych modelech

budoucnu uréeni mechanismu uGdinku a identifikace konkrétnich molekularnich cild.
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Pfilohy
Pfiloha 1. Pfehled pfipravenych latek

9-benzyl-2,6-dichlor-9H-purin (1)

cl Bila pevna latka
NTX—N I
PP Sumarni vzorec: C12HgCl2N4
cI” N N

k@ Vytézek (%): 53.

HPLC-UV/VIS retencni €as; Cistota (min, %): 26,18, 98,0.
ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 279,4 (100, [**CI-M+H]*"); 281,4 (79, [**CI,*'CI-M+H]"),
283,4 (('CI-M+H]).
!H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 5,49 (s, 2H); 7,28-7,37 (m, 5H); 8,85 (s, 1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,0; 127,5 (2x C); 128,0; 128,7 (2x C); 130,4;
135,5; 148,3; 149,7; 151,0; 153,3.

3-[(2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)methyl]fenol (I1)

cl Bila pevna latka
N
)N\\ \/ N\> on Sumarni vzorec: C12HgCl2N4O
Cl N

Vytézek (%): 79.

HPLC-UV/VIS retenéni Cas; Cistota (min, %): 22,43; 95,5.
ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 295,4 (100, [**CI-M+H]"); 297,4 (73, [**CI,*'CI-M+H]");
299,4 (16, [*'CI-M+H]").
H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 5,40 (s, 2H); 6,65 (t, J = 1,8 Hz, 1H); 6,68 (dq,
J=17,9; 1,1 Hz, 1H); 6,72 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,13 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 8,83 (s, 1H); 9,52
(s, 1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,0; 114,2; 115,0; 117,9; 129,9; 130,4; 137,0;
148,5; 149,8; 151,1; 153,3; 157,6.

4-[(2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)methyl]fenol (I1I)

cl Bila pevna latka
)\)IN\> Sumarni vzorec: C12HsCl2N4O

\\QOH Vytézek (%): 39.
HPLC-UV/VIS retencni Cas; Cistota (min, %): 18,10; 99,0.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 107,1 (100, [C;H-O]’); 188,9 (16, [*CI-CsH.Cl.N4]*); 191,0
(10, [*Cl- CsH2CloN4]").
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) d (ppm): 5,34 (s, 2H); 6,70-6,73 (m, 2H); 7,18-7,21 (m,
2H); 8,79 (s, 1H); 9,53 (s, 1H).
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13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 3 (ppm): 46,8; 115,4 (2x C); 125,7; 129,4 (2x C); 130,4;
148,2; 149,7; 151,0; 153,2; 157,3.

2,6-dichlor-9-(2-methoxybenzyl)-9H-purin (1V)

cl Bila pevna latka
N
J\ j > Sumarni vzorec: C13H10Cl2N4O
cI” >N N
k@ Vytézek (%): 49.
MeO HPLC-UV/VIS retencni €as; Cistota (min, %): 26,25; 98,9.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 309,4 (100, [®CI-M+H]*), 311,4 (78, [¥'CI-M+H]*).
IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,80 (s, 3H); 5,40 (s, 2H); 6,91 (td, J = 7,5;
0,9 Hz, 1H); 7,03 (dd, J = 8,3; 0,6 Hz, 1H); 7,13 (dd, J = 7,3; 1,5 Hz, 1H); 7,32 (td,
J=7,8; 1,5 Hz, 1H); 8,71 (s, 1H).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-de) & (ppm): 43,3; 55,5; 111,0; 120,4; 122,9; 129,3; 129,9;
130,3; 148,8; 149,6; 150,9; 153,4; 156,9.

9-benzyl-2-chlor-6-(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin (V)
O Bila pevna latka

N
Sumarni vzorec: C1sH16CINs

N N\>
GNP Vytézek (%): 45.
\\Q HPLC-UV/VIS retenéni Cas; Cistota (min, %): 23,57; 99,9.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 314,2 (100, [**CI-M+H]*), 316,2 (34, [*’CI-M+H]*).
IH-NMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 1,85-1,91 (m, 2H); 1,95-2,00 (m, 2H); 3,57 (t, J
= 6,7 Hz, 2H); 4,03 (t, J = 6,7 Hz, 2H); 5,34 (s, 2H); 7,23-7,24 (m, 2H); 7,26-7,29 (m,
1H); 7,32-7,35 (m, 2H): 8,24 (s, 1H).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 23,6; 25,6; 46,1; 47,3; 48,6; 118,4; 127,2 (2x
C); 127,7; 128,7 (2x C); 136,8; 140,8; 150,8; 152,8; 152,9.

9-benzyl-2-chlor-6-(piperidin-1-yl)-9H-purin (VI)
O Bezbarvy gel
N\ N Sumarni vzorec: C17H18CINs
c.iNt»P Vytszek (%): 81.
@ HPLC-UV/VIS retenéni Gas; Gistota (min, %): 29,65; 99,4.

ESI+MS m/z (rel. int. %, ion): 328,6 (100, [**CI-M+H]"), 330,6

(52, [F"CI-M+H]").

IH-NMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 1,55 (s, 4H); 1,61-1,64 (m, 2H); 3,83 (s, 2H);

4,43 (bs, 2H): 5,33 (s, 2H); 7,25-7,28 (m, 3H): 7,31-7,34 (m, 2H): 8,26 (s, 1H).
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13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 24,0; 25,6 (2x C); 44,5; 46,2; 46,8; 117,8; 127,3
(2x C); 127,8; 128,7 (2x C); 136,6; 140,1; 151,5; 152,8: 153,2.

9-benzyl-2-chlor-6-morfolino-9H-purin (VII)

Bila pevna latka

(0]
[Nj Sumarni vzorec: CisH16CINsO
)N‘\ t N\> Vytézek (%): 62.
o oNT N HPLC-UV/VIS retenéni €as; Cistota (min, %): 22,89; 99,9.
\\Q ESI+MS m/z (rel. int. %, ion): 330,2 (100, [*CI-M+H]"), 332,1

(34, [F'CI-M+H]").

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,70 (t, J = 4,7 Hz, 4H); 3,90 (bs, 2H); 4,43 (bs,
2H): 5,35 (s, 2H); 7,25-7,30 (m, 3H); 7,33-7,36 (m, 2H); 8,32 (s, 1H).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 44,0; 46,2 (2x C); 66,04 (2x C); 118,0; 127,3
(2x C); 127,8; 128,7 (2x C); 136,6; 140,7; 151,7; 152,7, 153,4.

2,6-di(azetidin-1-yl)-9-(4-hydroxybenzyl)-9H-purin (1)
Bila pevna latka
<> o .
N Sumarni vzorec: C1gH20NsO
iﬁ“‘» Vytszek (%): 14.
NN N RV .
\\@OH HPLC-UV/VIS retenéni &as, Sistota (min., %): 19,76; 99,9.
ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 337,3 (100, [M+H]+).
!H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2,17-2,23 (m, 2H); 2,31-2,37 (m, 2H); 3,93 (t,
J = 7,5 Hz, 4H): 4,23 (bs, 4H): 5,03 (s, 2H): 6,68 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,14 (d, J = 8,6 Hz,
2H): 7,76 (s, 1H); 9,41 (s, 1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 15,6; 17,2; 45,2; 50,3 (2x C); 50,6; 51,1; 113,6;
115,2 (2x C); 127,8; 129,3 (2x C); 137,9: 151,7; 155,0; 156,9; 160,6.

2,6-di(piperidin-1-yl)-9-(4-hydroxybenzyl)purin (2)

Bila pevna latka

(Nj Sumarni vzorec: CzH2sNeO

NiNﬁ:\> Vytezek (%): 87.
O HPLC-UV/VIS retenéni €as; Cistota (min., %): 27,24; 99,9.
ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 393,4 (100, [M+H]+).
EA (%C, %H, %N, teoretické/realné): 67,32/ 68,13; 7,19/ 7,29; 21,41/20,53.
H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,49-1,50 (m, 8H); 1,57-1,58 (m, 2H); 1,60-1,62
(m, 2H); 3,67 (d, J = 4,0 Hz, 4H); 4,06 (bs, 4H); 5,05 (s, 2H); 6,68 (d, J = 8,6 Hz, 2H);
7,18 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,80 (s, 1H); 9,41 (s, 1H).

OH
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BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 24,4, 24,6; 25,2 (2x C); 25,6 (2x C);
449 (2x C); 45,3 (3x C); 112,9; 115,2 (2x C); 127,8; 129,4 (2x C); 136,5; 152,8; 153,2;
156,9; 158,0.

2,6-di(azepan-1-yl)-9-(4-hydroxybenzyl)-9H-purin (3)
Q Bila pevna latka
N Sumarni vzorec: C4H32NsO

NiNﬁ:\> Vytézek (%): 70.

Q HPLC-UV/VIS retenéni ¢as; Cistota (min., %): 29,51; 99,9.
ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 421,4 (100, [M+H]").

EA (%C, %H, %N, teoretické/realné): 68,54/68,84; 7,67/7,92; 19,98/19,58.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,44-1,45 (m, 8H); 1,71 (bs, 8H); 3,69 (t,
J =5,8 Hz, 4H); 3,72 (bs, 2H); 4,23 (bs, 2H); 5,02 (s, 2H); 6,67 (dt, J = 9,1; 2,4 Hz, 2H);
7,23 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,76 (s, 1H); 9,40 (s, 1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 26,1; 26,5; 26,6 (3x C); 27,8 (2x C); 29,1; 45,4;
47,0 (2x C); 47,6; 48,8; 112,4; 115,1 (2% C); 127,9; 129,7 (2x C); 136,2; 152,7; 153,4;
156,9; 157,6.

OH

2,6-dimorfolino-9-(4-hydroxybenzyl)-9H-purin (4)
o Bila pevna latka
[Nj Sumarni vzorec: CzoH24NeO3
iﬁ% Vytszek (%): 94.
O()” N N\\Q\OH HPLC-UV/VIS retenéni €as; Cistota (min., %): 19,99; 98,06.
ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 397,4 (100, [M+H]").
EA (%C, %H, %N, teoretické/realné): 60,59/60,95; 6,10/6,24; 21,20/18,90.
!H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,63 (s, 8H); 3,65-3,67 (m, 4H); 4,09 (bs, 4H);
5,08 (s, 2H); 6,67-6,69 (m, 2H); 7,16 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,89 (s, 1H); 9,42 (s, 1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 44,7 (2% C); 45,1 (2x C); 45,4; 66,1 (2x C); 66,2
(2% C); 113,5; 115,2 (2% C); 127,6; 129,4 (2x C); 137,4; 152,7; 153,2; 156,9; 158,0.

2,6-dithiomorfolino-9-(4-hydroxybenzyl)-9H-purin (5)

S Bila pevna latka
[Nj Sumarni vzorec: CxH24NsOS>
. iNﬁ& Vytézek (%): 37.
s \\QOH HPLC-UV/VIS retencni ¢as; Cistota (min., %): 25,52; 99,9.

ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 429,3 (100, [M+H™]).
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H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 2,56-2,58 (M, 4H, C2tiomort HO), 2.62-2.64 (m,
4H, C6iniomorr HO), 4.01-4.04 (m, 4H, C2iomort HM), 4.38 (bs, 4H, C6ihiomorr HM), 5.07 (s,
2H, CH2Phe), 6.68 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hm), 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ho), 7.89 (s, 1H, pur
C8), 9.40 (s, 1H, Phe-OH).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 25,5 (2% C); 26,2 (2x C); 45,5; 46,6 (2x C);
47,3 (2% C); 113,2; 115,2 (2% C); 127,5; 129,6 (2x C); 137,2; 152,8; 153,0; 156,9; 157,2.

2,6-di(azepan-1-yl)-9-benzyl-9H-purin (6)
Q Bila pevna latka
N Sumarni vzorec: CzsH3z2Ns
NiNj :\> Vytszek (%): 53.
Q @ HPLC-UV/VIS retenéni &as; Sistota (min., %): 34,99; 99,9.
ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 405,4 (100, [M+H]).
EA (%C, %H, %N, teoretické/realné): 71,25/70,76; 7,97/8,38; 20,77/20,65.
H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,43 (bs, 4H); 1,46 (bs, 4H); 1,69 (bs, 8H); 3,67
(t, 3 = 6,0 Hz, 4H); 3,73 (bs, 2H); 4,24 (bs, 2H); 5,16 (s, 2H); 7,25 (t, J = 7,2 Hz, 1H);
7,31 (t, J=7,3 Hz, 2H); 7,38 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 7,81 (s, 1H).
13C-NMR (125MHz, DMSO-dg) & (ppm): 26,1; 26,4; 26,5 (2% C); 26,6; 27,7 (2x C); 29,0;
45,7 (2% C); 47,0; 47,5; 48,8; 112,3; 127,5; 128,1 (2x C); 128,5 (2% C); 136,3; 137,5;
152,7; 153,4; 157,6.

9-benzyl-2,6-di(1H-imidazol-1-y)-9H-purin (7)

['3) Bila pevna latka
\ N Sumarni vzorec: CigH14Ns
N
Al VytéZek (%): 82.
N\//N § . x :
= \\Q HPLC-UV/VIS retenéni ¢as; Cistota (min., %): 25,98; 99,9.

ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 343,3 (100, [M+H]").

EA (%C, %H, %N, teoretické/realné): 63,15/63,03; 4,12/4,22; 32,73/31,11.

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 5,54 (s, 2H); 7,16 (t, J = 1,1 Hz, 1H); 7,26 (d,
J =0,9 Hz, 1H); 7,32-7,29 (m, 1H); 7,37 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 7,49 (d, J = 7,3 Hz, 2H);
8,16 (t, J =1,4 Hz, 1H); 8,58 (t, J = 1,4 Hz, 1H); 8,83 (s, 1H); 8,86 (s, 1H); 9,22 (s, 1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 46,9; 117,3; 117,9; 120,1; 128,2; 128,2 (2% C);
128,8 (2 x C); 130,3; 130,7; 136,0; 136,5; 137,4; 145,2; 146,9; 148,6; 154,6.
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2-(azepan-1-yl)-9-benzyl-6-(pyrrolidin-1-y)-9H-purin (8)
O Bila pevna latka
N Sumarni vzorec: CzoH2sNe

NiNﬁ} Vytézek (%): 51.

Q \\Q HPLC-UV/VIS retenéni &as; Sistota (min., %): 31,07, 99,9.
ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 377,4 (100, [M+H]*).

!H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,42-
1,45 (m, 4H); 1,70 (bs, 4H); 1,88 (bs, 4H); 3,56 (bs, 2H); 3,68 (t, J = 6,0 Hz, 4H); 3,93
(bs, 2H); 5,17 (s, 2H); 7,23-7,26 (m, 1H); 7,28-7,39 (m, 2H); 7,33-7,35 (m, 2H); 7,78 (s,
1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 23,6; 25,8; 26,5 (2x C); 27,6 (2x C); 45,6; 46,6
;47,0 (2x C); 47,8; 113,0; 127,5; 127,9 (2% C); 128,4 (2x C); 136,6; 137,6; 152,4; 152,5;
157,9.

9-benzyl-2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin (9)

Bila pevna latka

N?\/[N Sumarni vzorec: Cz0H24Ne
@,)\N/ N\> HPLC-UV/VIS retencni ¢as; Cistota (min., %): 32,85; 99,8.
ESI+-MS m/z (rel. int. %, ion): 349,6 (100, [M+H]*).
H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,84-1,89 (m, 8H); 3,44-3,47 (m, 4H); 3,60 (bs,
2H); 3,94 (bs, 2H); 5,18 (s, 2H); 7,23-7,26 (m, 1H); 7,29-7,31 (m, 4H); 7,77 (s, 1H).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 23,7; 25,1 (2% C); 26,1; 45,5; 46,3 (3x C);
48,0; 113,2; 127,5; 127,7 (2% C); 128,5 (2% C); 136,6; 137,7; 152,3; 152,6; 157,3.
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