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Abstrakt

Prionova onemocnéni jsou hojné rozsifené nemoci, které jsou charakteristické zmeénou
struktury prionového proteinu PrP€ (cellular, nativni forma) na PrP5¢ (scrapie, forma typicka
pro prionové onemocnéni). Jednd se o zménu ze sekundarni struktury
a-helixu na B-skladany list, ktery tvoii agregaty v mozku. Jednou z moznosti, pro¢ dochazi
ke zméné struktury je zvySena koncentrace piechodnych iontd (Zn(Il), Cu(Il), Fe(III))
v mozku, které se pak vazou na PrP¢ a ovliviiuji jeho strukturu. Cilem této prace je syntéza
jednoho potencionalniho 1é¢iva na bdzi 2-aminothiazolli jeho modifikace k navazéani
fluorescencnich nebo radiochemickych znacek a v budoucnosti studium jeho mozné

interakce s ionty ptrechodnych kovi.

Klicova slova:

komplexy; makrocyklické ligandy; méd’; prionova onemocnéni

Abstract

Prion diseases are widely spread diseases among mammalians. They are characterized
by a change of prion protein structure PrP® (cellular, native state) to PrP5¢ (scrapie, structure
typical for prion diseases). It is a change at secondary structure of protein from a-helical to
B-sheet structure, which aggregates in brain. One possibility, why it happens is higher
transitional metal ions concentration (Zn(II), Cu(II), Fe(III)) in the brain, which bind to PrP®
and affects its structure. Aim of this thesis is a synthesis one of protentional drugs based on
2-aminothiazole and its modification to bind fluorescent or radiochemical markers and in

future study of its possible interaction with transition metal ions.
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1 Teoreticky uvod

1.1 Uvod do neurodegenerativnich nemoci

Vétsina neurodegenerativnich nemoci je charakterizovana intracelularni akumulaci -
skladanych listt, které vznikaji z ptivodnich a-helixd. Tyto utvary mohou byt popsany jako
tzv. plaky (angl. ,plaques®), klubka (angl. ,,tangles*) nebo Lewyho utvary. Nachazi se
v neuronech a dalSich mozkovych buiikach. Pro tyto nemoci je charakteristicka dlouha
inkubaé¢ni doba, pomalé objevovani symptomii a pozdni nastup nemoci 2!, To je patrné i z
nasledujiciho kratkého prehledu neurodegenerativnich nemoci, pficemz hlavni diraz je

kladen na prionové nemoci, na kter¢ je bakalatska prace zaméiena.

1.1.1 Alzheimerova nemoc (AD)

Alzheimerova nemoc je nejrozsahlejsi formou demence, kterda postihuje témér 20
miliontt lidi na svété. Charakteristicka pro tuto nemoc je tvorba velkého mnozstvi
amyloidnich plaki, které jsou obklopeny mrtvymi nebo umirajicimi neurony [BI4],
Amyloidni plaky obsahuji amyloid-B-peptid (AB), coz je 40- az 42- aminokyselinovych
zbytk dlouhy zbytek proteinu, ktery je segmentem 770- aminokyselinovych zbytkl
transmembranového prekurzorového proteinu APP [?], jehoz funkce je nezndma. AP vznika
z APP pomoci dvou membranové vazanych proteolytickych enzymi, - a y- sekretasou
(31051061

Nemoc se obvykle za¢ne projevovat v pozdnim véku, avsak existuji mutace APP v AP
oblasti, coz vede k nastupu nemoci jiz kolem ctyficeti let v€ku. Dalsi pti¢inou brzkého
nastupu nemoci je odliSné varianta cholesterolu-transportniho proteinu — apolipoproteinu E
(apoE), ktery ve variant€¢ apoE4 piedstavuje velké riziko pro vyvoj i1 brzky nastup

Alzheimerovy nemoci 1,

1.1.2 Parkinsonova nemoc (PD)

Jedna se o druhou nejrozsifenéj$i neurodegenerativni nemoc na svété po Alzheimerove
nemoci. Napada kolem 1 % populace pozdniho véku. Projevuje se chvénim, neovladatelnosti
svalli a samovolnou pohyblivosti brady. Jako pfi¢ina se uvadi ztrata neuronti bohatych na
dopamin v ¢erné hmot¢, kde se také objevuji proteinové agregaty. Jedna se zejména o
Lewyho utvary s a-synucleinem, coz je protein o velikosti 140 aminokyselin, jako hlavnim

komponentem H47],



1.1.3 Huntingtonova nemoc (HD)

Huntingtonova nemoc je piikladem plné dédi¢né neurodegenerativni nemoci (2.
Nachézi se na chromosomu 4p16.3 v lidském genomu, kde jsou meioticky nestabilni
sekvence CAG opakovany v exonu 1 daného chromozomu. Exon 1 je zodpovédny za
syntézu proteinu huntingtin s molekulovou hmotnosti 350 kDa (3100 aminokyselin) [*!. Pti
prenaseni nestabilni sekvence CAG, ktera je nachylna k tvorbé patologické elongace béhem
meidzy, se tvoii abnormalné dlouhy fetézec polyglutamatovych vlaken piitomnych pfi
mutovaném huntingtin proteinu, kdy délka polyglutamatového vlakna je vice nez 28
glutamatovych aminokyselin 12181,

Pocatecnim symptomem je zhorSeni motoriky, dale pak dochazi ke zménam chovani
nebo k neuropsychologickym symptomtim. Dal$im z nejbéznéjSich pocatecnich symptomil
je zhorseni pohybu oka [*,

Huntingtin protein se nachazi v cytoplazmé, axonech a synapsich. Interaguje s vice nez 200
ostatnimi bunénymi proteiny a ucastni se v regulaci transkripce. Mutace proteinu miize
zpusobit zmény v jeho konformaci, ¢imz se snizi rozpustnost. Mutovany protein ma tendenci

tvofit agregaty v riznych oddélenich postizené nervové buiiky [*,

1.1.4 Prionové nemoci (PrD)

Tato bakalatské prace je zaméfena na prionové nemoci. Pivodné si védci mysleli, Ze
prionové nemoci zpusobuji tzv. ,,pomalé viry“, protoZe trvd meésice nebo 1 roky, nez se
nemoc rozvine. Mezi tyto nemoci patii klusavka (angl. ,,scrapie”) u ovci, chronické
chiadnuti jelenovitych a losi (angl. ,,chronic wasting disease*‘), nemoc Silenych krav (BSE,
z angl. ,,bovine spongiform encephalopathy*), kuru, Creutzfeldt-Jakobova nemoc (CJID),
Gerstmann-Straussler-Scheinkerova nemoc (GSS) a fatalni rodinna nespavost (angl. ,fatal
familial insomnia*) '), Na pti¢inu prionovych nemoci panuje fada ndzori, mezi nimi je ¢asto

uvadéna a také §iroce diskutovéna tiloha iontfi pfechodnych kovi 1.

1.1.4.1 Creutzfeldt-Jakobova nemoc (CJD)

Jedna se o chorobu, kterd ovliviiuje centralni nervovy systém a je charakteristicka
typickymi lézemi v mozku, tfebaze ptiznaky mohou byt i v jinych organech. CJD zpisobuje
progresivni demenci, poruchy koordinace a smrt 1%, CJD miize byt bud’ zdédéna (10-
20%), anebo transmisni, tj. spojend s infekci bilkovinnymi molekulami prionti !, Tato
nemoc postihuje lidi ve véku 55 az 70 let a symptomy jsou Casto viditelné jiz ¢tyi1 mésice

pred propuknutim nemoci 'l Dédi¢nd forma CJD miZe byt pienesena z matky na



potomstvo béhem porodu nebo jiz v déloze 2. Mezi bé&zné symptomy patii tzkost,
nespavost, pozdéji demence a pacienti ¢asto zemiou jiz v pribéhu prvniho roku od nastupu
nemoci 1,

Jedna z forem CJD je tzv. nova varianta CJD (nvCJD), kterd byla poprvé popsana
v Britanii v roce 1996 a postihuje mladé lidi (ve véku 16-39 let). Symptomy jsou podobné
jako u BSE (také zndma jako nemoc Silenych krav) a vyskytuje se Casto v zemich, kde je
BSE pozorovana. Dalsi forma CJD byla kuru, coz je transmisni nemoc spojena
s kanibalistickymi ritualy na Papue Nové Guinee. Jeji symptomy byly stejné a obét’ zemiela

do dvou let od nastupu nemoci. Nemoc vymizela z ostrova az spolu s ritualy [!!],

1.1.4.2 Gerstmann-Strdussler-Scheinkerova nemoc (GSS)

GSS je dédicné neurodegenerativni onemocnéni charakteristické ataxii, demenci a
neuropatologickym ukladanim amyloidnich plaki, které jsou tvofeny prionovym proteinem
(121 U této choroby bylo poprvé zjiiténo spojeni s mutaci priond v lidském genu, a to
nejcasteji na kodonu 102, ktera plyne ze substituce prolinu na leucin. Jiné mutace se mohou

vyskytovat na kodonu 105, 117, 145, 198 a 217 [19,

1.1.4.3 Fatalni rodinna nespavost

Fatélni rodinna nespavost patii do skupiny prionovych neurodegenerativnich poruch.
Jedna se o rapidné progresivni nemoc, ktera je charakterizovand postupni permanentni
unavou, za kterou nasleduje az kdma a smrt. Charakteristikou je mutace na 129. kodonu

lidského prionového proteinu 1%,
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1.2 Ionty prechodnych kovi v lidském mozku

V lidském mozku se nachdzi mnoho iontt, které jsou nezbytné pro jeho funkci. Jejich
vliv na vyvoj] nemoci centralni nervové soustavy (CNS) je dokladan tadou
publikaci [PIM4IISINGINT  pro pochopeni patologickych procesti probihajicich v buiikach
mozku je potieba také znat homeostazi iont kovi, jejich transport a interakce s ostatnimi
biomolekulami. Samotna homeostaze zahrnuje velky pocet proteint v€etné metalothioneinil,
které kontroluji jejich koncentraci, distribuci a funkci. Porucha této homeostdze miize vést
k vaznym porucham, jako jsou neurodegenerativni nemoci 31131,

Ionty kovli maji svou ulohu pfi intramolekularnich interakcich, které jsou nezbytné
pro vznik proteinovych agregatd 8], P¥ikladem mohou byt ionty Zeleza, zinku a mé&di, které
jsou soucasti metaloproteint, naptiklad Cu/Zn superoxiddismutasa a cytochrom c oxidasa,
a hraji velkou roli v regulaci nervové aktivity.

Jejich koncentrace musi byt striktn¢ regulovand, protoze vykyvy koncentrace mohou

(131, Pokud v mozku nastane nerovnovéaha

vést k bunéné smrti a mnoha onemocnénim
fyziologické koncentrace iontl kovil, zvySuje se nachylnost buniky k zahajeni apoptozy, coz
je bézny faktor neurodegenerativnich onemocnéni 18, A je obecné pfijiméno, Ze ionty
ptechodnych kovii maji vyznam pii Alzheimerove nemoci (AD), Parkinsonové nemoci (PD)
a prionovych nemocich (PrD). Koncentrace iontd médi a zinku jsou vyS$s$i v mozku
za ptitomnosti amyloidit AD a v cerebrospinalni tekutiné v pfipadé€ jak AD, tak 1 PD. Takeé
akumulace iontli Zeleza je spojena s obéma typy nemoci — AD a PD [71113],

I kdyz je ptipadnd Skodliva role médnatych iontl v prionovych nemocich stale
neznama, bylo prokazano, ze prionové proteiny maji dalezitou roli pii regulaci metabolizmu

médi. Vznikla interakce PrP-Cu(II) brani piistupu dalgich Cu(II) 3181,

1.2.1 Vapnik

Vépenaté ionty (Ca(Il)) jsou vSudyptitomné pii nervovém pienosu, jelikoz plni funkci
modulatori uvoliovani neurotransmiterd. Pfi nervovém vzruchu akéni potencidl aktivuje
otevirani iontovych kanalkli pro vstup Ca(Il). Proto jeho koncentrace musi byt striktné
regulovdna. Obecné se piedpokladd, ze aktivace amyloidni kaskady méni cestu Ca(II)
v nervové soustavé [1). Na druhé strang, koncentrace Ca(Il) nachézejicich se v cytoplazmé
je zvysena v urcitych ¢astech dopaminergni drahy 1 v ¢erné hmot¢ (lat. substantia nigra),

kde se objevuji prvni symptomy PD 18],
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1.2.2 Zinek

Zinec¢naté ionty (Zn(Il)) jsou soucasti stovek enzymt a proteinii. Jeho mnozstvi musi
byt striktné regulovano 2. Zn(II) spolu s Cu(Il) ovliviiuje aktivitu receptort
extrasynaptické N-methyl-D-aspartitu  (NMDA) a oa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxayolepropionové kyseliny (AMPA), které reguluji aktivitu glutamaterickych synapsi [%/,
Zn(II) moduluje neurotransmisi a funkci synapsi, zaroven reguluje mnoho signaliza¢nich
drah, a proto jeho koncentrace musi byt striktné regulovana transportéry zinku ZnT. ZnT
snizuji intracelularni koncentraci Zn(Il), a zinek importujicich proteina (ZIP), které
importuji Zn(Il) z extraceluldrniho prostoru anebo lumenu organel do cytoplazmy a
metalothioneintt (MT) (181211 Zn(IT) vstupuji do buiiky prostiednictvim Ca kanalfl, nebo pres
ionotropni glutamétové receptory do neurond. Toxicita Cu(Il), Zn(II) a Fe(Ill) zptsobuji
oxidativni stres, Zn(II) dale hraje roli v agregaci Ap (1],

Pokud je zménéna koncentrace Zn(Il) (vysledna akumulace postihuje predevsim
mitochondrie), dochazi k naruseni systému bunééné energie a spusti se produkce ROS a
s tim spojené nasledujici oxidativni poSkozeni bunky. Abnormélné vysoké koncentrace
volnych Zn(II) byly zaznamenany v Sedé klife (neokortexu) u pacientit AD, kde se selektivné
tvoii deposity AP amyloidd, i kdyz se AP amyloidy tvofi v celém mozku. Odchylky od
fyziologické koncentrace Zn(II) byly shledany i v p¥ipadé PD [8],

1.2.3 Méd’

M¢d’ je v organizmu piitomnd ve dvou oxidacnich ¢islech, +1a +II. Je vazana na rizné
biologické ligandy jako jsou donorové atomy dusiku v imidazolu, amidech a aminech, kyslik
v karboxylové skupiné a sira v cysteinu a methioninu. Koncentrace Cu(I) a Cu(Il) je
regulovana transportnimi proteiny Ctrl, ATP7A, ATP7B napfi¢ bunénou membranou
dovnitt nebo ven z cytosolu. Nedavné studie poukazuji na to, Ze uvoliiovani Cu(I) a Cu(Il)
je ochranou proti bunééné smrti pomoci regulace aktivity NMDA receptorti 3,

Cu(Il) a Zn(II) ionty jsou v organizmech transportovany tzv. metalothioneiny (MT).
Jsou to malé metaloproteiny, které jsou bohaté na obsah aminokyseliny cystein, a neobsahuji
zadnou aromatickou aminokyselinu, jako je tyrozin, tryptofan a fenylalanin. U savct jsou
tvofeny jednim polypeptidovym fetézcem z 61 az 68 aminokyselinovych zbytkd, které se
mohou vazat pies atom siry na ionty kovli . Metalothioneiny maji dvé podjednotky:

stabilni a-doménu, ktera obsahuje C-konec a miize vazat celkem az ¢tyii divalentni ionty, a

dale reaktivni B-doménu, kterd je sloZzend z N-konce a muze vézat celkem tii divalentni
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ionty. Zname ¢tyfi formy metalothioneint, od MT-1 po MT-4. MT-1 a MT-2 jsou inducibilni
a vyskytuji se pomérné hojné v lidském téle. MT-3 obsahuje navic sedm aminokyselin a
nachazi se zejména v centralni nervové soustavé a MT-4, ktery se sklada z 62 aminokyselin,

se vyskytuje v stratifikovanych dlazdicovych epitelialnich buiikach H3120021,

1.2.4 Zelezo

Zelezo se vyskytuje v buitkach ve dvou oxidaénich &islech, +1I a +III. Fyziologicka
koncentrace Fe(II) a Fe(IIl) zavisi na oblasti mozku, ve které se vyskytuji. Obecn¢ obsahuji
vice iontl zeleza mozkové oblasti zodpovédné za motorické funkce nez oblasti
s nemotorickymi aktivity. S postupem véku se koncentrace Fe(Il) a Fe(III) stejné jako Cu(I)
a Cu(Il) zvysuje. Fe(Il) je v mozku vézano na proteiny L-ferritin a H-ferritin. L-ferritin je
zasobarna Fe(Il) a H-ferritin je spojovan se stresovou odpovédi, kterd je katalyzovéana

oxidaci Fe(II)/Fe(11I) pomoci ferroxidasového centra 3],

1.2.5 Ionty interagujici s PrP

Jak je uvedeno vyse, Zn(II) hraje roli i v agregaci AP ['¥ a ddle miize vytvaiet mistky
mezi prionovymi molekulami, coz opét sméfuje k tvorbé neurotoxickych agregatii 8. Dale
miZe vést k inhibici PrPC fibrilace. M4 sice mensi schopnost komplexace nez Cu(ll),
nicméné miize dale ovlivnit strukturu komplexu Cu(II)-PrP€ bez substituce Cu(II) 221,

Molekula PrP¢ miize vazat jeden az ¢étyii Cu(II). Pokud je koncentrace Cu(Il) vysoka,
PrP¢ ptechazi konforma¢ni zménou na konformaci B-skladaného listu (PrP%), ktera je
rezistentni vic¢i proteasam. Cu(Il) inhibuji fibrilaci a vedou k vylucovani téchto

B8] " Cu(II) se vazi na fibrilova vldkna proformy prionii a zajistuji ochranu pied

agregattl
proteolytickou degradaci. Vyznam Cu(Il) pfi spusténi agregace prioni je podporovan
faktem, Ze chelatace Cu(Il) zpomaluje vznik PrP*° u infikovanych mysi. Lze piedpokladat,
Ze za zabranéni vytvofeni jadra amyloidu B-skladaného listu muze specifické lokalni
sklddani indukované Cu(I)-PrP¢, které piisobi na nestrukturovanou N-terminalni
doménul'®,

V mistech vyskytu oxidativniho stresu spojeného s Fe(Il) a Fe(Ill) indukuji tyto ionty
formaci PrP%°. Uginnost Fe(IT) miize byt zaloZena na hojné deformaci &tyfikrat se opakujici
sekvence osmi aminokyselin. V kazdé ¢asti se nachdzi jeden histidin (OR z angl.

noctarepeat'). Zapojeni téchto iontl v neurodegenerativnich onemocnénich nezavisi pouze

na koncentraci, ale spiSe zavisi na mechanizmu homeostaze a na proteinech, které vazi dané
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ionty. Proto je dulezité porozumét strukturnim a funkénim interakcim mezi ionty kovl a

intracelularnimi a extracelularnimi komponenty v CNS [13],
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1.3 PrpP€

1.3.1 PrPC€ a jeho funkce

PrP¢ (z angl. ,cellular prion protein®) je pfiblizné 210 aminokyselin dlouhy
membranové ukotveny glykoprotein s helikdlni C-termindlni doménou a c¢éstené
strukturovanou N-termindlni doménou. N-termindlni doména obsahuje OR segment
(obrazek 1), ktery mize vazat Zn(I) a Cu(Il) 224, Mezi témito dvéma doménami se
nachéazi vysoce hydrofobni segment, ktery je zapojen do formovani PrP>° (z angl. ,,scrapie
prion protein®) '8, Dvé rozdilné studie poukazuji na to, ze odnéti segmentu spojujiciho N-
a C-terminalni doménu v transgennich mysich, zptisobuje embryonalni letalni fenotypy 121,

Zkoumani struktury pomoci nukledrni magnetické rezonance (NMR) ukézalo, ze N-

terminalni doména stabilizuje strukturu helixti v C-terminalni doméné 2%/,

Octareperilt Domain

Hydrophobic Domain

Obrazek 1: Struktura PrP€, prejato z**

Zleva doprava: zluta cast naznacuje OR segment, za nim nasleduje modra cast N-termindlniho
konce, ktery je castecne strukturovany, cervena cast je hydrofobni jadro proteinu a modra cast

vpravo dole je C-terminalni a-konec.

Stale neni jasné, jak PrP¢ ovliviuje lidské télo. Dosud jsou jeho fyziologické funkce
jenom ptedpokladané. PrP¢ je zapojen do transmembranové signalizace, redoxni regulace
iontti kovii, adhezi bunék, neuronové myelinace a apoptozy 2124, Jeho §tépenim se produkuji
bioaktivni fragmenty, které interaguji s glutamatovymi receptory na regulaci transportu
zine¢natych iontf [*),

Bioaktivita PrP¢ vychazi z enzymatického a-§tépeni v piiblizné oblasti K109 H110
(mysi sekvence), kterd produkuje N1 a CI termindlni fragmenty. Toto a-S$té€peni je

zpiisobeno nékterymi €leny enzymové skupiny ADAM (disintegriny a metaloproteinasy),
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hlavné pak ADAMS, ADAM10 a ADAM17 24, Toto a-§tépeni uvoliiuje pro-domény, které
vykazuji potencialni aktivity. N1 fragment ma antiapoptotické aktivity — inhibuje kaspasu-
3, zatimco C1 fragment podporuje apoptickou aktivitu prostfednictvim dependentni
kaspasy-3 lokalizované na p53. PrP¢ podléh4 také B-$tépeni, které vychazi z domény OR a
produkuje N2 a C2 fragmenty. Tyto fragmenty nevykazuji Zadnou aktivitu. Experimenty
ukazuji, ze hladina C2 je vyssi, pokud je ptitomen H>O». Proto se ptedpoklada, ze proteolyza
je zptisobena reaktivnimi kyslikovymi formami (ROS), které vznikaji koordinaci Cu(II) v N-
terminalni OR. B-Stépeni se objevuje ve zdravé mozkové tkani, ale v piipadé prionové
infekce je hladina C2 vyssi [,

Helikalni C-koncova a ¢asteéné strukturovand N-koncova doména ovliviiuji ob¢ a-
Stépeni a B-§tépeni PrPC a také patologické sbaleni proteinu (angl. ,,misfolding*). Nyni je
znamo, ze pii fyziologické koncentraci Cu(Il) a Zn(II) dochazi ke koordinaci OR domény.
Pro Cu(Il) jsou dva zpiisoby vazby. Jiz pii nizkych koncentracich se vaze s vysokou afinitou
ke Styfem histidinovym imidazolim v doméné& OR [,

Dalsi funkci PrP€ je neuronova reabsorpce iontii Zn(II), ktera probiha pies AMPA
receptory (Cleny rodiny glutaméatovych receptori), které interaguji s OR a polybazickou N-
koncovou doménu PrPC. Tato interakce probih4 pies membranu s vyuzitim sekvence 23-26
(Lys-Lys-Arg-Pro; u mysi). Tak se PrP® zaklifiuje do AMPA a k transportu skrze AMPA
kandly vyuziva oblast OR N-koncové domény, kterd vaze Zn(II) 12,

Exprese PrPC se zvysuje se stoupajici koncentraci Cu(Il) a Zn(II). Z toho vyplyva, e
PrP¢ ma jednu z kli¢ovych roli pii homeostazi iontli médi a zinku a chrani buiky pied
bunéénym stresem 23!, Pokud koncentrace iontti Cu(II) a Cu(I) neni regulovand, miize to
vést k produkci radikaldl a reaktivnich forem kysliku . Také byla nalezena korelace mezi

i [22231 To bylo potvrzeno i v dalSich

expanzi OR a jeji agregaci s Cu(Il) s nastupem nemoc
pracich, které prezentovaly vliv mnoZstvi OR na pocatek vzniku Creutzfeldt-Jakobovy

nemoci (CJD) 26127,

1.3.2 AMPA a o-Stépeni

Cu(II) a Zn(II) jsou koordinovany na PrP¢ odli$ng. Na jedné strané Cu(Il) interaguji
s OR, na sekvenci 60-91, ale i na segmentu His96 a His111 %], Na druhé strané Zn(II) jsou
vazany omezend na doménu OR, kde se jeden ion vaze na ¢tyfi histidiny 2%, Zn(II) je
reabsorbovan pomoci AMPA, jehoZ mechanizmus je nezavisly na endocytdze PrP¢, aviak

vyuziva doménu OR. Navic mutace proteinu spojené s prionovym onemocnénim inhibuje
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transportni mechanismus zinec¢natych ionti. To vysvétluje, pro¢ jsou snizené koncentrace
Zn(II) v mozku pfi prionovych chorobéch 2],

Nedavné vyzkumy vedou k fyziologické diilezitosti proteolyzy vedouci k N1 a Cl1
terminalni fragmentiim spolu s nadbyte¢nymi misty Stépeni na tseku 109 az 120. Bylo
zaznamenano, e plna délka PrP¢ moduluje aktivitu jedné nebo vice spolenych
membranovych proteinti, jako je naptiklad AMPA receptor, kterého regulace aktivity je

timto $t&penim snizen4. Ptiklad je uveden na obrdzku 2 121,

A ' B

J'J_Jlll"

@ # @ lﬁ éwtﬂﬁ?

—

maombrane G| anchar

C D
"/AH a7

Obrdazek 2: Navrh regulace pomoci a-5tépeni prejato z P2, (A) popisuje AMPA receptor (AMPAR),
ktery slouzi jako kationtovy kandl. SloZeny PrP¢ protein je navdzan na vnéjsi strané membrany
buriky a jeho N-termindlni konec neobsahuje Zn(Il). V (B) casti vidime navazané Zn(Il) na OR cdast
domény, kterd pak interaguje s negativni casti C-termindlni helikalni domény. Usek 23-31
aminokyselinovych zbytkii pak reaguje s AMPAR a umoznuje tim transport Zn(Il). Na druhé strané
ale v takovém usporadani dochazi k odkryti tohoto a-stépeni pro ADAM (8,10 17) proteasou. To
vede k uvolnéni NI domény (C) a snizeni schopnosti PrP¢ regulovat transport Zn(Il). C1 fragment
je pak degradovany a zaménén za novy protein PrPC. (D) poukazuje na to, Ze pokud dochdzi
k okluzi a-stépeni PrP%, zistavd dany PrP¢ v aktivnim misté, &imZ dochdzi k nerovnovdze
homeostdze 1?2,
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1.4 Sméry pro terapii prionovych nemoci

Tvorba struktury latek, které maji antiprionovou aktivitu, se déli do nékolika kategorii:
(I) blokace tvorby PrP%¢, (II) stabilizace nativni konformace PrP¢, (III) zvyseni degradace
PrP5¢ v mozku, (IV) zrueni vazby PrPC na PrPS¢ [ZI29130] " 7 t&chto moznosti se jako
nejslibnéjsi ukazuje praveé stabilizace nativni konformace PrP¢, kdy je uchranéna normalni
funkce PrP¢ [*%, Mechanizmus nespravného skladani je zatim neznamy. Je jen potvrzeno, Ze
infek¢ni formy se rozsSifuji v bunécné kultuie mysiho neuroblastomu (ScN2a). Existuje
mnoho imunologickych metod pro méteni mnozstvi prionti v téchto bunikach, které pomohly
k vyhodnocovani, jaké molekuly maji potencidlni antiprionovou aktivitu. Ackoli bylo
testovano velké mnozstvi sloucenin, jen u néckolika typti bylo zjiSt€no, Ze vyznamné
prodluzuji preziti u zvirat. Jednou z moznosti, pro¢ malé molekuly maji tak malou ti¢innost,
je, ze vprvni fadé nebyly pfipravované proti prioniim anebo nejsou schopny projit

31]

hematoencefalickou bariéru (BBB) | Mezi znamé malé molekuly, které maji

antiprionovou aktivitu, patii kongo cerven, akridiny, difenyloxazoly a difenylthiazoly,

BO32] " Jednim z prvnich

pyrazolony, indol-3-glyoxylamid a zejména 2-aminothiazoly
pokust na pfipravu potencialnich 1€kt byl quanakrin, o kterém je zndmo, ze projde BBB a
byl pouzivan i v difvéjsich dobach na 1é&eni jinych nemocich 3. U viech potencialnich
1é¢iv neni zndm mechanizmus jejich ptisobeni. Neni ani zndmo jestli je latka uc¢inna i na
buiiky ve fizi déleni véc, nebo jen builky v staciondrni fazi (281, Byly provedeny pouze
vypo&etni simulace [*2!. Z t&chto studii vyplynulo, Ze uvedené latky mohou stabilizovat a-

helix a byly nalezeny moZné oblasti interakce 1é¢ivo-helix (obrdzek 3).

Obrdzek 3: Interakce ligandu s PrPC pro stabilizaci a-helixu B4

Na druhé strané prakticky vSechna studovana potencialni 1é¢iva obsahuji dusikové
atomy aminovych a iminovych skupin a atomy siry, které jsou schopny koordinace ionti

ptechodnych kovi, jako je Cu(Il)a Zn(II). Jak bylo zminéno, vySe uvedené ionty kovi jsou
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vézané na PrPC, ale studium interakce navrzenych 1é¢iv s témito kovy zatim studovéano

nebylo.

1.5.1 2-aminothiazoly

2-aminothiazoly jsou malé molekuly s antiprionovou aktivitou v neuroblastomovych
buiikach, které jsou postizené prionovymi nemocemi. Nesnizuji expresi PrP¢ ani
nedenaturuji PrP°, ale jejich efektivnost je v ovliviiovani formace PrPS¢ anebo odstraiiovani
PrP5¢ 2%, Mohou inhibovat pomocné makromolekuly, které poiad nejsou identifikovany a
pomahaji pti replikaci prioni. Druhou moznosti je asistence proteinim, které usnadiuji
odstrafiovani PrPS° [*1. 2_aminothiazoly dokonce zvysuji stabilitu sekundarni struktury
Prp€ B34,

Vyzkum skupiny Gallardo-Godoy na klonu 3 bun€k ScN2a poukazuje na slibné
vysledky, kdy autofi pouZzivali 2-aminothiazoly jako terapeutika pro 1écbu prionovych
nemoci. Tyto latky jsme také pouzili v této praci B!,

Sloucenina obsahujici 2-aminothiazolovy kruh stoji na vztazich mezi strukturou a
aktivitou latky (SAR) a EC téchto slou¢enin musi byt téZ brano v potaz. Prvni studie SAR
poukézaly na to, ze antiprionovou aktivitu maji 2-aminothiazoly, které maji koplanarni
konformaci A-B kruhu. Vyhodou je sp? hybridizace atomii uhliku a dusiku tak, aby molekula
vykazovala koplanarni konformaci v neutralnim pH. Terminalni C-kruh v kyselém pH je
protonizovan a tak si molekula osvoji konformaci, kde B- a C- kruh nejsou v koplanarnim
usporadani [,

SAR studie ukazuji na pozice 2-aminothiazolové struktury, které jsou nebo nejsou

citlivé na zménu (obrdzek 4) B

19



tolerovana substituce aminu

preferovana distalni substituce
C kruhu pred proximalni

‘\ ereferovana ortho pozice na dusiku

netolerovana
tolerovana ruznoroda
ortho substituce
substituce v poloze
meta/para

Obrdazek 4: Moznosti zmeény struktury v 2-aminothiazolech
pro zachovdni antiprionové aktivity 2131

Hodnoty ECso pro slouceniny s antiprionovou aktivitou dosahuji hodnoty ~10 nebo
vice v buiikach vysoce exprimujicich PrPC. Buiiky ScN2a, které byly pouzity, reprezentuji
prisny test pro slouceniny s antiprionovou aktivitou, protoze nutné ECso je ~10. I kdyz
2-aminothiazoly nejsou toxické pro buiiky ScN2a, neredukuji PrP¢ v nedélici se buiice
ScN2a-c13 B,

Hledani novych latek pro terapii je zaloZeno na informaci ze SAR a Lipinského
pravidla, kter¢ definuji G€innou latku jako latku s relativni molekulovou hmotnosti pod
500 Da, polarni oblasti méné nez 90 A2, distribu¢nim koeficientem mezi oktanolem a vodou
mezi 2 aZ 5 a poétem donort vodikovych vazeb méné nez 3 1>,

Syntéza analogli 2-aminothiazoli vyuZivala Hantzschiv model kondenzace
bromomethylketont s thiouredsami. Nejdiive se musel modifikovat katechelovy kruh tak,
aby jeho funkénost byla v mozku maximalni a aby byla snizend jeho piedpokladana

toxicita 2.

1.5.1.1 C-kruh
Obsazeni C kruhu 2-pyridylovymi substituenty je vyhodnéjsi neZ pouziti arylovych
substituentli. Tato substituce je vyhodnéjsi pro distdlni interakci B-C kruhii. Takto

substituované latky byly shleddny jako nejvice potencidlni latky s antiprionovou aktivitou a
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ECso je malé natolik, aby spliiovalo pozadavky. Stejné tak jsou vyhodné bicyklické C-kruhy,

jako je chinolin, isochinolin a naftalen (obrdzek 5) B!,
0L C
0 U U

A B C

Obrazek 5: Vyhodné bicyklické C-kruhy ECso = 0,11 uM (4); ECso = 0,43 uM (B); ECs9 = 0,39 uM (C)

1.5.1.2 A-kruh

A-kruh je na pozici C-4 aminothiazolového kruhu. Katecholovy kruh musel byt
modifikovany, aby bylo zamezeno jeho toxicité. Také byly pouzity bicyklické latky jako u
C-kruhu. Heteroatomické kruhy jsou tolerovany, ale analoga obsahujici malé alkylové
skupiny v této pozici byla neaktivni nebo méné ucinna. Jeden z nejlepsich substituenti, ktery
byl vyzkouSen, byl para-methoxyfenyl s ECso = 0,34 uM (obrdzek 6). Vysledky riznych
umistnéni substituentli naznacuji, Ze tolerance na para a meta substituci na A-kruhu je vetsi
nez tolerance v ortho pozici. Dalsi dulezity prvek je koplanarni usporaddni A-kruhu a B-

kruhu na antiprionovou aktivitu slou¢enin P!,

™~

0
Obrazek 6. Vyhodny para-methoxyfenyl pro A-kruh s ECso = 0,34 uM
1.5.1.3 B-kruh
Posledni otazkou je uprava B-kruhu. Ve srovnani se SAR byla snaha o vlozeni
amidové skupiny, ktera vedla ke srovnatelné ucinnosti, tfebaze vloZeni dodate¢ného donoru
vodikové vazby bylo nezadouci pro vlastnosti CNS. Déle vysledky ukazuji, ze spravna
vzdalenost B-kruhu a C-kruhu je nezbytna pro antiprionovou aktivitu, zatimco pfitomnost

dalsi vodikové vazby neni nutna B,
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1.4 Cil bakalarské prace

Tento projekt je zaméien na studium mozné interakce uvedenych iontti s potencialnim
1é¢ivem na bazi 2-aminothioazoll a k posouzeni vlivu této interakce.

Cilem bakalafské prace u je nalézt latku na bazi potencidlniho 1é¢iva, ktery by mohla
byt dale modifikovana fluorescencni anebo radiochemickou znackou. Pro tento ucel byla
vybrana latka na obrazku 7 a jeji modifikace (4-(3,4-dimethoxyfenyl)-N-(pyridin-2-
yl)thiazol-2-amin, latka 6). Po osvojeni syntetického postupu k latce (6) nasledovalo hledani
cest k jeji bifunkéni modifikaci. Jako postranni skupina umoziujici potencidlni konjugaci

byl zvolen [(2-aminoethyl)-2-oxoethyl]-ovy fetézec, viz latka (11), obrazek §.

(Y0
~~

~

O
Obrazek 7: vybrana 2-aminothiazolova sloucenina, (4-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-
(pyridin-2-yl)thiazol-2-amin)

K
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Obrazek 8: modifikovand vybrana 2-aminothiazolova sloucenina, terc-butyl (2-(2-((4-(3,4-

(0]

N

o—

dimethoxyfenyl)thiazol-2-yl)(pyridin-2-yl)amino)ethoxy)ethyl)karbamat (latka 11)
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Seznam pouzitych chemikalii
Pouzité chemikalie a rozpoustédla byly zakoupené u komerénich prodejcii — Sigma-
Aldrich, Fluka, Penta, Lach-Ner a CheMaTech. Chemikalie ani rozpoustédla nebyly dale

¢isténé ani susené, pokud neni uvedeno piimo v experimentu.
2.2 Metody charakterizace latek

2.2.1 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Chromatografie na tenké vrstvé byla provddéna na stacionarni fazi tvofenou
hlinikovymi destickami, pokrytymi silikagelem od znacky Merck — TLC Silica gel 60 F2s4.
Jako mobilni faze slouzil roztok CH2Cl2:MeOH 95:5, pokud neni uvedeno jinak. Detekce

stop byla provadéna pomoci UV zafeni na vinové délce 254 nm.

2.2.2 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Spektra NMR latek (‘H a '*C) produktii syntetické ¢asti této prace byla méfena na
zatizeni Varian VNMRS 300. K piipravé vzorki byly pouzity 5 mm kyvety. Méfeni bylo
provadéno pfti teploté 25 °C. Spektra byla nasledné zpracovana v programu MestReNova.

Pro referencovéni byly pouZity chemické posuny zbytkovych rozpoustédel [*%,

2.2.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektra byla méfena na zatizeni Bruker ESQUIRE 3000, jako ionizator
byl pouzit elektrosprej. Analyza byla provadéna iontovou pasti. Vzorky v rozmezi 1-10 mg
byly rozpusténé v MeOH, pokud neni uvedeno jinak. Méfeno bylo provedeno Mgr.

Ondfejem Zemkem.
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2.3 Synteticka cast

2.3.1 Schéma syntézy 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-(pyridin-2-yl)thiazol-2-aminu (6)

o o]
/O /O Br
Br,
\o CHCly \O
1 2
(¢]
N NH, 1. Me,CO H
AN NCS 2. NaOH/ H,0 N\ N NHz
‘ + 3. HC/H,0 ‘ T
= P S
3 4 5
o]
H o) Br N H
N N NH S
N T e AN Y
| + EtOH, rt, Na,CO; ‘ \ /
= S \ —_— / N (o)
(¢} N
5 2 6
-

(0]

Schéma 1 — souhrnna schéma syntézy 4-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-(pyridin-2-yl)thiazol-2-aminu.
Priprava 3,4 -dimethoxybenzoylbromidu (latka (2)) prejata z %),
pripravy I-(pyridin-2-yl)thiomocoviny (latka (5)) a 4-(3,4-dimethoxyfenyl)-N-(pyridin-2-yl)thiazol-
2-aminu (latka (6)) prejaty z B,
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2.3.2 Schéma syntézy modifikované latky 4 z obrazku 4 — terc-butyl(2-(2-((4-(3,4-
dimethoxyfenyl)thiazol-2-yl)(pyridin-2-yl)amino)ethoxy)ethyl)karbamatu (11)
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Schéma 2 — planované schéma pro syntézu latky terc-butyl(2-(2-((4-(3,4-dimethoxyfenyl)thiazol-2-
vl)(pyridin-2-yl)amino)ethoxy)ethyl)karbamatu (11)
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2.3.3 Syntéza 3,4 -dimethoxybenzoylbromidu (2)

o 0
o (0] B
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Br,
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\o ] 3 \o
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1-(3,4-dimethoxyfenyl)ethenon (11,5 mmol, 1,86 g) byl rozpustén v kulaté baiice v
50 ml chloroformu. Barika, s vloZzenym michadlem, byla postavena na magnetické michacce
a pripevnéna na stojan. Nasledn¢ byl po kapkach ptikapavan roztok bromu (1,05 ekv.,
11 mmol, 1,99g) rozpustény v 50 ml chloroformu. Reakéni smés byla intenzivné michana
pii laboratorni teplot¢ po dobu 5 hodin od posledniho piikapani bromu. Nasledné byla
reakéni smés extrahovana 100 ml nasyceného roztoku thiosiranu sodné¢ho (NazS»03).
Izolovana organickd faze byla pak extrahovana nasycenym roztokem NaCl (100 ml).
Nasledné byla organicka faze suSena bezvodym MgSOy4 a prefiltrovana. Filtrat byl odpaten
a latka rekrystalizovana v malém mnozstvi ethanolu (10 ml). Nésledné byla zmétena NMR
'H spektra (obrdzek 9). Ziskany vysledny produkt vazil 0,81 g, coz je 30 %.

"H NMR (300 MHz, CD30D) &: 7,73 — 7,69 (dd, 1H), 7,56 — 7,54 (d, 1H), 7,07 — 7,04
(d,1H), 4,86 (s,1H), 4,61 (s,1H), 3,93 (s, 3H), 3,89 (s,1H)
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Obrazek 9: NMR spektrum 3,4 -dimethoxybenzoylbromidu
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2.3.4 Syntéza 1-(pyridin-2-yl)thiomocoviny (5)

(@]
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= = S
3 4 5

Nejdiive byla pfipravena latka (4). Jednd se o reakci benzoylchloridu
s izothiokyanatem draselnym. Ve vicehrdlé bance (objem 100 ml) s vlozenym michadlem
byl nejdiive rozpoustén izothiokyanat draselny (1,0 ekv., 2,36 mmol, 333 mg) v acetonu
(14 ml). Vicehrdla banka, pfichycena na stojanu, byla postavena do olejové lazné€ na
magnetické michacce. V jednim hrdle byl zavedeny chladi¢ a v druhém septum. Pak se po
kapkach pomoci injekéni stiikacky ptidaval benzoylchlorid (1 ekv., 2,36 mmol, 0,27 ml),
ktery byl rozpustén v 7 ml acetonu. Reakce probihala 30 min za zvySené teploty (¢ = 40 °C).
Pak bylo odebrano 0,1 ml reak¢ni smési, ze které bylo nasledné odpateno rozpoustédlo na
rotacni vakuové odparce a byl pfidan deuterochloroform (CDCIl3) a zméfeno NMR spektrum
(obrazek 10).

"H NMR (300 MHz, CDCls) &: 8,16 — 8,04 (dd, 2H), 7,72 — 7,64 (t, 1H), 7,56 — 7,46
(dd, 2H)

zm-R2-H
standard 1H

T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Obrazek 10: NMR spektrum latky 7 - benzoylizothiokyanat

Poté byl do reakéni smési pomoci injekéni stiikacky pridaval 2-aminopyridin (1 ekv.,

4,68 mmol, 440 mg), ktery byl rozpustény v 25 ml acetonu. Reak¢ni smés byla michana po
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dobu dvou dni pfi teploté 40 °C. Nésledn¢ byla reakéni smés ochlazena v 14zni voda — led a
zastavena pridanim 10 ml studené destilované vody pomoci injekéni stiikacky. V této lazni
byla reak¢éni smés michdna po dobu 30 minut. Z reak¢ni smési bylo pomoci rota¢ni vakuové
odparky odpateno piiblizné 60 % rozpoustédla a reakéni smés byla prefiltrovana a
meziprodukt byl promyt destilovanou vodou. Nasledn¢ byl meziprodukt rozpustén ve
vicehrdlé bance, opatiené magnetickym michadlem, v 100 ml methanolu. Na jedno hrdlo
byl piipevnén chladi¢ a na druhé bylo nasazeno septum. Reak¢ni smés byla postavena
do olejové 1azn€ na magnetické michacce, a pomoci injekéni stiikacky se pomalu ptidavalo
20 ml I M roztoku NaOH ptes septum. Reakéni smés se zahtivala na teplotu 80 °C a michala
se do doby kdy prob¢hla hydrolyza (pfiblizné jednu hodinu). Hydrolyza byla monitorovana
pomoci TLC. Po prob&hnuti hydrolyzy byla olejova lazenn zaménéna za lazent voda — led na
ochlazeni reakéni smési. Pres septum bylo pomoci injekéni stiikacky ptiddno ptiblizné
25 ml 1 M roztoku HCI tak, aby reakéni smés dosahla pH ~ 7. Poté bylo z reak¢ni smési opét
odpaieno piiblizné¢ 60 % rozpoustédla pomoci rota¢ni vakuové odparky. Zbytek byl pak
prefiltrovan a vysuSen. Produktem byly svétle Zluté krystalky ve vytézku 69 % (0,49 g)
s vyslednym NMR spektrum na obrdzku 11.

'H NMR (300 MHz, DMSO) &: 10,62 — 10,42 (d, 2H), 8,85 (s, 1H), 8,25 — 8,17 (dd,
1H), 7,79 - 17,71 (td, 1H), 7,17 — 7,13 (dt, 1H), 7,06 — 7,00 (qd, 1H)
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Obrazek 11: NMR spektrum latky (5) - 1-(pyridin-2-yl)thiomocovina
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2.3.5 Syntéza 4-(3,4-dimethoxyfenyl)-N-(pyridin-2-yl)thiazol-2-aminu (6)
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Ve vicehrdlé baiice opatfené michadlem byla rozpusténa latka (5) (1,0 ekv., 1,30
mmol, 0,20 g) spolu s latkou (2) (1,0 ekv., 1,30 mmol, 0,338 g). Byl pfidan ethanol o objemu
13,0 ml. Na baniku byl nasazen chladi¢ a septum. Baiilka byla zahtivana v olejové lazni pfi
teploté 40 °C po dobu 48 hodin, reakce byla monitorovana pomoci TLC. Po 48 hodinach
byla reakce zastavena pomoci 26 ml destilované vody, s kterou byla reakéni smés michana
jesté jednu hodinu. Nasledné bylo pH roztoku upraveno z ptiivodniho pH 6 na hodnotu pH 8
pomoci 1 M vodniho roztoku uhli¢itanu sodného (Na>COs3). Z banky bylo nésledné odpateno
asi 60 % rozpoustédla rotacni vakuovou odparkou a vzniknuté nazloutlé krystalky byly
ptefiltrovany a promyté vodou. Bylo ziskano 70 % hmotnostniho vytézku (0,285 g).

'"H NMR (300 MHz, DMSO) §: 11,37 (s, 1H), 8,27 — 8,33 (m, 1H), 7,66 — 7,74 (m,
1H), 7,43 — 7,50 (m, 2H), 7,31 (s, 1H), 7,07 — 7,10 (d, 1H), 6,98 — 7,01 (d, 1H), 6,90 — 6,94
(ddd, 1H), 3,82 (s, 3H), 3,78 (s, 3H) (obrazek 12)
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Obrazek 12: NMR spektrum latky (6) — 4-(3,4-dimethoxyfenyl)-N-(pyridin-2-yl)thiazol-2-amin
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2.3.6 Syntéza 2-(2-((terc-butoxykarbonyl)amino)ethoxyl)methansulfonatu (8)

/\/ \/\ 1. EzN, CHyCl,, (Boc),0 ~ / )k )<
NH2 =5 EGN, CH,CL, CISO,CH, \ o > \/\

7

Ptiprava 2-(2-((terc-butoxykarbonyl)amino)ethoxyl)methansulfonatu byla vedena ve
dvou  krocich. Prvni  ¢ast  zahrnovala  pfipravu  ferc-butyl(2-(2-hydroxy-
ethoxy)ethyl)karbamatu. Tato reakce probihala rozpusténim 2-(2-aminoethoxy)ethanolu
(1,0 ekv., 5,0 g, 47,8 mmol) v kulaté banice v 20 ml triethylaminu a v 100 ml dichlormethanu.
Barika, s vlozenym michadlem, byla postavend na magnetické michacce a pfipevnéna na
stojan. Na baiiku byla pfipevnéna piikapavacka, ve které byl rozpustén di(zerc-butyl)-
dikarbonat (1,0 ekv., 10,38 g, 47,8 mmol) v 50 ml dichlormethanu. Z ptikapavacky byl po
kapkéch ptikapavan do reakcéni smési. Reakéni smés byla michéna pod refluxem po dobu 3
hodin od doby posledniho ptikapani, pfi teploté 0°C. Pak byla reakéni smés extrahovana
pomoci nasycené¢ho roztoku NaCl (2x 50ml) a posbirand organicka faze byla prosusena
pomoci bezvodého siranu sodného (Na>SOs), ptefiltrovdna a z filtratu bylo pak odpateno
rozpoustédlo pomoci rotacni vakuové odparky. Vytézek prvni ¢asti byl 44 % (4,3g)

Druha ¢ast zahrnovala pomalé ptidavani methansulfonylchloridu (1,2 ekv., 1,76 ml,
22,8 mmol) pomoci injekéni stifkacky do roztoku terc-butyl (2-(2-
hydroxyethoxy)ethyl)karbamétu (1,0 ekv., 4,0 g, 19,0 mmol), triethylaminu (1,5 ekv., 4 ml,
28,6 mmol) v 100 ml dichlormethanu. Tento roztok byl umistén v kulaté vicehrdlé barce,
ktera byla pifipevnéna na stojan s magnetickou michackou a opatfend magnetickym
michadlem. Na jedno hrdlo byl ptipevnén chladi¢, kterym protékala voda, a na druhé hrdlo
bylo nasazené septum, pro jehlu s methansulfonylchloridem. Barika byla na michacce v 1azni
voda-led, ochlazena na teplotu 0°C. Po pfidani veSkerého methansulfonylchloridu byla
reak¢éni smes michdna 80 minut a pak jesSté¢ 30 minut bez lazné pii laboratorni teploté. Poté
byla reak¢éni smés extrahovana 50 ml 1 M kyseliny chlorovodikové, organicka faze byla dale
pak extrahovana 50 ml destilované vody, pak 50 ml 10 % vodniho roztoku uhli¢itanu
sodného (Na,COs3) a nakonec byla organicka faze promyta 50 ml nasyceného roztoku NaCl.
Nakonec byla organickd faze vysuSena bezvodym siranem sodnym (Na>SO4), roztok byl
zfiltrovan a z filtratu bylo dale odpaieno rozpoustédlo. Vytézek produktu byl 63 % (3.4 g),
vysledné NMR spektrum na obrdzku 13.
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'H NMR (300 MHz, CDsOD) §: 4,39 — 4,35 (t, 2H), 3,75 — 3,71 (t, 2H), 3,58 — 3,54
(t, 2H), 3,36 — 3,29 (m, 2H), 3,06 (s, 3H), 1,45 (s, 9H)
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Obrazek 13: NMR spektrum 2-(2-((terc-butoxykarbonyl)amino)ethoxyl)methansulfonatu
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2.3.7 Syntéza terc-butyl(2-(2-(pyridin-2-ylamino)ethoxy)ethyl)karbamatu (9)
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Reakce probihala pod argonem ve vicehrdlé barice opatfené michadlem, septem a
chladic¢em a jako rozpoustédlo byl pouzit suchy THF (tetrahydrofuran). Nejdiive se navazil
2-aminopyridin (1 ekv., 10,62 mmol, 1,0 g). Poté byl navaZzen 60 % hydrid sodny (NaH,
1,1 ekv., 11,69 mmol, 0,47 g), septum bylo na nékolik vtefin odebrané, aby byly hydrid
sodny a 2-aminopyridin vlozeny do baiky. Batka byla poté jesté jednou profouknuta
argonem. Nakonec byl napustén balonek argonem a nasazen na chladi€. Vicehrdla batika
byla zachycena na stojanu v olejové 1azni na michacce a nasledné byl ptidan suchy THF
(20 ml). Na to dv¢ injekéni stiikacky (profouknuté argonem) byly zavedené pies septum do
bariky. Jedna slouzila k ptidavani THF ze zasobni lahve k 2-aminopyridinu a 60 % hydridu
sodnému. Po zavedeni suché¢ho THF do vicehrdlé baiiky, byla olejova lazen zahtatd na
40 °C a reakéni smés se michala 30 minut. Po tficeti minutach byla olejova lazei zaménéna
za lazen voda-led a reakéni smés byla ochlazena na 0 °C. Mezitim byl 2-(2-((ferc-
butoxykarbonyl)amino)ethoxyl)methansulfonat v jiné bance rozpustén v suchém THF
(10ml) pod argonem. Po rozpusténi 2-(2-((terc-butoxykarbonyl)amino)ethoxyl)-
methansulfonat v THF se tento roztok pomoci druhé injekéni stiikacky pfevedl do reakéni
smési ve vicehrdlé barice. Reakce byla monitorovana pomoci TLC a nechéna michat do
nasledujiciho dne.

Dalsi den byla reakce ukoncena ptfidanim 5 ml studené destilované vody. Nasledné
byla reak¢ni smés extrahovana 50 ml dichlormethanu a postup se opakoval se zbylou vodni
fazi. Organické faze byly spojeny a vysuSeny bezvodym siranem hotecnatym (MgSOs). Po
odfiltrovani susidla bylo rozpoustédlo odpafeno na rotacni vakuové odparce. Nasledné byla
reak¢ni smés rozdelena pomoci sloupcové chromatografie.

Na sloupcovou chromatografii byla pouzita mobilni fdze CH2Cl2:MeOH 95:5, ve které
ma terc-butyl(2-(2-(pyridin-2-ylamino)ethoxy)ethyl)karbamat R = 0,4 (podle TLC). Na
ptipravu chromatografické kolony bylo pouzito 200 g silikagelu. Jednotlivé frakce byly
sbirany po ptiblizn€ 10 ml a monitorovany pomoci TLC. Nakonec byly frakce se stejnym Ry

spojeny do tif ban€k, u kterych zbytky mobilni faze byly odpafeny na rotani vakuové
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odparce a ziskany produkt byl charakterizovan pomoci NMR (obrazek 14) a hmotnostnim
spektrem (obrazek 15). Hmotnostni vytézek byl 11 % (0,33g). Reakce proto byla opakovana
ve veétsim mnozstvi pro dalsi syntézy.

"H NMR (300 MHz, CDs;OD) &: 7,9 — 7,86 (dd, 2H), 7,47 — 7,42 (td, 2H), 6,6 — 6,56
(m, 1H), 4,9 (s, 1H), 3,63 — 3,59 (t, 4H), 3,42 — 3,37 (t, 4H), 1,47 (s, 9H)
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Obrazek 14: Spektrum NMR terc-butyl(2-(2-(pyridin-2-ylamino)ethoxy)ethyl)karbamdatu
Pak bylo zméfeno jesté spektrum MS (obrdzek 15) v pozitivnim modu, ve kterém M,

terc-butyl(2-(2-(pyridin-2-ylamino)ethoxy)ethyl)karbamat je 281.
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Obrazek 15: MS spektrum mérené v pozitiviim modu. Terc-butyl(2-(2-(pyridin-2-

ylamino)ethoxy)ethyl)karbamdat, nejvyssi pik poukazuje na 282, coz je molekularni hmotnost téhle latky +1
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2.3.8 Pokusy o syntézu terc-butyl(2-(2-(1-(pyridin-2-yl)thioureoido)ethoxy)-
ethyl)karbamatu (10)

0 0
PN W Lo
O H . O)J\ 3. HCVH,0 N N\H/NHZ

Pro tento krok syntézy bylo nutno ptipravit benzoylizothiokyanat (4). Jedna se o reakci
benzoylchloridu s izothiokyandtem draselnym. Ve vialce svloZzenym michadlem byl
nejdiive rozpustén izothiokyanat draselny (1,0 ekv., 0,35 mmol, 34,0 mg) v acetonu
(2,2 ml). Za stdlého michani se do roztoku po kapkach injekéni stfikackou ptidaval
benzoylchlorid (1 ekv., 0,35 mmol, 0,04 ml). Reakce probihala 30 min za zvySené teploty
(t=40 °C). Vytézek byl 58 % (33,1 mg).

2.3.8.1 Reakce v acetonu

Nasledné byl takto ptipraven benzoylizothiokyanat pouzity v syntéze latky 10. Terc-
butyl(2-(2-(pyridin-2-ylamino)ethoxy)ethyl)karbamat (1 ekv., 0,18 mmol, 50 mg) byl
rozpus$tén ve vialce s magnetickym michadlem v acetonu (1,5 ml). Za stdlého michani byl
po kapkach piidavan benzoylizothiokyanat (1,1 ekv., 0,20 mmol, 33 mg), ktery byl
rozpustén v acetonu (1,5 ml). Reakce byla michana po dobu jednoho tydne pii zvySené
teploté (¢ = 40 °C). Nasledn¢ bylo ze smési odpafeno rozpoustédlo na rotacni vakuoveé
odparce. Odebrano bylo 5 mg produktu, a to bylo rozpusténo v 5 mm kyveté v CDCls.
Namétené NMR spektrum poukazovalo na pfitomnost smési produktii i1 pifitomnosti
vychozich reaktantl (obrazek 16). Proto byla reakce opakovéana pomoci jinych rozpoustédel

— pyridin, dioxan.

34



zm-R2-H
standard 1H
3

ZMB.1.fid
2

%\JQL_JL_JMK;

zm-8-6-2-H
standard 1H
1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
1 (ppm)

Obrazek 16: Srovnani spekter reaktantit a reakcni smési v acetonu — modra cast zobrazuje latku (4), zelend
cast latku (9) a cervend reakcni smés

2.3.8.2 Reakce v pyridinu

Pfi reakci s pyridinem byl postup piipravy latky (4) stejny, ale v 1,5ndsobném
mnozstvi. Latka (9) (1 ekv., 0,144 mmol, 40 mg) byla rozpusténa ve vialce s magnetickym
michadlem v 1,5 ml pyridinu. Reakce byla po celou dobu zahtivana na 40 °C a michana. Do
reakéni smési byl po kapkach pies injekéni stiikacku pfidan benzoylizothiokyanat (2 ekv.,
0,288 mmol, 47 mg) rozpusStén v 1 ml pyridinu. Reakéni smés byla monitorovana pomoci
TLC a ponechéna reagovat 3 dny. Pak bylo odebrano 0,1 ml reak¢ni smési, ze které bylo
odpareno rozpoustédlo na rota¢ni vakuové odparce, k odparku bylo pfidano 0,5 ml CDCIl; a
vlozeno do 5 mm kyvety na méfeni NMR spekter, kterd poukazala na neptitomnost latky

(10) (obrazek 17).

35



zm-R2-H
standard 1H
3

ZMB.1.fid
2

zm-8-7-2-H
standard 1H
1

\nn TRENE N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.5 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05 -1.0
1 (ppm)

Obrazek 17: Srovnani spekter reaktantii a reakcni smési v pyridinu - modra cast zobrazuje latku (4), zelend
cast latku (9) a cervend reakcni smés

2.3.8.3 Reakce v dioxanu

Dalsi moznosti bylo pouzit rozpoustédlo dioxan. Opét byla ptiprava latky (4) podle
vyse popsané¢ho postupu. Nésledné byla rozpusténa latka (9) (1 ekv., 0,18 mmol, 40 mg)
v 1,5 ml dioxanu a reakéni smés po celou dobu zahfivana na teplotu 40 °C za stalého
michani. Do reakéni smési byla pfidavana pres injek¢ni stiikacku latka (4) (1,5 ekv.,
0,27 mmol, 44 mg) rozpusténa v 1,0 ml dioxanu. Reak¢éni smés se michala 4 dny, kdy byla
monitorovana pomoci TLC a pak bylo odebrano 0,1 ml reak¢ni smési, ze které bylo
odpafeno rozpoustédlo na rotacni vakuové odparce, a k tomu ptidano 0,5 ml CDCl; a
vloZeno do 5 mm kyvety na méfeni NMR spekter (obrdzek 18). Reak¢ni smées obsahovala

sm¢s reaktantd a produktii.
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Obrazek 18: Srovnani reaktantii a reakcni smési v dioxane - modrad cast zobrazuje latku (4), zelena cast latku
(9) a cervena reakcni smes
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3 Vysledky a diskuse

Synteticka Cast byla navrzena podle syntézy 2-aminothiazoli skupiny Gallardo-Godoy
a kol.BY vroce 2011. Byla uspé&$né zreprodukovana syntéza vybraného derivatu 6, a
zavedend metodika byla pouzita pii pokusech o ziskani N-alkylového analogu 11. Tyto

pokusy vsak byly netispésné, nebot’ se nepodaftilo ptipravit klicovy meziprodukt (10).

3.1 Reprodukce syntézy 2-aminothiazoli

(0]
N NH, N | MeaCO N N NH
A A NCS 2. NaOH/ H,0 N 2
+ 3.HCI/H,0 T
/ / / s
3 4

5

Tento krok syntézy nenesl s sebou zadné komplikace. Prvni ¢ést reakce, a to ptiprava
latky (4) nevykazovala Zadné potize. Vytézek ve formé bilého krystalického prasku byl
58 %. Nasledna adice 2-aminopyridinu probihala za stdlého michani po dobu 48 hodin.
Produkt byl ziskan po hydrolyze, vytézek Cinil 0,49 g, coz bylo 69 %. NMR spektrum

poukazovalo na ¢istou latku, a proto nebylo potiebné nésledné ¢isténi.

o
N\ N NH, /O Br N\ N s
@/ T . EtOH, 1t, Na,CO5 Ej/ \( /
P ~, e N~ N o
5 2 6

~

(0]

Pro dalsi krok bylo pottebné piipravit latku (2). 3,4 -dimethoxybenzoyl-bromid byl
pfipraven po rekrystalizaci jako ¢ervenohnéda krystalickd latka, kdy vytézek byl 30 %.
Nésledné byla latka (2) a latka (5) michéna po dobu 48 hodin a monitorovana pomoci TLC.
Pfi tomto kroku nenastaly zadné komplikace. Pti pfidani vody se zacal srazet produkt. Po
¢astecném odpareni rozpoustédla byl ziskan dalsi podil latky. Produkt, ve forme nazloutlych
krystalkti, byl izolovéan ve vytézku 70 % (0,285 g). NMR spektrum poukazovalo na ¢istou

latku, a proto nebylo potiebné nésledné ¢isteni.
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3. 2 Syntéza latky (9)

N \ /\/O\/\H)J\Ok

X NaH, THF X

7 ; /\/0\/\N J<

Pro ptipravu latky (9) bylo potteba syntetizovat 2-(2-((terc-butoxykarbonyl)amino)-
ethoxyl)methansulfonat (8), ktera byla ziskdna jako nazloutly olej v procentualnim
hmotnostnim vytézku 63 %. Latku nebylo nutno Cistit, protoze na TLC byla viditelna jenom
jedna skvrna, kterd odpovidala produktu (Rr= 0,7).

Samotna ptiprava latky (9) nenesla sebou zadné komplikace. Pti ukon€ovani reakce
byly pfitomné 3 skvrny na TLC (Ry=0,2; 0,4; 0,7) v mobilni fazi CH,Cl:MeOH 95:5 (v/v).
Vyslednd reakéni smés byla proto zbavena rozpoustédel pomoci rotacni vakuové odparky a
ve form¢ hnédého oleje byla nanesend na chromatografickou sloupcovou kolonu tvotfenou
silikagelem. Nejdtive se promyvala mobilni fazi CH>Clo:MeOH 98:2 (v/v). Po ziskani frakci
obsahujicich latku s Rr= 0,7 byla mobilni faze upravena na CH>Cl2:MeOH 95:5 (v/v) a po
ziskani frakci obsahujicich latku s Ry = 0,4 byla kolona promyt4d jenom methanolem pro
ziskani frakci obsahujicich latku s Ry = 0,2. Latce (9) odpovidaly frakce s Ry = 0,4, které
byly ziskany v hmotnostnim vytéZku 11 % ve formé naZloutlého oleje, ktery krystalizuje
v chladu. Nizky vytézek je patrné disledkem kratké reakéni doby, nebot’ koncentrace
pouzitych vzorkii pro TLC byla patrné nevhodnd, kdy skvrna vychozich latek v reakéni
smési byla daleko hiife viditelna neZ skvrna produktu. Vytézek také mohl byt zavisly na
stabilité latky (8), kterd byla ptipravena predem, po dobu tydne. MoZnosti by bylo pouZiti

1épe odstupujici skupiny nez methansulfonylu (naptiklad triflat).

39



3.3 Pokusy o syntézu latky (10)

0 )
o )]\)< 1. Me,CO
N NN \/\H o) NGS 2. NaOH/H,0
O 3. HCI/H,0 N N NH,
- + (YT

Pti adici latky (9) na latku (4) doslo k tvorbé mnoha produktt, které nebylo mozné

9

detekovat na zadné ze zvolenych metod, protoze data nebylo mozné porovnat s jinymi —
jednalo se o reakci, kdy k syntéze 2-aminothiazold byl pouzit sekundarni amin. Diky tomu
je mozna stericka zabrana pro adici. Druhou moznosti je, Ze pfi pouziti baze NaOH mohlo
dojit k hydrolyze latky (4) a nasledné konjugaci s latkou (4), nebo k odstépeni (Boc).O a
konjugaci modifikované latky (9). V pyridinu dokonce reakéni smés nevykazovala zménu
na TLC — pfitomnost vychozich latek byla stale na koncentraci a nebyly zaznamenany jiné
skvrny na TLC nezli vychozich latek. Reakce v dioxanu a acetonu byly ponechany reagovat
déle, pficemz byly sledovana pomoci TLC testy kazdych 24 — 48 hod. Po tydnu byly
odebrany vzorky na NMR. Spektrum ukazovalo stale na pfitomnost jak reaktantl, tak
produktli rizného neidentifikovaného mnoZzstvi a struktury. Vzhledem na to, Ze reakce
probihaly v malém mnozstvi (latka (9), 1 ekv., 0,18 mmol, 50 mg), pfi poc€itani s urcitou
ztratou hmotnostniho vytézku by déleni produkti nebylo mozné — protoze vytézek, pokud
néjaky, by byl v tak malé hmotnosti, ze by se mohl rozmyt na chromatografické sloupcové
koloné&. Nakonec byla na TLC viditelna fada skvrn s podobnym Ry (v ptipad€ pouZiti acetonu
jako mobilni faze). Tudiz by bylo lepsi zvolit jinou variantu ptipravy.

MozZnosti je pouzit bezvodou organickou bazi, aby nedochézelo k odstoupeni terc-
butyloxykarbonylové skupiny. V Givahu pfichazi téZ moznost pouZiti siln€jsi baze (NaH),

pro zvySeni uspesnosti adice terciarniho aminu.
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4 Zavér
V ramci této bakalaiské prace byl ptfipraven 4-(3,4-dimethoxyfenyl)-N-(pyridin-2-
yDthiazol-2-amin. Tato latka, kterd patii do skupiny 2-aminothiazolli, byla pfipravena
v miligramové Skale, ale v pomérn¢ velkém hmotnostnim vytézku, podle publikovaného
postupu. Reprodukce syntézy zakladniho skeletu 2-aminothiazoll tedy probéhla tispésné.
Problém nastava pii pokusu zavést alifaticky substituent na dusik pojici B- a C-kruh,
kdy je obtizna reakce vychoziho sekundarniho aminu. Modifikace zakladniho skeletu 2-

aminothiazoll tedy byla zatim netspésna.
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