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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Student: Michaela Polednikova
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Konzultant: Mgr. Martin Andrs

Nazev diplomové prace: Syntéza a biologické hodnoceni purinovych inhibitorii

fosfatidylinositol-3-kinas a pfibuznych proteinkinas I.

Rakovina je skupina onemocnéni charakterizovana nekontrolovanym a
abnormdlnim ristem bunck. Protinddorova chemoterapie je jedna ze zdkladnich
metod 1é¢by, ale mechanismus ucinku je nespecificky a zasahuje vSechny rychle se
délici bunky, at’ uz buitkky nadorové, tak i normalni tkané. Jednim a v posledni dob¢
velmi studovanym zpiisobem, jak vylepsit stavajici terapii, je inhibice reparacnich
mechanism DNA. To by potencialné vedlo k vys$si uc€innosti cytotoxické terapie i
ke sniZeni potfebnych davek cytostatik, coZ by se projevilo sniZenim neZadoucich
ucinkl. Vhodny kandidat pro tento ucel je rodina fosfatidylinositol-3-kinasam

ptibuznych kinas (PIKK).

Vramci této diplomové prace bylo pfipraveno Sestnact purinovych analog
neselektivniho inhibitoru PIKK, LY29402. Byl stanoven chemosenzibilizujici
ucinek téchto nové syntetizovanych inhibitori v kombinaci s doxorubicinem na
9 nddorovych a 1 nenadorové buné&tné linii. Dva z pfipravenych inhibitort
vykazovaly chemosenzibilizujici i€inek na vétSin€ nadorovych bunéénych liniich

a mohou mit tedy terapeuticky potencial pro 1écbu pacientii s rakovinou.



ABSTRACT

Charles University
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Student: Michaela Polednikova

Supervisor: Assoc. Prof. RNDr. Veronika Opletalové, Ph.D.
Consultant: Mgr. Martin Andr$

Title of diploma thesis: Synthesis and biological evaluation of purine inhibitors of

phosphatidylinositol 3-kinases and related protein kinases 1.

Cancer is a group of diseases characterized by the uncontrolled, abnormal growth
of cells. Anticancer chemotherapy is one of the basic methods for treatment, but its
mechanism of action is not specific and targets rapidly dividing cells, including
cancer cells as well as certain normal tissues. In recent years one of the most studied
ways to improve cancer treatment is inhibition of DNA repair mechanisms. This
process can lead to potentially higher efficacy of cytotoxic therapy and thus lower
doses of cytostatic agents with benefit of less adverse side effects for the patient.
Suitable candidate for this purpose is family of phosphatidylinositol 3-kinase-
related protein kinases (PIKK).

In this diploma thesis, sixteen purine analogs of nonselective inhibitor PIKK
LY294002 were prepared. We also analyzed chemo-sensitizing properties of these
newly synthesized inhibitors in combination with a chemotherapeutic agent
doxorubicin in 9 human cancerous and 1 non-cancerous cell lines. Two inhibitors
have chemo-sensitizing effect on most cancer cell lines and may have therapeutic

potential for the treatment of patient with cancer.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATM
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CDK
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EPR efekt

ErbB
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FGFR
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HT-29

Chkl a2

IFN-a

IL-2

ataxia telangiectasia mutated

ataxia telangiectasia a Rad3 related
breakpoint cluster region — Abelson tyrosine kinase protein
breast cancer 1 a 2

cyklin-dependentni kinasa

chronicka myeloidni leukémie

DNA damage response

dimethylsulfoxid

DNA dependentni proteinkinasa
doxorubicin

double-strand breaks, dvoutetézcové zlomy
epidermal growth factor receptor

enhanced permeability and retention
erythroblastosis receptor B

Food and Drug Administration

fibroblast growth factor receptor

lidsky papilomavirus

homologni rekombinance

human suppressor of morphogenesis in genitalia 1
bunécna linie kolorektalniho karcinomu
checkpoint kinasy 1 a 2

interferon alfa

interleukin 2



mTOR

NHEJ

nRTK

PARP

PDGF

PDGFR

PI3K

PIKK

RTK

SSBs

TMS

TRRAP

VEGF

VEGFR

WHO

mammalian target of rapamycin
nehomologni spojovani konct
nereceptorové tyrosinkinasy

poly (ADP-ribosa) polymerasa
platelet-derived growth factor
platelet-derived growth factor receptor
fosfatidylinositol-3-kinasa
fosfatidylinositol-3-kinasam ptibuzné kinasy
receptorové tyrosinkinasy

single-strand breaks, jednotetézcové zlomy
tetramethylsilan

transformation/transcription associated protein
vascular endothelial growth factor

vascular endothelial growth factor receptor

Svétova zdravotnické organizace
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Rakovina je velkou hrozbou soucasného svéta, nebot se spolecné
s kardiovaskuldrnimi chorobami fadi mezi nejCastéjsi pfi¢iny umrti. Svétova
zdravotnickd organizace (WHO) navic predpoklada, ze pocet nove

diagnostikovanych pacientl se bude nadale zvySovat.

Obecné lze fici, ze k nadorovému bujeni mize dojit u kazdého typu bunék. Ty se
postupné zaénou vymykat kontrole, napadnou okolni tkan a ptisobi na télo skodlive.
Lécba tohoto onemocnéni je velmi komplikovana, ale v soucasné dobé jiz
dokazeme uspesné 1écit velké mnozstvi nadori. Bohuzel univerzalni 1€k na vSechny
typy rakoviny zatim neexistuje, a proto fada védcii soustfedi sviij vyzkum na 1é¢bu
tohoto zdketného onemocnéni. Kazdy rok se objevi mnoho novych poznatki, které

by v budoucnu mohly hrat dtlezitou roli v terapii.

Pokud ma pacient se zhoubnym nddorem Sanci na vyléceni, tak se 1ékafi spoléhaji
primarn¢ na Sirokospektry konzervativni typ 1éby spocivajici v kombinaci
chemoterapie a radioterapie. Dochdzi také k velkému rozvoji cilené lécby
zasahujici nadorové builkky bez soufasného poskozeni zdravé tkané. Velkym
negativem je vSak vysoka cena, proto se cilend 1écba zatim pouziva u pacientti, u
nichz konvenéni terapie nepiinasi dobré terapeutické vysledky, nebo ji z né¢jakého

divodu mit nemohou.

Velkd pozornost je také vénovana vyzkumu oprav DNA. V disledku 1écby
ionizujicim zafenim ¢i cytostatiky je DNA vystavena genotoxickému stresu a
naslednému poskozeni. Inhibici repara¢nich mechanismii nddorovych bunék miize
dojit ke zvySeni uCinnosti 1écby, postaci tedy niz§i davky zafeni nebo 1éCiv a
v neposledni fad¢ se snizi Cetnost nezadoucich u€inkt pro lidsky organismus. V této
praci se vénuji vyvoji novych latek, které ovliviiuji DNA reparacni mechanismy
inhibici fosfatidylinositol-3-kinasam pfibuznych kinas, které hraji pii opravach

DNA nezastupitelnou roli.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 RAKOVINA
1.1.1 CHARAKTERIZACE RAKOVINY

Rakovina je skupina onemocnéni, kterou muzeme charakterizovat jako
nekontrolovatelny rist a Sifeni abnormalni bun¢k. Pfeména normalnich bunék
v nddorové je vicestupiiova a vznikd na podkladé mutaci a zmén DNA. Lidska
DNA je denn€ vystavena riiznym exogennim a endogennim genotoxickym vliviim,
které ji mohou poskodit. Poskozeni DNA a souvisejici opravné mechanismy poté
hraji zasadni roli v procesu kancerogeneze. Pfi neefektivni opravé DNA ziskavaji
bunky v disledku mutaci, amplifikaci, deleci a epigenetickych modifikaci
schopnost neomezené replikace, ochrany pfed imunitnim systémem a mohou

prechazet do maligni formy.!-?

1.1.2 ROZDELENi NADORU

Nédory miizeme rozdélit dle biologickych vlastnosti na benigni, intermedidrni a
maligni. Benigni nddory se vyznacuji pomalym a expanzivni ristem, kdy nabyvaji
na objemu a postupné utlacuji okolni buiikky. Byvaji Casto ohranicené, c¢i
opouzdfené a tim jsou vétSinou snadno operovatelné. Pti GspéSném odstranéni se
neopakuji a netvoii metastdzy. Intermediarni nddory jsou na pomezi mezi
benignimi a malignimi tumory. Obecné maji lepsi progndzu nezZ agresivni maligni
tumory, obCas vSak dochazi krecidivdm a v nékterych pfipadech mohou i
metastazovat. Opakem benignich naddord jsou nadory maligni, které invazivné az
destruktivné napadaji zdravou tkan a vyznacuji se neohrani¢enou strukturou a
Metastazy se vyskytuji v pokrocilych stadiich nddorovych onemocnéni, kdyz
nadorové buiiky vniknou do nékteré z moznych cest Sifeni (krevni nebo lymfatické
cévy, télni dutiny), odolaji protinadorové imunité a zachyti se ve vzdaleném miste,
kde se mnoZi a rostou. Vysledkem je zdvazné poSkozeni tkané a komplikované;si

1é¢ba.*

Solidni nadory (z latinského solidus ¢ili pevny) tvoii 95 % vSech nadorii. Rostou
jako pevna a méfitelna loZiska odliSitelnd od zdravé tkané. Jsou viditelnd pomoci
zobrazovacich metod nebo 1 pouhym okem. Vlastni nddor netvofi jen nadorové

buiiky, ale nalezneme zde ptimés vaziva, zbytky krevnich cév a bilé krvinky, které
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zde reaguji na novy typ tkdné. Opakem jsou hematologické nadory ptedstavujici
zbylych 5 %. Tyto nadory solidni loziska nevytvareji, jejich buiky jsou jiz od
pocatku soucasti krve a cestuji krevnim obéhem po celém organismu. Typickym

piikladem ,,tekutého nadoru® je leukémie.’

Dle ptvodu a histologického vzhledu délime nadory na epitelové, mezenchymové,

z nervové tkang, smisené, teratomy a nadory trofoblastu.’

1.1.3 PREVALENCE

Zhoubna nadorova onemocnéni se fadi k celosvétovym problémim. V soucasnosti
rakovina tvofi asi jedno zkazdych sedmi umrti na celém svété — vice nez
HIV/AIDS, tuberkul6za a malarie dohromady. V roce 2012 bylo diagnostikovano
pfiblizn€¢ 14,1 miliont pfipadi rakoviny, pficemz 8,2 milioni nemocnych této
chorobé podlehlo. Rakovina tedy piedstavuje obrovskou globalni zatéz, dotyka se
kazdé oblasti a socioekonomické skupiny a diky rastu a starnuti populace se da

predpokladat dalsi réist téchto &isel.®

Ceska republika patii spole¢né s Mad’arskem k evropskym zemim s nejvyssi
incidenci zhoubnych novotvart, pficemz stile dochdzi k pozvolnému zvySovani
poctu nove diagnostikovanych pacientt (Obr. 1). Je to disledkem starnuti populace,
vystaveni kancerogentim v zivotnim prostiedi, ale také zlepSujici se diagnostikou,
diky které jsme schopni rakovinu odhalit i v ranych stadiich. Umrtnost naopak
v poslednich né€kolika letech mirn¢ klesd. Divodem je kvalitni 1é€ba a zavedeni
plosného onkologického screeningu, kdy vc€asnym zachytem zvySime

pravdépodobnost usp&chu 1é¢by.’
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1.1.4 RIZIKOVE FAKTORY

Pfi¢ina pro mnoho druhii rakoviny zlstava stile neznamd. Ke vzniku rakoviny
ptispiva nékolik vnéjsich a vnitinich faktort. Vnéjsi faktory zahrnuji infekcni
organismy, pesticidy, toxiny zivotniho prostiedi, tabak, nezdravou stravu a s tim
souvisejici nadbyte¢nou télesnou hmotnost. Z vnitinich neovlivnitelnych faktori
jsou to potom dédicné genetické mutace, hormonélni zmény, celkovy stav
imunitniho systému a vék daného jedince. Tyto rizikové faktory mohou plisobit
soucasné nebo jednotlivé na vzniku a progresi rakoviny. Casto ubghne deset a vice

let od prvni expozice po detekovatelné nadorové zmény.>**

1.1.5 PREVENCE

Rakovina je nemoc casto nepiedvidatelnd a muize se projevit u kohokoliv
v jakémkoliv veéku. Riziko nékterych typl rakoviny se ale d& snizit Gpravou
zivotniho stylu. Vzniku rakoviny znadmérmé konzumace alkoholu ¢i uzivani
tabdku by se mohlo zabranit Upln€é a rakovin€ spojené s infekci, napt. lidsky
papilomavirus (HPV), lze piedchdzet zménou chovani nebo ockovéanim.
V neposledni tad¢ hraje dilezitou roli screening. Screeningova vySetfeni ve
zdravych i rizikovych populacich nabizi moZznost odhalit rakovinu v¢as a tim zvysit
nad¢ji na uspésnou 1écbu. V soucasné dobé existuje ne¢kolik typt rakovin, které
maji svij screeningovy test. Bohuzel pro mnoho druhti nddorovych onemocnéni

tato moznost stale chybi.®®
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Screening definujeme jako pouziti testu mezi jedinci s vys$Si pravdépodobnosti
vyskytu rakoviny za ucfelem vcasné diagnostiky (sekundarni prevence) nebo
prevence komplikaci (terciarni prevence). Hlavnimi kritérii pro doporuceni na
screeningova vysSetfeni jsou veék, pohlavi a pozitivni rodinnd anamnéza.
Screeningova vySetfeni jsou ovSem ndchylna ke zkresleni a hrozi zde detekce

nélezu, ktery by v priib&hu zivota pacienta nevyzadoval 1ékaisky zakrok. '

V Ceské republice nyni b&zi 3 screeningové programy — screening kolorektalniho
karcinomu, karcinomu prsu a karcinomu délozniho ¢ipku. Populaéni screening
kolorektalniho karcinomu byl zahajen v roce 2000 a spociva v absolvovani testu na
okultni krvaceni do stolice kazdé 2 roky pii v€ku nad 55 let, nebo v podstoupeni
kolonoskopie jednou za 10 let.!! Screening karcinomu délozniho hrdla zahrnuje stér
z délozniho ¢ipku a nésledny rozbor v akreditované laboratofi. Tento screening se
provadi kazdoro¢n€ v ramci preventivni prohlidky. Kazda Zena od 45 let ma také
narok na preventivni mamografické vysetfeni jednou za 2 roky. U nosic¢ek mutaci
genu breast cancer 1 a 2 (BRCAI, BRCA2) by méla byt mamografie provadéna
kazdy rok pii véku nad 30 let.'?

Bohuzel i pies ¢asteCnou moznost prevence se da v roce 2017 piedpokladat okolo
1,7 miliond nové diagnostikovanych pacientl jen ve Spojenych statech americkych

a pres 600 000 Ameri¢anii v tomtéz roce rakoviné podlehne.®

1.1.6 VZNIK NADORU

Existuje mnoho definic naddoru. Dle jedné z mnoha se jedné o prakticky nezvratnou
zménu tkané, kdy je ireverzibilita tohoto déje minéna tak, Ze se jednou vznikly
nador jiz nemize pfeménit v normalni tkan lidského organismu, i kdyz nadorové
bunky vychazeji z vlastnich bun¢k lidského téla. Hlavni podstatou pro vznik naddoru
je naruseni kontrolnich mechanismi, které jsou odpovédné za riist normalnich

tkani.’

Ve zdravych bunkach je rhst, déleni a smrt bun¢k fizena sloZitou soustavou
vzajemné vyvazenych aktivatorii a represorti. Pokud buiika dostava signal k riistu,
prevazi aktivatory rstu nad represory. Pokud ma byt bunka v klidu, represory
potlaci aktivitu riistovych signalnich drah a rist buiiky se zastavi. To samé plati 1
pro signalni drahy apoptdzy. Pfi poruse kontrolnich mechanismt, kdy signaly pro

rust bunék pievazi nad represory, se builka zacne nekontrolovatelné délit. Pokud
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dojde zaroven k porucham apoptézy, takto poSkozené buiiky navic ptestanou
umirat a nador se zacne rychle §ifit. Zmény v buiice, které zplisobi vznik a vyvoj
nadoru jsou vysledkem mutaci DNA, diky nimz muze dojit az k rozvoji maligniho

fenotypu.'?

Mutace v genu pro aktivaci rustu a regulaci proliferace, protoonkogenu, tedy mtize
zpusobit nadmémé bunécné deleni. Onkogeny pfedstavuji mutované
protoonkogeny, které jsou zodpovédné za neoplastickou transformaci bunky.
Pfeména protoonkogeni na onkogeny muze probihat riznymi zplsoby — mutaci,
transdukci, chromozomadlni translokaci, inzeréni mutagenezi a amplifikaci.
K nadmémé proliferaci dojde také inaktivaci antiproliferacnich genti a gent
podporujicich apoptézu — tumor-supresorovych genti. Protoonkogeny a tumor-
supresorové geny se fadi do mnoha skupin a koduji rizné typy proteint. Prikladem
tumor-supresorového genu je retinoblastomovy gen (Rb-gen), pii jehoz inaktivaci
se odstrani dulezita brzda bunétného déleni a tim se zvySuje pravdépodobnost

nadorového bujeni v senzitivnich tknich, zejména sitnice oka.!*!

Produkty onkogenii — onkoproteiny mohou byt aktivni i bez fyziologickych
stimulatori a mohou vyvoldvat dalsi bunééné d€leni nezéavisle na rustovych
faktorech. Mezi tyto onkoproteiny fadime ristové faktory nadorovych bunék, jez
autokrinn¢ stimuluji déleni vlastnich bunék (napf. platelet derived growth factor —
PDGF) a receptory pro ristove faktory (napt. epidermal growth factor receptor —
EGFR). Dale k onkoproteinim pocitdme nereceptorové tyrosinkinasy (napt. Src,
Fes), serin/threoninkinasy (napf. Raf, Mos), G-proteiny (Ras) a fadu transkripcnich
faktord (napf. Myc, Fos, Jun).!¢

1.1.7 CHARAKTERISTICKE ZNAKY NADOROVYCH BUNEK

Bé&hem poslednich deseti let, jsou nadory stale vice uznavany jako organy, jejichz
slozitost se blizi, nebo mize byt dokonce vyssi nez u zdravych tkani. V prubehu
vicestupnového vyvoje nddoru bunky neustdle mutuji a ziskavaji biologické
vlastnosti, které jim umoznuji dalsi existenci, rychlejsi rist a také rezistenci k 1é€bé.
Mezi zakladni vlastnosti mizeme zaradit sobéstacnost v produkci rastovych
signalli, necitlivost k signalim zastavujicim bunécny cyklus, vysokou schopnost
invazivity a tvorbu metastaz, neomezenou replikaci, zesileni angiogeneze a

poskozeni mechanismu apoptdzy (Obr. 2). Podkladem pro vznik téchto vlastnosti
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je nestabilita genomu plynouci zneustadlé replikace a vyfazeni kontrolnich
mechanismu. ,,Mikroprostiedi nadoru® se dale znaci vlastnim energetickym
metabolismem a schopnosti odolavat imunitnimu systému organismu. Objeveni
téchto vlastnosti nadorovych bun¢k pomohlo k zavedeni cilené terapie, kdy vétSina
1€kt je zaméfena na specifické molekuldrni cile v buiice, které jsou zodpoveédné za

zv14§tni schopnosti nddorové buiky.!’

Sobéstatnost v produkci
rustovych signala

Necitlivost k signdhim
zastavujicim cyvklus bufiky

Potkozeni apoptizy

Zesileni angiogeneze

Invazivita a metastazy

Obrazek 2. Shrnuti znakti nddorovych buné&k. Upraveno dle citace!”

1.2 TERAPIE NADOROVYCH ONEMOCNENI]
1.2.1 HISTORIE A VYVOJ

teprve na pocatku minulého stoleti véda pokrocila natolik, aby bylo moZzné
uvazovat o jejich 1écbé. Az do dvacatych let 20. stoleti se spoléhalo jen na 1é€bu
chirurgickou, ke které se postupem casu pridala moznost vyuziti ionizujiciho
zéfeni, tedy radioterapie. Od ctyficatych let se diky objevu alkylacnich latek a
antimetabolitd zacala pouzivat i systémova 1écba neboli chemoterapie, jez se i pies
své negativni systémové ucinky propracovala na jednu z hlavnich lé¢ebnych metod.

V sedmdesatych letech minulého stoleti doSlo krozvoji nové metody —

16




imunoterapie a postupem casu se ukazalo, Ze i kombinace uvedenych metod, tzv.

multimodalni 1é¢ba efektivnéjsi nez jednotlivé metody zvlast.'s

Diky pokrokiim v oblasti genetiky a molekularni biologie se v poslednich
desetiletich zacaly do praxe zavadét nové lécebné modality, které ucinkuji
v jednotlivych fazich kancerogeneze a oznacuji se nazvem cilend 1éc¢ba. Cilena
1éCba, predevsim diky své specifit€ a financni naroCnosti, vSak zatim nemuze
nahradit chemoterapii. Z metod cilené terapie se nyni v praxi vyuziva U¢inku
monoklondlnich protilatek a inhibice tyrosinkinas nizkomolekuldrnimi latkami.
Dal$im vyzkumem a rozvojem genové terapie se do budoucna oteviraji dalsi

moznosti terapie nadorovych onemocnéni.'®!”

Pro ucinnou lécbu rakoviny je tfeba také zlepSit a vyvinout nové strategie pro
ucinné dodavani chemoterapeutik ptimo do nadorovych bunck, nebot’ konvencni
chemoterapeutika se v disledku nespecifi¢nosti hromadi v nddorovych i zdravych
buikach. Re$enim je cileny transport zahrnujici uréity ligand/receptor a
charakterizujeme ho jako aktivni nebo pasivni. Aktivni cileni zahrnuje ligandem
zprostiedkované podani 1€éku, kdy ligand je konjugovan piimo na t¢innou latku
nebo na povrch nosného systému (liposom, nanocastice). Pasivni transport vyuziva
vyhody efektu EPR (Enhanced Permeability and Retention = zvySend propustnost
a retence), ktery nalezneme v nadorovych tkanich. Cévni zasobeni nadoru je
nepravidelné, méné organizované a vice porézni, coz umozni malym casticim
v fadu né€kolika nanometrii prochéazet skrz endotelidlni bariéru a hromadit se zde v

diisledku nedostate¢né funkénosti lymfatické sité nadorovych bunék.>2°

1.2.2 KLASICKA CYTOSTATIKA

Klasickd neboli konvencni cytostatika blokuji progresi naddoru tim, Ze riznymi
mechanismy cili na zdkladni buné¢né struktury, jako DNA ¢i mikrotubuly, a tak
zpomaluji nebo zastavuji riist a mnoZeni nadorovych bunék. Podstatou jejich u€inku
je vyssi toxicita pro rychle se délici nadorové buiiky oproti normélnim bunkam.
Idedlni cytostatikum by mélo zniCit naddorové bunky, aniz by zasdhlo normalni
bunky lidského téla. BohuZzel soucasnda véda jesté¢ takové cytostatikum

neobjevila.?!??

Cytostatika miiZeme dle ptivodu G¢innych latek a mechanismu u¢inku rozdélit do

n¢kolika skupin (Obr. 3).
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Obriazek 3. Mechanismy t¢inku cytostatik — shrnuti. Pievzato z citace®

1.2.2.1 ALKYLACNI LATKY

Prvni skupinu tvoii 1éCiva, kterd poSkozuji DNA navazanim alkylového zbytku
kovalentni vazbou na DNA. Tato alkylace DNA poté vede ke smrti buiiky. BohuZzel
se cytotoxické pusobeni nevyhybd bunkam zdravé tkané a vzniklé nezadouci
ucinky se projevuji hlavné u rychle se délicich bun¢k. Napadena byva nejcastéji
kostni dfen, travici trakt a funkce ovarii a varlat. Navic tyto latky predstavuji rizika

pro lidské zdravi svymi teratogennimi a kancerogennimi G¢inky.?!->4%°

Jedna se o latky rtizné chemické struktury, které ve své molekule obsahuji velmi
reaktivni skupiny schopné vazat se na nukleofilni mista DNA. Z chemického
hlediska je miZeme rozdélit do nékolika skupin. Prvni tvofi dusikaté yperity,
z nichZ nejpouzivangj$Sim cytostatikem je cyklofostamid. Je vyuzivan pro terapii
hematologickych i solidnich naddord. Dal§imi zastupci jsou melfalan, chlorambucil
a ifosfamid. Druhou skupinu tvofi derivaty N-nitrosomocoviny. Jednotlivi zastupci
se 1i8i charakterem substituentu na druhém atomu dusiku a teprve v organismu
dojde k jejich preméné na aktivni metabolity neenzymatickou cestou. Piikladem je
karmustin, lomustin a nitrosomocovina nové generace fotemustin. Do tfeti skupiny
spadaji komplexni slouceniny platiny (napf. cisplatina, oxaliplatina a jeji analog
lobaplatina) a posledni skupinu tvofi latky riznych chemickych struktur, které

taktéZ plsobi alkylaénim mechanismem. Jednd se o derivaty aziridinu (napf.
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thiotepa), derivat triazenu (dakarbazin) a estery methansufonové kyseliny

s dvojsytnymi alkoholy (busulfan).?!-?*

1.2.2.2 ANTIMETABOLITY

Antimetabolity jsou odvozeny od endogennich latek vyznamnych pro syntézu a
spravnou funkci DNA a RNA. Jsou specifické prevazné pro S-fazi bunécného
cyklu, kdy dochazi k replikaci DNA. Hlavnimi antimetabolity jsou analoga
pyrimidinovych bazi (napft. fluorouracil, cytarabin), analoga purinovych bazi (napf-.
merkaptopurin, thioguanin) a analoga kyseliny listové (napf. methotrexat).
U prvnich dvou skupin dochézi k zabudovani faleSnych stavebnich jednotek a
nasledné tvorbé falesnych nukleovych kyselin. U analog kyseliny listové je
inhibovdna  dihydrofolatreduktasa, coz vede knedostatku  kyseliny

tetrahydrolistové, kterd je nezbytna pro tvorbu purinovych bazi a tymidinu.'>2

1.2.2.3 INTERKALACNI LATKY

Zaclenéni do dvojitého vlakna DNA s néaslednou tvorbou komplexu je hlavnim
mechanismem u¢inku antracyklinovych antibiotik. Doxorubicin a idarubicin jsou
vysoce efektivni a Siroce pouzivand chemoterapeutika v 1é¢bé mnoha typl
rakoviny. Mimo jejich interkalacni plisobeni zasahuji z dlivodu oxidace lipidil 1 do
bunéénych membran. Hlavnim omezenim uzivani antracyklinti je kumulativni a na
davce zavisla kardiotoxicita. Molekularni a bunécny mechanismus kardiotoxicity
neni jesté zcela objasnén, ale tento UCinek se da caste¢né eliminovat podavanim
nizSich davek cytostatika, zapouzdienim antracyklind v liposomech a poddnim
soubézné s chelatory zeleza (dexrazoxan) ve snaze vychytat reaktivni formy

kysliku.?’

1.2.2.4 INHIBITORY TOPOISOMERAS

Topoisomerasy jsou nezbytné pro hladky pribéh replikace, nebot’ odstranuji
nadSroubovicové vinuti DNA vzniklé replikaci nebo transkripci DNA.
Topoisomerasa 1 je odpovédna za rozpojeni a opctovné spojeni pierusenych
fetézcll, coz umozni kontinuitu replika¢niho procesu. Oproti topoisomerase I, ktera
se vaze na jeden fetézec dvojspirdly, topoisomerasa II pierusuje oba fetézce DNA.
Pokud tyto enzymy blokujeme inhibitory, nedochazi v buiikach ke spojeni fetézct
a vzniklé zlomy zplsobi smrt bunky. Mezi inhibitory topoisomerasy I se fadi
derivaty kamptotecinu izolované z kliry ¢inského stromu Camptotheca acuminata

— topotekan a irinotekan pouzivané v 1é€b¢€ kolorektalniho karcinomu, nadori plic
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a vajecnikt. Etoposid a teniposid jsou izolované latky z kotene noholistu Stitnatého
(Podophyllum peltatum) a jsou inhibitory topoisomerasy II. Za inhibitory

topoisomerasy II 1ze do jisté miry povazovat i interkalaéni latky.?%°

1.2.2.5 INHIBITORY MITOZY

Inhibitory mitézy zabranuji déleni bunck tim, ze interferuji s polymeraci a
depolymeraci mikrotubulil. Inhibici polymerace neboli riistu mikrotubulti, ptisobi
alkaloidy z barvinku riizového (Vinca rosea). Z této rostliny se ziskéavaji vinblastin
a vinkristin, semisyntetickymi derivaty jsou vindesin, vinorelbin a vinflunin. Vedle
typickych nezéddoucich Gcinkl cytostatik mize navic dojit i k zasazeni perifernich
nervi, kde poSkozenim mikrotubuld axonu naruSime transport latek v neuronu. U

t&chto cytostatik je i riziko mnohodetné 1ékové rezistence.?>*°

Nov¢jsi skupinou jsou taxany, které zptisobuji inhibici depolymerace mikrotubula.
Z kury tichomotského tisu (Taxus brevifolia) byl v roce 1969 izolovan paklitaxel.
Jeho uvedeni do praxe vSak bylo pomérné¢ komplikované. Piekazky ve vyvoji
zahrnovaly jeho Spatnou rozpustnost ve vodé, ¢etné periferni neuropatie a vysoké
riziko hypersenzitivni reakce, které se ale podarilo snizit diky premedikaci
kortikosteroidy a antihistaminiky. Jeho semisyntetickym analogem je docetaxel a
Tento derivat obsahuje paklitaxel vazany na albumin, coZ umozni lepsi transport
tohoto Spatné rozpustného 1é¢iva v organismu a tim zvysi prinik k nadorovym

bunikam.3!3?

1.2.2.6 VYZNAM KLASICKYCH CYTOSTATIK

Klasicka cytostatika si zachovavaji své misto v terapii nddorovych onemocnéni, at’
uz kvili dlouhodobé zkusenosti s jejich podavanim, tak kvili tomu, ze v soucasné
dob¢& nemame bohuzel pro nékteré diagndzy jiné alternativy k dispozici. Oproti
novym protinddorovym lé€iviim, jejichz mechanismus U¢inku je ptisné specificky,
se klasicka cytostatika daji pouzit k 16¢bé vice typt nadorii.?? Casto se pouzivaji i
kombinované dle terapeutickych schémat, aby doSlo ke zlepSeni snaSenlivosti a
zvyseni ucinnosti 1€Cby. Nemén¢ dilezitou soucasti Iécby nadorového onemocnéni
je podpiirnéd terapie zahrnujici medikaci proti zvraceni, utlumu kostni diené a

poskozeni sliznic.?
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1.2.2.7 NEZADOUCI UCINKY LECBY KONVENCNIMI CYTOSTATIKY

Zasah do rychle proliferujicich bunék lidského organismu ma za nésledek cetné
nezéadouci ucinky. Rozsah téchto ucinki je velmi Siroky; od zavaznych posSkozeni
az po ucinky, které sice bezprostfedn¢ neohrozuji zivot pacienta, nicméné vyrazné
snizuji kvalitu Zivota. Jako ptiklad lze uvést rozmazané vidéni, konjunktivitidu
nebo alopecii. Tyto jevy pfitom nejsou ojedinélé, ale vyskytuji se u vétSiny

klasickych cytostatik.??

Pti protinadorové 1é¢bé dochazi k titlumu mnoha fyziologickych funkci. Vyskyt a
zavaznost utlumu kostni dfen¢ zavisi na kombinaci 1éCiv, rezimu terapie a projevuje
se neutropenii, trombocytopenii a anémii. Neplodnost miize byt nasledkem atlumu
spermatogeneze. Z dalSich typickych negativnich dopadl protinddorové 1éCby
muzeme zminit poruchy trdviciho systému — priijem, nevolnost, zvraceni a celkové

oslabeni imunitniho systému projevujici se zvySenou nachylnosti k infekcim.?

Bohuzel ani po vyléeni se né€ktefi pacienti nevyhnou tzv. pozdni toxicité
chemoterapie, ktera se projevuje jako periferni neuropatie, ototoxicita, nebo jako
1é¢bé ma pacient vyssi pravdépodobnost byt zasazen dalSim nddorem, zvlasté
v disledku genetickych mutaci spojenych s prodélanou radioterapii ¢i
chemoterapii. Pravdépodobnost vyskytu klesa s vékem a je v priméru 1 —2,5 %. U

détskych nddorovych onemocnéni je vyrazné vyssi, az 5 — 8 %.*

1.2.3 CILENA LECBA

Molekularné cilena 1é¢ba je definovana jako druh 1écby, kterd blokuje rlst
nadorovych bunék tim, Ze reaguje s konkrétnimi molekulami zodpovédnymi za
proces kancerogeneze. (Obr. 4) Rostouci pocet schvalenych molekul zaméfenych
na terapii odpovida stale rostoucimu vyznamu tohoto lécebného postupu. Cilena
lécba rakoviny pfitahuje pozornost vetejnosti s nadéji, Ze v budoucnu bude mozné
nahradit systémovou chemoterapii. Ocekdva se od ni vyS$i U€innost a mensi
Skodlivost pro zdravé tkané lidského organismu.** Neddvné pokroky v oblasti
genomiky nadorovych onemocnéni a technologie sekvenovani DNA umozZnily
provést komplexni mutacni profilovani nadorovych bunék a poskytly tim zéklad
pro personalizovanou medicinu v terapii rakoviny. Léciva jsou pak navrZena tak,

aby pomohla fesit konkrétni genetické zmény nutné pro rist a progresi rakoviny.*>
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A Zacileni na "mikroprostiedi nadoru” B Zacileni na signalni drahy nadorovych bunék
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Obrazek 4. Cilena terapie zamétend na ,,mikroprostifedi nadoru* (A) zahrnuje
vliv na (1) cévni zasobeni a (2) ptevychovu imunitniho systému. V druhém
pripad¢ ptisobime na samotné nddorové bunky, zejména na signalni drahy
nadorovych bun¢k (B) ptes extracelularni (3) a intracelularni (4) ¢asti
transmembranovych receptort. K intraceluldrnim ciliim fadime 1 jadernou

signalizaci (5 a 6). Upraveno dle citace®

1.2.3.1 MONOKLONALNI PROTILATKY

Jedna se o skupinu latek fungujici je v terapii nadorovych onemocnéni od
devadesatych let 20. stoleti. Jako monoklonédlni protildtky jsou oznaCovany
humanizované protilatky, které se vaZou specificky na antigeny nadorovych bunck.
Nemohou proniknout plazmatickou membranou butiky a jsou urceny proti cilim
vn¢ bunky, tedy hlavné na buné¢ném povrchu. Poznadme je podle ptipony ,,-mab*
v nazvu léciva. Pro 1é¢bu solidnich nadorti Food and Drug Administration (FDA)
schvalila ¢tyfi druhy monoklonalnich protilatek — bevacizumab, cetuximab,
panitumumab a trastuzumab. Cilem pilisobeni bevacizumabu je vaskuldrni
endotelidlni rastovy faktor (VEGF) a je schvélen pro terapii kolorektalniho
karcinomu, nemalobunécéného plicniho karcinomu a metastazujici rakoviny ledvin.

Podobné terapeutické moznosti predstavuje i cetuximab. Mistem ucinku je vSak
EGFR 34,36
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Monoklonalni protilatky nepiisobi jen samostatné, ale nabizeji dal$i moZnosti
vyuziti v terapii. Pro zesileni protinadorového Gc¢inku lze na né navazat bunéény jed
(toxin) nebo radioaktivni prvek. Maji své vyuziti i jako systém pro podani l1éCiva
nebo konjugat protilatka-1écivo. V piipadé¢ konjugéatu protilatka-cytostatikum
(napt. BR96-doxorubicin) se monoklonalni protilatka navaze na nadorové buiiky,
cytotoxické 1éCivo je pohlceno do buiky, ¢imz dojde k indukci bunééné smrti.
Tento zpiisob umoziiuje vytvofit vysokou lokalni koncentraci v nadorovych
bunkach a vzhledem k lokalnimu ptisobeni je u€inngjsi a méne toxicky. Déle nabizi
moznost prekonani rezistence vici cytostatikiim, nebot’ prochazi pfes membrany
aktivni a pasivni endocytézou a cytostatikum nemiize byt pumpoviano z
cytoplazmy buiiky zpét do extraceluldrniho prostoru transmembranovymi

transportéry.>+37-3

1.2.3.2 NIZZKOMOLEKULARNI LATKY

Druhou skupinu tvofi tzv. malé molekuly neboli small drugs. Jsou to
nizkomolekularni organické slouceniny (s molekulovou hmotnosti mensi nez 800)
majici schopnost proniknout bunéénou membranou a piisobit na cile uvnitt buiiky.
Cilena lécba nadoru je zaloZzena na myslence, ze zapnutim nebo vypnutim
signalnich drah mizeme kontrolovat rist nadorovych bun¢k s minimélnimi t¢inky
na buiiky, u kterych tyto dysregulované signalni dréhy nejsou dominantni. V nazvu
malych molekul nalezneme ptiponu ,,-ib“ znacici inhibi¢ni vlastnosti molekuly.

Mnohé z téchto molekul byly vyvinuty jako inhibitory tyrosinkinas.?#¢-?

1.2.3.3 INHIBITORY TYROSINKINAS
Tyrosinkinasa je enzym pienaSejici fosfatovou skupinu z ATP na cilovou
molekulu, protein. Mohou byt volné v cytoplazmé (tzv. nereceptorové

tyrosinkinasy — nRTKSs) nebo vazdny na membrané (receptorové tyrosinkinasy —

RTKs).%

Receptorové tyrosinkinasy (RTKs) maji vysokou afinitu pro mnoho rdstovych
faktorti, cytokinli a hormonil. Funguji jako klicové reguldtory bunéénych procesi,
jako je proliferace, diferenciace a metabolismus. Fosforylace tyrosinovych zbytk
dalSich proteinii reguluje jejich vlastnosti, enzymovou aktivitu, subcelularni
lokalizaci a intermolekularni interakce. Vyvola odpovéd buiky tim, Zze pomaha
pfenosu signalu z bunééné membrany pies cytoplazmu do jadra, kde probiha
kontrola genové exprese a vlastni aktivaci €i inhibici transkripénich faktorti zde
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muzeme ovlivnit genovou expresi cilovych genii. Abnormélni uroven exprese genti
kédujicich tyrosinkinasy mize zplsobit zvySeni enzymové aktivity vedouci
k neregulovatelnému rlstu a az nddorové transformaci. V ramci protinddorové
1éCby vyuzivame inhibitory tyrosinkinas, kdy zablokujeme pfenos signalu a
zastavime tim bunééné déleni a riist bunék.*'** Tyto inhibitory mohou ptisobit
pfimo na bunécné procesy nebo mohou cilit mikroprostiedi nadoru. Jako piiklady
obou zpiisobll miizeme zminit dvé rodiny receptori: EGFR/ErbB/HER (epidermal
growth factor receptor/erythroblastosis receptor B) a FGFR/PDGFR/VEGFR
(fibroblast growth factor receptor, platelet-derived growth factor receptor, vascular

endothelial growth factor receptor).

EGFR rodina (nazyvana také ErbB nebo HER rodina) obsahuje Ctyfi
transmembranové receptorové tyrosinkinasy HER1-4. Neregulovana exprese a
aktivita EGFR (neboli HER1), HER2 a HER3 ptevlada v naddorovém bujeni.®’
Nadmérna tvorba HER2 se vyskytuje u 30 % ptipadl rakoviny prsu a koreluje
s tvorbou metastaz, CastéjSimi recidivami a krat§im piezitim pacientd. Odpovida
také za Spatnou prognézu u rakoviny tlustého stfeva, vajeénikii a mocového
meéchyte. Inhibitory a protilatky cilené na HER2 se jiz vyskytuji v terapii.
Trastuzumab je prvni protilatka objevena pro zacileni na HER2 a v soucasné dobé
je schvalena u pacientti s rakovinou prsu. Uginnymi nizkomolekularnimi inhibitory
pro EGFR jsou gefitinib a erlotinib. Dualni EGFR/HER?2 inhibitor lapatinib je

pouzivam u pokro¢ilého a metastazujiciho karcinomu prsu.*+*

Rodina FGFR/PDGFR/VEGFR hraje dtlezitou roli pfi tvorbé cévniho zasobeni.
Jak jiz bylo zminéno vySe, zesileni angiogeneze je jeden z charakteristickych znakti
nadorovych bunc¢k. To znamend, ze zacileni na FGFR/PDGFR/VEGFR
multikinasovym inhibitorem muze byt slibnym pfistupem pro antiangiogenni
terapii.*® Solidni tumory produkuji riizné angiogenni faktory — VEGF, PDGF, FGF
a hepatocyte growth factor (HGF). VEGF je hlavni regulator s ptimym efektem na
endotelialni buniky. Na principu neutralizace VEGF pusobi protilatka bevacizumab.
Sorafenib a sunitinib jsou inhibitory tyrosinkinas VEGFR a PDGFR uplatiiujici se

v terapii renalniho a hepatocelularniho karcinomu.*’

Z nereceptorovych tyrosinkinas lze zminit fizni protein BCR-ABL (breakpoint

cluster region — Abelson tyrosine kinase). ABL ma kinasovou aktivitu a je pfisné
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regulovan. Miize vSak dojit k translokaci, kdy fuzi vznikd chimérni protein BCR-
ABL s tyrosinkinasovou aktivitou, ktery narusuje fadu signalnich drah a zptisobuje
leukemicky charakter bunky. Bézné jej nalezneme u pacientii s chronickou
myeloidni leukémii (CML). Imatinib je prvni nizkomolekularni inhibitor pouzivany
k 1é€b¢ rakoviny. Je indikovan v terapii CML, kde v porovnani s piedchozimi
terapeutickymi rezimy vykazoval vyssi rychlost odezvy, lepsi prognozu a celkové
preziti u pacienti s CML. AvSak velkym problémem je rezistence vznikajici

v dasledku mutaci v kinasové doméné ABL.*34°

1.2.4 CHEMOIMUNOTERAPIE

Ve snaze zvysit Sanci na vyléceni dochazi v terapii rakoviny k riznym kombinacim
lécebnych postupi. Kombinace chemoterapie s imunoterapii mlze v nékterych
ptipadech vykazovat synergisticky uc¢inek. Z klasickych cytostatik se pouzivaji
dakarbazin, cisplatina a karboplatina doplnéné o interferon alfa (IFN-a) nebo

interleukin 2 (IL-2). Tohoto se vyuZiva v terapii metastazujiciho melanomu.>

K 1é¢be rakoviny lze vyuzit i specialni vakciny. Mohou aktivné indukovat nadorové
specifickou imunitni odpovéd’ vyvolanim jak humoralni (protilatkové), tak bunécné
(T-bunky) imunitni odpovédi. Vyhody vakcin spocivaji ve vysoké specifité,
minimélnich vedlejSich Ucincich a zisku trvalého 1écebného efektu v disledku
imunologické paméti. Prvni individudlni terapeutickd vakcina proti rakoviné
sipuleucel-T byla schvalenda FDA pro 1é€bu pokrocilého karcinomu prostaty.
Schvaleni léku specialné navrZzeného pro indukci tumor specifické imunitni

odpovédi znamena za¢atek pro zcela odligny pristup k terapii rakoviny.>!

1.2.5 REZISTENCE NADOROVYCH BUNEK K LECBE

Jeden velky problém maji konvencni 1 nové§jsi cytostatika spole¢ny — rezistenci.
Nadory jsou geneticky variabilni a cytostatika pisobi na nador selekénim tlakem,
coz zpusobuje rist rezistentni buncék. Rezistenci podporuji mutace, amplifikace
enzymu a overexprese transportnich mechanismi. Béhem 1écby se pak rozviji
rezistence na lé¢ivo a mnohdy i1 na kombinaci 1é¢iv. Nizkomolekuldrni inhibitory
RTK a konvenéni cytostatika sice plisobi odlisSnymi mechanismy, ale stale se jedna
o télu cizi latky a lidsky organismus disponuje mnoha mechanismy, jak se branit
pruniku cizich latek do buné€k. Mezi mechanismy rezistence na systémovou lécbu

(Obr. 5) fadime nadorovou heterogenitu, snizeny transport cytostatika do bunky
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nebo zvyseny vystup cytostatika ven z builkky a zménu v cilovém misté ucinku
cytostatika. Jednim zdilezitych mechanismli rezistence u cytotoxické
chemoterapie jsou také opravy DNA, kterymi si bunky chrani svou genetickou

informaci. Jednotn4 pfic¢ina vzniku rezistence viak neexistuje.?>2*-26:3

Metabolismus a
| efluxni transportéry

- Angiogeneze

- %

Mutace nebo ztrata
molelularnich cili

Indukce autofagie

Nadorova .
heterogenita

Inaktivace apoptozy

N\

Opravné mechanismy Kompartmentalizace

Obrazek 5. Shrnuti mechanismd, kterymi se rakovinné buiky stavaji rezistentni

k terapii. Upraveno dle citace®?

1.3 DNA DAMAGE RESPONSE — ODPOVED NA POSKOZENI
DNA

1.3.1 POSKOZENI DNA

Kazdy den dochazi v kazdé¢ buice v dasledku raznych vlivli k milioniim poskozeni
DNA. Neschopnost rozpoznat a piesné opravit tyto léze vétSinou zplisobi smrt
bunky, ale mize vést az ke Skodlivym mutacim a vzniku rakoviny. Zachovani
genomové integrity je zakladni proces pro udrzeni homeostazy, a proto buiky
disponuji specifickymi signalnimi drahami jako odpovéd’ na DNA poskozeni,

souhrnné oznacované jako DNA damage response (DDR).!

PoSkozeni DNA miiZe vznikat riznymi mechanismy. Né&které DNA aberace
vznikaji prostfednictvim fyziologickych procest, at’ uz pii chybném parovani
béhem replikace, nebo pti Spatné funkci topoisomeras I a II. Poskozeni DNA miize

byt vyvolano i volnymi radikély, zejména reaktivnimi formami kysliku a dusiku,

26



které v organismu vznikaji b&hem metabolickych d&ji nebo pilisobenim
chemickych latek. Chemické latky poskozujici parovani bazi, blokujici replikaci a
transkripci jsou zodpovédné za tvorbu jednofetézcovych (single-strand breaks —
SSBs) a dvouietézcovych (double-strand breaks — DSBs) zloml. DSBs se sice
neobjevuji Casto, ale je velmi tézké je opravit a jsou pro bunku extrémné toxicke.
Tento typ zloml je zplsoben ionizujicim zafenim a nékterymi cytostatiky,
napiiklad interkala¢nimi latkami.> Typd poskozeni DNA je celd fada a
v nasledujicich kapitolach se budu pievazné vénovat DSB, které maji souvislost
s moji praci.

1.3.2 FOSFATIDYLINOSITOVL-3-}(INASA,M PRiBUZl\OIE PROTEIN
KINASY A OPRAVA DVOURETEZCOVYCH ZLOMU

Pokud dojde ke zlomeni obou fetézci DNA, aktivuji se proteinové kinasy ataxia
telangiectasia mutated (ATM) a ataxia telangiectasia a Rad3 related (ATR) a DNA
dependentni proteinkinasa (DNA-PK). ATR je sice spojovana pievazné se SSB,
nicméné pti DSB také dochézi k jeji aktivaci a kooperaci s ATM.>* P#i amplifikaci
signalu dochazi k aktivaci mnoha riznych kinas a proteinti (Obr. 6). Mezi nejlépe
prostudované cile téchto kinas fadime checkpoint kinasy 1 a 2 (Chkl a Chk2) a
protein p53. Pisobi tak, Ze rlznymi mechanismy snizuji aktivitu cyklin-
dependentni kinasy (CDK). Inhibice CDK zpomali nebo zastavi bunécny cyklus,
tim buka ziska vice ¢asu na opravu DNA, ktera je zprosttedkovana dvéma zptisoby
— homologni rekombinaci (HR) a nehomolognim spojovanim koncti (NHEJ; Obr.
6). Pokud poskozeni nemuze byt odstranéno, dlouhodoba aktivace DDR vyvolava

bunéénou smrt apoptdzou nebo trvalé zastaveni bunééného cyklu.?®>
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Obrazek 6. Zjednodusené zobrazeni DNA damage response v ndvaznosti na SSB
a DSB. ATM, ATR a DNA-PK reaguji na poSkozeni DNA a spusti kaskadu dé&;ja,
pfi kterych dojde k aktivaci velkého mnoZstvi substratl a proteinii. ATM aktivuje
Chk2, ATR spousti pfevazné Chk1 a spolecné¢ s DNA-PK fosforyluji centralni
regulator p53, ktery reguluje mnoho proteinti nezbytnych pro opravu DNA,
bunéény cyklus a apoptdzu. Hlavnim cilem je zpozdéni bunééného cyklu a oprava
zpusobenych Skod — pomoci HR a NHEJ. HR je aktivovdna hlavné¢ ATM a
zahrnuje mnoho proteint, véetné proteinu breast cancer 2 (Brca2), jehoz mutace
je jednou z ptic¢in vzniku rakoviny prsu a ovarii, Rad51 a XRCC2. NHE] je
naopak primarn¢ regulované DNA-PK a zahrnuje mimo jiné i proteiny DNA

ligasu IV a XRCC4. Pfevzato z citace”

ATM, ATR a DNA-PK jsou ¢leny rodiny atypickych proteinkinas ptibuznych
fosfatidylinositol-3-kinasam  (PI3K). Fosfatidylinositol-3-kinasa (PI3K) a
fosfatidylinositol-3-kinasam piibuzné proteinkinasy (PIKK) jsou dvé rodiny kinas,
které maji nepostradatelnou roli pfi regulaci bunécné proliferace, metabolismu a pfi

odpovédich na rizné typy stresu, véetné poskozeni DNA. Vysledkem aktivace
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PI3K je tvorba fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu v membrang, ktery funguje jako
druhy posel pies Akt (protein kinasa B) na dalsi cile, z nichZ nejvyznamnéjsi je
mammalian target of rapamycin (mTOR), ktery je také ¢lenem PIKK rodiny.
mTOR poté funguje jako centralni regulator bunécného riistu, proliferace a
energetického metabolismu. U mnoha chorob je drdha PI3K/Akt/mTOR
deregulovéana. Nejedna se jen o rakovinu, ale i fadu dalSich patologickych stavii

véetnd trombozy, diabetu a jinych zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni.>

PIKK je rodina Sesti serin/threoninovych proteinkinas, které sdileji kinasovou
doménu s PI3K, a tudiz jsou odlisné od normalnich proteinkinas. Patii zde mimo
ATM, ATR, DNA-PK a mTOR také human suppressor of morphogenesis in
genitalia 1 (hNSMG-1) a transformation/transcriptionassociated protein (TRRAP —
jediny ¢len bez kinasové aktivity). Prvni tfi spole¢né s hSMG-1 hraji klicovou roli
v reakci na genotoxické ptiisobeni. ATM kinasa je pojmenovand po autozomalné
recesivnim onemocnéni ataxia telangiectasia, zpisobené praveé mutaci v ATM genu.
Projevuje se mimo ataxie a telangiectasie (roz$ifeni drobnych kapilar) hlavné
vysokou nachylnosti k poskozeni DNA a s tim spojenému zvySenému riziku vzniku

rakoviny.®

Az 70 % DSB je opravovano pomoci NHEJ, které je fizeno DNA-PK. Tato kinasa
je tvorena katalytickou podjednotkou (DNA-PKcs) a dvéma Ku podjednotkami
(Ku70 a Ku80).%>*7 Podjednotky Ku jsou navazany na DNA a pii zlomeni obou
fetézch aktivuji DNA-PKcs, ktera se na zlomené konce napoji. Samotna DNA-PK
ma tvar otevieného kruhu a pfi aktivaci dokdze DNA zcela obejmout a tim aktivovat

jeji opravu.®

1.3.3 VYUZITi OPRAV DNA V LECBE

Ionizujici zafeni a genotoxické latky maji v terapii rakoviny stale velmi silné
postaveni, i ptes jejich zavazné nezddouci Ucinky a Castou rezistenci zpiisobenou
opravami DNA a poruchami apoptdzy. Velka nadéje je proto vkladana do vyzkumu
DDR, jako moznosti zvySeni G€innosti stavajici 1é€by. Nadorové buniky maji navic
signalni drahy DDR ¢asto poSkozené v dusledku mutaci, a proto tento zptsob 1écby
mohl 1 selektivné zacilit tyto nadorové builky a neovliviiovat bunky zdravé

s neporusenymi komponentami DDR >
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Pro tento ucel je zkoumdana cela fada rtiznych cili. Nejpokrocilejsi jsou inhibitory
poly (ADP-ribosa) polymerasy (PARP), kde je jiz prvni inhibitor (olaparib)
schvélen pro 1é¢bu BRCA-mutované rakoviny vaje¢nikd.>® V soucasné dobé jsou
velmi intenzivné vyvijeny inhibitory ATM, ATR a DNA-PK kinas, od kterych se
ocekava, vzhledem k jejich vyznamnym rolim v DDR, velmi silna sensibilizace

nadorovych bunék k fetézcovym zlomim DNA.

1.3.4 INHIBITORY ATM, ATR a DNA-PK

Prvnim objevenym inhibitorem PI3K a zaroven PIKK byl wortmannin (Obr. 7)
vyznacujici se velmi silnou a ireverzibilni inhibici. Z diivodu nizké selektivity,
Spatné stability a toxicity se wortmannin nedostal do podrobnéjsich biologickych
testd. Prvnim syntetickym inhibitorem je LY294002.%° Tento derivat odvozeny od
kvercetinu byl uz selektivnéjsi, ale stale Spatn€ rozpustny ve vodé€, mél nizkou
biologickou dostupnost a byl velmi rychle metabolizovan. Jeho ptsobeni na PI3K,
DNA-PK a dalsi kinasy bylo také velmi Siroké, aby se o ném dalo uvazovat jako o
potencialnim 1é¢ivu. Jednoducha struktura LY294002 ukazala dtlezité informace
pro dalsi vyvoj jiz selektivnich inhibitor. LY294002 funguje jako kompetitivni
inhibitor na vazebném misté pro ATP u PI3K, které je velmi podobné i u PIKKs
(zvlaste mTOR, DNA-PK). Nejdulezitejsi ¢asti struktury LY 294002 je morfolinovy
kruh tvofici vodikovou vazbu s valinem 882 v aktivnim misté PI3K podjednotky
pl10y. Tato interakce hraje dulezitou roli v enzymové inhibici a predstavuje
zakladni kdmen ve vyvoji novych PI3K a PIKK inhibitori. Modifikace dalSich casti
struktury vedla k pfipravé mnoha derivati se zvysenou aktivitou i selektivitou

k jednotlivym kinasam,>*>>60:61

wortmannin kvercetin LY294002

Obrazek 7. Struktura prvnich inhibitorti PI3K.
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V soucasné dobé¢ existuji dvé vyvojové cesty modifikovani LY294002. Prvni tvoii
latky zamétené na inhibici PI3K a mTOR a druhou slouceniny vyvolavajici inhibici
DNA-PK, pficemz inhibitory PI3K a mTOR jsou mnohdy jiz LY294002 velmi
vzdaleny a podobaji se mu jen morfolinovym kruhem. Mnohé z téchto sloucenin
maji dvoji aktivitu — PI3K/DNA-PK nebo PI3K/mTOR. Navzdory spolecnému
ptvodu, jen mala ¢ast z téchto inhibitort vykazuje aktivitu viici ATM nebo ATR a
jejich inhibitory jsou obvykle nemorfolinové struktury.>® S ohledem na cil své prace
se v této kapitole budu vénovat pouze DNA-PK a ATM inhibitort, ze kterych

planované latky vychézeji.

S cilem vytvorit selektivni inhibitory DNA-PK bylo syntetizovano mnoho derivati
LY294002. Jeden z prvnich opravdu t¢innych byl chromonovy derivat NU7026,
ktery vykazoval 50x vyssi aktivitu viici DNA-PK nez ostatnim PI3K a zvySoval
ucinek cytostatik véetn¢ idarubicinu, doxorubicinu, etoposidu a dalsich (Obr. 8).
Jeho velkou nevyhodou byla metabolickd nestalost vedouci aZz k otevieni
morfolinového kruhu, coZz zpisobilo jeho rychlé odstranéni z krevni cirkulace.
Jeden znejselektivnéjSich a zaroven nejucinnéjSich inhibitori DNA-PK
odvozenych od LY294002 je NU7441. Udaje z farmakodynamickych studii
potvrdily, Ze NU7441 ptsobi silnou chemo- a radiosensibilizaci, ale omezena
rozpustnost ve vod¢ a nizké biologicka dostupnost po peroralnim podani omezily

dal§i biologické hodnoceni této slouceniny.>>-6?

NU7026 NU7441

Obrazek 8. Struktury selektivnich inhibitorit DNA-PK.

Vysoka aktivita NU7441 vedla k pfipravé mnoha slou€enin (derivaty chinolinoni

a pyridopyrimidoni (Obr. 9)) s podobnymi strukturalnimi rysy s cilem nalézt
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inhibitory se srovnatelnymi, nebo dokonce vylepSenymi vlastnostmi. Mimo
obmény aromatickych substituentl se také obménovalo chromonové jadro. Tyto

latky piekvapivé vykazaly téméf totozné vlastnosti jako originalni NU7441 .52

Obrazek 9. Struktury derivath odvozenych od chinolin-4-onu (vlevo) a od

pyridopyrimidin-4-onu (vpravo).

Zakladni problém piipravenych DNA-PK inhibitort byla jejich $patné rozpustnost
a nizké biodostupnost. S cilem dosdhnout vyssi rozpustnosti byl pfipraven derivat
KU-006048 (Obr. 10). Tento derivat NU7441 ovSem neinhibuje pouze DNA-PK,
ale prekvapivé dobfe inhibuje i PI3K. V preklinickych studiich ukézal dobrou
biodostupnost po peroralnim podani a vhodny farmakokineticky profil pro budouci
testovani. Je vSak zapotiebi tyto vlastnosti ovéfit v dalSich in vivo testech.
Inhibitory DNA-PK jsou studovany jiz druhé desetileti a pokroky v této oblasti
prichazeji pomalu. Nicméné€ nedavno jiz vstoupily dva selektivni inhibitory DNA-
PK do prvni faze klinického hodnoceni s cilem zhodnotit bezpecnost a ti¢innost
téchto latek v kombinaci s radioterapii a chemoterapii. Jedna se o inhibitor CC-122
s atypickou nemorfolinovou strukturou a MSC2490484A, ktery zatim nema

zvefejnénou struktury,>>62-64

Derivaty KU-55933 a z néj odvozeny KU-60019, jsou jedinym ptikladem ATM
inhibitord pfimo vychazejici ze struktury LY294002. Tyto derivaty vykazuji
vynikajici inhibici ATM se 100x vyssi selektivitou viici ATM nez DNA-PK a

dal$im PIKK a také silnou radiosensibilizaci nadorovych bunék.®
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Obrazek 10. Struktury duélniho inhibitoru DNA-PK a PI3K KU-0060648 a dvou
selektivnich ATM inhibitord KU-55933 a KU-60019.
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2 PRAKTICKA CAST

Cilem této prace bylo pfipravit sérii novych potencidlnich DNA-PK inhibitora
vychazejicich ze zékladniho inhibitoru LY294002, které budou nasledné testovany
jako chemosensibilizacni a radiosensibiliza¢ni agens (Obr. 12). Jako jadro novych
derivati bude pouzit 1,9-dihydro-6H-purin-6-on a 1,7-dihydro-6H-purin-6-on,
které maji odlisné rozlozeni elektronii v cyklu oproti chromonu a také vice dusiki,
které slouzi jako akceptory vodikovych vazeb. K tomuto heterocyklu bude ptipojen
morfolin, ktery je klicovy pro inhibici DNA-PK, a déale budou do poloh 7- a 9-
piipojovany riizné aromatické substituenty ptes methylenovy miistek. Substituenty
v poloze 9- purinového cyklu, by mély zaujimat podobny prostor jako aromaticka
¢ast inhibitoru NU7441, proto se od téchto derivatii ocekava silna inhibice DNA-

PK.

J:\N) km\l/ll\?
0 o R

Obrazek 11. Obecné struktury pfipravovanych derivatl, R = aromaticky

substituent.

2.1 SYNTETICKA CAST

2.1.1 OBECNA SYNTETICKA CAST

TLC byla provadéna na hlinikovych destickach pokrytych silikagelem 60 F254
(Merck, Praha, CR). Sloupcova chromatografie probihala za atmosférického tlaku
na silikagelu 100 (velikost ¢astic 0,063—0,200 mm, 70-230 mesh ASTM, Fluka,
Praha, CR).

Pro hmotnostni spektrometrii byl vyuzity analyticky systém Dionex Ultimate 3000
LC-MS spojeny se spektrometrem Orbitrap Q Exactive Plus (Thermo Fisher
Scientific, Brémy, Némecko). Systém LC-MS se sklada z binarniho ¢erpadla HHG-
3400RS, ktery je spojeny s vakuovym odplyniova¢em. Dale z vyhtivan¢ho
sloupcového kompartmentu TCC-3000, autosampleru WTS-3000 a ultrafialového
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detektoru VWD-3000. Kvadrupolovy hmotnostni spektrometr byl vybaveny
elektron-sprejovym ioniza¢nim zdrojem a data byly zaznamendvana v positivnim
modu s nasledujicimi parametry: sprejové napéti bylo 3,2 kV, kapilarni teplota byla

350 °C, teplota plynu byla 300 °C.

"H-NMR a 3C-NMR spektra byla zméfena pomoci Varian S500 spektrometru (500
a 126 MHz) v CDCI3; nebo DMSO-d6. Chemické posuny byly zaznamenany jako
hodnoty 6 vppm a byly nepifimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS)
prostfednictvim signalu rozpoustédla (7,26 pro 'H, 77,16 pro *C v CDCl; a 2,50
pro 'H, 39,7 pro '3C v DMSO-d6). Multiplicity spinil jsou oznaceny jako s (singlet),
d (dublet), (dd) (dublet dubletu), t (triplet) nebo m (multiplet).

Mikrovinny ohfev byl provadén systémem Discover SP (CEM Corp., USA)
s autosamplerem Explorer Hybrid 6/12.

Teploty tani byly zméfeny pomoci bodotavku M-565 od firmy BUCHI
Labortechnik AG.

2.1.2 OBECNE SCHEMA SYNTEZY

Syntéza derivath 2-morfolino-1,9-dihydro-6H-purin-6-onu a 2-morfolino-1,7-
dihydro-6 H-purin-6-onu probihala v n¢kolika krocich, které jsou zobrazeny ve
Schématu 1. V prvnim kroku byly k 2,6-dichlorpurinu pfipojeny rizné
substituované benzylové substituenty (do polohy 7- a 9-), pfiCemz jednotliva
analoga (1-8 a 9-16) od sebe byla odd¢lena sloupcovou chromatografii. Ve druhém
kroku doslo k hydrolyze pomoci hydroxidu sodného na 2-chlor-1,9-dihydro-6H-
purin-6-on nebo 2-chlor-1,7-dihydro-6H-purin-6-on, ke kterému byl nésledné
pfipojen pomoci mikrovlnného zafeni morfolin za vzniku findlnich latek 33-40 a

41-48. Pozice jednotlivych substituentli byly potvrzeny 2D NMR experimenty.
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Schéma 1 Reak¢ni schéma syntézy derivatti 2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-
onu a 2-morfolino-1,7-dihydro-6H-purin-6-on, kde R! je morfolin-4-yl a R? je
aromaticky substituent. Reagencie a podminky: 1) ptislusny benzylbromid, K>COs,
DMF, r.t.; ii) 1M NaOH, 100 °C; iii) morfolin, ferc-butanol, MW, 110 °C, 200 W,
300 psi

2.1.3 SYNTEZA 9-BENZYL-2,6-DICHLOR-9H-PURINU (1), 7-BENZYL-

2,6-DICHLOR-7H-PURINU (9) A ANALOGICKYCH DERIVATU (2-8 A
10-16)

Cl _
LY
10g 1.44 ml 0.88 g SN
5.29 mmol 5.82mmol  6.35 mmol & \_Q
9 20 %

Suspenze 2,6-dichlorpurinu (1 g; 5,29 mmol), KoCO; (0,88 g; 6,35 mmol)
v dimethylformamidu (10 ml) byla michdna za laboratorni teploty pod inertni
atmosférou 30 minut. Poté byl pfidan benzylbromid (1,44 ml; 5,82 mmol) a reakce
byla michana za laboratorni teploty pfes noc. Do reakéni smési bylo poté ptidano
100 ml vody a smés byla extrahovana ethyl-acetatem. Organicka vrstva byla jesté
dvakrat vytfepana ethyl-acetatem k odstranéni zbytkli dimethylformamidu, suSena

NazSO4 a odpatena. Jednotliva analoga 1 a 9 byla od sebe oddé€lena sloupcovou
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chromatografii s mobilni fazi petrolether:ethyl-acetat 4:1, pfi¢emz analog 1 byl

majoritni a eluovan z kolony jako prvni.

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

Bil4 pevna latka, 0,86 g, vytézek 58 %. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 8,06 (s, 1H),
7,40 — 7,37 (m, 3H), 7,33 — 7,30 (m, 2H), 5,42 (s, 3H).!3C NMR (126 MHz, CDCl5)
0 153,15, 153,12, 151,83, 145,49, 133,95, 130,61, 129,33, 129,03, 128,04, 48,00.
ESI-HRMS: m/z 279,0197 [M+H]" (vypoéitano pro: [Ci2HoCl2N4]" 279,0199).
Teplota tani 141,1 — 147,1 °C.

7-benzyl-2,6-dichlor-7H-purinu (9)

Bil4 pevna latka, 0,30 g, vytézek 20 %. '"H NMR (500 MHz, CDCls) & 8,25 (s, 1H),
7,43 —7,37 (m, 3H), 7,20 — 7,16 (m, 2H), 5,67 (s, 2H)."*C NMR (126 MHz, CDCls)
0 163,60, 153,30, 150,35, 143,91, 134,09, 129,43, 129,06, 127,04, 121,73, 50,88.
ESI-HRMS: m/z 279,0198 [M+H]" (vypo¢itano pro: [Ci2HoCLaN4]" 279,0199).
Teplota tani 144,0 — 146,3 °C.

Analogicky byly pfipraveny i dalsi derivaty 2-8 a 10-16.

2,6-dichlor-9-(3,4-dichlorbenzyl)-9 H-purin (2)

Bil4 pevna latka; vytézek 61 %. 'H NMR (500 MHz, CDCl5) & 8,10 (s, 1H), 7,48
(d,J=8,2Hz, 1H), 7,42 (d, J=2,2 Hz, 1H), 7,17 (dd, J= 8.3, 2,2 Hz, 1H), 5,39 (s,
2H)."*C NMR (126 MHz, CDCls) & 153,47, 152,97, 152,22, 145,08, 134,07,
133,63, 133,57, 131,37, 130,63, 129,89, 127,18, 46,78. ESI-HRMS: m/z 348,9385
[M+H]" (vypogitano pro: [C12H7CLsN4]" 346,9419). Teplota tani 169,9 — 174,0 °C.

2,6-dichlor-7-(3,4-dichlorbenzyl)-7H-purin (10)

Bil4 pevna latka, vytézek 17 %. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 8,30 (s, 1H), 7,48
(d, J= 8,3 Hz, 1H), 7,27 (s, 1H), 6,98 (dd, J = 8,3, 2,2 Hz, 1H), 5,64 (s, 2H)."*C
NMR (126 MHz, CDCI3) 8 163,65, 153,74, 150,20, 143,82, 134,47, 133,89, 133,58,
131,49, 128,78, 125,95, 121,52, 49,62. ESI-HRMS: m/z 348,9303 [M+H]"
(vypocitano pro: [C12H7ClsN4]" 346,9419). Teplota tani 179,5 — 184,0 °C.

2,6-dichlor-9-(4-isopropylbenzyl)-9H-purin (3)
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Bil4 pevna latka, vytézek 54 %. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8,06 (s, 1H), 7,25 —
7,24 (m, 4H), 5,38 (s, 2H), 2,91 (p, J = 6,9 Hz, 1H), 1,24 (d, J = 6,9 Hz, 6H). *C
NMR (126 MHz, CDCl3) 6 153,07, 151,74, 149,97, 145,57, 131,26, 130,62, 128,17,
127,92, 127,38, 47,81, 33,81, 23,80. ESI-HRMS: m/z 321,0665 [M+H]"
(vypocitano pro: [CisHisClaN4]" 321,0668). Teplota tani 81,0 — 84,4 °C.

2,6-dichlor-7-(4-isopropylbenzyl)-7H-purin (11)

Bil4 pevna latka, vytézek 25 %. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8,22 (s, 1H), 7,28 —
7,23 (m, 2H), 7,14 — 7,10 (m, 2H), 5,63 (s, 2H), 2,92 (p, /= 6,9 Hz, 1H), 1,24 (d, J
= 6,9 Hz, 6H). '3C NMR (126 MHz, CDCl5) § 163,61, 153,21, 150,31, 150,08,
143,91, 131,27, 127,49, 127,31, 121,74, 50,75, 33,80, 23,80. ESI-HRMS: m/z
321,0665 [M+H]" (vypogitano pro: [CisHisCIoN4]™ 321,0668). Teplota tani 114,5
—120,4 °C.

2,6-dichlor-9-(4-chlorbenzyl)-9 H-purin (4)

Bil4 pevna latka, vytézek 52 %. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8,07 (s, 1H), 7,39 —
7,35 (m, 2H), 7,29 — 7,25 (m, 2H), 5,40 (s, 2H). '*C NMR (126 MHz, CDCl;) &
153,30, 153,03, 152,03, 145,23, 135,18, 132,45, 130,63, 129,57, 129,40, 47,32.
ESI-HRMS: m/z 312,9805 [M+H]" (vypoéitano pro: [Ci2HsCI3N4]" 312,9809).
Teplota tani 154,8 — 158,6 °C.

2,6-dichlor-7-(4-chlorbenzyl)-7H-purin (12)

Bil4 pevna latka, vytézek 20 %. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8,27 (s, 1H), 7,41 —
7,34 (m, 2H), 7,14 — 7,08 (m, 2H), 5,66 (s, 2H). '*C NMR (126 MHz, CDCl;) &
163,60, 153,45, 150,26, 143,84, 135,13, 132,71, 129,65, 128,28, 121,60, 50,18.
ESI-HRMS: m/z 312,9803 [M+H]" (vypog&itano pro: [Ci2HsCI3N4]" 312,9809).
Teplota tani 188,0 — 189,8 °C.

2,6-dichlor-9-(4-methoxybenzyl)-9H-purin (5)

Bil4 pevna latka, vytézek 54 %. '"H NMR (500 MHz, CDCls) & 8,03 (s, 1H), 7,30 —
7,26 (m, 2H), 6,92 — 6,88 (m, 2H), 5,34 (s, 2H), 3,81 (s, 2H). *C NMR (126 MHz,
CDCl3) 6 160,07, 153,04, 151,72, 145,43, 129,70, 129,41, 125,83, 114,66, 114,32,
55,32, 47,64. ESI-HRMS: m/z 309,0304 [M+H]" (vypo&itano pro:
[C13H11CLN4O]" 309,0304). Teplota tani 123,5 — 128,2 °C.
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2,6-dichlor-7-(4-methoxybenzyl)-7H-purin (13)

Bil4 pevna latka, vytézek 34 %. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8,21 — 8,18 (m, 1H),
7,18 — 7,13 (m, 2H), 6,94 — 6,89 (m, 2H), 5,60 (s, 2H), 3,81 (d, /= 0,7 Hz, 3H). 1*C
NMR (126 MHz, CDCI3) 6 163,63, 160,11, 153,17, 150,15, 143,86, 128,89, 125,66,
121,70, 114,79, 55,35, 50,59. ESI-HRMS: m/z 309,0299 [M+H]" (vypogitano pro:
[C13H11CLaN4O]" 309,0304). Teplota tani 143,2 — 145,0 °C.

2,6-dichlor-9-(3-methoxybenzyl)-9H-purin (6)

Bil4 pevna latka, vytézek 52 %. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8,06 (s, 1H), 7,30
(t, J=17,9 Hz, 1H), 6,91 — 6,83 (m, 3H), 5,38 (s, 2H), 3,79 (s, 2H). '*C NMR (126
MHz, CDCl) 6 160,17, 153,10, 151,81, 145,53, 138,33, 135,34, 130,60, 130,44,
120,12, 114,16, 113,96, 55,29, 47,93. ESI-HRMS: m/z 309,0298 [M+H]"
(vypocitano pro: [Ci13H11CIaN4O]* 309,0304). Teplota tani 121,5 — 126,6 °C.

2,6-dichlor-7-(3-methoxybenzyl)-7H-purin (14)

Bila pevna latka, vytézek 20 %. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8,24 (s, 1H), 7,32
(t, 1H), 6,91 (dd, 1H), 6,76 — 6,71 (m, 1H), 6,70 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 5,63 (s, 2H),
3,79 (s, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCl;) § 163,62, 160,34, 153,35, 150,33,
143,93, 135,57, 130,62, 121,75, 119,12, 113,93, 113,20, 55,32, 50,80. ESI-HRMS:
m/z 309,0299 [M+H]" (vypocitano pro: [C13Hi1C.N4+O]" 309,0304). Teplota tani
112,0-117,0 °C.

2,6-dichlor-9-(naftalen-2-ylmethyl)-9H-purin (7)

Bil4 pevna latka, vytézek 60 %. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8,10 (s, 1H), 7,89 —
7,81 (m, 3H), 7,78 (s, 1H), 7,56 — 7,52 (m, 2H), 7,38 (dd, /= 8,5, 1,9 Hz, 1H), 5,58
(s, 2H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) § 153,26, 153,22, 151,95, 145,59, 133,22,
133,19, 131,27, 130,69, 129,53, 127,90, 127,83, 127,45, 126,98, 126,96, 125,10,
48,21. ESI-HRMS: m/z 329,0346 [M+H]" (vypo¢itano pro: [CicHi1ClaN4]*
329,0355). Teplota tani 138,7 — 142,5 °C.

2,6-dichlor-7-(naftalen-2-ylmethyl)-7H-purin (15)
Bil4 pevna latka, vytézek 11 %. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8,30 (s, 1H), 7,90 —
7,83 (m, 2H), 7,80 — 7,75 (m, 1H), 7,58 — 7,50 (m, 3H), 7,29 (dd, J = 8.5, 1,9 Hz,
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1H), 5,82 (s, 2H). '*C NMR (126 MHz, CDCls) & 163,68, 153,38, 150,48, 143,98,
133,20, 131,48, 129,60, 127,88, 127,84, 127,08, 127,02, 126,42, 126,37, 124,13,
121,83, 51,07. ES-HRMS: m/z 329,0347 [M+H]" (vypo&itano pro: [C1sH11CLaN4]"
329,0355). Teplota tani 139,7 — 144,0 °C.

Pro syntézu nasledujicich dvou nasledujicich latek 2,6-dichlor-9-(1-fenylethyl)-
9H-purin (8) a 2,6-dichlor-7-(1-fenylethyl)-7H-purin (16) byl pouzit misto derivati
benzylbromidu (1-bromethyl)benzen (0,79 ml, 5,82 mmol).

2,6-dichlor-9-(1-fenylethyl)-9H-purin (8)

Bil4 pevna latka, vytézek 58 %. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8,06 (s, 1H), 7,43 —
7,33 (m, 5H), 6,03 — 5,89 (m, 1H), 2,02 (d, J = 7,2 Hz, 3H). Vzhledem k nizké
rozpustnosti bylo mé&fenou pouze 'H spektrum. ESI-HRMS: neméieno, latka se pfi

analyze rozlozila. Teplota tani neméfena, latka je polotuha.

2,6-dichlor-7-(1-fenylethyl)-7H-purin (16)

Bila pevna latka, vytézek 19 %. '"H NMR (500 MHz, CDCI3) & 8,33 (s, 1H), 7,44 —
7,34 (m, 3H), 7,21 — 7,18 (m, 2H), 6,25 (q, J = 7,1 Hz, 1H), 2,04 (d, /= 7,1 Hz,
2H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 163,68, 153,16, 148,14, 143,83, 139,00,
129,38, 128,94, 126,05, 121,53, 57,03, 22,28. ESI-HRMS: neméteno, latka se pfi

analyze rozloZila. Teplota tdni neméfena, latka je polotuha.

2.1.4 SYNTEZA 9-BENZYL-2-CHLOR-1,9-DIHYDRO-6H-PURIN-6-ONU
(17) A ANALOGICKYCH DERIVATU (18-24 A 25-32)

Clw _N_ N C:j 1M NaOH cl. N d_ﬁ<::>
*g> hg
"N

Y
3l
=
g%

100°C

Cl  02g =l o)

1 0.72 mmol 17

Suspenze 9-benzyl-2,6-dichlor-9H-purinu (1; 0,20 g, 0,72 mmol) byla michéana za
refluxu ve 20 ml 1M NaOH roztoku NaOH po dobu 24 hodin. Poté byl roztok
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neutralizovan pomoci 2M HCI na pH 3-4 za vzniku bilé srazeniny. SraZenina byla
zfiltrovéna, promyta vodou a suSena.

9-benzyl-2-chlor-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (17)

Bila pevna latka; 0,11 g; vytézek 59 %. '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,21 (s,
1H), 7,37 — 7,32 (m, 2H), 7,31 — 7,25 (m, 3H), 5,34 (s, 2H). '3C NMR (126 MHz,
DMSO-d6) ¢ 157,21, 148,18, 141,02, 136,60, 136,35, 128,94, 128,76, 128,07,
127,78, 127,57, 122,79, 46,75. ESI-HRMS: m/z 261,0534 [M+H]" (vypo¢itano pro:
[C12H10CIN4O]™ 261,0538). Teplota tani 235,8 — 240,0 °C.

Analogicky byly ptipraveny i dalsi derivaty 17-24 a 25-32.

7-benzyl-2-chlor-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (25)

Bil4 pevna latka, vytézek 92 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,42 (s, 1H),
7,34 — 7,32 (m, 5H), 5,53 (s, 2H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 156,76,
154,78, 144,68, 142,32, 137,23, 128,88, 128,10, 127,69, 113,73, 49,43. ESI-
HRMS: m/z 261,0535 [M+H]" (vypoéitano pro: [Ci2H1oCIN4O]™ 261,0538).
Teplota tani 257,0 — 262,2 °C.

2-chlor-9-(3,4-dichlorbenzyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (18)

Bila pevna latka, vytézek 43 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 8,21 (s, 1H),
7,64 — 7,58 (m, 2H), 7,23 (dd, J = 8,3, 2,1 Hz, 1H), 5,35 (s, 2H). *C NMR (126
MHz, DMSO-d6) & 157,68, 148,48, 144,56, 141,18, 137,87, 131,74, 131,43,
131,11, 130,15, 128,35, 123,16, 45,86. ESI-HRMS: m/z 328,9755 [M+H]"
(vypogitano pro: [C12HsCI3N4O]" 328,9758). Teplota tani 229,0 — 233,7 °C.

2-chlor-7-(3,4-dichlorbenzyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (26)

Bil4 pevna latka, vytézek 90 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,46 (s, 1H),
7,67 (d, J=2,0 Hz, 1H), 7,61 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,31 (dd, J = 8,4, 2,1 Hz, 1H),
5,52 (s, 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 156,87, 154,78, 144,73, 142,48,
138,15, 131,35, 131,12, 130,87, 130,07, 128,25, 113,68, 48,29. ESI-HRMS: m/z
328,9752 [M+H]" (vypogitano pro: [Ci2HgCI3N4O]" 328,9758). Teplota tani 250,1
—254,7 °C.

2-chlor-9-(4-isopropylbenzyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (19)
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Bil4 pevna latka, vytézek 54 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,00 (s, 1H),
7,23 — 7,15 (m, 4H), 5,22 (s, 2H), 2,83 (p, J = 6,9 Hz, 1H), 1,15 (d, J = 6,8 Hz,
6H),13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) 6 149,20, 148,11, 139,38, 134,57, 127,97,
127,55, 126,77, 126,46, 123,01, 46,15, 33,28, 23,98. ESI-HRMS: m/z 303,1002
[M+H]" (vypogitano pro: [CisHisCIN4O]" 303,1007). Teplota tani 223,6 — 228,3
°C.

2-chlor-7-(4-isopropylbenzyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (27)

Bil4 pevna latka, vytézek 95 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,40 (s, 1H),
7,29 — 7,15 (m, 4H), 5,48 (s, 2H), 2,82 (p, /= 6,9 Hz, 1H), 1,13 (d, /= 6,9 Hz, 6H).
3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 156,78, 154,82, 148,35, 144,60, 142,30, 134,68,
127,79, 126,79, 113,69, 49,19, 33,28, 23,94. ESI-HRMS: m/z 303,1002 [M+H]"
(vypocitano pro: [Ci1sHi6CINsO]" 303,1007). Teplota tani 239,1 —243,2 °C.

2-chlor-9-(4-chlorbenzyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (20)

Bil4 pevna latka, vytézek 84 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,07 (s, 1H),
7,40 (d, J= 8,4 Hz, 2H), 7,28 (d, J= 8,2 Hz, 2H), 5,29 (s, 2H). >*C NMR (126 MHz,
DMSO-d6) & 160,09, 148,94, 139,79, 135,98, 132,60, 129,57, 129,46, 128,85,
123,00, 45,80. ESI-HRMS: m/z 295,0147 [M+H]" (vypoéitano pro:
[C12HoCIN4O]" 295,0148). Teplota tani 208,5 —212,7 °C.

2-chlor-7-(4-chlorbenzyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (28)

Bil4 pevna latka, vytézek 95 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,42 (s, 1H),
7,42—7,38 (m, 2H), 7,37 — 7,32 (m, 2H), 5,52 (s, 2H). 3*C NMR (126 MHz, DMSO-
d6) 6 156,85, 154,75, 144,67, 142,38, 136,19, 132,79, 129,66, 128,86, 113,70,
48,75. ESI-HRMS: m/z 295,0147 [M+H]" (vypo¢itano pro: [Ci2HoCIN4O]*
295,0148). Teplota tani 265,4 — 270,0 °C.

2-chlor-9-(4-methoxybenzyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (21)

Bil4 pevna latka, vytézek 85 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,14 (s, 1H),
7,25 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,90 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 5,23 (s, 2H), 3,71 (s, 3H). °C
NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 159,10, 158,23, 148,37, 144,98, 140,50, 129,28,
128,67, 122,84, 114,29, 55,30, 46,24. ESI-HRMS: Pfi méteni se pravdépodobné
latka rozlozila. Teplota tani 222,8 — 227,1 °C.
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2-chlor-7-(4-methoxybenzyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (29)

Bil4 pevna latka, vytézek 83 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,40 (s, 1H),
7,32 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,88 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 5,44 (s, 2H), 3,70 (s, 3H). °C
NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 159,17, 156,81, 154,82, 144,46, 142,26, 129,45,
129,21, 114,25, 113,60, 55,28, 48,97. ESI-HRMS: Pfi méteni se pravdépodobné
latka rozlozila. Teplota tani 239,6 — 243,0 °C.

2-chlor-9-(3-methoxybenzyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (22)

Bil4 pevna latka, vytézek 74 %. '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,21 (s, 1H),
7,26 (t, J=1,9 Hz, 1H), 6,90 — 6,79 (m, 3H), 5,30 (s, 2H), 3,72 (s, 3H). *C NMR
(126 MHz, DMSO-d6) & 159,65, 159,61, 141,03, 138,07, 130,19, 130,12, 119,63,
119,45, 113,49, 113,46, 113,39, 55,23, 46,69. ESI-HRMS: m/z 291,0637 [M+H]"
(vypocitano pro: [Ci13H12CINsO2]" 291,0643). Teplota tani 213,2 —217,4 °C.

2-chlor-7-(3-methoxybenzyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (30)

Bil4 pevna latka, vytézek 79 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,42 (s, 1H),
7,25 (t,J=17,9 Hz, 1H), 6,96 (t, J= 2,1 Hz, 1H), 6,90 — 6,83 (m, 2H), 5,49 (s, 2H),
3,71 (s, 3H). 3*C NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 159,57, 156,76, 154,80, 144,69,
142,31, 138,68, 130,05, 119,78, 113,70, 113,64, 113,41, 55,21, 49,35. ESI-HRMS:
m/z 291,0636 [M+H]" (vypocitano pro: [C13Hi12CIN4O2]" 291,0643). Teplota tani
248,7 - 253,0 °C.

2-chlor-9-(naftalen-2-ylmethyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (23)

Bil4 pevna latka, vytézek 63 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,02 (s, 1H),
7,92 — 7,83 (m, 3H), 7,71 (s, 1H), 7,52 — 7,47 (m, 2H), 7,42 (dd, J = 8,5, 1,8 Hz,
1H), 5,43 (s, 2H). Vzhledem k nizké rozpustnosti, bylo méfeno pouze 'H spektrum.
ESI-HRMS: m/z 311,0687 [M+H]" (vypogitano pro: [CisH12CIN4O]" 311,0694).
Teplota tani 210,7 — 214,5 °C.

2-chlor-7-(naftalen-2-ylmethyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (31)

Bil4 pevna latka, vytézek 51 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,40 (s, 1H),
7,91 — 7,83 (m, 3H), 7,79 (s, 1H), 7,53 — 7,46 (m, 3H), 5,70 (s, 2H). Vzhledem
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k nizké rozpustnosti, bylo méieno pouze 'H spektrum. ESI-HRMS: m/z 311,0687
[M+H]" (vypog&itano pro: [CisHi12CIN4O]"311,0694). Teplota tani > 300 °C.

2-chlor-9-(1-fenylethyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (24)

Bil4 pevna latka, vytézek 31 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,38 (s, 1H),
7,38 — 7,25 (m, 5H), 5,76 (q, J = 7,2 Hz, 1H), 1,90 (d, J = 7,2 Hz, 3H). *C NMR
(126 MHz, DMSO-d6) 6 157,25, 147,84, 143,56, 141,19, 139,32, 128,93, 128,02,
126,32, 122,92, 53,86, 20,86. ESI-HRMS: m/z 275,0686 [M+H]" (vypogitano pro:
[Ci13H12CIN4O]" 275,0694). Teplota tani > 300 °C.

2-chlor-7-(1-fenylethyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (32)

Bil4 pevna latka, vytézek 77 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,58 (s, 1H),
7,37 — 7,23 (m, 5H), 6,13 (q, J = 7,2 Hz, 1H), 1,92 (d, J = 7,3 Hz, 3H). °*C NMR
(126 MHz, DMSO-d6) & 156,81, 154,70, 142,67, 142,29, 141,56, 128,85, 128,01,
126,35, 113,64, 56,05, 20,93. ESI-HRMS: m/z 275,0688 [M+H]" (vypogitano pro:
[C13H12CIN4O]" 275,0694). Teplota tani > 300 °C.

2.1.5 POSTUP PRO PRiPRAVU 9-BENZYL-2-MORFOLINO-1,9-
DIHYDRO-6H-PURIN-6-ON (33) A ANALOGICKYCH DERIVATU (34-40
A 41-48)

O B OO

H
Cln__N.__N N 30 min 2
2
’]N/W\E} [Oj 300PSI H\Nr L »

N
o 1eq 3 eq t-BuOH o) 91 %

17 33

9-benzyl-2-chlor-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (17; 0,10 g; 0,384 mmol) byl dan do
mikrovlnné zkumavky s morfolinem (0,10 ml; 1,15 mmol) a ferc-butanolem (5 ml).
Reakce byla provedena v mikrovinném reaktoru pfti teploté 110 °C, vykonu 200 W,
maximalnim tlakem 300 psi po dobu 30 min. Terc-butanol byl poté odpafen a

produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform:methanol

30:1.
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9-benzyl-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (33)

Bil4 pevna latka 0,11 g; vytézek 91 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 7,87 (s,
1H), 7,34 — 7,30 (m, 4H), 5,19 (s, 2H), 3,66 — 3,63 (m, 4H), 3,57 — 3,53 (m, 4H).
3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 157,58, 152,93, 150,31, 138,30, 137,27, 128,81,
127,99, 127,89, 116,91, 65,71, 46,19, 45,63. ESI-HRMS: m/z 312,1453 [M+H]"
(vypogitano pro: [CisHisNsO2]" 312,1455). Teplota tani 281,2 — 286,8 °C.

Analogicky byly pfipraveny i dalsi derivaty 34-40 a 41-48.

7-benzyl-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (41)

Bil4 pevna latka, vytézek 61 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 11,17 (bs, 1H),
8,16 (s, 1H), 7,34 — 7,29 (m, 5SH), 5,45 (s, 2H), 3,65 — 3,62 (m, 4H), 3,48 — 3,45 (m,
4H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159,02, 155,44, 152,75, 143,86, 137,85,
128,77, 127,88, 127,57, 108,62, 65,79, 49,16, 49,03, 46,13. ESI-HRMS: m/z
312,1451 [M+H]" (vypoc¢itano pro: [CisHi1sNsO2]" 312,1455). Teplota tani 285,7 —
290,0 °C.

9-(3,4-dichlorbenzyl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (34)

Bil4 pevna latka, vytézek 82 %. 'H NMR (500 MHz, CDCls/ DMSO-d6; 1/1) & 7,68
(s, 1H), 7,49 (s, 1H), 7,40 (d, /= 8,5 Hz, 1H), 7,20 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 5,12 (s, 2H),
3,68 — 3,61 (m, 4H), 3,58 — 3,52 (m, 4H). Vzhledem k nizké rozpustnosti bylo
méfeno pouze 'H spektrum. ESI-HRMS: m/z 380,0673 [M+H]" (vypoé&itano pro:
[C16H16C12NsO2]" 380,0676). Teplota tani 321,0 — 324,1 °C.

7-(3,4-dichlorbenzyl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (42)

Bil4 pevna latka, vytézek 64 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,20 (s, 1H),
7,65 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,29 (dd, J = 8,3, 2,1 Hz, 1H),
5,43 (s, 2H), 3,66 — 3,61 (m, 5H), 3,50 — 3,45 (m, 4H). *C NMR (126 MHz, DMSO-
d6) 6 159,30, 155,35, 152,79, 143,97, 138,78, 131,24, 131,05, 130,64, 129,96,
128,12, 108,36, 65,78, 48,06, 46,07. ESI-HRMS: m/z 380,0669 [M+H]"
(vypocitano pro: [Ci6Hi6CIaNsO2]" 380,0676). Teplota tani 308,2 - 313,2 °C.

9-(4-isopropylbenzyl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (35)
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Bil4 pevna latka, vitézek 74 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 11,00 (bs, 1H),
7,86 (s, 1H), 7,26 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,20 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 5,14 (s, 2H), 3,67 —
3,63 (m, 4H), 3,58 — 3,54 (m, 4H), 2,83 (p, J = 6,9 Hz, 1H), 1,15 (d, J = 7,0 Hz,
6H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 157,58, 152,92, 150,26, 148,11, 138,28,
134,73, 128,06, 126,70, 116,91, 65,73, 45,92, 45,64, 33,28, 23,98. ESI-HRMS: m/z
354,1917 [M+H]" (vypo¢itano pro: [Ci19H2aNs502]" 354,1925). Teplota tani 286,5 —
291,5 °C.

7-(4-isopropylbenzyl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (43)

Bil4 pevna latka, vytézek 86 %. '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11,18 (bs, 1H),
8,15 (s, 1H), 7,24 (d, /= 7,8 Hz, 2H), 7,18 (d, /= 7,9 Hz, 2H), 5,40 (s, 2H), 3,66 —
3,60 (m, 4H), 3,48 — 3,43 (m, 4H), 2,83 (p, J = 6,9 Hz, 1H), 1,14 (d, /= 6,9 Hz,
6H). °C NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 159,08, 155,41, 152,74, 148,13, 143,82,
135,31, 127,68, 126,68, 108,60, 65,80, 48,93, 46,15, 33,30, 23,99. ESI-HRMS: m/z
354,1919 [M+H]" (vypo¢itano pro: [C19H2aNs502]" 354,1925). Teplota tani 262,5 —
268,6 °C.

9-(4-chlorbenzyl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (36)

Bil4 pevna latka, vytézek 66 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 10,97 (bs, 1H),
7,88 (s, 1H), 7,43 — 7,38 (m, 2H), 7,37 — 7,33 (m, 2H), 5,19 (s, 2H), 3,64 (dd, J =
5,8, 3,7 Hz, 4H), 3,55 (dd, J= 5,8, 3,9 Hz, 4H). '°C NMR (126 MHz, DMSO-d6) &
157,55, 152,94, 150,28, 138,23, 136,22, 132,55, 129,95, 128,77, 116,92, 65,70,
45,61, 45,51. ESI-HRMS: m/z 346,1064 [M+H]" (vypocitano pro:
[C16H17CINsO,]" 346,1065). Teplota tani 314,8 — 320,5 °C.

7-(4-chlorbenzyl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (44)

Bila pevna latka, vytézek 43 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,17 (s, 1H),
7,43 — 7,37 (m, 2H), 7,36 — 7,29 (m, 2H), 5,44 (s, 2H), 3,65 — 3,61 (m, 4H), 3,48 —
3,44 (m, 4H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159,45, 153,07, 144,19, 144,18,
137,12, 132,85, 129,81, 129,05, 109,99, 66,07, 48,78, 46,40. ESI-HRMS: m/z
346,1064 [M+H]" (vypogitano pro: [CisH17CINsO2]" 346,1065). Teplota tani 315,1
—-320,8 °C.

9-(4-methoxybenzyl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (37)
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Bila pevna latka, vit&zek 73 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 7,85 (s, 1H),
7,30 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,89 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 5,10 (s, 2H), 3,71 (s, 3H), 3,67 —
3,64 (m, 4H), 3,59 — 3,55 (m, 4H). '3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 158,99,
157,58, 152,90, 150,19, 138,19, 129,62, 129,26, 116,98, 114,17, 65,74, 5527,
45,73, 45,67. ESI-HRMS: m/z 342,1561 [M+H]" (vypoéitano pro: [C17H20N50s]"
342,1561). Teplota tani 284,6 — 287,4 °C.

7-(4-methoxybenzyl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (45)

Bil4 pevna latka, vytézek 75 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,14 (s, 1H),
7,32 -7,29 (m, 2H), 6,89 — 6,86 (m, 2H), 5,36 (s, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,65 — 3,61 (m,
5H), 3,48 — 3,44 (m, 4H). '3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159,14, 159,04,
155,45, 152,75, 143,67, 129,85, 129,30, 114,15, 108,53, 65,82, 55,27, 48,70, 46,17.
ESI-HRMS: m/z 342,1560 [M+H]" (vypo¢itano pro: [Ci17H20NsO3]" 342,1561).
Teplota tani 269,7 — 274,1 °C.

9-(3-methoxybenzyl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (38)

Bila pevna latka, vytézek 72 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 7,87 (s, 1H),
7,25 (t,J=7,9 Hz, 1H), 6,96 — 6,93 (m, 1H), 6,90 - 6,79 (m, 2H), 5,15 (s, 2H), 3,72
(s, 3H), 3,69 (s, 3H), 3,67 — 3,61 (m, 4H), 3,60 — 3,54 (m, 4H). *C NMR (126 MHz,
DMSO-d6) o 159,52, 157,57, 152,90, 150,28, 138,75, 138,31, 129,96, 120,08,
116,88, 113,82, 113,23, 65,71, 55,20, 46,11, 45,61. ESI-HRMS: m/z 342,1560
[M+H]" (vypo¢itano pro: [C17H20NsO3]" 342,1561). Teplota tani 271,1 —274,1 °C.

7-(3-methoxybenzyl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (46)

Bil4 pevna latka, vytézek 81 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,16 (s, 1H),
7,26 — 7,19 (m, 1H), 6,98 — 6,91 (m, 1H), 6,91 — 6,81 (m, 2H), 5,41 (s, 2H), 3,71
(s, 3H), 3,67 — 3,60 (m, 4H), 3,52 — 3,43 (m, 4H). '*C NMR (126 MHz, DMSO-d6)
0 159,81, 159,38, 155,70, 153,03, 144,21, 139,60, 130,22, 119,99, 113,88, 113,43,
108,88, 66,08, 55,47, 49,38, 46,41. ESI-HRMS: m/z 342,1558 [M+H]" (vypocitano
pro: [C17H20Ns503]" 342,1561). Teplota tani 225,5 — 228,5 °C.

2-morfolino-9-(naftalen-2-ylmethyl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (39)
Bil4 pevna latka, vytézek 81 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 11,00 (bs, 1H),
8,01 — 7,74 (m, 5H), 7,62 — 7,40 (m, 3H), 5,36 (s, 2H), 3,68 — 3,60 (m, 4H), 3,60 —
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3,53 (m, 4H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 157,89, 153,19, 150,68, 138,67,
135,02, 133,20, 132,80, 128,80, 128,20, 128,03, 127,08, 126,91, 126,66, 126,36,
66,00, 46,72, 45,93. ESI-HRMS: m/z 362,1603 [M+H]" (vypoditano pro:
[C20H20N502]" 362,1612). Teplota tani 304,5 — 309,1 °C.

2-morfolino-7-(naftalen-2-ylmethyl)-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (47)

Bila pevna latka, vytézek 61 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 8,23 (s, 1H),
7,88 (d, J = 17,8 Hz, 2H), 7,86 — 7,82 (m, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,52 — 7,46 (m, 3H),
5,62 (s, 2H), 3,65 — 3,61 (m, 4H), 3,49 — 3,44 (m, 4H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-
d6) & 159,42, 155,70, 153,04, 144,30, 135,68, 133,22, 132,83, 128,75, 128,19,
128,02, 126,87, 126,64, 126,52, 125,89, 108,98, 66,08, 49,64, 46,41. ESI-HRMS:
m/z 362,1603 [M+H]" (vypoéitano pro: [C20H20Ns502]" 362,1602). Teplota tani
297,4-301,9 °C.

9-(1-fenylethyl)-2-morfolino-1,9-dihydro-6 H-purin-6-on (40)

Bil4 pevna latka, vytézek 77 %. '"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,02 (s, 1H),
7,39 — 7,22 (m, 5H), 5,64 (q, J = 7,2 Hz, 1H), 3,63 (t, J = 4,8 Hz, 4H), 3,58 — 3,48
(m, 4H), 1,87 (d, J = 7,2 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 157,87,
152,94, 150,26, 142,00, 136,88, 129,04, 128,08, 126,89, 117,43, 65,99, 53,36,
4591, 20,75. ESI-HRMS: m/z 326,1603 [M+H]" (vypog&itano pro: [Ci7H20Ns02]"
326,1612). Teplota tani 285,8 — 290,8 °C.

7-(1-fenylethyl)-2-morfolino-1,7-dihydro-6 H-purin-6-on (48)

Bil4 pevna latka, vytézek 45 %, 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § 8,31 (d, J=1,7
Hz, 1H), 7,35 - 7,22 (m, 5H), 6,05 (q, J = 7,2 Hz, 1H), 3,66 — 3,60 (m, 4H), 3,48 —
3,43 (m, 4H), 1,89 (d, J = 7,3 Hz, 3H). '3*C NMR (126 MHz, DMSO-d6) § 159,39,
155,56, 152,94, 142,43, 142,08, 128,99, 128,06, 126,55, 108,91, 66,07, 55,81,
46,41, 21,09. ESI-HRMS: m/z 326,1603 [M+H]" (vypog&itano pro: [Ci7H20NsO2]"
326,1612). Teplota tani 224,4 — 229,0 °C.
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2.2 BIOLOGICKE HODNOCENI
2.2.1 PRUBEH A CiL TESTOVANI

Testovani probihalo na Ustavu lékaiské biochemie Lékaiské fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovy v Praze pod vedenim prof. MUDr. Martiny Rezadové,
Ph.D. Cilem bylo analyzovat 16 nové syntetizovanych inhibitori DNA-PK
v kombinaci s doxorubicinem a vyjadfit jejich chemosensibilizujici vlastnosti.
K hodnoceni bylo pouzito 10 lidskych bunéénych linii — 9 nddorovych a 1

nenadorova bunécéna linie.

2.2.2 MATERIALY A METODY

Vybrané bunécné linie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) a
kultivovany dle pokynti poskytovatele. Jednalo se o linie akutni leukémie T-bunék
(Jurkat), ovarialniho karcinomu (A2780), karcinomu plic (A549), kolorektalniho
karcinomu (HT-29), adenokarcinomu zaludku (AGS), epiteloidniho karcinomu
slinivky (PANC-1), adenokarcinomu cervixu (HeLa), adenokarcinomu prsu (MCF-

7), osteosarkomu (SAOS-2) a plicniho fibroblastu (MRC-5).

Kazda bunéén4 linie byla naotkovana dle optimalni hustoty (30 az 500x10* bunék
na jamku) na 96 jamkové desticky a byla kultivovana ptfes noc. Inhibitory byly
rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) na zasobni roztoky o koncentraci 10
mmol/l. Béhem testovani byl zasobni roztok zfedén kompletnim kultivacnim
médiem na koncentraci 10 pmol/l. Buniky byly vystaveny koncentraci 10 pmol/l
inhibitoru samostatné nebo v kombinaci s doxorubicinem po dobu 48 hodin.
Koncentrace doxorubicinu byla stanovena dle 1Cso pro kazdou bunécnou linii a
pohybovala v rozmezi od 0,05 — 1,00 umol/l. Nejniz$i koncentraci doxorubicinu
0,05 pmol/l byly vystaveny linie Jurkat a A2780. Pro bunétné linie A549, AGS a
HeLa byla pouzita koncentrace 0,1 umol/l, pro HT-29, SAOS-2, MCF-7, MRC-5
koncentrace 0,5 pmol/l a nejvyssi koncentrace 1 umol/l byla pouzita pro linii
PANC-1. Buiiky také byly vystaveny ptisobeni standardnich inhibitortt DNA-PK —
NU7441 a NU7026 v koncentraci 1 pmol/l a 10 pumol/l v daném potadi a vlivu
ATM inhibitoru KU55933 v koncentraci 10 pumol/l. Maximalni koncentrace
DMSO v kultivaénim médiu byla 0,1 %.

Reakeni ¢inidlo WST-1 (Roche, Mannheim, Némecko) bylo pouZito pro stanoveni

cytotoxického uc€inku testovanych sloucenin. Na konci kultivaéniho obdobi byl
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proveden test dle protokolu vyrobce. Absorbance byla méfena na spektrometru
Tecan Infinite M200 (Tecan Group, Minnedorf, Svycarsko). Kazda hodnota je
pramér ze tii nezavislych méfeni a predstavuje procento kontrolni proliferace
neoSetfenych bunék (100 %). Hodnota procent ristu (GP, z anglického growth
percent) byla vypoctena pro kazdy testovany inhibitor. GP ptfedstavuje primér
poklesu zivotaschopnosti vSech 10 bunécnych linii, které byly oSetfeny stejnym

inhibitorem. GP se uvadi v procentech.

2.2.3 VYSLEDKY
V ramci této diplomové prace byly hodnoceny derivaty 33-48.

2.2.3.1 ANTIPROLIFERATIVNI PUSOBENI

Nejprve byl testovan inhibicni G¢inek kazdé slouceniny zvlast, kdy inhibitory
v koncentraci 10 pmol/l piisobily na 10 bunéénych linii. Do hodnoceni byly
zahrnuty 1 standardni inhibitory DNA-PK — NU7441 (1 umol/l), NU7026 (10
umol/l) a ATM inhibitor KU55933 (10 pumol/l). Doxorubicin v koncentraci 1

pumol/1 slouzil jako pozitivni kontrola.

Bunééné linie byly vystaveny piisobeni inhibitorti 48 hodin a poté byla testovana
jejich zivotaschopnost. Proliferace bunék byla stanovena pomoci WST-1 testu
proliferace a vztahuje se k proliferaci neoSettenych kontrolnich bunék (100 %).
Vysledky (Obr. 13) ukézaly, Ze inhibitory nevykazovaly vyznamnou inhibici
proliferace a procento zivotaschopnych bun¢k se pohybovalo od 73 — 121 %.

Kompletni udaje jsou uvedeny v Tabulce 1 v Ptiloze.
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Obrazek 12. Graf zobrazujici priméry GP samotnych inhibitori.

2.2.3.2 CHEMOSENSIBILIZACE
Dale byla testovdna chemosensibilizace jednotlivych latek. Hodnoceni opét
probihalo na 10 lidskych bunéénych liniich, na které inhibitory putsobily

v kombinaci s vhodnymi ddvkami doxorubicinu.

Pro vyjadreni celkové inhibi¢ni aktivity kazdého inhibitoru byla vypoctena hodnota
GP. Vyznamny chemosensibilizujici ucinek byl prokazan u 2 testovanych
inhibitort v 7 testovanych rakovinnych liniich. Vysledky jsou zobrazeny
v nésledujicim grafu (Obr. 14). Nejucinnéjsi byly slouceniny 45 a 38 s hodnotami
GP 37 % a 27 % (Obr. 15). Nejcitlivejsi bunééné linie byly A549, HT-29, AGS,
HeLa, SAOS-2, PANC-1 a MCF-7. Chemosensibilizujici efekt nebyl pozorovan u
linie Jurkat, A2780 a MRC-5. Neaktivita u nenddorové linie MRC-5 je pro nas
velmi Zadouci s ohledem na toxicitu v potencialni terapii. Kompletni tdaje jsou

uvedeny v Tabulce 2 v Ptiloze.
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Obrazek 13. Graf zobrazujici chemosensibilizujici ti€inek inhibitorti v kombinaci

v

s doxorubicinem. Hodnota GP byla vypocitana pro kazdy inhibitor, stejn¢ tak pro

kombinaci s doxorubicinem.
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Obrazek 14. Znazornéni zivotaschopnosti 10 bunéénych linii po inkubaci
s inhibitory 45 a 38 a jejich kombinaci s doxorubicinem. Koncentrace
doxorubicinu byla vybrana individualné pro kazdou bunécnou linii v souladu s jeji
citlivosti. Hodnoty byly vypocteny jako pramér ze tii nezavislych méteni a jsou
vyjadtreny jako procento Zivotaschopnosti neosetfenych kontrolnich bunék

(100 %).
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3 DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo pfipravit sérii novych purinovych derivata
vychézejicich ze zdkladniho inhibitoru LY294002. Stejny heterocyklus je soucasti
kofeinu, ktery md mimo stimula¢niho G¢inku i vliv na opravu bunééného cyklu a

DNA v disledku inhibice ATM a ATR kinas.®!

Celkem bylo pfipraveno 8 dvojic derivatl, pficemz jednotlivé aromatické
substituenty byly vybirany, aby byla zajisténa urcitd rozmanitost funkcnich skupin.
Tiikrokova syntéza vychazela z 2,6-dichlorpurinu, ke kterému byly pfipojeny rizné
aromatické substituenty a jednotlivd analoga byla oddélena sloupcovou
chromatografii. Syntéza v prvnim kroku probihala preferencné do polohy 9-, tento
analog byl tedy majoritni a z kolony eluovan jako prvni. Ve druhém kroku doslo
k hydrolyze plisobenim hydroxidu sodného a v zavérecné ¢asti syntézy byl pomoci
mikrovinného zéfeni ptipojen morfolin. Benzylace a pfipojeni morfolinu probihalo
s vysokymi vytézky (> 85 %). Vytézky druhé, hydrolytické reakce byly vesmes
zavislé na rozpustnosti latek ve vodé, nékteré derivaty se Spatné rozpoustély v IM

NaOH a tim se vytézek snizoval.

Prvni ¢ast biologického testovani byla zaméfena na ti¢inek samostatnych inhibitorti
na buiiky. Podle oCekavani testované derivaty nevykazovaly vyznamnou inhibici
bunécné proliferace, ani nemély cytotoxicky ucinek. Ve druhé fazi se hodnotil vliv
jednotlivych derivati na proces chemosensibilizace v kombinaci s doxorubicinem.
Doxorubicin byl pouzit v riznych koncentracich v zavislosti na sensitivit¢ danych
bunéénych linii k tomuto cytostatiku. Nejucinnéjs$i byly slouceniny 45 a 38,
pfiCemz derivat 38 dokdzal v kombinaci s doxorubicinem snizit procento
zivotaschopnych bunék u tfi nadorovych linii (HeLa, A549 a AGS) témét na nulu.
Velmi citlivé byly rovnéz linie SAOS-2 a MCF-7. U derivatu 45 byly taktéz
zasazeny linie MCF-7, A549, Hela a linie kolorektdlniho karcinomu HT-29.

Bunécna linie MCF-7 byla citliva také vici ptisobeni derivatt 37 a 46.

Velmi pozitivni je neaktivita derivati v plicnim fibroblastu MRC-5. PouZiti
inhibitort u této bunécné linie téméf nijak neovlivnilo U¢inek doxorubicinu.
Ptic¢inou mohou byt narusené signalni drahy DDR nadorovych bunék, napt. mutace
p53 ¢i ATM, které ¢ini nadorové buiiky citlivéjsi k dal§im zasahtim. Naproti tomu

u zdravych bunék, jako v ptipadé MRC-5, miize jednu vytazenou signalni drahu
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nahradit druhd. V naSem pftipad¢ vyfazeni DNA oprav pomoci NHEJ inhibici
DNA-PK miize byt nahrazeno kinasou ATM a opravou pomoci HR.

Je zajimavé, ze derivaty 45 a 38 se vzajemné liSi polohou aromatického
substituentu. Zatimco nejucinnéjsi derivat 38 ma methoxyfenyl napojeny pies
methylenovy mistek v poloze 9-, tak derivat 45 v poloze 7-. Vysokou tc¢innost od
latek v poloze 7- jsme necekali, nebot” pii studiu inhibitort DNA-PK, které
obsahovaly aromaticky substituent v jinych polohéach, doslo vzdy ke sniZeni
G¢innosti.> Latky 45 a 38 se 1isi také polohou methoxy skupiny, ktera se u derivatu
38 nachazi v poloze 3- a u 45 v poloze 4-. Domnivame se, Ze pro uc¢inek neni
dilezité, zda se methoxy skupina nachazi v poloze 3- nebo 4-. Uginnost na
bunécnou linii MCF-7 totiZ vykazovaly 1 dal$i derivaty s methoxy skupinou 37 a

46.

Findalni derivaty byly testovany v porovnéni se standardnimi inhibitory DNA-PK —
NU7441 (1 pmol/l), NU7026 (10 pmol/l) a ATM inhibitorem KU55933 (10
umol/l). NU7441 byl pouzit v koncentraci 1 pmol/l v dusledku jeho nizké
rozpustnosti. Nicméné i1 v této koncentraci by mél ptisobit dobfe, coz se bohuzel
nestalo. Nové derivaty jsou u¢innéjs$i nez NU7026, ktery plsobi dle literatury 10x
slab&ji nez NU7441.%° BohuZel ale nemlizeme nase latky p¥imo porovnat s latkou
NU7441, ktera se pouziva jako hlavni standard pii posuzovani inhibice DNA-PK a

chemosensibilizace.

Je ovsem nutné dodat, Ze inhibici DNA-PK si u naSich latek zatim nemize byt jisti.
Nad inhibici DNA-PK uvazujeme jen podle u¢inku chemosensibilizace a struktur
pfipravenych derivatl. Inhibice pifibuznych kinas ATM a ATR je méné
pravdépodobna a v souc¢asné dob¢ probiha testovani inhibice Chk1 a Chk2, jakoZto
pfimych cili ATM a ATR kinas, které¢ odhali, zda jsou tyto kinasy ovlivnény.
V budoucnu je naplanované dalsi detailn€j$i testovani nejucinnéjSich derivati.
Ptedevsim stanoveni inhibic DNA-PK 1 PI3K, testovani radiosensibilizace i pouziti

jinych cytotoxickych agens.
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4 ZAVER

V ramci této diplomové prace bylo pfipraveno 16 novych purinovych derivatt jako
potencialnich inhibitort DNA-PK. /n vitro byla stanovena jejich schopnost vyvolat
chemosensibilizaci v kombinaci s doxorubicinem. Dva z ptipravenych derivati 38
a 45 vykazovaly velmi vyrazny chemosensibilizujici efekt na 7 bunécnych
nadorovych linii a mohou mit tedy terapeuticky potencial pro 1éCbu pacientl

s rakovinou.
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6 PRILOHY

Tabulka 1 Data plisobeni samotnych inhibitort

33 | 34 35 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 42
Jurkat 91 107 96 94 96 98 94 99 91 90
A2780 100 102 96 105 96 97 103 108 103 91
A549 104 93 99 108 106 105 96 113 103 107
HT-29 113 116 109 111 117 101 107 110 101 102
AGS 100 107 98 103 100 84 88 102 92 92
HeLa 86 100 86 91 97 82 99 98 90 87
SAOS-2 96 102 91 97 103 95 100 102 102 98
PANC-1 100 96 73 92 98 96 105 105 92 79
MCEF-7 97 99 108 110 106 101 100 105 104 93
MRC-5 104 106 93 95 106 101 105 107 102 93
pramér 99 103 95 101 103 96 100 105 98 93
SD 7,1308 | 6,1111 | 10,0033 | 7,3451 | 6,1000 | 7,1506 | 5,3464 | 4,6585 | 5,5060 | 7,4599
43 4 | 45 | 46 47 48 | NU7441 | KU55933 | NU7026
Jurkat 79 95 100 101 73 95 99 77 86
A2780 85 100 96 104 79 103 94 94 77
A549 103 110 93 104 99 99 103 98 79
HT-29 118 104 96 121 110 112 104 99 93
AGS 88 98 101 100 94 101 92 95 88
HeLa 85 97 77 102 97 99 105 106 95
SAOS-2 94 102 103 102 96 99 97 98 93
PANC-1 &5 102 105 104 91 104 103 114 103
MCF-7 104 106 104 103 97 110 96 106 78
MRC-5 95 103 101 108 100 101 101 103 94
pramér 94 102 98 105 94 102 99 99 89
SD 11,2825 | 4,1440 | 7,6599 | 5,7595 | 10,0319 | 4,9076 | 4,1834 9,2452 8,2339
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Tabulka 2 Data ptisobeni inhibitorti v kombinaci s doxorubicinem.

33 34 35 36 37 38 39
Jurkat 71 80 69 72 74 57 68
A2780 48 49 47 47 54 39 51
A549 89 98 101 92 89 3 105
HT-29 54 55 57 64 43 27 72
AGS 62 70 71 49 65 3 69
HeLa 78 72 76 76 65 0 74
SAOS-2 72 61 59 67 58 24 75
PANC-1 58 60 60 62 44 27 66
MCEF-7 48 59 53 52 18 16 50
MRC-5 90 76 78 88 83 74 104
pramér 67 68 67 67 59 27 73
SD 14,8833 13,7737 14,8510 14,4950 19,9652 22,9162 17,5395
40 41 42 43 44 45 46
Jurkat 70 72 62 63 75 74 68
A2780 52 49 44 43 49 47 49
A549 92 101 96 85 77 15 81
HT-29 54 63 63 63 59 24 37
AGS 41 67 63 54 49 43 37
HeLa 68 66 68 66 69 17 54
SAOS-2 70 71 55 64 71 29 63
PANC-1 56 61 59 56 59 30 40
MCF-7 36 56 51 50 45 15 13
MRC-5 93 86 71 84 89 72 86
prumér 63 69 63 63 64 37 53
SD 18,1814 14,1788 13,3532 12,6958 13,7016 20,8850 21,2426
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47 48 NU7441 | KU55933 | NU7026 DOX
Jurkat 57 70 69 58 70 78
A2780 44 49 55 65 44 55
A549 105 99 81 75 58 93
HT-29 65 68 64 63 66 54
AGS 57 63 82 85 57 76
HeLa 76 67 83 59 63 72
SAOS-2 73 73 80 56 58 75
PANC-1 57 55 63 37 43 58
MCF-7 56 54 48 37 26 43
MRC-5 75 90 79 68 70 79
pramér 66 69 70 60 56 68

SD 16,1697 14,9289 15,1656 11,9040 14,3338 13,3273
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