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Anotace

Tato prace se zabyva syntézou a charakterizaci novych inhibitori kinazy Haspin. Teoreticka
Cast prace shrnuje piedevs§im zakladni poznatky tykajici se této kinazy a jeji vliv na bunéény
cyklus. V této ¢asti jsou také popsany dosud znamé inhibitory kinazy Haspin a jejich mozné
vyuziti ve farmacii. Prakticka ¢ast prace uvadi ptipravu novych inhibitora této kinazy, které by
v budoucnu mohly nalézt uplatnéni pti 1é¢bé nadorovych onemocnéni.
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Annotation

This work is focused on synthesis and characterization of new inhibitors of the kinase Haspin.
The theoretical part summarises the biology of the kinase, including its involvement in the
regulation of the cell cycle. This part also describes heretofore published Haspin inhibitors and
their potential use in pharmacy. The practical part of this work describes synthesis of new
Haspin inhibitors, which could find use in cancer therapy.
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1 Uvop

Proteinové kinazy tvoii velkou skupinu vyvojové a strukturné podobnych enzymu. Patii mezi
nejrozsitenéji studované biomolekuly bunéénych signalnich drah, které reguluji rust, vyvoj,
déleni a homeostazu eukaryotickych bunék. [1]

Proteinové kinazy katalyzuji ptenos fosfatovych zbytkt z ATP na proteiny, bézné na urcitou
aminokyselinu, ¢imz zpisobi jejich ,,aktivaci®. Jedna se o béznou post-translacni, reverzibilni
modifikaci proteind, ktera méni hydrofobni nepolarni protein na hydrofilni polarni protein. Tato
aktivace umoznuje zménu konformace proteinti béhem jejich interakce s jinymi molekulami.
Lidsky genom obsahuje vice nez 500 proteinovych kinaz (obr. 1), které mizeme klasifikovat
jako (1) tyrosinové, (2) serin-threoninové a (3) nespecifické proteinové kinazy, na zakladé toho,
které aminokyseliny v proteinech piednostné fosforyluji. Naproti tomu enzymy, zvané
fosfatazy, zajistuji defosforylaci a spolecné tyto dva enzymatické procesy reguluji mnoho
signalnich drah v bunice. [1]

Fosforylace je jednim z kritickych mechanismu regulujici bunééné funkce a nadmérna exprese
proteinovych kinaz ¢i jakakoliv chyba v jejich regulaci muze vést k nezadoucim zménam téchto
procest. Takovéto kinazy se mohou stat onkogenem a mohou podpofit tvorbu nadorovych
bunck. Mezi takovéto poruchy proteinovych kindz zafazujeme mimo jiné i napiiklad mis-
regulaci exprese a amplifikaci, mutaci a chromosomalni translokaci. [1] Uz v roce 1980 byl
prokazan dulezity vliv nékterych proteinovych kinaz v onkogenezi a progresi nadort; a od té
doby jsou studovany inhibitory proteinovych kinaz jako potencialni protinadorova Ié¢iva. Vice
nez 70 inhibitort proteinovych kinaz jiz bylo schvaleno pro klinické pouziti (zejména pro 1é¢bu
rakoviny) a mnoho dalsich je v soucasné dob¢ profilovano v ramci klinickych testd. [2]

Kinazové inhibitory jsou malé molekuly, které specificky cili na proteinové kinazy. Typicky se
vazi se na aktivni misto kinazy, na které by se bézné vazala molekula ATP. Tim padem zamezi
tomu, aby kinaza transferovala fosfatovy zbytek z ATP na pfislusny protein — tzn. provedla
jeho fosforylaci.

Tato prace se zaméfuje na inhibitory konkrétni proteinové kindzy Haspin. Tato kindza je
atypickou kinazou, kterd se mirn€ odliSuje od ostatnich eukaryotickych proteinovych kinéz.
Haspin je serin/threoninova kinaza, ktera se ucastni regulace mitotického déleni.
Prostfednictvim fosforylace threoninu 3 histonu 3 (H3T3) zajistuje spravnou lokaci kinazy
Aurory B na centromete mitotického chromosomu. [11] Chybna exprese Haspin kinazy vede
k pfed¢asné separaci chromatid, selhani setazeni chromozomu a k zablokovani mitdzy ve stavu
pro-metafaze. [12]
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Obrazek 1: Lidsky kinom. Pievzato z Cell Signaling Technolog: Human Protein Kinases Overview
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2 STRUKTURA PROTEINOVE KINAZY HASPIN

2.1 Struktura proteinovych kinaz

Na zéklad¢ strukturni podobnosti a role v biologickém systému jsou kindzy rozdéleny do
nékolika skupin, které shrnuje nasledujici tabulka.

Zkratka Nazev

TK Tyrosine Kinase

AGC Obsahujici PAK, PKG, PKC skupin

CAMK Calcium/calmodulin - dependentni kinazy

CMGC  |Obsahujici CDK, MAPK, GSK, CLK

STE Homolg kinazy Sterile 7, 11,20
TKL Tyrosine Kinase-like
CK1 Kasein kinaza 1

a dalsi

Tabulka 1: Rozdéleni proteinovych kinaz dle strukturni a biologické podobnosti

Kinazy jsou velmi dynamické enzymy, které mohou zaujimat aktivni a inaktivni konformace.
Kinaza je obvykle slozena ze dvou hlavnich jednotek a 12 podjednotek (obr. 2). N-koncova
jednotka byva mensi a sklada se z B-vlaken a samotného a-helixu. [8] Vétsi C-koncova jednotka
je téméf cela helikalni. Ob¢ jednotky jsou spojeny peptidovym fetézcem nazyvanym hinge.
Stérbina mezi témito smy¢kami tvoii aktivni misto, se kterou interaguje ATP prostiednictvim
vodikovych miustkii. P-smycka bohatd na glycin stabilizuje interakce s fosfatem.
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Obrazek 2: X-ray krystalova struktura ATP navazané na PKA. Prevzato ze Syntéza novych potencidalnich
inhibitorii proteinovych kindz, Viclav Némec.

2.2 Struktura Haspin kinazy

Haspin je proteinova kinaza, ktera patii do skupiny eukaryotickych proteinovych kinaz
ePK.[9][10] Tato skupina se sklada z objemné skupiny kinaz, které reguluji velké mnozstvi
bunécénych procesti prostiednictvim fosforylace jejich cilenych proteint na urcitych
specifickych stranadch. Aktivni kindzy pak casto reguluji i aktivity jinych enzymt, vcetné
dalsich kinaz a maji tak moznost regulace nékdy az tisice riznych proteint. [11]

Kinaza Haspin je 798 aminokyselinova serin/threoninova proteinova kinaza, ktera byla poprvé
identifikovana u mysich zarode¢nych bunék. [45] N-koncova jednotka, obsahujici 5 B-fetézcu,
tvofi dominantni ¢ast a ma regulaéni funkci (obr. 3A). Obsahuje téZ auto-inhibi¢ni jednotku
HBIS. [9][10][45] C-koncova jednotka obsahuje ATP vazebnou stranu (obr. 3B). Kinaza
Haspin se nicméné mirné lis$i od ostatnich ¢lenti ePK skupiny a vykazuje jisté strukturni
zvlastnosti. Tyto vlastnosti vyplyvaji z inserce dalsich aminokyselin nebo zmény v proteinové
sekvenci katalytické jednotky. Haspin disponuje pouze tfemi podjednotkami z dvanacti, které
se bézné u kinaz vyskytuji. N-koncova smycka obsahuje inserce tfi dodate¢nych smycek. Prvni
smycka se nachazi pred B1 fetézcem a druha mezi 3 fetézcem a aC smyckou. Posledni inserce
se nazyva ulH helix, ktery je spojen s B5 vlaknem a je z nich nejdelsi (obr. 3C). Struktura kinaz
je vétsinou velmi dynamicka a umoziuje kinaze prechazet mezi aktivni a neaktivni formou.
V8echny tyto inserce a interakce s jednotlivymi  podjednotkami  ovliviiuji
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Obrazek 3: (A) Celkova struktura Haspin kinazy s vyzna¢enymi atypickymi insercemi, ulH je vyznacen
zeleng, aktivacni segment Zluté a vlasecnicova inserce Cervené. (B) Detailni zobrazeni aC helixu
obklopeného hydrofobnimi jednotkami. (C) Inserce ulH helixu a jeho interakce S aromatickymi
jednotkami. Pfevzato z Structure and functional characterization of the atypical human kinase haspin,
Jeyanthy Eswarana, Debasis Patnaikb, Panagis Filippakopoulosa, Fangwei Wangb, Ross L. Steinc,
James W. Murraya, Jonathan M. G. Higginsb a Stefan Knappa

konformaci kinazy. Zmény v N-koncové smyc¢ce umoznuji hydrofobni interakce aC smycky
S jejim okolim, které tak vytvaii solny mustek mezi jednotkou glutamatu 535 a jednotkou lysinu
511, coz omezuje dynamiku Haspin, ktera je tak udrzovana neustale v aktivni forme. Dalsi
inserce je pak tvorena sekvenci 20 aminokyselin umisténou mezi 7 a B8 fetézci. [9][12][45]

K dal$im stabilizaénim faktorim Haspinu patii aktivaéni segment. [9] U béznych proteinovych
kinaz je aktivacni segment slozen z B9 fetézce, DFG, aktiva¢ni smycky a P + 1 smycky. U
Haspinu se tento segment od ostatnich kinaz 1i§i. Haspin nedisponuje 6 fetézcem, misto toho
obsahuje f9° vlakno, které tvoii vlasenku s B9 vlaknem. Tato vlasenka interaguje s aC helixem
prostfednictvim hydrofobnich interakci. Misto DFG motivu, coz je segment, ktery
prostiednictvim vazby s kationty Mg?* umoziiuje b&zné aktivované kindze zaujmout takovou
konformaci, aby bylo mozné navazat ATP, obsahuje Haspin modifikovany DFG motiv zvany
DYT. DYT je na rozdil od DFG, ktery je sloZen z jednotek fenylalaninu a glycinu, slozen
z jednotek tyrosinu a threoninu. P+1 smycka je nahrazena motivem aAS. Cely segment je

stabilizovan diky pfitomnosti nékterych aminokyselin s aromatickymi fetézci (obr. 4).
[38]1[10][39][45]
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Obrazek 4: Detailni aktivacni segment Haspinu. (A) Povrch kinazy s aktivatnim segmentem
zobrazenym jako vlase¢nicova struktura s aromatickymi jednotkami, které tvoii stied a stabilizuji
konformaci kinazy. (B) Segment oto¢eny o 120° poskytujici detailnéjsi nahled. Pievzato z Structure and

functional characterization of the atypical human kinase Haspin (Jeyanthy Eswarana, Debasis
Patnaikb, Panagis Filippakopoulosa, Fangwei Wangb, Ross L. Steinc, James W. Murraya, Jonathan M.
G. Higginsb a Stefan Knappa)

Kinaza Haspin se v neposledni fadé také lisi ¢asti, na kterou je vazan substrat. [9] Jedinym
znamym substratem, ktery Haspin fosforyluje, je histon H3. Thr-3, ktery je takto fosforylovan
se nachazi v sekvenci 1-Ala-Arg-Thr-Lys-GIn-5, ptficemz nezbytné pro tuto fosforylaci jsou
Arg-2 a Lys-4. Tuto vazbu také stabilizuji elektrostatické interakce, které se uplatiiuji pii vazbé
kladné nabitého substratu a zaporné nabité katalytické jednotky Haspin (obr. 5). [10]

+13 kTre -13

Obrazek 5: Elektrostaticky potencial Haspin kinazy.
Pievzato z Crystal structure of the catalytic domain of
Haspin, an atypical kinase implicated in chromatin
organization (Villa F, Capasso P, Tortorici M, Forneris
F, de Marco A, Mattevi A, Musacchio A)
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3 BIOLOGICKE FUNKCE HASPIN KINAZY

3.1 Lokalizace kinazy Haspin béhem mitézy

Haspin zlstava aktivni po celou dobu bunécného cyklu, na rozdil od jinych mitotickych kinaz

Mitosis
A

Interphase | Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase |
— ==

Chromosomes ¢

() Haspin

Nucleus

Centromeres ”

Spindle poles * : >

Midbody i -

Obrazek 6: Lokalizace Haspin kindzy b&hem raznych fazi mitozy. P¥evzato z The Mitotic Protein
Kinase Haspin and Its Inhibitors (Omid Feizbakhsh, Matthieu Place, Xavier Fant, Frédéric Buron,
Sylvain Routier a Sandrine Ruchaud)

jako Aurora B a Plk1, které jsou na samotném konci mitézy degradovany. Dosud nemohla byt
ur¢ena piesnd bunécna lokalizace z divodu nedostate¢né imunofluorescencni specificity
Haspin protilatek. Nicméné byly provedeny studie zaméfené na nadmérou expresi Haspinu
Vv riznych eukaryotickych buné¢nych linii a v§echny studie potvrdily jeho pfitomnost v jadérku
béhem interfaze. Lokalizace Haspinu béhem mitozy je vSak mnohem komplexnéjsi (obr. 6). [9]

Béhem interfaze byla kindza Haspin identifikovéana v jadfe. Na konci profaze se Haspin nachazi
V misté chromosomi az do anafaze B. [14] B€hem metafaze se piisobnost Haspinu rozsifuje do
nekolika dalsich mist. Haspin byl pozorovan na ramenech chromosomu a na centromerach.
Déle byl také detekovan na centromerach déliciho vieténka v pro-metafazi az do telofaze.
Fosforylace histonu H3 byla také zkoumana u rostlin. VétSina studii potvrdila pfitomnost
Haspinu na chromozomech na konci G2 faze a jeho vymizeni béhem anafaze. [9] [13]

3.2 Mechanismus lokalizace Haspinu

Byly provedeny studie, které potvrdily zpisob lokalizovani Haspinu na chromosomech (obr.
9). Haspin patrné interaguje s proteinem Pds5 (obr. 7), ktery interaguje s proteinovym
komplexem Kohesin a reguluje tak zaroven centromerni kohezi sesterskych chromatid (obr. 8).

[91[47]
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Kohesin je komplex, ktery je sloZzen z podjednotek nazyvanych Sccl, Sce3, Smcl a Sme3 a
SAL nebo SA2. Jedna se o komplex, ktery tvoii smycku, jez spojuje sesterské chromatidy po
replikaci v S fazi k sobé. Je tedy zodpovédny za zprostiedkovani koheze sesterskych chromatid
od replikace v S fazi az po zacatek anafaze. [17][40][45] Na zacatku mit6zy, neZ jsou sesterské
chromatidy oddéleny na centromerach, Kohesin musi byt odstranén z ramen chromozomti, coz
zajistuji kinazy PIk1 a Aurora B. Odd¢leni sesterskych chromatid, po fosforylaci Kohesinu
témito kinazami, je regulovano WAPL proteinem a Pds5 proteinem. [45][46] Obratlovci maji
dvé verze proteinu Pds5, protein PdsSA a Pds5B. Pds5B interaguje s SA1 nebo SA2

/@ Haspin-containing cohesin
@ Sororin-containing cohesin '

E“QE\ o E‘ Microtubule-Kinetochore
R\ Hemsssssessen N Pds5:Scc1
a{ PDB 5F00

Obrazek 8: Struktura Kohesinu a interakce Obrazek 7: Struktura Pds5 proteinu. Pfevzato z Crystal
jeho podjednotek se Sgol, Pds5B, Haspin a Structure of the Cohesin Gatekeeper Pds5 (Byung-Gil
Wapl. Prevzato z A kinase-dependent role for Lee, Maurici B. Roig, Marijke Jansma, Naomi Petela,
Haspin in antagonizing Wapl and protecting Jean Metson, Kim Nasmyth, Jan Léwe)

mitotic centromere cohesion (Liang C, Chen
Q, Yi Q, Zhang M, Yan H, Zhang B, Zhou L,
Zhang)

podjednotkou Kohesinu. WAPL se vaze s Kohesinem pies Sccl podjednotku a SA1 nebo SA2
podjednotkou. Na centromery je WAPL lokalizovan Sororinem a Haspin. Sororin a Haspin
obsahuji ve své struktuie stejny motiv YSR, ktery WAPL a Pds5B vyuzivaji k interakci. U
Haspinu se tento motiv nazyva PIM. PIM umoznuje interakci s motivem WAPL zvanym HIM,
a protoze je tato interakce mezi Haspin a WAPL silnéj$i nez mezi WAPL a Pds5B, mize Haspin
zabranit vazb¢é Pds5B a WAPL a zastavit tak disociaci Kohesinu na centromerach. Pds5B také
napomaha k lokalizaci Haspin na centromerach a je potfebny pro fosforylaci H3T3.
[45][46][471[49]

Disociace Kohesinu prostiednictvim WALP ale neni jediny proces, ktery se béhem mitozy
odehrava. Sgol casteéné potlacuje disociaci Kohesinu, nebot’ se vaze na fosfatdzu PP2A a
zabranuje fosforylaci SA2 podjednotky Kohesinu, coz zpusobuje rezistenci Kohesinu vici
WALP. Zbytek Kohesinu, ktery WALP neodstranil, je proteolyticky odstépen protedzou
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zvanou Separaza. Separdza disociuje zbyly Kohesin prostiednictvim odstépenim kohesinové
podjednotky Sccl, ¢imz dojde k uvolnéni chromosomu ze smyc¢ky Kohesinu. [48][45]

Dalsi studie poukazuji také na interakci Haspinu s C-koncovou jednotkou topoizomerazy |,
ktera mize byt rovnéz pii¢inou lokalizace Haspin na chromozomech. (obr. 9) [9] Poté, co byl
na Topoll ptidan maly SUMO protein, interaguje Topoll s Haspinem a lokalizuje tak Auroru
B na vngjsi stran¢ centromery. Haspin ma dva motivy (SIM), prostiednictvim nichz interaguje
s Topoll a SUMO proteinem. Inhibice Topoll zptsobuje aktivaci SAC. SAC je regulaéni
mechanismus, ktery nedovoluje pokraCovani v mitdze, pokud nejsou vieténkové mikrotubuly
spravné pfilnuté k chromosomim. [45]

= Centromere D

Obrazek 9: Schématické zobrazeni lokalizace Haspin na
chromosomech. Pievzato z The Mitotic Protein Kinase
Haspin and Its Inhibitors (Omid Feizbakhsh, Matthieu
Place, Xavier Fant, Frédéric Buron, Sylvain Routier and
Sandrine Ruchaud)

3.3 Biologicka funkce Haspinu

Déleni bunék probiha v procesu zvaném mitéza. Béhem tohoto zivotné¢ dilezit¢ho cyklu
dochazi k procesu kondenzace chromatinu, usporadani chromosomt, K jejich separaci a
cytokinezi. Pro spravné déleni bun¢k musi tyto procesy probéhnout v urcité sekvenci. Z tohoto
divodu musi byt struktura chromatinu a déliciho vieténka ptesné regulovana. Chyby v tomto
procesu mohou vést ke genové nestabilité a vzniku nadorového bujeni. [13]

Spravny pribéh mitdzy zajistuje nékolik kinaz. Konkrétné se jedna o kinazy ze skupiny cyklin-
dependentnich kinaz, Aurora B, Polo a NIMA/Nek skupiny, které fosforyluji substraty
na chromatinech a vieténkach a reguluji tak jednotlivé faze béhem mitozy. [13]

Histon H3 tvofi dvé jednotky z histonového oktameru (H3, H2B, H2A a H4), ktery vytvaii
DNA nukleozom. Histonova fosforylace je jednou z modifikaci, které méni chromatinovou
strukturu, coz hraje dulezitou roli napf. v procesu regulace transkripce nebo kondenzace
chromosomu. Fosforylace H3T3 se objevuje béhem profaze a trva az do anafaze. [45]
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Aurora B zajistuje chromosomalni bi-orientaci pfi metafazi pfilnutim k délicimu vieténku a je
zapojena do separace chromatidovych vlaken a cytokineze. [13] Béhem mitozy jsou vieténkové
mikrotubuly lokalizovany na polech zvanych centrozomy. Centrozomy se bézné skladaji ze
dvou centriol, které¢ udrzuji strukturu pola. [16] Mimo jiné je také Aurora B nezbytna pro
fosforylaci histonu H3, ale ukazuje se, Ze neni jedinou kinazou zapojenou do tohoto procesu.

[13]

Studie prokazaly, Ze hlavni kindzou, fosforylujici Thr3 histonu H3 béhem mitdzy, je kinaza
Haspin. Haspin je kinadza nezbytna pro spravné sefazeni chromosomu. Je propojena
S chromatiny a délicim vieténkem a béhem mitozy je fosforylovana. [13]

Bor NCENP QR EY

Obrazek 10: Regulace CPC komplexu prostiednictvim
Haspin kinazy. Aurora B fosforyluje N-konec Haspin kinazy
a zesiluje jeji aktivitu. Pfevzato z The Mitotic Protein Kinase
Haspin and Its Inhibitors (Omid Feizbakhsh, Matthieu Place,
Xavier Fant, Frédéric Buron, Syl)

Synergie udalosti na chromosomech a cytoskeletu je regulovana prostfednictvim CPC
(chromosomal passenger comlex) komplexu, ktery zajistuje spravné piilnuti chromozomu a
mikrotubull, taktéz aktivaci dé¢liciho vieténka a zajiStuje procesy vedouci ke spravné
cytokinezi (obr. 10). [18][41] CPC komplex je slozen ze ¢tyt jednotek: Survivin (Svn), Borealin
(Bor), INCENP a kinazy Aurora B. [9] INCENP, Svn a Bor maji regula¢ni funkci a Aurora B
disponuje enzymatickou funkci a je zodpovédna za opravu chyb béhem pfilnuti vieténkovych
mikrotubull, coz je umoznéno regulaci aktivity MCAK (mitotic centromere-associated
kinesin), ktery dokéze depolymerizovat mikrotubuly. Survivin je jednotka, kterd rozeznava
H3T3ph a INCENP je jednotka, ktera slouzi jako most mezi Svn a Aurorou B. [45] CPC
provede buiniku procesy metafaze-anafaze prostiednictvim regulace spravného ptilnuti
Kinetochor a mikrotubuld. [15] Pro spravny prub&h mitdzy je esencialni spravné propojeni
kinetochor vSech sesterskych chromatid a mikrotubult pola dé€liciho vieténka. Stabilni bi-
orientace chromosomt je dosazeno praveé prostiednictvim CPC komplexu. [20] Béhem profaze
se CPC komplex nachazi na ramenech chromozomu a centromerach. [18] K vazbé na
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centromeru dojde prostiednictvim Haspin kinazy, ktera fosforyluje H3T3 a vytvofii tak vhodné
misto pro navazani CPC komplexu. [19] Béhem anafiaze se pfesouva na vieténkové
mikrotubuly a béhem telofaze se nakonec akumuluje v oblasti Mid-body. [18] Béhem metafaze
kontroluje spravné setazeni chromosomu. [15] H3T3 je piimo rozeznavan BIR doménou
Survivinu, ¢asti CPC komplexu, coz tedy vede k ukotveni CPC na centromerach. [9] B&€hem
anafaze dochazi k defosforylaci H3T3 a CPC se piesunuje do Mid-Body, kde reguluje
cytokinezi. Haspin je tudiz kinaza, ktera urcuje lokalizaci CPC, ¢imz reguluje mitoticky cyklus.

[15]

Haspin ale neni jediny prostredek, diky kterému se CPC komplex dostava na centromery. Druha
paralelni cesta zahrnuje fosforylaci histonu H2A na Thr-120 (H2AT120) prostiednictvim Bubl
kinazy. Bub1 kinaza je fosforylovana Plk1 kinazou, ktera dale fosforyluje H2AT120, ktery tvofi
vazebnou stranu pro Shugoshin 1 (Sgo), protein chranici centromerickou kohezi (obr. 11). Sgo
dale podporuje akumulaci CPC komplexu na centromerach tim, Ze vaze PP2 A a nedovoluje tak
defosforylaci proteina a aktivaci Repo-man. Shugoshin se piimo vaze na Survivin a Borelin
CPC komplexu a vykonava funkci podobnou Haspin kinaze. Hlavnim ukolem proteinové
kinazy Haspin je, spole¢né s Bub1 kinazou, lokalizovat CPC komplex na centromerach. [9][45]

Centromere

Obrazek 11: Lokalizace CPC komplexu na centromerach
prostiednictvim Haspin a Bubl kindzy. Ptevzato z The
Mitotic Protein Kinase Haspin and Its Inhibitors (Omid
Feizbakhsh, Matthieu Place, Xavier Fant, Frédéric Buron,
Sylvain Routier and Sandrine Ruchaud)

Inhibice Haspin kindzy ma za nasledek vyznamny pokles fosforylace histonu H3, coz vede
K prodlouzeni pro-metafaze a metafaze a k vyznamnému defektu usporadani chromosomt.
Mitoticka vieténka jsou taktéz neuspotfadana a dochazi k piredc¢asné separaci chromatidovych
vlaken. [45]

3.3.1 Haspin lokalizuje CPC komplex na centromerach

Lokalizace CPC komplexu na centromerach je klicovy proces pro pritbéh mitdzy. Centromery
lze rozdélit na dvé Easti; vnitini a vnéjs$i centromeru, které se lisi proteiny, které s témito
jednotkami béhem mitdzy interaguji. (obr. 12) Kinetochora je proteinovy komplex, ktery je
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tvofen na vnéjsi centromer a na ktery ptiléhaji mikrotubuly, jez odd¢€luji sesterské chromatidy
béhem mitézy. H3T3ph se prvné objevuje na ramenou chromosomt v profazi. V pribéhu

v

mitdzy je pak silné€jsi signal H3T3ph pozorovan na vnitinich centromerach, coz je zpiisobeno
aktivitou PP1/Repo-man komplexu. [45]

e
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Obrazek 12: Struktura chromosomu s vyznacenou vnitini a vngjsi centromerou spolecné s kinetochorou. Pievzato
Z Haspin kindza jako cil protinddorové strategie (Aneta Jaroskova)

3.4 Regulace aktivity kinazy Haspin

Haspin fosforyluje histon H3T3 béhem mitdzy, ale na rozdil od kinazy Aurory B a Plk1, které
jsou na konci mitdzy degradovany, je exprese Haspinu udrzovana na témét konstantni Grovni
béhem celého bunééného cyklu. Béhem mitézy je Haspin velmi siln¢ fosforylovan a bylo
odhaleno 30 mist na N-koncové smycce Haspinu, kde tato fosforylace probiha. Ukazuje se, ze
zasahy do N-koncové smycky Haspinu dokazi pozménit jeji enzymatickou aktivitu. Modifikace
a navazani proteinii na N-koncovou ¢éast Haspinu ma proto potencial pro regulaci aktivity
Haspinu. [21]

Auto-inhibice kinazy Haspin zajistuje, aby byl Haspin aktivni pouze béhem mitézy. Auto-
inhibice nastava v pribchu interfaze, prostfednictvim segmentu v N-koncové smyc¢ce zvaném
HBIS. HBIS interaguje se zbytkem struktury Haspinu a zabranuje vazb&é s H3T3, ale po jeho
odstranéni se Haspin opét stava aktivni a znovu muze fosforylovat H3T3 béhem interfaze. [45]

Nez se Haspin zapoji do mitdzy, je samotna kinaza fosforylovana na Thr-128 prostfednictvim
kinazy Cdk1 (obr. 13). Haspin fosforylovany Thr-128 slouZi jako signal pro kinazy PIK1, které
fosforylaci Haspinu jest¢ zvysi. Tato zvySena fosforylace Haspinu zasahuje do interakci
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s HBIS, coz ukon¢uje auto-inhibici a stimuluje aktivitu kinazy. Obé kinazy Cdk1 a PIk1 jsou
dulezitymi regulaénimi prvky bunééného cyklu a Haspin je pouze jednim z mnoha jejich
dal$ich substrati. [9][42][45]

Dal§im mechanismem aktivace Haspinu je fosforylace prostiednictvim Aurory B. Haspin
fosforylovany H3T3 slouzi jako signal pro CPC komplex, jehoz je Aurora B soudasti. Aurora
B fosforyluje Haspin a generuje tak silnéjsi signal pro vlastni akumulaci Aurory B na
chromozomech. Bez kinazové aktivity Aurory B nemuze Haspin nikdy dosahnout tplné
fosforylace.

i. Early mitosis trigger signal ii. Signal amplification iii. Centromere accumulation signal
CycB-Cdk1 PIK1 Bub1
(P} 7 |
Plk1 Haspin PP H2AT120ph
([P) P Po | P P
Haspin p ¥ ol \ \ » Haspin
P \ P
X, cPC - VPR
H3 CpPC H3

Obrazek 13: Mechanismus fosforylace Haspin. (i) Cdk1 kinaza fosforyluje Haspin a vytvati misto k navazani Plk1
kinazy, ktera zesili fosforylaci Haspin a umozni ji fosforylaci H3T3. (ii) Navazani CPC komplexu (iii) alternativni
varianta fosforylace H2A kinazou Bub1. Pfevzato z Polo-like kinase-1 triggers histone phosphorylation by Haspin
in mitosis (Zhou L, Tian X, Zhu C, Wang F, Higgins JM.)

Aurora A je taktéz v menSim méfitku zahrnuta ve fosforylaci Haspinu nezéavisle na Auroie B a

PIk1. Fosforylace je zahajena v brzké G2 fazi bunééného cyklu, coz zajistuje efektivnéjsi
akumulaci CPC na H3T3ph centromer.[9][42][45]

3.5 Funkce Haspinu béhem meiézy

Meioza, proces déleni generujici haploidni buiiky, je ndchylny k porucham, které vedou u zen
k aneuploidii, ktera vznika v dusledku poruchy déliciho vieténka nebo centromer. [15]

Pritomnost Haspinu byla potvrzena v mysich oocytech. [9] Vyskytuje se spole¢né
s chromatinem a H3T3ph ve vSech fazich meidzy. Béhem Metafaze 1 byla kinaza Haspin
detekovana na centromerach a sesterskych chromatidech. Po metafazi 1 se nachazi v kiie
oocytil v blizkosti chromatin a déliciho vieténka.

Haspin je vyzadovana v tomto procesu pro obnoveni meidzy a k regulaci Aurory C-CPC
lokalizace na inter-chromatinové ose. V pfipadé¢ naruseni aktivity Haspinu dochazi
k nespravnému pfilnuti kinetochor a mikrotubulti coz nakonec vede k aneuploidnim vajickam.
Haspin tak reguluje segregaci chromosomu v mysich oocytech. [15]
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4 INHIBITORY PROTEINOVYCH KINAZ

Lidsky kinom obsahuje vice nez 500 proteinovych kinaz ptenasejicich y-fosfat z ATP na
proteiny. Béhem rakoviny byla ¢astokrat u mnoha téchto kindz, v¢etné mitotickych kinaz,
pozorovana zména jejich exprese b&hem bunééného cyklu. Castd skupina kinaz, ktera je
Vv pribéhu rakoviny deregulovana, jsou kindzy skupiny Aurora. PfiliSnd exprese Aurory A i
Aurory B vede k riznym typim rakoviny jako je rakovina vaje¢niki, nemalobunécny karcinom
plic a mnoha dalsim. [45] Nedavny rozvoj kinazovych inhibitori na bazi malych organickych
molekul pro 1é¢bu riznych druhd rakoviny se prokazal jako uspésny, a tak bylo od vyvoje
prvniho proteinového kinazového inhibitoru (v 80. letech) schvaleno jiz vice nez 50 inhibitort
proteinovych kindz pro 1é¢bu rakoviny. A co vic, vice nez 150 potencidlnich inhibitort je ve
fazi klinickych testii a mnoho dalsich inhibitorti v preklinické fazi vyvoje. [43]

Kinazy hraji dillezitou roli v karcinogenezi a metastazi riznych druht nddorovych onemocnéni,
nebot’ podporuji proliferaci bunék, jejich pteziti a v ptipad€ jejich pftiliSné exprese také
ovlivituji onkogenezi. V poslednich tfech desetiletich byly objeveny zhoubné nadory spojené
s modulaci a dysfunkci proteinovych a lipidovych kinaz a deaktivovanych fosfatdz, coz vedlo
k chybnému pteskupovani chromosomti a ke genetickym mutacim. Mimo onkologické
problémy maji kinazy vliv i na imunitni, neurologické a infek¢éni nemoci, a tak se kinazy staly
atraktivnim cilem pro vyvoj novych 1é¢iv. [43]

Inhibice rtiznych signaliza¢nich drah kindz miize byt daleko méné toxickd vaci zdravym
nerakovinotvornym bunkdm, nebot’ umoziiuje selektivni destrukci nadorovych bunék. Vétsina
inhibitord cili na ATP-vazebné misto kinazy, ale existuji i ATP nekompetitivni inhibitory, jez
se vazi na alosterickou stranu. Na zakladé toho, jakym mechanismem inhibitor pusobi, Ize
inhibitory rozdélit do n¢kolika skupin. [43]

Typ | reprezentuje ATP-kompetitivni inhibitory, které ¢asto napodobuji strukturu purinu, resp.
adeninové casti ATP. Tyto kinazové inhibitory se vodikovymi mustky véazi na katalytickou
stranu aktivni kindzy. Inhibitory typu I jsou nicmén¢ Casto pomérné neselektivni vzhledem
k tomu, Ze ATP-vazebna kavita je u vétsiny kindz zna¢n€ podobna, a tak tyto inhibitory mohou
mit nezadouci vedlejsi uéinky. [43]

Inhibitory typu Il se nekovalentné vazi na neaktivni konformaci kinazy a interaguji s DFG.
Vzhledem k diverzité konformaci inaktivnich kinaz, se tento typ inhibitorti obecné jevi jako
selektivngjsi v porovnani s inhibitory typu I. [43]

Inhibitory typu Il a IV jsou alosterické inhibitory. Jejich mechanismus spoéiva v alosterické
regulaci kindzy. Po navazani inhibitoru dojde u kinazy ke zméné v konformaci a kinéza tak
neni dale schopnd vazat ATP a zlstava inaktivovana. Typ III se na rozdil od inhibitort typu IV
vaze na vné&jsi stranu katalytické jednotky. [43]

Posledni inhibitory typu V jsou inhibitory kovalentni. Inhibitory vytvoii pevnou kovalentni
vazbu s aktivnim mistem kinazy, konkrétné s volné pfistupnou cysteinovou jednotkou. Tyto
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inhibitory obecné tvofi zna¢né stabilni komplexy s ptislusnymi kinazami a jejich toxicita muze
byt pomérné nizka. [43]

4.1 Biochemicky mechanismus

Biochemicky mechanismus inhibitort proteinovych kinaz se 1i§i v zavislosti na stavu
proteinové kindzy, tedy jestli se kindza nachazi v aktivované piipadné deaktivované
konformaci, coz zahrnuje stav DFG (aktivni — in, inaktivni-out), C-helixu (aktivni — in,
inaktivni-out) a regula¢ni jednotky (je-li R-spine aktivni—linearni, nebo inaktivni-nelinearni).

[43]

Mimo alosterické inhibitory, tvofi inhibitory vodikové mustky s jednotkou hinge. Celkové
vytvafti vétSina inhibitorti hydrofobni kontakt s katalytickou jednotkou, s regulaéni jednotkou
uvniti C-helixu a s jednotkou gatekeeper. [43]

Existuje mnoho zptuisobt, jak se inhibitory vazi na cilenou kinazu a tyto interakce se jesté ruzni
v zavislosti na tom, jestli se jedna o inhibitor, ktery se vaze kovalentné nebo nekovalentné
s ATP vazebnou stranou. Na této stran¢ se adeninova jednotka ATP vaze prostiednictvim dvou
vodikovych mastkd na spojku spojujici N a C smycky — jednotka hinge. O aktivnim ¢i
neaktivnim stavu kindzy rozhoduje pozice A-smycky, zahrnujici DFG motiv, ktery muze
zaujmout nékolik konformaci. Jedina slozka kinaz, kterd se mezi aktivnimi a inaktivnimi
kinazami neli$i, je katalyticka smycka. Kinaza se stava aktivni, pokud Asp v DFG koordinuje
Mg?*, coz piipravuje fosfat ATP k transportu. Kindza se vraci do inaktivni formy, jakmile dojde
k transportu fosfatu na cileny protein. Tento proces zahrnuje navrat A-smycky do uzaviené
pozice prostfednictvim zmény konformace DFG do inaktivniho DFG-out stavu. [43]

Nekovalentni kindzové inhibitory se li§i v tom, zda se vazi na jednotku hinge. Inhibitory typu I
se na tuto jednotku vazi a reprezentuji vétSinu nekovalentnich inhibitort. [43]

Inhibitory typu II se vazi na DFG-out konformaci kindzy a zptsobuji zménu konformace tak,
ze uz neni kindza schopna dale vykonavat svou funkci. Inhibitory také vyuZzivaji hy drofobni
kapsu prilehlou k ATP strang, ktera je pfistupnéd diky zméné konformace z DFG-in na DFG-
out, coz ¢ini inhibitor velmi selektivnim. [43]

Inhibitory typ 1l mohou byt téZ velmi selektivni, nebot’ se zamé&fuji na vazebna mista a
regulaé¢ni mechanismy kinazy, které jsou u vétSiny kindz unikatni. Obsahuji heterocyklus, ktery
tvofi jednu nebo dvé vodikové vazby s jednotkou hinge. Inhibitory také vynucuji u kinazy
konformaci DFG-out a pfemist'uji fenylalaninovou stranu fetézce do nové pozice. [43]

Kovalentni inhibitory tvofi kovalentni vazbu s cysteinovou nebo jinou nukleofilni jednotkou
v ATP-vazebné kavité. Tyto inhibitory byly vytvofeny zabudovanim elektrofilni jednotky do
své struktury. Inhibitory se vazi na cystein ve vazebné strané nebo v jejim okoli a zabrafiuji
navazani ATP. Inhibitory podléhaji Michaelové reakci, coZ je reakce, kterd zahajuje adici
nukleofilu (cysteinu) na elektronové chudou C=C vazbu. Reakce vede k deaktivovani kinazy,
protoze blokuje vazbu ATP ke kinaze. Inhibitory mohou byt vysoce selektivni, nebot’ inhibitor
cili na cysteinovou jednotku, ktera se nachazi na specifickém misté kinazy. [43]
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S vyuzivanim kinazovych inhibitorti pfichdzeji vSak i jistd omezeni. Jednim z nich je mozna
rezistence na uréity inhibitor, coz vede k selhani jeho funkce. Béhem 1é¢by je tato rezistence
casto vyvolana zménou v kinazové jednotce gatekeeper. Inhibitory se natéto jednotce vazi
prostfednictvim hydrofobnich interakci a jakékoliv zména v této jednotce t€émto interakcim
brani. Zména konformace kinazy je ve vétSiné ptipadti spojena se zaménou jedné
aminokyseliny za druhou. K pfedejiti ztraty aktivity kvali t¢émto mutacim je nutné vytvofit
inhibitor, ktery by tuto rezistenci obesel. Inhibitory jsou vylepSovany tak, aby jejich vazba byla
kompatibilni s vice druhy aminokyselin, dal$i moznosti je vyvoj inhibitort, které cili na
alternativni mista v proteinové kinaze. [43]

Dalsi problém inhibitorii se tyka jejich specificity. Naptiklad vétSina kinaz skupiny ePK mayji
podobnou kinazovou strukturu, a tak nejsou inhibitory ¢asto dostate¢né specifické na to, aby
interagovaly pouze s jednim druhem kinazy, coz mize zpusobit fadu vedlejsich aéinkd. [45]

4.2 Inhibitory kinazy Haspin

Jak jiz bylo feceno, mitotické kinazy maji vliv na regulaci bunécnych procest a staly se tak
cilem mnoha vyzkumi vyvijejici nova léCiva, jez by mohly tyto kinazy kontrolovat
prostiednictvim jejich inhibitort.

S nekontrolovanou expresi Haspinu se setkavame u nékolika druht rakoviny, napt. Burkittova
lymfomu, nadort prsou, rakoviny slinivky bfisni a chronické lymfatické leukemie. Typy nadort
spojené s nadmérnou expresi Haspinu sdileji jeden spoleény znak, a to zhorSeni progndzy u
pacientt, u nichz byla tato exprese Haspinu pozorovana oproti pacientlim, u nichz byla hladina
Haspinu nezménéna, coz podnitilo vyzkum a vyvoj nékolika inhibitora. [9][50][51]

Mezi potencidlni inhibitory Haspin kinazy byly zatfazeny nékteré akridinové derivaty jako
LDN-192960 a LDN-209929. Posledni zminény inhibitor byl velmi selektivni, ale v disledku
nezadoucich G¢inkt nejsou inhibitory s timto aromatickym systémem podporovany ve vyvoji

1éciv. [44]

Beta karbolinové derivaty jako jsou Harmine a Harmalol tvofi inhibitory cilené na kindzy
skupiny DYRK a v nedavné dob¢ byly klasifikovany taktéz i jako inhibitory Haspin, ale jejich
nezadouci halucinogenni u¢inky na CNS tyto slouc¢eniny zna¢né omezuje, ale zaklad jejich
struktury by mohl slouzit k vyvoji novych modifikovanych 1é¢iv. [44]

Inhibitor LDN-211898 wvznikl na zaklad¢ studii o beta karbolinovych a akridinovych
derivatech. Jedna se o velmi selektivni inhibitor vi¢i Haspin. [44]

5-lodotubercidin (5-1Tu) byl ptivodn¢ adenosinovy inhibitor [52]. Nedavno ale byla prokazana
i efektivni inhibice Haspin kindzy,[53] kde se inhibitor vaZze na ATP-vazebnou stranu kinazy a
zpusobuje posun jednotek CPC komplexu. Ukazalo se, ze inhibice Haspin touto latkou
ovlivnilo 1 Auroru B, coz vedlo k defosforylaci CENPA, proteinu, ktery se ¢asto objevuje pfi
raznych typech rakoviny. 5-1Tu se jevi jako u¢inny inhibitor in vitro, ale vazba C-I je relativné
(metabolicky) labilni, a proto jod coby substituent nebyva pfi vyvoji inhibitora p#ili§ vyuzivan.

[44]
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Inhibitor CHR4-6494 (3-(1H-indazol-5-yl)-N-propylimidazo[1,2-b]pyridazin6-amine) je
¢lenem nové generace antimitotickych 1é¢iv, které cili na jiné slozky mitdzy nez mikrotubuly.
[44] Latka zpusobuje chaotické procesy v nadorovych buiikach, abnormalni tvorbu déliciho
vieténka, vychyleni chromosomi a je pfi¢inou zastaveni bunééného cyklu ve fazi G2/M,
potladuje apoptozu a stala se tak cilem zajmu ve vyvoji novych 1é¢iv. [54][45]

Coumestrol je dalsi identifikovany inhibitor Haspinu, ktery potlacuje proliferaci
rakovinotvornych bunék. Kromé Haspinu taktéz inhibuje i kinazy CK2, které ale nemaji hlavni
vliv na tvorbu rakoviny. Inhibitor pravdépodobné s Haspinem interaguje prostfednictvim
vodikovych mustkt a cytotoxicky piisobi na bunééné linie melanomu a rakoviny plic. [55]

7-azoindolové derivaty predstavuji u€innou skupinu inhibitort, jeZ inhibuji Haspin a zaroven
kinazy Cdk9/Cyklin T. [56]

Nasledujici tabulka uvadi nékteré zndmé inhibitory Haspin kinézy.
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Tabulka 2: Vybrané inhibitory Haspin kinazy. Informace pievzaty z The Mitotic Protein Kinase
Haspin and Its Inhibitors (Omid Feizbakhsh, Matthieu Place, Xavier Fant, Frédéric Buron, Sylvain
Routier and Sandrine Ruchaud a Haspin: a promising target for the design of inhibitors as potent

anticancer drugs. Amoussou NG, Bigot A, Roussakis C, Robert JH.)

Nasim cilem bylo pokusit se o pfipravu novych sloucenin inhibitorti kindzy Haspin. Vybrali
jsme cilové slouceniny na bazi furo[3,2-b]pyridinu a pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu, protoze
s témito tfidami sloucenin skupina doc. Parucha dlouhodobé pracuje a nékteré z diive
testovanych slou¢enin vykazaly vaé¢i Haspinu urcitou aktivitu (IC50 ~ 0.5 uM). Cilové
slouceniny byly také designovany tak, aby obsahovaly vhodnou funk¢ni skupinu (v nasem
piipad¢ substituent CH2NHy), kterd miize byt potencialné dale modifikovana a pouzita k

vystavbé fluorescentniho konstruktu pro NanoBRET esej (viz kapitola 12).
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5 METODIKA

5.1 Kolonova chromatografie

Pii syntéze vétSiny molekul v této praci byla pouzita separacni metoda zvand kolonova
chromatografie. Metoda slouzila k separaci nezadoucich vedlejsich produkti, které v reakéni
smési vznikaly spole¢né s produktem.

Aparatura se skladala ze sklenéné kolony uchycené ke stojanu. (obr. 14) Spodni stranu kolony
tvoii sklenéna frita, ktera brani v proniknuti stacionarni faze z kolony. Na fritu byla nanesena
tenka vrstva pisku jako ochrana, na kterou byl nanesen sloupec silikagelu jako stacionarni faze.
Sloupec stacionarni faze byl nékolikrat promyt mobilni fazi, aby castice silikagelu ptilehly
tésné k sobé. Na sloupec silikagelu byla opét nanesena vrstva pisku slouzici k ochrané
silikagelu a na vrstvu pisku byl nanesen vzorek k separaci.

stojan

mobilni faze
pisek

vzorek
separujici se
latky
stacionarni faze

frita

kohoutek

frakce

Obrazek 14: Popis aparatury pro kolonovou chromatografii

Cely separacni proces je zalozen na schopnosti rizné polarnich latek interagovat se stacionarni
fazi kolony. V kolonové chromatografii jsou pouzity dvé faze; faze stacionarni a fadze mobilni.
Stacionarni fazi tvofi v koloné velmi polarni sloupec, na ktery je nanesen vzorek spoleéné
s mobilni fazi. Mobilni faze je kapalina, kterd unasi vzorek skrz polarni sloupec. Kazda latka
ve vzorku prostupuje sloupcem riznou rychlosti na zdklad¢ intenzity interakce s polarnim
sloupcem kolony. Cim vice je latka ve vzorku polarni, tim siln&jsi bude interakce se sloupcem,
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a 0 to pomaleji bude latka kolonou prostupovat. Latky se tedy ve sloupci dé€li a jsou postupné
odebirany ve formé frakci. K urychleni celého procesu byva Casto pouzivana tlakova pumpa.

Jako stacionarni faze se bézné uziva silikagel. Silikagel je bily praSek slozeny z velmi jemnych
Castic. Tvofi sit” atomi kiemiku pospojovanych pies atomy kysliku. (obr. 15) Na povrchu siliky
jsou navazané velmi polami hydroxylové skupiny OH, které¢ interaguji s latkami ve vzorku.
Kromé silikagelu 1ze taktéz jako stacionarni fazi pouzit napt. oxid hlinity.

OH OH OH OH

) ) ) (0]

—S|i —O—S|i —O—S|i —O—Sli — Q0

Obrazek 15: Vrstva silika gelu. Prevzato z
https:/www.chemicals.co.uk/blog/what-is-silica-gel

Slozeni mobilni faze zavisi na charakteru separované latky. V piipad€ pouziti méné polarni
nebo nepolarni mobilni faze jako je napt. cyklohexan, bude skrz kolonu prostupovat nepolarni
latka vzorku daleko rychleji oproti polarni latce, jednak protoze se rozpoustédlo nevaze na
polarni sloupec silikagelu a taktéz protoZe nepolarni mobilni faze v sobé bude drzet vice
nepolarni latku ze vzorku, kterou bude unaset rychleji nez polarni latku, kterd tak ztstane
opozdéna. V piipadé, ze uz je frakce s nepolarni latkou odebrana, muzeme urychlit
prostupovani polarni latky skrz kolonu pouzitim polarné¢jsi mobilni faze napft. ethyl acetatu
nebo methanolu. Polarni mobilni faze bude kompetitivné interagovat s polarnim sloupcem
siliky, ktera nebude jiz tak pevné vazat polarni vzorek a rychlost prostupovani kolonou se tak
zvysi. Cilem je pouZit takovou mobilni fazi, aby byla zajiSt€na co nejefektivnéjsi separace
danych latek ve vzorku. Ptesto, zZe princip kolonové chromatografie je pomérné jednoduchy a
instrumentace neni nijak komplikovana, 1ze pomoci této separacni techniky casto (i naSem
piipad¢€) rozdélit znaéné komplexni smési organickych sloucenin.

V organické chemii byvaji latky ¢asto bezbarvé a k identifikaci spravné frakce s produktem je
pouzivana chromatografie na tenké vrstvé v kombinaci s vhodnou vizualiza¢ni metodou.

5.2 Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) je analytickd metoda slouzici k monitorovani reakce,
stejné tak, jako k identifikaci latek na kolonové chromatografii. TLC funguje na stejném
principu jako kolonova chromatografie, jen v mensim meéftitku.

Misto sklenéné kolony jsou vyuzivany mens$i hlinikové desticky pokryté tenkou vrstvou
silikagelu. Na spodni stranu desti¢ky, 1 cm od okraje, je tenkou tuzkou zakreslena ¢ara, do které
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jsou zaznaceny startovni pozice nanaSenych vzorkd. Pro monitorovani reakce jsou standardné
zaznaceny ti1 startovni mista. Jedna pozice slouzi pro naneseni vychozi latky, se kterou byla
reakce provadéna, druhé misto je vyhrazeno pro naneseni vzorku z probihajici reakce a na
posledni pozici jsou naneseny ob¢ latky, jak vychozi latka, tak i produkt vznikajici v reakci.
Latky jsou nanaSeny tenkou kapildrou na vyznacena mista.

Vyvoj TLC probihd ve vyvijejici cele. Jako vyvijejici cela miize byt pouzita kadinka nebo
sklenéna komurka s uzavérem (obr. 16). Do cely je pfidana mobilni faze v takovém mnozstvi,
aby sahala do vysky 0,5 — 1 cm. Cela je uzaviena a ponechéna stat do t¢ doby, nez se vzduch
V ni nasyti parami mobilni faze.

Do vyvijeci cely je poté pinzetou vloZzena hlinikova desticka s nanesenymi vzorky a cela je
uzaviena. Mobilni faze se nechd vzlinat destickou smérem k jejimu hornimu okraji. Nepolarni
latky budou unaSeny rozpoustédlem nahoru a poldrni latky zistanou na spodni strané desticky.
Desticka je zcely odebrana, jakmile rozpoustédlo dovzlina cca. 0,5 cm pod horni okraj
desticky. Hranice, kam mobilni faze dosla, se oznacuje jako Celo a je zaznaceno tuzkou jako
tenkd Cara.

Obrazek 16: Vyvijeci cela pro TLC s destickou TLC uvnitf

Skvrny latek na desticce jsou nasledné vizualizovany pomoci UV svétla nebo pomoci
manganistanu draselného, ¢i jiného tzv. vizualiza¢niho ¢inidla (obr. 17). Porovnanim skvrn
na desticce lze néasledné vycist, zda probéhla reakce az do konce, nebo zda je stale pfitomno
n¢jaké mnozstvi vychozi latky. V piipad¢, Ze veskera vychozi latky jiz zreagovala, nebude ve
sloupci, kde byl nanasen vzorek z reakce, vidéna skvrna, ktera se objevuje ve sloupci, kde byla
nanesena vychozi latka.
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Obrazek 17: Vizualizace TLC pod UV

Nasledné mliZze byt vypocten retencni faktor Rr. Reten¢ni faktor je ¢islo nabyvajici hodnot mezi
0<x<I. Udava informaci o tom, jak daleko zaostdva skvrna analyzované latky za celem
rozpoustédla a je charakteristickd pro danou latku v daném systému. Vypocita se jako pomér
urazené drahy latkou a drahy urazené ¢elem mobilni faze (obr. 18).

Solvent [
front
Spot of — ¥
the analyte
Y
Origi‘n " ]
(Baseline)
Ri=Y +X

Obrazek 18: Vypocet retencniho faktoru. Y =
draha urazena latkou ze vzorku, X = draha
urazena Celem. Prevzato z
https://en.differbetween.com/article/how_to ¢
alculate_rf values_for tlc

5.3 Extrakce

Dalsi separacni metoda pouzita v této prace se nazyva extrakce. Jedna se o metodu, ktera
umoziuje separaci latek na zéklad¢ jejich rozpustnosti v rozdilnych rozpoustédlech.
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K extrakci se vyuziva délici nalevka, do které je umistén vzorek urceny k separaci (obr. 19).
Latka se smisi se dvéma navzajem nemisitelnymi rozpoustédly. V ndlevce vzniknou dvé faze,
Vv nichz jsou latky ze vzorku distribuovany na zakladé jejich rozpustnosti v daném rozpoustédle.
Pro spravné rozpusténi veskerého vzorku je potieba dé¢lici banku protiepat. V tomto kroku je
nezbytné uvolilovat tlak opakovanym oteviranim kohoutku, aby nalevka nepraskla. Jednotlivé
faze jsou poté odpustény separované do kadinek a ptipadné dale podrobeny filtraci.

add immiscible
solvent

Obrazek 19: Pribéh extrakce. Prevzato z
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_Chemistry/Organic_Chemistry _Lab_Techniques_(Ni
chols)/04%3A _Extraction/4.02%3A _Overview_of Extraction

5.4 Filtrace

Posledni separa¢ni metodou uZitou v této praci je metoda filtrace. Tato metoda slouzi k separaci
pevnych nerozpustnych ¢astecek latky od kapaliny, v niz jsou rozptyleny.

Jednoducha filtrace se provadi s kadinkou a nalevkou (obr. 20). Ke stojanu je pfipevnéna
pomoci svorky nalevka, pod kterou je umisténa kadinka, do které¢ bude odtékat filtrat. Do
nalevky je umistén filtracni papir (popf. vata). Pies filtracni papir je poté filtrovana smés
kapaliny a pevnych ¢astic, pevné Castice se zachyti na filtranim papiru a Cista kapalina pretece
do kadinky.
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Obrazek 20: Filtra¢ni aparatura
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6 SuUzUKI-MIYAURA CROSS-COUPLING

Suzukiho-Miyaurova cross-couplingova reakce je pojmenovana po svych objevitelich (A.
Suzuki a N. Miyaura). [3] Jedna se o reakci, pii niz vznika vazba mezi atomy uhliku
Vv pfitomnosti palladnatého, nebo palladného katalyzatoru. Reaktanty, které spolu reaguji, jsou
organoborové slouceniny a organické halogenidy. [4] Vyhodou téchto reakci jsou mirné reakéni
podminky, komer¢ni dostupnost mnoha organoborovych sloucenin a jejich nizka toxicita.
Reakce jsou slucitelné s velkym mnozstvim funkénich skupin a mohou byt provadény i ve
vodném prostiedi. [4][3]

Reakce se, pro své pomérné mirné podminky k vytvoteni C-C vazby, vyuziva v mnoha
syntézach 1é¢iv. [5]

6.1 Mechanismus

Mechanismus reakce je podobny katalytickym cyklim ostatnich cross-couplingovych reakci
(schéma ¢. 1). Katalyzatorem této reakce je Pd katalyzator v oxida¢nim stavu Pd®. V prvnim
kroku dojde k oxidativni adici, tj. inserci Pd® mezi vazbu uhlik-halogen a vzniku Pd". Ve
druhém kroku probéhne metateze — vyména aniontu navazaného na katalyzator a aniontu
navazaného na bazi. [7] Nasleduje transmetalace mezi Pd" a alkylboratovym komplexem, ktery
vznikl reakci organoboratu s bazi. [6] Poslednim krokem je reduktivni eliminace, pfi niz vznika
jednoducha vazba uhlik-uhlik a regeneruje se Pd®, které miZe vstoupit do dalsiho cyklu. [4]

L,Pd©@

R*-X

R1_R2|

reductive
elimination

oxidative
addition

R'-B(R);, + M*(OR)
organoborane base

X

LPd
RZ

R1—é(R)2 o
S M*(OR)

metathesis

M*(X)

1 OR
L,Pd™]
RZ

Schéma ¢. 1: Mechanismus Suzuki cross-couplingové reakce. Obrazek
pievzaty z knihy Strategic Applications of Named Reactions in Organic
Synthesis (Laszlo Kiirti a Barbara Czako)
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6.2 Katalyzatory

Katalyzatory béhem reakce oslabuji R-X vazbu elektrofilu béhem oxidativni adice, coZ nakonec
vede ke vzniku dvouvazného komplexu R-Pd-X a umoziuji tak dalsi kroky reakce. [25]

Katalyzatory vyuzivané pii Suzukiho couplingu jsou katalyzatory na bazi palladia. Existuje
nékolik vhodnych katalyzatort pro tuto reakci, které jsou stabilni i pfi vyssich teplotach, jsou
elektronové bohaté a relativné ekologické. [26] Historicky prvni pouzivany katalyzator byl
Pd(PPh3)s (obr. 21A). V soucasné dobé je pravdépodobné nejpouzivanéjsim katalyzatorem
Pd(dppf)Cl, a Pd(PPh3)Cl; (obr. 21B, 21C). Kvuli mozné kontaminaci vzorku palladiem byly
zkoumany i katalyzatory s jinym pfechodnym kovem nez palladium. Vhodnou alternativou,
diky mensi velikosti, poctu oxidacnich stavii a nukleofilnimu charakteru, je katalyzator na bazi
niklu. Mimo jiné existuji i katalyzatory obsahujici zelezo. [25]

Obrazek 21: (A) Katalyzator Pd(PPhs)s (B) Katalyzator Pd(dppf)Cl2 (C) Katalyzator Pd(PPhs)Clz.
Ptevzato z https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en

6.3 Baze

Pribéh Suzukiho couplingu zavisi mimo jiné i na tom, jaka baze je pro reakci zvolena. Hlavni
roli baze je tvorba boratového aniontu R-B(OHz3)" z neutralni kyseliny borité R-B(OH)2, ¢imz
dojde ke zvySeni nukleofility, a tim padem schopnosti reagovat s PdX komplexem.

Ackoliv je reakce hojné vyuzivana, neni zcela znam mechanismus zahrnujici transmetalaci, a
to pravdépodobné z diivodu silné zavislosti reakce na reakénich podminkach. V této ¢asti cyklu
hraje baze dileZitou roli. VytéZek reakce zavisi na stechiometrickém mnoZstvi pouZzité baze.

Byly navrZeny dva mozné mechanismy, kterych se baze ucastni (schéma €. 2). Prvni moznosti
(A) je mechanismus, kde dojde po oxidativni adici s nukleofilni ¢astici kK vymén¢ halogenu X
na Pd" katalyzatoru. Touto nukleofilni ¢astici miiZe byt anion baze pouzity béhem Suzukiho
reakce nebo jiny OH™ anion pfitomen v roztoku. Anion musi byt silné nukleofilni ¢astice, aby
dokézala vytésnit halogen X jakozto odstupujici skupinu z centra katalyzatoru. Tento
intermediat poté reaguje s organoboratem béhem transmetalace a vytvaii se R¢-Pd"-R komplex.
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Druha cesta (B) predpokladé, ze baze atakuje organoborat a vznika nukleofilni oranoboratovy
anion, ktery vyméni svijj zbytek R za halogenid X v centru Pd" pii klasické transmetalaci. [27]

Mezi bézn¢é uzivané baze patii (K2CO3z, Cs,C0O3), K3zPO4, a EtsN

T.
—Pd'-L + R- + X
L—I::’d“-L + R-[B] //+HO- '[B]fH) L—}:’d”—L
X }@f/’&\ T{ / R
|_—||=d"—L + R-[B](OH)
X

Schéma ¢. 2: Dva mozné mechanismy, kterych se baze Gcastni. X =F, Cl, Br, I, [=ligand,
OH- pouzita baze, R-[B] = organoborat. Pievzato z Role of the Base and Control of
Selectivity in the Suzuki—Miyaura Cross-Coupling Reaction (Dr. Carlos F. R. A. C. Lima,
Ana S. M. C. Rodrigues, Dr. Vera L. M. Silva, Prof. Artur M. S. Silva, Prof. Luis M. N. B.
F. Santos)

6.4 Reaktivita arylhalogenidii

Arylhalogenidy (popf. alkenyl, alkynyl, allyl, benzyl halogenidy) v reakci vystupuji jako
elektrofily. Jejich reaktivitu pfi oxidativni adici lze zvysit elektronakceptornimi skupinami
Vv pozici ortho, nebo para (popf. v alfa nebo beta pozici 1-alkenyl halogenidii). NejreaktivnéjSim
arylhalogenidem je aryljodid diky velikosti a polarizovatelnosti jodidového iontu. Reaktivita
klesa v fad¢ [>>Br>OTf>>CI>F. [26]
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7 MIYAURAOVA BORYLACE

Ptiprava pinakolesteru kyseliny borité (schéma ¢. 3 latka 3) jakoZzto vychoziho ¢inidla pro
Suzukiho coupling, vychazi z palladiem katalyzované cross-couplingové reakce pinakolesteru
kyseliny diborité [(MesC202)BB(02C2Mes)] (schéma ¢. 3 latka 1) a arylhalogenidu (schéma ¢.
3 - latka 2). Reakce je katalyzovana Pd(dppf)Cl, v ptitomnosti slabé baze octanu draselného
v DMSO, nebo jiném aprotickém, poldrnim rozpoustédle a je slucitelnd s velkym mnoZstvim
funk¢nich skupin, jako je nitro skupina, kyano skupina, ¢i karbonylova skupina.

o) @) \

B—B E +  X-Ar PdClydpef) j B-Ar
o o) KOAc / DMSO o
1 2 3

Schéma ¢. 3: Pfiprava pinakolesteru kyseliny borité. Pievzato z Palladium(0)-Catalyzed Cross-
Coupling Reaction of Alkoxydiboron with Haloarenes: A Direct Procedure for Arylboronic Esters
(Tatsuo Ishiyama, Miki Murata, and Norio Miyaura)

Mechanismem je katalyticky cyklus, béhem néhoz dojde v prvnim kroku k transmetalaci, ktera
zahrnuje oxidativni adici halogenarenu na Pd® a vznikd komplex ArPd"X. (schéma ¢&. 4)

Ph.P- F'd ’PPh, ar—|

reductive
elirnination oxidative addition
| E PEIDPPh
o P Ph.P- #d—PPh

3
L
nans.fcis(isnm erization !

!Er “OAC
PhaP—ltE"—JPPha

O B hC:l ',I_'l,.r I

|
H Ph,P-Pd—FPh,
P -Pd=PPh,
X
transtmetalation
Tl el

Schéma ¢ 4: Mechanismus Miyaurovy borylace. Pfevzato z
https://www.organic-chemistry.org/namedreactions/miyaura-borylation-
reaction.shtm

41



Transmetalace 1 a ArPd"X poskytuje intermediat ArPd''B(OR); a reduktivni eliminaci 3 se
regeneruje zpét Pd°. [22]

Pritomnost baze je esencialni nejen K urychleni reakce, ale také zabranuje tvorbé biarylovych
vedlejSich produkti. V reakci se zaporné nabita baze po oxidativni adici koordinuje na komplex
ArPd"X a ovlivituje transmetala¢ni krok.

Nejvétsi vytézek byl obdrzen pii pouziti katalyzatoru Pd(dppf)Cl,. V piitomnosti katalyzatoru
Pd(PPhs)s byl vytézek nizsi, nebot’ v reakci vznika vedlejsi produkt a dalsi katalyzatory jako
Ni(PPhz)s, Pt(PPh3)s a RhCI(PPhs)s reakci nekatalyzovaly vibec.

Krom¢ arylhalogenidu Ize rekci uskuteénit i s 1-alkenyl halogenidy. (schéma ¢. 5) Reakce vede
ke vzniku pinakol 1-alkenylboritého esteru. [23]

R2 R2
PdCI,(PPh3)>-2PhsP
R, KOPh, toluen, 50°C R,
1 2 (X = Br, |, TfO) 3

Schéma ¢. 5: Reakce pinakolesteru kyseliny diborité s halogenalkenem

Jako dalsi vychozi latka, z niz Ize ptipravit pinakolester, jsou fenoly (schéma ¢. 6). Fenol se
typicky ptevede na pfislusny trifluormethansulfonat, ktery se podrobi palladiem katalyzované
reakci s bis(pinakolato)diboranem. V reakci vznika pinakolester kyseliny borité. [24]

1.5-4.5eq. 3 mol-% Pd(dppf)Cl, o

O, 0o 3 eq.EtyN "B Ar
;[ B—B. +  ArOTf - d

o o] dioxan, reflux, 2 - 10 h

Schéma €. 6: Reakce pinakolesteru kyseliny diborité s trifluorometansulfonatem
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8 SONOGASHIRA CROSS-COUPLING

V roce 1975 K. Sonogashira a jeho spolupracovnici publikovali praci, ve které popsali pfipravu
symetricky substituovaného alkynu reakci acetylenu a aryljodidu v ptitomnosti katalytického
mnozstvi Pd(PPh3)Cl, a Cul. [4]

; , Pdcat, (Cu® cat.)
R'-X + H—R RI——R2
base

R' = aryl, hetaryl, vinyl
R? = aryl, hetaryl, alkenyl, alkyl, SiR3
X =1, Br, Cl, OTf

Schéma ¢. 7: Sonogashirova reakce arylhalogenidu a substituobaného
alkynu. Pfevzato z The Sonogashira Reaction: A Booming Methodology
in Synthetic Organic Chemistry (Rafael Chinchilla and Carmen Ndjera
Chemical Reviews)

Reakce katalyzovana palladiem a médi se nazyva Sonogashira cross-coupling po svém
objeviteli. [4] Jedna se o dulezitou metodu piipravy arylalkyni, které jsou prekurzory ruznych
farmaceutickych 1é¢iv a dalsich organickych materiali. [28] Vyhody této reakce spocivaji v jeji
proveditelnost za laboratorni teploty, je slucCitelna s velkym mnozstvim funk¢nich skupin a lze
ji uskutecnit i s velmi malym mnozstvim vychozi latky. Aby nedoslo k explozi citlivych
acetylidii médi, je pouzito pouze katalytické mnozstvi méd’né soli, kterd je komeréné dostupna
jako Cul nebo CuBr. Reakce s méné¢ reaktivnimi arylhalogenidy a objemnymi substraty ovSem
vyzaduje vyssi teplotu a terminalni alkyny za téchto teplot podléhaji vedlej$im reakcim. [4]

8.1 Mechanismus

Mechanismus této reakce je stale pomérné€ malo prozkoumany z diivodu obtiZzné izolace
reak¢nich intermediatd, ale predpoklada se, ze se cross-coupling fidi podobnym cyklem jako
Suzukiho cross-coupling. Cyklus je slozen ze dvou navzajem nezavislych cykla (schéma ¢. 8),
ve kterych je pfitomen terciarni amin jako baze. Katalyticky cyklus palladnatého katalyzatoru
je zaloZen na rychlé oxidativni adici arylhalogenidu na katalyzator Pd°L, vzniklého redukci
riznych katalyzatord Pd" nakoordinovanim liganda jako jsou fosfany, aminy nebo ethery.
V dalsim kroku dojde k propojeni Pd-cyklu scyklem médi. Nasleduje rychlost urcujici
transmetalace s acetylidem médnym, ktery vznikl v Cu-cyklu. Vznika komplex R:Pd(-
C=R2)L,, ktery reduktivni eliminaci poskytuje finalni produkt a obnovuje se katalyzator pro
novy cyklus. V cyklu médi, baze (vétSinou amin) odstépi proton acetylenu a je generovan anion,
ktery nasledné reaguje s méd’nym kationtem za vzniku acetylidu méd’ného. Je nutno zminit, ze
aminy vétSinou nejsou dostatecné silnou bazi, ktera by byla schopna deprotonovat alkyn za
vzniku aniontového nukleofilu, ktery by mél formovat acetylid méd'ny. Proto pravdépodobné
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dochazi v prubéhu cyklu ke vzniku n-alkyn-Cu komplexu, ktery by mohl byt v cyklu zahrnut,
a dochazi tak ke zvyseni kyselosti alkynového protonu, ¢imz se stava lépe odstépitelnym.[28]

/ ‘ | ™, » [amine base]H"X
R1-X R Y
_LLPd" | R [
|| ~ \X ~.\ \
oxidat :;—-"' rrmanm;aﬂa& / H —R-
addition - CuXx _
/ \ amine base
Rl
Pd'" or Pd'"") complexes L Pd . pd-'/'
(precatalysts) TN
b , R*

N !
[\
r— —
R R= \\\ reductive
CDL.Ip|Bd product ~~.__olmination _—~

Schéma ¢. 8: Mechanismus Sonogashirova cross-couplingu. Pievzato z knihy Strategic Applications of
Named Reactions in Organic Synthesis (LdszI6 Kiirti a Barbara Czako)

8.2 Katalyzatory

Typicky je Sonogashirova reakce provadéna v prostiedi palladnatého katalyzatoru s fosfiny
jako ligandy a méd’ného katalyzatoru. [29] Nejpouzivanéjsi katalyzatory jsou Pd(PPh3)Cl;
,nebo Pd(PPhs)s (obr. 21A). [4] Jsou pouzivany i bidentatni ligandy jako Pd(dppe)Cl. (obr.
22A) a Pd(dppf)Cl, (obr. 21B). Kromé¢ katalyzatori obsahujici fosfor jsou v reakci pouzivany
i katalyzatory na bazi dusiku, jako napf. katalyzator bis-imidazolyl palladnaty (obr. 22B), ktery
je ucinny uz pii velmi malém mnozstvi. [29]

A o~ B
P Me
Cl
(>r ™ N=Pd—N ]
7N HN-" 1\ NH

Obrazek 22: (A) Katalyzator Pd(dppe)Clz (B) Katalyzator
bis-imidazolyl palladnaty
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8.3 Reaktivita arylhalogenidi

Snadnost pribéhu této reakce zavisi na tom, s jakym substratem je reakce provadéna. [28]
Obecné reaktivita klesa v fadé vinyl jodid > vinyl triflat > vinyl bromid >vinyl chlorid > aryl
jodid > aryl triflat > aryl bromid > aryl bromid >> aryl chlorid [29], a proto coupling bé&zi
hladce, kdyz jsou pouzivany drazsi a méng¢ stabilni aryljodidy ptfipadné vinyljodidy. V piipadé,
ze je halogenidovych systém aktivovany, tedy elektronové chudy, probihé reakce ochotnéji.
Proto obecné neni vhodné reakci provadét s deaktivovanymi bromidy ¢i aryl chloridy. [28]
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9 CHRANICI SKUPINY

V této praci byla pouzita chranici skupina Boc, ktera byla nasledné kysele odstranovana.
V piipadé, Ze ma byt reakce provedena selektivné na jedné funkcni skupiné molekuly, ktera
obsahuje vice funk¢nich skupin, které jsou stejné, nebo maji piibuznou reaktivitu, musi byt tyto
ostatni funkéni skupiny zablokovany (ochranény). Pro tento ucel bylo navrzeno velké mnozstvi
funkénich skupin. Ochranné skupiny musi spliiovat nékolik kritérii. Odstranéni skupiny musi
byt proveditelné za podminek kompatibilnich se zbytkem molekuly. Chranici skupiny by mély
mit minimalni vliv na funk¢nost slouceniny, aby se ptredeslo nechténym vedlej$im reakcim.
[30] A v neposledni fadé by chranici skupiny mély byt stabilni za podminek provadénych
reakci. [31]

Kazda chranici skupina prodluzuje syntézu typicky o dva kroky, béhem kterych se skupina musi
na slouceninu zavést a nasledné, po provedeni pfislusnych reakci, odstranit. [31] Kazda skupina
taktéz vyzaduje jiné podminky pro jeji zavedeni a odstranéni, na coz musi byt bran zietel
Vv ptipad¢, ze pracujeme s vice nez jednou chranici skupinou, aby se pfedeslo nechténému
odstranéni vice skupin nez pouze té€ch, které odstranit potiebujeme.

9.1 tert-Butyl karbamat (Boc)

Tert-Butyl karbamat (Boc) je pravdépodobné nejcastéji pouzivand skupina k ochrané
aminoskupiny. [32] Slouzi jako vhodna nahrada ochrany skupiny pomoci acylace, ktera je
snadna, ale vyzaduje naro¢né podminky pro odstranéni, které nejsou kompatibilni s mnoha
funk¢nimi skupinami. [33] Zavedeni této skupiny na slouceninu nevyzaduje zadné extrémni
podminky a vytézky této reakce jsou Casto vysoké.

Typicky je reakce uskute¢néna ve vodném prostiedi, pfipadné v prostiedi voda/THF, THF ¢i
acetonitril za laboratorni teploty, pfipadné je smés zahtivana na 40 °C, v pfitomnosti baze.
Bézné uzivanou bazi je TEA, 4-(dimethylamino)pyridin (DMAP) a NaHCOs. [32]
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9.1.1 Protekce

N. ]
_.H H
0O 0 O )
,N. O A M ,.[:I.. -
Ly Mk — RN ~ — = R T K
R—NH g : ;
._\ 2 C ! :I ':J * D T\ [:l
_ o L
":::_’_'1 : = =
:Q,JJ:D, g - <
':C:'z

Schéma ¢. 9: Mechanismus protekce aminu skupinou Boc. Prevzato z https://shop.jk-
sci.com/blogs/resource-center/boc-protection-and-deprotection

Skupina Boc se zavadi na dusik jako ochrana pfili$ reaktivni aminoskupiny (schéma ¢. 9). Jako
vychozi latka je nejéastéji pouzivan anhydrid di-tert-butyl dikarbamat Boc2O. Reakce probiha
v zasaditém prostiedi napt. hydroxidu sodného (schéma ¢. 10) nebo triethylaminu. [31]

NaOH (1.1 mol)

)( )O]\ JOL J< COOH  H,0(11), tBUOH (750 mL) Q/YCOOH
! >
O O O NH2 20_40 oC' 12 h NHBDC

78-87%

Schéma €. 10: Uplatnéni chranici skupiny Boc pfi reakci s aminoskupinou
9.1.2 Deprotekce

Boc je odstraniovan hydrolyzou v kyselém prostiedi (schéma €. 11). Vychozi latka je rozpusténa
ve vodé nebo v organickém rozpoustédle (toluen, dichlormethan) a je pfidana koncentrovana
HCl nebo TFA. [32]
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Schéma ¢. 11: Mechanismus deprotekce skupiny Boc v kyselém prostiedi. Pievzato
z https://shop.jk-sci.com/blogs/resource-center/boc-protection-and-deprotection

9.2 9-Fluorenylmethyl Karbamat (Fmoc)

Fmoc je dalsi chranici skupina pouZivdna na ochranu aminoskupiny. Velkou vyhodou je jeji
relativni stabilita v kyselém prostiedi - z tohoto divodu lze v jeji piitomnosti odstranovat
skupinu Boc, aniz by byla porusena skupina Fmoc. Je snadno odstranitelna (viz nize) a zaroven
stabilni za podminek hydrogenace. [30]

o o] N
C‘j ' Q
) we {30
Schéma é. 12: Reakce anilinu S chloridem

fluerenylmethoxykarbonylu. Pfevzato z An efficient and expeditious
Fmoc protection of amines and amino acids in agueous media.
(Manoj B. Gawande and Paula S. Branco)

Skupina se na amin zavadi nejcastéji reakci s chloridem fluorenylmethoxykarbonylu ve

vodném prostiedi (schéma ¢. 12) a odchranéni aminu probiha za mirnych podminek reakci
s bazi jako amoniak nebo piperidin [34] [30]
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9.3 Trifenylmetylova skupina (Trityl)

Dal§im zplGsobem ochranéni aminoskupiny je alkylace. Tato pomérn¢ objemnd chranici
skupina snizuje reaktivitu aminové skupiny prostiednictvim sterického efektu. NejCasteji se
trityl zavadi reakci trifenylchloridu s aminem v prostfedi vhodné baze (triethylamin) a je
odstrafiovana v kyselém prostiedi napt. HCI nebo TFA. [35] [36]

Et;N NHR

cl
R-NH, * I O

Schéma ¢. 13: Protekce aminoskupiny tritylem

9.4 Benzyl (Bn)

Dalsi bézn¢ uzivanou skupinou pouzivanou k ochrané¢ aminoskupiny je benzyl. Na amin se
zavadi reakci benzyl halogenidi v pfitomnosti baze (EtsN, K.CO3) a odstranuje se pomoci
palladiem katalyzované hydrogenolyzy (schéma €. 14). K deprotekci se bézné uziva katalyzator

Pd/C. [32]

R BnCl, K;CO4 R R
H-0, reflux +
)\ —————= BmN COH BnHN CO,H

HN- COH 3 hin 859

e/

92%

Schéma ¢&. 14: Protekce a deprotekce benzylové chranici skupiny. Pievzato z knihy The Role of
Protective Groups in Organic Synthesis. In Protective Groups in Organic Synthesis (Greene, T.W. and

Wuts, P.G.M. (1999))

9.5 p-methoxybenzylova skupina (PMB)

PMB chranici skupina se na amin zavadi podobn¢ jako skupina Bn. Jako reak¢ni ¢inidlo se
pouziva p-methoxybenzylchlorid. ktery v zasaditém prostiedi (napt. K2CO3, PTSA) poskytne
ochranény amin (schéma ¢. 15). Skupina se muze taktéz odstraiiovat pomoci palladiem
katalyzované hydrogenace, piipadné lze pouzit oxida¢ni podminky (napi. DDQ). [30] [37]
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0 0
CH0C:H,CH;0H

cl Cl
CF_'., CH:;CN, PT5A CF';
NH, o NHPME

Schéma €. 15: Protekce aminoskupiny skupinou PMB. Pievzato z
knihy Greene, T.W. and Wuts, P.G.M. (1999). The Role of Protective
Groups in Organic Synthesis. In Protective Groups in Organic
Synthesis
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10 EXPERIMENTALNI CAST

10.1 Obecné informace

Chemikalie pouzité v této praci byly pofizeny u specializovanych prodejcti (Sigma-Aldrich,
Acros, Fluorochem, Penta, Lachner) a nebyly nijak dale purifikovany. Rozpoustédla byla
pouzivana v kvalité dodavané vyrobcem, pouze cyklohexan byl pted pouzitim piedestilovan.
Pro reakce pouzity methanol, triethylamin, tetrahydrofuran, dimethylformamid a
dichlormethan byly tzv. extra suché, dodany firmou Acros. Plynny dusik pro vytvofeni inertni
atmosféry byl odebiran ze standardni tlakové lahve. Reakce byly provadény v béznych
sklenénych bankach a kapalné latky byly davkovany pomoci injekénich stiikacek. K separaci
pomoci kolonové chromatografie byl pouzit silikagel (velikost ¢astic 40-60 mikront). Produkty
byly analyzovany pomoci nuklearni magnetické rezonance na pfistrojich Bruker Avance 111300
MHz a Bruker Avance 111 500 MHz. Produkty byly analyzovany hmotnostni spektrometrii na
stroji Agilent 6224. Analyza pomoci infracervené spektroskopie byla provedena na pfistroji
Bruker Alpha TFIR.

10.2 Syntéza intermediata 1-4

10.2.1 Ptiprava 6-chlor-2-jodpyridin-2-olu (1)
I\ _N._Cl
|
HO™

Obrazek 23: Struktura latky 1

6-chloro-pyridin-2-ol A (4 g; 31 mmol) byl rozpustén ve vodé (54 ml). K roztoku byl
piidan Iz (7,9 g; 79 mmol) a Na,CO3 (6,9 g; 65 mmol). Roztok byl za laboratorni teploty michan
po dobu 3 h. Po skon¢eni reakce byla smés nalita do délici bariky a zneutralizovana 1M HCI do
kyselé oblasti. Smés byla tfikrat extrahovana ethyl acetaitem (70 ml). Spojené organické faze
byly poté promyty Na,S;0; (10%; 40 ml) a solankou (80 ml). Organicka faze byla poté
vysuSena bezvodym Na»SOs a prefiltrovana. Po odpafeni byla obdrzena lehce nazloutla
krystalicka latka 1 (6,8 g; vytézek 86 %).

Sumarni vzorec: CsH3CIINO

1H NMR (300 MHz, DMSO) & (ppm) = 11.13 (), 7.32 (d, J= 8,4 Hz, 1 H) 7.18 (d, J= 8,4 Hz,
1 H).

Spektrum bylo shodné s publikovanym. [60]

HRMS: m/z vypocteno pro [CsH3CIINO + H*]: 255,9021, experiment. stanoveno: 254,8948.
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10.2.2 Piiprava 6-chlor-2-((triisopropylsilyl)ethynyl)pyridin-3-olu (2)

TIPS
X _N_ _cl

]
HO\

Obrazek 24: Struktura latky 2

Latka 1 (1,5 g, 5,9 mmol) byla rozpusténa ve smési TEA (9,3 ml; 68,9 mmol) a dioxanu
(9,3 ml). K roztoku byl pfidan (triisopropylsilyl)acetylen (2 g; 12 mmol), Cul (67 mg; 0,35
mmol) a katalyzator Pd(dppf)Cl> (123 mg; 0,22 mmol). Smés byla michana a zahfivana
v olejové lazni na 45 °C po dobu 40 min pod atmosférou argonu. Po skonceni reakce bylo
rozpoustédlo odpateno a po precisténi pomoci kolonové chromatografie (EtOAc/cyklohexan;
1:5) byla obdrzena Seda pevna latka 2 (1,1 g; 60 %)

Sumarni vzorec: C16H24CINOSI

1H NMR (300 MHz, CDCI3) & (ppm) = 7.28 (d, J=11,0 Hz, 1H), 7.21 (d, J=8,6 Hz, 1H), 1.18-
1.07 (m)

HRMS: m/z vypocteno pro [C16H24CINOSI + H*]: 310,1388, experiment. stanoveno: 309,1316.

10.2.3 Priprava 5-chlor-3-jod-2-(triisopropylsilyl)furo[3,2-b]pyridinu (3)
|

/|\TIPS
X0

Obrazek 25: Struktura latky 3

K roztoku 2 (1,50 g; 4,8 mmol) v methanolu (25 ml) byl piidan I> (3,69 g) v methanolu
(30 ml) a CsHCO3 (2,81 g, 15 mmol). Smés byla michana a zahtivana na 40 °C po dobu 30
min. v bance zakryté hlinikovou folii. Po skon¢eni reakce byl pfidan roztok Na»S,03 (1,50 g /
10 ml H20) a smés byla extrahovana ethyl acetatem (4 x 25 ml), spojené organické faze byly
poté promyty solankou (10 ml). K extraktu bylo ptidano susidlo MgSOs, poté byl zfiltrovan a
rozpoustédlo bylo odpateno. Vysledna latka byla precisténa pomoci kolonové chromatografie
(EtOAc/cyklohexan; 1:20). Byla obdrzena hnéda olejovita latka 3 (1,77 g; 84 %)

Sumarni vzorec: Ci1eH23CIINOSI

1H NMR (300 MHz, CDCI3) & (ppm) = 7.69(d, J=8,6 Hz, 1H) 7.30 -7.24 (m, 1H + CDCls),
1.19-1.14 (m, 21H).

52



10.2.4 Piiprava 5-chlor-3-jodfuro[3,2-b]pyridinu (4)

Obrazek 26: Struktura latky 4

Latka 3 byla rozpusténa v THF (15 ml) a k roztoku byl pfidan 1M TBAF v THF (4,7
ml). Smés byla po dobu 25 min michana a chlazena na -78 °C v lazni suchy led/aceton. Po 25
min byl k roztoku pfidan NH4Cl (nasyceny roztok ve vod¢, 15 ml). Smés byla poté pienesena
do délici nalevky a extrahovana DCM (4 x 40 ml). Poté byly organické extrakty vysuSeny
pomoci MgSQs, zfiltrovany a rozpoustédlo bylo odpateno. Takto ziskana surova latka byla
ptecisténa pomoci kolonové chromatografie (cyklohexan/toluen; od 1:0 do 1:1); a poté trituraci
v pentanu (2x 5 ml). Byla obdrZena latka 4 (0,580 g; 51 %).

Sumarni vzorec: C7H3CIINO

1H NMR (300 MHz, CDCI3) & (ppm) = 7.90 (s, 1H), 7.74 (d, J=8,6 Hz, 1H), 7.32 (d, J=8,6
Hz, 1H).

Spektrum bylo shodné s publikovanym. [60]
HRMS: m/z vypocéteno pro [C7H3CIINO + H*]: 279,9021, experiment. stanoveno: 278,8948.

10.3 Syntéza (4-(5-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)furo[3,2-b]pyridin-3-yl)pyridin-2-
yl)methanaminu (7)

10.3.1 Priprava tert-butyl ((4-(5-chlorofuro[3,2-b]pyridin-3-yl)pyridin-2-
yDmethyl)carbamatu (5)

Obrazek 27: Struktura latky 5

Latka 4 (100 mg; 0,36 mmol) byla rozpusténa ve smési dioxanu (6 ml) a vody (1,5 ml).
K roztoku byl pfidan TEA (150 ul; 1,1 mmol) a tert-butyl ((4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)pyridin-2-yl)methyl)carbamat (B) (144 mg; 0,43 mmol). Smé&s byla 10 min
probublavana dusikem. Smés byla michana a zahtivana v pfitomnosti katalyzatoru Pd(dppf)Cl.
(13,06 mg; 0,017 mmol) na 120 °C (reflux) po dobu 4 h. Reakce byla monitorovana pomoci
TLC (EtOAc/cyklohexan; 1:1). Po skoncéeni reakce byly ke smési ptidany 2 1zi¢ky celitu a smés
byla odpafena do sucha na rota¢ni vakuové odparce. Latka byla pfecisténa na kolonové
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chromatografii (cyklohexan/EtOAc; od 1:0 do 2:3) a byla ziskana voskovita hnéda latka 5 (86
mg; 72 %).

Sumarni vzorec: C1gH18CIN3O3

IH NMR (300 MHz, CDCl3) 8 8.63 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 8.30 (s, 1H), 7.94 (d, J = 5.3 Hz, 1H),
7.89 (s, 1H), 7.80 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.61 (s, 1H), 4.53 (d, J = 5.4
Hz, 2H), 1.48 (s, 9H).

HRMS: m/z vypocteno pro [CigH1sCIN3O3 + H*]: 360,1109, experiment. stanoveno: 359,1037.

10.3.2 Priprava tert-butyl ((4-(5-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)furo[3,2-b]pyridin-
3-yl)pyridin-2-yl)methyl)carbamatu (6)

Obrazek 28: Struktura latky 6

Latka 5 (86 mg; 0,239 mmol) byla rozpusténa ve smési dioxanu (4,56 ml) a vody (1,14
ml). K roztoku byl pfidan K3PO4 (152,05 mg; 0,717 mmol) a 1-methyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)-1H-pyrazol (C) (59,67 mg; 0,2868 mmol). Smés byla za stalého
michani v pfitomnosti Pd(dppf)Cl> zahtivana na teplotu 115 °C (reflux) po dobu 4 h. Reakce
byla monitorovana pomoci TLC (EtOAc/cyklohexan; 40:1). Po skonceni reakce byly ke smési
piidany 2 1zi¢ky celitu a smés byla odpafena do sucha na rota¢ni vakuové odparce. Latka byla
precisténa na kolonové chromatografii (EtOAc/MeOH; 40:1) a byla obdrzena voskovita hnéda
pevna latka 6 (84,4 mg; 87 %)

Sumarni vzorec: CoH23N503

IH NMR (300 MHz, CDCls) § (ppm) = 8.62 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 8.27 (s, 1H), 8.12 (d, J = 17.0
Hz, 2H), 7.99 (s, 2H), 7.79 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.69 (s, 1H), 4.55 (d,
J=5.6 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 1.47 (s, 9H).

HRMS: m/z vypocteno pro [C22H23Ns03 + H*]: 406,1874, experiment. stanoveno: 405,1801.
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10.3.3 Priprava (4-(5-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)furo[3,2-b]pyridin-3-
yl)pyridin-2-yl)methanaminu (7)

Obrazek 29: Struktura latky 7

Latka 6 (70 mg; 0,172 mmol) byla rozpusténa v DCM (5 ml). Smés byla poté 5 min
chlazenav ledové lazni. Dale byla po kapkach piidavana CF3COOH (1 ml). Po skon¢eni reakce
byla smés odparena na rotacni vakuové odparce (2 X z DCM — 5 ml). Dale byl pfidan MeOH
(3 ml), DCM (3 ml) a 2 Izicky K2CO3. Smés byla 24 h ponechdna michat. Poté bylo pfidano
1,5 1zicky celitu a smés byla odpatena na rota¢ni vakuové odparce do sucha. Latky byly déleny
na kolonové chromatografii (DCM/MeOH/NH3 v MeOH (7 M); 20:0,5:0,5) a byl ziskan
produkt v podobé béZzovo-zluté pevné latky 7 (29 mg; 55 %).

Sumarni vzorec: C17H1sNsO

'H NMR (500 MHz, MeOD) & (ppm) = 8.67 (s, 1H), 8.5 (d, J=5,1 Hz, 1H), 8.29 (brs, 1H),
8.29 (m, J=5 Hz, 2H), 8.09 (brs, 1H), 7.90 (d, J= 8,7 Hz, 1H), 7.63 (d, J=8,7 Hz, 1H),4,01 (s,
2H) 3.98 (s, 3H).

HRMS: m/z vypocteno pro [C17H15NsO + H*]: 306,1349, experiment. stanoveno: 305,1277.

13C NMR (500 MHz, MeOD) & (ppm) = 39.09, 47.82, 117.51, 119.87, 120.08, 120.74, 121.01,
125.15, 130.94, 138.59, 141.74, 146.06, 149.13, 149.69, 150.19, 150.53, 162,66

10.4 Syntéza (4-(4-methyl-5-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)-414-pyrazolo[5,1-
blpyrimidin-3-yl)pyridin-2-yl)methanaminu (12)

10.4.1 P¥iprava 5-(1-methyl-1H-imidazol-4-yl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu (9)

\
N
N\\ N
o8
/
S N\N

Obrazek 30: Struktura latky 9

5-chloropyrazolo[1,5-a]pyrimidin (D) (200 mg; 1,56 mmol) byl rozpustén ve
smési dioxanu (8 ml) a H.O (2 ml). Ke smési byl piidan K3PO4 (827,8 mg; 3,9 mmol)). Byla
ptidana kyselina C (324,5 mg; 1,56 mmol). Smés byla v pfitomnosti katalyzatoru Pd(dppf)Cl.
(48 mg; 0,05 mol) zahtivana na 100 °C po dobu 75 min. Reakce byla monitorovana pomoci
TLC (EtOAc/cyklohexan; 1,5:1). Po skonceni reakce byly ke smési ptidany 2 1zi¢ky celitu a
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sm¢s byla odpafena na rotaéni vakuové odparce. Latka byla preciStétna na kolonové
chromatografii (EtOAc/cyklohexan; z 2:1 do 20:1) a byla ziskana svétle zluta pevna latka 9
(260 mg; 97 %).

Sumarni vzorec: C1gHoNs

IH NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm) = 8.59 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.02
(s, 2H), 6.95 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.98 (s, 3H).

HRMS: m/z vypocteno pro [CioHoNs + H*]: 200.0931, experiment. stanoveno: 199.0858

10.4.2 Priprava 3-jod-5-(1-methyl-1H-imidazol-4-yl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidinu

(10)
\
/N |
N\ \ Nw/g
s N<y7

Obrazek 31: Struktura latky 10

Latka 9 (177 mg, 0,888 mmol) byla rozpusténa v DMF (5 ml) pod inertni atmosférou
N.. Barka byla zabalena do alobalu a byl ptidan NIS (94 mg; 0,42 mmol). Reakce probihala
4.5 h pii teploté laboratofe. Po skonéeni reakce byla smés extrahovana diethyl etherem (5 X 6
ml) a ethericka faze byla promyta solankou (10 ml). Roztok latky byl vysusen pomoci NazSOa,
prefiltrovan a rozpoustédlo bylo odpaieno. Cisténi probihalo pomoci kolonové chromatografie
(EtOAc/cyklohexan; 16:1). Bylo obdrzeno 173 mg zluté krystalické latky 10 (60 %).

Sumarni vzorec: C1oHgINs

IH NMR (500 MHz, CDCls) 5 (ppm) = 8.54 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 8.04
(d, J=0.9 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.00 (s, 3H).

HRMS: m/z vypocteno pro [C1oHgINs + H*]: 325,9897, experiment. stanoveno: 324,9824.

56



10.4.3 Priprava tert-butyl ((4-(5-(1-methyl-1H-imidazol-4-yl)pyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-3-yl)pyridin-2-yl)methyl)carbamatu (11)

/
- N-N

Obrazek 32: Struktura latky 11

Latka 10 (100 mg; 0,308 mmol) byla rozpusténa ve smési dioxan (4,8 ml), H2O (1,2
ml). K roztoku byl ptidan TEA (130 pl; 0,924 mmol) a kyselina B (113,23 mg; 0,339 mmol).
Byl ptidan katalyzator Pd(dppf)Cl> (10 mg, 0,02 mmol) a smés byla po dobu 8 h michana a
zahiivana na 110 °C (reflux). Reakce byla monitorovana pomoci TLC (EtOAc/cyklohexan;
20:1). Po skonceni reakce byla smés odpafena do sucha a piecisténa 2x pomoci kolonové
chromatografie (EtOAc/cyklohexan; od 165:33 do 180:10 + 8 ml MeOH), (EtOAc/cyklohexan;
0d 25:1 do 10:1) abyla obdrZena zluta voskovita latka 11 (70 mg; 57 %). Latka byla bez dalsiho
¢isténi pouzita v nasledujicim kroku.

Sumarni vzorec: Co1H23N70>

10.4.4 Priprava (4-(5-(1-methyl-1H-imidazol-4-yl)pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-
yl)pyridin-2-yl)methanaminu (12)
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Obrazek 33: Struktura latky 12

Latka 11 (70 mg; 0,229 mmol) byla rozpusténa v DCM (5 ml) a smés byla ochlazena na
0 °C. Byla ptidana CF3COOH (1 ml) a smés byla michdna po dobu 4 h, béhem které doslo
k oteplovani na laboratorni teplotu. Po skonceni reakce byla smés odpatena na rota¢ni vakuové
odparce v DCM (2 x 6 ml). Poté byly ptidany DCM (3 ml), MeOH (3 ml) a 2 1zi¢ky K2COs.
Smeés byla michana ptes noc. Poté byla ke smési ptidana 1 1zicka celitu a smés byla odparena
do sucha. K separaci smési byla pouzita kolonova chromatografie (DCM/MeOH; z 25:1 do
20:1:1 NH3 7M). Byla obdrzena pevna latka 12 (15 mg; 29 %). Latka byla triturovana pentanem
(2 x 2 ml).

Sumarni vzorec: CigH15N7

1H NMR (500 MHz, MeOD) & (ppm) = 8.79 (d, J = 7.3, 1H), 8.63 (s, 1H), 8.47 (d, J = 5.5 Hz,
1H), 8.41 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 8.17 (brs, 1H),8.14 (dd, J = 5.3 Hz, 1.8 Hz, IH)
7.30 (d, J = 7.3 Hz, 1H) 4.01 (s, 2H), 3.99 (s, 3H)
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13C NMR (500 MHz, MeOD) & (ppm) = 39.39, 47.38, 107.29, 107.77, 118.80, 119.88, 123.14,
132.81, 137.22, 139.86, 143.20, 144.57, 147.02, 150.00, 154.35, 161.12

HRMS: m/z vypocteno pro [CisH1sN7 + H*]: 306,1462, experiment. stanoveno: 305,1389.
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11 DISKUZE A VYSLEDKY

11.1 Piiprava 5-chlor-3-jodfuro[3,2-b]pyridinu (4)

Slouc¢enina 4, ktera slouzila k syntéze latky 7, byla pfipravena prostfednictvim
ctyfkrokové syntézy (schéma ¢&. 16). Nejdiive se vychozi latka A najodovala ve vodném
prostiedi a byla pfipravena latka 1 (ve vytézku 86 %). Poté byla latka 1 podrobena couplingové
reakci s (triisopropylsilyl)acetylenem, coz vedlo ke vzniku Sedé pevné latky 2 (ve vytézku
60%). (Triisopropylsilyl)acetylenova skupina ve tfetim kroku slouzila k cyklizaci latky 2 a
vznikly produkt 3 byl ziskan ve vytézku 84 %. Poslednim krokem bylo odstranéni skupiny TIPS
(triisopropylsilyl) ve vytézku 51 % (latka 4). [60]

| N Cl TIPS — TIPS -
U la. NaxCO5. 5 TEA, Cul, Pd(dppf)Cl, X N c
HO HO” X 1,4-dioxan - ios -
86 % 1 60 % 2
' |
cl_ N
cl_ N
l,, CsHCO, mws TBAF M
- o .
CH4OH., 40°C, 30 min : THF, -78 °C -
4
51 %

84 %

Schéma €. 16: Syntéza vychozi latky
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11.2 Syntéza (4-(5-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)furo[3,2-b]pyridin-3-yl)pyridin-2-
yl)methanaminu (7)

Pripravena latka 4 byla nasledné pouzita k ptipravé cilové slou¢eniny 7 (schéma ¢. 17).
Latka 4 byla v ptitomnosti kyseliny B a palladnatého katalyzatoru Pd(dppf)Cl> podrobena
Suzukiho couplingu, ktery zavedl na furopyridinové jadro prvni heteroarylovy substituent — v
pozici 3. Voskovita hnéda latka 5 byla ziskana s vytézkem 72 %. Nasledn¢ byl proveden druhy
Suzukiho coupling a byla pfipravena voskovita hnéda pevna latka 6 (ve vytézku 87 %). Latka
6 byla podrobena deprotekci aminoskupiny, pfi niz se odstranila chranici skupina Boc,
Vv kyselém prostiedi TFA ve vytézku 54 % (latka 7). Tento posledni krok byl nejprve provadén
jinym zpGsobem: latka 6 reagovala s HCI (v 1,4-dioxanu), poté byla smés neutralizovana NH3
(v MeOH) a nasledné piecistovana pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie — tato
alternativni metoda ale vedla k relativné nizkému vytézku a problematické separaci.

N /
-N
! NHBoc NHBoc N
= Y
Cl_ N Bbi l\g
| N pin _ Bpin
.
# =0 TEA Pd(dppf)Cl TEA, KaPO,
4 1,4-dioxan : H,O 5 Pd(dppf)Cl,
1.4-dioxan : H,0 6
72 %
87 %
TFA
—_—
DCM
54 % 7

Schéma €. 17: Syntéza latky 7
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11.3 Syntéza (4-(4-methyl-5-(1-methyl-1H-pyrazol-4-yl)-414-pyrazolo[5,1-
blpyrimidin-3-yl)pyridin-2-yl)methanaminu (12)

Z vychozi latky D byla ve ¢tyrkrokové syntéze (schéma €. 18) pfipravena zluta pevna
latka 12. V prvnim kroku prob¢hl u latky D Suzukiho coupling s pinakol esterem kyseliny C
Vv piitomnosti katalyzatoru Pd(dppf)Clz; a takto byl na pyrazolopyrimidinové jadro zaveden
prvni substituent. [59] Reakce poskytla ve vysokému vytézku (97 %) latku 9. Nasledné
probéhla jodace latky 9 s NIS, ktera poskytla latku 10 ve vytézku 60 %. [59] Poté prob&hl druhy
Suzukiho coupling v pfitomnosti pinakol esteru kyseliny B a katalyzatoru Pd(dppf)Clz, ktery
na jadro zavedl druhy substituent. Zlutd voskovita latka 11 byla obdrzena ve vytézku 56 %.
Poslednim krokem byla deprotekce aminoskupiny, v némz byla odstranéna chranici skupina
Boc v kyselém prostedi (TFA) s vytézkem 28 %.

/

N’N \
| 4 ,N |
Z N Bpin NIS 2 N
N\ > . N_.7
x~""N  K,PO,, 1,4-dioxan, H50, DMF NN
Pd(dppf)Cl 10
0 ’ 9 60 %
97 %
N N
N
QANHBOC \N ' ""NHBoc \N /N "NH;
. N = N |
Bpin _ N /N o L N /N =
TEA SN DCM N-p/
1.4-dioxan, H,0, 2 12
Pd(dppf)Cl, 1 28 %

56 %

Schéma ¢. 18: Syntéza latky 12
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11.4 Inhibice kinazy Haspin slou¢eninami 7 a 12

Uginnost inhibitorti v této praci byla testovana (formou placené sluzby) ve firmé Eurofins
Scientific. Zkoumana byla inhibice kinazy Haspin. Vysledkem téchto testt jsou hodnoty 1C50,
které predstavuji koncentraci inhibitoru, pfi niZ latka inhibuje 50 % aktivity cilového enzymu
(tab. 3). Pyrazolopyrimidinovy inhibitor 12 vykazoval v porovnani s furopyridinovym
inhibitorem 7 podstatné vyssi biologickou aktivitu a je tedy vhodnéj$im kandidatem pro dalsi
studie (graf 1 a graf 2).

Latka Struktura IC50/nM

148

12 41

Tabulka 3: Hodnoty IC50 latek 7 a 12 (testovany ve firmé Eurofins Scientific)

MU1959 v Haspin(h)

125 — ]

1004 _{

75 - Eat

]

50+

25

Activity (% Control)

-9 -8 -7 6 o

legyo conc (M)

Graf 1: Zavislost residudlni aktivity kindzy Haspin na koncentraci latky 12 (= MU1959).
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MU1958 v Haspin(h)
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Graf 2: Zavislost residualni aktivity kinazy Haspin na koncentraci latky 7 (= MU1958).

Ptipravené kinazové inhibitory velmi pravdépodobné interaguji s Haspinem v ATP-vazebném
misté pomocinekovalentnich a hydrofobnich interakci. Jedna se o ATP kompetitivni inhibitory,
které Haspinu zabranuji v interakci s ATP a funkce kinazy je tak diky inhibitoru potlacena.

63



12 ZAVER

Cilem této prace byla pfiprava novych inhibitori proteinové kindzy Haspin, které by
Vv budoucnu mohly potencialné slouzit jako nova lé¢iva pro boj s rakovinou. Prace
zdokumentovala ptfipravu dvou novych potencidlnich inhibitori proteinové kindzy Haspin
prostiednictvim nékolikakrokové syntézy.

Syntéza prvniho furopyridinového inhibitoru 7 se sestdvala z celkem sedmikrokové syntézy.
Prvni C¢éast syntézy umoznila pfipravu vhodného dihalogenovaného furopyridinového
prekurzoru, ve druhé ¢asti byly na furopyridinové jadro zavadény substituenty prosttednictvim
Suzukiho cross-couplingu, a poslednim krokem byla deprotekce skupiny Boc v kyselém
prostiedi. Tento inhibitor vykazal po otestovani (in vitro) inhibi¢ni aktivitu viéi proteinové
kinaze Haspin (IC50 = 148 nM).

Pyrazolopyrimidinovy inhibitor 12 byl pfipraven v ¢tyfkrokové syntéze prostiednictvim
Suzukiho cross-couplingu a deprotekce skupiny Boc v kyselém prostiedi. Tento inhibitor se od
predeslého inhibitoru 1iSil pouze ve svém centralnim farmakoforu, ktery byl slozen
z kondenzovaného pyrimidinu a pyrazolu namisto kondenzovaného pyridinu a furanu jako
tomu bylo u predeslého inhibitoru 7. Tento zasadni strukturni rozdil vedl k podstatnému
zvyseni biologické aktivity, kterou reprezentuje hodnota IC50 = 41 nM. Inhibitor 12 dosahl
slibnych vysledki a je tedy vhodnou latkou k provedeni dalSich studii.

V navazujicich studiich bude latka 12 dale modifikovana tak, aby vysledny konstrukt mohl byt
pouzit pro testovani inhibice Haspinu v bunkach pomoci technologie NanoBRET. Tato
technologie umoznuje otestovat inhibitor v bunééném prostiedi prostiednictvim monitorovani
fluorescence v realném case. Oproti testovani in vitro (viz napf. metoda firmy Eurofins popsana
vyse) poskytuje tato metoda vyrazné lepSi predstavu o tom, jakd je skutecnd aktivita
testovaného inhibitoru v buiice. K latce 12 bude prostfednictvim linkeru pfipojen fluorofor,
ktery bude slouzit jako akceptor BRET signalu z modifikované NanoLuc Luciferazy navazané
na cilovém proteinu, se kterym kinaza interaguje (obr. 34). Tento konstrukt bude nasledné
pouzit pro testovani riznych potencidlnich inhibitord Haspinu: pokud se budou kompetitivné
vazat do stejného ATP-vazebného mista, dojde ke ztraté pozorovaného signalu BRET. [57][58]

[ NanoLuc?® luciferase ~® Fluorescent tracer Test compound Target protein

Obrazek  34: Mechanismus  NanoBRET  technologie.  Pfevzato z
https://worldwide.promega.com/products/cell-signaling/kinase-target-
engagement/nanobret-te-intracellular-kinase-assay/?catNum=N2520
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Tento experiment bude provadén v laboratofi prof. Stefana Knappa ve Frankfurtu, s nimz ma
skupina doc. Parucha dlouhodobou spolupraci. Prof. Knapp patii k absolutni svétové $picce
V oboru vyvoje inhibitorii proteinovych kinaz a metod jejich charakterizace (v€éetné NanoBRET
technologie). Pokud se povede pfipravit vhodny fluorescentni derivat nasi slouceniny 12 pro
NanoBRET, bude to znamenat vyznamny posun v testovani inhibitorti kinazy Haspin, protoze
pro tuto kinazu (na rozdil od jinych) dosud vhodna NanoBRET technologie neexistuje.
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18 PRILOHA 1: H NMR SPEKTRA
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20 PRILOHA 3: IR SPEKTRA
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21 HRMS SPEKTRA

C:H;CIINO exact mass: 254.8948

Cl__N_ I
APCI + (MMI) .
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65V, S~ OH

x10 8 |+APCI Scan (rt: 0.080-0.496 min, 26 scans) Frag=30.0v NK001_APClpos_MeOH_0001.d Subtract
12 255 0023 %10 % | +APC] Scan(n: 0.080-0.485min, 28 scans) Frag=30.0V NKO01_APCIpos_MeOH_0001.d Subtract
52 2553023
14 i
0.8 4
0.6 0.4 257.8385
.H_.Nu
0.4+ . fr 256.9038 P
Counts vs. Mass-to-Chargs (miz)
0.2
_U [} _. [} m [} : [} - : [} ] [} [} _r . [} . [} [} ] [} ] [} [} [}
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
expected mass: [M+H]" =255.9021 observed mass: [M+H]" =255.9023 mass accuracy = 0.8 ppm

HRMS 1: Latka 1
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Ci6H,4CINOSi  exact mass: 309.1316

. TIPS
Cl. _N_ =
APCI + (MMI) __ _ _
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65 V| ~Z “OH
vaporizer 200°C, fragmentor 20 V, dissolved in methanol
x10 8 [+APCI Scan (rt: 0.078-0.494 min, 26 scans) Frag=20.0V NK009_APClpos_MeOH_0001.d Subtract
1.2+ w:u_.._m.mov 2105 [+#APCI Soan [t 0.078-0.484 min, 25 scans) Frag=20 0V NKDOS_APCIpos_MaOH_DO0TE Submct
llln 1.24 310.1380
l— ] -
0.8+ 0.8
0.6 ..n._”hT 3121380
311.1405
021 R
0.4 ) ﬁf ? 12 1387
s 309 30 3N 32 M3 34 35 36 31T
Counts vs. Mass-to-Charge fmiz)
DuMl -t r)
D [ | [ [ H [ | [ [ [ | [ [ [ [ [ [ [ [ [
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 300 &850 900 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) ~
Z
&
—
N
expected mass: [M+H]"=310.1388 observed mass: [M+H]" =310.1390 mass accuracy = 0.6 ppm m
I
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C;H,;CIINO exact mass: 278.8948

APCI + (MMI) CI N
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65V, | — -0 .
vaporizer 200°C, fragmentor 25 V, dissolved in methanol
x10 2 |+APCI Scan (rt: 0.077-0.493 min, 26 scans) Frag=25.0V NK008_APClpos_MeOH_0001.d
m.ml — e
5+ A 279901 mv x +APC| Scan (rt: 0.077-0.453 min, 25 scans) Frag=25.0V NKD0S_APClpos_Me0H_0001.4
4 54 T .u- 2733015
45
44 o
3.5 357
..lu-l
31 2.5
NI
2.57 1.5 251,880
: : ?
154 u _fu 220 8030 )
278 275 280 281 282 283 284 285 286
11 Couwnts vs. Mass-to-Charge [miz)
0.5+
_”' L i A Y — L
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 /50 200 850 900 S50 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
expected mass: [M+H]" =279.9021 observed mass: [M+H] =279.9019 mass accuracy = - 0.7 ppm
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HRMS 3: Latka 4



CisH5CIN;O;  exact mass: 359.1037
—N
_._”..._. Y —
APCI + (MMI) =/ NHBoc
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65V, Cl N /
vaporizer 200°C, fragmentor 20 V, dissolved in methanol __ _
x10 2 |+APCI Scan (rt: 0.060-0.494 min, 27 scans) Frag=20.0V NK004 APClpos_MeOH_0001.d
4- S
@D.._ dw %10 5 | +APCI Scanrt: 0.050-0.484 min, 27 scans) Frag=20.0W NKO04_APC Ipos_MeOH_0001.d
3.54 T 41 S
380.1112
25
m__ N 3
25 25
NI
2 ] 362.1083
154 o ﬁ 381 ?,ﬁ
5 A
14 258 25 360 61 82 ;63 384 5 %8 287
Counts vs. Massto-Charge {miz)
0.54
0 L L

i T 1
100 150 200 250 300 350

expected mass: [M+H]" =360.1109

1 1 1 1 [ | [ | | | | 1 |
400 450 500 550 600 650 700 750 800 &850 S00 S50 1000

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

observed mass: [M+H]" =360.1112

mass accuracy = 0.8 ppm

HRMS 4: Latka 5
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Cy,H33N50,

APCI + (MMI)
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65V,
vaporizer 200°C, fragmentor 10 V, dissolved in methanol

x10 6

1-
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

0.2
0.1

+APCI Scan (rt: 0.081-0.4%7 min, 26 scans) Frag=10.0% NK005 APClpos_ MeOH_0001.d

exact mass: 405.1801

©__/ NHBoc

@. 1 m@ *10 5 [+APCI Scan{n: 0.081-0.457 min, 26 scans)Frag=10.0V MKDS_APCIpos_MeOH_D001.d

40€. 1878

[=]

==
[

& e

" ang 405 408 407 408 405
Couwnts vs. Mass-to-Chargs (miE)

411 412 413

0

expected mass: [M+H]" = 406.1874

] 1 | ] ] ] ] 1 ! ] ] 1 ] ]
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Counts vs. Mass-tc-Charge (m/z)

observed mass: [M+H]" = 406.1876

850 900 550 1000

mass accuracy = 0.5 ppm

HRMS 5: Latka 6
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C,7H;5N:;0 exact mass: 305.1277

N2
APCI + (MMI) N—
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65 V, N, N
vaporizer 200°C, fragmentor 20 V, dissolved in methanol
O
x10 8 [+APCI Scan (rt: 0.076-0.493 min, 26 scans) Frag=20.0V NK013_APClpos_MeOH_0001.d Subtract
14 —
0.9 @m._ww %10 % [+APC| Scan (rt: 0.078-0.453 min, 26 scans) Frag=20 0V NKD13_APCIpos_M=0OH_0001.d Subtract
_”'.m. | | .n_..m.H 3061351
0.8
0.7 0.7
0.5+ 0.4
.34
0.4+ .24 307.1367
0.3 -
0.2 e = o 7 o U.u..,w.n_m,m.,__m. r.__mw.m.wr.u.n _.mquu.ﬂ._._...uu. i o
0.1+
_U I I I I I — I _ I I I I I I I I I I I I I
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 &850 900 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) -
Z
&
_
©
expected mass: [M+H]" = 306.1349 observed mass: [M+H]" = 306.1351 mass accuracy = 0.7 ppm 2
[0
I
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C;oHoN; exact mass: 199.0858

_._,2
APCI + (MMI) N
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65V, - /_v.\t.v
vaporizer 200°C, fragmentor 20 V, dissolved in methanol 2NN

x10 2 |+APCI Scan (rt: 0.078-0.494 min, 26 scans) Frag=20.0v ADD_NK014 APClpos MeOH_0001.d
2.9 -
2 954 @nﬁﬁ@ *10% [+APCI Scan {nt: 0.078-0.454 min, 28 scans) Frag=20.0V ADD_NKD14_APCIpos_MeDH 00014
2.5
2 325 200.0530
1.75- A
427
154 1.5
1.254 .
14 0.751
i N” 2010544
0.75 : | | | L _? | | | | | |
0.5 138 20 201 M@ 2@ 24 205 208 207
Counts vs. Mass-to-Chargs fmz)
0.254
_“_ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 &0OO &350 900 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
expected mass: [M+H]" =200.0931 observed mass: [M+H]" = 300.0930 mass accuracy = - 0.5 ppm
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HRMS 7: Latka 9



CoHgINS exact mass: 324.9824
\ |
_
APCI + (MMI) NoL N
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65V,
vaporizer 200°C, fragmentor 15V, dissolved in methanol . N-n
x10 2 [+APCI Scan (rt: 0.077-0.493 min, 26 scans) Frag=15.0v NK015_APClpos_MeOH_0001.d Subtract
1.2+ S
1.1+ @m.mmmm 210 % |+8PC1 Szan (m: 0.077-0.482 min, 25 scans) Frag=13.0VMNKD1S_APCIpos_MaOH_0001.4 Subtract
1 1.2
[y 11 25,3858
0.9 !
0.8- 08!
0.7- oel
0.6 03
0.44
0.5 03
0.3- “Fr ms @ s s whs 37 s 0 b5 1 o5 W s W W W
024 Counts ws. Mass-to-Chargs (miE}
0.1
0 |

expected mass: [M+H]" = 325.9897

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

observed mass: [M+H]" = 325.9899

mass accuracy = 0.6 ppm

HRMS 8: Latka 10
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C6H;y5N4 exact mass: 305.1389
—N NH,
APCI + (MMI) N_ ..
nitrogen flow 5 L/min, gas temperature 325°C, nebulizer 45 psig, skimmer 65V, N | N
vaporizer 200°C, fragmentor 20 V, dissolved in methanol .
N-N
10 6 |+APCI Scan (rt: 0.079-0.495 min, 26 scans) Frag=20.0V NK018_APClpos_MeOQH_0001.d
1.4+ @m.ﬂ@ %10% |+APCI Scan {rt: 0.075-0.435 min, 28 scans) Frag=20.0V NKD18_AFCIpos_MeOH (0012
19 1 1.4 3081453
’ 1.2
1- .
0.8
D.m T 0.5
0.4 27 a7
- Ar e
0.6 0.2 __
0.4 R e e e I e . ] iz
Counts vs. Mass-to-Charge mz)
0.2+
0 _ AL _ .

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

expected mass: [M+H]" = 306.1462 observed mass: [M+H]" = 306.1463

mass accuracy = 0.3 ppm

HRMS 9: Latka 12
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