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Anotace

Cilem préace je syntéza selektivnich inhibitorti karboanhydrazy IX (CA IX), zinkového
metaloenzymu regulujiciho pH, pro cilenou protinddorovou terapii. Vychozi latkou byl
2,4,6-trichlor-1,3,5-triazin. Teplotné rizenou nukleofilni aromatickou substituci byly
na skelet nejprve navazany vybrané aminy. Nasledné byly inkorporovany strukturné
rozmanité dusikaté nukleofily. Bylo pripraveno 11 monosubstituovanych a 14 novych
disubstituovanych derivatd. Struktura a Cistota latek byla ovérena prostiednictvim
NMR a teplotou tani. Tyto derivaty predstavuji perspektivni kandidaty pro biologické
testovani inhibi¢ni aktivity viici lidské CA IX.
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Abstract

This work aims to synthesize selective inhibitors of carbonic anhydrase IX (CA IX) for
targeted anticancer therapy. Starting from 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine, temperature-
controlled nucleophilic aromatic substitution was used to incorporate selected amines
and diverse nitrogen nucleophiles. In total, 11 monosubstituted and 14 novel disubsti-
tuted derivatives were prepared. Structure and purity were verified by NMR and mel-
ting point analysis. These derivatives represent promising candidates for biological
testing of inhibitory activity against human CA IX.
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Uvobp

1 Uvod

Nadorova onemocnéni predstavuji navzdory medicinskému pokroku jednu z nejvy-
znamnéjSich globalnich zdravotnich vyzev. Vzhledem k limitiim 1é¢by a Casté rezistenci
vici standardni chemoterapii se soucasny vyzkum intenzivné zamétuje na vyvoj cile-
nych terapii. Jednim z nejperspektivnéjsich cili tohoto pristupu je transmembranovy
enzym karboanhydraz IX (CA IX). Tento metaloenzym hraje kli¢ovou roli v adaptaci
solidnich nadorid na hypoxii tim, Ze reguluje bunéc¢né pH. Nadorovym bunkam tak
umoznuje prezit v nepriznivém kyselém mikroprostredi a primo usnadiuje jejich dalsi
metastazovani. Nadmérnd exprese CA IX navic uzce koreluje s vysokou agresivitou na-
doru a horsi progndzou pacientf.

Cilena inhibice aktivity CA IX proto predstavuje vysoce raciondlni strategii pro vy-
voj novych protinadorovych 1éCiv, na niz pfimo navazuje i predkladana diplomova
prace. Jeji literarni ¢ast si klade za cil poskytnout uceleny piehled o molekularnich me-
chanismech, strukturnich specifikach a farmakologickém potencialu inhibitort tohoto
enzymu. Prakticka ¢ast je pak plné vénovana experimentalni praci - konkrétné racio-
nalnimu designu, syntéze a strukturni charakterizaci série zcela novych sloucenin,
které byly navrzeny s cilem dosahnout vysoké inhibi¢ni aktivity a izozymové selekti-
vity pravé vici naddoroveé asociované CA IX.

19






TEORETICKA CAST

V4

2 Teoreticka cast

2.1 Karboanhydrazy (CA)

211 Charakteristika a funkce enzymu

Karboanhydraz (uhlicité anhydrazy) predstavuji rozsahlou skupinu metaloenzymd, je-
jichz charakteristickym znakem je ptfitomnost jednoho nebo vice atomi kovu v aktiv-
nim centru, nejcastéji ve formé zine¢natého iontu. Enzymy z rodiny karboanhydraz
(CA,EC4.2.1.1) jsou v prirodé Siroce rozsireny a vyskytuji se u vétSiny dosud studova-
nych ZivocCich, fotosyntetizujicich organismi i u fady bakteridlnich kmeni, kde kata-
lyzuji reverzibilni hydrataci oxidu uhli¢itého za vzniku hydrogenuhli¢itanovych ionti
a protoni. [1, 2]

Tato katalyticka funkce je nezbytna vzhledem k rozdilnym fyzikalné-chemickym
vlastnostem reaktantl. Zatimco oxid uhli¢ity (COz) je lipofilni a miiZe biologickymi
membranami volné difundovat, hydrogenuhlic¢itanovy aniont (HCO3-) je pro lipidovou
dvojvrstvu nepropustny a jeho presun vyzaduje piitomnost specifickych transportnich
proteint. [2, 3] Karboanhydrazy urychlenim vzajemné premény téchto forem (viz rov-
nice 1) hraji kli¢ovou roli v transportu COz a protonii pfes membrany a podileji se tak
na udrZovani pH homeostazy v intra- i extracelularnim prostoru. [2-6]

C0,+ H,0 & HCO; + H* 1)

Z enzymologického hlediska patii karboanhydrazy k nejefektivnéjSim znadmym
biokatalyzatorim. Ackoliv reverzibilni hydratace oxidu uhli¢itého probiha i spon-
tanné, bez katalytického piisobeni by byla jeji rychlost pro pokryti metabolickych na-
rokl organismu zcela nedostatecna. [2, 5] To by vedlo k nebezpec¢né akumulaci plyn-
ného CO2 v tkanich, coZ by mélo za nasledek zavazné naruseni acidobazické rovnovahy
a poskozeni bunécného prostredi. [2, 7]

Vzhledem k vSudypritomnosti substrati karboanhydraz (CO2, HCOs- a protonii)
jsou tyto enzymy nezbytné pro udrzeni celkové homeostazy organismu. Podileji se na
Sirokém spektru fyziologickych i patofyziologickych procesli, mezi néz patfi zejména:
[2,8,9]

e Trespirace a transport krevnich plyniti CO2, HCO3,,

o regulace pH v intra- i extracelularnim prostoru,

o sekrece elektrolyti v riznych tkanich (napt. Zaludecni sliznice, ledviny, oko),

o biosyntetické drahy vyzadujici bikarbonat (glukoneogeneze, lipogeneze, ure-
ogeneze),

o Kkostni metabolismus (resorpce a kalcifikace),

e patogeneze nadorovych onemocnéni (proliferace a metastazovani).
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Mimo Zivoci$nou riSi se karboanhydrazy uplatiuji také u rostlin, kde se podileji
na fotosyntetické fixaci CO2, a u prokaryotickych organismii, kde zajistuji fadu meta-
bolickych procest véetné degradace kyanatu. [1, 2]

Prestoze byly tyto enzymy objeveny pred vice neZ 85 lety [4], zdjem o jejich stu-
dium stdle trva. Diivodem je nejen vyznamny potencial jejich inhibitor v mediciné, ale
i zajimavy evolu¢ni aspekt. Karboanhydrazy predstavuji vyznamny priklad tzv. kon-
vergentni evoluce, nebot enzymové rodiny bez genetické pribuznosti se vyvinuly ke
katalyze téZe chemické reakce. [4]

21.2 Klasifikace karboanhydraz

PrestoZe vSechny karboanhydrazy katalyzuji identickou zakladni reakci, reverzibilni
interkonverzi mezi oxidem uhli¢itym a hydrogenuhli¢itanem, tvoii nékolik evolucné
nezavislych rodin, které se vyvinuly u organismii naptic¢ celym fylogenetickym stro-
mem. V soucasné dobé je zndmo jiZ osm geneticky odliSnych rodin téchto enzymf,
které jsou oznacovany reckymi pismeny (q, 3, v, 6, {, 1, 8 a 1). Tyto tridy se od sebe lisi
fylogenetickym plivodem, biologickou distribuci i samotnou architekturou aktivniho
mista. Zatimco rodiny o aZ 6 patii mezi klasické metaloenzymy, které ve svém aktivnim
centru vyuzivaji ionty kovii (predevsim zinek, ale také kadmium, Zelezo ¢i kobalt), nej-
novéji objevena rodina 1-CA (iota) predstavuje unikatni vyjimku, nebot’ ke své kataly-
tické aktivité zadny kovovy kofaktor nepotrebuje. [10, 11]

2.1.21 Evoluc¢ni rodiny

Rodina a-karboanhydradz

Ttrida a-karboanhydraz zahrnuje vSechny izoformy tohoto enzymu, které byly dosud
identifikovany v zivoCisné risi. [12] V soucasné dobé je u savci popsano celkem 16 riiz-
nych izoforem (izoenzymil) z rodiny a-karboanhydraz, které se navzajem vyznamné
lis{ svou tkanovou distribuci, buné¢nou lokalizaci a specifickymi biofyzikalnimi vlast-
nostmi. [2] U Clovéka je vSak tento pocet sniZen na 15, nebot prislusny gen pro CA XV
predstavuje nefunkéni pseudogen. [13] Tti z téchto lidskych izoforem (CA VIII, X a XI)
navic v pribéhu evoluce ztratily svou katalytickou aktivitu a plni v téle jiné biologické
funkce. [2, 14]

Historicky byla prvni a-karboanhydraza izolovana z hovézich erytrocyta. [15, 16]
Nasledné analyzy lidskych Cervenych krvinek pomoci elektroforézy vedly k identifikaci
tii proteinovych frakci, ptivodné oznacenych jako izoformy A, B a C. [16, 17] Zatimco
varianty A a B vykazovaly velmi podobné aminokyselinové sloZeni, izoforma C se za-
sadné odliSovala unikatni sekvenci a vyrazné vyssi katalytickou aktivitou. [16, 18] Poz-
déji byla zavedena dodnes platnd nomenklatura pro lidské izoenzymy CA. V rdmci ni
bylo zjiSténo, Ze historické izoformy A a B tvori z chemického hlediska totoZny izoen-
zym, nové oznaceny jako CA I, zatimco izoforma C predstavuje CA II. [16]
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Tato rodina enzyma ma klicovy vyznam v humanni mediciné, nebot rada lidskych
izoforem predstavuje atraktivni terapeutické cile. Vyvoj novych, vysoce selektivnich
inhibitori smétujicich proti konkrétnim izoformam by mohl vést k zavedeni inovativ-
nich léciv s presné definovanym mechanismem Gc¢inku a minimalizovanymi vedlejSimi
efekty. Lze tak cilit na Siroké spektrum onemocnéni zahrnujici glaukom, obezitu,
osteopordzu, epilepsii ¢i vysSkovou nemoc. V posledni dobé je navic kladen velky diiraz
na studium transmembranovych izoforem spojenych s nadorovym bujenim (zejména
CAIX).[2, 16,19, 20]

Rodina B-karboanhydraz

Prvni zastupci tridy  byli identifikovani v chloroplastech Spenatu a hrachu. [12, 21,
22] Nasledné byla jejich piitomnost potvrzena u fady dalsSich vyssich rostlin, a to jak u
jednodéloznych, tak dvoudéloznych druht, véetné rostlin vyuzivajicich metabolismus
typu C3i C4. [12, 23] Mimo rostlinnou #isi byly $-karboanhydrazy nalezeny také v mi-
tochondriich ras (Chlamydomonas reinhardtii) [12, 24], u kyanobakterii [12, 25] ¢i u
bakterii, jako je Escherichia coli, kde je jejich exprese indukovana pritomnosti kyanatu.
[12, 26] Analyzy genomu rovnéZ potvrdily vyskyt genu pro 3-CA u patogenni bakterie
Haemophilus influenzae. [12, 27]

Rodina y-karboanhydraz

Tato trida je typicka predevSim pro doménu Archaea. Nejlépe charakterizovanym za-
stupcem je y-karboanhydraza izolovana z metanogenni archebakterie Methanosarcina
thermophila, u niz je produkce enzymu spojena s ristem na acetatu. [12, 28] Prestoze
byly homologni sekvence identifikovany i u dalSich eubakterii a v genomu modelové
rostliny Arabidopsis thaliana [12, 29], funk¢ni vyznam téchto sekvenci zilstava v
mnoha pripadech predmétem dalSiho vyzkumu. [12]

21.2.2 Izoformy lidskych a-karboanhydraz

V soucasné dobé je u Clovéka popsano 15 izoforem, které se déli do skupin dle rozdil-
ného umisténim v bunécnych strukturach: [2, 16]

1. Cytosolické: CA 1, CA I, CAIII, CAVIIa CAXIII [16, 30]

Tato skupina zahrnuje enzymy volné rozpusténé v cytoplazmé bunék. Nejrozsi-
renéjsi a nejvice prostudovanou izoformou je CA II, kterd se vyznaCuje mimo-
radné vysokym katalytickym cCislem a slouzi jako fyziologicky standard pro stu-
dium katalytické efektivity. Ostatni izoformy, jako naptiklad CA III, vykazuji niZsi
aktivitu a jejich vyskyt je omezen na specifické tkané. [2, 31]
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2.Membranoveé vazané: CA 1V, CA IX, CA XII, CA XIV a CAXV [16, 30]

Tyto izoformy jsou ukotveny v plazmatické membrané, pricemz jejich katalytické
domény jsou orientovany do extracelularniho prostoru. Tato lokalizace jim
umoznuje efektivné regulovat pH v bezprostiednim okoli buiiky. Mezi nejvy-
znamnéjsi zastupce patii izoformy CA IX a CA XII, které jsou spojeny s adaptaci
nadorovych bunék na hypoxické podminky a acidézu mikroprostredi, coz z nich
¢ini dtlezité biomarkery v onkologii. [2, 19]

3. Mitochondrialni: CA VA a CA VB [16, 30]

Obé izoformy jsou lokalizovany v mitochondrialni matrix, kde hraji nezastupitel-
nou roli v poskytovani bikarbonatovych iontli pro metabolické drahy. Podileji se
zejména na regulaci glukoneogeneze, lipogeneze a cyklu mocoviny. Jejich absence
je spojovana s vaznymi poruchami metabolismu amoniaku. [2, 32] Je vSak nutné
podotknout, Ze rozdily v expresi CA VA a CA VB napii¢ tkdnémi naznacuji jejich
mirné odliSné fyziologické role v intermediarnim metabolismu, ackoliv presné
vysvétleni téchto odliSnosti zlistava predmétem dalSiho zkoumani. [2, 33]

4.Sekretované: CA VI [16, 30]

Tato karboanhydraza je jedinou zndmou izoformou, ktera je aktivné vylucovana
do exokrinnich sekretii, zejména do slin a mateiského mléka. Jeji pfitomnost v
dutiné ustni je spojovana s ochranou zubni skloviny a regulaci vnimani chuti.
[2, 34]

5. Akatolytické formy (CA-RP): CA VIII, CAX, CAXI [2, 35]

Tyto proteiny (oznacované jako Carbonic Anhydrase Related Proteins) postradaji
katalytickou aktivitu v diisledku nepfitomnosti jednoho ¢i vice histidinovych
zbytki v aktivnim misté, coz znemoziuje koordinaci zine¢natého iontu. Presto
hraji diilezitou roli v organismu, predevsim pti vyvoji centralni nervové soustavy
a v procesech neurodegenerace. [2, 35]
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Kromeé rozdilného umisténi v bunéénych strukturach se jednotlivé izoformy kar-
boanhydraz vyznacuji také znacnou variabilitou ve své organové expresi. Pravé
specificky vyskyt v konkrétnich tkanich tzce koreluje s jejich fyziologickou ¢i pa-
tologickou roli v organismu. Detailni prehled tkanové distribuce lidskych izofo-
rem je znazornén v nasledujici tabulce ¢.1.

Tab. 1: Lokalizace lidskych izoforem CA. Pirevzato z: [30, 36]

izoforma CA

distribuce v organech, tkanich

CAI erytrocyty, gastrointestinalni trakt, oko

CAIl erytrocyty, gastrointestinalni trakt, oko, Kost - osteo-
klasty, ledviny, plice, varlata, mozek

CAIII kosterni svaly, adipocyty

CAIV ledviny, plice, pankreas, kapilary mozku, tlusté strevo, sr-
decni sval, oko

CAVA jatra

CAVB srdce a kosterni svaly, pankreas, ledviny, micha, gastroin-
testinalni trakt

CAVI slinné a mlécné zlazy

CAVII CNS

CA VIII CNS

CAIX nadory a gastrointestinalni sliznice

CAX CNS

CA XI CNS

CA X1II ledviny, strevo, reproduk¢ni epitel, oko, nadory, CNS

CA XIII ledviny, mozek, plice, stievo a pohlavni organy

CA XIV ledviny, mozek, jatra, oko
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213 Struktura lidskych karboanhydraz

2.1.3.1 Obecna struktura

Prostorové uspoiadani izoenzymii a-karboanhydraz je charakterizovano silné zacho-
vanou terciarni strukturou. Molekula enzymu tvori nepravidelny elipsoid [2, 37], jehoZ
celkovou architekturu lze rozdélit do nékolika klicovych oblasti. (viz obrazek 1)

Jadro proteinu tvori centralni 3-skladany list sloZeny z deseti zkroucenych (3-vla-
ken (prevazné antiparalelnich). Povrch molekuly je lemovan Sesti pravotocivymi a-he-
lixy a B-otackami [2, 38], které spolu se specifickymi seskupenimi aromatickych rezi-
duf zajistuji kompaktnost a stabilitu proteinu. [2, 38]

Aktivni katalytické centrum je uloZeno v hluboké kuzelovité dutiné, ktera zasa-
huje do stiedu proteinu. Z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti aminokyselin vy-
kazuje tento prostor vyraznou dualitu - je striktné rozclenén na dvé poloviny. [2, 12]

Jedna strana kavity vykazuje silné hydrofobni charakter. Naproti tomu druhou
sténu lemuji polarni hydrofilni rezidua. V této hydrofilni oblasti vynikaji predevSim
zbytky Thr199 a Glu106, jejichZ pritomnost je naprosto klicova pro utvareni a stabili-
zaci sité vodikovych vazeb. [2, 39]

Na dné aktivniho mista je pevné ukotven esencialni zineCnaty kation (Zn2+). Ten
zde zaujima tetraedrické usporadani se tremi histidinovymi zbytky (His94, His96,
His119) a molekulou vody, kterd obsazuje pozici ¢tvrtého ligandu. [2, 39]

Nezbytnym predpokladem pro spravnou funkci enzymu je strukturni propojeni
koordinované molekuly vody s hydrofilnimi zbytky, pravé s Thr199 a Glu106. Pro-
stfednictvim sité vodikovych mistki vznikd funkéni komplex (Zn%*-OH-
/Thr199/Glu106), ktery efektivné stimuluje odStépeni protonu z molekuly vody. Vy-
sledny hydroxidovy ion, vazany na zinek, nabyva silného nukleofilniho charakteru. Ten
v dal$im kroku atakuje molekulu CO2 lokalizovanou v sousedni hydrofobni kapse, coz
vede k finalni preméné na hydrogenuhlicitan. [2, 40]
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Obr. 1: 3D struktura lidského izoenzymu CA II, slouZici jako referen¢ni model pro
a-karboanhydrazy. Pirevzato z: [2]
Centralné koordinovany atom zinku je zobrazen jako ¢ervena koule. Zbytky His (zeleno-modie) a Thr
(modro-cervené) pritomné v kapse aktivniho mista jsou znazornény tycinkovym modelem. [2]
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2.1.3.2 Specifika molekularni struktury CA IX

Karboanhydraza IX (CA IX) predstavuje mezi lidskymi izoformami unikatni transmem-
branovy protein, ktery se od ostatnich zastupcli a-rodiny odlisuje specifickym domé-
novym usporadanim i kvartérni strukturou. Zatimco vétSina karboanhydraz vykazuje
jednodussi stavbu, molekula CA IX je tvorena tiemi funk¢né odliSnymi doménami. [41,
42] (viz obrazek 2)

1) Extraceluldarni doména (414 AMK): Nejrozsahlejsi oblast smérujici do vnéjsiho
prostiedi buriky. Sklada se ze signalniho peptidu (37 AMK), unikatni proteogly-
kanové domény (59 AMK), jeZ se podili na bunécné adhezi, a samotné kataly-
tické domény (257 AMK) nesouci aktivni centrum enzymu.

2) Transmembranovad doména (20 AMK): Hydrofobni a-helix, ktery kotvi pro-
tein v lipidové dvouvrstvé.

3) Intraceluldarni doména (25 AMK): Kratky retézec na C-konci zasahujici do cy-
toplazmy, ktery hraje roli v bunécné signalizaci.

Obr. 2: Model znazoriujici uspoiradani dimeru CA IX na bunééné membrané.
Prevzato z: [37, 41]
TM=transmembranovy segment, IC=intracelularni,cytosolicky konec

Z hlediska kvartérni struktury se jedna o homodimer [41, 43], jehoZ monomery
jsou k sobé pevné vazany mezimolekularnim disulfidickym mtistkem (zprostiedkova-
nym zbytky Cys41) a rozsahlou siti nekovalentnich interakci. Toto usporadani orien-
tuje N- i C-konce obou podjednotek tak, aby bylo zajisténo spravné ukotveni proteinu
v membrané a plna expozice aktivnich center do extraceluldrniho prostoru. [37, 41]
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Na trovni terciarni struktury je CA IX stabilizovana intramolekularni disulfidic-
kou vazbou (Cys23-Cys203), kterda presné fixuje orientaci klicového hydrofilniho
zbytku Thr199. [37, 41, 43] Zasadni odliSnost samotného katalytického centra pak
predstavuje pritomnost tfi nekonzervovanych bazickych zbytkl (Arg58, Arg60 a
Arg130) lemujicich jeho horni okraj. S témito kladné nabitymi argininy funkcéné spolu-
pracuje unikatni proteoglykanova (PG) doména, ktera je naopak bohata na zaporné
nabité aminokyseliny (zejména kyseliny glutamové a aspartové). Lokalizace PG do-
mény u samého vstupu do aktivniho centra naznacuje, Ze miiZe fungovat nejen jako
flexibilni strukturni bariéra regulujici pristup substratu, ale predevsim jako efektivni
Jrezervoar protonl“ usnadnujici jejich prenos. Pfitomnost PG domény navic prokaza-
telné posouva optimalni pKa enzymu z hodnoty 7,01 na 6,49. Tato adaptace umoznuje
CA IX zachovat si maximalni katalytickou dc¢innost i pii nizkych hodnotach pH, které
jsou typické pro kyselé mikroprostredi hypoxickych nadorovych tkani. Kromé této sté-
Zejni enzymatické podpory ma vSak PG doména i dalsi biologické funkce, nebot se vy-
znamné podili na procesech buné¢né adheze a mezibunéc¢né komunikace. [37, 41]
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2.2 Mechanismy inhibice karboanhydraz

221 Katalyticky mechanismus

Katalyticka aktivita karboanhydraz je striktné zavisla na pritomnosti zinecnatého
iontu (Zn2+), ktery je lokalizovan na dné hluboké dutiny aktivniho mista. Zde je koor-
dinovan v tetraedrickém usporadani tfemi histidinovymi zbytky (His94, His96 a
His119) a jednou molekulou rozpoustédla - v zavislosti na fazi katalytického cyklu se
jedna o molekulu vody, respektive reaktivni hydroxidovy ion. [12, 44] Zakladnim pred-
pokladem pro zahajeni reakce je pravé aktivace této koordinované vody. Vlastni kata-
lyza totiz zavisi na dvou Kklicovych ionizujicich skupinach s hodnotou pKa blizkou 7:
molekule vody vazanou na kov a reziduu His64. Zatimco pKa volné vody je priblizné
15,7, jeji koordinace na centralni zine¢naty iont vede k dramatickému poklesu pKa na
zminénou hodnotu kolem 7. Tento posun umoznuje efektivni deprotonaci a tvorbu re-
aktivniho hydroxidového iontu (OH-) i pri fyziologickém pH. [12, 45] Stabilita a
spravna orientace OH- je navic zajisténa siti vodikovych mistkd, kde klicovou roli hraje
hydroxylova skupina Thr199, dale propojena s karboxylovou skupinou Glu106. Tato
interakce vyznamné zvysuje nukleofilni charakter vznikajicitho hydroxidu a pripravuje
enzym na atak substratu. V momenté deprotonace vody se enzym nachazi ve své plné
aktivni, tzv. ,zasadité formé*“. Samotny katalyticky mechanismus pak nasledné probiha
ve dvou oddélenych krocich. [46-49] (viz obrazek 3 a 4)

EZn*'~OH™ + CO, « EZn*" ~HCO,
< BEZn*" ~OH, + HCO,
EZn?"-OH, & EZn*'-HO™ + H"

Obr. 3: Rovnice popisujici katalyticky mechanismus. Pirevzato z: [46]
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Obr. 4: Schématické znazornéni katalytického mechanismu hydratace CO, katalyzované
o-karboanhydrazami. Prevzato z: [46]
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Nukleofilni atak a vznik bikarbonatu

V prvni fazi katalytického cyklu atakuje hydroxid vazany na zinek, jakoZto silny nukle-
ofil, molekulu CO2 lokalizovanou v hydrofobni kapse aktivniho mista. Vysledkem je
vznik hydrogenuhli¢itanového iontu (HCOs-), ktery kratce setrvava v koordinac¢ni
vazbé se Zn?*. Nasledné je vSak bikarbonat vytésnén novou molekulou vody a uvolnén
do reak¢éniho média. V této fazi se enzym nachazi v katalyticky inaktivni, tzv. ,kyselé
formé“, v niZ je na zinek koordinovana molekula vody. [46, 49]

Regenerace enzymu a protonovy prenos

Aby mohl byt zahajen novy katalyticky cyklus, musi dojit k deprotonaci vody vazané
na zinek a navratu do zasadité formy. Tento proces, znadmy jako prenos protont, pired-
stavuje krok limitujici rychlost celé katalyzy. Proton je z aktivniho mista transportovan
do okolniho prostiedi, a to bud’ prostiednictvim pufrac¢nich slozek roztoku, nebo po-
moci specifickych aminokyselinovych rezidui, ktera funguji jako prenasece. [46, 50]

U vysoce aktivniho izoenzymu CA IX je tento proces mimotradné efektivni diky
strategicky umisténému histidinu His64 na vstupu do aktivniho mista. Efektivitu od-
vodu protoni u CA IX navic zvySuje shluk histidinovych zbytkt vy¢nivajicich k povrchu
enzymu. [46, 51]
nichz typickym prikladem je ubikvitarni CA II) tak vysoké katalytické ucinnosti, Ze je
jejich kinetika limitovana pouze rychlosti diftze, tedy rychlosti, s jakou substrat CO,
pronika k aktivnimu mistu enzymu. [46, 47]

Problematika inhibice karboanhydraz predstavuje dynamicky se rozvijejici oblast me-
dicinalni chemie. Zatimco historicky nejstarsi pristupy se soustredily na primou blo-
kaci katalytického zinecnatého iontu, moderni strategie vyvoje 1é¢iv cili predevsim na
prekonani vysoké strukturni homologie mezi jednotlivymi izoformami. Nasledujici
text shrnuje klasifikaci inhibitort na zakladé jejich molekularniho mechanismu tcinku,
od klasickych koordinujicich latek aZ po nové popsané mechanismy umoznujici cilenou
terapii. [52, 53]

222 Inhibitory interagujici s kovovym iontem (Zn?*)

Inhibitory vazajici se pifimo na zinek (tzv. zinc binders) predstavuji nejvyznamnéjsi a
historicky nejlépe prozkoumanou skupinu inhibitort karboanhydraz (CAls). Jejich me-
chanismus t¢inku spociva v pfimé interakci s katalyticky esencialnim iontem Zn?* lo-
kalizovanym na dné v aktivnim misté enzymu. Spolecnym strukturnim prvkem téchto
molekul je pfitomnost specifické funkéni skupiny, oznacované jako zinc-binding group
(ZBG), ktera je schopna efektivné koordinovat ion Zn**. [52-55] (viz obrazek 5)
Proces inhibice vyZaduje, aby se inhibitor vazal do aktivniho mista ve své depro-
tonované formé (jako anion). ZBG p¥imo koordinuje ion Zn**, ¢imz dochazi k vytésnéni
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molekuly vody (respektive hydroxidového iontu) z koordina¢ni sféry kovu. Tim je zne-
moZnéna tvorba katalyticky aktivniho zine¢natého hydroxidu a nasledna hydratace
CO2. Komplex enzym-inhibitor je dale stabilizovan siti vodikovych vazeb s vysoce kon-
zervovanymi aminokyselinami aktivniho mista, zejména s Thr199 a Glu106. Tato rezi-
dua hraji roli tzv. ,strazci” (gatekeepers), kteti zajistuji spravnou orientaci inhibitoru
v dutiné aktivniho mista. [53-55]

Tento mechanismus je charakteristicky predevSim pro primarni sulfonamidy
(-SO2NHz2) a jejich strukturalni analogy, jako jsou sulfamaty a sulfamidy [20, 52] . Do
této kategorie vSak spadaji i dal$i chemické tridy, napriklad dithiokarbamaty [52, 56],
xantaty [52, 57], karboxylaty [52, 58], fosfonaty [52, 59] a hydroxamaty [52, 60].

Hlavnim limitem této skupiny latek je vysoka strukturni podobnost (homologie)
aktivnich mist u vétsiny lidskych izoforem CA. Tato konzervovana architektura zne-
moziuje dosaZeni dostatecné izoformové selektivity pouze prostiednictvim interakci
v bezprostiredni blizkosti zinku. [20, 53, 54] Moderni strategie proto vyuzivaji modifi-
kace zakladniho skeletu inhibitoru, jako je napfiklad pristup s ocasem (tail approach).
Tato metoda spociva v pripojeni variabilnich postrannich tetézct, které interaguji
s méné konzervovanymi aminokyselinami ve stredni ¢asti a u vstupu do katalytické
dutiny. [20, 53, 54, 61] Timto zpiisobem lze cilené zvysit afinitu ke specifickym izofor-
mam, zejména k nadorové asociovanym CA IX a XII, a minimalizovat tak nezadouci
inhibici ubikvitarni izoformy CA II. [53, 62]
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Obr. 5: Inhibice CAs zprostiedkovana inhibitory interagujici s kovovym iontem (Zn2+).
Prevzato z: [52]
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223 Inhibitory ukotvené k molekule vody/hydroxidu

Specifickou podskupinu inhibitort predstavuji latky, které neinteraguji primo s cen-
tralnim kovovym iontem, ale jejichZ vazba je zprostiredkovana molekulou rozpoustédla
(vodou nebo hydroxidovym aniontem) v koordinacni sfére zinku. Charakteristickym
rysem téchto molekul je pritomnost tzv. kotvici skupiny (AG-anchor group), ktera
umoziuje tvorbu sité vodikovych mistki s molekulou vody nebo hydroxidovym ion-
tem koordinovanym k iontu zinku v aktivnim misté enzymu. [36, 52-54] (obrazek 6)

Timto mechanismem dochazi ke stabilizaci enzymu v neaktivnim stavu, aniz by
doslo k pifimému vytésnéni vody z aktivniho mista. Vysledkem této interakce je naru-
Seni optimalni prostorové orientace a reaktivity nukleofilniho hydroxidu, coZ vede k
efektivnimu zablokovani katalytického cyklu.

Z hlediska strukturniho designu jsou tyto inhibitory tvoreny tfemi skupinami:
kotvici skupinou (AG) - zajistujici klicovou interakci s vodou/hydroxidem vazanym
na zinek, molekulovym skeletem - mtze nabyvat rtizného chemického charakteru
(aromaticky, alifaticky, heterocyklicky ¢i sacharidovy) a pripadnymi postrannimi ie-
tézci (,tails“) - tyto volitelné substituce sméruji do méné konzervovanych oblasti ak-
tivniho mista, ¢imZ vyznamné prispivaji k izoformové selektivité (napr. vici CA IX).
[52, 53]

Tento inhibi¢ni mechanismus byl primarné objasnén u fenoli [63], avSak pozdéjsi
rentgenostrukturni analyzy potvrdily analogicky zptisob vazby i u polyamini [64], thi-
oxokumarini [65] a katecholii [66]. Specificky pripad predstavuji sulfokumariny, které
se vazou az po hydrolyze na odpovidajici sulfonaty [67]. U nové syntetizovanych deri-
vatl, jako jsou benzoxafosfepin-2-oxidy (,fosfokumariny”) [68] ¢i 1,2,3-ben-
zoxathiazin-2,2-dioxidy (,aza-sulfokumariny”) [69], se predpoklada shodny mechanis-
mus ucinku, ackoliv primy krystalograficky diikaz pro tyto nové skupiny latek v sou-
casné dobé (dle dostupné literatury) zatim chybi. [52]
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Obr. 6: Inhibice CAs zprostiedkovana inhibitory ukotvené k molekule vody/hydroxidu.
Prevzato z: [52]
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224 Sloucéeniny blokujici vstup do aktivniho mista

Zcela odlisnou strategii v designu inhibitora predstavuji latky, které necili na konzer-
vované dno katalytické dutiny, ale vaZou se v oblasti jejiho vstupu. Tato povrchova ¢ast
enzymu vykazuje u lidskych o-CA nejvyssi variabilitu v aminokyselinové sekvenci, coz
z ni ¢ini idedlni cil pro vyvoj izoformové selektivnich 1éciv. [53, 70] (viz obrazek 7)

Tento mechanismus je typicky pro kumariny a strukturalné pribuzné mono- a
bicyklické laktony, které ptisobi jako tzv. ,suicide” (sebevraZedné) inhibitory, respek-
tive proléciva (prodrug). Samotny proces zac¢ina vstupem molekuly do aktivniho mista,
kde dochazi k enzymatické hydrolyze jejiho laktonového kruhu. Teprve tento hydroly-
zovany produkt - v pripadé kumarinti se jedna o stechiometricky odpovidajici mnoz-
stvi derivatu kyseliny cis-2-hydroxy-skoticové, u jinych laktoni o alifatické hydroxy-
kyseliny - predstavuje skutecny inhibitor. [52, 71]

Zasadnim zjisSténim, které odliSuje tento mechanismus od klasickych sulfonamidg,
je zplisob vazby vzniklého produktu. Kyselina cis-2-hydroxy-skoricova se orientuje do
extended (rozvinuté) konformace a vaze se na okraj aktivniho mista (active site en-
trance), ¢imz jej fyzicky ,ucpe” a stericky zamezi pristupu substratu (COz). Krystalo-
grafické analyzy potvrdily, Ze tento inhibitor neinteraguje s centralnim iontem zinku a
nachazi se v dostatecné vzdalenosti od néj. Stabilizace komplexu enzym-inhibitor je
zajiSténa interakcemi s aminokyselinovymi zbytky na vstupu do dutiny (u CA II byla
popsana napfriklad interakce typu edge-to-face s Phe131). [71]

Praveé skutecnost, Ze se tyto latky vaZou v nejvice variabilni ¢asti enzymu a nevy-
zaduji koordinaci na konzervovany zinek, vysvétluje jejich mimoiadnou selektivitu
vici nddorové asociovanym izoformam (CA IX a XII), zatimco cytosolické formy (CA I
a Il) jsou jimi inhibovany v mnohem mensi mire. [53, 71, 72]

A/%> Tail
~
Hydrophilic part

of active site AG

Scaffold
Thr199

HN H -,
.0 H N /H
e 0 Hydrophobic part
Gluloe QO | of active site
Zn2+
NN 1‘\]\ N 4\NH
His96 — \j —
/\nn _
His119 His94

Obr. 7: Inhibice zprostiedkovana inhibitory blokujicimi vstup do aktivniho mista.
Prevzato z: [52]
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v

225 Inhibitory vazici se mimo aktivni misto

Zcela novy pohled na moZnosti inhibice karboanhydraz prinesly studie popisujici latky,
které se nevazou primo do katalytického centra, ale obsazuji specifické kapsy na po-
vrchu enzymu. Tento mechanismus byl prokazan rentgenostrukturni analyzou u kyse-
liny 2-(benzylsulfinyl)benzoové. [52, 53, 73] (viz obrazek 8)

Na rozdil od klasickych inhibitort tato sloucenina neinteraguje s centralnim ion-
tem zinku a dokonce ani nevytésnuje molekulu vody (resp. hydroxid) z jeho koordi-
nacni sféry. Misto toho se vaze do hydrofobni kapsy, ktera sousedi se vstupem do ak-
tivniho mista (out of the active site pocket). Tato kapsa je definovana predevSim ami-
nokyselinovymi zbytky Gly6, Tyr7, Gly8, Asn11, His64, Phe231, Asn232 a Glu239.
[53, 73]

Podstata inhibi¢niho ti¢inku spociva v naruSeni funkce histidinu 64 (His64), ktery
u izoforem s vysokou katalytickou aktivitou (jako jsou CA II nebo CA IX) funguje jako
»prenasec protonli“ (proton shuttle). Aby enzym mohl efektivné pracovat, musi His64
oscilovat mezi polohou ,in“ (smérem k zinku) a ,,out” (smérem ven). [53, 73]

Inhibitor prostrednictvim sité vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci fixuje
His64 v konformaci ,,out” (smérem k povrchu). Timto "uzamcenim" protonového pie-
nasece dochazi k zablokovani kroku, ktery limituje rychlost celé reakce - tedy prenosu
protonu z aktivniho mista do okolniho prostiedi. Ackoliv tedy katalytické centrum zii-
stava teoreticky pristupné pro substrat, enzym neni schopen regenerovat svou aktivni
formu a katalyticky cyklus se zastavi. [53, 73]
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Obr. 8: Inhibice CAs zprostiedkovana inhibitory vazici se mimo aktivni misto. Pfevzato z: [52]
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2.2.6 Inhibitory CA s neznamym mechanismem uéinku

Zatimco mechanismus klasickych inhibitorti karboanhydraz (CA) je detailné znam, u
rostouci skupiny novych latek zlistadva neobjasnén. Chybi totiZ krystalograficka data
komplexu, coZ je Casto zplisobeno Spatnou rozpustnosti téchto nové zkoumanych de-
rivati. [53, 74, 75]

Z pohledu vyvoje protinadorovych léciv a cileni na izoformu CA IX je tato skupina
latek mimoiadné atraktivni. Typickymi zastupci jsou objemné sekundarni a terciarni
sulfonamidy (a pribuzné sulfamaty ¢i sulfamidy). Tyto molekuly predstavuji z chemic-
kého hlediska paradox - na rozdil od klasickych primarnich sulfonamidti nesou na
atomu dusiku objemné substituenty. Vzhledem k témto sterickym narokiim a omeze-
nému prostoru na dné aktivniho mista enzymu je vysoce nepravdépodobné, Ze by
mohly primo koordinovat katalyticky iont zinku. [53, 70, 74, 75] Predpoklada se proto,
Ze by tyto latky mohly interagovat u samotného vstupu do enzymové kavity (obdobné
jako kumariny), nicméné pro definitivni potvrzeni této hypotézy chybi strukturni di-
kazy. [53, 72]

Zasadnim objevem byla syntéza halogenovanych sekundarnich a terciarnich sul-
fonamidia (obrazek 9), ptipravovanych metodami superkyselinové chemie. Tyto latky
prokazaly v in vitro studiich pozoruhodnou selektivitu praveé viici nadorovym izofor-
mam CA IX a CA XII, zatimco jejich afinita k béZnym cytosolickym formam (CA I a II)
zlistala minimalni. [53, 74, 75]
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Obr. 9: Halogenované derivaty sekundarnich a terciarnich sulfonamidi. Pievzato z: [53]

Dalsi nadéjnou skupinou pro inhibici CA IX jsou derivaty terciarnich sulfonamidi
odvozené od acesulfamu ¢i probenecidu, u nichZ byla karboxylova skupina modifiko-
vana rliznymi alifatickymi, aromatickymi nebo aminokyselinovymi zbytky. I u téchto
latek byla pozorovana vyznamna inhibice CA IX, ackoliv jeji presny mechanismus te-
prve ¢eka na objasnéni. [53, 76, 77]

Pro uplnost lze uvést, Ze efektivni nanomolarni inhibi¢ni aktivita (zahrnujici i vliv
na CA IX) byla naméfrena rovnéz u latek z naprosto odliSnych strukturnich trid, jako
jsou klinicky vyuZivané inhibitory proteinkinaz (imatinib, nilotinib) nebo derivaty full-
erentl. Vyzkum molekul s timto atypickym a dosud neprobadanym vazebnym mecha-
nismem tak predstavuje velmi perspektivni cestu pro vyvoj novych, vysoce selektiv-
nich inhibitort nadorové CA IX. [53, 78, 79]
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2.3 Modulace nadorového mikroprostredi prostfednictvim inhibice
CA IX

2.31 Inverze pH gradientu

Pro pokryti vysokych narokii na anabolické procesy, zahrnujici biosyntézu proteint,
lipidd a nukleotid{i, vyuZivaji maligni nddory specifickou prestavbu bunééného meta-
bolismu. [80, 81] Tento posun v metabolismu glukézy byl poprvé popsan Ottem War-
burgem, ktery pozoroval, Ze nddorové buiiky i za pritomnosti kysliku preferuji energe-
ticky méné efektivni laktatovou fermentaci pred oxidativni fosforylaci. [80, 82] Tento
fenomén, dnes znamy jako Warburgtliv efekt (nebo aerobni glykolyza), umoZnuje na-
dorovym bunkam hromadit glykolytické meziprodukty potfebné pro rychlou prolife-
raci. [80]

Nevyhnutelnym dtisledkem tohoto metabolického obratu je vSak masivni nadpro-
dukce laktatu a protonti (H*). Aby naddorové bunky zabranily letdlnimu okyseleni vlast-
niho vnitfniho prostredi, aktivuji transportni mechanismy pro export kyselin do okoli.
Vysledkem je nastoleni specifické protonové homeostazy, v odborné literature popiso-
vané jako inverze pH gradientu. [80]

Zatimco za fyziologickych podminek je extracelularni pH udrZovano v mirné alka-
lickych hodnotach (pH 7,3-7,4) a cytosol ziistava neutralni (pH 7,2) [80, 83], u nado-
rovych bunék dochazi k obraceni tohoto poméru. Nadory se stavaji zavislymi na udr-
zovani acidifikovaného extracelularniho prostoru (pH 6,8) pti soucasné alkalizaci cy-
tosolu (pH v rozmezi 7,2-7,6). [80, 84, 85]

UdrZovani alkalického intracelularniho pH poskytuje nadorovym bunkam zasadni
adaptacni vyhodu. Bylo prokazano, Ze vyssi pHipiimo koreluje s maximalizaci bunécné
proliferace, zvySenym prijmem glukdzy a sniZenou spotiebou kysliku. [80, 86] Naopak
acidifikace cytosolu by vedla ke zpomaleni riistu a aktivaci programované bunécné
smrti. Alkalické vnitini prostredi tedy slouzi jako kliCovy mechanismus zajistujici re-
zistenci k apoptoze. [80, 86, 87]

Kromé vyhod spojenych s alkalickym cytosolem prinasi inverze pH gradientu na-
doru také zasadni benefity prostiednictvim extracelularni acidifikace. Kyselé extrace-
lularni prostredi (nizké pHe) poskytuje nadorovym bunikkam znatelnou evolu¢ni a kom-
peti¢ni vyhodu. Zvysena kyselost omezuje rist okolnich zdravych bunék, ¢imz nador
ziskava vice prostoru a Zivin pro svou expanzi. Dale kyselé mikroprostiredi tlumi pro-
tinddorovou imunitni odpovéd’ a prfimo podporuje invazivitu a metastazovani. [88, 89]
Vyznamnym klinickym dtisledkem je také fakt, Ze nizké extracelularni pH ionizuje
slabé bazicka chemoterapeutika, coZ vyrazné omezuje jejich prostup pres bunécné
membrany a prispiva k 1ékové rezistenci nadort. [88, 90]

V kontextu soucasné onkologie se proto tato dysregulace pH nepovazuje pouze za
vedlejsi projev pokrocilé rakoviny, ale je naopak vnimana jako jeden z Gplné prvnich
krokd, které viibec umoziiuji vznik a agresivni rozvoj nadoru. [88]
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2.3.2 Role CA IX (molekularni mechanismus acidifikace zprostredkovany
CA IX)

Rychly rist solidnich nadort je ¢asto doprovazen vznikem oblasti s kritickym nedo-
statkem kysliku. [91, 92] Hypoxie predstavuje pro nadorovou buriku vyrazny stresovy
faktor, ktery spousti kaskddu bunécnych adaptac¢nich mechanismi. Klicovou roli v
tomto procesu hraji hypoxii indukované faktory (HIF, predevSim komplex HIF-1),
které funguji jako hlavni regulatory bunécné odpovédi na hypoxicky stres. [92, 93] Pri
poklesu hladiny kysliku dochazi ke stabilizaci komplexu HIF-1 a k jeho translokaci do
bunécného jadra. [92, 94] Zde plisobi jako transkrip¢ni faktor a spousti expresi velkého
mnozstvi geni, které pomahaji nddorovym buiikkdm prezit, proliferovat a migrovat.
[92,95]

Jednim z hlavnich genti, jehoZ exprese je v tomto prostiedi masivné indukovana,
je gen kodujici izoformu karboanhydrazy IX. Jeji pritomnost na membrané je tedy pri-
mou soucasti adaptacni odpovédi nadoru na hypoxii. [92, 93, 96] Klinické studie pro-
kazuji, Ze nadmérna exprese CA IX v hypoxickych nadorech primo koreluje s celkové
Spatnou prognoézou pacientl. Jeji pritomnost je spojena nejen s agresivnéjSim fenoty-
pem a vys$Sim metastatickym potencidlem, ale predevsim s vyraznou rezistenci vici
klasické chemoterapii i radioterapii. [97]

V hypoxickém prostiedi jsou nddorové buiiky nuceny spoléhat na glykolyticky
metabolismus, coZ vede k nadmérné produkci laktatu, oxidu uhlic¢itého a protoni. Aby
burika predesla letdlnimu hromadéni téchto kyselych metabolitli v cytosolu, vyuziva k
ucinné regulaci pH pravé enzym CA IX. [92, 98] Z hlediska struktury se jednd o trans-
membranovy protein, jehoz aktivni katalyticka doména je orientovana exofacialné -
smérem do extracelularniho prostoru. Diky tomuto prostorovému uspoiadani funguje
CA IX jako hlavni regulacni prvek acidobazické rovnovahy v okoli nadoru. [92, 99] (viz
obrazek 10)

Lipofilni oxid uhli¢ity (COz), vznikajici jako odpadni produkt metabolismu, volné
difunduje pres plazmatickou membranu ven z buriky. Jakmile se ocitne na jejim vnéj-
$im povrchu, je okamzité zachycen extracelularni doménou CA IX a hydratovan. Diky
exofacialni lokalizaci této reakce dochazi k okamzité prostorové separaci vzniklych
iontl. [100]

Vzniklé protony (H*) jsou uvoliiovany primo do vnéjsiho prostredi, kde ziistavaji
a lokalné ho okyseluji - extracelularni acidifikace. Naopak hydrogenuhlic¢itanové
anionty (HCOs3-) jsou obratem importovany zpét do cytosolu prostiednictvim specific-
kych membranovych transportéri (napt. Na*/HCO3- kotransportérii a aniontovych vy-
méniki). Uvniti buiiky pak prispivaji k pufrovani intracelularniho prostoru a udrzuji
bezpectné, mirné zasadité pH - intracelularni alkalizace. [100]

Kyselé extracelularni prostfedi, kontinualné generované ¢innosti CA IX, ma za-
sadni dopad na progresi onemocnéni. Nizké pH totiz slouZi jako spoustéc pro aktivaci
riznych protedz (napf. lysozomalnich katepsinti). Tyto enzymy nasledné degraduji
proteiny extracelularni matrix, ¢imZ narusuji okolni tkan a umoZnuji nadorovym

38



TEORETICKA CAST

burikam lokalni invazi. Tento mechanismus predstavuje prvni a nezbytny krok k Sireni
nadoru a tvorbé vzdalenych metastaz. [100-103]
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Obr. 10: Karboanhydraza IX jako spojnice mezi energetickym metabolismem nadoru a regulaci
pH. Prrevzato z: [100]

GLUT - glukézovy transportér; MCT — monokarboxylatovy transportér

1. Hlavni vedlejsi produkt oxida¢niho energetického metabolismu, CO-, difunduje pies
lipidovou dvojvrstvu bunééné membrany do extracelularniho prostoru po svém kon-
centracim odpovidajicim gradientu.

2. Na extracelularni strané bunééné membrany katalyzuje exofacialni katalyticka do-
ména CA IX hydrataci CO: za vzniku H* a HCOs".

3. Soucasné¢ laktat, kone¢ny produkt glykolyzy, opousti buniku prostfednictvim mono-
karboxylatového transportéru rychlosti, kterd je ovlivnéna pH gradientem pies bu-
néénou membranu (gradient pHi—pHe).
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2.4 Nové potencialni inhibitory CA IX

Inhibitory karboanhydraz (CAI) jsou v klinické praxi dlouhodobé vyuZivany predevsim
jako diuretika a antiglaukomatika. Nedavné vyzkumy vsak ukazaly, Ze farmakologicky
potencial téchto latek je mnohem Sirsi a zahrnuje i vyvoj novych antiobezitik, antiin-
fektiv a zejména protinadorovych 1éciv. [104] Jak bylo popsano v predchozich kapito-
lach, izoforma CA IX predstavuje klicovy marker a terapeuticky cil u mnoha typt hypo-
xickych solidnich nadort. Cilena inhibice jeji katalytické aktivity dokaZe ucinné zvratit
procesy spojené s progresi onemocnéni, jako je okyselovani extracelularniho mikro-
prostredi, riist primarniho nddoru, rozvoj chemorezistence a tvorba metastaz. Kromé
terapeutického vyuziti nachazeji specifické inhibitory CA IX uplatnéni také v neinva-
zivnim diagnostickém zobrazovani hypoxickych nadort. [54, 104]

Zasadni prekazkou pri racionalnim navrhu novych léciv je vSak dosaZeni pozado-
vané izoformni selektivity. Dosud zadny z klasickych, klinicky vyuzivanych inhibitort
nevykazuje specifickou selektivitu vii¢i nddoroveé asociované CA IX. Tyto latky bézné
inhibuji i vSudypritomné cytosolické izoenzymy (zejména CA I a CA II), coZ by v onko-
logické 1é¢bé vedlo k riziku zavaznych systémovych vedlejsich ucinkd. [54, 104] Vyvoj
zcela novych izoformné selektivnich molekul je tak naprosto nezbytny pro ziskani bez-
pecnych 1é¢iv bez téchto nezadoucich acinkd.

Vyznamny milnik ve vyvoji selektivnich inhibitort zacilenych na CA IX ptineslo
vyreSeni rentgenové krystalografické struktury jeji katalytické domény, kterou v roce
2009 publikovala skupina G. De Simoneho. Znalost [105] presné 3D struktury umoz-
nila detailni zmapovani strukturnich podobnosti a rozdili v architekture aktivniho
mista mezi CA IX a ostatnimi ¢leny této enzymové rodiny. Tento objev zasadné urychlil
racionalni design struktury potencialnich inhibitorii a brzy vedl k identifikaci vysoce
selektivnich inhibitord napii¢ rliznymi chemickymi tfidami, jako jsou sulfonamidy,
sulfamaty, sulfamidy, kumariny ¢i polyaminy. [105] PrestoZe bylo v literatuie nasledné
popsano obrovské mnozstvi vysoce ucinnych inhibitorti na bazi sulfonamidd, sulfa-
matl a sulfamidd, pouze zlomek z nich vykazuje klinicky prijatelnou miru selektivity
vici transmembranové CA IX oproti cytosolickym izoenzymiim CA [ a CAI1. [104, 106]
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241 Triazinovy skelet (,,tail approach®)

Béhem uplynulych deseti let se nejefektivnéjsi metodou pri vyvoji izoformé specific-
kych inhibitori karboanhydrazy (CAI) stal tzv. pristup ptipojeného ocasku (,tail ap-
proach®). [107] Zakladnim principem tohoto racionalniho navrhu léciv je propojent
zinkovazebného jadra (predstavujiciho ,hlavu“ molekuly) s vhodnym perifernim mo-
tivem (tzv.,ocasem”). [61, 107-109] Aplikace této metody vedla v nedavné dobé k syn-
téze Sirokého spektra vysoce aktivnich latek, mezi néz patii nejen inovativni sulfona-
midové derivaty, ale i neklasické inhibitory odvozené od karboxylovych kyselin a jejich
esterl. [107]

Efektivita této strategie spociva v prodlouzené struktuie inhibitord. Zatimco va-
zebna ,hlava“ blokuje katalytické centrum na dné kavity, objemny ,ocas” interaguje s
variabilnimi aminokyselinami pritomnymi na vnéjsi-stredni oblasti a na okraji kavity
aktivniho mista, coZ jsou oblasti s nejvyssi variabilitou mezi jednotlivymi izoformami
karboanhydrazy. [61, 107-109] Tim je dosaZeno vysoké selektivity vii¢i nadorové izo-
formé CA IX a minimalizace nezadoucich ucinkl spojenych s inhibici béZnych cytoso-
lickych izoforem. [107]

Aby vSak tento modularni design fungoval optimalné, je naprosto nezbytné zvolit
odpovidajici centralni skelet (scaffold), jenZ zajisti spravné prostorové nasmérovani
obou klicovych ¢asti molekuly. Jako vysoce perspektivni se v tomto ohledu ukazuje
pravé vyuziti 1,3,5-triazinového jadra.

Z chemického hlediska predstavuji triaziny Sesti¢lenné heteroaromatické slouce-
niny, jejichZ cyklus je tvoren tremi atomy uhliku a tfemi atomy dusiku. Z moZnych
izomernich forem znazornénych na obrazku 11, je pravé symetricky 1,3,5-triazin his-
toricky nejstarS$im a nejdetailnéji prozkoumanym zastupcem. [110] Jeho derivaty na-
chazeji velmi Siroké uplatnéni nejen v primyslovych aplikacich, ale predstavuji prede-
v8im atraktivni farmakofor v medicinalni chemii. [110-112] Odborna literatura u
téchto latek popisuje mimorddné pestrou a multidimenzionalni §kalu biologickych
ucinki. Zahrnuje mimo jiné aktivitu antibakterialni [110, 113], antifungalni [110, 114],
antivirotickou (vcetné anti-HIV) [110, 115], antimalarickou [110, 116], herbicidni
[110, 117] a v neposledni radé také vyznamnou aktivitu protinadorovou. [110, 118]
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Obr. 11: Zakladni skelet 1,2,3-triazinu, 1,2,4-triazinu a 1,3,5-triazinu, vlastni tvorba

Klicovym meziproduktem pro syntézu vétSiny téchto derivata je kyanurchlorid
(2,4,6-trichlor-1,3,5-triazin, viz obrazek 12). Tato vychozi latka se vyznacuje unikatni
vlastnosti - jeji tri atomy chloru vykazuji pri nukleofilni aromatické substituci silnou
teplotni zavislost. Obecné plati, Ze k nahradé prvniho atomu chloru prislusnym
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nukleofilem dochazi jiz pri teplotach kolem 0 °C. Druha substituce probiha za labora-
torni teploty a k nahrazeni tretiho chloru je obvykle nutné reakéni smés zahrivat (v
rozmezi 70-100 °C), pricemZ presné reakcni podminky se vzdy odviji od reaktivity
konkrétniho nukleofilu. Pravé tato specificnost umoziiuje vysoce kontrolovanou a po-
stupnou substituci. Na jedno triazinové jadro tak lze cilené a s minimalnim rizikem
vzniku slozitych reakénich smési vnést az tii zcela odliSné substituenty. [110, 119]

CITI\j\I/CI
T

Cl
Obr. 12: Struktura kyanurchloridu (2,4,6-trichlor-1,3,5-triazin), vlastni tvorba

Diky této syntetické variabilité a vyhodnym strukturnim vlastnostem se 1,3,5-tri-
azinovy skelet ukazal jako naprosto idealni platforma pro racionalni design inhibitori
karboanhydraz. Jak dolozili Garaj a kol. (2011), z hlediska prostorového usporadanti je
pro triazinové jadro typicka vysoka rigidita a planarita. Tyto strukturni rysy garantuji,
Ze si inhibitor po koordinaci na katalyticky iont zinku zachova definovanou konfor-
maci. Periferni objemné substituenty jsou tak striktné orientovany do vnéjsi casti ak-
tivniho mista, coZ hraje klicovou roli v dosaZeni vysoké izoformni selektivity zacilené
specificky na nddorovou izoformu CA IX. [119]

Praktické vyuziti téchto strukturnich piredpokladii demonstruje studie, ve které
1,3,5-triazinovy skelet poslouzil jako idedlni rigidni platforma pro konstrukci vysoce
selektivnich inhibitord. V této praci byl centralni heterocyklus vyuzit k propojeni zinek
vazajici primarni sulfonamidové skupiny s objemnymi substituenty na bazi piperazinu
¢i aminoalkoholt. Vysledky biologického hodnoceni jasné prokazaly, Ze zatimco ben-
zensulfonamidovy fragment ukotvuje molekulu na dné aktivniho mista, triazinové ja-
dro efektivné sméruje pripojené bazické aminy do vnéjsi ¢asti enzymové kavity. Zde
tyto periferni skupiny interaguji s povrchovymi aminokyselinovymi zbytky, coz vede k
vyraznému narustu celkové inhibi¢ni aktivity a predevsim k vynikajici izoformni se-
lektivité viici nddorové CA IX v porovnani s cytosolickymi izoenzymy CAla CA II. [120]

Pravé tento uspésny a racionalné zdtivodnény design se stal pfimou inspiraci pro
navrh a syntézu novych cilovych struktur v ramci této diplomové prace.
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242 Sulfonamidy (vazba na zinek)

Primarni sulfonamidova skupina (-SO2NH2) predstavuje nejvyznamnéjsi a nejcastéji
vyuzivany farmakofor pro ukotveni molekuly k iontu zinku p¥i navrhu inhibitort kar-
boanhydraz. Vétsina klinicky schvalenych 1é¢iv z této indikacni skupiny proto vychazi
pravé z tohoto strukturniho motivu. Krystalografické studie mnoha komplexii CA [54,
121, 122] odhalily, proc je tato skupina v aktivnim misté tak vyjimecné efektivni. Vazba
sulfonamidi je primarné izena deprotonaci sulfonamidového dusiku. Vznikly zaporné
nabity aniont se primo koordinuje na katalyticky kationt zinku (Zn?+*) [54, 123], ¢imZ z
aktivniho centra vytésni molekulu vody. Tento koordina¢ni mechanismus je dale za-
sadné stabilizovan vznikem vodikovych vazeb. [48, 54, 124]

Jak uvadi strukturalni analyzy, sulfonamidova skupina se ukazuje jako idealni li-
gand ze dvou hlavnich divodi: na jedné strané dokonale kombinuje elektrostatickou
interakci mezi svym zaporné nabitym dusikem a kladné nabitym zinkem, a na strané
druhé si deprotonovany dusik zachovava jeden proton, ktery slouZi jako silny donor
pro vznik vodikové vazby s aminokyselinou Thr199. [54, 125, 126] Tato kombinace
interakci zajisStuje neobycejné pevnou a stabilni vazbu hluboko uvnitf enzymové ka-
vity. [54]

Ackoliv je tato vazba velmi silna, samotny sulfonamidovy farmakofor je priliS maly
a strukturné jednoduchy na to, aby dokazal rozlisit jemné odliSnosti v aktivnich mis-
tech jednotlivych karboanhydraz. [127] Neselektivni inhibice nadorovych i vSudypfi-
tomnych fyziologickych izoforem (zejména CA I a CA II) tak u pacientli vede k radé
systémovych nezadoucich ucinki. Z tohoto diivodu se v modernim designu 1éc¢iv od
jednoduse substituovanych sulfonamida upousti.

Uspé$nym piikladem moderniho piistupu, ktery tento problém prekonavi, je
inhibitor SLC-0111 (ureido-substituovany benzensulfonamid, viz obrazek 13). V sou-
Casné dobé predstavuje nejvyznamnéjsi molekulu v oblasti cilené inhibice nadorové
asociované CA IX. Efektivné narusuje regulaci pH v naddorovych burikach, ¢imz snizuje
jejich preZivani i invazivitu, a zaroven prokazatelné zvysuje ucinnost klasické chemo-
terapie. [128, 129] Diky témto slibnym vysledktim jiz SLC-0111 Gispésné postoupil do
Klinického testovani u pacientli s pokrocilymi solidnimi nadory. [129, 130] Jeho
uspésny farmakologicky profil navic slouzi jako klicovy model pro design dalSich
strukturnich analogi s cilem maximalizovat isozymovou selektivitu. [129, 131]

DalS$im vysoce efektivnim feSenim problému selektivity, které bylo aplikovano i
pfinavrhu latek v ramci této diplomové prace, je inkorporace sulfonamidu na objemny
1,3,5-triazinovy skelet. V takovém usporadani slouzi primarni sulfonamidova skupina
vyhradné jako kotva na dné enzymové kavity, zatimco pripojené substituenty intera-
guji s vnéjsi casti aktivniho mista. Tyto objemné substituenty radikalné potlacuji afi-
nitu k fyziologickym izoformam (CA I, II a IV) a naopak extrémné zvysuji selektivitu
vici nddoroveé asociované izoformé CA IX. [127] Tento raciondlni pfedpoklad byl po-
tvrzen rentgenovou krystalografii, ktera jednoznacné prokazala, Ze i pres pritomnost
objemného triazinového substituentu zlistava vazba sulfonamidové skupiny k iontu
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zinku a aminokyseliné Thr199 naprosto nedotCena, ¢imz sulfonamid v téchto moleku-
lach spolehlivé plni svou primarni kotevni funkci. [119]

F NH
NH
O

07\
NH,

Obr. 13: Struktura SLC-0111, vlastni tvorba
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2.5 Nové netriazinové skelety v designu inhibitort CA IX

251 Chinolinsulfonamidy

Vyraznym soucasnym trendem v medicinalni chemii je design tzv. dudlnich inhibitort,
které kromé nadorovych izoforem karboanhydraz (CA IX a XII) cili soucasné i na dalsi
onkogenni drahy. Prikladem tohoto inovativniho pristupu je vyuziti objemného 6,7-
dimethoxychinolinového skeletu. V ramci strategie ,ocasku“ (tail approach) je tento
masivni heterocyklus propojen s klasickym benzen-sulfonamidovym farmakoforem
prostrednictvim flexibilnich spojovacich tetézcii (linkert). [132]

Studie vztaht mezi strukturou a aktivitou (SAR) u téchto derivatt odhalila nékolik
klicovych faktorli nezbytnych pro silnou a selektivni inhibici nddorové CA IX (viz ob-
razek 14). Zasadni roli hraje volba spojovaciho retézce - derivaty obsahujici ureidovy
(mocovinovy) linker vykazovaly systematicky vyssi afinitu a selektivitu k CA IX nez je-
jich amidové analogy. Ureidova skupina totiZ poskytuje optimalni geometrii a umoz-
niuje tvorbu dodatecnych vodikovych mistki v aktivnim misté enzymu. [132]

Druhym kritickym parametrem je vzajemna orientace substituentd. Krystalogra-
fické a vypocetni modely potvrdily, Ze deprotonovany dusik sulfonamidu klasicky che-
latuje katalyticky iont Zn2+, zatimco objemny chinolinovy kruh sméruje ven k usti ka-
bylo proto dosazeno u derivati, kde byl sulfonamidovy motiv vazan v para-poloze.
Tato orientace totiZ idedlné navadi molekulu k zine¢natému kationtu. [132]

Vynikajicich inhibi¢nich vlastnosti dosahla v této sérii slouCenina oznacena jako
9h (s ureidovym linkerem a para-orientaci obou hlavnich motiv{, obrazek 15), u niz
byla stanovena inhibi¢ni konstanta (Ki) pro CA IX rovna pouhym 6,3 nM. Timto vysled-
kem latka vyrazné prekonala klinicky pouZivany standard acetazolamid (Ki = 25,0 nM).
Velmi vysokou aktivitu si zachoval i zkraceny analog 9f (obrazek 15) s Ki = 8,5 nM. Ac¢-
koliv nejsilnéjSim inhibitorem samotné CA IX byl derivat 9h, jako celkové nejlepsi kan-
didat pro dalsi testovani byla vybrana sloucenina 9d (obrazek 15). Ta predstavuje ide-
alni strukturni kompromis nezbytny pro polyfarmakologicky ucinek - zachovava si
stale velmi slibnou afinitu k CA IX (Ki = 93,3 nM), ale soucasné vykazuje silnou inhibici
druhého cilového receptoru, leukemické kinazy PDGFR. Tyto vysledky jednoznacné
potvrzuji, Ze i vysoce objemné heterocyklické struktury mohou pti vhodném propojeni
slouzit jako excelentni inhibitory nddorovych karboanhydraz s moznym piesahem do
dudlni terapie. [132]
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«¢ Linker effect: Ureido linker enhances
potency and selectivity toward PDGFR and
CA IX/XII compared to the amide linker.
% Para-methyl (R:): Enhances FLT3-1TD and ABL
potency; effect less pronounced for PDGFR.

302N H2 Sulfonamide Regio-isomerisation:
¢ Para-sulfonamide shows superior CA IX/XII
inhibition and selectivity (para > meta ).

HN 2 : i
o Linker elongation (C2): - ﬁg:g?md: pi,h:j,s Auxtix PO
P N + Boosts potency toward CA IX
¢+ Reduces potency toward CA XII

~ = and PDGFR.

\ (0] N ’
6,7-Dimethoxyquinoline regio-isomerisation: ¢ PDGFR inhibition: Optimal when dimethoxy-quinoline is
¢ Para-substitution provides optimal potency > para-oriented and sulfonamide is meta-oriented (para/meta)

for both PDGFR and CA IX/XII inhibition. ¢ CA IX/XII inhibition: Optimal when dimethoxy-quinoline
para > meta and sulfonamide are para-oriented (para/para)

Obr. 14: : Znazornéni klicovych vztahti mezi strukturou a aktivitou pro dvojitou inhibici PDGFR
a CA IX/XII. Pievzato z: [132]
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Obr. 15: Struktura sloucenin:

9d - 5-(3-(4-((6,7-dimethoxychinolin-4-yl)amino)-fenyl)ureido)-2-methylbenzensulfonamid;
Of - 4-(3-(4-((6,7-dimethoxychinolin-4-yl)amino)fenyl)ureido)benzensulfonamid;

9h - 4-(2-(3-(4-((6,7-dimethoxychinolin-4-yl)amino)fenyl)ureido)ethyl)benzensulfonamid,
vlastni tvorba
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2.5.2 Benzimidazol-thiazoly

Nedavna studie [133] se zabyva syntézou hybridnich molekul, ve kterych byl centralni
5-chlorbenzimidazolovy farmakofor propojen pres benzhydrazidovou spojku s thiazo-
lovym kruhem. Pravé na tento thiazolovy cyklus byly nasledné vnaseny rizné substi-
tuenty s cilem zjistit, jak jejich sterické a elektronové vlastnosti ovlivni finalni afinitu k
enzymu a protinadorovy ucinek.

Z provedené analyzy SAR jednoznacné vyplynulo, Ze povaha substituentu na pe-
riferni asti molekuly hraje vyznamnou roli. Jako absolutné nejucinnéjsi se v celé sérii
ukazal derivat oznaceny jako 4h (viz obrazek 16), ktery nese 2,4-dimethoxyfenylovy
zbytek. Pritomnost dvou objemnych methoxyskupin, plnicich funkci jako donory elek-
trond, ve specifickych polohach 2 (ortho) a 4 (para) fenylového kruhu poskytuje mo-
lekule idealni elektronovou hustotu a sterické usporadani pro interakci s kavitou cilo-
vého enzymu. Tento jev se potvrdil pomoci metody ELISA - slou¢enina 4h vykazovala
pak vedla k vyraznému poklesu inhibi¢ni aktivity. [133]

Tato vysoka enzymaticka afinita, zptisobena optimalni 2,4-dimethoxy substituci,
se nasledné projevila i ve vynikajicim profilu cytotoxicity na komplexnich bunécnych
modelech. Latka 4h prokazala vyznamny protinadorovy efekt s hodnotami ICs0 v mi-
kromolarnim rozmezi: 36,6 + 11,98 pM pro bunky kolorektalniho karcinomu (HT-29),
22,8 £ 5,18 uM pro buriky karcinomu prsu (MCF-7) a 42,06 + 6,58 uM pro burky gli-
omu (C6). Kromé vysoké ucinnosti zajistilo toto specifické strukturni usporadani latce
i vyborny bezpecnostni profil. Na linii zdravych mysich fibroblastt (L929) vykazoval
derivat 4h minimalni toxicitu (ICso > 100 uM), ¢imzZ se strukturné odlisil od béZné po-
Detailni zkoumani mechanismu ucinku prokazalo, Ze sloucenina 4h cilené indukuje
apoptézu (nikoliv nekrézu). Podle analyzy RT-PCR k tomu dochazi prostiednictvim
zvySené exprese proapoptotickych genti (kaspazy-3, BAX) a soucasného potlaceni an-
tiapoptotického BCL-2, coZ bylo podporeno i znatelnym sniZenim proliferacniho mar-
keru Ki-67. Vysledky tak jasné demonstruji, Ze racionalni vneseni elektronové boha-
tych skupin (jako je 2,4-dimethoxy motiv) na masivni kondenzovany heterocyklus
predstavuje vysoce efektivni strategii pro design selektivnich inhibitorti hypoxickych

nadord. [133]
T~
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Obr. 16: Struktura 4h - (4-(5-chlor-1H-benzoimidazol-2-y1)-N'-(4-(2,4-dimethoxyfenyl)thiazol-2-
yl)benzhydrazid), vlastni tvorba
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253 Azepansulfonamidy

Zcela novym a inovativnim pristupem v designu inhibitort CA IX je zac¢lenéni sedmi-
clenného azepanového kruhu do sulfonamidového farmakoforu. V nedavné studii byla
navrzena série derivatli 3-(azepan-1-ylsulfonyl)-N-arylbenzamidu, u kterych byla de-
tailné zkoumdana piima spojitost mezi jejich chemickou strukturou a mechanismem
inhibice cilového enzymu. [134]

Z analyzy SAR jasné vyplynulo, Ze pro vysokou afinitu k enzymu je kli¢ova volba a
umisténi arylamidového kruhu. NejvyssSich inhibi¢nich aktivit dosahovaly analogy s
m-deficitnimi arylovymi kruhy (napft. s pyridinem nebo fenylem substituovanym elek-
trony-odCerpavajicimi skupinami). Vzhledem k tomu, Ze aromaticka kavita aktivniho
mista CA IX je sama o sobé silné m-bohata (tvorena zbytky TRP5 a His64), umoziuji
pravé m -deficitni ligandy tvorbu optimalnich a velmi pevnych m-m interakci. K dalsimu
zesileni uc¢inku prispélo methylenové prodlouZeni arylového retézce, které molekulu
idealné polohuje v kavité, a rovnéZ substituce v para-poloze, jeZ se ukazala jako ste-
ricky vyhodnéjsi nez v meta-poloze. [134]

Tento mechanismus inhibice byl detailné potvrzen studiemi molekularniho doko-
vani. U vétSiny vysoce aktivnich derivati, napt. u slouc¢eniny 8 (obrazek 17), s nano-
molarni afinitou (ICso = 190 nM), byl pozorovan klasicky zptsob vazby: primarni sul-
fonamidova skupina silné koordinuje katalyticky iont Znz2+ a tvoii vodikové vazby s
threoninem (Thr199), zatimco objemny azepanovy kruh smétruje do hydrofobni kapsy
enzymu. [134]

Zcela unikatni a prekvapivy mechanismus vazby vSak odhalila slou¢enina 26,
ktera se s hodnotou ICso= 19 nM stala absolutné nejsilné€jSim inhibitorem v testované
sérii. Dokovaci simulace u tohoto derivatu ukazala, Ze katalyticky zine¢naty iont neni
vyjimecné koordinovan sulfonamidovou skupinou, nybrz piimo oxadiazolovym kru-
hem. Tato alternativni koordinac¢ni strategie zfejmé zodpovida za jeji mimoradné sil-
nou inhibi¢ni afinitu. Specifické strukturni usporadani téchto derivatd navic zajistilo

nii, coz z nich ¢inf vysoce perspektivni kandidaty pro dalsi testovani. [134]

NH-R
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Obr. 17: Struktura derivatu 3-(azepan-1-ylsulfonyl)-N-arylbenzamidu (8, 26), vlastni tvorba
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace byl racionalni navrh a syntéza novych, v odborné
literature dosud nepopsanych derivati 1,3,5-triazinu, které by mohly slouzit jako po-
tencialni selektivni inhibitory nadorové asociované izoformy karboanhydrazy IX (CA
[X). Experimentalni ¢ast se nejprve zamérila na pripravu vychozich monosubstituova-
nych prekurzori prostiednictvim nukleofilni substituce 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinu.
Timto zpilisobem bylo Uspésné nasyntetizovano 11 monosubstituovanych sloucenin.

Na tyto pripravené prekurzory byla nasledné aplikovana druha faze nukleofiln{
substituce s vyuzitim Siroké palety strukturné odliSnych nukleofilli, coz vedlo k zisku
14 cilovych disubstituovanych derivati. Celkem tak bylo v ramci prace pripraveno 25
novych, strukturné odlisnych latek. Pro zjisténi, jaky vliv maji jednotlivé strukturni ob-
mény na vazbu v enzymu (tzv. tail approach), byly jako sekundarni substituenty za-
mérné zvoleny velmi rtiznorodé funkc¢ni skupiny. Ty zahrnovaly Siroké spektrum pri-
marnich a sekundarnich amini, dusikatych heterocykli, karboxylovych kyselin, estert
a specifickych ketond, jako jsou derivaty aminoacetofenonu.

Nedilnou soucasti prace byla strukturni charakterizace vSech nové pripravenych
meziprodukti i finalnich produktd. Jejich chemicka struktura byla potvrzena pomoci
analytickych metod, a to predevSim H-NMR a 13C-NMR spektroskopii. Dale byly
popsany jejich fyzikalni vlastnosti v€etné stanoveni teploty tani. Zavérecnym cilem ex-
perimentalni prace bylo finalni zpracovani a priprava syntetizovanych latek k odeslani
na specializované externi pracovisté pro nasledné hodnoceni jejich biologické aktivity.
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3.2 Obecné informace

Pro sledovani priibéhu jednotlivych reakénich krokt byla vyuzita tenkovrstva chroma-
tografie (TLC). Jako stacionarni faze poslouzily komerc¢né dostupné silikagelové desky
(DC-Alufolien Kieselgel 60 F254, Merck). Samotné vyvijeni probihalo v nasycenych ko-
morach s pouZitim specifickych soustav mobilnich fazi, které jsou specifikovany v
ramci postupt jednotlivych syntéz. Vizualizace latek probihala pod UV lampou pfi vl-
novych délkach 254 a 356 nm, pripadné chemickou detekci pomoci par elementarniho
jodu a ninhydrinovym ¢inidlem. Bod tani byl u vSech ptipravenych meziprodukti i ci-
lovych sloucenin zjistovan na bodotavku typu Koflertv blok (HMK Franz, Kiistner, Né-
mecko).

Strukturni charakterizace syntetizovanych latek byla provedena pomoci nukle-
arnf magnetické rezonance (NMR). Spektra 1H a 13C byla zaznamendna FT NMR spek-
trometrem JEOL EZCR 400 (JEOL, Japonsko) s vyuzZitim 5mm sondy High Sensitivity
PulseField Gradient AutotuneTM. Pristroj pracoval pfi rezonancnich frekvencich 400
MHz (pro 1H) a 100 MHz (pro 13C). Vzorky byly méreny pri konstantni teploté 30 °C v
prostredi deuterovaného dimethylsulfoxidu (DMSO-de). Hodnoty chemickych posunt
(8) jsou uvadény v jednotkach ppm a byly kalibrovany vici signalu tetramethylsilanu
jakoZto vnitinimu standardu. Signaly pouzitého rozpoustédla vykazovaly posuny 2,5
ppm pro H a 39,5 ppm pro 13C. Ke zpracovani a vyhodnoceni namérenych spekter po-
slouzil program Delta 5.2.1 (Jeol Resonance, Tokio, Japonsko). Mira Cistoty priprave-
nych sloucenin byla nasledné urcovana na zakladé integralnich intenzit prislusnych
signali v 1H-NMR spektrech.
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3.3 Seznam pouzitych chemikalii

Trichlor-1,3,5-triazin 99%, Sigma-Aldrich

Piperazin 99%, Sigma-Aldrich

Piperidin 299%, Sigma-Aldrich

2,2,2-Trifluoroethylamin 99,5%, Sigma-Aldrich

Diethylamin 299%, Sigma-Aldrich

3-Aminopyridin 99%, Sigma-Aldrich

1-Adamantylamin, 97%, Sigma-Aldrich
2-Amino-5-methylbenzenkarboxylova kys. 99%, Sigma-Aldrich
3-methyl-5-nitro-pyridin 296.0%, Sigma-Aldrich
2-amino-5-methylbenzenkarboxylova kyselina 99%, Sigma-Aldrich
2-Aminopyridin-3-karboxylova kyselina 98%, Sigma-Aldrich
2-Amino-4-chlorbenzenkarboxylova kyselina 98%, Sigma-Aldrich
methyl 2-amino-5-chlorbenzoat 95%, Sigma-Aldrich
3-Aminoacetofenon 97%, Sigma-Aldrich

2-aminoacetofenon 98%, Sigma-Aldrich

Sulfanilamid 298%, Sigma-Aldrich
4-Aminomethylbenzensulfonamid hydrochlorid 295%, Sigma-Aldrich
4-(2-Aminoethyl)benzensulfonamid 99%, Sigma-Aldrich
2,2,2-Trifluoroethylamin hydrochlorid 98%, Sigma-Aldrich
4-(Trifluoromethyl)anilin 99%, Sigma-Aldrich

Dichlormethan 99,8%, Sigma-Aldrich

Aceton 299.5%, Sigma-Aldrich

Dimethylformamid 99,8%, Sigma-Aldrich

Diethylether 299.0%, Sigma-Aldrich

Ethanol 299.5%, Sigma-Aldrich

Acetonitril 299.9%, Sigma-Aldrich

Methanol 299.85%, Sigma-Aldrich

Ethylacetat 299.5%, Sigma-Aldrich

Uhlic¢itan draselny 99%, Sigma-Aldrich

Hydrogen uhli¢itan sodny 99,7%, Sigma-Aldrich
N,N-diisopropylethylamin 99%, Sigma-Aldrich

Silikagel, Sigma-Aldrich
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3.4 Syntéza monosubstituovanych derivatu trichlortriazinu

3.41 Obecny postup syntézy

Obecné schéma syntézy je znazornéno na obrazku 18. V trojhrdlé bance s kulatym
dnem byl za stalého michani rozpustén 1 ekvivalent 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinu
(pro navazky viz tabulka 3) ve vhodném rozpoustédle. Smés byla vychlazena pomoci
ledové lazné na teplotu v rozmezi 0-5 °C. Po ochlazeni byla pfidana baze, také 1 ekvi-
valent (pro navazky viz tabulka 4).

Jeden ekvivalent nukleofilu (pro navazky viz tabulka 2) byl nejprve rozpustén ve
vhodném rozpoustédle (viz tabulka 3) a poté postupné prikapavan k reakcni smési za
stalého chlazeni v ledové 1azni. Po dokapani byla smés michana po dobu alespoii jedné
hodiny do maximalni konverze vychozich latek, pricemz pribéh reakce byl pribézné
monitorovan pomoci metody tenkovrstvé chromatografie (TLC). Jako mobilni faze byl
pouzity dichlormethan. K detekci skvrn bylo pouZito UV svétlo, ninhydrinové ¢inidlo a
pary jodu.

Po dokonceni reakce bylo rozpoustédlo odstranéno za sniZeného tlaku a produkt byl
vysrazen na ledu. Vysledna srazenina byla umisténa do exsikatoru a vysusena do kon-
stantni hmotnosti.
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Obr. 18: Schéma syntézy monosubstituovanych derivati trichlortriazinu , vlastni tvorba
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Tab. 2: Navazky nukleofili pro piipravu monosubstituovanych 1,3,5-triazinovych derivati

slouc¢enina nukleofil m M n
8 (g/mol) | (mol)
1.1 piperazin 1,000 86,14 0,0116
1.2 piperazin 2,326 86,14 0,0270
2 piperidin 1,000 85,15 0,0117
3 2,2,2-trifluoroethylamin 1,000 99,06 0,0101
4 3-aminopyridin 2,552 94,11 0,0271
5 1-adamantylamin 2,000 151,14 0,0132
6 2-amino-5-methylbenzen 3,000 151,60 0,0198
karboxylova k.
7 2-aminopyridin-3-karboxylova k. 2,000 138,12 0,0145
8 2-amino-4-chlorbenzen 0,466 171,58 0,0027
karboxylova k.
9 methyl 2-amino-5-chlorbenzoat 0,300 185,61 0,0016
10 3-aminoacetofenon 0,733 135,16 0,0054
11 2-aminoacetofenon 0,733 135,16 0,0054
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Tab. 3: NavazKky trichlotriazinu a typy rozpoustédel

2,4,6-trichlor-1,3,5- m n rozpoustédlo \'
triazin (8) (mol) rozpoustédla
(M=184,41 g/mol) (ml)
11 2,139 0,0116 | dichlormethan 130,00
1.2 5,000 0,0270 | dichlormethan 150,00
2 2,166 0,0117 | dichlormethan 130,00
3 1,862 | 0,0101 aceton 100,00
4 5,000 | 0,0271 | dichlormethan 150,00
5 2,440 | 0,0132 diethylether 150,00
6 3,660 | 0,0198 aceton 150,00
7 2,670 0,0145 acetonitril 70,00
8 0,500 0,0027 aceton 25,00
9 0,298 | 0,0016 | dichlormethan 15,00
10 1,000 | 0,0054 aceton 40,00
11 1,000 | 0,0054 aceton 40,00

Tab. 4: Typ baze a jeji navazky

sloucenina baze m M n
(8) (g/mol?) | (mol)
1.1 K2CO03 1,603 138,21 0,0116
1.2 NaHCOs 2,268 84,01 0,0270
2 K2CO03 1,623 138,21 0,0117
3 K2CO03 1,395 138,21 0,0101
4 K2CO03 3,747 138,21 0,0271
5 N,N-diisopropylethyl amin 1,707 129,25 0,0132
6 K2CO03 2,740 138,21 0,0198
7 N,N-diisopropylethyl amin 1,872 129,25 0,0145
8 K2CO03 0,375 138,21 0,0027
9 K2CO0s3 0,223 138,21 0,0016
10 K2CO0s3 0,749 138,21 0,0054
11 K2CO0s3 0,749 138,21 0,0054
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3.4.2 Charakteristika monosubstituovanych produktt
(\NH
Cl N N\)
W \
NYN
Cl
Obr. 19: Derivat 1, vlastni tvorba

(1.1, 1.2) 2,4-dichlor-6-(piperazin-1-yl)-1,3,5-triazin

Specifika syntézy: Pii syntéze derivatu 1.1 doslo k odchylce od standardniho experi-
mentalniho postupu. Namisto postupného prikapavani roztoku nukleofilu (pipera-
zinu) do roztoku triazinu v pritomnosti bezvodého uhli¢itanu draselného byl piperazin
nejprve rozpustén v dichlormethanu, nasledné byla pridana baze a do této smési byl
reakce. Béhem piikapavani dochdazelo k rychlému nartstu teploty reakéni smési. Z to-
hoto dtivodu bylo nutné prikapavani roztoku triazinu vyrazné zpomalit a reakci pro-
vadét za intenzivniho chlazeni.

Mr: 234,08 g/mol

Sumarni vzorec: C7HoCI2Ns

Vytézek: 1.1 46 %; 1.2 78 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: >220 °C (limit pristroje) pro produkty 1.1; 1.2

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2,16 (1H, br s, NH), 2,68-2,75 (4H, m, CH,),

3,71-3,73 (4H, m, CHy).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 169,8, 165,5, 47,4, 45,5.
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Specifika syntézy: Pii izolaci produktu se derivat 2 na ledu nesrazel a jako vhodny se
ukazal aceton. Nasledné byl roztok odpaten na rotacni odparce, zfiltrovan pres fritu a
produkt vysuSen do konstantni hmotnosti.

Mr: 233,10 g/mol

Sumarni vzorec: CsH10Cl2N4

Vytézek: 29 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: 83-85°C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1,70-1,53 (6H, m, CH,), 3,72-3,70 (4H, m, CH,).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-de) 5 ppm: 169,9, 165,3, 44,2, 25,9, 24,8.
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Specifika syntézy: Nukleofil 2,2,2-trifluorethylamin se ukazal jako nerozpustny ve
zkouSenych rozpoustédlech (aceton, dichlormethan, voda). Z tohoto divodu nebylo
mozné nukleofil prikapavat, a byl tak pridan po c¢astech do roztoku triazinu. Reakce
vykazovala silné exotermicky charakter. [ pfes omezenou rozpustnost reagoval triflu-
oroethyl rychle po kontaktu s triazinem, coZ umoznilo dokoncit substitu¢ni reakci.
Mr: 247,00 g/mol

Sumarni vzorec: CsH3Cl2F3N4

Vytézek: 46 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: >220 °C (limit pristroje)

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 6,91 (1H, br s, NH), 4,48-4,32 (2H, m, CH,).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) § ppm: 171,0, 167,5, 129,5, 44,2.
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Specifika syntézy: Po ukonceni reakce byl produkt promyt vodou a nasledné aceto-
nem za vyuziti filtrace na frité, aby doslo k odstranéni pripadnych anorganickych a or-
ganickych necistot. Izolovana latka vSak vykazovala zna¢nou nerozpustnost v bézné
dostupnych deuterovanych rozpoustédlech a nebylo tak mozné pripravit roztok pro
NMR analyzu.

Mr: 242,06 g/mol

Sumarni vzorec: CsHsCl2Ns

Vytézek: 2 %

Skupensky stav: hnéda pevna latka

Teplota tani: 152-155 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm: nebylo moZné zmérit
13C-NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm: nebylo moZné zmérit
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T

Cl

Obr. 23: Derivat 5, vlastni tvorba

Specifika syntézy: Pri syntéze dochazelo k vyrazné exotermickému pribéhu reakce. [
pres intenzivni chlazeni nebylo mozné udrzet pozadovanou teplotu kolem 0 °C, coz si
vyzadalo extrémné pomalé pridavani nukleofilu.

Po ukonceni reakce byla vznikla srazenina izolovana filtraci. Vzhledem k neroz-
pustnosti vychozi latky i produktu ve vodé byla pro jejich vysraZeni testovana orga-
nicka rozpoustédla (aceton, ethanol, dichlormethan); na zakladé rozdilné rozpustnosti
produktu a vychozi latky byl zvolen dichlormethan. Ziskana pevna latka byla dale tri-
krat prekrystalizovana v isopropanolu, pricemZ krystalizace probihala pies noc za sni-
Zené teploty. Nasledujici den byl produkt prefiltrovan a vysuSen.

Mr: 299,20 g/mol

Sumarni vzorec: C13H16Cl2N4
Vytézek: 29 %

Skupensky stav: bila pevna latka
Teplota tani: 163-165 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 5,81 (1H, brs, NH), 2,09-2,06 (3H, m, CH), 1,73-

1,62 (12H, m, CH,).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 169,4, 166,0, 51,3, 41,9, 36,3, 29,1.
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Specifika syntézy: Po ukonceni syntézy byla vznikla sraZenina izolovana filtraci a fil-
trat byl nasledné ponechan pres noc v lednici, pricemz doslo k dodate¢né tvorbé sra-
Zeniny. Tato sekundarné vznikla sraZenina byla zfiltrovana, promyta etherem za uce-
lem odstranéni zbytki triazinu a opét prefiltrovana. V ramci této syntézy tak byly zis-
kany dvé pevné frakce produktu.

Mr: 299,11 g/mol

Sumarni vzorec: C11HsCl2N402

Vytézek: 98 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: >220 °C (limit piistroje)

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10,07 (1H, br s, NH), 7,82 (1H, s, CHar), 7,33
(1H, d, ] = 6,8 Hz, CHar), 7,21 (1H, d, ] = 6,8 Hz, CHar), 2,43 (3H, s, CHa).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 171,1, 169,8, 164,2, 142,6,131,8, 126,3, 118,3,
114,0, 20,6.
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Cl

Obr. 25: Derivat 7, vlastni tvorba

(7) 2-[(4.6-dichlor-1,3,5-triazin-2-yl)amino]pyridin-3-karboxylova kyselina

Specifika syntézy: Nukleofil, 2-aminopyridin-3- karboxylova kyselina, se ukazal jako
nerozpustny ve zkouSenych rozpoustédlech (aceton, dichlormethan, acetonitril). Z to-
hoto dlivodu nebylo mozné nukleofil ptikapavat, ale byl tedy pridavan po ¢astech do
roztoku triazinu.

Mr: 286,07 g/mol

Sumarni vzorec: CsH4Cl2Ns02

Vytézek: 48 %

Skupensky stav: bil4 pevna latka

Teplota tani: 201-204 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 10,02 (1H, br s, NH), 8,42-8,40 (1H, m, CHar),
8,00-7,98 (1H, m, CHar), 6,97-6,94 (1H, m, CHar)

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 170,8, 169,6, 163,4, 155,0, 151,8, 140,8, 115,0,
110,0.
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Cl Cl

Obr. 26: Derivat 8, vlastni tvorba

(8) 4-chlor-2-[(4,6-dichlor-1,3,5
Kyselina

Specifika reakce: Pri syntéze doSlo k drobné teplotni odchylce, jelikoZ reakéni smés
dosahla bodu mrazu netypicky az v samotném priibéhu substituce. Pro TLC byl jako
mobilni faze pouzit ethylacetat.

Mr: 319,53 g/mol

Sumarni vzorec: C10HsCI3N402

Vytézek: 92 %

Skupensky stav: bil4 pevna latka

Teplota tani: >220 °C (limit pristroje)

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de) 6§ ppm: 10,11 (1H, br s, NH), 8,01-8,03 (1H, m, CHar),
7,44-7,41 (2H, m, CHar).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm: 171,0,169,2,164,0, 142,9, 133,7,131,3,125,4,
120,5,117,6.
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Obr. 27: Derivat 9, vlastni tvorba

(9) methyl 5-chlor-2-[(4,6-dichlor-1,3,5-triazin-2-yl)amino]benzoat

Mr: 333,55 g/mol

Sumarni vzorec: C11H7CI3N402
Vytézek: 126 %

Skupensky stav: bil4 pevna latka
Teplota tani: 208-210 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 7,80-7,81 (1H, m, CHar), 7,30-7,27 (2H, m,
CHar), 3,91 (3H, s, CHs).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 171,0, 167,5, 164,1, 142,3, 133,1, 131,3, 124,0,
120,9, 118,5, 52,0.
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Obr. 28: Derivat 10, vlastni tvorba

(10) 1-{3-[(4.6-dichlor-1,3,5-triazin-2-yl)amino]fenyl}ethan-1-on

Specifika syntézy: Produkt byl izolovan vysrazenim do ledové vody a naslednou fil-
traci pres fritu.

Mr: 283,11 g/mol

Sumarni vzorec: C11HsCI2N40

Vytézek: 89 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: 164-166 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9,23 (1H, br s, NH), 7,71-6,53 (4H, m, CHar),
2,70 (3H, s, CHs).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 198,6, 168,3, 164,2, 140,7, 130,3,130,1, 129,8,
125,7,119,0, 29,4.

65



EXPERIMENTALNI CAST

Cl

Obr. 29: Derivat 11, vlastni tvorba

(11) 1-{2-[(4,6-dichlor-1,3,5-triazin-2-yl)amino]fenyl}ethan-1-on
Specifika syntézy: Produkt byl izolovan vysrazenim do ledové vody a naslednou fil-
traci pres fritu.

Mr: 283,11 g/mol

Sumarni vzorec: C11HsCI2N40

Vytézek: 94 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: 193-196 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9,20 (1H, br s, NH), 7,74-7,72 (1H, m, CHa:),
7,36-7,28 (3H, m, CHar), 2,63 (3H, s, CHs).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 201,3, 171,0, 164,5, 142,0, 131,7, 131,2, 129,9,
124,5,119,4, 28,8.
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3.5 Syntéza disubstituovanych derivatl trichlortriazinu

3.51 Obecny postup syntézy

Obecné schéma syntézy je znazornéno na obrazku 30. Do tlustosténné zkumavky s te-
flonovym uzavérem bylo navaZeno 0,2 g monosubstituovaného derivatu trichlor-
triazinu. Poté byl pridan 1 ekvivalent nukleofilu (pro navazky viz tabulka 6) a 1 ekvi-
valent bezvodého uhlic¢itanu draselného (viz tabulka 7) jako baze. Nakonec byly pri-
dany 2-3ml N,N-dimethylformamidu (DMF) jako rozpoustédla. V pripadé, Ze byl pouzit
nukleofil v formé hydrochloridu, byla hmotnost uhli¢itanu draselného zdvojnasobena,
aby doslo k Uplné neutralizaci vznikajici kyseliny chlorovodikoveé.

Reak¢ni smés byla ponechana na termostatu s kontinudlnim michanim po dobu
1 tydne pri teploté 35-45 °C. Priibéh reakce byl monitorovan metodou tenkovrstevné
chromatografie (TLC). Jako mobilni faze byl pouZity dichlormethan a ethylacetat pro
kazdou zkumavku. Skvrny byly detekovany pomoci UV svétla, ninhydrinového ¢inidla
a par jodu.

Po uplynuti reak¢ni doby byla smés piiddna do ledové vody, ¢imZ doslo k vysra-
zeni produktu. Vznikla srazenina byla odfiltrovana pres fritu, promyta vodou a na-
sledné suSena v exsikatoru do konstantni hmotnosti.

Nékteré produkty pak byly precistény pomoci kolonové chromatografie.
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Obr. 30: Schéma syntézy disubstituovanych derivati trichlortriazinu, vlastni tvorba
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Tab. 5: Kombinace monosubstituovanych derivati triazint (meziprodukti) a novych

nukleofili
meziprodukt nukleofil pro substituci druhého stupné
3 a diethylamin
3 b methyl 2-amino-5-chlorbenzoat
5 C 2-amino-5-methylbenzen karboxylova kyselina
2 d 2-amino-4-methyl-5-nitropyridin
10 e sulfanilamid
10 f 4-aminomethylbenzensulfonamid hydrochlorid
10 g 4-(2-aminoethyl)benzensulfonamid
10 h 2,2,2-trifluoroethylamin hydrochlorid
10 i 4-(trifluoromethyl)anilin
11 e sulfanilamid
11 f 4-aminomethylbenzensulfonamid hydrochlorid
11 g 4-(2-aminoethyl)benzensulfonamid
11 h 2,2,2-trifluoroethylamin hydrochlorid
11 i 4-(trifluoromethyl)anilin
Tab. 6: Navazky nukleofilu pro substituci druhého stupné

nukleofil m M n

) (g/mol) (mol)
a 0,074 74,14 0,0010
b 0,150 185,61 0,0008
c 0,101 151,16 0,0007
d 0,132 153,14 0,0009
e 0,122 172, 20 0,0007
f 0,157 222,69 0,0007
g 0,141 200,26 0,0007
h 0,096 135,52 0,0007
i 0,114 161,12 0,0007
e 0,146 172, 20 0,0008
f 0,188 222,69 0,0008
g 0,169 200,26 0,0008
h 0,115 135,52 0,0008
i 0,136 161,12 0,0008
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Tab. 7: Navazky baze (K2CO03)

K2CO3 m n

(M=138,21 g/mol) (g8) (mol)
3a 0,140 0,0010
3b 0,112 0,0008
5c 0,092 0,0007
2d 0,119 0,0009
10e 0,098 0,0007
10f 0,195 0,0007
10g 0,098 0,0007
10h 0,195 0,0007
10i 0,098 0,0007
11e 0,117 0,0008
11f 0,234 0,0008
11g 0,117 0,0008
11h 0,234 0,0008
11i 0,117 0,0008

Tab. 8: Typy mobilnich fazi pouzitych pii kolonové chromatografii

produkt mobilni faze pro kolonovou chromatografii
3a neprovadéla se

3b dichlormethan

5c neprovadéla se

2d neprovadéla se

10e dichlormethan:ethylacetat = 1:1
10f dichlormethan:ethylacetat = 1:1
10g neprovadéla se

10h dichlormethan:ethylacetat = 1:1
10i dichlormethan:ethylacetat = 95:5
11e neprovadéla se

11f neprovadéla se

11g neprovadéla se

11h dichlormethan:ethylacetat = 1:1
11i dichlormethan:ethylacetat = 95:5
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3.5.2 Charakteristika disubstituovanych produktu

N
Cl N _NH \X
N
T T
NYN
HaC__N<_-CHs

Obr. 31: Derivat 3a, vlastni tvorba

(3a) 6-chlor-N2,N2-diethyl-N4-(2,2,2-trifluoroethyl)-1,3,5-triazin-2,4-diamin
Specifika syntézy: Pii zpracovani reakéni smési nedoslo po ptidani vody k vysrazeni
produktu, jak bylo pozorovano u ostatnich disubstituovanych slou¢enin pripravova-
nych stejnym postupem. Z tohoto dlivodu byly testovany alternativni srazeci kapaliny
(aceton, dichlormethan, diethylether), pricemz jako nejvhodné;jsi se ukazal aceton, je-
hoZ pridanim doslo k tvorbé srazeniny. Produkt byl nasledné izolovan filtraci.

Mr: 283,68 g/mol

Sumarni vzorec: CoH13CIF3Ns

Vytézek: 53 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: 70-72 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 6,92 (1H, br's, NH), 4,32-4,27 (2H, m, CH,-CF3),
3,74-3,71 (4H, m, CH,), 1,21-1,18 (6H, m, CHs).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 168,5, 167,9, 166,4, 129,5, 127,1, 124,8, 122,4,
43,1, 41,4, 12,9.
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N Cl

Obr. 32: Derivat 3b, vlastni tvorba

(3b) methyl 5-chlor-2-({4-chlor-6-[(2,2,2-trifluoroethyl)amin]-1,3,5-triazin
-2-yl}amin)benzoat

Specifika reakce: Po ukonceni reakce byla reakéni smés prefiltrovana; ziskané mnoz-
stvi pevné latky bylo zanedbatelné (0,11 g) a pravdépodobné neobsahovalo cilovy pro-
dukt. Filtrat byl nasledné odparen na rota¢ni vakuové odparce, pricemz tiplné odstra-
néni rozpoustédla nebylo moZné a vznikla olejovita faze. Byl proveden pokus o izolaci
produktu sraZzenim pridavkem diethyletheru (cca 25 ml) a malého mnozZstvi acetonu,
avs$ak ani za pouziti ultrazvuku nedoslo k tvorbé srazeniny. Smés byla ponechana pies
noc v chladni¢ce a nasledujici den byla odpatena do formy vhodné pro méreni NMR
spektra.

Mr: 396,15 g/mol

Sumarni vzorec: C13H10Cl2F3Ns02

Vytézek: 30 %

Skupensky stav: Zluta olejovita kapalna latka

Teplota tani: 155-158 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 10,63 (1H, br s, NH), 7,94 (1H, s, CHar), 7,43-
7,40 (2H, m, CHar), 6,88 (1H, br s, NH), 4,34-4,31 (2H, m, CH,-CF5), 3,81 (3H, s, CH).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 167,5, 166,8, 165,4, 162,7, 142,3,133,1, 131,3,
129,5,127,1,124,8, 124,0, 122,4, 121,0, 118,1, 52,0, 43,3.
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Obr. 33: Derivat 5c¢, vlastni tvorba

zenkarboxylova kyselina
Mr: 413,91 g/mol

Sumarni vzorec: C21H24CINs02
Vytézek: 53 %

Skupensky stav: bila pevna latka
Teplota tani: >220 °C (limit pristroje)

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9,74 (2H, brs, NH), 7,91 (1H, s, CHar), 7,32-7,30
(2H, m, CHar), 2,42 (3H, s, CH3), 2,08 - 1,96 (15H, m, CHadam + CHadam).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-de) 8 ppm: 169,8, 167,0, 165,3, 162,6, 142,6, 131,8, 126,3,
118,3,114,0, 51,3, 41,9, 36,3, 24,1, 20,6.
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Obr. 34: Derivat 2d, vlastni tvorba

Mr: 349,78 g/mol

Sumarni vzorec: C14H16CIN702
Vytézek: 46 %

Skupensky stav: bil4 pevna latka
Teplota tani: 188-190 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 8,63 (1H, s, CHar), 8,33 (1H, br's, NH), 7,52 (1H,
s, CHar), 3,70-3,68 (4H, m, CH,), 2,59 (3H, s, CH3), 1,74-1,56 (6H, m, CH,).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 166,7, 165,2, 162,6, 159,5, 145,8, 143,4, 137,3,
112,5, 44,2, 25,9, 24,9, 19,7.
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Obr. 35: Derivat 10e, vlastni tvorba

(10e) 4-{]4-(3-acetylanilin)-6-chlor-1,3,5-triazin-2-ylJamin}benzen-1-
sulfonamid

Mr: 418,86 g/mol

Sumarni vzorec: C17H15CIN6O3S

Vytézek: 72 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: 190-192 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9,14 (2H, br s, NH), 8,48 (2H, br s, NH,), 7,69 -
7,58 (6H, m, CHar), 7,30-7,27 (2H, m, CHar), 2,58 (3H, s, CHa).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-de) & ppm: 201,3, 166,3, 163,3, 162,5, 142,6, 142,0, 135,6,
131,7,130,2, 124,5,119,4, 28,8.
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Obr. 36: Derivat 10f, vlastni tvorba

(10f) Hydrochlorid 4-(1-{[4-(3-acetylanilin)-6-chlor-1,3,5-triazin-2-
yvllJamin}methyl)benzen-1-sulfonamidu

Mr: 469,35 g/mol

Sumarni vzorec: C1sH17CIN603S-HCl

Vytézek: 75 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: >220 °C (limit piistroje)

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 8,21 (1H, br s, NH), 7,83-7,79 (2H, m, CHa,),
7,76-7,72 (2H, m, CHa,), 7,46-7,44 (2H, m, CHa,), 7,22-7,16 (2H, m, CHa,), 6,67-6,51
(3H, brs, NH+NH,), 4,87 (2H, s, CH,), 2,66 (3H, s, CHs).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 199,2, 166,9, 165,7, 163,6, 142,8, 142,2, 140,7,
138,9, 128,8, 128,0, 124,6, 119,3, 44,9, 26,5.
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Obr. 37: Derivat 10g, vlastni tvorba

(10g) 4-(2-{|4-(3-acetylanilin)-6-chlor-1,3,5-triazin-2-ylJamin}ethyl)benzen
-1-sulfonamid

Mr: 446,91 g/mol

Sumarni vzorec: C19H19CIN6O3S

Vytézek: 69 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: 183-185 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 8,23 (2H, br s, NH), 7,73-6,84 (4H, m, CHar),
7,42-7,36 (4H, m, CHar), 5,96 (2H, br s, NH,), 3,65-3,63 (2H, m, CH,), 2,96-2,91 (2H,
m, CH,), 2,50 (3H, s, CHa).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 199,2, 167,0, 166,2, 163,6, 145,0, 142,6, 140,7,
138,9,129,4, 128,8, 126,0, 124,6, 123,2, 119,1, 42,4, 34,6, 27,9.
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Obr. 38: Derivat 10h, vlastni tvorba

(10h) Hydrochlorid 1-(3-{[4-chlor-6-((2,2,2-trifluorethyl)amino)-1,3,5-triazin-
2-yllamino}fenyl)ethan-1-on

Mr: 382,17 g/mol

Sumarni vzorec: C13H11ClF3Ns0-HCI

Vytézek: 67 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: 208-210 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 8,18 (2H, br s, NH), 8,00 (1H, br s, HCl), 7,71-
7,48 (4H, m, CHar), 4,23 (2H, s, CH.), 2,63 (3H, s, CHa).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 224,6,199,2, 166,9, 165,2, 163,6, 140,7, 138,9,
129,5,128,8,127,1, 123,2, 122,4, 120,2, 44,1, 26,5.
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Obr. 39: Derivat 10i, vlastni tvorba

(10i) 1-[3-({4-chlor-6-[4-(trifluoromethyl)anilin]-1,3,5-triazin-2-yl}amin
fenyl]ethan-1-on

Specifika reakce: Pro Spatnou rozpustnost produktu byla k separaci tisp€sné vyuzita
metoda suchého nanaseni, pii niz byl vzorek z roztoku v DMF naadsorbovan piimo na
silikagel.

Mr: 407,78 g/mol

Sumarni vzorec: C1sH13CIF3NsO

Vytézek: 46 %

Skupensky stav: bila pevna latka

Teplota tani: 183-185 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 8,06 (2H, br s, NH), 7,70-7,19 (8H, m, CHa,),
2,64 (3H, s, CH,)

13C-NMR (101 MHz, DMSO-de) & ppm: 199,2, 166,3, 163,5, 140,6, 138,9, 128,7, 127,0,
123,7,120,5,119,3 23,5
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Obr. 40: Derivat 11e, vlastni tvorba

(11e) 4-{]4-(2-acetylanilin)-6-chlor-1,3,5-triazin-2-ylJamin}benzen-
1-sulfonamid

Specifika reakce: Produkt byl izolovan v dostatecné Cistoté a nebylo nutné dalsiho
Cisténi.

Mr: 418,86 g/mol

Sumarni vzorec: C17H15CIN6O3S

Vytézek: 65 %

Skupensky stav: rizova pevna latka

Teplota tani: 205-207 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8,41 (1H, br s, NH), 8,32 (1H, br s, NH), 7,69-
7,58 (2H, m, CHa,), 7,54-7,44 (2H, m, CHar), 7,41-7,28 (4H, m, CHar+NH,), 2,63 (3H, s,
CHa).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 199,2, 166,3, 163,7, 142,6, 140,7, 138,9, 135,6,
130,7,128,9, 124,6,123,2, 119,1, 26,5.
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Obr. 41: Derivat 11f, vlastni tvorba

methyl)benzen-1-sulfonamidu
Mr: 469,35 g/mol

Sumarni vzorec: C1sH17CIN603S-HCl
Vytézek: 67 %

Skupensky stav: rizova pevna latka
Teplota tani: 208-210 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 9,13 (2H, br s, NH), 8,19 (1H, br s, HCI), 7,86-
7,80 (2H, m, CHa,), 7,43-7,36 (6H, m, CHa,), 4,87 (2H, s, CH.), 2,71 (3H, s, CHs).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-de) & ppm: 201,3, 166,9, 165,9, 162,8, 142,8, 142,0, 131,7,
131,2,129,9, 128,0, 126,1, 124,5, 119,4, 44,9, 28,8.
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Obr. 42: Derivat 11g, vlastni tvorba

(11g) 4-(2-{][4-(2-acetylanilin)-6-chlor-1,3,5-triazin-2-ylJamin}ethyl)benzen-1-
sulfonamid

Specifika reakce: Produkt byl izolovan v dostatecné Cistoté a nebylo nutné dalsiho
Cisténi.

Mr: 446,91 g/mol

Sumarni vzorec: C19H19CIN6O3S

Vytézek: 57 %

Skupensky stav: zelena pevna latka

Teplota tani: 139-142 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 9,21 (2H, br s, NH), 7,98-7,26 (10H, n,
NH,+CHar), 3,64-3,62 (2H, m, CH,), 2,94-2,92 (2H, m, CH,), 2,58 (3H, s, CHs).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 201,3, 167,0, 166,2, 162,9, 145,0, 142,6, 142,0,
131,7,129,9, 126,0, 124,5, 119,4, 42,4, 34,6, 28,8.
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Obr. 43: Derivat 11h, vlastni tvorba

(11h) Hydrochlorid 1-(2-{[4-chlor-6-((2,2,2-trifluorethyl)amino)-1,3,5-triazin-

2-yl] amino}fenyl)ethan-1-on

Mr: 382,17 g/mol

Sumarni vzorec: C13H11ClIF3Ns0-HCl
Vytézek: 66 %

Skupensky stav: syté riizova pevna latka
Teplota tani: 170-172 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8§ ppm: 9,16 (1H, br s, NH), 8,92 (1H, br s, HCI), 8,07
(1H, br's, NH), 7,76-7,71 (4H, m, CHar), 4,36-4,34 (2H, m, CH,-CF5), 2,47 (3H, s, CHs).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & ppm: 201,3, 166,8, 165,4, 162,7, 142,0,131,7, 129,9,
127,9,124,5,122,4,119,7, 44,1, 28,8.
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Obr. 44: Derivat 11i, vlastni tvorba

ethan-1-on

Mr: 407,78 g/mol

Sumarni vzorec: C1sH13CIF3Ns0
Vytézek: 45 %

Skupensky stav: rizova pevna latka
Teplota tani: 168-170 °C

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9,02 (2H, br s, NH), 7,68-7,24 (8H, m, CHar),
2,51 (3H, s, CHa).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 201,3, 166,3, 164,3, 162,5, 142,0, 131,7, 129,9,
127,1,125,0,122,6,119,2, 28,8.
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4 Diskuze

Jako zakladni strukturni skelet pro syntézu cilovych sloucenin byl zvolen kyanurchlo-
rid (2,4,6-trichlor-1,3,5-triazin). Tato volba byla motivovana jednak jeho vlivem na bi-
ologickou aktivitu struktur (viz predchozi kapitoly) a jednak jeho vybornou reaktivitou
vici Sirokému spektru nukleofilti. Samotna priprava potencialnich inhibitort probi-
hala formou postupné aromatické nukleofilni substituce atomi chloru na triazinovém
jadie. Reakéni postupy vychazely z osvédcenych literarnich metodik, které byly na-
sledné modifikovany s ohledem na specifika konkrétnich vychozich latek. [135]

V prvnim syntetickém kroku byly pripraveny monosubstituované meziprodukty.
Jako nukleofily zde poslouzila fada komerc¢né dostupnych aminti (napft. piperazin, de-
rivaty aminobenzoovych kyselin ¢i polohové izomery aminoacetofenonu), které pied-
stavuji vyhodné strukturni motivy pro inhibici karboanhydraz. Vzhledem k vysoké re-
aktivité vychoziho kyanurchloridu musela tato substituce probihat striktné za chlazeni
(0-5°Q).

Nasledna syntéza finalnich disubstituovanych derivatl spocivala v zavedeni dal-
$iho nukleofilu, v podobé riiznych derivatii amint nebo benzensulfonamidd.

Nahrada prvniho atomu chloru vede k elektronové deaktivaci triazinového cyklu,
coz snizuje reaktivitu zbyvajicich pozic. Z tohoto diivodu bylo nutné ve druhém kroku
pristoupit ke zvySeni reakcni teploty, a to na 35-45 °C.

Prostifednictvim této reak¢ni sekvence se celkové podarilo pripravit 11 monosub-
stituovanych meziproduktl a sérii 14 zcela novych, v literature dosud nepopsanych
findlnich sloucenin. Ovéreni jejich struktury a Cistoty bylo provedeno pomoci 1H a
13CNMR spektroskopie a stanovenim teplot tdni. Nasledné byly finadlni produkty pre-
dany spolupracujicimu pracovisti (CEITEC MU, skupina doc. Hritze) ke stanoveni inhi-
bi¢ni aktivity. BohuZel v dobé odevzdani prace nebyly vysledky jesté k dispozici.
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4.1 Syntéza monosubstituovanych derivatu trichlortriazinu

Piiprava monosubstituovanych derivatii probihala formou aromatické nukleofilni
substituce prvniho atomu chloru na 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinu vybranymi aminy v
souladu s optimalizovanymi literarnimi postupy. [135] Volba reakéniho rozpoustédla
byla vzdy individudlné prizplisobena rozpustnosti prislusného nukleofilu. Standardni
postup spocival v pozvolném prikapavani roztoku aminu k roztoku trichlortriazinu,
pii¢emz pro obé vychozi latky bylo ve vétsiné pripadi vyuzito totozné rozpoustédlo.
Vzhledem k extrémni reaktivité vychoziho trichlortriazinu musela byt reakéni smés po
celou dobu striktné temperovana na 0-5 °C pomoci ledové 1azné. Prekroceni této tep-

Vv

stituovanych produkti.

[ pres snahu o unifikaci syntetického postupu si nékteré reaktanty vyzadaly expe-
rimentalni dpravy. Zasadni komplikaci byla u nékterych latek omezena rozpustnost.
Nukleofily 2,2,2-trifluorethylamin (3) a 2-aminopyridin-3-karboxylova kyselina (7)
byly v béZné pouZzivanych rozpoustédlech prakticky nerozpustné. Z tohoto diivodu ne-
bylo mozné pripravit jejich roztoky a do reak¢ni smési byly pridavany po castech
pirimo v pevné fazi. V pripadé derivatu 3 (reakce v acetonu) reagoval amin i pres svou
nerozpustnost okamZité po kontaktu s triazinovym jadrem, coZ se projevilo silné exo-
termnim pribéhem. Pro kyselinu 7 se jako nejvhodnéjsi reakéni médium nakonec uka-
zal acetonitril. Zajimavosti u derivatu 3 byla také nutnost prodlouzeni reakéni doby a
mirném zvyseni teploty, kdy po hodiné chlazeni byla smés michdna dalsich 90 minut
prilaboratorni teploté pro dosaZeni maximalni konverze.

Vyznamné odchylky byly zaznamenany i v teplotnim priibéhu nékterych reakci.
Vyrazné exotermni charakter vykazovala syntéza derivatu 5. I ptes intenzivni chlazen{
bylo velmi obtiZné udrZet poZadovanou teplotu kolem 0 °C. Pfikapavani nukleofilu pro-
bihalo velice pomalu a teplota kolisala mezi 3 aZ 4 °C. Tyto podminky bylo nutné ak-
ceptovat, aby bylo mozné syntézu dokoncit.

Pfi syntéze derivatu 1.1 doslo k odchylce od standardniho experimentalniho po-
stupu. Namisto prikapavani nukleofilu do roztoku kyanurchloridu byl v tomto ptipadé
roztok kyanurchloridu prikapavan do smési piperazinu a bezvodého uhlic¢itanu drasel-
ného v dichlormethanu. Tento postup vedl k velmi prudké exotermni reakci, coz opét
vyZadovalo striktni kontrolu rychlosti prikapavani a masivni chlazeni.

Drobna anomalie s udrZenim teploty se objevila i pti syntéze derivatu 8, kdy mi-
nimalni dosazitelna teplota roztoku pred piidavkem nukleofilu neklesla pod 1 °C a
ustalila se na bodu mrazu az béhem samotného priibéhu substituce.
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Samotna izolace produktti z reakéni smési probihala u vétSiny derivatt standard-
nim zplsobem. Standardni zpracovani spocivalo v odsati vzniklé srazeniny na frité a
jejim vysraZzenim na ledu. Vysledny produkt byl dale vysuSen v exsikatoru do kon-
nasledné zarazena kolonova chromatografie nebo rekrystalizace. Slouceniny 10 a 11
byly naptiklad uspésné izolovany pouhym vysrazenim do ledové vody.

Nicméné rada produktli vyZadovala individualni izola¢ni metody. Naptiklad deri-
vat 2 se na ledu nesrazel a byla proto testovana riizna srazeci ¢inidla (hexan, aceton,
heptan). Nejlepsich vysledkli bylo dosaZeno v acetonu, nacez byl roztok odpafen na
rotacni vakuové odparce, zbytek prefiltrovan pres fritu a produkt vysusen v exsikatoru
do konstantni hmotnosti.

Zcela specificky postup izolace si vyZadal derivat 5. Po ukonceni reakce byla smés
nejprve zfiltrovana, ¢imz byla ve formé sraZeniny odstranéna anorganicka baze, za-
timco cilovy produkt ziistal rozpustén ve filtratu. Odparenim tohoto filtratu byla zis-
kana pevna smés obsahujici produkt a nezreagovanou vychozi latku. Vzhledem k ne-
rozpustnosti obou téchto sloZek ve vodé byla testovana jejich selektivni rozpustnost v
organickych rozpoustédlech (aceton, ethanol, dichlormethan) s cilem obé latky od sebe
oddélit. Na zakladé téchto zkousSek byl jako idealni separacni médium zvolen dichlor-
methan, ve kterém se cilovy produkt beze zbytku rozpustil, zatimco vychozi latka zi-
stala v pevné fazi a mohla byt snadno odsata na frité. Ziskany filtrat (roztok produktu
v dichlormethanu) byl nasledné odparen a surovy produkt byl pro dosaZeni maximalni
Cistoty trikrat prekrystalizovan z isopropanolu, pri¢emZ posledni krystaliza¢ni krok
probihal pfes noc za sniZené teploty. Nasledujici den byl c¢isty produkt odfiltrovan a
vysuSen do konstantni hmotnosti.

Dvojita izolace byla nutna u derivatu 6. Po prvotnim odsati sraZeniny byl matec¢ny
louh ponechan ptes noc v lednici, ¢imz vznikla druha frakce produktu. Nasledna NMR
analyza potvrdila, Ze Cisty cilovy produkt se nachazi v obou frakcich.

U derivatu 3 byla srazenina po filtraci dodate¢né dvakrat promyta dichlormetha-
nem. Zkouman{ filtratu pomoci NMR ukazalo, Ze produkt byl primarné obsaZen jiz ve
vychozi srazeniné, ktera byla findlné docisténa kolonovou chromatografii.

Zcela vyjimeCnym pripadem byl derivat 4, ktery byl sice po promyti vodou a ace-
tonem uspésné izolovan, nicméné vykazoval tak extrémni nerozpustnost v bézné do-
stupnych deuterizovanych rozpoustédlech, Ze u néj nebylo mozné provést standardni
NMR analyzu.

Po provedeni vysSe popsanych izola¢nich krokd byla u pripravenych mezipro-
dukti ovérovana jejich struktura a Cistota pomoci 1H a 13C-NMR spektroskopie. Mezi
uspésné syntetizované latky, jejichZ spektra potvrdila vysokou Cistotu bez nutnosti do-
datecného precisténi, a které tak mohly byt pfimo vyuZity jako prekurzory pro nasled-
nou disubstituci, patrily derivaty: 2, 5,10 a 11.
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U derivatu 3 ukazala prvotni NMR analyza surové sraZeniny nutnost dodate¢ného
precisténi. Tento meziprodukt byl proto Uspésné zbaven primési pomoci sloupcové
chromatografie, ¢cimz bylo dosaZeno optimalni Cistoty pro jeho vyuZiti v dalsim synte-
tickém kroku. Pri precisténi derivatu 9 doSlo k reakci se silikagelem pouZitym pro
sloupcovou chromatografii a jeho rozkladu na koloné. Izolace ¢istého meziproduktu 9
pro dalsi syntézu tak nebyla mozna.

Tab. 9: VytézKky surovych monosubstituovanych produkti

Oznaceni Vytézek v %
produktu
1a 46
1b 78
2 29
3 46
(precistény produkt)
4 2
5 29
6 45
7 48
8 92
9 126
(degradace produktu)
10 89
11 94

Vytézky pripravenych monosubstituovanych derivati se pohybovaly v pomérné
Sirokém rozmezi 29% az 126% (viz tabulka 9). Tyto rozdily velmi tzce koreluji s reak-
tivitou jednotlivych nukleofil a predevsim s narocnosti zvolenych izolacnich postupi.

Nejvyssich vytézki, presahujicich hranici 90 %, bylo plné v souladu s predpoklady
dosazeno u derivatt 10, 11. V piipadé téchto latek probihala substituce velmi ochotné
a produkt se vysrazel v dostate¢né Cistoté primo z reakéni smési. Absence nutnosti do-
datecného preciStovani, tak minimalizovala mechanické i fyzikalné-chemické ztraty
produktu béhem izolace.

Naopak u derivati vyzadujicich komplexnéjsi precisténi byl zaznamenan pokles
finalniho vytézku. Typickym prikladem je derivat 5, u néhoz finalni izolovany vytézek
¢inil pouze 29 %. Tento vysledek je primym disledkem nutnosti selektivniho rozpous-
téni a nasledné trojnasobné krystalizace z isopropanolu, pri niZ nevyhnutelné docha-
zelo k ¢asteénym ztratam produktu v matecnych louzich.
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Podobny trend byl pozorovan i u derivatu 3 (vytézek 46 %) kde se na sniZeni cel-
kové vytéznosti projevilo jak obtiZnéjsi potlaceni exotermniho pribéhu reakce, tak i
zarazeni sloupcové chromatografie jakoZto finalniho Cisticiho kroku.

V pripadé derivatu 9, jehoz vytézek surového produktu dosahl 126 %, byla tato
nerealnd hodnota s nejvétsi pravdépodobnosti zpiisobena inkorporaci zbytkového
rozpoustédla do krystall a pritomnosti nezreagovanych vychozich latek ¢i dal$ich pri-
mési. Pfitomnost silné zneciSténé smési jednoznacné potvrdilai NMR analyza. Z tohoto
diivodu bylo pristoupeno k precisténi latky pomoci sloupcové chromatografie. BEhem
tohoto kroku vSak derivat na silikagelu podlehl kompletni degradaci a skutecny vyté-
zek cisté cilové slouceniny tak nebylo mozné stanovit.

Celkovy vytéZek u derivat 4 byl pouze 2 % produktu. Tuto minimalni vytéZnost
lze s nejvétsi pravdépodobnosti pricist ztratam cilové latky béhem promyvani organic-
kym rozpoustédlem (acetonem), ve kterém se produkt mohl ¢astecné rozpoustét. Zis-
kany pevny podil navic vykazoval extrémni nerozpustnost ve vSech bézné dostupnych
rozpoustédlech, coz zcela znemoznilo provedeni standardni NMR analyzy.
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4.2 Syntéza disubstituovanych derivatu 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinu

Zavérecny krok syntézy spocival v piipravé disubstituovanych derivati 1,3,5-triazinu
formou nukleofilni aromatické substituce druhého atomu chloru. Jako vychozi latky
poslouzily diive pripravené monosubstituované meziprodukty, které reagovaly se sé-
rii strukturné rozmanitych dusikatych nukleofili (zahrnujici alifatické, aromatické i
heterocyklické aminy a sulfonamidy).

Reakce probihaly v polarnim rozpoustédle (DMF) v poméru vychozich latek 1:1:1.
Jako akceptor chlorovodiku slouzil bezvody uhlicitan draselny (1 ekvivalent). Zasadni
upravu bylo nutné provést u reakce s nukleofily ve formé hydrochloridovych soli
(napft. 2,2,2-trifluorethylamin hydrochlorid). U nich bylo nutné mnoZzstvi baze zdvoj-
nasobit, aby se zajistilo uvolnéni reaktivniho aminu z jeho soli a zarovei zneutralizo-
vala kyselina vznikajici béhem substituce.

Vzhledem k tomu, Ze prvni substituent ¢astecné sniZuje reaktivitu zbyvajicich
atomi chloru na triazinovém jadre, probihal tento krok za zvysené teploty (35-45 °C).
Pribéh reakce byl vzdy priibéZné monitorovan pomoci TLC. Po 168 hodinach byla re-
akce ukoncena a smés byla nalita do ledové tristé. Vznikla srazenina produktu byla od-
sata na frité, diikladné promyta vodou pro odstranéni zbytkti DMF a anorganickych soli
a vysusena do konstantni hmotnosti. V pripadé nedostatecné Cistoty po srazeni bylo
zarazeno docisténi pomoci sloupcové chromatografie.

Samotny priubéh reakce nevyzadoval u Zzddného z derivati dalsi modifikace opti-
malizovanych podminek. Vyrazné rozdily v chovani jednotlivych latek vsak byly pozo-
rovany béhem zpracovani reakénich smési.

Napiiklad priizolaci derivatu 3a nedoslo po naliti do ledové tiisté k ocekdvanému
vysrazeni produktu. Z tohoto dlivodu byly testovany alternativni srazeci kapaliny (ace-
ton, dichlormethan, diethylether). Jako nejvhodnéjsi se ukazal aceton, po jehoZ pfri-
davku produkt ochotné vypadl v pevné fazi a mohl byt nasledné izolovan standardni
filtraci pres fritu.

Komplikovanéjsi pribéh izolace nastal u derivatu 3b. Prvotni filtrace zfedéné re-
akeni smési poskytla pouze zanedbatelné mnozstvi pevné latky (0,11 g). Filtrat byl na-
sledné zahuStén na rota¢ni vakuové odparce, pricemZ Uplné odstranéni rozpoustédla
nebylo mozné a vznikla olejovita faze. Byl proveden pokus o izolaci produktu srazenim
pridavkem diethyletheru (cca 25 ml) a malého mnoZstvi acetonu, avSak ani za pouziti
ultrazvuku nedoslo k tvorbé srazeniny. Smés navic neposkytla sraZeninu ani po dlou-
hodobém stani pires noc v chladnicce. Z tohoto diivodu musel byt zbytek rozpoustédel
finalné odparen na viskdzni reziduum, které bylo v tomto stavu, bez dalsi krystalizace,
rovnou podrobeno NMR analyze k ovéreni pritomnosti produktu.
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Podle vysledki NMR spekter bylo u vybranych srazenin zatazeno chromatogra-
fické docisténi. Zatimco derivaty 11f a 11g vykazovaly dostatecnou Cistotu jiZ po sa-
motném vysrazeni, u vybranych latek bylo nutné pristoupit ke sloupcové chromato-
grafii. Uspé$nost tohoto kroku se ovsem liila: u derivatu 10e bylo dosaZeno vysoké
Cistoty, zatimco derivat 10f se dostatecné docistit nepodarilo a latka 3b se na stacio-
narni fazi dokonce zcela rozloZila.

Z chromatografického hlediska byla velmi problematicka série 10h, 11h a 11i, u
které se projevila extrémni afinita k silikagelu. Vzorky zlistavaly trvale zachyceny na
pocatku kolony, coZ si vyZadalo zvySeni polarity mobilni faze pridavkem methanolu (s
prokazatelnym dspéchem u 11h). Zcela individudlni pristup pak vyzadoval derivat 10i.
Po standardnim zpracovani reakéni smési se ukazalo, Ze kviili jeho extrémné Spatné
rozpustnosti neni mozné produkt pirevést do roztoku v mobilni fazi vhodné pro klasic-
kou kolonovou chromatografii. Postup ¢iSténi byl proto upraven na metodu suchého
nanasenti (tzv. dry loading). Latka byla nejprve rozpusténa v minimalnim mnoZzstvi di-
methylformamidu a ndsledné smisena se silikagelem. Po iplném odpareni rozpousté-
dla za sniZeného tlaku doslo k rovnomérnému navazani vzorku na stacionarni fazi.

Tab. 10: VytézKy surovych disubstituovanych produkti

Oznaceni Vytézek v %

produktu
3a 53
3b 30
5c 53
2d 46
10e 72
10f 75
10g 69
10h 67
10i 46
11e 65
11f 67
11g 57
11h 66
11i 45

Celkové vytézKky izolovanych disubstituovanych derivati se pohybovaly v po-
mérné Sirokém rozmezi 30 az 75 % (viz tabulka 10). V ndvaznosti na vyse diskutované

vV

Vyznamné ztraty v tomto pripadé prokazatelné souvisely s nemoznosti standardniho
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vysrazeni produktu a nutnosti izolovat produkt ve formé viskézniho olejovitého
zbytku.

Niz$i vytéZnost (46 %) byla pozorovana také pri syntéze derivatu 2d. Vzhledem k
tomu, Ze samotny priibéh reakce monitorovany pomoci TLC nevykazoval Zadné zjevné
anomalie a vychozi latky se ochotné spotrebovavaly, Ize tento pokles finalni vytéZnosti
prisoudit s nejvétsi pravdépodobnosti mechanickym ztratam béhem filtrace a ¢astec-
nému vymyti produktu pfi promyvani sraZeniny.

Zajimavy trend z hlediska reaktivity byl pozorovan u série derivati, kde jako prvni
substituent figurovaly izomery aminoacetofenonu. Zatimco u vétSiny latek z této sku-
piny bylo po zavedeni druhého nukleofilu dosahovano velmi dobrych vytézki v roz-
mezi 57-75 %, zretelny pokles byl zaznamenan u derivati 10i a 11i. U obou téchto
latek vytéZek shodné klesl na 46 a 45 %. Jako mozZné vysvétleni tohoto jevu je vliv elek-
tronovych efekti. Spole¢nym strukturnim rysem obou latek je zavadéni 4-(trifluorme-
thyl)anilinu ve druhém reakénim kroku. Piitomnost silné elektronakceptorni trifluor-
methylové skupiny (-CF3) vyrazné sniZuje elektronovou hustotu na dusiku aminosku-
jeho zhorSenou ochotu vstupovat do substitucni reakce, coZ se nasledné odrazilo v niz-
$im konec¢ném vytézku obou produkt.
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5 Zaver

Hlavnim cilem této diplomové prace byl navrh a syntéza novych, vysoce selektivnich
inhibitorti naddorové asociované izoformy karboanhydrazy IX (CA IX). Jako vychozi
strukturni platforma byl zvolen 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazinovy skelet. Pomoci teplotné
rizené nukleofilni aromatické substituce byla do molekul nejprve inkorporovana série
vybranych aminti za vzniku monosubstituovanych meziprodukti. A na tyto prekuzory
byly nasledné navazany dalsi strukturné rozmanité dusikaté nukleofily (zahrnujici ali-
fatické, aromatické i heterocyklické aminy a sulfonamidy), ¢imz byla ziskana cilova
Fada disubstituovanych derivata.

Timto optimalizovanym postupem se podartilo tispéSné pripravit celkem 11 mo-
nosubstituovanych meziproduktii a sérii 14 zcela novych, v literatui‘e dosud nepopsa-
nych finalnich slou¢enin. Chemicka struktura a Cistota vSech syntetizovanych latek
byla jednoznacné potvrzena pomoci 1H-NMR a 13C-NMR spektroskopie a stanovenim
teploty tani.

Syntéza a nasledna strukturni charakterizace této série novych derivati predsta-
vuje uspésné naplnéni cilli, které si tato prace kladla. Pripravené slouc¢eniny nyni pred-
stavuji perspektivni kandidaty pro nasledné in vitro biologické testovani, které zhod-
noti jejich skute¢ny inhibi¢ni potencial a moznosti vyuziti v ramci cilené protinadorové
terapie.
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