CZ 302122 B6

PATENTOVY SPIS (11 it dkumers

s (21) Cislo plihlasky:  2009-45 3 02 1 22
N (22) Prihtaseno: 28.01.2009 (13) Druh dokumenww: B
’ (40) Zvetejneno: 04.08.2010 (51) tot. Ci.;
(Véstnik & 31/2010) Corp 47302 (2006.01)
. CO7D 473/16 (2006.01)
(47) Udelena: 13.09.2010 AGIK 31/52 (2006.01)
WP . . A61P 3500 2006.01
(24) Oznixmcm'o u::lélcnl ve Vestniku: 20.10.20t0 A61P 312 §2006 01;
(Véstnik ¢. 42/2010) ABIP 31720 {2006 01)
A61P 31722 (2006.01)
As1P 310 (2006.01)
ASIP 1312 (2006.01)
AGLP 17/06 {2006.01)
AGIP 19/02 (2006.01)
URAD AGLP 25728 {2006.01)
. . AGIP 31/10 (2006.01)
PRUMYSLOVEHO ASIP 37/06 {2006.01)
VLASTNICTV!

(56) Relevantni dokumenty:
WO 98/05335, CZ 2001-4163; CZ 2001-2765; FR 2 876 583; US 2004/0235868; WO 2004/016612; WO 2004/016613.

{(73) Majite} patentu:

Univerzita Palackého v Olomouci, Qlomouc, CZ
BicApex, s. r. 0., Olomouc, Holice, CZ
(72) Pivodee:
Havli¢ek Libor, Praha 6, CZ
Kryitof Vladimir, Olomouc, CZ
Zatloukal Marek, Sumperk, CZ
DoleZal Karel, Olomouc, CZ
Strnad Miroslav, Olomouc, CZ
Vojtéiek Bofivoj, Modfice, CZ

(74) Zéstupce:
RNDr, Katefina Hartvichova, Na Bélidle 3, Praha 35,
15000

(54) Nazev vynalezu:
Substituované derivaty 6-(2-
aminobenzylamino)purinn, jejich pouZiti jako
lé€iva a pripravky tyto slouceniny obsahujici
(57) Anotace:
Reseni se tyka konkrétnich 6-(2-aminobenzylamino)puring se
spoleénym obecnym vzorcem I, které se pouZivaji pro inhibici
CDK. zejména pfi odetfovani virovych infekei a onemocneéni,
ktera zahrnuji bun&nou proli feraci, jako jsou nadory,
psoridza, restendza, revmaticka artritida, atd., a
farmaceutickych pfipravkii tyto sloudeniny obsahujici.

{Rin
H_N
: (1)
NH
N~ N
NSy
re N %




20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 302122 Be

Substituované derivity 6—(2-aminobenzylamino)purinu, jejich pouZiti jako léfiva a
pFipravky tyto slou¢eniny obsahujici

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych purinovych derivati a jejich pouziti, zejména v 1&Ebé virovych a nadoro-
vych onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

Deregulace mechanizmi kontrolujicich pribéh bunééného déleni je charakteristickym znakem
nadorového bujeni. Cyklin-dependentni kindzy (CDK) predstavuji rodinu silné konzervovanych
serin/threonin proteinkinaz, které jsou aktivni v komplexu se svymi regulaénimi jednotkami,
cykliny. Lidsky genom obsahuje 13 CDK, 48 CDK—pfibuznych kindz a 25 cyklind. Rizni ¢leno-
vé rodiny CDK zasahuji do fady kli¢ovych bunéénych procesi: CDKI1, 2, 3, 4, 6 a 7 reguluji
buné¢ny cyklus, CDK 7, 8 a 9 interaguji pfimo s transkripénimi faktory, CDK5 a 11 kontroluji
funkce nervovych bunék, CDK2, 5, 6 a 9 buné¢nou diferenciaci a CDK1, 2, 4, 5, 6 a 11 ovliviiuj{
apoptézu (Knockaert a kol.: J. Biol. Chem. 277: 25493-25501, 2002). Funkce CDK jsou regulo-
vany cykliny, CDK-inhibujicimi proteiny a subcelularni lokalizaci. ProtoZe mnohé CDK jsou
dilezitymi regultory bunééného déleni, cilem farmaceutického priimyslu byl a je objev a vyvoj
farmakologickych CDK inhibitorit (CDKI) jako potencialnich protinddorovych 1é¢iv. CDKI jsou
rozmanitou a nesourodou skupinou malych rovinnych heterocykld — purinii, pyrimidini, flavo-
noidd nebo bis—indold, vazicich se do ATP-vazebného mista CDK, kde mohou kompetovat
s ATP (de Azevedo a kol., Eur. J. Biochem. 243:518-526, 1997).

Kli¢ové regulatory cyklu jsou reprezentovany tfemi skupinami proteini: cykliny, cyklin-depen-
dentnimi kinazami (CDK) a inhibitory cyklin—dependentnich kindz (CDKI).

Prvnimi dilezitymi CDKI byly CDK oligo-specificky olomoucin a CDK pan-specificky flavo-
piridol (Losiewicz a kol., Biochem. Biophys. Res. Commun. 201(2):589-95, 1994). Olomoucin
patii do skupiny C2, N6, N9—substituovanych adenini, které vykazuji vysokou aktivitu a specifi-
citu proti nékterym CDK; olomoucin zejména inhibuje CDK2, CDKS5, a méné jiz Erkl (Vesely a
kol., Eur. J. Biochem. 224: 771-786, 1994). Za ufelem dosazeni zvy$ené inhibice CDK byla
molekula olomoucinu podrobena strukturnim modifikacim. Vysledkem klasické studie vztahu
mezi strukturou a biologickou aktivitou, sméfované na zmény postrannich fetézch olomoucinu,
byl objev dvou vyjime&ng u¢innych inhibitori CDK: roskovitinua (Seliciclib®, CYC202, Cyclacel
Pharmaceuticals, Berkeley Heights, New Jersey) a v posledni dob& olomoucinu II (Havli¢ek a
kol. 1997. I. Med. Chem. 40: 408-412; Krystof a kol. Bioorg. Med Chem Lett 12: 3283-3286,
2002).

ZvySena aktivita roskovitinu oproti olomoucinu je zpisobena zavedenim rozvétvenym C2--
postrannich fet¢zcll a objemnéjiiho N9—isopropyl substituentu. Tyto zmény vyznamné zvysily
komplementaritu inhibitoru v ATP—vazebném mist®¢ CDK2, jak bylo dokdzano rentgenovou
krystalografii (de Azevedo a kol. Eur. J. Biochem. 243:518--526, 1997). Obé strukturni zmény
nezménily selektivitu roskovitinu, ale zvy$ily 10-krat aktivitu roskovitinu na CDK1 a CDK2, a
20-kréit na CDKS5. Olomoucin II se li#i od roskovitinu dali ortho-hydroxy skupinou na benzylo-
vém kruhu, pfesto tato jedind modifikace je spojena s 10-krat vy3¥ inhibi¢ni aktivitou na CDK9
(Krystof a kol,, J. Med. Chem. 49: 6500-6509, 2006). Tato zvy%en4i afinita olomoucinu I
k CDK9 je zodpovédna za jeho zvyfenou intracelulami aktivitu, ve srovnani s roskovitinem.
Napfiklad, olomoucin II indukuje jadernou akumulaci a transkripéni aktivaci tumorového supre-
sorového proteinu p53 pii 2 az 3 niz§ich koncentracich neZ roskovitin. PA vy$$ich koncentracich
mohou oba inhibitory inhibovat syntézu RNA zmirnénim fosforylace CTD domény RNA poly-
merazy [I (Diwan a kol., J. Virol. 78: 9352-63, 2004).

-1-

PRy



10

0

30

35

40

45

50

35

CZ 302122 B6

Zjisténi, Ze roskovitin vykazuje také antiviralni aktivitu, stimulovalo vyzkum cileny na bunécné
funkce, dolozeny piikladem CDK, nutné pro replikaci viru (Bresnahan a kol., J. Gen. Virol.
78:1993-7, 1997, Schang a kol., J. Virol. 73:2161-72, 1999). Roskovitin a dal3i inhibitory CDK
maji schopnost ithibovat replikaci sirok¢ho spektra vird, dokonce i v nedélicich se bunkach,
véetné Ciniteld, pro které neni nutna progrese bunééného cyklu (Schang a kol., Antivir. Chem.
Chemother. 17:293-320. 2006). Lidsky cytomegalovirus (HCMV), herpes simplex typu 1 a 2
(HSV-1 & HSV-2), varicella zoster virus (VZV), virus Epstein—Barr (EBV), lidsky adenovirus
(HAdV), lidsky virus imunonedostateénosti (HIV), a lidsky virus leukémie T-bunék (HTLV-1)
Jsou viechny citiivé k roskovitinu. Antivirové aktivity CDK inhibitori koreluji vice s mirou CDK
inhibice nez se strukturou aktivni asti inhibitoru (Schang a kol., Antivir. Chem. Chemother.
17:293-320, 2006).

1 kdyz bylo ukazano, Ze inhibitory inhibuji nékolik stadii replikace viru, véetné vétveni, DNA
replikace, reaktivace z latence, aktivace bunéénych nebo virovych enzyma a vnitrobunééna kom-
partmentace, vyzkum ved] k poznani Ze antivirova aktivita inhibitort CDK je i primarné zpro-
sttedkovana inhibici virus—kddované transkripce (Kapasi & Spector, J. Virol. 82(1):394-407,
2008). Zajimave je, ze roskovitin miize zamezit iniciaci virové transkripce, ktera je specifickd pro
virovy genom a nezavisld na promotorech (Diwan a kol., J. Virol. 78: 935265, 2004). Zatimco
flavopiridol je CDK panspecificky a inhibuje transkripci vétiiny bun&énych a virovych gend,
roskovitin je CDK oligospecificky a neinhibuje bunécnou transkripci. Selektivita roskovitinu
v potlacovani exprese virdlné a plazmidové kodovanych genu se podoba aktivité popsané pro
interferon alfa (Nicholl & Preston, J. Virol. 70: 6336-9, 1996). V tomto kontextu je zajimavé
poznamenat, Ze interferon alfa také inhibuje CDK a podnécuje zastaveni bunééného cyklu (Man-
dal a kol., Oncogene16(2):217-25, 1998).

Mechanismus, kterym inhibitory CDK potlacuji replikaci viru, nebyl doposud plné objasnén a
pfedpokiada se, Zze nebude pro rizné latky zcela shodny. Proto bylo velmi diilezité empiricky
srovnat antivirové vlastnosti roskovitinu a jeho analog. V nasi pfedchazejici studii jsme zjistili, ze
olomoucin Il a mnoho dal3ich latek bylo G&inn&jsimi inhibitory aktivity CDK neZ roskovitin
(Krystof a kol., J. Med. Chem. 49: 65006509, 20006).

Podstata vynalezu

V tomto vynalezu popisujeme, Ze amino analoga olomoucinu Il inhibuji virové~kodovanou trans-
kripci a replikaci viru pfi podstatné niziich koncentracich nez roskovitin. Navic, tyto sloudeniny
vykazuji antivirovou aktivitu na Siroké spektrum lidskych vird, véetné orthopoxviru, HAdV,
HSV-i a2 HCMV. V souladu s pfedchozimi vyzkumy roskovitinu (Diwan a kol., J. Virol.
78:9352-65, 2004), latky byly (¢inné na virovych promotorech, které nejsou inkorporovany do
bunéénych genomi. Kromé toho ukazujeme, Ze nase latky a uziti Cidofoviru ma synergicky efekt
na burikach infikovanych adenovirem.

Substituované derivaty 6-(2-aminobenzylamino)purinu podle tohoto vynalezu jsou pouzitelné
Jako inhibitory cyklin—dependentni kinizy 9. Tato skupina novych purinovych derivati je charak-
teristicka selektivni CDK9 inhibiéni aktivitou doprovazenou silnymi protinadorovymi vlast-
nostmi latek, zejména na virové vyvolané nadorové bujeni. Proto mohou byt tyto latky pouzity
jako antimitoticka a apoptoticka lé¢iva, zejména jako protinadorova 1é¢iva. Pfedmétem tohoto
vynalezu je poskytnout stouceniny s protinddorovou a antivirovou aktivitou, latky majici vylep-
Seny index selektivity a G¢innosti, tedy jsou méné toxické a pfitom efektivnéjSi nez analoga
znama doposud. Navic, litky zde popsané inhibuji virové kédovanou transkripei a replikaci uéin-
néji nez jiné latky dosud znamé.

Ptedmétem vyndlezu jsou substituované 6—(2—aminobenzylamino)puriny, spadajici do obecného
vzorce I,
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vybrané ze skupiny zahrnujici

2 {6-[(2-aminobenzyl)amino]-9—isopropy!-9H-purin—2—yl}amino)butan—1-ol,
2—({6-[(2—aminobenzyl)amino}-9—isopropy -9 H—purin—2—yl} amino)-3—methylbutan—1-ol,
1 {6-[(2-aminobenzyl)amino]-9—isopropyl-9H-purin—2—yl}amino)propan—2—ol,
N°—(2-aminobenzyi)}-N’~(4—aminocyklohexy)-9-isopropy -9 H—purin—2,6—diamin,

|« {6-{(2—aminobenzyl)amino]-9-isopropy9 H—purin—2-yl} amino)-2-methylpropan—2—ol,
3—({6-[(2-aminobenzyl)amino]-9—isopropyl-9 H--purin-2—yl} amino)pentan—2—ol,
N°—(2-amino—5—chlorbenzyl)}-N’-(4-aminocyklohexy!)}-9—isopropyl-9 H-purin-2,6—diamin,
2 {6-[(2—amino—5—fluorbenzyl)amino]-9—isopropyl-9H—purin—2—yl} amino)butan—1-ol,
1-({6-[(2~amino—3—methoxybenzyl)amino]-9~isopropyi-9 H-purin—-2-yl}amino)propan-2—ol,
2({6-[(2-amino—5—chlorbenzyl)amino}-9—isopropyl-9H-purin—2—yl} amino)butan—I—ol,
2-{{6-[(2—amino—5—methoxybenzyl)amino}-9—isopropy|-9H—purin—2-yl}amino)butan—1—ol,
2—({6-[(2-aminobenzyl)amino]-9—-methy|-9 H—purin—2-y|} amino)butan—1-ol,
2—({6~[(2-aminobenzyl)amino]-9—ethyl-9 H-purin-2-yl}amino)butan—1-ol,

2—( {6-{(2--aminobenzyl)aminc}-9-propyl-9H-purin-2—yl}amino)butan—1—ol,
2-{{6-[(2—aminobenzyl)amino]-9-cyklohexyl-9 H—purin—2—yl }amino)butan—1-ol,

2 {6-[(2—amino—5~chlorbenzy|)amino]-9—cyklohexyl-9H—purin-2-yl} amino)butan—I—ol,
2—({6-[(2-aminobenzy)amino]-9—benzyl-9H-purin-2—yl}amino)butan—1—ol,

2 {6-[(2-amino—5—chlorbenzyl)amino]-9-benzyl-9H—purin—2~yl}amino)butan—I—ol,
Nb—-(2—aminobcnzyI)—Nz—(2—aminocyklohexyl}—9—methyl—9H—purin—2,6—diamin,
N°~(2—amino—5—chlorbenzyl)}-N*~<(2-aminocyklohexy!l)-9—isopropyl-9H-purin-2,6—diamin,
Né—(2—amino—5—fluorbenzyl}-N’~(2—aminocyklohexyl)-9—isopropyl-9 H~purin~2,6—diamin,
Nﬁ-{2—aminobenzyl)—Nz—(4—aminocyklohex_yl)—9—methyl«-9H—purin—2,6—diamin,
N6{2—amino—3~methoxybenzyl)—Nz—(4—aminocyk]ohexy]}—9—methyl—9H—purind2,6~diamin,
N°—(2-aminobenzy|)-N"~(4—-aminocyklohexyl)-9-ethyl-9 H-purin-2,6—diamin,
N°—(2-aminobenzy!}-N’~(4—aminocyklohexyl)-9-propyl-9 H-purin-2,6—diamin,
N°~(2-amino—3—methylbenzy}-N"~(4-aminocyklohexyl)-9—isopropyl-9 H-purin-2,6—diamin,
N®-+2,5—diaminobenzyl}-N’~(4—aminocyklohexy!)-9—isopropyl-9 H—purin-2,6—diamin,
N°-(2-aminobenzyl)}-N’~(4—aminocyklohexyl}-9-cyklohexyl-9 H—purin-2,6—-diamin,
N°~(2-aminobenzy)-N"—(4-aminocyklohexyl)-9-benzyl-9F-purin-2,6—diamin,
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N°—~(2-aminobenzyl)}-N’~(2--aminocyklohexyl)}-9-isopropyl-9H-purin—2,6—diamin,
N°—(2-aminobenzyl)-N"~(4-hydroxycyklohexyl}-9—isopropyl-9 H—purin-2.6-diamin,
|—({6—{(2—aminobenzyl)amino]-9—methy|-9H—purin—2—yl}amino}-2-methylpropan—-2-ol,

2—({ 6—}(2—aminobenzyl)amino]-9—methyl-9H-purin—2-yl} amino}-3-methylbutan-1-ol,
2—{{6-[(2—aminobenzyl)amino]-9—ethy|-9H-purin-2—-vl}amino)}-3—methylbutan—i —ol,
2—({6-[(2—amino-3—methoxybenzyamino]-9-cyklohexyl-9 H-purin—2-yl } amino)-butan—l—ol.

Piedmétem vynalezu jsou rovnéZ substituované 6—(2—aminobenzylamino)puriny podle predloze-
ného vynalezu pro pouZziti jako lé€iva.

Pfedmétem vyndlezu jsou rovnéZ substituované 6—(2-aminobenzylamino)puriny podle pfedloze-
ného vynalezu pro pouziti jako inhibitory CDK. Slouéeniny inhibuji selektivné zejména enzym
CDKG.

Substituované 6—(2-aminobenzylamino)puriny maji velmi vysokou udinnost vii¢i zivotisnym a
zejména lidskych vird, jakymi jsou orthopoxiviry, HAdV, HSV1 a HCMV. Pfedmétem vynalezu
je proto rovnéZ poskytnout substituované 6—+2-aminobenzylamino)puriny pro pouZiti k [€¢bé
virovych infekci. Dal§im aspektem tohoto vynalezu jsou substituované 6-(2-aminobenzyl-
amino)puriny pro pouZiti pfi vyrobé lé¢iva pro léeni virovych infekci.

Kromé toho jsou chiralné obohacené nebo Cisté (S)-enantiomery antivirové aktivnéjsi, zatimco
{R)—enantiomery byly znateiné méné antivirové aktivni. DileZitym aspektem tohoto vynalezu je
pouZiti slouenin podle vynalezu pro inhibici proliferace DNA virl zavislych na jevech spoje-
nych s bunéénou proliferaci nebo replikaci. DNA viry zahrnuji jakykoliv virus z rodiny herpes-
virll, a zvl4ste lidskych cytomegalovird. PouZiti zahrnuje podani profylakticky nebo terapeuticky
aéinného mnoZstvi inhibitoru CDK pacientim nebo zvifatim. Terapeuticky 0¢inné mnozstvi je
takové, které je schopné inhibice bunééné aktivity CDK9 v rozsahu zabrafiujicim virové replika-
ci. Ostatni herpesviry, jakymi je napfiklad herpes simplex, ale i ostatni cytomegaloviry, jsou rov-
néz vylééitelné metodami tohoto vynalezu,

Prikladné virové infekce zahrnuji infekce vyvolané DNA nebo RNA viry zahraujicimi herpesviry
(herpes simplex virus typ 1 (HSV--1), HSV-2, virus varicella zoster (VZV), virus Epstein—
Barrové (EBV), cytomegalovirus (CMV), lidsky herpesvirus typ 6 (HHV—6), HHV-7, HHV-8,
bovinni herpesvirus typ 1, koiisky herpesvirus typ 1), papillomaviry (HPV typ | az 55, zahmujici
karcinogenni HPV), flaviviry (zahrnujici virus Zluté zimnice, virus africké prase¢i horecky a
virus japonske encefalitidy), togaviry (v&etné viru venezuelské koriské encefalomyelitidy), chiip-
kové viry (typ A az C), retroviry (HIV-1, HIV-2, HTLV-l, HTLV-II, SIV, FelV, FIV,
MoMSV), adenoviry (typ | az 8), poxviry (virus vakcinie), enteroviry (poliovirus typ 1 aZ 3,
Coxsacie, hepatitis A virus, a ECHO virus), gastroenteritické viry (Norwalk virus, rotaviry),
hantaviry (Hantaan virus), polyomavirus, papovaviry, rhinoviry, parainfluenza virus typ } az 4,
viry vztekliny, respirani syncycialni virus (RSV), viry hepatitidy A, B, C a E, a podobné.

Pfedmétem vynalezu je rovnéZ pouZiti substituovany 6—2-aminobenzylamino)purinovych deri-
vatll pro lé¢bu virovych infekei vyvolanych DNA viry v kombinaci s obvykle pouzivanymi viro-
statiky jakymi jsou acyklovirus, cidoflovir, tamiflu a ribavirin.

Antivirova aktivita jednotlivych sloucenin se miize stanovit béznymi testy antivirové (nebo jiné
antimikrobiologické) aktivity za pouziti testll enzymové inhibice, testll na tkanovych kulturach,
testl na zvifecich modelech a podobné, jak je znamo odbornikiim v oboru.

Slougeniny podle tohoto vynalezu mohou byt rovnéz (1) aplikovany v systémech tkanovych kul-
tur k eliminaci nebo redukci virového $ifeni nebo ristu pii produkci biofarmaceutickych nebo
jinych produktd (jakymi jsou proteiny nebo vakciny), (2) pouzity k eliminaci nebo redukci viro-
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vého &ifeni nebo rdstu v klinickych vzorcich (napf. v krvi) a (3) pouZity k zastaveni ristu tkaro-
vych buné&nych kultur pfi zachovani schopnosti bunék produkovat proteiny. Vyznakem vynalezu
jsou tedy substituované 6—2—aminobenzylamino)purinové derivaty obecného vzorce [ pro pou-
ziti v eliminaci nebo redukci virového 3ifeni nebo ristu v systémech tkanovych kultur pii pro-
dukci biofarmaceutickych nebo jinych produktii, jakymi jsou proteiny a vakciny, pro eliminaci
nebo redukci virového Sifeni nebo rdstu v klinickych vzorcich, jakymi je napf. krev, anebo
k zastaveni riistu tkafiovych bunéénych kultur p¥i zachovani schopnosti bunék produkovat protei-
ny a sekundarni metabolity (antibiotika, sekundarni rostlinné produkty, apod.).

Pfedmétem vynalezu jsou rovnéZ substituované 6—(2—-aminobenzylamino)puriny podle predioze-
ného vynalezu pro pouZiti jako inhibitory bun&éné proliferace a/nebo induktory apoptozy.

Pfedmétem vynalezu je dale pouZiti substituovanych 6—(2—aminobenzylamino)purinii pro vyrobu
Ié&iv pro Ié&bu onemocnéni, ktera zahrnuji bunéénou proliferaci, jakymi jsou nadory, restendza,
psoridza, revmatickd artritis, lupenka, diabetes [. typu, roztrousena sklerdza, Alzheimerova
choroba, parazitézy zpisobené Zivocichy, houbami anebo prvoky, polycystické onemocnéni led-
vin, odmitnuti transplantatu (onemocné&ni §tép versus hostitel), dna, anebo proliferativni onemoc-
néni ki\Ze.

Pfedmétem vynalezu je déle zpisob inhibice CDK, zejména selektivni inhibice CDK9, inhibice
bunééné proliferace anebo indukce apoptozy u saved, kterd zahrnuje podani terapeuticky G¢inné-
ho mnozstvi kompozice obsahujici latku obecného vzorce | saveim.

Kromé ostatnich CDK—pfibuznych kinaz, CDK9 kinaza kontroluje urcité kroky cyklu buné&ného
déleni, zejména prechod z G, faze do S faze a dale pak piechod z G, faze do M faze. Slou¢eniny
obecného vzorce | a jejich farmaceuticky pfijatelné soli mohou byt pouzity jako antimitotické
latky a pro lé&bu proliferativnich onemocnéni. PHi velmi nizkych koncentracich (mikromolarni a
nizéi) jsou schopné inhibovat pfechody bunééného cyklu (G\/S, Go/M, M—faze/metafaze), které
probihaji v Zivodidnych télech a v embryich. Kromé& toho jsou tyto sloudeniny pouzitelné pfi
[é¢bé autoimunitnich onemocnéni, napf. revmatoidni artritidy, lupenky, diabetu 1. typu, roztrou-
$ené sklerdzy; pii lé¢eni Alzheimerovy choroby, kardiovaskularnich onemocnéni jakymi jsou
restendza, odmitnuti transplantatu {onemocnéni §tép versus hostitel), dny a pfi tééeni nadord,
polycystického oneinocnéni ledvin a ostatnich proliferativnich onemocnéni, jejichZz patogeneze
zahmuje abnormalni bunéénou proliferaci.

Substituované 6—(2-aminobenzylamino)purinové derivaty mohou byt pouzity pro iéceni one-
mocnéni, jejichZz patogeneze zahrnuje abnormalni bunéénou proliferaci, v kombinaci s obvykle
pouzivanymi cytostatiky, jakymi jsou mitoxantron, cis—platina, methotrexat, taxol nebo doxo-
rubicin.

Kromé terapeutickych aplikaci (pro lidské a veterindmi pouZiti) mohou byt substituované 62—
aminobenzylamino)puriny pouZity jako aditiva ve tkafiovych kulturach pro kontrolu stavi proli-
ferace a/nebo diferenciace bunék in vitro, napiiklad cestou kontroly hladiny aktivni CDKI1/2 a
CDKD9.

Piedmétem vynalezu je rovnéZ pouZiti substituovanych 6—2—aminobenzylamino)purind pro
inhibici katalytické aktivity cyklin—dependentnich kinaz, a to prostfednictvim interakce téchto
sloucenin s ATP—vazebnym mistem t&chto enzymii. Takovéto slouceniny jsou zejména zidouci
pro redukci nadmérného bunééného ristu, nebot’ umoZiluji inhibici kinidzové aktivity bez ohledu
na pfi¢inu nadmérné kindzové aktivity vedouci k hyperproliferaci. Slouceniny podle tohoto
vynalezu jsou tedy aktivni v situacich, ve kterych je mutovana kinaza hyperaktivni, a situacich,
ve kterych je kinaza pfitomna ve zvySenych hladinach. Slou¢eniny podle vynalezu mohou rovnéz
blokovat nadbytetnou kindzovou aktivitu v situacich, kdy cyklin regulujici danou kinazu je pfi-
tomen v nadbytednych hladinich, nebo je mutovan ¢i je jeho vazba k CDK zvySend. Koneéné,
sloudeniny podle tohoto vynilezu, které blokuji kindzovou aktivitu prostfednictvim interakce
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$ ATP vazebnym mistem enzymu, jsou rovnéZz vhodné pro inhibici kinazové aktivity v situacich,
kdy prirozeny proteinovy inhibitor CDK—cyklin komplexii je mutovan.

Pfedmétem vynalezu je rovnéZ pouZziti substituovanych 6—~2-aminobenzylamino)purind pro akti-
vaci nadoroveho supresoru p53, ktery je vilastni vSem savéim buiikam, kde pisobi jako pfirozeny
supresoricky gen zastavujici nekontrolované bunééné déleni (nadory) a je schopen vypnout nado-
rovy vyvoj bunék. p53 stejné jako retinoblastomovy protein (pRb) jsou dobie charakterizované
nadoroveé supresory, jejichz inaktivace mize vést k nekontrolované proliferaci a malignité. Fosfo-
rylace téchto dvou proteinii, které jsou zapojeny do regulacnich mechanizmii bunééného cyklu,
moduluje vvznamné jejich funkei a aktivitu. Z toho vyplyva, Ze silné aktivni regulatory p53 pfed-
stavu)i vhodny nastroj pro terapii nadorovych onemocnéni, a to cestou indukce wild typu p53
proteinu ve vybranych typech nadorii.

Studie probihajici s derivaty podle tohoto vynélezu prokazaly, kromé jiného, silny uéinek na
apoptdzu v fadé nadorovych bunéénych linii. Bylo pozorovano, ze apoptoza mize byt indukova-
na ve fazi G, nebo G, a v souvislosti s poskozenim DNA; nckteré buiiky zastavi v G, fazi a p53—
dependentni apoptoticka draha je poté indukovana. V jinych situacich dochazi k tomu, Ze bufiky
zastavuji v Go/M prechodu jako reakce na poskozeni DNA a pak je pozorovana aktivace p53—
nezavislé apoptotické drahy. Tato driha je zejména vyznamna v terapii nadord, u kterych je
pozorovan nedostatek aktivniho p53. Je proto dialeZita i aplikace novych derivati, které stimuluji
pS3—nezévislou apoptozu v bunikach, které se zastavily v G; fazi vlivem poskozeni DNA pfi pou-
zitt agens jakymi jsou mitoxantron nebo cis—platina. CDK inhibitory ztohoto vynalezu tak
mohou zvysit terapeuticky potencial souc¢asné pouzivanych protinadorovych latek.

Predmétem vynalezu je rovnéz farmaceuticky prostfedek obsahujici alespofi jeden substituovany
6—(2—aminobenzylamino)purin a farmaceuticky piijatelny nosié.

Nové slouc¢eniny mohou byt podle tohoto vynalezu pouzity jako takové a nebo jako intermediaty

pit pfipravé novych sloudenin majicich fadu diagnostickych, terapeutickych a primyslovych
pouziti.

Zplsoby piipravy

Vychozim materidlem pro ptipravu sloudeniny obecného vzorce 1 je 2,6-dichlorpurin pfipraveny
z hypoxantinu a hypoxanthin—1-N—oxidu chloraci pomoci POCl; (Davoll a Blowy, J. Am. Chem.
Soc. 1957;73:2936). Tento vychozi materidl je rovnéz dostupny z komerénich zdroji (Sigma,
Aldrich, Fluka, atd.).

V jednom ptistupu se 2,6—disubstituovany purin obecného vzorce I pFipravi z 2,6—dichlorpurinu
reakci s pFislusnym nukleoftlem. 2,6-Dichlorpurin je rozpuitén v n-butanolu a poté je pfidan
ptislusny R°—amin (1,5 a 5 ekv.) a n&kolikanasobny piebytek triethylaminu. Po zah¥ti po dobu
nékolika hedin je reakéni smés zchlazena a je tak ziskan 2—chlor—6—substituovany purin. R9 sub-
stituované derivaty jsou pfipraveny z 2—chlor—6—substituovanych purinti (v DMSO nebo DMF),
ke kterym se prida praskovy uhliditan vapenaty (pfiblizné 3 ekv.) a poté R’-halogen. Po nékolika
hodindch az dnech intenzivniho michani je produkt izolovan pomoci kapalinové chromatografie.
Substituce na C*—Cl je nakonec dovriena reakei s druhym nukleofilem (5 az 30 ekvivalentii sub-
stituovanych amint, aminoalkanoly; merkapto derivaty za ptitomnosti N-methylpyrrolidinonu
nebo N—ethyldiisopropylaminu) pii teplot¢ 160 az 180 °C. Tento produkt je nakonec izolovan
kapalinovou chromatografii nebo krystalizovan z n—BuOH nebo vody.
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TERAPEUTICKA APLIKACE

Vhodné cesty pro aplikaci jsou oralni, rektalni, vazalni mistni (zahrnujici okularni, bukalni a
sublingualni), vaginalni a parenterélni (zahrnujici subkutanni, intramuskulami, intravitredzni,
nitrozilni, intradermalni, intrathekalni a epiduraini). Preferovany zpisob podani zévisi na stavu
pacienta, toxicité sloudeniny a misté infekce, kromé ostatnich ohlediy znamych klinikovi.

Terapeuticky pfipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pficemZ jednorazové davky obsa-
huji pfednostng od 20 do 90 % aktivni latky a pii zptisobech aplikace, které nejsou jednorazove,
obsahuji prednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou napf. potahova-
né tablety, tablety, ampule, lahviZky, &ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou napf. masti,
krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Piikladem jsou tobolky obsahu-
jici od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické pFipravky podle pfedlozencho vynalezu jsou pfipravovany znamym zplsobem,
napf. béznym michdnim, granulaci, potahovéanim, rozpoustécimi nebo lyofilizaénimi procesy.

Pfednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlasté
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt pfipraveny pied pouZitim,
napf. v pfipadé lyofilizovanych preparatii obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em
jako je mannitol. Farmaceutické piipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty,
napf. konzervaéni pfipravky, stabilizatory, zvlh¢ovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci Cinidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pfipravovany znamym zpilsobem, napf.
b&znym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspenze mohou obsahovat latky
zvysujici viskozitu, jako napt. sodnou siil karboxymethylcelulézy, dextran, polyvinylpyrrolidon
nebo Zelatinu.

Olejové suspenze obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injekéni ugely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fet€zcem
majicim 8 az 22, s vyhodou pak 12 aZ 22 uhlikovych atomi, napt. kyselinu laurovou, tridekano-
vou, myristovou, pentadekanovou, paimitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a beheno-
vou, nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napf. kyselinu olegjovou, alaidikovou, eurikovou,
brasidovou a linolenovou, piipadné s pfidavkem antioxidantii, napf. vitaminu E, B—karotenu nebo
3,5~di~tert-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto ester mastnych kyselin nema
vice nez 6 uhlikovych atomi a je mono— nebo polyhydricka, napf. mono—, di— nebo trihydrické
atkoholy jako methanol, ethanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale hlavng
glykol a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napf. ethyloleat, isopropylmyristat,
isopropylpalmitat, ,Labrafil M 2375% (polyoxyethylenglycerol trioleat, Gattefoseé, Pafiz),
,Labrafil M 1944 CS* (nenasycené polyglykolované glyceridy ptipravené alkoholyzou oleje
z merufikovych jader a sloZené z glyceridd a esterl polyethylenglykolu; Gattefoseé, Pafiz),
,Labrasol“ (nasycené polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou TCM a slozené z glyce-
ridii a esterd polyethylenglykolu; Gattefoseé, PafiZ) a/nebo ,Miglyol 812“ (triglycerid nasy-
cenych mastnych kyselin s délkou fetézce Cg az Cyy od Hills AG, Némecko) a zviasté rostlinné
oleje jako bavinikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej. sezamovy olej, sGjovy olej
a zejména olej z podzemnice olejné.

Priprava injekéniho piipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zpisobem, napf.
plnénim do ampuli nebo lahvicek a uzaviranim obali.

Napi. farmaceutické pfipravky pro ordlni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky
s jednim nebo vice tuhymi nosici, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovano,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet ptidavkem dalSich neutral-
nich latek.
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Vhodné nosice jsou obzvlasté plnidia jako cukry, napi. laktoza, sachardza, mannitol nebo sorbi-
tol, celulozové preparaty a/nebo fosforeCnany vapniku, s vyhodou fosforeénan vapenaty nebo
hydrogenfosforeénan vapenaty, dile pojiva jako Skroby, s vyhodou kukufiény, pieniény, ryzovy
nebo bramborovy ikrob, methylceluléza, hydroxypropylmethylcelul6za, sodna sil karboxy-
methylcelulézy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo, pokud je to poZadovano, desintegratory jako
vySe zminéné Skroby a dale karboxymethylovy Skrob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutralni latky jsou regulatory toku a lubri-
kanty, s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat hofecnaty
a/nebo vapenaty, polyethylenglykol nebo jeho derivéty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena vhodnymi potahy, které mohou byt odoiné vigi
zaludecni 5taveé, piiCemz pouZivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukru, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylengiykol a/nebo oxid tita-
ni¢ity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich rozpous-
tédel. i pro pFipravu potahil odolnych vi&i zaludeéni §tavé roztoky vhodnych celulozovych pre-
paratu jako acetylcelulozaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulozaftalat. Barviva nebo pigmenty
jsou pfimichavany do tabiet nebo potahovanych tablet napf. pro identifikaci nebo charakterizaci
riznych divek aéinné slozky.

Farmaceutické pfipravky které mohou byt uzivany oralné jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny
nebo meékké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zmékéovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé
tobolky mohou obsahovat aktivni latku ve formé granuli, smichanou napf. s plnidly jako je kuku-
Ficny Skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hofe¢naty, a se stabilizitory. V mék-
kych tobolkach je aktivni latka prednostné rozpusténa nebo suspendovana ve vhodnych kapal-
nych latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylenglykol
¢i estery mastnych kyselin a ethylen nebo propylenglykolu, pfi¢emz je také mozno pfidat stabili-
zatory a detergenty napf. typu esterd polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavani jsou napf. sirupy pfipravované béznym zplisobem, které obsahuji
aktivni sloZku napf. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 az 20 %, pfednostng okolo
10 % nebo podobné koncentrace, kterd umoZiuje vhodnou individualni davku, napt. kdyz je
méfeno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napf. pra§kové nebo kapalné koncentraty pro piipravu
koktejld, napi. v mléce, Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnozstvi odpovidajicim
jednotkové davce.

Farmaceutické ptipravky, které mohou byt pouzivany rektalng, jsou napf. &ipky, které obsahuji
kombinaci aktivni latky se zakiadem. Vhodné zaklady jsou napf. pfirodni nebo syntetické tri-

s

glyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylenglykoly nebo vy33i aikoholy.

Piipravky vhodné pro parenteralni podani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vode, napi. ve vodé rozpustna sl nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky zvySu-
jici viskozitu, napf. sodnou sul karboxymethylcelulzy, sorbitol a/nebo dextran, a stabilizatory
tam kde je to vhodné. Aktivni latka miZe byt také pfitomna ve formé lyofilizitu spoleéné s exci-
pienty, kde je to vhodné a miize byt rozpusténa pfed parenteralni aplikaci ptidanim vhodnych
rozpouitédel. Roztoky, které jsou pouzity pro parenterélni aplikaci, mohou byt pouZity napf. i pro
infazni roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty jako kyselina askorbo-
va, nebo mikrobicidy kyselina sorbova &i benzoova.

Masti jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale prednostné 20 az 50 %
vody nebo vodné faze. Tukovou fazi tvoii zejména uhlovodiky, napi. vazelina, parafinovy olej
nebo tvrdé parafiny, které prednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné alkoholy
a jejich estery, napf. cetyl alkohol, nebo aikoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepeni kapa-
city pro vazani vody. Emulgatory jsou odpovidajici lipofilni slou¢eniny jako sorbitanové estery
mastnych kyselin (Spany), s vvhodou sorbitan oleat nebo sorbitan isostearat. Aditiva k vodné fazi
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jsou napf. smacedla jako polyalkoholy, napf. glycerol, propylenglykol, sorbitol a/nebo poly-
ethylenglykol, nebo konzervagni prostiedky ¢&i pifjemné vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavné uhlovodiky, napf. parafin, vazelinu nebo
parafinovy olej, a dale pfirodni nebo semisyntetické tuky, nap¥. hydrogenované kokosové tri-
glyceridy mastnych kyselin nebo, s vyhodou, hydrogenované oleje, napf. hydrogenovany ricino-
vy olej nebo olej z podzemnice olejné, a dale Saste&né glycerové estery mastnych kyselin, napf.
glycerol mono— a/nebo distearat. Dale obsahuji napf. mastné alkoholy, emulgatory a/nebo aditiva
zminéna v souvislosti s mastmi, které zvy3uji piijem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vodg, které obsahuji vice nez 50 % vody. Pouzivane olejové baze
jsou zejména mastné alkoholy, napf. lauryl, cetyl nebo stearyl alkoholy, mastné kyseliny, napfi-
klad palmitova nebo stearova kyselina, kapalné a pevné vosky, naptiklad isopropyl myristat,
lanolin nebo véeli vosk, a/nebo uhlovodiky, napfiklad vazelina (petrolatum) nebo parafinovy ole;j.
Emulgatory jsou povrchové aktivni slou¢eniny s prevazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou
odpovidajici neiontové emulgatory, napf. estery mastnych kyselin polyalkoholii nebo jejich '
ethylenoxy adukty, napt. estery polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanové
estery (Tween), ddle polyoxyethylenové estery mastnych alkohold nebo polyoxyethylenové este-
ry mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli suifati mastnych
alkohold,, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v pfitomnosti mastnych alkohold, napt. cetyl stearyl alkoholu nebo stearyl
alkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné éinidla, ktera chrani krémy pfed vyschnutim, napf.
polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylenglykol a polyethylengiykol, a dale konzervacni
tinidla a pfijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici pradkové sloZky absorbujici sekreci jako jsou oxidy
kovil, napk. oxidy titanu nebo oxid zine&naty, a dale talek &i silikaty hliniku, které maji za dkol
vazat pfitomnou vihkost nebo sekreci.

P&ny jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v aerosolové
formé, ptiemZ jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované uhlovodiky, jako polyhalogeno-
vané alkany, napf. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo pfednostné nehalogenované
plynné uhlovodiky, vzduch, N;O &i oxid uhligity. PouZivané olejové faze jsou stejné jako pro
masti a krémy a také jsou pouZivana aditiva tam zminéna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné—ethanolickou bazi, ke které jsou pfimichdna zvlh€o-
vadla pro sniZeni odpafovani jako jsou polyalkoholy, napi. glycerol, glykoly a/nebo polyethylen-
glykol, dle promazavadla jako estery mastnych kyselin a nizsich polyethylenglykold, g. lipofilni
latky rozpustné ve vodé smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kiize ethanolem, a pokud je
to nutné, i ostatni excipienty a aditiva.

Tento vynalez dale poskytuje veterinarni pripravky obsahujici nejméné jednu aktivni sloZku spo-
leéné s veterinarnim nosicem. Veterindrni nosice jsou materidly pro aplikaci pfipravku a mohou
to byt latky pevné, kapalné nebo plynné, které jsou inertni nebo pFijatelné ve veterinarni medicing
a jsou kompatibilni s aktivni slozkou. Tyto veterinarni pfipravky mohou byt podavany orainég,
parenterzlné nebo jakoukoli jinou poZadovanou cestou.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro léfeni nemoci zminénych vySe. Latky
mohou byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé farmaceutic-
kych pfipravki, prednostng v mnoZstvi které je efektivni proti zminénym nemocem, pfi¢emz u
teplokrevnych Zivodichli, napf. ¢lovéka, vyzadujiciho takového osetfeni, je latka pouzivana
zejména ve formé farmaceutického pkipravku. Na t€lesnou hmotnost okolo 70 kg je aplikovana
denni davka latky okolo 0,1 aZ 5 g, s vyhodou 0,5 aZ 2 g.
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Pichled obrazki na vykresech

Obr. 1 ukazuje davkové zavislé antiproliferativni acinky vybranych purinovych derivatii na
Hdskych nadorovych bunécnych liniich MCF7 a K562, s roskovitinem jako standardem.

Obr. 2 ukazuje imunoblotové analyzy MCF7 bunék oSetfenych po dobu 24 h indikovanymi
koncentracemi slouceniny 105. Byla pozorovana redukovana fosforylace pRb na Ser780, Ser807
a Thr821, coZ naznaluje pokles aktivity CDK4 a CDK2. Indukce hladin nadorového supresoru
p53 a p21 ™ spolu s redukovanou fosforylaci CTD v RNA polymeraze [] naznacuje blok trans-
kripce.

Obr.3  ukazuje davkové zavisly uCinek sloudeniny 105 a roskovitinu na p53~zavislou tran-
skripci. 4, Buiky Arn8 stabilné transfekované p53-responzivnim B-galaktosiddzovym reportéro-
vym konstruktem byly osetfeny rozdilnymi inhibitory CDK po dobu 24 h a pozitivni buriky byly
spocteny pomoci svételného mikroskopu pro kazdou koncentraci v triplikatech. B, indukce pro-
teind p53 a p21¥*' v buitkach Arn8 osetienych indikovanymi koncentracemi CDK inhibitorii. C,
indukee proteinii p53 a p21™**' v huiaci MCF-7 po osetfeni sloudeninou 105. Buiiky byly skli-
zeny a proteiny byly separovany na 10% SDS-PAGE gelu a analyzovany na Western biotech
specifickymi protilatkami.

Obr. 4 ukazuje celkovou vdhu my3i transplantovanych leukémii P388DI, které byly intraperi-
tonealné osetieny vybranym inhibitorem CDK.

Obr. 5  ukazuje analyzu preziti mysi transplantovanych leukémii P388D1, které byly o3etieny
intraperitonealné vybranym inhibitorem CDK.

Obr.6 ukazuje celkovou vahu mysi transplantovanych lidskym plicnim adenokarcinomem
A349, které byly oSetfeny intraperitonealné vybranym inhibitorem CDK.

Obr. 7  ukazuje analyzu nadorového objemu mysi transplantovanych lidskym plicnim adeno-
karcinomem A549, které byly o$etfeny intraperitonealné vybranym inhibitorem CDK.

Obr. 8  ukazuje infekci buné&nych linii MCF-7 (wild typ p53) a T47D (mutant p53) SV40.
Exprese viralniho proteinu — Velky T-antigen. p33 transkripéni aktivita je reprezentovana
p21 VA1 transaktivaci.

Obr. 9  ukazuje inhibici exprese z extrachromosomalniho plazmidu pomoci PCls. Exprese B
galaktosidazy z transientné transfekovaného plazmidu pCMV-lacZ v buné&nych lintich MCF-7
(wild typ p53) a TA7D (mutantni p53).

Obr. 10 ukazuje inhibici exprese zviralniho promotoru inkorporovaného do bun&ného
genomu. Indukce SV40 velkého T-antigenu a pS53 transkripéni aktivity (p21%*"" transaktivace).
CV-1 a MCF-7 jsou kontrolni bunééné linie (zadna exprese velkého T antigenu).

Obr. 11 ukazuje inhibici transkripce z virdlniho promotoru pomoci PCI zavislé na lokalizaci
promotoru. Inhibice exprese f—palaktosidazy z plazmidu pHIV—-lacZ transientné transfekované
do H1299-TAT bunééné linie a stimulace exprese [—galaktosidazy z plazmidu pHIV-lacZ
inkorporované do bunééného genomu (bunééna linie H1299-HIV) po oietieni PCI. Buné&na linie
H1299 transientné transfekovand plazmidem pHIV-lacZ byla pouZita jako negativni kontrola.
Tato bunééna linie neprodukuje B—galaktosidazu, a to z diivodu viralniho proteinu TAT, ktery je
exprimovan z plazmidu pCEP4-Tat stabilné transfekovaného do bunéénych linii HI2Z99-TAT a
H1299-HIV.

-10 -




10

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 302122 B6

Obr. 12A ukazuje fosforylaci CTD RNA polymerazy Il v bunétné linii s inkorporovanym
SV40. Fosforylace obou serind, tedy serinu 2 a serinu 5 je inhibovdna 12 hodinovém o3etfeni
roskovitinem a slou¢eninou 105 ve viech testovanych bun&nych liniich.

Obr. 12B  ukazuje porovnani fosforylace CTD RNA polymeraze 11 v buné&né linii s inkorporo-
vanym (H1299-HIV) nebo transientn& transfekovanym (H1299-TAT) plazmidem HIV-lacZ.
Fosforylace sér 2 a sér 5 v obou buné&nych liniich je inhibovana po PCI po 12 h.

Obr. 13 ukazuje inhibici replikace HAd4. Multistupitova ristova kfivka HAd4 v pritomnosti
10 uM sloudeniny 105, 100 pM Cidofoviru (CID) nebo obou (OCII+CID). Casovy bod 0 h pred-
stavuje virové inokulum. A. Celkovy vynos viru z kultury (bunééné asociovany + extracelularni).
B. Extracelularni virus.

Piiklady provedeni vynalezu

Nasledujici pfiklady slouzi k objasnéni vynalezu, aniz by omezovaly jeho rozsah.

Vychozim materidlem pro piipravu sloudenin obecného vzorce 1 je 2,6—chlorpurin, dostupny
z komerénich zdroji (Sigma, Aldrich, Fluka, atd.). Teploty tani byly stanoveny na Kofflerové
bloku a nejsou korigovany. Na méfeni teploty tani byl pouzit pfistroj BUCHI Melting Point B—
540 Apparatus. Elementami analyzy (C,H,N) byly méfeny na EA1108 CHN analyzatoru
(Thermo Finnigan). Odpatovani bylo provadéno na rotaéni vakuové odparce pii teplotach nizsich
nez 80 °C. NMR spektra byla méfena na pfistroji Bruker Avance AV 300 pfi teploté 26 °C a
frekvenci 300,13 MHz ('H), respektive 75,48 MHz (*C). Vzorky byly ptipraveny rozpuiténim
danych latek v DMSO—d;. Tetramethylsilan (TMS) byl pouzit jako interni standard. El hmot-
nostni spektra byla méfena pomoci Polaris Q (Finnigan) hmotnostniho spektrometru vybaveného
sondon pro ptimy vstup vzorku (DIP) (70 eV, teplotni gradient 40 az 450 °C, interval m/z 50 az
1000 u za pouziti cyklickych skent o délce 3,0 sekundy (70 €V, 200 °C, direct inlet). ES+ hmo-
tova spektra byla naméiena za pouziti pfimého nastfiku na Waters ZMD 2000 hmotovém spek-
trometru. Hmotnostni interval pti méfeni byl 10 az 1500 u. Spektra byla méfena za pouziti cyk-
lickych skenii o délce 3,0 sekundy, p¥i nap&ti na vstupni 3térbing 25 V a teploté vypafovaciho
bloku 150 °C, desolvataini teplot€ 80 °C a pritoku desolvataéniho plynu 200 I’hodinu. Ziskana
data byla zpracovdna pomoci programu MassLynx data system. Merck silica gel Kiesclgel 60
(230 az 400 mesh) byl pouzit pro kolonovou chromatografii. Viechny ptipravené latky poskyto-
valy uspokojivé vysledky elementarni analyzy (+ 0.4 %). Analyticka tenkovrstva chromatografie
(TLC) byla provadéna na destickach silica gel 60 WFysq (Merck), v mobilni fazi
CHCI;:MEOH:kone.NH,OH (8:2:0,2, v/viv).

Vychozi 9-alkyl-2,6—dichlorpuriny byly pfipraveny za pouZiti postupti popsanych v literatufe:
9—methyl-2,6—dichlorpurin

1) Parker et al. Phytochemistry 25, 1986: 303 —310

2) Brik et al. Bioorg. Med. Chem. 13, 2005: 4622 — 4626;
9—ethyl-2, 6—dichlorpurin

Pitts et al. Bioorg. Med. Chem. Let. 14, 2004: 2955 — 2958
9-isopropyl-2,6-dichlorpurin

1) Rypka et al. Xenobiotica 32, 2002: 1017 — 1032

2) Luetal. ). Org. Chem. 72, 2007: 5012 - 5015
9—bhenzyl-2,6-dichlorpurin

1} Kelley et al. J. Med. Chem. 31; 1988: 2001 — 2004

2) Naito et al. Chem. Pharm. Bul. 30, 1982: 2011 —2019

3) Dalby et al. Angew. Chem. German 105, 1993: 1822 — 1823

4) Brik et al. Bioorg. Med. Chem. 13, 2005; 4622 — 4626

5) Weterings et al. Bioorg. Med. Chem. Let. 16, 2006: 3258 — 3261
6) Toyota et al. Synth. Commun. 23, 1993: 1295 - 1305
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7) Gundersenet al. Tetrahedron Let, 36, 1995: 1945 — 1948

8) Luetal J. Organ. Chem. 72, 2007: 5012 - 5013

O-cyklopropyi-2.6-dichlorpurin

2.6—Inchlorpurin (I mmol), praskovy uhliitan draselny (4 mmol) a cyklopropyljodid (5 mmol)
byly prudce michany v 5 ml DMSO pies noc. Po odpateni rozpoustédel byl produkt extrahovan
do smési voda/diethylether) a nasledné pfecistén pomoci kolonové chromatografie (sili-
kagel/1% MeOH v chloroformu). Rekrystalizace z diethyletheru poskytla produkt ve vytézku
35 %, s teplotou tani 121 az 124 °C.

Y--cvklopentvi-2,6-dichlorpurin

1) Shum et al. Nucleos. Nucleot. 20, 2001: 1067 - 1078

2) Drezér et al. J. Med. Chem, 44, 2001: 524 — 530

Y—cyklohexyl-2,6-dichlorpurin

2.6—Dichlorpurin (1 mmol), praskovy uhli¢itan draselny (4 mmol) a cyklohexyljodid (5 mmol)
byly prudce michdny v 5 ml DMSO pies noc. Po odpafeni rozpoustédel byl produkt extrahovan
do smési voda/diethylether) a nasledné precistén pomoci kolonové chromatografie (sili-
kagel/1% MeOH v chloroformu). Rekrystalizace z diethyletheru poskytla produkt ve vytézku
41 %, s teplotou tani 116 az 121 °C.

Priklad 1
Piiprava prekurzoru 9—alkyl-6-](2-amino—R,—benzyl)amino]-2—chlorpurinu

9-Alkyl-2.6—dichlorpurin (2 mmol), 2—aminobenzylamin (2.5 mmol) a triethylamin (0,4 ml)
byly zahfivany v 5 ml |-butanotu (110 °C, 1,5 h). Produkt vykrystaloval z reakéni smési v pri-
béhu zahtivani, ptipadné po ochlazeni na 4 °C. Produkt byl zfiltrovan a promyt |-butanolem.
Pouze 9-(pent-3-yl}-2—chlor-6—-{(2-amino—R,—benzyl)amino]puriny byly izolovany pomoci
kolonové chromatografie (silikagel, CHCl:/MeOH: 99/1). Produkty byly rekrystalizovany ze
smési CHCl—Et,0.

6—{(2-auminobenzyl)amino]-2—chlor-9-methylpurin: Vytézek 91 %; tt 202 az 210 °C; '"H-NMR
(300,13 MHz, CDClI;, 30 °C): 4,459 (2H, br s), 4,746 (2H, br s), 3,650 (3H, s), 6,446 (1H, br s),
6,673 (IH, dd, J= 1,2,7.9), 6,717 (I1H, mt), 7,10 (1H, mt), 7,15 (1H, dd, J= 7.7,1.2), 7,682
(1H, s).

6-[(2-aminobenzyl)amino]-2—chlor-9-ethylpurin: Vytézek 90 %:; tt 190 az 198 °C; 'H-NMR
(300,13 MHz, CDCl;, 30 °C): 1,552 (3H, t, J = 6,8), 4,150 (2H, q, J = 6,8), 4,459 (2H, brs),
4,746 (ZH, br s), 6,446 (1H, br s}, 6,673 (1H, dd, J = 1,2,J = 7,9), 6,717 (1H, mt), 7,10 (1H, mt),
7,05 (1H,dd, 1 =77, 1.2), 7.682 (1H, s).

6-{(2-aminobenzyl)amino]-2—chlor-9-isopropylpurin: Vytézek 93 %; tt 190 az 192 °C; 'H-
NMR (300.13 MHz, CDCl,, 30 °C): 1,560 (6H, d, ! = 6.,8), 4,459 (2H, brs), 4,746 (2H, br s},
4,792 (1H, sept, J = 6,8). 6,446 (1H, brs), 6,673 (1H, dd, J = 1,2, J=17.9), 6,717 (iH, mt), 7,10
('H, mt), 7,15 (1H? dd, ) = 7,7, 1.2), 7,682 (1H, s).

6-{(2—aminobenzyl)amino ]-2—chlor-9—cyclopropylpurin: Vytézek 88 %; tt 204 az 220 °C; 'H-
NMR (300,13 MHz, CDCls, 30 °C): 1,68 (4H, mt), 3,61 (1H, mt), 4,22 (2H, brs), 5,90 (2H, brs),
6,61 (2H, mt), 6,75 (1H, d, } =7,7), 7,0 (1H, t, 7,7), 7,90 (I H, brs), 7,84 (1H, s).
6—((2—uminobenzyl)amino]-2—chlor-9—(pent-3—-ylpurin: Vytézek 90 %; tt 172 az 183 °C; 'H-
NMR (300,13 MHz, CDCls;, 30 °C): 1,05 (6H, t, J = 3,4), 1,75 (2H, mt), 1,87 (ZH, mt), 4,11
(1H, m), 4,22 (2H, br s), 5,90 (2H, br s}, 6,61 (2H, mt), 6,75 (1H, d, J = 7,7), 7,00 (1H, t, ] = 7,7),
7,91 (1H, br s), 8,89 (1H, s).

6—f (2—aminobenzyl)amino]--2-chlor—9—cyclopentylpurin: Vytéiek 89 %:; tt 164 a2 176 °C; 'H-
NMR (300,13 MHz, CDCls, 30 °C): vytéZek 93 %; tt 190 az 192 °C; 'H-NMR (300,13 MHz,
CDCl;, 303K): 1,80-1,90 (2H, mt), 1,93-2,10 (4H, mt), 2,25-2.40 (2H, mt), 4,459 (2H, br s).
4,746 (ZH, br s), 4,99 (1H, pent, J = 7,0), 6,446 (IH, brs), 6,673 (1H, dd, 1 =1,2,1=7.9), 6,717
(FH, mt), 7,10 (1H, mt), 7,15 (1H, dd, ) = 7.7, 1,2), 7,682 (1H, s).
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6—{(2—aminobenzyljamino]-2—chlor-9—cyclohexylpurin: Vyt€zek 89 %; tt 165 az 174 °C; 'H--
NMR (300,13 MHz, CDCl;, 30 °C): 1,29 (2H, mt), 1,49 (2H, mt), 1,73 (2H, mt), 1,91 (ZH, mt),
2,06 (2H, mt), 4,22 (2H, br s), 5,38 (1H, mt), 5,93 (2H, brs), 6,62 (2H, mt), 6,74 (1H, d, J = 7.7),
7,02 (1H, t, 1 =7.7),7.91 (1H, br 5), 8,52 (1H, s)
6—[(2—-aminobenzyl)aminoJ-2—chlor-9-benzylpurin: Vytézek 94 %; tt 200 az 211 °C; 'H-NMR
(300,13 MHz, CDCls, 30 °C): 4,21 (2H, br s), 591 (2H, br s), 6,60 (2H, m), 6,74 (1H, d, ] =7.7),
7,02 (4H, mt), 7,14 (2H, dd, J = 7.5, 1,2), 7,90 (1H, br s), 8,49 (1H, s)
6-[(2—-aminobenzyljamino]-2~chlor-9—cyclopentylpurin: Vytézek 89 %; tt 164 a2 176 °C; 'H-
NMR (300,13 MHz, CDCl;, 30 °C): Vytézek 93 %,; tt 190 az 192 °C; 'H-NMR (300,13 MHz,
CDCl;, 303K): 1,80-1,90 (2H, mt), 1,93-2,10 (4H, mt), 2,25-2.40 (2ZH, mt), 4,459 (2H, brs),
4,746 (2H, br s), 4,99 (1H, pent, ] = 7,0), 6,446 (1H, brs), 6,673 (IH,dd, J=1,2,1=17.9), 6,717
(1H, mt), 7,10 (1H, mt), 7,15 (1H, dd, J = 7,7, 1,2), 7,682 (1H, s).

Priklad 2
Piiprava 2-alkylamino—9-alkyl-6—[(2—amino-R,—benzyl)amino]purini

6-[(2~amino—R,~benzyl)amino]-2—chlor-9-alkylpurin (1 mmol}, odpovidajici amin (3 mmol) a
diisopropylethylamin (2 mmol) byly zahfivany (teplota a reakéni doba je specifikovana pro kaz-
dou nize uvedenou latku) v N-methylpyrrolidonu (5 ml, zatavena ampule). Reakéni smés byla
pak vyttepana do smési voda:CHCI; (1:1, v/v). Kolonova chromatografie (silikagel, chloro-
form/methanol) nasledné poskytla gisty produkt.
N—6—(2—aminobenzyl-N-2—heptyl-9—isopropyl-9H-purin-2,6—diamin

Reakéni podminky: 155 °C, 2 h. Kapalinova chromatografie 1% MeOH v CHCl;; krystalizace
z abs. ELO; tt 65 az 72 °C. 'H-NMR, & ppm: 0,90 (3H, t, ] = 6,8, C**H), 1,31 (4H, m, C***'H),
1,38 (2H, m, C2H), 1,54 (6H, d, ] = 6,8, C''*H), 1,64 (2H, m, C*H), 2,39 (2H, t, J = 8,2, C"'H),
3,44 (2H, g, J = 6.8, C'’H), 4,65 (1H, sep, J = 6.8, C'°H), 4,70 (2H, bs, N''H), 4,78 (2H, d,
J=5.9, C’H), 5,40 (IH, bs, N*H), 6,34 (1H, bs, N°H), 6,65 (1H, dd, J = 7,7, 1,1, C'’H), 6,71 (1H,
tt,1=7.7, 1.3, C*H), 7,10 (1H, tt, I = 7,7, 1,5, C"*H), 7,}4 (1H, dd, } = 7,7, 1.3, C"°C), 7,44 (1H,
s, C*H), “C-NMR, & ppm: 14,74 (C25), 23,18 (C16, 17), 23,30 (C24), 27,71 (C22), 29,78 (C21),
30,43 (C23), 32,47 (C20), 42,61 (C19), 42,81 (C9), 47,27 (C16), 114,48 (C5), 116,52 (C12),
118,76 (C14), 123,11 (C10), 129,75 (C13), 131,21 (C15), 135,63 (C8), 146,24 (C11), 151,07
(C4), 154,58 (C6), 158,69 (C2).
(RS)—1—({6—[(2—aminobenzyl}amino]—-9—isopropyl-9—H-purin-2-yl}amino)propan—2-ol
Reaké&ni podminky: 155 °C, 2 h. Kapalinova chromatografie 1,5% MeOH v CHCly; rekrystaliza-
ce zabs. CHCly; tt 175 a2 179 °C. 'H-NMR, & ppm: 1,26 (3H, d, ] = 6,4, C*'H), 1,55 (6H, d,
J=6,8, C'™'®H), 3,41 (1H, m, C"°H,), 3,55 (1H, m, C'°Hy), 4,07 (1H, quiqui, J = 6,8, 2,6, C*'H),
4,60 (1H, bs, O®°H), 4,64 (1H, sep, ] = 6.8, C'°H), 4,68 (2H, bs, N''H), 4,79 (2H, bs, C’H), 6,08
(1H, bs, N°H), 6,60 (1H, bs, N°H), 6,68 (1H, dd, J= 7.8, 1.1, C*H), 6,74 (1H, t, J = 7.5, L1,
CY“H), 7,12 (1H, tt, 3 = 7,7, 1,5, C"'H), 7,18 (1H, dd, J = 7,7, 1,3, C"*H), 7,53 (IH, s, C*H), -
NMR, & ppm: 21,54 (C21), 23,16 (C17,18), 43,09 (C9), 47,70 (C16), 50,57 (C19), 69,17 (20),
114,42 (C5), 117,00 (C12), 119,29 (C14), 122,76 (C10), 129,93 (C13), 131,16 (C15), 136,02
(C8), 145,79 (C11), 150,20 (C4), 154.06 (C6), 158,68 (C2).
(R)—I1—({6—[(2—aminobenzyl)amino]-9—isopropyl-9-H-purin—2-yl}amino)propan—2-ol Reakéni
podminky: 155 °C, 2 h. Kapalinova chromatografie 1,5% MeOH v CHCI;; rekrystalizace z abs.
CHCl:; tt 169 az 175 °C. '"H-NMR, & ppm: 1,26 (3H, d, J = 6,7, C*'H), 1,55 (6H, d, J = 6.8,
C'¥H, 3.41 (IH, m, C°H,), 3.55 (1H, m, C'°Hy), 4,07 (1H, quiqui, J = 6,8, 2,6, C*H), 4.60
(1H, bs, O™H), 4,64 (1H, sep, J = 6.8, C'°H), 4,68 (2H, bs, N''H), 4,79 (2H, bs, C°H), 6,08 (iH,
bs, N2H), 6,60 (1H, bs, N°H), 6,68 (1H, dd, I = 7,8, 1,1, C"*H), 6,74 (IH, tt, } = 7,5, 1,1, C"*H),
712 (1H, tt, 3 = 7,7, 1,5, C"H), 7,18 (1H, dd, ) = 7,7, 1,3, C'*H), 7,53 (1H, s, C*H), “C-NMR, &
ppm: 21,54 (C21), 23,16 (C17,18), 43,09 (C9), 47,70 (C16), 50.57 (C19), 69,17 (20), 114,42
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(C3), 117,00 (C12), 119,29 (Ci4), 122,76 (C10), 129,93 (C13), 131,16 (C15), 136,02 (C8),
145,79 (C11), 150,20 (C4), 154,06 (C6), 158,68 (C2).

(RS)-2-({6—{ (2—uminobenzylyamino]-9—isopropyi—9—H-purin—-2-yl}amine) butun—1-ol  Reakéni
podminky: 160 °C, 6 h. Kapalinova chromatografie 1,5% MeOH v CHCl;; rekrystalizace z abs.
CHCIy/ abs. Et;O; tt 152 az 156 °C. 'H-NMR. & ppm. 1,04 (3H, t. ) = 7,3, C*H), 1,53 (6H. d,
) =68, C'""*H), 1,63 (2H, m, C*'H), 3,66 (1H, m, C*°H,), 3,83 (1H, dd, J = 11,0, 2,6, C°H,),
3,96 (1H, qui, J = 6.8, C'°H), 4,58 (2H, bs, N''H), 4,58 (1H, bs, O™H), 4,59 (1H, sep. J = 6.8,
C'°H). 4,73 (2H, bs, C"H), 5,33 (1H, bs, N’H), 6,47 (1H, bs, N°H), 6,65 (IH, dd, J = 7.6, 1,1,
C"H), 6,71 (1H,tt,J = 7.7, 1,3, C"*H), 7,10 (1H, tt, ) = 7.7, 1,5, C"*H), 7,14 (1H, dd, J = 7.7, 1.3,
C'""H), 744 (1H, s, C*H), "C-NMR, & ppm: 11,55 (C22), 23,12 (C17), 23,18 (C18), 25,57 (C21),
42,72 (C9), 47,40 (C16), 56,88 (C19), 68,22 (C20), 114.91 (C5). 116,62 (C12), 118,90 (C14),
123,04 (C10), 129,76 (C13), 131,15 (C15), 135,66 (C8). 146,09 (C11), 150,59 (C4), 154,87 (C6),
159,54 (C2).

(R)—2—(}6—[(2—aminobenzyl) amino [-9—isopropyl-9—H-—purin—2—yljamino)butan—1-ol

Reakéni podminky: 160 °C, & h. Kapalinova chromatografie 1,5% MeOH v CHCH; rekrystaliza-
ce z abs. CHCLy/ abs. Et,O; tt 149 az 151 °C. '"H-NMR, 8 ppm.: 1,04 (3H, t, )= 7,3, C*H), 1,53
(6H, d, J=6.8, C'""*H), 1,62 (2H, m, C**H), 3,66 (1H, m. C*H), 3,83 (IH, dd, J = 11,0, 2.6,
C™H,), 3,96 (1H, qui, J = 6,8, C'°H), 4,56 (2H, bs, N''H), 4,58 (1H, bs, O*°H), 4,59 (1H, sep.,
1 =6.8, C'°H), 4,73 (2H, bs, C°H), 5,33 (1H, bs, N’H), 6,46 (1H, bs, N°H), 6,65 (1H, dd, J = 7.7,
1,1, C"H), 6,71 (IH, tt, 1 =77, 1.3, C"*H), 7.10 (1H, 1t, ) = 7.7, 1,5, C"*H), 7,14 (1H, dd, J = 7.7,
1.3, C°H)., 7.44 (1H, s, C*H), "C-NMR, & ppm: 11,55 (C22), 23,12 (C17), 23,18 (C18), 25,57
(C21), 42,72 (C9), 47,40 (C16), 56,88 (C19), 68,22 (C20), 114,91 (C5), 116,62 (C12), 118,90
(C14), 123,04 (C10), 129,76 (C13), 131,15 (C15), 135,66 (C8), 146,09 (C1!), 150,59 (C4),
154,87 (C6), 159,54 (C2).
(E/Z)-N-2—(2—aminocyklohexyl)—-N—6—(2—aminobenzyl)—9—isopropyl-9 H-purin—2, 6—diamin
Reakéni podminky: 160 °C, 4 h. Kapalinova chromatografie postupné 1, 2, 3, 4, 5% MeOH
v CHCI;, 0,1% koncentrovaného NH,OH.; amorfni latka. 'H-NMR, & ppm: 127 (3H, m, C*H,
C™H,), 1.51 (6H, d, J = 6,8, C'"*H), 1,70 (3H, m, C*H, C*'Hy), 2.08 (IH, d, J = 10,8, C¥H,).
2,16 (1H, d, J= 10,0, C'Hy), 3,70 (1H, m, C*H), 4,27 (1H, m, C"°H), 4,64 (1H, sep. I = 6.8,
C'*H), 4,72 (2H, bs, C°H), 4,76 (2H, bs, N''H), 4,82 (2H, bs, N**H), 5,13 (1H, bs, N°H), 6,17
(1H., bs, N*H), 6,65 (I1H, dd, J= 7,7, 1,1, C'*H), 6.68 (1H, tt, J = 7,7, 1,3, C"*H), "C-NMR, &
ppm: 22,74 (C22), 23,33 (C17,18), 25,42 (C24), 29,72 (C21), 33,39 (C23), 42,40 (C9), 46,94
(C16), 52,11 (C19), 57,14 (C20), 115,33 (C5), 116,56 (C14), 118,76 (C14), 123,67 (C10), 129,47
(C13), 130,99 (C15), 135,51 (C8), 145,09 (C11), 151,62 (C4), 155,40 (C6), 159,96 (C2).
(Z)—N-2-(2—aminocyklohexyl)—N-6—(2—-aminobenzyi)—9-isopropyl-9H-purin-2,6—diamin
Reakéni podminky: 160 °C, 4 h. Kapalinova chromatografie postupné 1, 2, 3, 4, 5% MeOH
v CHCl;, 0,1% koncentrovaného NH,OH.; amortni latka. ' H-NMR, § ppm: 1,27 (3H, m, CnH,
C*H,), 1,51 (6H. d, ) = 6,7, C'""*H), 1,70 (3H, m, C*¥H, C'H,), 2,08 (1H, 4, J = 10,6, C*H,),
2,16 (1H, d, J= 10,1, C*Hy), 3,70 (1H. m, C*H), 4,27 (1H, m, C"’H), 4,64 (1H, sep. } = 6.8,
C'"H), 4,72 (2H, bs, C’H), 4,76 (2H, bs, N''H), 4.83 (2H, bs, N*H), 5,13 (1H, bs, N*H), 6,17
(1H., bs, N°H), 6,65 (1H, dd, J = 7,7, 1,1, C'*H), 6,68 (1H, tt, J = 7.7, 1,3, C"*H), 7,06 (1H, tt,
J1=177,15CPH), 715 (1H. dd, } = 7,7, 1,5 C'°H), 7,48 (1H, s, C*H).
(E)-N=-2—(2—aminocyklohexyl)—-N—6—(2—aminobenzyl)—9—isopropyl-9 H-purin-2,6—diamin
Reakéni podminky: 160 °C, 4 h. Kapalinova chromatografie postupné 1, 2, 3, 4, 5% MeOH
v CHCls, 0,1% koncentrovaného NH,OH.; amorfni latka. 'H-NMR, & ppm: 1,27 (3H, m, C™H,
C*H,). 1.51 (6H, d, J = 6,8, C'""®H), 1,70 (3H, m, C>H, C*'H,), 2,08 (1H. d, ] = 10,6, C**Hy),
2,16 (1H, d, J= 10,2, C'Hy), 3,70 (1H, m, C*H), 4,27 (IH, m, C'*H), 4,64 (1H, sep. ] = 6,8,
C'*H), 4,72 (2H, bs, C’H), 4,76 (2H, bs, N''H), 4,83 (2H, bs, N°H), 5,13 (1H, bs, N°'H), 6,17
(1H, bs, N°H), 6,65 (1H, dd, J = 7.7, 1,1, C"*H), 6.68 (1H. tt, J = 7,7, 1,3, C"*H), 7,06 (1H, t,
J=7,7,1,5,C"H), 7,15 (1H, dd, ] = 7,7, 1,5 C'"*H), 7,48 (1H, s, C*H).
(E)-N—-2—(4-aminocyklohexyl)-N—-6—(2—aminobenzyl)-9—isopropyl-9H-purin-2,6—diamin
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Reakéni podminky: 160 °C, 4 h. Kapalinova chromatografie postupné 1, 2, 3, 4, 5% MeOH
v CHCl;, 0,1% koncentrovaného NH,OH.; amorfni litka. 'H-NMR, & ppm: 0,85 (2H, m.
C*H,), 1,27 2H, m, C*'"FHy,), 1,54 (6H, d, J = 6,8, C'"'*H), 2,08 (2H, d, J = 11,0, C**'H.,),
2,22 (2H, d, J = 11,0, C***Hg), 3,70 (1H, m, C*H), 3,84 (1H, m, C*’H), 4,,64 (1H, sep. ] = 6.8,
C'*H), 4,68 (2H, bs, N''H), 4,71 (2H, s, C*H), 4,72 (2H, bs, N*H), 5,85 (1H, bs, N°H), 6,30 (1H,
bs, N°H), 6,67 (1H, dd, J = 7.7, 1,1, C"*H), 6,71 (1H, tt, J = 7,7, 1,3, C"*H), 7,10 (1H, tt, § = 7,7,
1,5, C"*H), 7,15 (1H, dd, J = 7.7, 1,5 C"°H), 7,48 (1H, 5, C*H), "C-NMR, & ppm: 23,31 (C16,17),
30,41 (C20,24), 33,84 (C21,23), 42,35 (C9), 46,93 (C16), 51,02 (C22), 64,36 (C19), 115,10 (C5),
116,41 (C12), 118,76 (C14), 123,63 (C10), 129,62 (C13), 131,15 (C15), 135,31 (C8), 146,21
(C11), 151,85 (C4), 155,48 (C6), 159,43 (C2).
N-2—(4—methoxybenzyl)-N-6-(2-aminobenzyl)—9-isopropyl-9H-purin--2,6-diamin

Reakéni podminky: 160 °C, 1 h. Kapalinova chromatografie postupné 1, 2 % MeOH v CHCI;;
rekrystalizace z abs. Et,O; tt 90 az 112 °C. 'H-NMR, & ppm: 1,53 (6H, d, J = 6.8, C'"'*H), 3,81
(3H, s. C¥H), 4,61 (2H, d, J = 5,7, N''H), 4,65 (1H, sep, J = 6,8, C'°H), 4,74 (2H, d, J = 5,9,
C°H), 5,54 (1H, bs, N’H), 6,31 (1H, t, ] = 7,1, N°H), 6,62 (1H, dd, J = 7,7, 1,5, C'"*H), 6.69 (1H,
tt, 1= 7,7, 1,5, C'*H), 6,88 (2H, dd, J = 8.6, 2,0, C*°?*H), 7,09 (IH, tt, J= 7.7, 1.5, C"H), 7,11
(1H, dd, J = 7,7, 1,5, C"*H), 7,33 (2H, dd, J = 8.4, 1,7, C*"PH), 7.42 (1H, s, C*H), "C-NMR, &
ppm: 23,18 (C17,18), 42,62 (C9), 47.24 (C16), 55,98 (C25), 114,56 (C20,24), 114,93 (C5),
116,41 (C12), 118,64 (C14), 123,22 (C10), 129,54 (C21,23), 129,68 (C13), 131,20 (C15), 132,62
(C19), 135,64 (C8), 146,27 (C11), 151,25 (C4), 154,93 (C6), 158,96 (C2), 159,43 (C22).
(E)Y-4—({6—[ (2—aminobenzyl)amino]-9-isopropyl—9—H-purin—2-yi}amino)cyklohexanol Reakéni
podminky: 160 °C, 20 h. Kapalinova chromatografie 1,5% MeOH v CHCl,; amorfni latka. 'H-
NMR, & ppm: 0,85 (2H, m, C*'®H,,), 1,39 (2H, m, C*'*Hy,), 1,56 (6H, d, I = 6,8, C'""*H), 2,04
(2H, m, C®*H,,), 2,17 (2H, m, C**Hy,), 3,70 (1H, m, C'°H), 3,80 (1H, bs, O**H), 3.85 (1H, m,
C2H), 4,65 (2H, bs, N''H), 4.66 (1H. sep. | = 6.8, C'°H), 4,82 (2H, bs, C’H), 5,76 (1H, bs, N°H),
6,56 (1H, bs, N°H), 6,67 (1H, dd, J = 7,9, 1,1, C'’H), 6,73 (1H, tt, J = 7.5, 1,1, C"*H), 7,12 (1H,
t, J= 7,7, 1,5, C"H), 7.17 (IH, dd, J = 7,7, 1,5, C®H), 7,50 (1H, s, C*H), *C-NMR, & ppm:
23,20 (C17,18), 31,22 (C21,23), 34,54 (C20,24), 43,24 (C9), 47,65 (C16), 50,42 (C22), 70,48
(C19), 114,12 (C5), 116,77 (C12), 119,06 (C14), 122,64 (C10), 129,92 (C13), 131,09 (C15),
136,00 (C8), 146,09 (C11), 151,49 (C4), 156,63 (C6), 158,82 (C2).

Tabulka 1: Latky pfipravené zpisobem podle ptikladu 2

No PURINOVY SUBSTITUENT CHN MS (ZMD)-
ANALYZA ANALYZA
C2 Co (5 (%] [M-HT [MH-{]+
a) b)
] 2-aminocyklohexylamino (2-aminobenzybamino methyl 62.3/7.1730.6 3655 367,5
2 4-aminocyklohexylamino (2-aminobenzy!lamino methyl 62.3/7.1/30.6 3165.5 3675
5 {1-hydroxymethyl)propylamine (2-aminobenzyl)amino methyl 59.8/6.8/28,7 340.4 3424
7 (1-hydroxymethyl-2- (2-aminobenzy!)amino methyl 60.8/7.1/27,6 354.4 3564
methyl)propylarmno
8 | 2-hydroxy-2-methylpropylamino (2-aminobenzyl)amino methyt 59,8/6,8/28.7 3404 3424
46 4-aminocyklohexylamino (2-aming-3-methoxy benzyl)amino methyi 60.6/7.1728.3 3955 3875

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH
b) roztok: MeOH p.a. + H,0O + NH;
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Tabulka 2: Latky pripravené zpisobem podle pfikladu 2

CZ 302122 B6

No PURINOVY SUBSTITUENT CHN MS (ZMD)-
ANALYZA ANALYZA
C2 Co c9 [%e] {M-H]" | [M+H]"
a) b)
59 d-aminocyklehexylamino (2-arminubenzylantino ethyl 63.1/7.429.4 3795 18L.5
62 | (1-hydroxymethyl)propylamino {2-aminabenzylamino cihyl 60.8/7.1127.6 3544 356.4
64 {I-hydroxymethy|-2- {2-amincbhenzyljamino ethyl 61.8/7.4/26.5 368.5 370.5
methyl)propylamino

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH

b) roztok: MeOH p.a. + H,O + NH,

Tabulka 3: Latky piipravené zpasobem podle piikladu 2
No PURINOVY SUBSTITUENT CHN MS (ZMD)-

ANALYZA ANALYZA
c2 Ccé c9 [%] [(M-HT | [M+H]
a) b)
i 2-aminocyklohexylamino (2-aminobenzyl)amino isopropyl 63,9/7,7128.4 3935 3935,5
102 4-aminocykiohexylamino {Z-aminobenzyl)amino isopropyl 63.9/7,7/28.4 3935 395,5
103 4-hydroxycyklohexylaminoe (2-aminobenzyl)amino isopropyl 63,8/7,424.8 3945 396,5
104 2-hydroxypropylamino (2-amincbenzy hamine isopropyl 60,8/7,1/21,6 3544 356,4
105 | (l-hydroxymethyl)propylaming (2-aminobenzyl)amino isopropyi 61.8/7,4/26,5 368.5 370.5
107 {1=hydroxymethyl-2- (2-aminobenzyl)amino isopropyi 62,6/7,6/25.6 3825 3845
methyl}propylamino

108 | 2-hydroxy-2-methylpropylamino (2-aminobenzyl)amino isopropyl 61,8/7,4/26,5 3685 370.5
114 | 2-hydroxy-1-cthylpropylamino (2-aminobenzylamino isopropyl 62.6/7,6/25.6 3825 3845
ns 2-aminoeyklohexylamino { 2-amino-3-cniorbenzylamino isopropyl 63,4/7.924,6 3965 3985
116 d-amuinocyklohexylamino (2-amino-5-chlorbenzyl)amina isopropyl 63,4/7,9724.6 396,5 3985
118 | (l-hydroxymethyi)propylaming {2-amino-3-chlorbenzyl)amino isopropyl 56,5/6,5/24.3 029 4049
125 2-arminocyklohexyfamine (2-aminv-3-Nuarbenzylamine isopropyl 61.1/7,1127.2 4115 4135
128 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-5-fluor beneylamine isopropyl 58.9/6.8/253 386,5 388,5
138 4-aminocyklohexylamino {2~amino-3-methylbenzylammo isopropyl 64,7/7.9/27.4 407.5 4045
161 4-aminocyklohexytamino (2.5-diaminobenzyllamino isopropyl 61,6/7.6/30.8 (8.3 410.5
166 2-hydroxypropylamino (2-amino-3-methoxylbenzyl)amino isopropyl 5921717254 3845 386,5
182 | (l-hydroxymethyl)propylamino {2-amino-3-methoxybenzyyammo 1sapropyl 60,1/7.3/24.5 3083 400,5

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH
b} roztok: MeOH p.a. + H,O + NH;,
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Tabulka 4: Latky pfipravené zpusobem podle piikladu 2

Ne PURINOVY SUBSTITUENT CHN MS (ZMD)-
ANALYZA ANALYZA
Cc2 Cé c9 [%4] [M-H] | [M+HT"
a) b)
184 4-amuinocyklohexylamino {2-aminobenzyl)amino propyl 63.9/7,7/28.4 3935 395,5
187 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-aminobenzyl)amino propyl 61,8/7,4/26.5 368,5 3705

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH
b) roztok: MeOH p.a. + H,O + NH;

Tabulka 5: Latky pfipravené zplisobem podle pfikladu 2

No PURINOVY SUBSTITUENT CHN MS (ZMD)-
ANALYZA ANALYZA
C2 Cé Co [%] [M-H} | [M+HT
a} b)
195 4-aminocyklohexylamino (2-aminobenzylamino cyklohexyvl | 66,3/7,9/258 4336 4356
198 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-aminobenzyl)amino cyklohexy) 64,5/7.6/23.9 48,5 10,5
209 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-3-chlorbenzyl)amino cyklohexyl 59.5/6.8/22,1 4430 4450
226 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-3-methoxybenzyllamino | cyklohexyl | 62.8/7.6/22.3 4386 4406

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH
b) roztok: MeOH p.a. + H;O + NH;

Tabulka 6: Latky pfipravené zpisobem podle piikladu 2

No PURINOVY SUBSTITUENT CHN MS (ZMD)-
ANALYZA ANALYZA
Cc2 Ccé c9 [%e] [M-AT { IM+H]
a) b)
231 4-aminocykiohexylamino (2-aminobenzylyamino benzyl 67.8/6,8/253 4416 443 6
234 | (1-hydroxymethylpropylamino (2-aminobenzyl)amino benzyl 66,2/6,5/23,5 416,5 418.5
247 1 (l-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-5-chlorbenzyl}aming benzyl 61.1/5.8/21,7 4510 4530

a) roztok: MeOH p.a. + HCOOH
b) roztok: MeOH p.a. + H,O + NH;

P¥iklad 3

CDK inhibiéni testy

Vybrané sloudeniny byly testovany na CDK1/cyklin B, CDK2/cyklin E a CDK9/cyklin T inhi-
bi¢ni aktivitu s cflem zjistit zdkladni vztahy mezi jejich strukturou a inhibiéni aktivitou. CDK/-
cyklin komplexy byly produkovdny v Sf9 hmyzich buikich koinfikovanych pfislusnym

bakulovirovym konstruktem. Buiiky byly sebrany 70 h po infekci do lyza¢niho pufru (50 mM
Tris, 7.4 pH, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 20 mM NaF, 1% Tween 20, proteazove inhibitory) po

-17-




10

CZ 302122 B6

dobu 30 min na ledu a rozpustna frakce byla ziskana centrifugaci pii 14 000 g po dobu 10 min.
Proteinovy extrakt byl do doby pouziti skladovan pfi —80 °C. Zavérecny testovaci systém pro
méieni kinazové aktivity byl pouzit v souvislosti s experimenty s uréenim kinetiky s linearnimi
parametry. Testovaci smés obsahovala | mg/ml histonu (Sigma Type 1I-8), 15uM ATP,
0,2 uCi [y="P] ATP a testované siouceniny ve finalnim objemu 20 ul, vSe v reakénim pufru:
50 mM Hepes 7,4 pH, 10 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 10 mM 2—glycerolfosfatu, | mM NaF,
I mM DTT a proteazové inhibitory. Po 10 min byla inkubace zastavena pfidanim SDS pufru a
proteiny byly separovany pomoci 12,5% SDS-PAGE. Mé&feni kinazové inhibice bylo provadéno
na digitalnim imaging analyzeru BAS 1800. Kinazova aktivita byla vyjadfena jako procento
maximalni aktivity a hodnota ICs, byla vypoétena pomoci grafické analyzy. Kinidzova aktivita je
vyjadiena jako procento maximalni aktivity a pfislusna inhibi¢ni konstanta byla stanovena gra-
fickou analyzou z kiivek zavislosti odpovédi na davce.
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Tabulka 7: Kinazov4 inhibiéni aktivita vybranych novych sloucenin

C. PURINOVY SUBSTITUENT ICso (UM)
C2 Cé c9 CDKI1 | CDK2 | CDK9
ocC 2-hydroxyethylamino benzylamino methyl 7 4 5
RO | (I-hydroxymethyl)propylamino benzylamino isopropyl 2.7 0.84 072
i 2-aminocyklohexylamino (2-aminobenzyi)amino methyl 1,1 08 0,05
2 4-aminccyklohexylamino (2-aminobenzyl Jamino methyl 0,7 0,4 0,01
s (1-hydroxymethyl)propylamino (2-aminobenzyl }amino methy) 0,09 0,03 0,004
7 ( 1-hydroxymethyl-2- {2-aminobenzyl)amino methy! 0,04 0,01 0,001
methyt)propylamino
8 | 2-hydroxy-2-methytpropylamino (2-aminobenzyamino methyl 0,04 0,02 0,001
46 4-aminocyklohexylamino {2-amino-3-methoxybenzyl)amino methyl 0.5 03 0,05
59 4-aminocyklohexylamino (2-aminobenzyl)amino ethyl 0.6 02 0,04
62 | (l-hydroxymethyl)propylamino (2-aminobenzyl)amino ethyl 007 0,01 0.0007
64 {1-hydroxymethyl-2- (2-aminobenzyl)amino ethyl 0,03 0,01 0,0009
methyl)propylamine
10t 2-aminocyklohexylamino {2-aminobenzyl)amino isopropyl 0.6 0.4 0,02
102 4-aminocyklchexylamino (2-aminobenzyl)amino isopropyl 0,1 0,08 0,004
103 4-hydroxycyklohexylamino (2-aminobenzyl)amino 1sopropyl 0,2 0,15 0,003
104 2-hydroxypropylamino (2-aminobenzyl)amine isopropy! 0.09 0,03 0,006
105 | {1-hydroxymethyl)propylamino (2-amincbenzyl Yamino isopropyl 0,09 0,03 0,005
107 (1 -hydroxymethyl-2- (2-aminobenzyl}amino isopropyt 0,05 0,04 0,002
methyl)propylamina
108 | 2-hydroxy-2-methylpropylamino (2-aminobenzyl)amino isopropyl 0.02 0,008 0,0004
114 1 2-hydroxy-1-ethylpropylamino (2-aminobenzyb)amino isopropyl 0,05 0.0l 0.0008
116 4-aminccykiohexylamino (2-amino-3-chlorbenzyl)amino isopropyl 0,08 0,04 0,005
118 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-5-chiorbenzyl)amino isopropyi 0,08 0.0t 0,002
128 | (l-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-5-fluorbenzyljamino iscpropyl 0,07 0,008 0.0009
138 4-aminocykiohexylamino (2-amino-3-methylbenzyl)amino isoprapyi 0.1 0.07 0.0006
161 4-aminocyklohexylamino (2,5-diaminobenzyljamino isopropyl 09 06 0.08
166 2-hydroxypropylamino (2-aming-3-methoxylbenzyllamino isopropyl 0.4 0.1 0,002
182 | (l-hydroxymethyl)propylamino { (2-amino-5-methoxylbenzyl)amino isopropyl 0.2 0,1 0,001
184 4-aminocykiohexylamino (2-aminobenzyl)amino propyl 04 0,2 0,0009
187 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-aminobenzy!amino propyl 0,2 0,1 0,0007
19% 4-aminocykichexytamino (2-aminobenzyl)amino cyklohexy! 0,6 03 0,05
198 | (l-hydroxymethylpropylamino (2-aminobenzyl)amino cyklohexyl 04 0,1 0,03
209 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-5-chlorbenzyl)amino cyklohexyl 0.5 03 0,04
226 | (1-hydroxymethyl)propylamino | (2-amino-3-methoxylbenzylamino | cyklohexyl 07 0.3 0,02
23 4-aminocyklohexylamino (2-aminobenzyl)amino benzyl 0,8 0.3 0,05
234 | (1-hydroxymethyl)propylamino (Z-aminobenzyl)amino benzyl 0.7 0,4 0,03
247 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-5-chiorbenzy!)amino benzyl 0.8 0.6 0,07

OC: olomoucin + RO: roskovitin = slou¢eniny znamé z dosavadni techniky.
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Tabulka 7 ukazuje vysledky inhibicni aktivity novych slouéenin viiéi CDK9 v porovnani s CDK |
a CDK2 a daty prototypovych slouéenin (trisubstituované puriny olomoucin a roskovitin). VéEtsi-
na deriviatd vykazala zvy$enou inhibiéni aktivitu v in vitro kinazovych testech. Modifikace ben-
zenového kruhu amino skupinou v ortho—poloze vedla k nar(stu CDK9 inhibi¢ni aktivity testo-
vanych sloucenin a proto mohou byt tyto latky povazovany za specifické inhibitory CDK9.

Priklad 4
In vitro cyklotoxicka aktivita novych derivati

Pouzivali jsme nasledujici bunécné linie: Lidska T—lymfoblasticka leukemicka bunééna linie
CEM, promyelocytarni HL—-60 a monocytarni U937 leukemie, bunécné linie prsniho karcinomu
MCF-7, buriky cervikalniho karcinomu HELA, my3i fibroblasty NIH3T3, lidska erythroleukemic
K562, buiiky G361 lidského maligniho melanomu byly pouzity pro rutinni screening slouéenin.
Bufiky byly udrzoviny v Nunc/Coming 80 cm® plastikovych lahvich a péstovany v médiu pro
buné&éné kultury (DMEM obsahujici 5 g/l glukézy, 2mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu,
100 pg/ml streptomycinu, 10% fetilniho teleciho séra a hydrogenuhli¢itan sodny), slouéeniny
byly pfipraveny podle postupu podle predloZeného vynalezu.

Bunééné suspenze byly piipraveny a nafedény podle typu bunék a podle ofekavané konelné
hustoty bunék (10" bunék na jamku na zakladé charakteristik bun&iného riistu), pipetovalo se
80 pl bunécéné suspenze na 96—jamkové mikrotitraéni desticky. Inokulaty byly stabilizovany
24 hodinovou preinkubaci pfi 37 °C v atmosféte COs. Jednotlivé koncentrace testovanych latek
byly ptidany v &ase nula jako 20pul alikvotni podil do jamek mikrotitragnich desti¢ek. Obvykle se
slouceniny fedily do Sesti koncentraci v étyfnasobné fedici fad€. PFi rutinnim testovani byla nej-
vy3si koncentrace v jamce 166,7 uM, zmény této koncentrace zavisi na dané latce. Vechny kon-
centrace byly testovany v dubletu. Inkubace bunék stestovanymi derivaty trvala 72 hodin pii
37 °C, 100% vlhkosti a v atmosféte CO,. Na konci inkubaéni periody byly buiiky analyzovany
po piidani roztoku Calceinu AM (Molecular Probes) a inkubace probihala dalgi 1 hodinu. Fluo-
rescence (FD) byla méfena pomoci Labsystem FIA readeru Fluoroskan Ascent (Microsystems).
Preziti nadorovych bunék (The tumor cell survival-TCS) bylo spoéitano podle nasledujiciho
vztahu: Glsg=(FDjynka s derivitem /F Dxontrotni jamka) X 100 %. Hodnota Glso, ktera odpovida koncentraci
latky, kdy je usmrceno 50 % nadorovych bunék, byla vypoétena ze ziskanych davkovych krivek.

Cytotoxicita novych sloucenin byla testovana na panelech obsahujicich bunééné linie rozdilného
histogenetického a druhového pivodu (Tab. 8). Vyssi aktivity byly nalezeny u viech testovanych
nadorovych bunéénych linii oproti kontrolnim (normalni bufiky). Vyznamné vy3si G¢innost
novych derivatd byla nalezena u buné&nych linii nesoucich rizné mutace nebo delece
v proteinech zapojenych do regulace buné&ného cyklu, napi. HL-60, CEM, K-562, HeLa, HOS,
a G-361. To naznaCuje, ze tyto latky by mohly byt adekvatné ucinné pro nadory s riznymi alte-
racemi nadorovych supresorovych gend, napf. p53, Rb, atd.
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Tabulka 8: Cytotoxita novych slougenin pro rizné nadorové bufiky

Latka &, 1Cs0 (M) HelLa
MCF7 | K-562 | HOS | G361 | CEM | HL60 | Hel.a | BJ

0ocC 132 >167 142 161 62 123 108 >167
RO 14 52 24 22 14 35 22 >167

1 13 46 22 22 15 31 18 >167

p) 10 36 20 14 9 22 12 167

5 2 5 4 3 3 8 2 >167

7 1.5 5 0.8 1,2 09 2.4 1.0 >167

8 1.8 34 1.1 1.7 0.6 2.8 L3 >167
46 13 27 19 13 13 28 18 >167
59 4 31 17 15 10 29 20 >167
62 1.8 54 32 2.5 24 6.7 1.6 >167
64 | e 4.5 09 1.0 0.7 2.1 12 >167
101 15,3 27 25 14 7 24 15 >i67
102 5.5 20 44 17 9 32 16 >167
103 10,F 29.8 63 33 4 £l 18 >167
104 15.4 26 31 19 17 29 15 >167
105 1.4 12.8 Tl ] 4.3 6.7 25 =167
107 59 15,4 22 ILS 43 8 6.5 >167
108 1,2 30 1,0 1.9 0,5 2.2 1.0 >167
114 11 28 19 15 17 34 17 >167
116 4.5 14 23 10 6.7 22 8.7 >167
118 1.8 8.4 1.6 6 32 54 1.6 >167
128 29 10.2 10,8 12 6,2 8.5 32 >167
138 ER ] 9.5 25 13 87 23 92 >167
161 7 18 26 14 ) 26 12 >167
166 17 24 32 17 13 31 16 >167
182 EN| 21 11 15 73 18 4.2 >167
184 8 24 32 19 1 35 17 >167
187 43 16 12 9 7.6 83 43 >167
195 12 38 22 14 11 24 13 =167
198 9 22 16 H 10 26 14 >167
209 11 25 18 14 12 31 14 >167
226 14 36 16 12 21 33 21 >167
231 15 37 23 15 12 32 16 >i67
234 11 25 17 13 16 33 i8 >167
247 14 41 22 2] 15 34 19 >167
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Ptiklad 5

Inhibice CDK9 a RNA polymerazy Il

Imunobloting. Buiiky byly oddéleny s pomoci gumového kusu a promyty 3—krat ledové chlad-
nym PBS a lyzovany v pufru (50 mM Tris, pH 7,4, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, i
mM Na;VO,, 1% Nonidet P40) obsahujicim smés proteazovych a fosfatdzovych inhibitorh
(Sigma-Aldrich St Louis, Missouri, USA). 20 ug celkovych proteini bylo separovano pomoci
SDS—polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS—PAGE) v 8 nebo 10% gelu a pieneseny na
nitroceluldozovou membranu. Membrany byly blokovany v 5% mléku a 0,1% Tweenu 20 v PBS a
inkubovany pies noc se specifickymi monoklonalnimi protilatkami nebo kralié¢imi polyklonalni-
mi séry. Primarni protilatky specifické pro RNA polymerazu Il (od Santa Cruz Biotechnology,
California, USA) zahmovaly: (i) N-20 pouzita v fedéni 1 pg/ml, (ii) H14, specificka pro formu
fosforylovanou na fosfoserinu 5, fedéni 6 pg/ml a (iii) H5, specificka pro formu fosforylovanou
na fosfoserinu 2, fedéni 4 pg/ml. Dalsi pouZité primami mAb v imunoblotech zahrnuji (iv) anti—
p53 (DO-1, vlastni) pouzita v fedéni 1 pg/ml, (v) anti-p2 | ¥**' (118, vlastni),) pouzita v Fedéni |
pg/ml), (vi) anti-actin (A-2066, Sigma-Aldrich St Louis, Missouri, USA) pouzita v fedéni ]
pg/ml, (vii) anti-T—antigen (419, vlastni), pouzita v fed&ni 1 pug/ml. Viechny primarni protilatky
byly nafedény v PBS obsahujicim 5% praskové mié¢ko; 0,1% Tween 20. Peroxidazou konjugova-
na krali¢i anti-my3i imunoglobulin nebo prasedi anti—krali¢i antiséra (DAKQ, Glostrup, Den-
mark) byly pouzity jako sekundarni protilatky a vizualizovany ECl reagenciemi (Amersham—
Pharmacia, Little Chalfont, UK).

Fosforylace C—terminiini domény RNA polymerazy II. Modulace exprese z HIV promotoru
po odetfeni CDKI mizZe byt zprostfedkovano transkripéni regulaci. U C—konce velké podjednotky
RNA Pol Il se nachazi dilezita regulaéni doména, ktera se nazyva CTD (C—termindlni doména).
Studovali jsme proto O¢inek novych CDKI na fosforylaci CTD na serinu 2 a serinu 5. Hladiny
fosforylace serinu 2 a serinu 3 v buiikach oSetfenych COS—1, CV—1 a MCF-7 sloudeninou 105
byly znaéné redukovany pii viech testovacich podminkach (Obr. 2). A&koliv byly funkce CDK a
RNA polymerazy Il suprimovany, jejich exprese z inkorporovanych viralnich promotorii byla
zvySena. Tato pozorovani podporuji tvrzeni, Ze mechanismy pilisobeni téchto CDKI na expresi
z HIV promotoru souvisi s transkrip&ni kontrolou a vykazuji rozdilné efekty v zavislosti na tom,
Jestli byl targetovany promotor udrzovan jako extrachromozomalni element nebo integrovan do
bunécného genomu.

Piiklad 6
Indukce nadorového supresoru p33 v nadorovych buiikach

Bunécéné kultury a ofetfeni. Bunééné linie odvozené z lidského cervikainiho karcinomu (HeLa),
lidského karcinomu prsu (MCF-7, BT549 a BR474), lidského osteosarkomu (HOS), lidského
karcinomu tlustého stieva (HT29), mysich fibroblastd (T221acZ) a lidského melanomu (Arn8)
byly kultivovany v Dulbecco Modified Eagle Mediu (DMEM) doplnéném 10% fetalnim bovin-
nir1 sérem. Testované slou¢eniny byly ptidany z 50mM zasobniho roztoku v dimethylsulfoxidu

(DMSO0) do kultivatniho média ve finalni koncentraci 20 pM. Kontrolni buriky dostaly pouze
ekvivalentni objem DMSO.

Analyza p53—dependentni transkripcni aktivity. B—galaktosiddzova aktivita v lidské melanomové
bunééné linie Arn8 a bunééné linii mysich fibroblastd T221acZ (obé stabilné transfekované p33—
responzivnim reporterovym konstruktem pRGCAfoslacZ) (Frebung et al., Cancer Res., 52, 1992—
6976) byla stanovena. Pro stanoveni celkové B-galaktosidazové aktivity byly budky lyzovany 3

-22.
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cykly zmrazeni-téni v 0,25 M Tris pH 7,5 a lyzity byly testovany jak popsano Sambrookem et
al. (Mol. Cloning, New York, 1989). Vysledky jsou uvedeny v Tab. 9.

Protildtky

(a) Monoklonalni protilatky DO-1, DO-2 a 1801 rozpoznavaji N—terminalni oblast proteinu p53,
monoklonalni protilitky DO-11 a DO-12 rozpoznavaji rozdilné epitopy v hlavni doméné p53
proteinu, monoklonalni protilatky Bp53—10 a Pba421 rozpoznavaji C—terminatni oblast p53 pro-
teinu.

(b) Monoklonalni protilatka 118 rozpoznava p21 VAT,

Polyakrylamidovad gelova elektroforéza a imunobloting. Pro pfimy imunobloting byly pfipraveny
celkové lyzaty bunéénych proteind sesbirdnim proteini do horkého Laemmli elektroforetického
vzorkovaciho pufru. Proteiny byly poté rozdéleny SDS—polyakrylamidovou gelovou elektroforé-
zou (SDS-PAGE) na 10% gelu a pfeneseny na nitroceluldzovou membranu do Bio.Rad Mini
Trans-Blott Electrophoretic Transfer Cell na 2 h pii 4°C a 150 mA v transferovém pufru
(240 mM Tris, 190 mM glycin a 20% methanol). Oznagené markery molekulami hmotnosti
(Bio—Rad) bézely paraleln&. Blotované membriny byly zablokovany v 5% mléku a 0,1% Tweenu
20 v PBS po dobu 2 h a inkubovany pies noc s monoklonalnimi protitatkami. Po 3-nasobném
promyti v PBS plus 0,1% Tweenu 20, bylo jako sekundarni protilatka pouZito peroxidazou kon-
jugované krali¢i anti-my$i imunoglobulinové antiserum (Dako, Denmark) nafedéné 1:1000.
K vizualizaci peroxidazové aktivity byly pouzity ECL reagenciec od AMERSHAM podle niavodu
vyrobce.

Transfekcni experimenty. Bunééna linie MCF7-DDp53 byla odvozena z parenteralni bunétné
linie MCF-7 stabilni transfekci plazmidem pCMVneonDDp53 kodujici dominantné negativni
zkraceny mysi p53 protein obsahujici aminokyselinova residua 1-14 a 302-390 pod kontrolou
CMYV promotoru. Kontrolni buné&na linie MCF-Tneo byla odvozena po transfekci bunék MCF-7
pCMVneo vektorem. Transfekce byly provadény pomoci Effectene transfection reagent
{QIAGEN, Germany) podle doporudeni dodavatele. Stabilni transfektanty byly selektovany pfi
koncentraci 2 mg/ml G418 sulfitu (Life Technologies). Exprese Ddp53 miniproteinu v MCF-
7Ddp53 byla provétena pomoci imunoblotingu s Bp53—10 monoklondlni protilitkou. Nezavislé
izolované MCF-7Dp53 klony 9, 12 a 14 exprimujici vysoké hladiny Ddp53 miniprotein a MCF-
7-neo klonid 3, 4 a 7 byly dale pouzivany.

Sloucenina 105 indukuje wild typ, ale ne mutanmi p53 protein. Za prvé jsme stanovili pfislusnou
koncentraci slou¢enin 103 a 105 pro nale experimenty. Bufiky MCF-7 (wt p53) byly o3etfeny po
dobu 12 h vzristajicimi koncentracemi 105 v rozsahu od | do 100 uM a nasledn& byla analyzo-
vana exprese proteinu p53 pomoci monoklondlni protilatky DO-1 (Obr. 3A). Bylo prokazano, ze
koncentrace 105 2 az 5 uM ovliviiuje hladinu p53 proteinu v téchto buiikach. Jak je ukazano na
Obr. 3C, hladina exprimovaného proteinu 5 uM 105 nebyla vyznamné vy33i nez hladina induko-
vana 50 pM koncentraci a proto byla pouzita pro dal$i experimenty. Za druhé, ¢asové periody 6,
12 a 24 h byly zvoleny, nebot’ hladina proteinové exprese dosahla stabilni hladiny.

Analyzovali jsme expresi proteinu p53 v bun&nych liniich nadord prsu MCF-7 (wt p53), BT549
(mut p53) a BT474 (mut p53), v bunécné linii kolorektalniho karcinomu HT29 (mut p53) a
v bunééné linii osteosarkomu HOS (mut p53). OSetfeni bunék MCF~7 po dobu 6, 12 a 24 h s
5 uM 105 vedlo k signifikantni akumulaci wild-typu p53. Nulové indukce p53 byla pozorovina
po expozici buné&nych linii BT549 a HOS s 5 uM 105 po dobu 6, 12 a 24 h, exprimujicich
mutantni p53. Nebyla pozorovana zadna korelace mezi citlivosti buné&nych linii k 105 a ptitom-
nosti wild—typu nebo mutantniho typu p53.

105—indukovany wt p53 je transkripcné aktivai a zodpovédny za indukci p21™% o
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Uginek 105 a piibuznych slouenin na aktivaci proteinu p33 byl rovnéz analyzovan pomoci lids-
ké melanomové bunétné linie Arn8 a mysi fibroblastové buné&éné linie T22LacZ exprimujici B—
galaktosidazu pod kontrolou p33 responzivniho promotoru. Indukce wt p53 v téchto bufikach
oSetfenych S5uM 105 (6, 12 a 24 h) vedly k aktivaci responzivniho promotoru a nasledné
k expresi B-galaktosidizy. Arn8 a T221acZ buiky o3etfené 105 byly zafixoviny a zkouméany
mikroskopicky na P—galaktosidazovou aktivitu za pouZiti X-gal jako substratu, coz vedlo
k barveni ptiblizné 25 % bunék modfe ve srovnani s méné nez 1 % modre~zabarvenych bungk
v DMSO—o3etienych kontrolnich liniich (Obr. 3A). Celkova B—galaktosiddzova aktivita v Arn8
buiikach byla stanovena kolorimetrickym testem. Vysledky naznaCuji silnou aktivitu -
galaktosiddzy 12 a 24 hodin po oSetfeni potvrzujici pfitomnost transkripéné aktivniho proteinu
p53 v porovnani s kontrolnimi buiikami odetfenymi DMSO.

Tato transkripéni aktivita byla potvrzena analyzou exprese p21™*"' v buitkach MCF-7. Indukce
proteinu p53 byla pritkazna jiz po 4 h od oSetfeni, aviak zvysené hladiny proteinu p21%¥ ' byly
stabilné pozorovany az po 12 h od ofetfeni latkou 105 (Obr. 3B). Pouze buiiky exprimujici wt
p53 odpovidaly na 105 indukci p21. V zajmu potvrzeni indukce exprese p21™*' jako p53—
responzivni byla pripravena série stabilng transfekovanych klonit MCF-7 exprimujicich vysoké
hladiny dominantné—negativniho Ddp53 miniproteinu. U tohoto proteinu obsahujiciho amino-
kyseliny 1-14 a 302-390 ze sekvence mysiho pS53 bylo prokazano, Ze se vaze k C-terminélni
¢asti wt p53 a abroguje p53—zavislou transkripci. Kontrolni klony MCF-7neo byly p¥ipraveny
stabilni transfekci bunék MCF-7 s patefnim vektorem pCMVneo bez insertu. Klony exprimujici
vysokeé hiadiny Ddp33 stejné jako kontrolni klony byly osetieny slouéeninou 105 a testovany na
expresi p21Y*"! pomoci imunoblotingu s p21¥*"" specifickymi monoklonalni protilatkou 118.
Jako vysledek exprese Ddp53, prerusujici pS3 transkripéni aktivitu, nebyla detekovana zidna
indukee p21¥*"' v MCF-7Ddp53 klonech.

Dal3i slouCeniny mély efekt srovnatelny se 105, aviak 4&inné koncentrace testovanych slou¢enin
indukujici maximum P-galaktosidazové aktivity se vzajemné ligily. Vysledky jsou prezentovany
v tabulce 9 jako koncentrace indukujici maximalni p-galaktosidizovou aktivitu. Zda se, Ze sub-
stituované 6—2—-aminobenzylamino)puriny jsou G&innymi induktory exprese wt p53.

Tabulka 9: Vliv vybranych substituovanych 6—2--aminobenzylamino)purini na indukci proteini
p53 a p2t™AF v builkach MCF-7 exprimujicich wild—typ p53.

C. SUBSTITUENTY NA PURINU Max. f-gal.
aktivita
C2 Cé C9 Konc. (uM)

(¢]8) 2-hydroxyethvilamino benzylamino methyl 125
RO | (I-hydroxymethyl)propylamine benzylamino isopropyl 50

1 2-aminocyklohexylantino (2-aminobenzyl)amino methyl 34

2 4-aminocyk!chexylamino (2-aminobenzyDamino methyl 37

5 {1-hydroxymethypropylamino (2-aminobenzyl)amino methyl 29

7 (1-hydroxymethyl-2- (2-aminobenzyl}amine methy! 25

methyl)propylamino

8 | 2-hydroxy-2-methylpropyieamino {2-aminobenzyi)aruno methyl 24
46 4-aminocyklohexylamino {2-amino-3-methoxybenzyl)amino methyl 32
59 4-aminocyklohexylamino (2-aminebenzyl)amino ethyl 33
62 | (F-hydroxymethyl)propylamino (2-aminobenzyl)amino ethy! 7

=24 .
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64 {1-hydroxymethyl-2- (2-aminobenzyl)amino ethyl [
methyl)propylamino
101 2-aminocykiohexylamino (2-aminobenzyl}amino isopropyl 22
102 4-aminocyklohexylamino (2-aminobenzyl)laming isopropyl i3
i03 4-hydroxycyklohexylamino (2-aminobenzylyamino isopropyl 14
104 2-hydroxypropylamino (2-aminobenzylyamino isopropyl 12
105 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-aminobenzyl}amino isopropyl 16
107 {§-hydroxymethyl-2- {2-aminobenzyhamino 1sopropyl il
methyl)propylamino
108 | 2-hydroxy-2-methylpropylamine (2-aminobenzyl)amino isopropy| 3
114 | 2-hydroxy-1-ethylpropylamino (2-aminobgnzyl)amino isopropyl 3
116 d4-aminocykiohexylamino {2-amino-5-chlorbenzylyamino isopropyi 21
118 t (1-hydroxymethyl)propylamino {2-amino-5-chlorbenzyi)amine 1sopropyl 18
128 | (1-hydroxymethyDpropylamine {2-amino-3-fluorbenzyi)amino isopropyl 4
138 4-aminocyklohexylamino (2-amino-3-methylbenzylyamino isopropyl 2
161 4-aminocyklohexylamine {2,5-diamincbenzyl)amino isopropyl 20
166 2-hydroxypropylamino {2-amino-3-methoxylbenzyl)amino isopropyl 14
182 | (l-hydroxymethyl)propylamino (2-amino-3-methoxylbenzyl)amine isopropyl 12
184 4-aminocyklohexylamino (2-aminobenzyl)amino prapyl 6
187 | (1-hydroxymethyl)propylamino (2-aminobenzyl)amino propyl 3
195 4-aminogyklohexylamino (2-aminobenzyl)amino cyklohexyl 22
198 | (1-hydroxymethyb)propylamino (2-aminobenzyl)amino cyklohexyl 19
209 | (i-hydroxymethyl)propylamino (2-amineo-53-chlorbenzylamino cyklohexyl 20
226 | (1-hydroxymethyDpropylamino | (2-amino-3-methoxylbenzyl)amino | cyklohexyl 21
231 4-aminocyklohexylamino (2-amincbenzyl)amino benzy! 18
234 | (1-hydroxymethyl)propylamino {2-aminobenzyl)amino benzyl 24
247 | (l-hydroxymethyl)propylamino {2-amino-5-chlorbenzylyamino henzyl 20
Piiklad 7

In vivo protinadorova aktivita

Screening biologické aktivity sloueniny 105 byl proveden na modelu preziti P383D1 leukémie
transplantované intraperitoneilné s 2.10° buitkami. DBA-2 my3i byly pouzity jako hostitelské.
Jeden den po transplantaci leukémie bylo zahajeno o3etfeni slou¢eninou 105. Légivo bylo podano
orélné gastrickou vyzivou v celkovém objemu 200 pl/davku 2—krat denné v davee 250 mg/kg ve
dvou chemoterapeutickych cyklech (dny | az 3 a 7 az 9). Sloucenina 105 byla rozputéna v 5%
N-methyl—2—pyrrolidinu, 30% polyethylenglykolu 400, 65% tartarovém pufru (pH 3,0). Analyza
pieziti oSetfenych zvifat (10 my3i/skupina) byl proveden v porovnani s ojetfenim mysi vehiku-
lem za pouZiti metody Kaplan-Meier a priikaznost byla zhodnocena pomoci log—rank testu.
Té&lesna vaha experimentalnich zvifat byl stanovovana paralelng za acelem reflexe toxicity a
{iinnost terapie. Komparativni analyzy télesné vahy byly zhodnoceny pomoci ne~parametricke-
ho t—testu.

Vysledky nasich analyz prokézaly, Ze sloudenina 105 redukuje vahu osetfenych zvitat, ktera je u
modelu intraperitonealn& transplantované leukémie P388D1 indikativni jak pro toxicitu, tak pro
uginnost 1ééby (redukce ascitii a tvorby intraperitonealniho tumoru). Analyza pieziti ukazala sta-
tisticky vyznamné lepsi preZiti mysi odetfenych 105 (P=0,0409), které bylo prevedeno do deliiho
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priimérného casu pieziti (15,4 dnd skupinu o3etfenou 1é¢ivem versus 13,9 dni skupinu ojetfenou
vehikulem).

Detailnéjsi analyza protinadorové aktivity 105 byla provedena na lidském xenograft modelu plic-
niho adenokarcinomu A549 transplantovaného do CD—1 SCID mysi. Zvifata byla transplantova-
na subkutanné 2.10° AS49 bunék do zadni &asti zad. PFiblizné po mésici se vytvorily u vétdiny
zvirat zfetelné nadory a poté byla zahdjena terapie. LéCivo bylo podano orainé gastrickou vyzi-
vou v celkovém objemu 200 pl/davku 2-krit denné v davce 250 mg/kg ve dvou chemoterapeu-
tickych cyklech (dny 1 az 3 a 7 az 9). Slougenina 105 byla rozputéna v 5% N-methy|-2—pyrro-
lidinu, 30% polyethylenglykolu 400, 65% tartarovém pufru (pH 3,0). Primarni endpoint pro ana-
lyzu byla redukce objemu nadoru (10 mysi/skupina), kterd byla kvantifikovana posuvnych méFit-
kem. Analyzy oetfenych zvifat byly provadény v porovnani s mySmi osetfenymi vehikulem.
Té&lesna vaha experimentalnich zvifat byla stanovovana paralelné za udelem reflexe toxicity a
acinnost terapie. Komparativai analyzy télesné vahy byly zhodnoceny pomoci ne—parametrické-
ho t—testu.

Vysledky nadich analyz prokazaly, Ze slou¢enina 105 je dobie tolerovana zvifaty. Byla prokazana
pouze slabd redukce télesné vahy, ktera byla pouze signifikantni v jednom Casovém bodu
{Den 52).

Analyza objemu nadord prokdzala signifikantné men3i nadory u mysi osetfenych sloudeninou
105 (P=0,0409), ktera se projevila i del§im primémym casem pieZiti (21,7 dnil skupinu o3etie-
nou léCivem versus 12,4 dni skupinu oetienou vehikulem).

Priklad 8
Antivirova aktivita

Buné&éné kultury. Bunééna linie z ledvin afrického kotkodana CV-I (wild-typ p53), COS-I
buriky (vytvofeny z CV—1 po transformaci z pivodné defektniho mutanta SV40), bunééna linie
lidského malobunééného karcinomu plic H1299, bun&na linie lidského prsniho adenokarcinomu
MCF-7 (wild—typ p53) a bunéna linie lidského prsniho karcinomu T47D (mutantni p53) byly
udrzovany v Dulbecco’s modified Eagle médiu (DMEM) obsahujicim 10 % fetalniho bovinniho
séra, 300 pg/ml L—glutaminu, 105 1U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu. Lidské fetalni
fibroblasty predkozky (HFFF) (wild—type p53). lidské epithelidlni buiiky plicniho karcinomu
A549 (wild—typ p53), lidské B95a B buinky a psi epithelialni buiky Madin—Darby z ledvin
(MDCK) byly péstovany v DMEM doplngném 10% tepelné inaktivovanym fetalnim bovinnim
serem, 105 [U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu. Buiiky byly péstovany do 80% kon-
fluence pied experimentalnim oSetfenim. Jestlt neni jinak stanoveno, tak 20 uM roskovitinu a
10 uM 105 bylo pfidano k buiikdm na dobu 12 hodin,

Generace stabilnich bunéénych linii. Plazmidy pCEP4-Tat a pHIV—lacZ byly ziskany z NIH
AIDS Research & Reference Reagent Program (Chang et al. Gene Ther. 6(5): 715-28, 1999).
pCEP4-Tat obsahoval HIV-1SF2 tat, kdeZto pHIV-lacZ obsahoval viechny U3 regiony, &ast R
regionu (véetné TAR) a HIV-1,3'LTR Fidici lacZ a pCMV-lacZ obsahujici lacZ pod kontrolou
promotoru z lidského cytomegaloviru. DNA transfekce probihaly pomoci Lipofectamine 2000
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) podle ndvodu vyrobce. Bun&éna linie HI299-TAT byly
odvozeny z bunék H1299 stabilng transfekovanych pCEP4-Tat. Bun&tna linie H1299-HIV byly
ptipraveny stabilni kotransfekei s pCEP4-Tat a pHIV-lacZ plazmidy. Dva dny po transfekci byly
buiiky selektovany na hygromycinu B (250 pg/ml; Merck Biosciences, Nottingham, UK) za
acelem generace stabilnich klond s inkorporovanou plazmidovou DNA. Selektované stabilné
transfekované (i) H1299-TAT klony byly transientn& transfekovany pHIV—lacZ a testovany na
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B-galaktosidazovou aktivitu (viz niZe), zatimco (ii) buiiky HI299-HIV byly testovany na B
galaktosidazovou aktivitu bezprostfedn& po stabilni inkorporaci obou plazmidq.

Beta—galaktosiddzovy test. Pro méteni P—galaktosidazové aktivity byly buiiky sbirany 12h po
transfekci a rozrufeny sonikaci v 0,25 M Tris—HCI pH 7.5. Bun&né Iyzaty (100 pg) byly smi-
chany s 3 pl pufru (0,1 M MgCly, 4,5 M B-merkaptoethanol), 66 pt ONPG (4 mg/ml o-nitro-
fenyl-3-D-galaktopyranosid) v 0,1 M sodno—fosfatovém pufru, pH 7,5. Reakce byla inkubovana
po dobu 30 minut pfi 37 °C, zastavena 500 pi 1 M Na,COs a absorbance stanovena pit 420 nm
v mikroplate readeru.

Imunobloting. Buiiky byly odd&leny pomoci gumového kusu a promyty 3—krat ledové chladnym
PBS a lyzovany v pufru (50 mM Tris, pH 7,4, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, | mM
Na;VO,, 1% Nonidet P40) obsahujicim smés proteazovych a fosfatazovych inhibitord (Sigma—
Aldrich St Louis, Missouri, USA). 20 pg celkovych proteini bylo separovano pomoci SDS—
polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE) v 8 nebo 10% gelu a pfeneseny na nitro-
celulézovou membranu. Membrany byly blokovany v 5% mléku a 0,1% Tweenu 20 v PBS a
inkubovany polyklonalnimi séry. Primami protilatky specifické pro RNA polymerazu 11 {od
Santa Cruz Biotechnology, California, USA) zahrnovaly: (i) N--20 pouzita v fedéni 1 pg/ml, (ii)
H14, specificka pro formu fosforylovanou na fosfoserinu 5, fedéni 6 pg/ml a (iii) HS, specificka
pro formu fosforylovanou na fosfoserinu 2, fedéni 4 pg/ml. Dalsi pouzité primarni mAb
v imunoblotech zahrnuji (iv) anti—p53 (DO-1, vlastni) pouzita v fedéni | pg/ml, (v) anti-p21™A*!
(118, vlastni),) pouzita v fedéni | ug/ml), (vi) anti-actin (A-2066, Sigma-Aldrich St Louis,
Missouri, USA)) pouzita v fedéni | pg/ml, (vii) anti-T-antigen (419, vlastni), pouzita v fedéni
1 pg/ml. Viechny primamni protilatky byly nafedény v PBS obsahujicim 5% praskové mléko;
0,1% Tween 20. Peroxidazou konjugovana krali¢i anti-my3$i imunoglobulin nebo prase¢i anti~
krali¢i antiséra (DAKO, Glostrup, Denmark) byla pouZita jako sekundémi protilatky a vizualizo-
véna s ECL reagenciemi (Amersham-Pharmacia, Little Chalfont, UK).

Infekce a viry. Bunééné linie MCF-7 a T47D byly infikovany $V40 virem po dobu 4 hodin
v bezpérovém DMEM. Po infekci byl DMEM doplnén 10% fetalnim bovinnim sérem a bud’
20 uM roskovitinu nebo 8 uM 105 piidanymi bezprostfedné nebo 12 h po infekci. Infikované
buiiky byly sklizeny po 45 h. Byly pouZity herpes simplex virus typ | kmen 17 (HSV-1), HSV-1
kmen 17 obsahujici GFP v lokusu thymidin kindzy (HSV-1-deltaTK) a HSV-2 kmen HGS52
(HSV-2). Viechny herpesviry byly mnoZeny a titrovany v HFFF buiikach. Virus vakcinie kmen
WR kodujici chtipku PB2 v TK lokusu (VV) byl mnoZen a titrovan v HFFF burikich. Lidsky
adenovirus typ 4 (HAdV—4) kmen RI-6 byl mnoZen a titrovan v A549 buiikich. Lidsky cyto-
megalovirus kmen Toledo kodujici GFP v B2.7 lokusu (HCMV) (McSharry et al., J. Gen. Virol.
2003, 84:2511-62003) byl mnozen a titrovan v FFF buiikach. Virus spalniek (MV) wildtyp
kmen Strb byl dar od J. Schneidera Schaulies,, Wuezburg, Germany. MV byl mnoZen a titrovan
v B95a buitkach. Titr viru spalniek byl stanoven jako jednotky tvotici syncytium (SFU). Chtip-
kovy virus (IV) HIN1 kmen A/PR/8/34, ziskany z European Collection of Animal Cell Cultures
(Porton Down, UK), byl mnozen v zarode¢né kavité embryonalnich kufecich vajec (kmen 0;
Institute for Animal Health, Compton, UK) pfi 35 °C. Vejce byla infikovéna 6. den a zdrodetna
tekutina byla sbirana 10. den. IV titry byly stanoveny jako HA jednotky (HAU; inverzni hodnota
log2 koneé&ného fediciho titru) pomoci hemaglutinace kufecich erythrocyta (Fiebig Nachrstoft-
technik, Bad Kreuznach, Germany) a jako jednotky tvorici infekéni centra (ICFU) na mililitr
zarodeéné tekutiny. ICFU byly stanoveny v MDCK burikich rostoucich v 12 jamkovych destié-
kach (NUNC, Roskilde, Denmark) na 16 mm sklenénych krycich sklitkach za pouziti koktatlu
piimych FITCem znatenych monoklonalnich protilatek A typu chiipkového viru (K6105 A
reagent, DAKO, Glostrup, Denmark).

Antivirové latky. Kde je naznadeno, tak byla vyuZita nasledujici virostatika: acyklovir (9-[(2-

hydroxyethoxy)methyl}guanin) (Sigma-Aldrich St Louis, Missouri, USA), cidofovir (S)}-1-[3~
hydroxy—2—(fosfonylmethoxy)propyl]—<ytosin) (Moravek, Biochemicals), jod-deoxyuridin (1-
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(2—deoxy—[—D-ribofuranosyl}-5-joduracil) (Sigma), ribavirin (1-3—D—ribofuranosyl-1,2,4—tria-
zol-3—karboxamid) (Sigma—Aldrich St Louis, Missouri, USA), tamiflu (ethylester (3R.4R.58)
4—acetylamino—5—-amino—3—( 1-ethylpropoxy)}-1—cyklohexen—l—karboxylové kyseliny) (Roche),
chioroquin (N’ 7—chlorchinolin—4-yl)}-N,N—diethylpentan—1,4-diamin) (Sigma-Aldrich St
Louis, Missouri, USA), roskovitin {(2—R)H l—ethyl-2—-hydroxyethylamino)-6—benzylamino—9—
isopropylpurin) byl pfipraven podle publikované metody (Havliéek et al., J. Med. Chem. 40:
408412, 1997). Antivirotika byla pouzita jak je naznaeno v textu.

Test sniZeni poétu plaka (plaque number reduction assay). 50% inhibi¢ni koncentrace (I1Cs)
byly vypocteny za pouZiti standardniho testu sniZeni poctu plaki. 1Cs, byly definovany jako kon-
centrace antivirotika, kterd redukovala pocet plakd o 50 % relativné k oSetfeni bez antivirotik.
Buiiky byly péstovany v 25 em? fahvigkach pro tkafové kultury (Corning) a% do konfluence a
poté byly infikovany 100 jednotkami tvoficimi plaky (PFU) pfistuiného viru (HSV-I infekce na
HFEFF, HSV-1—deltaTK na HFFF, HSV-2 na HFFF, VV na HFFF, HAd4 na A549, HCMV na
HFFF) po dobu 1 h pii 37 °C v CO, inkubatoru na kolébajici se platformé, Buitky byly poté pre-
vrstveny médiem obsahujicim 1% Avicel RC-591 (Camida Ltd) (Matrosovich et al., Virol. J.
3:63, 2006) a testovanou latkou. Sloutenina 105 a roskovitin byly typicky testovany v koncen-
traénim rozsahu od 0,04 do 20 pM. Kde bylo nezbytné, tak byl acyklovir, cidofovir, jod—deoxy-
uridin, chloroquin, tamiflu a ribavirin pouzity pro srovnani a byly aplikovany v rozmezi, které
zahrnuje jejich vrcholovou hodnotu ICs,. Infikované bunééné monovrstvy byly barveny Giemsa
barvenim (Sigma) po dobu 3 dnii (pro HSV-1, HSV-l—deltaTK, HSV-2 & VV) nebo 5 dni
(HAd4) a plaky byly spo¢teny. U HCMYV byly po 7 denni inkubaci bunétné monovrstvy promyty
PBS a zelené fluorescenéni foci byly spocteny pod Leica DMIRBE mikroskopem. Pocet plaki
byl vynesen a analyzovan pomoci Cricket Graph softwaru (Computer Associates).

K realizaci testu snizeni MV syncytii (MV syncytium reduction assay) byly napéstovany buiiky
B95a ve 24 jamkovych destitkach (NUNC, Roskilde, Denmark) do 80% konfluence. Buiiky byly
znovu piedodetieny médiem obsahujicim piisluiné mnoZstvi antivirotika po dobu 30 minut pred
infekci. Kazda jamka byla infikovana 100 SFU MV a inkubovina v DMEM bez FBS nebo anti-
biotik a neobsahovala rovnéZ Zidna antivirotika nebo virotika ve zvoleném koncentraénim rozsa-
hu po dobu 24 h. Tvorba syncytii byla zhodnocena fazovym kontrastnim mikroskopem. 1C5, byla
definovana jako koncentrace antivirotika, ktera redukovala pocet syncytii na 50 % v porovnani
s buiikami infikovanymi za nep¥itomnosti antivirotika.

Testy sniZzeni IV infekEnich center (IV infectious center reduction assay) byly provadény na buii-
kdach MDCK rostoucich na 16 mm sklenénych krycich sklickidch ve 12 jamkovych destickach
(NUNC, Roskilde, Denmark) do 80% konfluence. Buiiky byly pfedosetifeny médiem obsahujicim
testované antivirotikum po dobu 30 minut pfed infekci. Kazda jamka byla infikovana 100 ICFU
IV inkubovaného v DMEM bez FBS nebo antibiotik a bud’ neobsahovala antivirotika, nebo
obsahovala antivirotika v pfislu§ném koncentraénim rozsahu po dobu 24 h. Buiiky byly promyty
PBS, fixovany 3% paraformaldehydem (Sigma—Aldrich St Louis, Missouri, USA), permeabilizo-
vany 1% Tritonem X 100 (Sigma—Aldrich St Louis, Missouri, USA) v PBS a oznageny kokiejlem
monoklonainich protilatek proti A typu viru chfipky (K6105 A reagent, DAKO, Glostrup, Den-
mark). Centra tvotici infekéni jednotky (zelena fluorescenéni cytoplasma anebo fluorescenéni
jadro) byla kvantifikovana pomoci Axioplan epifluorescenéniho mikroskopu s Axiovision soft-
warem (Carl Zeiss, Jena, Germany). ICs, byla definovédna jako koncentrace antivirotika redukuji-
ci poCet infekEnich center o 50 % v porovnani s buitkami infikovanymi v nepfitomnosti antiviro-
tika. Koneéné hodnoty ICsp pro viechny viry/antivirotické kombinace jsou vzdy primérem ze 4
nezavislych experimenti.

Test sniZeni produkce Had4 (HAd4 yield reduction assay). Konfluentni monovrstvy bunék
A549 v 6 jamkovych tkanovych mikrodestickach byly infikovany 2000 PFU/jamku HAd4 po
dobu 1 hv 37 °C v CO, inkubatoru na kolébajici se platformé. Buiiky byly poté promyty a pésto-
vany v médiu obsahujicim 10 pM slouc¢eniny 105 nebo 100 pM cidofoviru nebo koktejlu 10 uM
slouceniny 105 a 100 uM cidofoviru. Buiiky a media byla posbirana po 6, 12, 24,48, 72 a 96 h
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po infekei a poté byl vynos uvolnénych vir: a celkovy vynos virl (uvolnény a intracelularni)
v kazdém vzorku titrovan pomoci bunék A349.

Inhibice virové replikace slou¢eninou 105 a roskovitinem. Vzhledem ke zjisiéni, Ze sloucenina
105 byla mnohem G¢innéjsim inhibitorem CDK aktivity neZ roskovitin, bylo velmi dileZité zjistit
telativni kapacitu téchto dvou CDKI sniZovat virovou replikaci. S pouZitim test redukce plaki
byly porovnany acinky slouceniny 105 na replikaci panelu DNA (HSV. VV, HAd4, HCMV) a
RNA (MV, IV) virii v porovnani s fadou referencnich antivirovych latek (Tab. 10). Sloucenina
105 inhibovala replikaci viech testovanych DNA virii mnohem efektivngji nez roskovitin. Ros-
kovitin neinhiboval jak HSV—1 &i HSV-2, zatimco sloudenina 105 byla (¢innd, pfestoze vykazo-
vala vy$si ICsy neZ acyklovir. Acyklovir je prolétivo, které je aktivovano v buiice fosforylaci
virové kodovanou TK. HSV—I deledni mutant thymidin kinazy (TK) ziistaval citlivy pro slouce-
ninu 105 oproti acykloviru, coz naznatuje, Ze sloucenina 105 pisobi rozdilnym mechanismem
(Tabulka 10). PfestoZe se hodnoty ICso pro HSV-1 a HSV-2 u acykloviru lidily, jejich hodnoty
pro slougeninu 105 byly podobné. Je velmi zajimave, ze viechny DNA viry byly inhibovany
v piiblizné srovnatelnych koncentracich slouteninou 105, coz je konsistentni s molekularnim
cilem tohoto lé&iva, tedy CDK dfive nez specifické virové-kodované funkce. Virus vakcinie byl
inhibovan stejné dobie jak slouceninou 105, tak joddeoxyuridinem, zatimco roskovitin nevyka-
zoval zadny vyznamny 0¢inek. Existuji pfedpoklady, e replikace VV nevyzaduje fungovéni
CDK, pficemz bylo dokonce piedpokladano, ze CDKI nemusi byt efektivni vii¢i takovymto
virim (Schang, J. Antimicrob. Chemother. 50(6):779-92, 2002). Nase vysledky viak vibec
poprvé naznaluji, ze i poxvirus je citlivy k CDKI. Slou¢enina 105 i roskovitin inhibovaly repli-
kaci HAd4 a, co je jeité zajimavéjsi, jejich hodnoty ICs byly vyrazné niZsi nez u cidofoviru.
Ptestoze byl HCMV piiblizné stejné citlivy k slougeniné 105 a roskovitinu, v tomto pfipadé pfi
vyssich davkach nez cidofovir. Oba CDKI prokazaly nulovou G&innost k testovanym RNA
virlim, tedy MV a V.

Tabulka 10: Inhibice virové replikace. 1Cso (pM) bylo stanoveno pomoci testu redukce plakii
(n=4)

HSV-1
HSV-1 HSV-2{ VV | Had4d |HCMV | MV | IV
ATK

50+ )| 531+ | 47+ |38+ 242+ 3,2+ (1974
slouéenina 105 >20
0,9 4.9 1,0 1,3 1,3 1,6 1,8

31+ | 49+
roskovitin >20 | >20 | >20 | >20 >20 | >20
1,6 2,2
3,74+
joddeoxyuridin *
L6

05+ 73,0+ 2,2+
acyklovir
0,2 18 0,5
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16,6 +| 0,2+
cidofovir
2,9 0,1
12,0 #|10,5 +
ribavirin >40
1,1 L8
12,5 +
tamiflu
2,2
53+
chloroguin
0,9
* hodnoty ve vystinovanych butikdch nebyly stanoveny

Inhibice virové exprese sloudeninou 105 a roskovitinem. SV40 large T antigen je pleiotropic-
ky, kédujici mnohodetné funkce, které reguluji virovou infekci a podporuji tumorogenezi. Large
T-antigen tvofi stabilni komplex s p53, a tim, ze podporuje defosforylaci pRb, inaktivuje ¢leny
Rb rodiny (Zalvide et al., Mol. Cel.. Biol. 18(3):1408-15, 1998). Inaktivace p53 je kriticka pro
SV40—zprostiedkovanou bunéénou transformaci, zatimco doprovodna destabilizace tohoto inhi-
biéniho komplexu mezi defosforylovanym Rb a &leny E2F rodiny transkripénich faktorii usnad-
fiuje transkripei cilovych gent podpoerujicich vstup do bunééného cyklu (Ali et al., J. Virol. 78(6):
2749-57, 2004).

Buiiky MCF-7 (wild typ p53) a T47D (mutant p53) byly infikovany SV40 za Gdelem studia
aéink sloudeniny 105 a roskovitinu na expresi large T-antigenu, p53 a p21"*F'. Exprese large T
antigenu byla detekovéina nezavisle na statusu p53, zatimco large T antigen—zavisla vazba a sta-
bilizace wild—typu p53 vedla k jeho inaktivaci. OSetfeni infikovanych bunék sloudeninou 105
nebo roskovitinem vedlo k redukci hladiny large T-antigenu, coZ naznatuje esencidlni Glohu
CDK pro virovou genovou expresi (Obr. 8). Vliv téchto CDKI na buiiky MCF-7 byl vy3§i, kdyz
byly pridany bezprostiedné po infekci, zejména u bunék o3etfenych roskovitinem. Simultinné
jsme pozorovali i inhibici hladiny p53 a obnovu jeho funkce representovanou transaktivaci p53
cilového proteinu p21™**'. Inhibi¢ni aginek slouGeniny 105 na expresi large T—antigenu v T47D
bunéfné linii byl nezavisly na asu oSetfeni, zatimco roskovitin ovlivnil expresi T—antigenu
pouze kdyZ byl podan 16 h po infekci. Hladina nutantniho p53 zistala nezménéna a nebyl scho-
pen rovnéz trans—aktivovat expresi p21¥*** (Obr. 8).

Po provedeni naslednych testd bylo prokazino, ze oba CDKI mély inhibigni vliv i na isolovany
viralni promotor v plastidovém vektoru. Transientné jsme transfekovali bunéénou linii MCF-7 a
T47D plazmidem pCMV-lacZ, oSetfili transferované buiiky roskovitinem nebo slou¢eninou 105
a zmétili B-galaktosidazovou aktivitu. Jak sloucenina 105, tak i roskovitin inhibovaly expresi
z CMV promotoru v transientné transferovanych burkdch, kde slou¢enina 105 vykazovala mno-
hem silngj$i supresivni G&inek (Obr. 9).

Vliv CDKI na expresi SV40 promotoru inkorporovaného do bunééného genomu. Pozorova-
ni popsand vyse nas vedla k expanzi analyz uginki slouceniny 105 a roskovitinu na genovou
expresi $V40 v COS-1 burikich, kde jsou sekvence kdédujici velky T—antigen integrovany do
bunééného genomu. Buiiky COS-1 jsou CV-1 buiikami transformovanymi plivodné—defektivnim
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mutantem SV40, tedy CV~1 a buiiky MCF-7 byly pouZity jako kontroly. Ackoliv byla exprese
z hlavniho IE promotoru SV40 a CMV v obou piipadech inhibovana CDKI, kdyz byly introdu-
kovany do extrachromosomalniho elementu (Obr. 8 a 9), v buitkach COS-1 osetfenych slouceni-
nou 105 a roskovitinem stimulovaly expresi velkého T—antigenu, zatimco p53 2ziistaval konstantni
a transkripéné inaktivni (p21"*"' nebyl transaktivovan). V kontrolnich CV—-1 a MCF~7 buiikach
vzrostly hladiny p53 a p21™*F' po osetreni ob&ma CDKI (Obr. 10). Tyto vysledky naznauji, ze
CDKI mohou mit jak inhibi¢ni, tak stimula&ni vliv na virové promotory, a to v zdvislosti na jejich
lokalizaci v buiice.

Inhibice exprese z HIV promotoru. Transkripce z HIV genomu je citlivd na aktivitu CDK9 a
miiZe byt proto suprimovana oetfenim CDKI v koncentragnim rozmezi, které nesnizuje bunéc-
nou transkripci (Chao et al., J. Biol. Chem. 2000 Sep 15:275(37): 28345-8, 2000). Krome toho
interaguje funkéng CDK9 s transaktivaéni doménou Tat, coZ je ilustrovano faktem, ze CDK9
deplece blokuje Tat—dependentni transaktivaci a aktivitu.

Za Géelem vyhnuti se obecné inhibici transkripce z extrachromosomalni DNA vlivem CDKI byly
zkonstruovany dvé stabilni bunééné linie (H1299-TAT a H1299-HIV). Buitky H1299-TAT byly
transfekovany pomoci pHIV-lacZ a poté oSetfeny roskovitinem a sloudeninou 105. Exprese
z pHIV-lacZ (extrachromosalini lokalizace) byla inhibovina oSetfenim CDKI; P—galaktosidazovy
(B-gal) vystup byl o néco niZsi u slougeniny 105 v porovnani s roskovitinem (Obr. 11). Je zaji-
mavé, ze Gtinky aplikace CDKI byly opadné pfi testovani na HIV promotoru integrovaném do
bun&éné DNA (H1299-HIV buiiky) s reportérovym vystupem zvysenym 4-nasobné po o3etfeni
slougeninou 105 a 2,5-krat zvyienym po oSetfeni roskovitinem (obr. 11).

Inhibice replikace adenoviré slou¢eninou 105 a cidofovirem. Sloucenina 105 méla pronikavy
vliv na replikaci HAdV4 s lep3imi hodnotami IC50 neZ dokonce cidofovir v testu snizeni plakd
(Tab. 10). Vzhledem k tomu, Ze 105 a cidofovir iinkuji rozdilnymi mechanismy, tak jsme stu-
dovali, zda-li tato dvé& antivirotika by mohla mit aditivni efekt, kdyz budou zkombinovana. Mno-
hostupfiové riistova kiivka HAd4 byla proto mé&fena v pfitomnosti 10 pM 105, 100 uM cidofo-
viru nebo obou (Obr. 13a). Jak bylo provadéno konvengné s HAdV, testy méfily celkovy vytézek
vird z kultury. Po 24 h od infekce inhibovaly jak slougenina cidofovir, tak slougenina 105 pro-
dukci infekéniho viru a redukovaly virovy vytézek o 2 a 5 log stupiid. Zadné infekéni viry nebyly
detekovany, kdyz byly oba inhibitory pouzity v kombinaci. 48 h po infekci byla relativni acinnost
antivirotik obracena: Slouéenina 105 a cidofovir redukovaly virovy vytéZzek o 1 a 2 log stupné,
zatimco kombinace obou slougenin zptsobila redukci o 5 log stupnil. V tomto a dalSich pozdgj-
§ich &asech byl G&inek obou 1é¢iv mnohem silngj$i nez aditivni efekt, a tak lze jejich pisobeni
v kombinaci povaZovat za synergické. Nicméné, z vysledki bylo zfejmé, Ze Geinek slouceniny
105 byl po 96 h po infekei ponékud utlumeny; sloudenina 105 nevykazovala zadny celkovy vliv
na virovou replikaci, zatimco cidofovir inhiboval vytézek 3 log stupiii. Kombinovany ucinek
obou 1é8iv v tomto ¢asovém bodé vykazoval silny kumulativni vliv 4 log stupiiii. Zjevna nesou-
rodost mezi testy redukce plakii (Tab. 10) a redukce tvorby (obr. 12a) byla vyfesena, kdyZ byly
titry bun&k asociovanych a extracelularnich vird oddéleny a analyzovany nezavisle. Utinek slou-
eniny 105 a cidofoviru na vytézek extraceluldrniho viru (obr. 12b) byly mnohem konzistentngjsi
v testu redukce plakil. Adenoviry jsou uvoliiovany spontanni lyzi a test redukce plaki spociva
v mnohonasobnych kolech virové replikace za G&elem vytvoieni viditelnych plaki. OSetfeni infi-
kovanych bun&k slou¢eninou 105 znain& zpomalovalo vyskyt extraceluldmich vird, které
v zévislosti na tom zplsobilo zpozd'ovani kazdého kola replikace a tak i vyskyt plakd. Vliv pii-
dani cidofoviru a slouteniny 105 v kombinaci na vynos extracelularniho viru byl dramaticky
(obr. 13). Kombinace velmi ¢asného Géinku sloudeniny 105 se zpozd&nym, ale solidnim a dlou-
hotrvajicim G¢inkem cidofoviru znadn& zvysil jejich kapacitu inhibovat replikaci HAd4. Zadny
infek&ni virus se nepodafilo prokazat v kultivagnim médiu az do 72 h po infekei a 96 h po infekei
byl jesté vynos vird nizsi nez vstupni pfisun viru (0 h), téméf 5 log stupiii pokles oproti Zadnému
ofetieni [édivy.
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Priklad 9
Suché tobolky

5000 tobolek. kazda obsahujici jako aktivni sloZzku 0.25 g jedné ze sloucenin vzorce 1 z tab. 1
nebo 2, zminénych v pfedchazejicich prikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

Slozeni

Aktivni slozka 1250 g
Talek (80 g
PSeniény Skrob 120 g
Magnézium stearat 80
Laktoza 20g

Postup ptipravy: Rozetiené latky jsou protlaeny pies sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g
smési je prenesena do Zelatinové tobolky pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Piiklad 10
Mekké tobolky
5000 mekkych Zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné

z latek o vzorci 1, tab. 1 az 6, zminénych v pfedchazejicich piikladech, se pFipravi nasledujicim
postupem;

SloZeni
Aktivni slozka 250 g
Lauroglykol 2 litry

Postup piipravy: Praskova aktivni latka je suspendovana v Lauroglykolu® (propylenglykol laurat,
Gattefose€ S. A., Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vihkém pulverizatoru na velikost &astic asi
I az 3 mm. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom pienesena do mékkych Zelatinovych tobo-
lek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Priklad 11
Mekke tobolky
5000 mékkych zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné

z latek o vzorei L, tab. | a 2, zmingénych v predchazejicich pfikladech, se pfipravi nasledujicim
postupem:

Slozeni

Aktivni slozka 250 ¢
PEG 400 1 litr
Tween 80 1 litr

Postup pripravy: PraSkova aktivni latka je suspendovdna v PEG 400 (polyethylenglykol o Mr
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween®™ 80 (polyoxyethylen sorbitan monolaurat,
Atlas Chem. Ind., Inc., USA, dodéava Sigma Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vihkém pulveri-
zatoru na Castice o velikosti 1 az 3 mm. Déavka o velikosti 0,43 g smési je potom pienesena do
mékkych Zelatinovych tobolek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.
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PATENTOVE NAROKY

1. Substituované 6—(2—aminobenzylamino)purinové derivaty vybrané ze skupiny zahrnujici
2—({6-{(2-aminobenzyl)amino]-9—isopropy-9H-purin—2-yl }amino)butan—1-ol,
2—({6——[(2—aminobenzyl)amin0]—9—isopr0pyl-—9H~purin—2—yl}amino)—3-—methylbutan—l —ol,
1 {6~[(2—aminobenzyl)amino]-9—isopropyl-9 H-purin—2—yl}amino)propan—2—ol,
N°-(2-aminobenzyl}-N*-(4-aminocyklohexy|)}-9—isopropy-9H-purin-2,6—diamin,
1-({6-[(2—aminobenzyl)amino]-9-isopropy -9 H—purin—2—yl} amino)}-2—methylpropan—2—ol,
3—({6-[(2~aminobenzyl)amino}-9-isopropyl-9H-purin-2-yi}amino)pentan—2—ol,
N®~(2-amino—5—chlorbenzy|)-N’—(4-aminocyklohexyl}-9-isopropyl-9H-purin-2,6—diamin,
2—({6-[(2—amino—5—fluorbenzyl)aminc]-9—isopropyl-9H-purin—2-yl}amino)butan—1-ol,
|—({6—[(2~amino—3-methoxybenzyl)amino]-9—isopropyl-9H-purin—2-yl} amino}propan—2—ol,
2—({6-[(2~amino—5—chlorbenzyl)amino]-9~isopropyl-9H-purin—2-yl }amino)butan—i—ol,
2—({6-[(2-amino—5-methoxybenzyl)amino]--9—isopropyl-9H-purin-2-yl}amino)butan-1 —ol,
2—({6-[(2—aminobenzyl)amino]-9—methy|-9 H—purin—2-yi}amino)butan-1-ol,
2—({6-{(2—aminobenzyl)amino}-9—ethyl-9 H~purin—2—yl} amino)butan—-ol,
2-({6-{(2—aminobenzyl)amino]-9-propyl-9H—purin-2-yl}amino)butan—I—ol,
2—({6—{(2-aminobenzyl)amino]}-9-cyklohexyl-9 H—purin-2-yl }amino)butan—1-ol,
2-({6-[(2—amino—5—chlorbenzyl)amino]-9—cyklohexyl-9H—purin-2-yl} amino)butan—1-ol.
2-{{6—{(2—aminobenzyl)amino]-9-benzyl-9H-purin-2-y1}amino)butan—!-ol,
2—({6-[(2—amino—5—chlorbenzyl)amino}-9—benzy -9 H-purin—2-y!}amino)butan—1-ol,
N°—(2-aminobenzyl)-N°—(2-aminocyklohexyl)}-9—methyl-9H—purin-2,6—diamin,
NG—(2—amin0—5—chlorbenzyI)—Nz—(Z—aminocyklohexyl)—9—isopropyl-9H—purin—2,6—diamin,
N°—(2~—amino—S—ﬂuorbenzyl)—NZ—(2—aminocyklohexyI)—9—isopropy1—9H—purin—2,6—~diamin,
Né—(Z—aminobenzyl)—Nz—(4—aminocyklohexyl)—9—methyl—9H-purin—2,6—diamin,
N“—(Z»amino—B—methoxybenzyl)—Nz—(cl—aminocyklohexyl)—9—methy -9 H-purin-2,6—diamin,
N°—(2faminobenzyl)—N2—(4»—aminocyklohexyl)—9—ethyl—9H—purin—2,6—diamin,
N°~(2—aminobenzyl)}-N’~(4-aminocyklohexyl)-9—propyl-9 H—purin-2,6—diamin,
N°—(2-amino—3—methylbenzyl}-N*~(4-aminocyklohexyl}-9—isopropy -9 H-purin-2,6—diamin,
Nf’—(Z,S—diaminobenzyI)——Nz—(4—aminocyklohexyl}—‘)—isopropyl-—9H—purin—2,6—diamin,
N°—(2—-aminobenzyl)}-N’—(4—aminocyklohexyl}-9—cyklohexyl-9H~purin-2,6—diamin,
N°®—(2—aminobenzyl}-N ’_(4-aminocykiohexyl}-9-benzy|-9 H—purin-2,6—diamin,
N°—_(2-aminobenzyl)-N’~(2—aminocyklohexyl}-9—isopropyl-9H—purin-2,6—diamin,
N°—(2—-aminobenzyl}-N?-(4-hydroxycyklohexyl)-9—isopropy-9H-purin—2,6—diamin,
1-{{6-[(2-aminobenzyl)amino}-9-methyl-9 H-purin—2—yl}amino)-2-methylpropan—2—ol,
2—({6-{(2—aminobenzyl)amino}-9-methy}-9H—purin-2—-yl}amino)}-3-methylbutan—1-oi,
2—({6—[(2—aminobenzyl)amino]-9—ethyl-9 H—purin—2-yl} amino)-3-methylbutan—i-ol,
2—({6-[(2—amino—~3—methoxybenzyl)amino]-9—cyklohexy-9H-purin—2-yl}amino)-butan—1 —ol.

2.  Substituované 6-2—aminobenzylamino)purinové derivaty podle naroku | pro pouZiti jako
léCiva.

3. Substituované 6—(2—aminobenzylamino)purinové derivaty podle naroku 1 pro pouziti jako
inhibitory CDK.
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4. Substituované 6—(2-aminobenzylamino)purinové derivaty podle naroku | pro pouZiti pii
1&¢bé onemocnéni zahrnujicich bunéénou proliferaci.

5. Substituované 6—~2-aminobenzylamino)purinové derivaty podle naroku | pro pouZiti pii
léché virovych infekei.

6. Substituované 6—-(2—-aminobenzylamino)purinové derivaty podle naroku 5, kde je virova
infekce vyvolana Zivocisnymi a lidskymi DNA viry, zejména lidskymi cytomegaloviry (HCMV),
herpes simplex viry typu 1 a 2 (HSV-1 a HSV-2). varicella zoster viry (VZV), viry Epstein—
Barrove (EBV), lidskymi herpesviry typu 6, typu 7, typu 8, bovinnimi herpesviry typu 1, kofis-
kymi herpesviry typu 1, papillomaviry (HPV typy 1-55, vetné karcinogennich HPV), adenoviry
viech typl, poxviry, polyomaviry nebo papovaviry.

7. Substituované 6—<2—aminobenzylamino)purinové derivaty podle naroku | pro pouZiti pro
eliminaci nebo redukei virového Sifeni nebo ristu v systémech tkafovych kultur pii produkci
biofarmaceutickych nebo jinych produktii, pro eliminaci nebo redukci virového Ziteni nebo ristu
v klinickych vzorcich, anebo k zastaveni ristu tkafiovych bunéénych kultur pii zachovani schop-
nosti bun€k produkovat proteiny a sekundarni metabolity.

8. Substituované 6—2—amingbenzylamino)purinové derivaty podle naroku 1 pro pouZiti pii
[€¢bé onemocnéni, jejichZ podstata je zaloZena na bunééné proliferaci, a kterA zahrnuji nadory,
restenozu, psoridzu, revmatickou artritidu, diabetes 1. typu, roztrousenou sklerdzu, Alzheimerovu
chorobu, parazitozy zpiisobené Zivodichy, houbami anebo prvoky, resten6zu, polycystické one-
mocnéni ledvin, odmitnuti transplantatu, dnu a proliferativni onemocnéni kiize.

9. Substituované 6—2-aminobenzylamino)purinové derivaty podle naroku | pro pouziti
k indukei apoptozy v savéich bunikach.

10. Farmaceuticky piipravek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje alespoii jeden substi-
tuovany 6—(2-aminobenzylamino)purinovy derivat podle naroku 1 a farmaceuticky pfijatelné

nosice,

11. Farmaceuticky pfipravek podle naroku 10, vyznacujici se tim, Zze dile obsahuje
Jednu nebo vice farmaceutickych pomocnych latek.

12. Farmaceuticky pfipravek podle niroku 10, vyznacdujici se tim, Ze dale obsahuje
cytostatikum vybrané ze skupiny zahrnujici mitoxantron, cis—platinu, methotrexat, taxol a doxo-

rubicin.

13. Farmaceuticky pfipravek podle naroku 10, vyznadujici se tim, Ze dile obsahuje
virostatikum vybrané ze skupiny zahrnujici acyklovir, cidofovir, tamiflu a ribavirin.

10 vykresi

-34 -




CZ 302122 Bé6

Obr. 1

Cytotoxicita novych slouéenin viaci MCF7 buifikam
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Obr.2
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Obr. 3
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Obr. 4
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Obr. 5
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Obr. 7
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Obr. 10
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Obr. 12A
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Obr. 13
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